MASARYKOVA UNIVERZITA
Lékarska fakulta

MASARYKUV ONKOLOGICKY USTAV

Imunobiologické aspekty nadorovych onemocnéni

HABILITACNI PRACE

- komentovany soubor publikaci -

Brno 2016 RNDr. Lenka Zdrazilova Dubska, Ph.D.



Podékovani

Dékuji vSem svym koleglim, spolupracovnikim a
studentlim, bez nichZz by vysledky a poznatky, jez jsou
podkladem pro tuto praci nevznikly.

Dékuji panu doc. MUDr. Daliborovi Valikovi, Ph.D.
za vytvorfeni vybornych pracovnich podminek pro
klinickou i vyzkumnou ¢innost a za odborné vedeni, cenné
rady a inspiraci.

Dékuji svému muZi Vaclavovi a dcefi Julii za trpélivost,
kterou s habilitacni praci méli.



OBSAH

AADSTIAKL .ttt e bt bt e e bt e s bt e e a bt e s b e e e bt e s be e e bt e s beeebee s beeeareeea 5

LAY o1 o =Tt AT PP P PP UPRRPPPRPPPRRPPPO 6

PEEAMIUVA ..ot ettt s e s et s bt e bt et e st e s be e s b e e s b e e b e e ne s e saeesreenneenee 7

Uvod — vychodiska a koncepce habilitalni PraCe .........eeverereeieeesreeserenesssnesnesssessssesssnesssesssnses 11

YAV 74 U 0 a1 =T 2- 11 0V PUUPP U UPURRNS 11

=] oo 11 TP TP PO URRPR 11

(@11 o F= X113 2= ol o [ SR 12

Maligni onemocnéni — bunécnd a molekularni Groven .........cccceeeceerireiiirieeccereresce e reneneenes 13

Vystup 1: Gen KRAS v personalizaci Ié¢by pacientl s metastatickym kolorektdInim karcinomem............... 15

Maligni onemocnéni — aspekty hostitele...........ueeeeeeeeeeeeeeeeieieinininineeinennennnneneeeneneeeaeeeneaeaeaeaeae. 19

[CT=TaTo ) 1Y/« T U PP UURTP PRI 20

Vystup 2: Farmakogenotyp TPMT a DPD: Toxicita a efekt protindadoroveé 1éCby..........ccccevvveeiririeeicieeennnen. 21

[T Lo g TaTo] (oY= {Tol QAR =1 U U 24

Vystup 3: Hypovitaminéza D ma sezonni variabilitu a vztah k horsi prognéze metastatického

kolorektalNitho KarCinOMU.......ccciciiiiiiiiiiiiiicie et s 25

VK e neteetee ettt ettt e et e st e et e et e e et e e aa et e teeaate e bt eanteeteeaateeneeenteeaneeete e neeeteeanteeneeenteeaseeanneeanee e teenneeereeaneeenteeaneenne 28

ZIVOTNT SEY| 11ttt ettt ettt ettt a ettt et et s et s e e st et et e e et ettt e as e e et et et et e s e st s A et et et et et ettt s s naneeeetetetans 29

(o] aaTe T o o 1T L1 £V 2SR UUUPRPPPRRIN 30

IMIEAIKACE ..ttt ettt ettt e a e b e e bt e sbe e ae e bt s he et e e heem b e ehe e b e ea e e bt sh e e e e ehe et e e be e b e e he et e nhe et e eneebesheenreenean 32
Vystup 4: Antikoagulacni 1éCba a terapeuticka inhibice agregace krevnich desti¢ek ve vztahu k prevenci a

[[=2el YR g - Yo Lol e} VA V7ol s WoT o 1=Y 4 Vool o T=T o Y U PUSPRPPPPNt 32

IE KO ettt b e h ettt h e h e e h e b e h e b e e h e e bt eh e e e e ehe e b e eh e e b e ehe et e ehe et e eaeebesheenreenean 34

Vystup 5: Infekce HCV v etiopatogenezi hepatocelularniho karcinomu ...........cccoccvveeviieiiiiiee e, 34

IVITKIODIOM ..ttt et b e ae et e ae e bt s he et e e h e e bt ehe e b e ehe e bt she et e eaeembeebeenbeeaeenbesbe e b e saeenbesbeensennean 35

INUEFIENT STAV 1.ttt ettt ettt b e e he e st e ae e bt s he e e e eh e e b e e he e e e ehe e bt sh e e e e ehe e b e ebeemeeehe et e sbe e b e saeebesbeenseenean 36

NIUNIENT SYSTEIM L. iiiiie ettt ettt ettt e e e e st e e e tta e e e tb e e e sabbeeestaeeaasbeeesabaaeastaeeassbeeesabaaesssaeeansbeeesabaaesnstaeannns 37

Imunobiologie solidnich Malignit.........ccoveeeiiiiiiiircrrrcrrrr e e s e e s s e nanaenes 39

Imunitni odpoVed - ZAKIAANT PriNCIPY ..cceieieiieee e e e e e e e e e s bra e e e e e e e eeaaraeeaaaeean 39

PFIrozenad imUNITNT OAPOVE ........iiiiiiiiecciiee ettt et e et e e et e e e s tb e e e sbaeessatae e e sbeeesabaaesastseeasbeeesbaeesnssaeannnns 39

Vystup 6: Exprese CD64 na neutrofilech jako Marker SEPSE......cuivveerieeieeieeree et 40

Adaptivni IMUNIENT OAPOVE ... .cooiiiiiiiieecee e et e e s b e e sbe e e s ebteeeestaeeesabaeesstaeeassseeesabeeesasaaeaansseas 41

[NV F=To [0 o1V 2= I T 0181 o Lo} 4IPS 44

NAAOIOVE @NTIZENY ..eiiiiiiiiiiiie ettt ettt e ettt e ettt e e e bteeestbaee e tbeeesabbeeeastaeesssbeeesabaaeaastaeeansbeeesabaaesstseeansbeeessbenesastaeannnns 44

Vystup 7: Nadorové antigeny v KIINICKE Praxi........ccceeciieiiiiieiiiec ettt 45

NAdorova imunoeditace — KONCEPT 3E ....cueieieeieeieeceie ettt et e et s e et e et e e saeeesteessaeenseesneeeseessseeneenneeenseean 47

Eliminace nadorovych bunék a nastroje protinddorové iMuUNItY.......cceeeceereeeceierie e 47
Vystup 8: Apoptdza indukovand death receptory jako ndastroj imunitnich efektorQ...........ccecvvevveenenrienne 50
Vystup 9: Zvyseny pocet cirkulujicich NKT-like bunék u pacientd se solidnimi nadory .......c.cccoeevvveevreeenenne 51

Vystup 10: Cirkulujici gammadelta T-lymfocyty u pacientl s malignim melanomem a karcinomem prsu:
ToT1 o] 4 T -1 = TSRS 53

Rovnovdha a mechanizmy odolnosti nddor vici imunitnimu SYSTEMU ....ccceevevieriieeecee e 55



Unik imunitnimu dozoru a mechanizmy imunosuprese Navozené NAAOIEM ...........c.cvevererrrerereeeeeesesssessssseaenenas 56

Vystup 11: Myeloidni supresorové buriky u pacientek s karcinomem prou .......coccceeceeveeeceeseesseesveseeennns 58

[ e YuTaF-To [oTa o)V W1 a1V T Yo A= =Y o] [ RS 61

Y oY a Yo e Yo T 1 o o 11 - 1 G 62
Vystup 12: Paradoxni efekt trastuzumabu na TRAILem indukovanou apoptdzu nadorovych bunék........... 63

Lo u T T Vo [o 01V IR =1 (el {1V U 66
Vystup 13: Pfirozené protildtky proti alfa(1,3)-galaktosylovému epitopuU.......cceecerecreeriieecieesrecciee e 66

Vystup 14: Protinddorova terapie na bazi dendritickych bunék produkujicich IL-12 ...........cccccveviviieennnen. 70

Mikro- a makroprostiedi nadoru: angiogeneze, endotel a krevni destiCky .......cccceueeerrvenccrrennnnns 75
Ndadorova angiogeneze — zakladni PriNCIPY ...ceee it e e e e et r e e e e e e e b e e e e e e eeeaas 75
Protinddorova terapie cilend Nna NAdorovouU angIOZENEZi ......ccccuveieiiiiieeeiieeeecieee et e e e e e e eae e e e areeeeas 77

Vystup 15: Bevacizumab a chemoterapie v 1. linii lé¢by metastatického kolorektalniho karcinomu

V KONTEXtU MULACE GENU KRAS ... ..ottt e e s e st e e e s tb e e e sabe e e sbtaeeesbbeeesabeeeestaeasnsseens 78

Hypoxie a angiogeneze v mikroprostredi nddoru a v cirkulaci.........cccouveeeiiiiciiiiiii e 83
Vystup 16: Cirkulujici biomarkery Nnddorové angiogeNEZE .........c.eeevviieiiiiieciiiie ettt eesaee e 83

Krevni desti¢ky: Nadorovd angiogeneze a progrese TUMOIU ........ccicccuiieeeeeeeeeiiieeeeeeeeecirrereeeeeeesnsaeseeaeeenans 85
Vystup 17: Krevni desti¢ky jako systémova komponenta patogeneze solidnich nddort ..........ccceeevveveaes 86

Mikro- a makroprostiedi nadoru: klinické aspekty .........ccoveeeeiiiieeeiiiiecccrrrccrrreeec e 89
L] 3T T P 101
21T 0 =T =T o SRS 101
Imunobiologie solidnich malignit v kontextu protinddoroveé 16ChY.........cceeeeiiieiecciee e 101
Y=Y 40T T2 0T o= 4 o SR 106

SEZNAM ZKIATEK...eieiiiiieeiit ettt sttt st et sab e e bt e s ab e e s ba e sabeenateeateeshbesabeesateeteenareeas 108

REFEIEINCE .ottt et e st e e e st tb e e e ab e e e s bteeeastaeeesabeeesasteeeantseeessbeeeebteaeaneaeeens 111



ABSTRAKT

Nové poznatky v onkologickém vyzkumu vedou ke zlepSovani a zpresnovani diagnostickych metod
malignich onemocnéni a k vyvoji novych lééebnych smérd, at uz jsou to nova léciva ¢i kombinace
jiz zndmych terapeutickych postup. Diky témto novym poznatkl jiz dnes vime, Ze nador zdaleka
neni jen homogenni populaci malignich bunék. Ve skutecnosti byva populace nadorovych bunék
vyznamné heterogenni diky selekénimu tlaku mikroprostfedi nadoru, kdy podstatnou
komponentu tumoru tvori nddorové stroma sestavajici predevsim z vaskulatury, leukocytarniho
infiltratu, fibroblastll a extracelularni matrix. Malignita zadsadnim zpUsobem interaguje
s organizmem hostitele; systémové komponenty organizmu ovliviuji vznik a progresi malignich
onemocnéni na jednu stranu a na druhou stranu malignita ovliviiuje zprvu subklinicky a pozdéji
s postupujicim onemocnénim vyznamné klinicky organizmus pacienta. Parametry nddorového
mikroprostfedi a prostfedi hostitelského organizmu se ukazuji byt zasadni z hlediska vzniku a
léCby vétSiny sporadickych malignich onemocnéni a jsou spojeny s funkci imunitniho systému
navozenim efektivni protinddorové imunitni odpovédi hostitele. Faktory ovliviujici
protinddorovou imunitni odpovéd' se tykaji i/ hostitelského organizmu jako celku a ii/ nadorové
imunoeditace a funkce imunitnich efektor( a regulatorl a s tim souvisejici iii/ funkce a kompozice
nadorového stroma véetné parametrll angiogeneze regulovanych lokalné a systémové s vyvojem
v Case.

Habilitacni prace komentuje a diskutuje v kontextu aktualnich poznatkd 28 publikovanych praci
autorky. Jedna se o 25 publikaci s origindlnimi daty (14) nebo prehledové ¢lanky (11) in extenso, 2
abstrakta zvanych prednadek a 1 doporudeni odbornych spole¢nosti CLS JEP. Z uvedenych 28
publikaci bylo 14 zvefejnéno v ¢asopisech s IF; u 16 publikaci je predkladatelka prvnim a/nebo
korespondujicim autorem.

Cilem habilitaéni prace je prezentovat nadorové onemocnéni z hlediska vztahu hostitel/nador,
konkrétné interakci malignich bunék a hostitelského organizmu ve smyslu i/ klinicky vyuzitelnych
biomarker( malignich onemocnéni a ii/ integrace poznatk( a zkusenosti ziskané béhem vyzkumné
a klinické prace s aktudlnim stavem poznani v pohledu na nadorové onemocnéni se zamérenim na
roli imunitniho systému u solidnich malignit.



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.



PREDMLUVA

Habilitacni prdci jsem sestavila jako komentovany soubor publikovanych praci. Prdce predstavuje
integrativni pohled biologa s klinickou zkusenosti na solidni malignity z hlediska vztahu
hostitel/nddor, konkrétné interakci malignich bunék a ,hostitelského organizmu”, a ddle na
aspekty souvisejici s imunobiologii nddoru.

Poznatky, které jsou vtéto prdci prezentovdny, vychdzeji z mych vyzkumnych a klinickych
zkusSenosti a z akademického a klinického vzdéldni, které shrnuji v podobé grafického CV na
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Schéma 1: Oblasti vzdélani a vyzkumnych a klinickych zkusenosti autorky predloZené habilitacni prdce.

VLEVO - vzdéldni i/ magisterské studium molekuldrni biologie a genetiky (PFF MU), ii/ postgradudlini studium bunécné a
molekuldrni biologie (PFF MU), iii/ atestace v laboratornich metoddch v klinické hematologii (IPVZ), iv/ rigorézni fizeni
v oboru obecnd biologie — mikrobiologie (PFF MU), v/ atestace v oboru lékarskd imunologie (IPVZ).

VPRAVO — profesni klinické a akademické aktivity, ze kterych vzesly poznatky a publikace, jeZ jsou soucdsti habilitacni
prdce.

Od dob magisterského a postgradudlniho studia jsem se zabyvala vyzkumem apoptdozy a to
v roviné detekce apoptdzy ve tkdnich a tkdriovych kulturdch na urovni single-cell analyzy (Dubska
et al., 2002; Chlastakova et al., 2012; Matalova et al., 2010) a ndsledné regulaci apotozy malignich
bunék (Dubska et al., 2005; Holcakova et al., 2008; Roubalova et al., 2010). Paralelné s vyzkumnou
a posléze diagnostickou ¢innosti v onkologii jsem pusobila jako odborny asistent na VFU Brno, kde
se moje vyzkumné aktivity tykaly molekuldrni genetiky, konkrétné cdstecné populacni genetiky
(Honnen et al., 2010; Literak et al., 2007), ale predevsim detekce a analyz patogent (zoondz a
antropozoondz) (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 ukonceni doktorského
studia jsem se zacala zabyvat laboratorni diagnostikou se zaméfenim na péci o onkologického
pacienta v propojeni s aplikovanym vyzkumem. V oblasti laboratorni mediciny (Matalova et al.,



2007) se vénuji i/ laboratorni hematologii (Bacikova, 2015), odkud vzesel i mdj zdjem o ulohu
desti¢ek v nddorové angiogenezi a progresi malignich onemocnéni (Bencsikova et al., 2014;
Pilatova, 2010; Pilatova et al., 2013; Pilatova et al., 2012; Volejnikova, 2012); ii/ imunologii a
imunologickym vysetfenim (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 pfesahem do mikrobiologie v ndvaznosti na problematiku infekcnich a septickych
stavd u imunokompromitovanych onkologickych pacient(i (Dolejska et al., 2012; Dubska et al.,
2011b; Dubska et al, 2012b; Frostova, 2013) a iii/ diagnostickym, prediktivnim a
farmakogenetickym biomarkeriim malignich onemocnéni (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 diagnostickych a
badatelskych aktivitdch spoluprdcuji mimo rdmec své materské intituce tedy Masarykova
onkologického ustavu prevdzné s Klinikou détské onkologie LF MU a FN Brno a to v oblasti
biologického efektu metronomické lécby (Bronisova et al., 2009; Sterba et al., 2010; Zapletalova et
al., 2012) a recentné v oblasti vyroby a klinického hodnoceni protinddorové terapie na bdzi
dendritickych bunék, kde jsem zurocCila své zkusenosti v oblasti bunécné biologie, imunologickych
metod a také molekuldrni mikrobiologie.

V predlozené habilitacni prdci se v uvodu krdatce vénuji bunécnému pohledu na maligni
onemocnéni a podrobnéji pak faktorim a podminkam hostitelského organizmu, které patogenezi
a lé¢bu malignich onemocnéni ovlivriuji. Ndsleduje kapitola zamérend na imunobiologii solidnich
malignit a kapitola vénujici se nddorové angiogenezi. Predposledni kapitola integruje a diskutuje
dilci poznatky z predchdzejicich kapitol a zasazuje je do klinického kontextu patogeneze a lécby
malignich onemocnéni. Posledni kapitola shrnuje prezentované a diskutované aspekty vztahu
hostitel/ndador, konkrétné interakci malignich bunék a ,hostitelského organizmu® ve smyslu i/
klinicky vyuZitelnych biomarkert a ii/ patofyziologie malignich onemocnéni se zamérenim na
aspekty souvisejici s imunobiologii nadoru v kontextu vzniku a Iécby malignich onemocnéni.

Prdce je organizovdna jako text shrnujici soucasné poznatky v tématické oblasti habilitacni prdce
tj. prehledova &dst, do kterého je zasazeno 17 vystupli = podkapitol, které se podrobnéji zabyvaji
specifickou oblasti a navazuji na publikované vysledky (Schéma 2). Vtéchto vystupech jsou
popsdny a diskutovdny hlavni vysledky a pfinos dané prdce. Publikované vysledky jsou prilohou za
vlastnim textem habilitacni prdce a jejich Cislovani je shodné s citaci publikace uvedené
v pozndmce pod carou.
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Schéma 2: Organizace textu predloZené habilitacni prdce.

Napric textem jsou prezentovdny a diskutovdny ziskané poznatky v oblasti interakci malignich bunék a , hostitelského
organizmu” ve smyslu i/ klinicky vyuZitelnych biomarkeri (prezentovdny predevsim v dil¢ich vystupech) a ii/
patofyziologie malignich onemocnéni se zameérenim na aspekty souvisejici s imunobiologii nddoru v kontextu vzniku a
lécby malignich onemocnéni (intepretovdno a diskutovdno predevsim v kapitole Mikro- a makroprostredi nddoru:
klinické aspekty).
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UVOD — VYCHODISKA A KONCEPCE HABILITACNI PRACE

Nové poznatky v onkologickém vyzkumu vedou k zlepSovani zpresnovani diagnostickych metod
malignich onemocnéni a k vyvoji novych lééebnych smérd, at uz jsou to nova léciva ¢i kombinace
jiz zndmych terapeutickych postupd. Diky témto novym poznatkl jiz dnes vime, Ze nador zdaleka
neni jen homogenni populaci malignich bunék. Ve skutecnosti byva populace nadorovych bunék
vyznamné heterogenni diky selekénimu tlaku mikroprostfedi nadoru, kdy podstatnou
komponentu tumoru tvofi nadorové stroma sestavajici predevsim z vaskulatury, leukocytarniho
infiltratu, fibroblastll a extracelularni matrix. Malignita zadsadnim zpUsobem interaguje
s organizmem hostitele; systémové komponenty organizmu ovliviiuji vznik a progresi malignich
onemocnéni na jednu stranu a na druhou stranu malignita ovliviiuje zprvu subklinicky a pozdéji
s postupujicim onemocnénim vyznamné klinicky organizmus pacienta.

Parametry nadorového mikroprostiedi a hostitelského makroprostiedi, které se ukazuji byt
zasadni z hlediska vzniku a IéCby vétSiny sporadickych malignich onemocnéni (pfedevsim nadory
travici soustavy, maligni melanom, karcinom plic, renalni karcinom, gynekologické malignity) jsou
spojeny s funkci imunitniho systému a navozenim efektivni protinddorové imunitni odpovédi.
Faktory ovlivriujici protinadorovou imunitni odpovéd se tykaji i/ systémovych aspekti
hostitelského organizmu a ii/ nadorové imunoeditace a funkce imunitnich efektor( a regulatord
a s tim souvisejici iii/ funkce a kompozice nadorového stroma vietné parametrd angiogeneze
regulované lokalné a systémové

VYZKUMNE ZAIMY

- Biomarkery malignich onemocnéni pro diagnostické, prognostické, prediktivni a
farmakogenetické aplikace.

- Regulatory a efektory imunitni odpovédi a nadorové angiogeneze ve vztahu k rozvoji a
|écbé malignich onemocnéni, véetné vyvoje, vyroby a klinickych hodnoceni protinddorové
imunoterapie.

METODIKA

Detailné je metodika pouZzita pfi ziskani dil¢ich komentovanych vysledkl popsana v metodické
Casti jednotlivych publikaci. Souhrnné lze metodiku pouzZitu napfic¢ publikacemi rozdélit do téchto
okruh(:

- Experiment — nadorové bunécné linie, kultivace in vitro, stanoveni proteinové exprese
(western blot, ELISA), stanoveni bunécného cyklu, detekce apoptdzy, analyza bunécénych
charakteristik spojena s jednotlivymi kroky apoptotického procesu.

- Analytické metody vySetfeni bunécnych, solubilnich, molekularnich endogennich a
exogennich komponent lidské krve (imunoanlytické metody, prltokova cytometrie,
hmotnostni spektrometrie, molekularni detekce, kvantitativni PCR, sekvenovani).
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Ex vivo pfiprava bunécné terapie — personalizované protinadorové vakciny z dendritickych
bunék, validace a stabilitni studie, kontrola kvality (kultivace, produkce cytokind,
imunofenotyp vstupniho materidlu a dendritickych bunék), molekuldarni detekce
Mycoplasma spp.).

Funkéni testy — funkéni parametry obsahu krevnich desticek kvantifikované pomoci
mobility endotelidlnich bunék, funkéni testy schopnosti dendritickych bunék stimulovat T-
lymfocyty ve formatu allo- a auto-MLR.

Statistické metody — hodnoceni analytickych vlastnosti biomarkerl (senzitivita,
specificita); analyza retrospektivnich dat zregistri a databazi ve vztahu k analytickym
vlastnostem biomarkerl a ve vztahu ke klinickym parametrim, jako jsou parametry
preziti.

CiLE HABILITACNI PRACE

Prezentovat dil¢i inovativni vysledky v oblasti biomarkert malignich onemocnéni.

Integrovat své poznatky a zkuSenosti ziskané béhem vyzkumné a klinické préace
s aktualnim stavem poznani v pohledu na nadorové onemocnéni z hlediska hostitele a to
predevsim se zamérenim na roli imunitniho systému u solidnich malignit.
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MALIGNi ONEMOCNEN{ — BUNECNA A MOLEKULARN{ UROVEN

Organismus je tvofen mnoha bunéénymi typy. Proces jejich rlstu, proliferace a zaniku je za
fyziologickych podminek pfisné regulovan na zakladé potteb organizmu. Staré ¢i poskozené burky
jsou odstranény a nahrazeny burikami novymi. V pripadé deregulace tohoto systému v dasledku
zmén na urovni DNA mUze dojit k nekontrolovatelnému déleni téchto bunék a k vyvoji nadoru.
Nador je tedy geneticky podminéna abnormalni tkan, ktera se vyznacuje neregulovanym rlstem s
klonalnim charakterem, a v organizmu nema fyziologickou funkci.

Maligni tkan je komplexni struktura tvorena
vlastnimi nadorovy burikkami a nadorovym stroma
obsahujicim predevsim buriky imunitniho systému,
fibroblasty, endotelidlni bunky cév (Obrazek 1).
Vyznam nadorového stroma spociva v jeho funkci
podplirné (kostra, vyziva nadoru), transportni
(pfenos signalu, rlstovych faktor(l), a uloze v
procesech angiogeneze a metastazovani.

Proces transformace buriky normalni v bunku
nadorovou se nazyva kancerogeneze. Je to proces

Obrdzek 1: Nddorovd tkari se sklada z nadorovych
bunék a nadorového stroma.

vicestupfiovy a podstatou je postupna akumulace

ECM: extraceluldrni matrix, GF: rustové faktory, T: T- genetickych ¢i epigenetickych zmén, které vedou
lymfocyt, G: granulocyt, BV: krevni céva, M:
makrofdg, F: fibroblast, E: endotelovd burika, P:
pericyt. Pfevzato z (Kammertoens et al., 2005). metabolizmu a schopnosti preZiti bunky. Panuje

k poruse regulace bunécného cyklu, zméné

obecny konsensus, Ze vétsina nador( je klonalnich. To znamen3, Ze jejich vyvoj zacina jedinou
odrodilou burnkou a v pribéhu kancerogeneze dochazi ke klonalni selekci rlistové nejuspésné;jsi
bunécéné populace.

V procesu kancerogeneze se uplatiuji mutace dvou skupin genl, protoonkogenl a
tumorsupresorovych genl. Tumorsupresorové geny koduji proteiny, které se podileji predevsim
na rozpoznani replikacnich chyb, opravach DNA, indukci apoptdzy a udrzuji buriku ve fazi klidu.
Patfi sem napfiklad geny Rb, p53, DCC, APC, BRCA1/2. Jejich mutace jsou inaktivujici a recesivni a
v pripadé dédi¢nych forem nadorovych onemocnéni spojené se ztratou heterozygotnosti, jak bylo
popsdano v hypotéze dvou zdsahl (two-hits hypothesis) na modelu hereditarni formy
retinoblastomu (Knudson, 1971). Onkogeny vznikaji mutaci protoonkogend, které se podileji na
fizeni proliferace, diferenciace a prezivani bunék. Proteiny kodované protoonkogeny obvykle
spoustéji bunécny cyklus. Mutace protoonkogen( jsou aktivujici a dominantni a dochazi k nim
zpravidla v bunkach somatickych. Pfi aktivacni mutaci protoonkogen( burika neni schopna zastavit
bunécné déleni a rlst. Typickym prikladem aktivujici mutace v protonkogenu spojené se vznikem
malignity je mutace v genech RAS (vice viz Vystup 1, str. 15).

Obecné je pfijimana predstava, Ze v procesu kancerogeneze se musi v jedné burice nakumulovat
vice zmén, které nakonec vyusti v maligni fenotyp. Modelovym prikladem je proces vzniku
kolorektalniho karcinomu (Fearon and Vogelstein, 1990) (Obrazek 2). Tyto zmény je moiné
kategorizovat do podskupiny zakladnich znakd maligni burky (hallmarks of cancer), které
postulovali Hanahan a Weinberg dle poznatk( roku 2000 jako tyto vlastnosti plné maligni buriky:
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sobéstacnost

i/

rastovych signald, ii/ necitlivost na

v produkci

signaly zastavujici proliferaci, iii/
aktivace invaze a metastazovani,
iv/ neomezeny replikacni potencial,
v/ aktivace angiogeneze, vi/ unik

bunécné smrti (Hanahan and
Weinberg, 2000). Ve svétle novych
poznatk byl vroce 2011

publikovan aktualizovany koncept
of
pridava k plvodnim 6 zakladnim
znakim 2 pfispivajici
k patogenezi maligniho

,hallmarks cancer”,  ktery

znaky

onemocnéni a 2 charakteristiky,
které  potencuji kancerogenezi
(Hanahan and Weinberg, 2011).
Deset  zakladnich
bunky je
popsano viz Obrazek 3.

znakd  plné

maligni schématicky

Pfestoze mlzZeme zmény (mutace
¢i dysregulace) konrétnich molekul
spojit s danymi vlastnostmi maligni

Normalni
epitel

Aberantni |naktivovan tumorsupresorovy
Sileka | Jen APC

. Aktivovan onkogen K-ras

Obrdzek 2 Vogelsteiniv model vicestupriové kancerogeneze u
sporadické formy kolorektdlni karcinomu

(Fearon and Vogelstein, 1990). V normadini epitelidlni burice krypty
tlustého streva dochadzi ke kumulaci somatickych mutaci, které vedou pres
prekancerézy ke vzniku plné maligni bunky. Mutace v tumor
supresorovém genu APC vede k dysregulaci bunécné proliferace a
k hyperplazii. Ndsleduje zpravidla ztrata alel na chromozomu 5 a vznik
malého  adenomu.  Somatickd  aktivujici  mutace  nékterého
z protoonkogent  RAS pfispivd k progresi adenomu. U velkého
dysplastického adenomu pak byvd Ccasto také inaktivovan tumor
supresorovy gen DCC. K prechodu do plné maligni karcinomové bunky
prispivd mutace v p53. V kontextu znak( maligni buriky vede mutace APC
k necitlivosti na signdly zastavujici bunécnou proliferaci, ke zvyseni
invazivity a k chromozomové instabilité. Mutace RAS zajisti burice
sobéstacnost v produkci ristovych signdld a pfispivd k inhibici apoptdzy a
zvyseni angiogeneze. Mutace v DCC prispiva k dysregulaci proliferace,
k inhibici apoptdzy a zvysuje bunécnou migraci (Mehlen and Tauszig-
Delamasure, 2014).

Inaktivovan tumorsupresorovy
gen DCC

Inaktivovén tumorsupresorovy
gen p53

bunky, neni tato kategorizace absolutni. Pfikladem muZe byt aktivacni mutace v genu KRAS, diky

které ziskava bunka predevsim nezavislost na rlstovych faktorech. Nicméné bunécna signalizace

spojend s aktivaci tohoto proteinu pfispiva také k angiogenezi, rezistenci k apoptdze a migra¢nimu

potencialu.

necitlivost na
signaly
zastavujici

sobéstacnost v
produkci
rastovych signala

deregulace
bunécného
metabolizmu

unik bunécné
smrti

genomova
instabilitaa
mutace

angiogeneze

bunécny cyklus

invazivitaa
metastazovani

Obrdzek 3: Deset zdkladnich viastnosti maligni
buriky.

(1) Sobestacnost v produkci ristovych signald.
Neomezend bunécnd proliferace je vlastnosti
maligni bunky, kterd je zjevnd na prvni pohled.
Za normdlnich okolnosti je regulace bunécného
déleni prisné regulovand a dochdzi k ni za
pritomnosti rdstovych signadld. Sobéstacnost v
produkci rdstovych signdli miZe nddorové
burice zajistit napr. i/ autokrinni produkce
ligandd receptori pro ristové faktory, i/
zmnoZeni receptord pro ristové faktory (napr.
Her-2, EGFR), iii/ zména struktury receptori pro
rustové faktory, kterd vede k snadnéjsi vazbé
ligandu ci signalizaci bez pritomnosti ligandu
(napf. Her-2), iv/ aktivace molekul, které se
nachdzi v signalizacni kaskddé receptoru pro
rustovy faktor (napf. aktivace protookogeni
KRAS, HRAS, NRAS, PTEN apod.); (2) Necitlivost

unik imunitnimu
dohledu
organizmu

neomezeny
replikacni
potencial

/

na signdly zastavujici bunéény cyklus jako je napf. inaktivace tumorsupresorovych genti p53, Rb; (3) Unik imunitnimu
dohledu organizmu (viz str. 56); (4) Neomezeny replikacni potencidl (zvysend aktivita telomerdz); (5) Zanétlivd reakce
(viz str. 89); (6) Invazivita a metastazovani napr. diky inaktivaci adhezni molekuly E-kadherinu; (7) Angiogeneze (viz str.
75); (8) Genomovd instabilita a mutace; (9) Unik bunééné smrti napr. diky zvysené expresi antiapoptického proteinu bcl-
2; (10) Deregulace bunécného metabolizmu. Adaptovdno dle (Hanahan and Weinberg, 2011).
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Specifické vlastnosti nadorové bunky se stavaji potencialnim cilem protinadorové terapie.
Protinddorova terapie, kterd se pak zaméfuje na konkrétni cile, které jsou selektivni pro
nadorovou burku, se nazyva cilena protinadorova lécba a jeji podstatou je maximalizovat toxicitu
pro maligni buriky a pfitom minimalizovat toxicitu pro normalni buriky.

VYSTUP 1: GEN KRAS V PERSONALIZACI LECBY PACIENTU S METASTATICKYM
KOLOREKTALNIM KARCINOMEM

Jednou z vlastnosti nadorové burky je sobéstacnost v produkci rdstovych signal a necitlivost na

signaly zastavujici bunécny cyklus, kdy je strategii nddorové buriky pro vstup do bunééného cyklu
produkce vlastnich mitogennich signald nebo ztrata citlivosti na signaly anti-mitogenni. Casto se
vyskytujicim neregulovanym mitogennim signalem je aktivujici mutace v genu RAS.

Gen KRAS (OMIM 190070) patfi spolu se strukturné a funkéné homolognimi geny HRAS a NRAS do
skupiny onkogenli RAS (Malumbres and Barbacid, 2003). Gen KRAS lezi na chromozomu 12
v oblasti 12p12.1 a kdduje dvé izoformy A a B (Obrazek 4), z nichZ vyraznéji prevazuje sestfihova
varianta KRASB (Carta et al., 2006). Vazba GTP na k-ras a tedy jeho aktivita je regulovdana pomoci
RasGAP (GAP — GTPase activating

protein), které urychluji hydrolyzu GTP na exon 1

[
w
S
(5}
=]

|

GDP, a tedy prechod proteinu ras do

inaktivni formy (Karnoub and Weinberg, \ —[h ’F

kodon |12 13 61 |6 116|117]119] (146

2008). Do aktivni formy se protein ras wit-type |G| |G A N|K|DJ|A
dostava plsobenim proteind RasGEF A
(GEF — guanine nucleotide exchange mUtEce<;
D

-~

factor), které navozuji disociaci GDP,

které je nahrazeno GTP, a protein tak Obradzek 4: Onkogenni mutace genu KRAS.
prechdzi do aktivniho stavu (Bernards Gen se sklddd z 6 exonii oznacovanych v literatufe 1, 2, 3, 4, 5, 6
(Carta et al., 2006), pripadné -1, 1, 2, 3, 4A a 4B (Smith et al.,
2010). V soucasné terminologii pouZivané v  souvislosti
genu KRAS znemoziuji hydrolyzu GTP na s testovdnim onkogennich mutaci u pacientd s kolorektdinim
GDP, a tim prechod aktivni formy karcinomem prevaZuje oznaceni 1-6. Exon 1 neni prekldddn
. L, , (prdzdny box), Sedé oznalené exony 5 a 6 podléhaji alternativnimu
proteinu ras na neaktivni. Onkogenni sestrihu se znacnou prevahou izoformy KRASB (KRAS4B) s translaci
mutace genu KRAS se zpravidla vyskytuji exonu 6 bez exonu 5. Exony 2-4 jsou invariantni kodujici exony.
Boxy s pismeny zndzornuji funkcni oblasti proteinu v kontextu
jejich uspordaddni v genu: (a) misto vazby GTP, (b) misto vazby
napf. mutace v kodonu 12 vedouci k efektord, (c) switch I: interakce efektorii a GAP, (d) switch Ii:
interakce s GEF. Cerné body predstavuji kodony, u jejich? mutaci
i . i i byl popsdn onkogenni potencidl; u kodon 12 a 13 jsou mimo
postrannim fetézcem ma za nasledek aminokyseliny kédované nemutovanym tripletem uvedeny také

sterickou interferenci s hydrolyzou GTP aminokyseliny zafazované ndsledkem mutace.

navozenou GAP (Scheffzek et al., 1997); glutamin v pozici 61 umoZnuje vazbu s GAP p120 a
naslednou hydrolyzu GTP (Ahmadian et al., 1997; Krengel et al., 1990; Scheffzek et al., 1997). Diky
onkogennim somatickym mutacim ziskava burika konstitutivné aktivni protein k-ras bez ohledu na

and Settleman, 2007). Aktivacni mutace

v oblastech ovliviujicich hydrolyzu GTP,

zaméné glycinu za aminokyselinu s

aktivacni nebo deaktivacni signaly prichazejici z membranovych receptort, které jsou v aktivaéni
kaskadé hierarchicky postaveny nad proteinem k-ras. Typickym prikladem receptoru aktivujiciho
protein k-ras je receptor pro epidermalni rlstovy faktor EGFR. K aktivaci (fosforylaci) intracelularni
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tyrozinkinazové domény EGFR dochazi na zdkladé navazani ligandu na receptor a RasGEF pak
zprostredkuji aktivaci proteinu k-ras (Moroni et al., 2005) (Obrazek 5).

Terapeuticka inhibice receptoru EGFR se v poslednich letech vyuZiva v 1éCbé celé fady epitelidlnich
nadorovych onemocnéni. Klinicky nejcastéji pouZivané inhibitory jsou monoklonalni protilatky
(anti-EGFR mAb, cetuximab a  panitumumab) nebo
nizkomolekularni inhibitory tyrozinkindzové domény EGFR (TKI —
erlotinib, gefitinib a lapatinib).

Testovani genu KRAS ma zasadni klinicky vyznam u pacientd s
metastatickym kolorektdInim karcinomem. Dvé velké klinické
studie CRYSTAL a OPUS hodnotily benefit z pfidani cetuximabu k
rezimu FOLFIRI (leukovorin, 5-fluorouracil, irinotekan), respektive
FOLFOX (leukovorin, 5-fluorouracil, oxaliplatina), v prvni linii u
pacientld s metastatickym kolorektalnim karcinomem (mCRC). Z

metaanalyzy téchto studii vyplynulo, Ze mutaéni status genu
KRAS muZe byt prediktorem odpovédi na Iécbu anti-EGFR
Obrdzek 5: Signalizacni kaskdda
proteinu k-ras.

Za  fyziologickych podminek je Analyzou téchto klinickych hodnoceni a dalSich retrospektivnich
aktivace proteinu k-ras navozena

vazbou ligandid na EGFR receptor.
Kindzovd signalizaéni kaskdda pak 12 a 13 exonu 2 genu KRAS jsou negativnim prediktivnim

vede kindukci bunécné proliferace,  faktorem lécebné odpovédi na cetuximab u pacientd s mCRC (De
angiogeneze, preziti  buriky a L.

migracnimu  potencidlu malignich ROOCK et al., 2008; Di Fiore et al., 2007; Khambata-Ford et al.,
bunék. 2007; Lievre et al., 2008; Lievre et al., 2006). Z téchto studii také

vychazela doporuceni ASCO (American Society of Clinical Oncology; www.asco.org), NCCN

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

studii bylo prokazano, Ze aktivacni somatické mutace v kodonech

(National Comprehensive Cancer Network; www.nccn.org) a CAP (College of American
Pathologists; www.cap.org) tykajici se testovani mutaci genu KRAS u pacientd s mCRC
zvazovanych k terapii anti-EGFR mAb. Tyto organizace v roce 2009 doporucovali testovani genu
KRAS u vSech kandidat( pro |écbu anti-EGFR terapii a konkrétné v USA vyhradné v laboratofrich
postupujicich podle CLIA (Clinical Laboratory Improvement Amendments, www.cms.gov/clia,
zakonny predpis stanovujici normy na zajisténi kvality v klinickych laboratofich v USA), a v pfipadé
zachytu mutace v kodonech 12 a 13 by pacient s mCRC nemél dostat terapii anti-EGFR mAb jako
soucast standardni [écby (Allegra et al., 2009).

Publikovali jsme analyzu vySetifeni mutacniho stavu genu KRAS, ktera byla provedena v roce 2009
na véech pracovistich v Ceské republice’. V tomto roce bylo v referenénich laboratofich v Ceské
republice provedeno 2580 testovani genu KRAS, z nichZ bylo 60,2 % pfipadl nemutovanych, tedy
wild-type KRAS, pficemz pracovisté s nejvy$sim zachytem wild-type forem KRAS vykazovalo 66,5 %
PFitomnost somatickych mutaci u metastatického kolorektalniho karcinomu zachycenych v Ceské
republice vroce 2009 tak odpovidd udajim z klinickych hodnoceni OPUS a CRYSTAL (14, 15).

" Dubskd L., Vyskocilovd M., Nenutil R., Valik D., Knoflickovd D., Fabian P., Kocdkovd I., Demlovd R.,
Berdnek M., Drastikovd M., Vosmikova H., Béday A., Horkad K., Simova J., Drabek J., Ehrmann J.,
Hajduch M., Matejckova M., Sima R., Tvrdik D., Povysil 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
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Celkové poradi cetnosti mutaci vySetfovanych na vSech pracovistich je G12D (11,9 % vsSech
vysledkd), G12V (8,8 %), G13D (5,8 %), G12C (3,3 %), G12A (2,8 %), G12S (2,0 %), G12R (1,0 %).

Dle aktualnich poznatkl pacienti s kolorektalnim
karcinomem s aktivujici mutaci v genech KRAS
nebo  NRAS nemaji  prospéch  zpodani
terapeutickych anti-EGFR protilatek (Tejpar et al.,
2014). Soucasna doporuceni pro testovani genu
RAS pred podanim anti-EGFR terapie pacientim
s kolorektalnim karcinomem jsou ndsledujici
(Wong et al., 2014): i/ méla by byt zajisténa
infrastruktura pro rychlé a robustni dodani vzorku
z onkologického centra do laboratore provadéjici
vysetteni, ii/ pro testovani mize byt pouZita tkan
z primarniho nadoru nebo metastazy, iii/ pro
testovani mulzZe byt pouzita tkan z biopsie nebo
preferenéné z resekatu, iv/ pocet malignich bunék,
z kterych se test provadi, by mél byt minimalné
dvojnasobny detekénimu limitu testu, v/ analyza
genl RAS by méla zahrnovat minimalné KRAS
v kodonech 12, 13, 59, 61, 117 a 146, a NRAS
v kodonech 12, 13, 59 and 61, vi/ ¢as odezvy testu
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Obrdzek 6: Souhrnné vysledky analyzy genu KRAS v
Ceské republice v roce 2009.

Sloupce zndzorriuji celkovy zdchyt v jednotlivych
kategoriich v %. Boxy vyznacuji nejvyssi a nejnizsi zachyt
jednotlivych vysledku reportovanych ceskymi pracovisti.

by mél byt 7 nebo méné pracovnich dni od dodani vzorku do laboratofe pro vice nez 90 %

vysetfovanych vzorkd, vii/ pfed zavedenim testu do klinické praxe by méla byt provedena validace

¢i verifikace metody, viii/ interni kontrola kvality metody by méla zahrnovat minimalné

mutovanou, wild-type a beztemplatovou kontrolu pro kazdou testovanou oblast, ix/ laboratof by

méla provérovat, zda je zastoupeni jednotlivych typl mutaci a nemutovanych vzork( ve shodé

s publikovanymi daty a v pfipadé odchylky provéfit zplsob testovani, x/ laboratof by méla

maximalizovat opatfeni pro zvyseni vytéZnosti testu vcetné ovérovani kvantity a kvality DNA

izolované ze vzorkd, xi/ laboratof provadéjici RAS analyzu pro klinické ucely by méla mit pro toto

vySetfeni program externi kontroly kvality a relevantni akreditaci.
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MALIGNi ONEMOCNEN{ — ASPEKTY HOSTITELE

V poslednich letech je vyzkum v oblasti nddorové biologie a aplikovany onkologicky vyzkum stdle
méné zaméren na vlastnosti jedné buriky a pozornost se vénuje také nadorovému mikroprostredi,
jehoZ vlastnosti ovliviiuji nejen pfechod z premaligniho stadia do maligni invazivni a metastazujici
nadorové masy, ale ovliviuji také efekt |écby onkologického onemocnéni. Vtomto ohledu se
zkouma predevsim infiltrace nddoru burikami imunitniho systému a faktory ovliviiujici nddorovou
angiogenezi (Angell and Galon, 2013; Ascierto et al., 2013; Folkman, 1972; Galon et al., 2014;
Galon et al., 2012).

Pohled na faktory ovliviujici patogenezi, rozvoj a Iécbu malignich onemocnéni Ize rozsitit na cely
organizmus. Epidemiologické studie ukazuji, Ze 30 % malignich onemocnéni u ¢lovéka je spojeno
s uzivanim tabaku, 35 % s dietou, 14-20 % s obezitou, 18 % s infek¢nimi onemocnénimi a 7 %
s radiaci a enviromentalnimi polutanty (Jemal et al., 2010). Za vyznamné faktory z tohoto hlediska
Ize povaZovat patofyziologické stavy, které souvisi s nutrici, mikrobiomem (pfedevsim stfevnim),
infekénimi onemocnénimi, medikaci, komorbiditami, Zivotni stylem, vékem, endokrinologicky
stavem, genotypem, imunitnim systémem (Obrazek 7). Nékteré z téchto faktord se uplatnu;ji
pfimo v nadorovych bunkach (napf. genotyp), urcité se uplatiuji majoritné v nadorovém
mikroprostfedi (napt. infekce Helicobacter pylori), nékteré z uvedenych faktort plsobi predevsim
systémové (napf. stievni mikrobiom). Rada z uvedenych faktor(i viak plsobi vice ¢i méné na viech
zminénych drovnich tj. na maligni bunku per se, na komponenty nadorového stroma (napf. vék).
Mezi zminénymi systémovymi faktory existuje fada pranik( (napt. Zivotni styl a nutrini stav) a
interakci; prikladem muze byt vztah mezi nutricnim stavem a stfevnim mikrobiomem, stfevnim
mikrobiomem a funkci imunitniho systému, komorbiditami a medikaci atd.

Obrdzek 7: Deset zdkladnich znakid maligni buriky a deset
systémovych faktort ovliviujici patogenezi a lé¢bu malignich
onemocnéni.

Systémové faktory lze kategorizovat jako: (1) nutricni stav; (2)
mikrobiom (predevsim strevni); (3) infekcni onemocnéni; (4)
medikace; (5) komorbidity; (6) Zivotni styl; (7) vek; (8)
endokrinologicky status; (9) genotyp; (10) imunitni systém.
Jednotlivé faktory ovliviiuji dle své charakteristiky a kontextu vice
Ci méné jednotlivé zdkladni znaky maligni buriky, coZ vytvari
pomérné komplexni situaci, kterd neni snadno uchopitelnd
z badatelského ani klinického hlediska. Neéekteré priklady jsou
uvedeny na ndsledujich strankdch.

V nasledujicich subkapitolach jsou popsany jednotlivé systémové faktory a jejich vztah
k patofyziologii a terapii malignich onemocnéni. Popis téchto faktord neni vyéerpavajici se smyslu
postihnuti vSech jednotlivych aspektl. SpiSe jsou uvedeny pfiklady, které maji vztah k zaméreni
této prace, tedy Uloze imunitniho systému a nadorového mikroprostredi u solidnich malignit.

19



GENOTYP

Zarodecny genotyp organizmu se promita jednak do genotypu
premaligni/maligni buriky, ale také do genotypu normalnich
nemalignich bunék organizmu. Existuje celd rfada dédicnych forem
onkologickych  onemocnéni, jez souvisi svrozenou mutaci

tumorsupresorovych genech napf. BRCA-1, BRCA-2, p53.

Na patogenezi nadorovych onemocnéni se uplatriuji také zarode¢né mutace gent na prvni pohled
s onkologickymi onemocnénimi nesouvisejici, jako jsou napf. genové abnormality zpUsobujici
primarni imunodeficience. Primarni imunodeficience jsou spojeny s vySSim rizikem malignich
onemocnéni v porovnani s béZznou populaci (Gatti and Good, 1971; Kinlen et al., 1985; Salavoura
et al., 2008; van der Meer et al., 1993), coZ Ize povaZovat za jeden z dlikazl, Ze imunitni systém
chrani lidsky orgnizmus pred rozvojem nadorového bujeni. Nicméné u fady primarnich
imunodeficienci (naptf. Wiskott-Aldrich syndom, Nijmegen breakage syndrom, Ataxia-
telangiektasia) ma kauzativni mutace pleiotropni efekt, ktery je pfimo spojen s kancerogenezi, a
rozsah vlivu imunitniho systému v takovych pfipadech nelze posoudit. Pacienti s primarnimi
imunodeficiencemi jsou do vyssi miry postizeni NHL a Hodgkinovym lymfomem, coz je do jisté
miry spojeno s vys$si nachylnosti k infekci onkogennimi viry jako je EBV ¢i HHV-8 (Carbone et al.,
2008; Kersey et al., 1988; Wheat et al., 2005) a H. pylori (Zullo et al., 1999). Mimo zminéné
malignity jsou urcité typy primarnich imunodeficienci spojeny i sadenokarcinomy a jinymi
epitelidlnimi nadory; existuje napt. asociace mezi hyper IgM syndromem zplsobenym X-vazanou
mutaci v genu pro CD40L a vyssi incidenci nador( pankreatu a jater (Hayward et al., 1997).
Nékteré studie také prokdzaly, Ze existuje vztah mezi uréitymi polymorfizmy v genu kédujicim pro
vitamin D (VDR) a vznikem karcinomu prsu (Pfiloha 2 — Tab. 2)?, coZ souvisi s mediaci
protinddorového efektu vitaminu D (vice o problematice na str. 25).

Jinym aspektem systémového vlivu genotypu nemaligni buriky na pribéh maligniho onemocnéni
jsou farmakogenetické polymorfizmy podilejici se na pribéhu a vysledkl protinddorové [écby.
Polymorfizmy ¢i mutace v genech kddujicich enzymy dlleZité pro metabolizmus lééiv jsou
odpovédné za iterindividudlni variabilitu farmakokinetiky a farmakodynamiky protinddorové
terapie. V kontextu protindadorové lécby pfrispivaji prediktivni farmakogenetické studie predevsim
i/ k identifikaci jedincl, u kterych muaze vést standardni davka chemoterapie k zavainé az Zivot
ohrozujici toxicité, ii/ k identifikaci jedinc(, ktefi budou benefitovat z urcité protinddorové lécby,
ktera nevykazuje pfriznivy vliv na celou kohortu nemocnych. Vtomto pfipadé se jako
farmakogeneticky pristup oznacuje zkoumani vlivu zarodecnych polymorfismld a mutaci.
V ptipadé, Ze jsou predmétem hodnoceni somatické mutace v nadorové tkani, hovofime spise o
prediktivni onkologii (viz Vystup 1, str. 15). Jak prediktivni onkologie, tak farmakogenetika jsou
v soucasnosti stéZejnimi pristupy v personalizaci terapie nejen v onkologii. Z hlediska efektu IéCby
v kontextu genetickych polymorfizm( je nejlépe popsén i/ vztah mutaci v genech pro cytochrom
p450 (predevsim genu CYP2D6) a nezadoucich ucinkd lécby tamoxifenem (Singh et al., 2011), ii/
vztah mezi pritomnosti alely HLA-B*1502 a neZddoucimi koZnimi reakcemi po podani

2 Obermannova R., Demlovd R., Drdbovd K., Melichdrkovd K. Greplovd K. Mrkvicovd
M., ZdrazZilovd-Dubskd L., Vyzula R., Valik 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 dale polymorfizmy v genech CYP2C9 a
VKORC1, které vedou kvyssimu antikoagula¢nimu efektu standardni davky warfarinu, iv/ a
umoznujicich detekci polymorfizm( (od farmakogenetiky k farmakogenomice) se pfi predikci
metabolizmu nékterych léc¢iv uplatiuji funkcni testy, které mohou reflektovat faktory vyznamné
v celkovém metabolickém pochodu vorganizmu. Uréitym prediktorem odpovédi na
protinddorovou terapii lécbu muizZe byt polymorfizmus v genotypu VEGF, kdy byla popsana
asociace mezi urcitymi variantami VEGF a klinickou odpovédi na Ié¢bu bevacizumabem; konkrétné
VEGF — 1498 T/T polymorfizmus byl asociovan skratSim PFS u pacientd s metastatickym
kolorektalnim karcinomem lécenym v prvni linii pro metastatické onemocnéni bevacizumabem a
FOLFIRI (Loupakis et al., 2011).

VYSTUP 2: FARMAKOGENOTYP TPMT A DPD: TOXICITA A EFEKT PROTINADOROVE LECBY

Genetické polymorfismy maji vliv na farmakokinetické pochody v organizmu (absorbce, distribuce,
metabolizmus, exkrece), tak na farmakodynamicky efekt aktivniho metabolitu na cilovou buriku
(napt. exprese receptorl) a nadorové mikroprostfedi. Rada chemoterapeutik je podavana ve
formé neaktivnich nebo prekurzorovych molekul, které jsou v organizmu metabolizovdny na
ucinné latky. Geneticky podminéna variabilita v metabolizmu protinadorovych léciv ma tedy vice
¢i méné podstatny vliv na naslednou systémovou toxicitu a/nebo efekt léciva.

Thiopurinové preparaty jsou uzivané pfi |é¢bé pacientll s malignimi onemocnénimi (napft. ALL),
autoimunitami a u prijemcU transplantatd. Thiopuriny jsou metabolizovany v organizmu pres S-
metylaci katalyzovanou enzymem thiopurin metyltransferdzou (TPMT). V nasi populaci jsou
nejcastéjsi polymorfizmy oznacované TPMT*3A, TPMT*3C a TPMT*2 a méné castd TPMT*3B.
Alela TPMT*2 se vyznaCuje single-nukleotidovou transverzi v exonu 5 (G238C), TPMT*3C ma
tranzici v exonu 10 (A719G), u TPMT*3A byly popsany dva polymorfizmy, v exonu 7 tranzice
(G460A) a v exonu 10 jiz vySe popsana A719G. Vsechny tyto popsané mutace zapficinuji vznik
proteinu TPMT, ktery podléha rychlé proteolyze, coz vyvolava nedostatek enzymu pro
metabolizmus thiopurinovych substanci, ¢imzZ je u pacientd, ktefi jsou nosici téchto polymorfizma,
metabolizmus thiopurinovych prepardtd pomaly. DuUsledkem jsou zavainé vedlejsi nezadouci
ucinky (hematologicka toxicita, hepatotoxicita, neurotoxicita, mukozitida). Zavaznost klinickych
projevu deficitu TPMT se pak odviji od genetického podkladu polymorfizmu, pficemz homozygotni
varianta polymorfizmu vede k vyraznéjsi toxiticité nez heterozygotni status a vyZzaduje vyraznéjsi
redukci davek pfi l1é¢bé thiopuriny.

Analyzovali jsme korelaci mezi genotypem a fenotypem TPMT u 267 pacientd (ALL, autoimunitni
onemocnéni) pred zahdjenim Ié¢by thiopuriny®. Polymorfizmus v genu pro TPMT byl zachycen u
33 pacientll (12,4 %) v heterozygyotnim stavu (26 x TPMT * 1/* 3A, 5 x TPMT * 1/* 2, 2 x TPMT *
1/* 3C) a jeden pacient s ALL byl sloZzeny heterozygot ( * 2/* 3A), u kterého byla popsana Zivot
ohroZujici toxicita v pribéhu postindukéni faze lécby obsahuji 6-merkaptopurin (viz pfiloha 3, Fig.
2 + Case Description). Aktivita TPMT (= fenotyp) byla stratifikovana do kategorii: ,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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[“ I“ a superaktivita a stanoveny fenotyp se do znacné miry, nikoli

normal“, ,normal”, , high norma

viak zcela, prekryval s genotypem (Obrdzek
8).
fenotypovymi kategoriemi je znacny, neni
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Obrdzek 8 Distribuce aktivity TPMT ve vztahu ke
genotypu TPMT.

Histogram predstavuje zjisténé aktivity TPMT u jedincl s mutaci v TPMT a u jedincli bez mutace. V dolni ¢dsti jsou
namérené aktivity TPMT vyneseny v kontextu jednotlivych polymorfizmi. wt = wild-type; mut = mutant. Pacient s ALL, u
kterého se v prubéhu lécby vyskytla Zivot ohroZujici toxicita, je oznacen Sipkou.
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redukce terapeutické redukce terapeutické

davky. davky.
Velmi vysoké riziko Velmi vysoké riziko
zavazné toxicity pfi zavazné toxicity pfi
podani standardni podani standardni
terapeutické davky terapeutické davky
thiopurin(. thiopurint‘].s

Tabulka 1: Interpretivni kategorie vysetfeni fenotypu a genotypu TMPT.

Vysledek vysetieni genotypu spadd do 4 kategorii: G1 - homozygotnimu nemutovanému stavu wt - *1/*1; G2 - mutace
v heterozygotnim stavu, G3- mutace v homozygotnim stavu, G4- vice mutacim ve stavu heterozygot (*3A/*1) nebo
sloZeny heterozygot (*3B/*3C). Vysledek vysetfeni fenotypu rozdélujeme do 4 kategorii: F1 - nad 24,9 nmol/hod/ml RBC
= zvysend aktivita; F2 - 14,0-24,9 nmol/hod/ml RBC = normadini aktivita; F3 - 5,0-13,9 nmol/hod/ml RBC = sniZend
aktivita; F4 - pod 5,0 nmol/hod/ml RBC = deficience aktivity TPMT. *Do této interpretivni kategorie spadd pacient s Zivot
ohroZujici toxicitou (popsdn v pfiloze 3).

Jinym prikladem kombinace farmakogenetického a farmakokinetického pfistupu v predikci toxicity
protinddorové terapie je vysetfeni polymorfizmG gend podilejicich se na metabolizmu
fluoropyrimidin(i. Fluoropyrimidiny, predevsim 5-FU a kapecitabin, se pouZivaji v onkologii pro
[écbu kolorektalniho karcinomu a karcinomu prsu. Az 40 % pacientd lécenych 5-fluorouracilem ma
zavaznou gastroenterologickou nebo hematologickou toxicitu (Caudle et al., 2013). Protinddorovy
efekt 5-FU je vyvolan inhibici thymidylatsyntazy a vznikem FUTP, které se inkorporuji do RNA.
Metabolismus 5-FU probiha z vice nez 80 % v jatrech, pfiblizné 10 % 5-FU je vylou¢eno moci v
nezménéné formé a pouze 1-3 % se dostane k malignim bufkam v nddoru (schématicky — Pfiloha
4 — Fig. 1). Klicové enzymy podilejici se na katabolizmu 5-FU jsou dihydropyrimidin dehydrogenaza
(DPD) a dihydropyrimidinaza. Lidsky gen kédujici DPD (DPYD) se nachazi v oblasti 1p21.3 a sklada
se z 23 exonl (Wei et al., 1998).

Nékolik variant genu DPYD bylo 4 Bez deficience DPD  Bez deficience DPD
s . . v D 1 Y,
popsano v souvislosti se snizenou o ~--asymptomaticky, dokud

< neni organlsmu_s _zatlzen
aktivitou enzymu DPD (Amstutz et s fluoropyrimidiny
i3
al., 2011; Caudle et al.,, 2013). g
. 3 Vv . . o
Nejznamé;jsi a klinicky %
- vevr . 8
nejvyznamnejsi varianta DPYD je w Deficience DPD
alela s polymorfizmem
v sestfihovém misté oznacCovana

DPYD*2A  (IVS14+1G>A  nebo
c.1905+1G>A), kterd vede ke

Alelicka konfigurace

aa Aa AA
snizené aktivité enzymu DPD, e
. . (W Q> @ )
pokud je v heterozygotnim stavu, (%‘
bily fialovy fialovy

a k deficienci enzymu, pokud je v

homozygotnim  stavu, ktera se Obrdzek 9: Farmakogenetika deficience DPD v kontextu mendelovské

projevuje jako autozomalné dédiénosti.

a = recesivni alela (alela pro DPYD s mutaci, alela pro bilou barvu kvétu
. ., hrachu); A = dominantni alela (alela DPYD wild-type, alela pro fialovou
zavaznou symptomatologii, barvu kvétu hrachu); aa = recesivni homozygot (napf. DPYD genotyp:
predevsim neurologickou, *2A/*2A); Aa = heterozygot (napf. DPYD genotyp: *1/*2A); AA =
dominantni homozygot (napf. DPYD genotyp: *1/*1).

recesivni metabolickd porucha se

projevujici se jiz v raném véku
(Obrazek 9).
Incidence této alely neni vysokd; cca 1 % v béloSské populaci (Pfiloha 4 — Tab. 1). My jsme u 47
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vysetfovanych tuto variantu nezachytili*. Asociace tohoto polymorfizumu s toxicitou po podani 5-
FU neni pfilis silnd; u 32 pacientd s kolorektalnim karcinomem s vaznymi (grade 3-4) nezadoucimi
ucinky po podani 5-FU byla pfitomnost DPYD*2A zachycena v jednom pfipadé. Pfesto se vySetieni
na pfitomnost alely DPYD*2A u vSech pacientll pred podanim fluoropyrimidini a nasledna
redukce davky u nosi¢l této mutace jevi jako raciondlni s ohledem na redukci toxicity a také
z hlediska celkové ndkladovosti provedeni vysetfeni a reSeni naslednych nezddoucich ucinkd
(Deenen et al., 2016).

ENDOKRINOLOGICKY STATUS

Z hlediska patofyziologie a |écby malignit je endokrinologicky status
organizmu a efekt protinddorové hormonalni 1é¢by nejvice prostudovan
a z podstaty véci nejvyznamnéjsi u karcinomu prsu, gynekologickych
malignit a karcinomu prostaty. Recentné byla publikovana prace

prezentujici fylogenetickou klasifikaci karcinomu prsu zaloZenou na
expresi 3 receptorl: estrogenového, androgenového a receptoru pro vitamin D. Dle této
klasifikace se nadory prsu déli do 4 kategorii (HRO - HR3) majici vztah k prognéze onemocnéni
(Santagata et al., 2014). S problematikou hormon( souvisi téma epidemiologie malignit a expozice
chemickym Iatkam, které jsou hormonalné aktivni a nazyvaji se endokrinni disruptory (Caserta et
al., 2008; Diamanti-Kandarakis et al., 2009); pak se tato problematika zacind prolinat s oblasti
nutrice. Prikladem endokrinnich disruptorl jsou fytoestrogeny. Navzdory poznatkim, Ze
izoflavony mohou potlacovat proliferaci endometria, randomizované placebem kontrolovana
studie postmenopauzdlnich Zen ukazala, Ze sojové fytoestrogeny vedou kvysSimu vyskytu
hyperplazie endometria (Unfer et al., 2004). Fytoestrogenni dopliiky maji nékteré pozitivni
vlastnosti (plsobi napf. jako antioxidanty), ale jejich efekt jakozto endokrinnich disruptor(
pravdépodobné prevaZuje.

Sohledem na dale diskutovanou stfevni dysmikrobii a jeji souvislost s nddorovym bujenim,
predevsim kolorektalnim karcinomem (str. 35), bych rada zminila Zlu¢ové kyseliny, jejichz funkce
jakoZto hormon-like substanci regulujicich metabolizmus lipidl, glukdzy, lipoproteind, ale i
zanétlivé procesy je v soucasnosti predmétem zajmu (Li and Chiang, 2014; Zhou and Hylemon,
2014). Vzhledem k tomu, Ze metabolizmus cholesterolu a Zlucovych kyselin je realizovan z ¢asti
prostfednictvim jaternich enzym lidského organizmu a z ¢asti pomoci enzymi prokaryot stfevni
mikrofldry, Ize na stfevni mikrobiom pohlizet také jako na endokrinni organ, oznaceny také jako
sterolbiom (Evans et al., 2013; Everest, 2007; Lyte, 2016, 2010; Neuman et al., 2015; Ridlon and
Bajaj, 2015; Sandrini et al., 2015). Urcité karcinogenni vlastnosti byly popsany napf. u kyseliny
deoxycholové (DCA) (Hylemon et al., 2009); DCA aktivuje EGFR u intestinalnich bunék (Cheng and
Raufman, 2005; Lee et al., 2010; Qiao et al., 2001).

* 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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VYSTUP 3: HYPOVITAMINOZA D MA SEZONNI{ VARIABILITU A VZTAH K HORSI PROGNOZE
METASTATICKEHO KOLOREKTALNIHO KARCINOMU

Do kategorie hormon( a hormon-like latek radime i vitamin D. V poslednich letech se v souvislosti
s vyskytem rakoviny, ale i dalSich onemocnéni (hypertenze; diabetes mellitus; osteopordzy;
nékterych infekénich, napf. tuberkuldzy; autoimunitnich chorob, napf. roztrousené sklerdzy,
revmatoidni artritidy) hovofi o protektivnim vlivu vitaminu D a o epidemii nedostatku vitaminu D.
Vitamin D je prohormon, ktery je v organizmu metabolizovdn na steroidni hormon kalcitriol, ktery
hraje kromé zdsadni role v homeostaze vapniku vyznamnou ulohu v fadé biochemickych procesu.
Fotochemickd syntéza vitaminu D3 (cholekalciferol, D3) probihd vkazi, kde se 7-
dehydrocholesterol konvertuje diky ultrafialovému zafeni na pre-vitamin D3. Vitamin D3, ktery
nasledné vznikd izomerizaci pre-vitaminu D3 v bazalni vrstvé epidermis nebo je v tenkém strevé
absorbovan z potravy, se vaze na protein vazajici vitamin D (DBP) a dalsi plazmatické proteiny a je
transportovan do jater. Vitamin D3 je jaternimi 25-hydroxylazami hydroxylovdn na 25-
hydroxycholekalciferol (25(0H)Ds), ktery je v ledvindch la-hydroxylovan 25-hydroxyvitamin Ds-
la-hydroxylazou. Touto reakci vznika aktivni sekosteroid kalcitriol = 1a,25(0OH),D;, ktery ma
efektorové funkce v réiznych tkanich: i/ zvy$uje absorpci Ca®* a anorganického fosfatu v tenkém
stfevé, ii/ zvySuje mineralizaci kosti, iii/ navozuje diferenciaci imunitnich bunék, iv/ v nddorovém
mikroprostfedi potlacuje proliferaci, navozuje diferenciaci a inhibuje angiogenezi. Syntéza
1a,25(0OH),D3z 25(0OH)Ds je stimulovdna parathormonem (PTH) z pfistitnych télisek a potlacovana
Ca®*, P; a zpétnovazebné 1a,25(0OH),D; samotnym. Kritickym krokem v katabolizmu kalcitriolu je
degradace 25(0OH)D; na 24,25(0OH)D; a 1a,25(0OH),D; na 1a,24,25(0H),D;, diky 24-hydroxylaci 25-
hydroxyvitamin D 24-hydroxyldzou, kterd je kdédovana genem CYP24A1. 24,25(0OH)D; a
10,24,25(0H),D; jsou ndsledné z organizmu vylouéeny (schématicky-Pfiloha 5 — obr. 1)°.

Signalizaci spousti 1,25-dihydroxy-D; vétsSinou prostfednictvim receptoru vitaminu D (VDR), ktery
naleZi do rodiny steroidnich nuklearnich receptor(. Vazbou 1,25(0OH),D; D na VDR je indukovana
. bunécna diferenciace, inhibovana proliferace
a regulovdana apoptéza u normalnich i
2 nadorovych bunék, dale je potlacena
angiogeneze a iniciovany imunomodulaéni

50 ucinky  cestou ovlivnéni  monocytld  Ci

[ Dostatek ©
[77] Nedostatek Iymfocytu .

Deficit v . veer s s vy

4 =T§zﬂdeﬁm Obecné je populace Zijici nad 40° severni Sirky
a pod 40° jizni Sitky ohroZzena nedostatkem

2 vitaminu D. Mezi odborniky se vede diskuze,

jakou hladinu vitaminu D lze povaZovat ta

brezen-duben Zafi-Fijen dostacujici (Vierucci et al., 2014). ZvazZuje se

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

Obrazell< 1(?: I.-I.ypovitaminoza D md v Ceské republice nmol/I (= 30 ng/l) (Holick et al., 2011), p¥Ficem?
sezonni variabilitu. L . . N ) . i
Tésky deficit: pod 25 nmol/l; deficit: 25-50 nmol/; V dnesni dobé panuje spiSe nazor, Ze pro plny

nedostatecnost: 50-75 anI/I, dostatek: nad 75 an/// blologlckych efekt JSOU nutné hlad|ny 25-0OH-D

> Drdbovd K., Bienertovd-Vaskd J., Lokaj P., Dubskd L., Obermannovd R., Greplovd K., Demlovd R.,
Valik D., Stérba J. (2013): [Vitamin D: Its physiology, pathophysiology and significance in
etiopathogenesis of malignant diseases.] Cas Lek Cesk. 152(1):20-30.
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prekracujici 75 nmol/l. Hodnoty 25-OH-D v krvi pod 25 nmol/| se povazuji za tézky deficit, 25-50
nmol/| za deficit, 50-75 nmol/l nedostateé¢nost a hodnoty nad 75 nmol/| pfedstavuje dostatek. Na
souboru jedincl z kontrolni populace jsme popsali vyznamnou sezonni variabilitu vitaminu D. U
jarni skupiny (odbér bfezen—duben) byl median koncentrace 25(0OH) vitaminu D 42,7 nmol/l (95%
interval spolehlivosti 21,9-90,1 nmol/l). V podzimni skupiné (odbér zafi—fijen) byl median
koncentrace 25(OH) vitaminu D 70,8 nmol/l (95% interval spolehlivosti 37,0-137,5 nmol/l).
Z dosazenych hodnot vyplynulo, Ze v jarnim obdobi bylo 6 % jedincl s tézkym deficitem vitaminu
D, 60 % s deficitem, 27 % mélo nedostatek a 7 % dostatek vitaminu D. V podzimnim obdobi jsme
nezaznamenali tézky deficit vitaminu D, 13 % jedincl mélo deficit, 46 % nedostatek a 41 %
dostatek vitaminu D (Obrazek 10). Sezénni vykyv v hladindch 25-OH-D ma vliv (statisticky
vyznamny, klinicky nevyznamny) na hladinu plazmatickych vapenatych kationtd a fosfatu (data
zde neprezentuji).

Nedostatek vitaminu D se zda byt vyznamnym faktorem v epidemiologii fady malignich
onemocnéni, véetné karcinomu prsu a kolorektdlniho karcinomu (Garland and Garland, 2006;
Giovannucci et al., 2006; Gorham et al., 2007; Ng et al., 2009). V konsekutivnich odbérech krve
pacientd s metastatickym  kolorektadlnim  karcinomem jsme sledovali hladinu  25-
hydroxycholekalciferolu a dalsich laboratornich parametrl ve vztahu k preZiti bez progrese a ve
vztahu k celkovému preziti®. Do této studie bylo zahrnuto 84 pacienttl lé¢enych pro metastaticky
kolorektalni karcinom v prvni linii reZimem s oxaliplatinou nebo kombinaci chemoterapie s
bevacizumabem (Pfiloha 6 — Table 1). Median PFS studiové skupiny pacientl byl 15,4 mésice a
median celkového preziti byl 41,2 mésice. Pfi hodnoceni konsekutivnich hladinu 25-OH-D se
kohorta vysetfovanych pacient( stratifikovala do tfi podskupin i/ s alespor jednou hodnotou nad
40 nmol/l, ii/ s proménlivymi hodnotami pod 40 nmol/l, iii/ se stabilnimi hodnotami pod 40 nmol/I
(Ptiloha 6 — Figure 1). Parametry s vyznamnym vztahem ke klinickému pribéhu onemocnéni byly
tyto: i/ chirurgicky zakrok, ii/ hladina CEA (pti cut-off 11 pg/l) a iii/ charakter sérovych hladin 25-
OH-D (Obrazek 11) (Priloha 6 — Table 2).

---- NORMAL (N) (N): At least one 25-0HD value 40 or above (M=40)
— LOW (L) (L): All 25-OHD < 40 (N=44)

p (log rank test) = 0.015

Obrdzek  11:  Parametry
preziti pacienti
s metastatickym
kolorektdalnim karcinomem
podle charakteru sérovych
hladin 25-OH-D.
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¢ 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
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Nase data potvrzuji vyznamnou roli hladin 25-OH-D v pribéhu maligniho onemocnéni a to i v
podminkach pokrocilého kolorektalniho karcinomu. Vitamin D ma pleiotropni protinadorovy efekt
(Obrazek 12); na subceluldrni urovni potlacuje proliferaci a stimuluje diferenciaci a apoptézu
malignich bunék; v systémovém kontextu maligniho procesu potlacuje prozanétlivé pochody, jevy
spojené s metastazovanim a invazi a také angiogenezi.

Vitamin D ma také vliv imunomodulacni; reguluje jak sloZzky vrozené, tak adaptivni imunitni
odpovédi. Prozanétlivé plsobky jako je IFNy (Edfeldt et al., 2010) a TNFa (Pryke et al., 1990)
stimuluji produkci vitaminu D zvySenim exprese CYP27B1 v burikdch monocytarni fady a zanétlivé
cytokiny a agonisté Toll-like receptoru zvysuji expresi CYP27B1 a VDR dendritickych burikdch
(Szeles et al., 2009). Na urovni adaptivni imunitni odpovédi fada subpopulaci T-lymfocytl
exprimuje VDR a je cilovou burikou pro plsobeni vitaminu D (Cantorna, 2011), byt bez klicového
vlivu na primarni funkci T-lymfocytd. 1,25(0H)2 vitamin D3 je spiSe moduldtorem imunitni
odpovédi zprostredkované T-lymfocyty. V rlznych mysSich modelech autoimunitniho onemocnéni
vedla absence VDR k horsimu pribéhu nemoci (Mayne et al., 2011; Motrich et al., 2009). V in vitro
podminkach potlacoval 1,25(0OH)2 vitamin D3 signdlni drahu NF-kB nezbytnou pro aktivaci Th-
lymfocytl (Griffin et al., 2007), zvysoval aktivitu imunosupresivnich T-regulacnich lymfocytd
(Cantorna and Mahon, 2004) a blokoval vznik Th17 a Th9 bunék duleZitych v patogenezi rGznych
autoimunitnich a zanétlivych onemocnénich (Palmer et al.,, 2011). Obecné je tedy pUsobeni
vitaminu D stimulujici na vrozenou obranyschopnost a imunosupresivni na adaptivni slozku
imunitni odpovédi, predevsim T-lymfocyty, coZ také zc¢asti mlze vysvétlovat pozorovany
protinddorovy efekt vitaminu D.

proliferace
=4 - ZvySuje exprasi p21 ap27
- snizuje hladinu cyklin dependentnich kinaz, cyklind a expresi MYC a Rb

apoptoza
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diferenciace

-navozuje diferenciacimyeloidnich leukemickych bunék do monocyti

- Zvysuje expresi difsrenciaénich faktor( jako jsou adhezivni proteiny, lipidy, PSA, prostaticky
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Obrdzek 12: Molekularni a bunééné mechanizmy protinadorového efektu kalcitriolu.
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VEK
Incidence vétSiny solidnich malignit se zvySuje svékem (Obrazek 13)
(Anisimov, 1983; Balducci and Ershler, 2005; Parkin et al., 2001).

Vyskyt malignit ve vysSim véku je dan dvéma hlavnimi faktory i/
v burikdch se s casem akumuluji mutace a zaroven ii/ vorganizmu

dochazi k porucham udrieni homeostazy nejvice diky zménam
endokrinniho a imunitniho systému, jez umoznuji bunkdm v pozdnim stadiu kancerogeneze
preZivat (DePinho, 2000). Vyznamnym protinddorovym ndastrojem, ktery ma kazda burika
geneticky zakddovan, je program bunécné senescence, ktery vede knevratnému zastaveni
bunécné proliferace a rlstu buriky. Proces bunécné senescence je doprovazen uréitymi zménami
bunécného fenotypu, které jsou spojeny s patofyziologickymi procesy asociovanymi se starnutim,

napf. benigni hyperplazie prostaty
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NAHORE — karcinom prsu. DOLE — karcinom tlustého stfeva a konecniku. ateroskleréza ¢&i artritida (Freund
Data byla ziskana z (Dusek et al., 2005).

et al., 2010).

Ke zvySovani incidence vétsSiny solidnich malignit s vékem pftispiva také vycerpani imunitniho
systému — imunosenescence, kdy svékem dochdazi ke snizeni funkce efektorli ptirozené i
adaptivni imunity (Fulop et al., 2013), coz vede nejen k nizsi odolnosti vici infekénim chorobam,
ale také k méné efektivnimu protinddorovému dohledu (Fulop et al.,, 2011). V souvislosti
s nachylnosti k chorobam se hledaji biomarkery imunosenescence, které by predikovaly kapacitu
imunitniho systému a také odpovidavost na protiinfekéni vakciny (Pawelec, 2014). Pro tento ucel
byl ve Svédsku navrien koncept “immune risk profile” (IRP), ktery obsahuje absolutni a proporéni
deficit v poctu cirkulujicich B-lymfocytd, snizovani poméru CD4/CD8 a nar(st proporce T-
lymfocytl v pozdnim stadiu diferenciace po antigenni stimulaci (napf. CD8+ CD27- nebo CD28-)
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(Wikby et al., 2008). Data o vztahu parametru IRP k vztahu k nddorovym onemocnénim, at uz
incidenci, prabéhu lé¢by, eventudlné predikci odpovédi na protinddorovou imunoterapii, nejsou.

ZIVOTNI STYL

Faktor Zivotniho stylu se prekryva s nutricnim stavem a mda dopad na
vétSinu zminénych systémovych faktor(. Do faktoru Zivotniho stylu se
promitaji sociekonomické faktory. Epidemiologické studie ukazuji, Ze
aktivni Zivotni styl je spojeny snizSim vyskytem kolorektalniho
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 Zivotniho stylu se promitaji také faktory
Zivotniho prostredi, které Ize rozdélit schematicky rozdélit na negativné a pozitivné plsobici. Mezi

negativné plsobici Ize rozdélit na fyzikdlni (napf. UV a ionizaéni zafeni) a chemické (produkty
rostlin a mykotoxiny — aflatoxin, kovy — chrom, nikl, azbest, azobarviva aj.) karcinogeny, jez
zpUsobuji mutace protoonkogenli a tumorsupresorovych genll. Mutageneze spojena
s karcinogeny vyznamné pfispivd k mife somatickych mutaci v malignich bufkach. Ztohoto
divodu neni prekvapenim, Ze nejvétsi mnozstvi somatickych mutaci se nachazi v DNA bunék
maligniho melanomu ve spojeni s expozici UV zareni, plicnich tumord ve spojeni s koufenim, a
rakoviny moc¢ového méchyre v spojeni s expozici toxickym nutrietdm (Obrazek 14). Vysoky vyskyt
somatickych mutaci ma pak kauzalni souvislost s maligni transformaci bunky, coZ vede jednak ke
vzniku tumoru. Na druhé strané vysoka prevalence somatickych mutaci zvySuje imunogenicitu
nadoru, coZ vede k odpovédi na imunoterapeutika u zminénych vysoce mutovanych malignit
(anti-PD1 u maligniho melanomu a nemalobunécného karcinomu plic a intravezikalni BCG vakcina
u nadoru mocového méchyre). Prediktivni hodnota vysokého poctu mutaci a terapeutického
efektu imunoterapie se déle potvrdila zvySenou mirou terapeutickych odpovédi u pacientd
s NSCLC-kurakli oproti nekufdkim lécenych pro pokrocilé onemocnéni nivolumabem
v monoterapii (Hellmann et al., 2014).
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Obradzek 14: Vyskyt somatickych mutaci u jednotlivych typi malignit.
KaZda tecka predstavuje jeden vzorek, horizontdini cervend linka ukazuje medidn. Na ose y je pocet zachycenych
somatickych mutaci na 1 megabdzi. Prevzato z (Alexandrov et al., 2013; Lawrence et al., 2013)
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KOMORBIDITY

Problematika komorbidit a wvzniku a rozvoje onkologickych
onemocnéni  souvisi jednak s medikaci, ale také primo
s interkurentnimi  onemocnénimi. Zminéna jiz byla souvislost
malignich onemocnéni s infekénimi chorobami ¢i  primarnimi
imunodeficity. Paklize nedostatecna funkce imunitniho systému vede

k vyssi incidenci malignich onemocnéni, nabizi se Uvaha, zda pfi
automunitnich onemocnénich, kdy se cilem imunokompetentnich bunék stavaji danému jedinci
vlastni buriky, bude imunitni systém efektivnéji likvidovat také nadorové bunky. A analogickou
otazku si lze klast také v pripadé alergii a hypersenzitivit, které jsou vysledkem nadmérné
neadekvantni imunitni reakce. Je tedy autoimunita i alergie vanamnéze spojena s nizsim
rizikem maligniho onemocnéni? Jednoznaénad odpovéd na tuto otazku z podstaty komplexnosti
problematiky imunopatologickych stavi neexistuje.

Co se tyka alergii, prevazuji prace prokazujici inverzni asociaci mezi alergii v anamnéze a vyskytem
malignity, o néco méné praci neprokazuje vyznamnou asociaci a ¢ast praci popisuje pozitivni
korelaci mezi alergiemi a rakovinou (Sherman et al., 2008). Pfi podrobnéjsi analyze studii
zabyvajicich se epidemiologii malignit ve vztahu k alergiim bylo zjiSténo, Ze inverzni asociace
alergie a malignity se vyskytuje spiSe tam, kde se jedna o rakovinu vznikajici primarné v tkani i
organu prichdzejicimi do kontaktu s okolnim prostfedim jako jsou glie, Usta a hrtan, tlusté strevo a
konecnik, slinivka, klize, déloha a cervix, mocovy méchy¥, gastrointestinalni trakt a plice (mimo
asthma) (Sherman et al., 2008). VétsSina studii potvrdila, Ze asthma v anamnéze je asociovdno
se vznikem karcinomu plic, kdy jeden z patofyziologickych dlvodU pro tuto asociaci je chronicky
zanét, ktery je obecné pronadorovy (viz str. 89). Mechanizmy stojici za pozitivnimi ¢i negativnimi
asociacemi mezi alergii (pfevazujici Th2 imunitni reakci) a malignitou Ize shrnout do 4 oblasti
(Dalessandri and Strid, 2014): i/ inverzni korelace muze byt dana obecné vy$$im imunitnim
dohledem daného organizmu, ktery zajistuji imunitni efektory véetné gammadelta T-lymfocyt(,
eozinofill, mastocytll, tumor-specifické IgE a to je doprovazeno vyssi Th2 komponentou
imunitniho systému, kterd pfispiva kreparaci poskozené tkané a tlumi kancerogenni zanét
(Burnet, 1957); ii/ inverzni korelace mize byt dana zvySenou profylaxi na sliznicich a tkanovych
povrSich exponovanych vnéjsimu prostredi, kdy se pfedpoklada Ze Th2 imunita odstrafuje a
neutralizuje Skodlivé a potenciondlné karcinogenni latky z prostfedi dfiv, neZz maji svou
genotoxickou aktivitu v tkanich na rozhrani vnéjsSiho prostredi a také dfiv nez se transportuji do
celého organizmu (Profet, 1991); iii/ pozitivni korelace mizZe byt dana pfeklopenim rovnovahy
smérem k Th2 imunitni reakci, coZ je spojeno s utlumenim cytolytické Th1l imunity s pisobenim
imunosupresivniho IL-10 a protinddorové neefektivnich typl imunoglobulint (IgE, 1gG4) (Josephs
et al., 2015; Josephs et al.,, 2013); iv/ pozitivni korelace je spojena s antigenni stimulaci a
chronickym zanétem, kdy alergicky zanét a oxidativni poskozeni tkani pfispivda ke vzniku
kancerogennich mutaci a Th2 reakce v misté zanétu podporuje angiogenezi, rlist a invazivitu
nadoru (McWhorter, 1988).

V pfipadé autoimunitnich onemocnéni zpravidla prevazuje Thl imunitni odpovéd a obecné zde
Ize Fici, Ze pokud je autoimunita spojena s chronickym zanétem, je rizikovym faktorem pro vznik
maligniho onemocnéni; ptikladem mohou byt zdnétlivé stfevni procesy IBD (napf. Crohnova
choroba), jez jsou asociovany se vznikem kolorektalniho karcinomu (Askling et al., 2001b, 2001a).
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V pfipadé, Ze autoimunita neni spojena se zanétem, miZeme pozorovat jeji protektivni vliv;
epidemiologicka data napfiklad ukazala, Ze u jedincl s vitiligem, jehoZ pficinou je autoimunitni
destrukce melanocytd T-lymfocyty (van den Boorn et al.,, 2009), je pravdépodobnost vzniku
maligniho melanomu a nemelanomovych malignit 3x nizsi nez v populaci bez vitiliga (Teulings et
al.,, 2013). Cytotoxickd reakce proti normalnim melanocytim manifestujici se jako vitiligo se
zjevné prekryva simunitni reakci proti malignim melanomovym burikam, jelikoZz u pacientd
s pokrocilym melanomem je viligo pozitivni prognosticky faktor (Nordlund et al., 1983), coz se
potvrdilo i u melanomua léCenych imunoterapii (Teulings et al., 2015).

Z epidemiologickych dat je zfejmy vztah mezi nadvahou a zvySenym rizikem rakoviny tlustého
stfeva, prsu (u postmenopauzalnich Zen), endometria, mocového méchyre, pankreatu a ezofagu
(Calle and Kaaks, 2004), coz je dale podpofeno pozorovani asociace dlouhovékosti s kalorickou
restrikci (Ball et al., 1947; Fontana and Partridge, 2015). Nadvaha a adipozita jsou asociovany
prostfednictvim zvySené produkce adipokinli se snizenou citlivosti kinzulinu, coZz vede
k hyperinzulinémii a hyperglykémii. Adipokiny reguluji citlivost k inzulinu, zanétlivé procesy a
angiogenezi; adipocyty produkuji prozanétlivé cytokiny IL-6, TNFa a chronicky zdnét je obecné
pronadorovy (viz také dale). Na patogenezi maligniho onemocnéni se u obéznich lidi podili také
aktivace inzulinové/IGF signalni drahy, ktera pfispiva k popsané asociaci DM Il a malignich
onemocnéni vcetné 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).

Obradzek 15: Hlavni faktory spojujici
obezitu a rozvoj nddorovych
onemocnéni.

Adipozni tkan prispivd k produkci
prozdnétlivych plsobkd, které jsou
produkovadny primo adipocyty a také
v nddorové
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makrofdgy
tkani (Weisberg et al., 2003).
Hlavnimi prozdnétlivymi  cytokiny
adipézni tkané jsou TNFa, IL-6 a
PAI1. Pldsobeni TNFa je spojeno
s chronickym zdnétem a podporuje
nddorovou angiogenezi (Leibovich et
al., 1987) a metastazovdni (Orosz et
al., 1993). Adipozni tkar produkuje
vyznamné mnozstvi (aZz 35 % u
zdravych jedinci (Mohamed-Ali et
al., 1997)) cirkulujiciho IL-6, a tak
hladina tohoto cytokinu koreluje
s BMI (Kern et al., 2001). Signdlni
drédha IL-6 zahranuje  aktivaci
onkoproteinu STAT3 (Bromberg et
al., 1999) a role IL-6 pfi rozvoji
malignity byla potvrzena u mysiho
modelu (Park et al., 2010). STAT3 je
soucdsti  signdlni  drahy leptinu
(Banks et al., 2000), coZ je vyznamny
adipokin produkovany ve znacné

mife adipozni tkdni obéznich jedinci. Naopak adiponektin je produkovdn adipdzni tkani obéznich jedinci v mensi mire
v porovndni se zdravymi. Adiponektin potlacuje proliferaci bunék karcinomu prostaty a tlustého streva (Bub et al., 2006;
Kim et al.,, 2010). K metabolizmu a proliferaci/prezivini maligni buriky prispivd také dostupnost lipidd a dalsich
makromolekul a inzulinovad signalizace. Inzulin, IGF-1, IGF-2 jsou ligandy povrchovych receptor( (INSR, IGFIR, IGF2R),
jejichZ aktivace vede k signalizaci prostfednictvim PI3K/Akt a Ras/Raf drdhy, coZ md pronddorovy efekt diky zvysené
bunécni proliferaci a inhibované apoptoze (Engelman, 2009; Schubbert et al., 2007).

31



MEDIKACE

Onkologicka onemocnéni jsou dominantné onemocnéni postihujici |
starsSi jedince, ktefi jsou casto dlouhodobé exponovani medikaci
pro lécbu chronickych onemocnéni. Na tomto misté je tfeba zminit
dlouhodobé uzivani kortikosteroidl, antidiabetik (metformin),
inhibitor( protonové pumpy, betablokator( a antilipidemik.

Metformin potlacuje prolifereci nddorovych bunécnych linii (He et al., 2015), cozZ se potvrdilo na
epidemiologickych studiich (Tokajuk et al., 2015). Efekt metforminu na bunécné urovni se sklada
z toxického efektu na mitochondrie, interferenci s cyklem trikarboxylovych kyselin a syntézou
nukleotidli, metformin inhibuje mMTOR signdlni drahu (Jara and Lopez-Munoz, 2015).
Randomizovana studie faze Ill prokazala protektivni efekt ro¢niho UzZivani nizkodavkovaného (250
mg denné) metforminu pro vznik metachronnich adenoml a polypl u nediabetikll po
polypektomii, coZ potvrzuje Ulohu metforminu pti prevenci malignich onemocnéni (Higurashi et
al., 2016; Chan, 2016).

VYSTUP 4: ANTIKOAGULACNI LECBA A TERAPEUTICKA INHIBICE AGREGACE KREVNICH
DESTICEK VE VZTAHU K PREVENCI A LECBE NADOROVYCH ONEMOCNENI

Zajimavou oblasti je antikogulacni a antiagregacni lécba rozvoji malignich onemocnéni.
Trombocyty obsahuji fadu plsobkd regulujici angiogenezi, zanét, chemotaxi imunokompetentnich
bunék, adhezivnich molekul atd. (Pfiloha 7 — Tab. 1)’. Vlivem malignich bunék a nadorového
stroma dochazi k agregaci a aktivaci trombocytli, coZ muZe potencovat rozvoj maligniho
onemocnéni (podrobnéji pak od str. 85). Relevantni otdzkou je pak vliv antiagregacni a
antikoagulacni terapie na vznik trombotickych stav(i u onkologickych pacient(, ale také na klinicky
pribém maligniho onemocnéni. Diskutovanou otazkou pak je, zda ma Iécba heparinem a LMWH
pozitivni efekt na parametry preZiti u pacientl s jiz diagnostikovanym tumorem a zda ovliviiuje
rozvoj onkologickych onemocnéni. Je otdzkou, zda ma antikoagula¢ni |écba heparinem a LMWH
|éCebny Ucinek u nadorl. Pfredpoklada se inhibic¢ni efekt nizkomolekularnich heparini na proces
angiogeneze, zanétu a vliv na regulaci bunécéné adheze, proliferace, mobility, rlstovych
a koagulacnich faktor( (Mousa, 2004). Byl popsan pozitivni efekt heparinu na diferenciaci
a apoptozu (Kakkar et al., 2004). LMWH muiZe prodlouZit prezivani pacientl s pokrocilym
malignim onemocnénim (Ahmad and Ansari, 2011). Vyuziti protindadorového potencidlu
heparinu/LMWH v praxi bude mozné az po ovéreni v klinickych studiich. Profylaktické nebo
|éCebné podani pfi venozni trombembolii u pacientd s nddorem vyZaduje peclivou monitoraci
nezadoucich ucinkd, vzniku heparinem indukované tromcytopenie, krvacivych komplikaci nebo
|ékovych interakci.

Antitromboticka 1éCba ve smyslu antitrombocytarnich pripravkd zahrnuje inhibici cyklooxygenazy-
2 (kyselina acetylsalicylova/aspirin), inhibici fosfodiesteraz (dipyridamol; mopidamol/RA-233),
protilatky proti glykoproteinu llb-llla (intravenozni Abciximab, peroralni XV459), inhibici PAR-1
(vorapaxar, atopaxar), inhibici P,Y4, receptoru (klopidogrel, prasugrel, tiklopidin, elinogrel a dalsi).

” Bencsikovd B., Greplovd K., Pildtovd K., Volejnikovd Z., Valik D., Klement G. L., ZdraZilovd-Dubskd
L. (2014): [Platelets in the pathogenesis of solid tumors.] Cas Lek Cesk. 153(2):78-85.
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Nejbéznéjsim inhibitorem agregace krevnich desticek je kyselina acetylsalicylova (aspirin).
Metaanalyza 4 randomizovanych studii zhodnotila efekt aspirinu versus placeba v primarni
a sekundarni prevenci cévnich pfihod arizika kolorektalniho karcinomu v pribéhu 20letého
sledovani 14033 subjektll. Pétileta lécba aspirinem sniZuje riziko karcinomu proximalni ¢asti
tlustého stfeva o 70 % a také snizuje riziko rektalniho karcinomu. Vyssi davky nez 75 mg nepfinasi
vétsi benefit a velmi nizké davky aspirinu (30 mg denné) nemély vyznam v prevenci kolorektdlniho
karcinomu. Pti pravidelném uzivani 75 mg aspirinu/den doslo k témér 20% snizeni mortality na
kolorektdlni karcinom, tento pfinos se zacal projevovat jiz po patém roce uZivani aspirinu
(Rothwell et al., 2010). SniZeni incidence i Siteni adenokarcinom( v gastrointestindlni oblasti je
tfeba ozrejmit v prospektivnich studiich u onkologickych onemocnéni, s ohledem také na rizika
dlouhodobého uzivani aspirinu, zejména krvaceni.

Vysledky klinickych hodnoceni vztahu antitrombocytarnich pfipravkl ve vztahu k progndze
onkologickych onemocnéni jsou shrnuty v (Tabulka 2).

Experiment na mysim modelu ukazal, Ze inhibice agregace krevnich desticek aspirinem a/nebo
klopidogrelem potlacuje hepatokarcinogenezi po chronické infekci virem hepatidy B (Sitia et al.,
2012). Abciximab inhibuje agregaci desticek a je indikovan k prevenci kardialnich ischemickych
komplikaci zejména po perkutdnnich intervencich (angioplastikdch), u akutnich korondrnich
syndromU. Predpokladd se antiangiogenni a také protindadorovy ucinek abciximabu. Blokada

GPllb/llla vede k ovlivnéni adheze nadorovych bunék, jejich metastatazovani a invazi (Cohen et
al., 2000).

Inhibitor nebo Typ nadoru Zavéry klinické studie
moduldtor
trombocytt
Aspirin karcinom tlustého bez vlivu na celkové prezivani (Creagan et al., 1991; Lebeau et al.,
stfeva, SCLC, ledviny 1993; Lipton et al., 1982)
karcinom prsu snizeni recidivy a mortality (Creagan et al., 1991)
NSCLC delsi prezivani po resekci (Fontaine et al., 2010)
karcinom prostaty pfinos v kontrole PSA u pacientd [é¢enych radioterapii a snizeni

mortality po prostatektomii nebo radioterapii (Choe et al., 2010;
Choe et al., 2012)

Klopidogrel karcinom prostaty prinos v kontrole PSA u pacient( lIéCenych radioterapii (Choe et al.,
2010)
Mopidamol karcinom tlustého bez vlivu na prezivani (Nieminen et al., 1990)
(RA-233) stre\'/a, ovaridlni
karcinom
NSCLC prodlouzeni prezivani po resekci, nikoliv u metastatického
onemocnéni (Blaha et al., 1989; Wilke et al., 1988; Zacharski et al.,
1988)
Dipyridamol pokrocily karcinom bez vlivu na prezivani (Vallejo et al., 1995; Wilke et al., 1988)

tlustého stfeva a NSCLC

Tabulka 2: Klinické vysledky Iécby inhibitory krevnich destic¢ek u pacientii s nadory.
NSCLC: nemalobunécny karcinom plic, SCLC: malobunécny karcinom plic, PSA: prostaticky specificky antigen
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INFEKCE

Existuje celd fada infekénich onemocnéni spojenych se vznikem
onkologickych onemocnéni. Pfikladem mzZe byt infekce RNA viry,
které jsou rychle transformujici, nesouci ve svém genomu pfimo
onkogen (napf. v-src, v-ras), ¢imZ poskytuji burice nezdvislost na

mitogennich stimulech. Dale jsou to viry pomalu transformuijici,

jez aktivuji protoonkogen, vedle kterého se integrovaly. U clovéka byla prokdzana pouze
transformace lidskym lymfotropnim virem typu | (HTLV-1), ktery je spojen s vyskytem T-
leukemie/lymfomu dospélych (ATLL, adult T-cell leukemia lymphoma) zejména v Asii a karibské
oblasti. Onkogenni potencidl maji i nékteré DNA viry, jez koduji proteiny, které interaguji
s nadorovymi supresory (p53, RB, P300/CBP). Infekce témito viry jsou spojeny s onkologickymi
onemocnénimi, napr. lidsky papillomavirus (HPV) a karcinom déloZniho Cipku a nadory hlavy a
krku; virus Epstein-Barrové (EBV) a Burkittlv lymfom; virus hepatitidy B (HBV) a hepatocelularni
karcinom; virus hepatitidy C (HCV) a hepatoceluldrni karcinom (Vystup 5); lidsky herpesvirus typu
8 (HHV8) a Kaposiho sarkom; polyomavirus Merkelovych bunék (MCV) a karcinomy Merkelovych
bunék (neuroendokrinni karcinomy kliZze). Pfikladem bakterialniho agens v asociaci s malignitou je
Helicobacter pylori, jez hraje vyznamnou roli etiopatogenezi karcinomu Zaludku (Sokic-Milutinovic
et al.,, 2015). Malignity spojené sinfekci onkogennimi viry se vice projevuji na pozadi
imunodeficitd (Myskowski et al., 1990).

VYSTUP 5: INFEKCE HCV V ETIOPATOGENEZI HEPATOCELULARNIHO KARCINOMU

Hepatocelularni karcinom (HCC) je nejcastéjSim primarnim nadorem jater. Incidence primdrniho
nadoru jater je v Ceské republice kolem 9/100 tis. obyvatel, pficem? vyskyt tohoto typu nadoru je
v riiznych oblastech svéta odli$ny s maximalni incidenci v asijskych zemich (DUSEK et al., Verze 7.0
[2007]). Chronicka infekce HCV je nejvyznamnéjSim rizikovym faktorem pro vznik
hepatocelularniho karcinomu; pravdépodobnost rozvoje HCC je 17-nasobné vyssi u infikovanych
HCV oproti kontrolni populaci (Donato et al., 1998). Celosvétova prevalence infekce HCV se
pohybuje v béZzné populaci kolem 3 %. V roce 2001 bylo pomoci sérologického prehledu zjisténo,
7e prevalence protilatek anti-HCV v b&7né populaci CR je 0,2 % (Nemecek, 2003).

V roce 2010 jsme analyzovali 25 pacient(i s HCC z hlediska pfitomnosti HCV Ag a anti-HCV Ab 2.
Vysledkem byl zachyt infekce HCV u 5 (20 %) pacient s HCC. Zachycen byl rlizny stupen virémie
odpovidajici detekované koncentraci HCV Ag a zaroven i pfitomnost anti-HCV protilatek (Pfiloha 8
—str. 27). U 20 (80 %) pripadt HCC byly hodnoty v obou testech jednoznacné negativni.

Literatura uvadi 44 %-64 % vyskyt markerd infekce HCV u nemocnych s HCC v Italii (Fasani et al.,
1999; Stroffolini et al., 1999), 27 %-58 % u pfipad(i s HCC ve Francii, 60 %-75 % ve Spanélsku a
80 %-90 % v Japonsku (Yoshizawa, 2002). V USA predstavuji pfipady HCC spojené s infekci HCV
50 %-60 % pripadt HCC (El-Serag, 2002). Ve vSech jmenovanych zemich je incidence HCC vyssi nez
v Ceské republice, pficemz vyskyt primarniho nadoru jater v Japonsku je podstatné vy$si nez v CR
(30/100 tis. Obyvatel) (DUSEK et al., Verze 7.0 [2007]). Niz$i prevalence infekce HCV u &eskych

8 Rampulovd I, Kazlepkovd E., Dubskd L. Serologie infekéni hepatitidy C (HCV): HCV u
hepatoceluldrniho karcinomu. Sbornik Laboratorni diagnostika v onkologii 2010, Masarykova
univerzita 2010, ISBN 978-80-210-5188-1.
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pacient(l s hepatoceluldrnim karcinomem v porovnani s ostatnimi zemémi naznacuje, ze v Ceské
republice se na rozvoji tohoto onemocnéni podileji do vétsi miry jiné rizikové faktory, nei je
chronicka infekce HCV.

Patofyziologie hepatocelularniho karcinomu je spojena predevsim s viry (hepatitis B, hepatitis C),
a s jaterni cirhdzou z jinych pfticin (alkoholicka, bilidrni, primdrni autoimunitni) a toxiny zevniho
prostiedi (aflatoxiny, androgenni steroidni preparaty, produkty koureni tabaku, N-nitrosylované
slouceniny, pyrolizidinové alkaloidy a jiné); a patogeneticky snékterymi metabolickymi
onemocnénimi. Pokud infekce HCV nepfechdzi do chronicity, neni rizikovym faktorem pro vznik
hepatocelularniho karcinomu (nikdo z 25 vysetfovanych pacientli s HCC nemél pozitivitu anti-HCV
protilatek bez produkce HCV antigenu). Ve vétsiné pripadl, vsak nedochazi k dosate¢né imunitni
odpovédi, kterd by vedla ke kompletni eliminaci viru. V takovém pfipadé prechazi infekce HCV do
chronicity, v jaternim parenchymu dochazi ke vzniku chronického zanétu, na jehoz podkladé pak
dochazi k jaterni kancerogenezi (Bowen and Walker, 2005).

MIKROBIOM

Lidsky organizmus je osidlen fadou komenzalnich baktérii
osidlujich vSechny sliznice. Bakterii v lidském organizmu je fadové
10" jedinct spadajicich do 1000 rdznych druhG (Lee and

Mazmanian, 2010). Pfitomnost baktérii na sliznicich slouZi jako
biologicka bariéra proti patogennim mikroorganizmdm a pfispiva k adekvatni funkci imunitniho
systému (Backhed et al.,, 2005; Gorbach, 1990). Stievni mikrofloru mlzeme povaZovat za
»,metabolicky organ“, ktery interaguje sorganizmem lidského hostitele a ktery zajistuje radu
funkci, jez jsou pro lidsky organizmus esencialni (Tremaroli and Backhed, 2012). Stfevni baktérie
vyuzivaji cukry a proteiny z potravy a produkuji vitaminy, aminokyseliny, ovliviuji vstfebavani
iontl, podili se na konverzi polyfenolll z potravy, podili se na biotransformaci Zlu¢ovych kyselin
(Falony et al., 2006; Lefebvre et al., 2009; Macfarlane and Macfarlane, 2003). Poruseni rovnovahy
ve stfevni mikroflére, dysbidza, vede k narlstu oportunnich patogen(, ktefi jsou za normalnich
okolnosti inhibovani komenzaly (Barman et al., 2008). Dysbiéza je spojena s fadou patologickych
stavu jako jsou zanétliva stfevni onemocnéni (Collins, 2014), obezita (Bajzer and Seeley, 2006) a
stfevni polypy (Dulal and Keku, 2014; Nugent et al.,, 2014). V poslednich letech se ukazuje, Ze
mikrobiom predevsim stfevni hraje dileZitou roli i pfi vzniku kolorektalniho karcinomu (Belcheva
et al., 2015; Feng et al., 2015; Hester et al., 2015).

Studie ukazuji, Ze se vznikem kolorektalniho karcinomu souvici predevsim dysmikrobie spojena
s prevalenci pro-zanétlivych oportunnich patogen(, 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) ¢i mikroorganizm( asociovanych
s metabolickymi poruchami napt. Erysipelotrichaceae (Turnbaugh et al., 2009). Otazkou nicméné
zUstava, zda jsou uvedené baktérie pFi¢inou nebo nasledkem nadorového bujeni v tlustém strevé.
Byl navrien model ,bacterial driver-passenger”, kterd predpoklddd, Ze kancerogenezi
kolorektdlniho karcinomu iniciuji ,drivers“ a po zméné prostfedi navozené tumorem dochazi
k mnozZeni oportunnich baktérii (,passengers”), pro néz okoli nadorového mikroprostredi

generuje vhodné podminky v podobé nutrient ¢i reaktivnich kyslikovych radikall a které mohou

35



dale propagovat kancerogenzi ¢i naopak pUsobit protektivné (Tjalsma et al.,, 2012). V této
souvislosti je tfeba zminit, Ze recentni studie ukazuji, Ze uZivani penicilinu zvySuje riziko
kolorektalniho karcinomu (Boursi et al., 2015). Efekt stfevniho mikrobiomu nicméné nekonéi u
karcinogeneze kolorektalniho karcinomu, protoze se ukazuje, Ze protinadorovy efekt nékterych
terapeutickych latek je ovlivnén skladbou mikrobiomu (Dzutsev et al., 2015).

NUTRICNI STAV

Na vztah nutri¢niho vztahu a malignich onemocnéni je mozné pohlizet
ze dvou zéakladnich uhld. Prvni je jisté nutrice a stravovaci navyky a
asociace jednotlivych poloZek diety s prevenci nebo naopak zvysenym
rizikem malignit. Zjiného Uhlu se pak pohlizi na vyZivu a nutri¢ni

moznosti béhem terapie onkologicky nemocnych.

Efekt stravy na maligni onemocnéni je znacny; v roce 1981 se odhadovalo, Ze vznik 90 % ptipad
gastrointestindlnich malignit Ize pficitat sloZeni stravy (Doll and Peto, 1981) a to predevsSim ve
spojeni s konzumaci nadmérného mnoistvi ¢erveného masa a ZivocCisnych tukd (Vargas and
Thompson, 2012). V oblasti vztahu stravovacich navyk( a epidemiologie nadorovych onemocnéni
je vyznamna napf. obezita asociovand svyssim rizikem karcinomu prsu, prostaty, pankreatu,
ledviny, mocového méchyre, vajecnikll, cervixu a gastrointestindlnich malignit (Bandera et al.,
2015; Calle et al., 2003; Demark-Wahnefried et al., 2012; Reeves et al., 2007). ZvySena incidence
malignit a mortalita u obéznich jedincl je multifaktoridlni jev, ktery je spojeny mimo jiné
s chronickym zanétlivym stavem, které vytvafi adipdzni prostiedi (Wensveen et al., 2015)
(Obrazek 15, str. 31) a metabolickou dysregulaci v nddorovém mikroprostredi.

Existuje celd fada publikaci popisujici vztah makro-, mikronutrientl a dalSich sloZek potravy a
malignich onemocnéni. Z tohoto hlediska se zkouma chemopreventivni Ucinek rliznych latek jako
resveratrol, kurkumin, genistein a celé rfady dalSich ptirodnich fytochemickych latek (Bode and
Dong, 2000; Fridlender et al., 2015; Malhotra et al., 2015; Pabla et al., 2015; Russo et al., 2016).
Z nutricniho hlediska hraji urcitou roli v patofyziologii malignich onemocnéni hypovitamindzy.
Napriklad ovoce a zelenina sobsahem vitaminuC ma protektivni vliv z hlediska
gastrointestinalnich malignit (Fang et al., 2015; Heine-Broring et al., 2015). Efekt tohoto vitaminu
se spojuje predevsim s jeho redoxnimi funkcemi a dale s tim, Ze slouZi jako kofaktor fady enzymu
(Naidu, 2003). Existuje nékolik klinickych hodnoceni testujici vysokodavkovana vitamin C v IéCbé
malignich onemocnéni s cilem zvySeni Ucinosti chemoterapie se soucasnym sniZzenim toxicity (Ma
et al., 2014; Monti et al., 2012). Protektivni vliv ma také pfijem vitaminu A a B-karotenu, cozZ se
ukdzalo napf. na metaanalyzach epidemiologickych studii s plicnimi tumory a karcinomem
tlustého stfeva (Heine-Broring et al., 2015; Yu et al., 2015). Retinol a derivaty vitaminu A ovliviuji
bunécnou diferenciaci, proliferaci a apoptdzu. V soucasnosti probiha klinické hodnoceni testujici
suplementaci retinoidy jako prevenci malignich onemocnéni u onkologickych pacientl
(NCT01935960). Vztah vitaminu D respektive hypovitamindzy D byl podrobnéji popsan v kapitole
Endokrinologicky status, str. 24.
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IMUNITNI SYSTEM

Racionalni Uvahy spojujici imunitni systém a eliminaci malignich
onemocnéni vznikly na konci 19. stoleti, kdy se pozorovani vztahu
koZnich bakteridlnich infekci a regrese nadorového bujeni preklopila do
terapeutickych postupl u onkologickych pacientll (vice kapitola
Protinddorova imunoterapie, str. 61). Koncept dozoru imunitniho
systému nad malignimi onemocnénimi byl formulovan 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 dnesni dobé je koncept nddorové imunologie rozpracovan do detailll
na bunécné a molekularni drovni (vice v kapitole Nadorova imunoeditace, str. 47) a role
imunitniho systému pfi eliminaci malignich onemocnéni je potvrzena Uspéchy protinddorové
imunoterapie (Anguille et al., 2014; Daud, 2015). Vztahu nadorového bujeni a imunitniho systému

jsou vénovany nasledujici stranky.
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IMUNOBIOLOGIE SOLIDNICH MALIGNIT

IMUNITNi ODPOVED - ZAKLADNI PRINCIPY

Obrana organizmu je zajistovana mechanickymi a chemickymi bariérami. Dalsi obrannou Urovni
mnohobunécného organizmu je funkéni imunitni sytém, ktery pomoci bunék a latek (Tabulka 3)
eliminuje télu nebezpecné bunécné i nebunécné struktury. Imunitni systém ma schopnost
rozeznavat patogeny od virll po mnohobunécné parazity, narusené bunky vlastniho organizmu, a
zaroven nevytvaret imunitni odpovéd proti normanim télu vlastnim strukturam. Druhou zakladni
vlastnosti imunitniho systému je efektorova funkce, kterd nasleduje po rozeznani skodlivého a
vede k jeho eliminaci. Existuji dvé zdkladni slozky imunitni odpovédi i/ pFirozena, ktera nevyzaduje
specificky antigenni stimul, a ii/ adaptivni, ktera je specifickou odpovédi na prezentaci antigenu a
vytvari imunitni pamét (Tabulka 3). Obé slozky imunitniho systému jsou funkéné propojeny na
mnoha Urovnich a dochazi k jejich vzajemné stimulaci a regulaci, napf. makrofagy a dendritické
bunky prezentuji antigenni stimulaci Th-lymfocytlm, opsonizace protilatkami umoznuje aktivaci
komplementu etc.

Slozka imunitni odpovédi Bunécna Humoralni
Pfirozena = neadaptivni, nespecifickd  neutrofily, makrofagy/monocyty, Komplement, Chemokiny
dendritické burky, eozinofily,
bazofily/mastocyty, NK-buriky, y& T-
lymfocyty*, NKT-bunky*, NKT-like
buriky*
Adaptivni = antigenné specificka af T-lymfocyty, B-lymfocyty Protilatky
Tabulka 3: Rozdéleni sloZek imunitni odpovédi.
*v6 T-lymfocyty, NKT-buriky a NKT-like bunky maji vlastnosti pfirozené i adaptivni imunity

PRIROZENA IMUNITNi ODPOVED

Pfirozena imunitni odpovéd je zpravidla zahdjena stimulaci tzv. PRR (angl. pattern recognition
receptors, Cesky receptory rozeznavajici molekulové vzory), které rozezndvaji struktury (vzorce =
patterns), jeZ jsou na povrchu mikroorganizmd (Medzhitov, 2007), pfipadné je exprimuji vlastni
ale narusené bunky (Matzinger, 2002). Odpovéd na tyto stimuly je rychla, generickd a nevytvari
pamét. Nastrojem prirozené slozky imunitniho systému je tvorba zanétu v misté infekce.
Infikované nebo narusené bunky produkuji eikosanoidy (napf. prostaglandin), cytokiny a
leukotrieny (chemotaxe leukocytl) (Ogawa and Calhoun, 2006). Interferony maji antivirovy efekt
(potlacuji proteosyntézu). Rlstové faktory podporuji produkci dalSich efektorovych bunék
imunitniho systému. Komplementovy systém piedstavuje kaskadu aktivace specifickych protein(,
jejiz koncové pusobky maji schopnost atakovat povrch cizorodych ¢i abnormalnich bunék. Lidsky
komplement je typicky aktivovan navazanim protildtek na povrch mikroorganizm( nebo
navazanim slozek komplementu na karbohydraty na povrchu patogent. Nasledné dochazi k rychlé

amplifikaci signalu v proteolytické aktivaci komplementové kaskady a rychlé lyze mikroba. Béhem
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aktivace komplementu vznikaji plsobky, které pfritahuji burniky imunitniho systému, zvySuji
permeabilitu cév a opsonizuji povrch patogena. Fagocytdza je schopnost nékterych leukocytt
pohltit a zpracovat patogeny, ¢astice piipadné buriky. Cinnost fagocytd mdZe byt spusténa
primarné, kdyz aktivné prohledavaji organizmus na pfitomnost patogen(, nebo sekundarné, kdyz
jsou atrahovény cytokiny/chemokiny v pfipadé porusenych bunék. Fagocytovana Castice je pak
lyzovana enzymy a/nebo zlikvidovana v procesu oxidativniho vzplanuti. Schopnost fagocytézy maji
neutrofily (= mikrofagy), které pti akutni fazi zanétu migruji z krve do mista postizeni napf.
bakteriadlni infekci ve tkani. Makrofagy sidli ve tkanich, produkuji zna¢né mnozstvi enzymd, sloZek
komplementu, cytokin( (napf. IL-1) a maji vysokou fagocytarni aktivitu. Makrofagy funguji také
jako antigen prezentujici buriky (APC), které vystavuji pohlcené peptidy v komplexu MHC Il a
stimuluji tak T-lymfocyty adaptivniho imunitniho systému. DalSimi tkdiovymi APC jsou dendritické
buniky s maximalni fagocytdrni a antigen prezentujici aktivitou, jejichz funkce je spojena

predevsim s obranou proti mnohobunécnym parazitim a alergickou reakci.

VYSTUP 6: EXPRESE CD64 NA NEUTROFILECH JAKO MARKER SEPSE

Leukocyty maji na svém povrchu nékolik typl receptord pro imunoglobuliny. Imunoglobuliny se
k témto receptord vazi svymi Fc fragmenty, pficemz antigen-specificky konec imunoglobulind se
vaze k cilovym strukturam, typicky mikroorganism{m. Receptory pro imunoglobuliny (FcR) tak
maji funkci mechanickou, kdy umoznuji fyzicky kontakt opsonizované struktury a bilé krvinky.
Mimo to vSak maji FcR také intraceluldrni domény, jejichz prostfednictvim je spousténa
intracelularni kaskada bunécné aktivace nebo inhibice dle typu receptoru. Vazba imunoglobulinu
na FcR efektorové bunky vede k uvolnéni mediator( zanétu ¢i stimuluje efektorovou bunku k akci
typu fagocytdza ¢i ADCC. Protildtky 1gG interaguji s FcyRI (= CD64), FcyRlla-c (= CD32a-c), FeyRllla-

b (= CD16a-b); IgE s FceRl a IgA s FcaRl (Hogarth and Pietersz,

monocyty 2012).

/ FcyRl / CD64 je exprimovan v rizné mife na povrchu neutrofild,

monocytl/makrofagd, bazofili a mastocytll (Obrazek 16). FcyRI se
/ i vaze slgG svysokou afinitou, jeho exprese na povrchu
efektorovych bunék je inducibilni napt. prostiednictvim IFNy a GM-

CD64-PE
El

w0 CSF v odpovédi na infekci, ¢imz se zajistuje efektivnéjsi fagocytdza

Lunl

opsonizovanych patogennich mikroorganizmi (McKenzie and
wo W W W gchreiber, 1994).

CD45-PerCP

Obrézek 16: Exprese FeyRI/cpea V roce 2007 jsem se na Department of Laboratory Medicine and

na leukocytech za fyziologickych Pathology, Mayo Clinic, Rochester, MN zabyvala kvantifikaci
podminek.

Populace bunék vyznalend Zluté
jsou neutrofily. predevsim v neonatologii. Posléze jsme tento marker testovali pro

exprese CD64 na neutrofilech jako markeru sepse svyuZitim

detekci septickych stavd u onkologickych pacient(, kde je zédsadni rychla diagnostika septickych
stavll nepfimym prlikazem reaktantl akutni faze a také primym prikazem patogend —
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etiologickych agens infekce krevniho felisté’. Parametr CD64 se stanovuje jako priimérny pocet
molekul CD64 exprimovanych neutrofilnim granulocytem (CD64/neu), pticemz za fyziologickych
podminek je exprese CD64 minimalni a hodnoty nepfesahuji 2000 molekul na neutrofil.
V podminkach febrilni infekce se exprese CD64 na neutrofilech zvySuje 6-12x (Davis and Bigelow,
2005; Davis et al., 2006). U pacientld se solidni malignitou sindikovanym mikrobiologickych
vySetienim byly prospektivné stanoveny tyto parametry: CRP, CD64/neu a pocet leukocyt'®. ROC
analyza prokazala naprostou nevytéznost poctu leukocytt jako indikatoru infekce u onkologickych
pacientl (AUC = 0,457). CRP s AUC 0,71 mélo pfti cut-off 11 mg/l specificitu 30-40 %. Stanoveni
exprese CD64/neu mélo AUC = 0,0884; hodnota cut-off pfi 90% senzitivité by se pohybovala
v rozmezi 2200-2500 CD64/neu,a to pFi 68% specificité (Obrazek 17).

Studium kinetiky exprese CD64 po poddni lipopolysacharidu

zdravym dobrovolnikdm ukazalo prvni nardst hladiny tohoto
parametru 1 hodinu po podani a pak druhou vinu up-regulace
mezi 6. a 22. hodinou (van der Meer et al.,, 2007), coz o
naznacuje, Ze tento ukazatel mizZe byt vhodny pro ¢asny zachyt
infekce. V souvislosti s monitorovanim septickych stavll u & o
onkologickych pacientl, kterym jsou casto podavany rlstové

faktory G-CSF ¢i GM-CSF pro Ié¢bu tézké neutropenie, je treba —— ODB/New - AUC=0 884

—=—CRP - AUC=0,71

mit na paméti, Ze myelopoetické bunky maji vysokou hladinu

CD64. V soucasné dobé jiz kvantifikaci CD64 na neutrofilech _*—mﬁe”EUkocym’AUC:W‘

0

pro monitorovani septickych stavil u onkologickych pacientt ° oz o o '

FPF

v Masarykové onkologickém Ustavu nevyuzivdme. Caste€né je oprazek 17 ROC analjza markeri

to ztoho divodu, Ze vysetfeni nelze provadét statimové, ale septického stavu.
TPF (true positive fraction) predstavuje

sensitivitu testu v zdvislosti na specificité,
sepse prokalcitonin, ktery mél v nasich podminkdach sledovani kterd je vyjddrena jako 1-FPF (false positive
fraction)

predevsim byl zaveden do klinické praxe vhodnéjsi marker

onkologickych pacientd lepsi diagnostické vlastnosti; AUC =
0,970 (P¥iloha 10 — Obr.2).

ADAPTIVNI IMUNITNIi ODPOVED

umozZiuje specifickou imunitni odpovéd na zdkladé prezentace antigenu. Tato slozka imunitniho
systému ma schopnost paméti, takZe pfi opakovaném setkani stotoZznym antigenem dochazi
k rychlejsi a silnéjsi imunitni odpovédi. Buriky zajistujici adaptivni imunitni odpovéd jsou T-
lymfocyty a B-lymfocyty, které na svém povrchu nesou receptorové molekuly rozeznavajici
specifické cile; v pfipadé T-lymfocyt( je to TCR receptor, v pfipadé B-lymfocytl jsou to molekuly
protilatek (= imunoglobulind) (Obrazek 18). Hlavni populace T-lymfocytl predstavuji pomocné a
cytotoxické T-lymfocty. Cytotoxické T-lymfocyty rozeznavaji antigeny prezentované rlznymi
bunikami v kontextu MHC I. t¥idy. Zatimco pomocné T-lymfocty rozezndvaji antigeny prezentované

° Dubskd L., Vyskocilova M., Minafikovad D., Jelinek P., Tejkalovd R., Valik 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

% pubskd, L., Bacikovd, L., Vyskocilovd, M., Jelinek, P., Valik, D. (2009): Monitorovdni infekénich a
septickych stavii u nemocnych se solidni malignitou. Alergie, 4, 264-268.
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APC bunkami v kontextu MHC II. tfidy. Takto aktivované pomocné T-lymfocyty produkuji fadu
cytokint, které stimuluji a atrahuji v misté imunitni odpovédi cytotoxické T-lymfocyty a B-
lymfocyty, ale také bunky pfirozené imunitni odpovédi. Proliferujici ThO-lymfocyt diferencuje v
nékolika generacich do stadia efektorového Th-lymfocytu, pamétového Th-lymfocytu Cci
regulacniho T-lymfocytu. Efektorové Th-lymfocyty produkuji cytokiny a dalsi proteiny a stimuluji
tak imunitni odpovéd. Pamétové Th-lymfocyty pretrvavaji v organizmu, jejich opakované
rozpoznani daného antigenu vede k rychlé sekundarni imunitni odpovédi, a tim zajistuji imunitni
pamét. T-regulacni lymfocyty naopak potlacuji rozvoj imunitni reakce a jsou tak jednim z
mechanizmU ochrany pred hypersenzitivitou, predevsim typu autoimunitni reakce. Dle produkce
cytokinl a z ni vychazejiciho efektu rozlisujeme Thl a Th2 efektorové lymfocyty. Obecné Ize fict,
Ze Thl imunitni odpovéd je spojena s bunécnou imunitni reakci, s makrofagy a cytotoxickymi T-
lymfocyty, produkci interferonu IFNy, tumor nekrotizujiciho faktoru TNF, IL-12 tedy se zanétem.
Th2 smér imunitni reakce na tentyZ stimul/antigen je naopak spojen s produkci IL-4, IL-5, IL-6, IL-
10, IL-13, se stimulaci B-lymfocytl ve smyslu proliferace, pfesmyku imunoglobulinovych tfid a

¥ pamétovy
B-ly

L
IL-12, 05
|FNV'€
TNFa

naivni
CD8

Obrdzek 18: Zakladni procesy v adaptivni imunitni odpovédi.

VLEVO (prezentace antigenu): Dendritické buriky efektivné pohlcuji, zpracovdvaji a prezentuji antigeny v kontextu
MHC I a MHC Il Th a Tc lymfocytiim (podrobnéji viz Obrdzek 19).

VPRAVO NAHORE (protildtkovd odpovéd): Naivni Th-lymfocyt se diky antigenni stimulaci dendritickou burikou
polarizuje do Th2 buriky, jeZ rozezndva prislusny peptid prezentovany B-lymfocytem, a produkuje cytokiny (vcetné
IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, TGFB), které aktivuji naivni B-lymfocyty. B-lymfocyty pak diferencuji smérem k pamétovym B-
lymfocytim a plazmatickym burikam produkujicim imunoglobuliny tj. protildatky s prislusnou antigenni specificitou.
UPROSTRED (cytotoxickd odpovéd): Infikovand/maligni burika prezentuje antigeny v kontextu MHC I. Tento
komplex je rozezndn naivnim CD8+ cytotoxickym T-lymfocytem. Naivni pomocné T-lymfocyty za nékolik dni po
setkani s dendritickou bunkou (podrobné viz Obrdazek 19) diferencuji a polarizuji do Th1 bunék a produkuji cytokiny,
které autokrinné stimuluji jejich vlastni vyvoj (napf. IL-2), a cytokiny (IL-12, TNFa, IFNy), které se podileji na konecné
diferenciaci a aktivaci cytotoxickych T-lymfocyti v efektorové bunky, které maji schopnost usmrtit
infikované/maligni buriky. V rdmecku dole jsou hlavni efektory adaptivni imunitni odpovédi, tj. bunécnd
komponenta = efektorové cytotoxické T-lymfocyty a humordini komponenta = protildtky. DC — dendriticka burika.
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produkce protilatek a tedy s humoralni protilatkovou odpovédi. V poslednich letech se hovofi o
dals$im subtypu Th-lymfocyt( a témi jsou Th-17 bunky produkujici IL-17. Pfedpoklada se, ze Th17
lymfocyty jsou zdsadnimi regulatory autoimunitnich onemocnéni, maji prozanétlivou tlohu a jsou
velmi efektivni pfi likvidaci patogent na sliznici/epitelu.

Antigenné specificky receptor na povrchu B-lymfocytu je protilatka, ktera rozeznava antigeny bez
nutnosti procesingu a prezentace v MHC molekuldch. Kazda B-lymfocytarni linie ma schopnost
rozeznavat jeden typ antigenu. Po navazani antigenu na imunoglobulin na povrchu B-lymfocytu je
komplex antigen/protilatka internalizovan, zprocesovan a vzniklé peptidy jsou prezentovany
v komplexu MHC II. tfidy. Tyto antigeny pak aktivuji pomocné T-lymfocyty se stejnou antigenni
specificitou, dojde k produkci stimulacnich cytokinG a aktivaci B-lymfocytld. Aktivované B-
lymfocyty se déli a diferencuji v plazmatické bunky, které sekretuji velké mnoZstvi protilatek s
danou antigenni specificitou (Obrazek 18).

Dendritické burky se ucinné podileji na rozvoji imunitni odpovédi namifené proti intracelularnim
antigendm, typicky virovym proteinlm, které jsou v dendritickych burikach zpracovany a
prezentovany Th-lymfocytdm v kontextu
HLA |. tfidy. Pro plnou aktivaci T-
lymfocytl je tfeba 3 signall, tj. vlastni
prezentace antigenu, kostimulace,
cytokinovd polarizace (Obrazek 19).
Dendritické burnky maji také schopnost
cross-prezentace extracelularnich
antigend z pohlcenych infikovanych i
malignich  bunék  cytotoxickym  T-
lymfocytdm. Tyto antigeny  jsou
prezentovany v kontextu MHC | a proces
cross-prezentace je pfisné regulovan
mechanizmem 3 signdld, zapojenim
signdll zPRR a licencovdnim (angl.
licencing)  Th-lymfocytll se  stejnou
antigenni specifitou (Obrazek 19).

Obrdzek 19: Antigenni stimulace T-lymfocytii: kontext rozpozndni a cross-prezentace.

Aktivace Th-lymfocytu. Membrdnovy komplex CD4-TCR-CD3 na povrchu Th-lymfocytd (s prisluSnou antigenni
specifitou) interaguje s MHC Il APC bunék v lymfatickych uzlindch, a tim dochdzi k prvni aktivaci Th-lymfocytia
(rozpozndni, signdl 1). Pro plnou aktivaci je vSak tfeba podnét verifikovat 2. signdlem, ktery je zajistén interakci
kostimulac¢nich molekul CD28 na Th- lymfo a CD80 nebo CD86 na APC burikdch. Po obdrZeni obou signdli Th-lymfocyt,
ktery takto rozpoznal dany antigen, produkuje znacné mnoZstvi interleukinu-2 a diky jeho autokrinnimu plsobeni
proliferuje. Tretim signdlem je cytokinové prostredi, které poskytuje dendritickd burika a jeZ se spoluptsobenim typu
signdlu 2 rozhoduje o polarizaci T-lymfocytdrni imunitni odpovédi smérem k aktivacni nebo tolerogenni. Klicovymi
cytokiny 3. signdlu jsou aktivacni IL-12 a inhibi¢ni IL-10.

Aktivace cytotoxického CD8+ lymfocytu. Na signdlu 1, tj. prezentaci antigenu v MHC | se podili signalizace vyvoland
PRR (napr. TLR) prostrednictvim PAMPs (Maurer et al., 2002), jeZ zvysuje antigenni prezentaci v MHC | (Burgdorf and
Kurts, 2008). Klicovym druhym signdlem pro aktivaci CTLs je kostimulace prostrednictvim CD80/CD86/CD28 komplexu,
na kterém se podili licencovdni Th-lymfocyty prostfednictvim signalizace CD40/CD40L, kdy stimulace CD40 na DC
pomoci CD40L na Th-lymfocytu s odpovidajici antigenni specifitou vede za podpory signalizace z TLR k up-regulaci
kostimulacnim molekul na povrchu dendritickych bunék. Tretim signdlem pro aktivaci cytotoxickych T-lymfocyti je
cytokinové prostredi, predevsim IL-12, interferony typu | a IL-2.
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NADOROVA IMUNOLOGIE

Je zfejmé, Ze imunitni dozor lidského organizmu nezabrani ve vSech pripadech nadorovému
bujeni. Soucasné poznatky ukazuji, Ze imunitni reakce v interakci s nddorovymi bufikami je velmi
komplexni proces a pokud bereme imunitni systém jako celek, tak sehrava ve vztahu k malignim
onemocnénim casto protichtidnou roli. Pfikladem miuzZe by zanétlivd reakce, které muze
podporovat vznik a invazivitu nadoru ¢i v jiném rozsahu a kontextu naopak pfispivat k eliminaci
nadorového bujeni.

Nadorové bunky stimuluji do jisté miry imunitni odpovéd. Stimulace imunitniho systému je
vyrazna v pripadé nadorud spojenych s infekci onkogennimi viry napf. HPV. V ostatnich pfipadech
je aktivace imunitniho systému omezena tim, Ze nadorové bunky vznikaji z vlastnich bunék,
exprimuji malo antigend a obecné jsou slabé imunogenni.

NADOROVE ANTIGENY

Nadorové burky exprimuji vice ¢i méné nadorovych antigen(, jeZ jsou rozpoznany specifickou
slozkou imunitni odpovédi. Nadorové antigeny jsou produkty translace mutovanych gend,
intronovych sekvenci, translace z alternativnich ¢tecich ramci, pseudogent(, antisense retézcd,
translokovanych gend, gen( se zac¢lenénym virovym genomem (Tabulka 4).

je vyznamné vy$si u nadorovych
tkani.

Onkofetalni Jsou produkovany jen fetdlni nebo CEA, AFP, TAG-72
nadorovou tkani.

Onkovirové Jsou kédovany onkogennimi viry. HPV E6, E7

Overexprimované / akumulované Jsou exprimovany  zdravou i BING-4, cyclin-B1, 9D7, Ep-CAM,
nadorovou burikou, ale jejich hladina Her2/neu, telomerdza, mezothelin,

SAP-1, survivin

Nadorové testikularni

Exprimovany nadorovou tkani a
burikami reprodukéni soustavy, napf.
varlata, placenta.

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

Jsou produkovany jedinym

nadorovym histotypem.

Melan-A/MART-1*,  gp100/pmell7,
tyrosinaza, TRP-1/-2, PSA

Mutované

Jsou exprimované pouze nadorovymi
burikami jako produkt mutovaného
genu nebo aberantni transkripce.

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

BRII

Postranslacné modifikované

Jsou produktem abnormalni
glykosylace v nadorovych bunkach.

vysoce glykosylovany MUC1

Idiotypové

Jsou produktem vysoce polymorfniho
genu pro Ig nebo TCR, ktery

lg, TCR

exprimuje klon lymfocyta.

Tabulka 4: Kategorie nadorovych antigenii.
Uvedené kategorie nejsou exkluzivni a urcité antigeny mohou spadat do vice kategorii. *vyrazné imunogenni antigeny.

Proteinové produkty téchto genl se nachdzeji vrlznych bunécnych kompartentech, véetné
cytoplazmatické membrany. Nadorové antigeny mohou byt také prezentovany v komplexech
sMHCI a MHCIl a také
antigenl/neoantigend, které nadorova burka produkuje, souvisi s mnozstvim somatickych mutaci

Casto jsou bunikou secernovdny. Mnozstvi nadorovych

dané bunky a nadory s vysokym podilem somatickych mutaci jsou vice imunogenni s porovnani
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s nadory s malym mnozstvim mutaci. Obecné nachazime nejvice somatickych mutaci v nadorech,
které jsou spojené s fyzikalné, chemicky ¢i biologicky indukovanou kancerogenezi (Alexandrov et
al., 2013) (Obrazek 14).

Nadorové antigeny jsou casto burnkou prezentovany v komplexu s MHC |, obdobné jako virové
antigeny, coz umozZiuje rozezndni nadorové bunky cytotoxickym T-lymfocytem. Odumfeld
nadorova bunka je pak fagocytovdna antigen prezentujicimi bufkami a peptidy nadorovych
antigenu jsou vystaveny v MHC II. Tim m(ze dojit ke stimulaci pomocnych T-lymfocytl a potazmo
i k produkci protilatek proti danym antigenim. Ukazuje se, Ze pro efektivni imunoterapeutickou
l[écbu checkpoint inhibitory je ddlezitd T-lymfocytarni imunitni odpovéd vicéi klonalnim
antigenim a Ze vysokd intratumordlni heterogenita spojend svyssi proporci subklonalnich
neoantigenl predikuje Spatnou odpovéd na lécbu checkpoint inhibitory (McGranahan et al.,,
2016).

VYSTUP 7: NADOROVE ANTIGENY V KLINICKE PRAXI

Z hlediska diagnosticko-terapeutického ma znalost patofyziologie nadorovych antigent dva
klicové dopady i/ nadorové neoantigeny mohou slouzit jako terapeutické cile (napf.
ganglioglykosidy GM2, GD2, GD3, GM3, nebo muciny CD125, CD19-9, MUC-1) a ii/ kvantitativné
zménénd exprese antigen( u naddorovych bunék muaze byt daleZitym diagnostickym markerem pro
onkologickou praxi.

Nadorovym markerem v SirSim slova smyslu oznacujeme substanci pfitomnou v nadoru resp.
produkovanou a uvolfiovanou nadorem nebo hostitelem v odpovéd na pritomnost maligniho
onemocnéni. Pritomnost této substance lze vyuzit k diferenciaci
nadoru od normalni tkané, nebo uvaZovat o pfitomnosti tumoru a
odhadnout rozsah nadorového procesu na zakladé analyzy télnich
tekutin, nejéastdji krve. Radu nadorovych antigend marker( je
mozné vyuZzit jako nddorové markery (Obrazek 20).

Klasické solubilni sérové markery mohou byt klinicky informativni,
pokud jde o i) screening onemocnéni u asymptomatickych jedincd,

Obrdzek 20: Nadorové antigeny
mohou slouZit pro diagnostiku

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

ndadorovych onemocnéni.

Mezi nejlépe popsané
imunogenni glykoproteinové
antigeny a zdroverni nddorové
markery patfi napf. MUC-1
(CA15-3), CA19-9, CEA a Her-
2/neu. lJiné nddorové markery,

prognostické ukazatele choroby, iv) jako prediktivni ukazatele
Uspésnosti terapie v) a k detekci navratu choroby, co? je nej¢astéjsim
vyuZzitim nadorovych markerd.

V roce 2010 jsme pfipravili prvni a v roce 2014 druhé aktualizované
doporuceni™* Odbornych spole¢nosti CLS JEP o vyuZiti nadorovych

které  tvori  nddor  nebo o Sy . . v , .

) ; . marker( v klinické praxi, kde jsou podrobné popsdny aplikace
organizmus v reakci na nddor,
nejsou  imunogenni,  napt. jednotlivych nddorovych markerd i problematika jejich analytickych
enzymy  jako  je  laktdt 5 pjologickych nespecificit. Doporuceni shrnuje vyuZiti jak
dehydrogendza Ci
tymidinkindza.

™ valik D, Nekulovd M, ZdraZilovd Dubskd L, Springer D, Malbohan I, Zima T, Topol¢an O, Fuchsovd
R, Svobodovd S. (2014): Doporuéeni k vyuZiti nddorovych markerii v klinické praxi Ceské
spolecnosti klinické biochemie (CSKB CLS JEP) Ceské onkologické spolecnosti (COS CLS JEP) Ceské
spolecénosti nukledrni mediciny (CSNM CLS JEP) - sekce imunoanalytickych metod. Klin. Biochem.
Metab. 22(43), 22—-39.
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zavedenych marker(i, které maji své pevné misto v klinické onkologii, tak se v aktualni verzi
objevuji nové analyty vstupujici do klinické praxe.

Jednim ztéchto novych marker(, kterym se aktualné zabyvame, je HE4 (Human Epididymal
Protein 4), jez je produkovan ve vysokych koncentracich u pacientek s karcinomem vajecnikd. HE4
vykazuje vysokou senzitivitu v ¢asnych (st. I/Il) stadiich onemocnéni. Obvyklad hodnota cut-off je
50 pmol/| pro premenopauzalni zeny a kolem 80 pmol/I pro postmenopauzalni Zeny**. A7 tietina
Zzen s malignim ovaridlnim nddorem, u nichZ neni zvySena hladina CA 125 ma zvySenou
koncentraci HE4, a to predevsim u endometroidnich a serdznich karcinomu ovaria (Pfiloha 12 — p.
2128). Je—li tento marker pouZit samostatné k detekci nadorl vajecnikl, vykazuje nejvysSsi
senzitivitu (pfi vysoké specificité) ze vsech znamych biomarker( ovaridlniho karcinomu, pfi pouziti
v kombinaci s ostatnimi markery (zejména CA 125) se senzitivita panelu zvySuje. Ve velké
mezinarodni studii s pacientkami (n=2665) se suspektni ovarialni malignitou jsme vyvinuli a
validovali tzv. Copenhagen Index (CPH-1)** kombinujici sérovou hladinu CA125, sérovou hladinu
HE4 a vék pacientky pro predikci benigni vs. maligni etiologie nadorové masy. Pfi cut-off hodnoté
CPH-I 0,070 byla senzitivita tohoto indexu 95,0% a specificita 78,4% v testovaci kohorté a ve
validaéni kohorté senzitivita dosahovala 82,0% a a specificita 88,4%. CPH-I index mél lepsi
analytické parametry neiZli jiné ukazatele véetné téch, jeZ vyuZivaji ultrazvukové vysetteni (Pfiloha
13 —Fig. 1., Fig. 2). Narlst hodnot HE4 Ize vyuZzit také ke sledovani priibéhu choroby u pacientek s
ovarialnim karcinomem, jeji progrese a sledovani ucinnosti terapie, resp. navratu onemocnéni.

2 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

Y Karlsen, M.A., Hggdall, 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., Hagdall, 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

46



NADOROVA IMUNOEDITACE — KONCEPT 3E

Nadorova imunologie vychdazi z konceptu tzv. imunoeditace (cancer immunoediting), ktery
popisuje vzajemnou interakci nadorovych bunék a imunitniho systému. Imunoeditace spociva ve
vyvoji protinddorovych mechanizm( imunitniho systému, ale také prvkd Uniku nddorovych bunék
imunitnimu dohledu. Béhem imunoeditingu se tedy selektuji klony nadorovych bunék s nizsi
imunogenicitou nebo s antigennim spektrem, proti némuZ nebyla namifena imunitni reakce.
Vzdjemna interakce nadorovych bunék a imunitniho systému muzZe byt rozdélena do tfi fazi (3Es),
z anglického elimination, equilibrium, escape.

ELIMINACE NADOROVYCH BUNEK A NASTROJE PROTINADOROVE IMUNITY

Béhem faze eliminace/elimination dochazi k destrukci transformovanych bunék imunitnim
systém. Imunitni reakce namirena proti nadorovym antigenlim ma vyznam pfi spontanni likvidaci
nadorovych bunék na pocatku maligniho procesu. Eliminace je fdze nadorové imunoeditace, kdy
pfirozena a adaptivni slozka imunitni odpovédi spolec¢né detekuji nador v ¢asné fazi transformace,
kdy je nador lokalizovany a neni klinicky detekovatelny. Na fazi eliminace se podileji jak slozky
pfirozené, tak adaptivni imunitni odpovédi. Proces eliminace se v podstaté rovna konceptu
imunitniho dozoru nad maligné transformovanou burnikou a prevladaji béhem néj nastroje
protinddorové imunity (Obrazek 21).

Cytotoxické T-lymfocyty rozezndvaji potencidlné maligni burky, které exprimuji abnormalni
peptidy v komplexu MHC I. Hlavni nastroje cytotoxickych T-lymfocyta k likvidaci cilovych bunék
jsou granzymy, perforiny a ligandy death receptor(. Granzymy jsou serinové protedzy Stépici
obsah cilovych bunék. Perforiny maji schopnost penetrovat plazmatickou membranu cilovych
bunék, do kterych pak vnika voda a ionty a dochazi k cytolyze. Granzymy a perforiny jsou uloZeny
v cytotoxickych granulich (v morfologické hematologii se popisuji jako azurofilni) cytotoxickych T-
lymfocytd a NK-bunék. Obsah granuli je uvolnén do imunitniho spoje (immune synapse) pfi
kontaktu s cilovou burkou, pficemzZ perforiny zajisti doruceni granzymi do endozomu cilové
bunky. Granzymy maji schopnost aktivovat kaspdzy a dalsi proteiny regulujici apoptdzu, navozuji
tak bunécnou smrt zavislou i nezavislou na kaspazach. DalSim nastrojem cytotoxickych T-
lymfocytl je exprese ligand(l tzv. death receptort na membranach efektorovych bunék (Vystup 8,
str. 50), které interaguji s cilovymi (malignimi burikami).

Antigeny z usmrcenych nadorovych bunék jsou pohlceny antigen prezentujicimi burkami,
predevsim dendritickymi bunikami, které zachycené peptidy exprimuji v  MHC Il. Takto
prezentované nadorové antigeny jsou rozeznany naivnimi CD4+ pomocnymi T-lymfocyty
v lymfatickych organech. Naivni pomocné T-lymfocyty za nékolik dni po setkani s APC diferencuiji a
polarizuji do Thl bunék a produkuji cytokiny, které autokrinné stimuluji jejich vlastni vyvoj (napft.
IL-2), cytokiny, které se podileji na vyvoji cytotoxickych T-lymfocytl. Produkuji napfiklad také
TNFa ¢i IFNy, jeZ aktivuje makrofagy a u nddorovych bunék zvysuji expresi MHC |, cozZ zase vede ke
zvyseni jejich citlivosti k lyze cytotoxickymi lymfocyty, pro které tak cytokiny produkované Thil-
lymfocty predstavuji 3. signal pro konecnou diferenciaci. Nejefektivnéjsi antigen prezentujici
bunky z hlediska protinddorové imunity jsou dendritické burky. Ke zpracovani nadorovych
antigen(l dochazi v priilbéhu chemokiny regulované migraci dendritickych bunék do sekundarnich
lymfatickych organl. V lymfatickych uzlinach vytvareji dendritické bunky shluky s T-lymfocyty
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prostiednictvim adhezivnich molekul ICAM-1, ICAM-3, LFA-3. V lymfatickych uzlindch poskytnou
dendritické bunky T-lymfocytl kontext 2. signalu v podobé exprese kostimulaénich molekul CD80
a CD86 (podrobnéji viz Obrazek 19, str. 43). Aktivacni kontext je doplnén interakci mezi
molekulou CDA40, jejiz exprese na DC se zvysuje v pfitomnosti prozanétlivych ptsobk( (GM-CSF i
TNFa), a CD40L na T-lymfocytech, coZ vede k produkci IL-12 dendritickymi burikami. IL-12 pfispiva
ve vzniku Thl subsetu T-lymfocytl. Kostimulacni kontext je dale potencovan interakci OX40L (na
DC) a OX40 (na T-lymfocytech) potencujici expresi kostimulacnich molekul na dendritickych
bunikdch. Thl i Th2 lymfocyty maji protinddorovy efekt, nicméné potencial Thl bunék
produkujicich IFNy pfi likvidaci nadorovych bunék je vyznamnéjsi (Nishimura et al., 2000). Znacné
efektivni protinddorovy efekt pak maji Th17 buriky (Zhao et al., 2011).

1 MICA/B
NKG2D

| TRAILR

)|

ot
ot
.

perforin,
granzym

Perforin
IFN-a/Bly
TRAIL
TNF-a
FasL
NKG2D o
IL-1/12

IL-1, TNF-a,
ROS

Obrdzek 21: Nadorovd imunoeditace - eliminace.

Normalni buriky (modré) jsou transformovdny do malignich bunék diky plsobeni karcinogend a selhdni vnitinich
nddorové supresorovych mechanizmi napr. diky mutacim vgenech p53, RAS, ATM (viz Obrdzek 2). Takto
transformované buriky exprimuji stimuly cytotoxickych CD8+ T-lymfocytt (peptidy nddorovych antigent v kontextu MCH
I a/nebo molekuly indukované stresem jako kalretikulin), NKG2D ligandy stimulujici NK-buriky (NKG2DLs) a gammadelta
T-lymfocyty (MICA/B). Dendritické buriky pohlcuji usmrcené nddorové buriky a peptidy prezentuji v kontextu MHC T-
lymfocytiim a prostrednictvim CD1d iNKT burikdm. Aktivované efektorové buriky produkuji IFNy, ktery zprostredkuje
protinddorovy efekt potlacenim proliferace nddorovych bunék a potlacenim nddorové angiogenze. CD8+ cytotoxické T-
lymfocty a NK-buriky maji schopnost indukovat apoptézu nddorovych bunék prostfednictvim perforinu a granzymu a
prostrednictvim ligandi death receptor’ (FasL a TRAIL) (detailné viz Obrdzek 22). Efektorové CTLs exprimuji ko-
stimulacni molekuly jako je CD28, CD137, GITR, OX-40, jejichZ aktivace zvysuje proliferaci a prezivani efektorovych
bunék. Buriky prirozené imunitni odpovédi stejné tak jako M1 makrofdgy prispivaji k protinddorovému efektu sekreci
TNFa, IL-1, IL-12 a reaktivnich kyslikovych radikalG. Ve fazi Eliminace je v nddorovém mikroprostredi vztah mezi
malignimi a imunitnimu burikami vychylen smérem k efektivni protinddorové imunitni odpovédi.

TAA- nddorové antigeny (tumor-associated antigens), M1 Mg — M1 makrofdgy, neu — neutrofil, ROS — reaktivni kyslikové
radikdly, DC — dendriticka burika). Adaptovdno dle (Mittal et al., 2014).

48



Z hlediska efektivity prezentace nadorovych antigen( se ukazuje byt zasadnim faktorem navozeni
bunécné smrti zplisobem, ktery je imunogenni. Na mechanizmech bunécné smrti se podili
prezentace molekul signalizujicich imunitnimu systému poskozeni tkdné, tzv. DAMPs (danger-
associated molecular pattern molecules) napf. kalretikulinu (Obeid et al., 2007), HMGB-1,
proteind teplotniho Soku HSP (Fahmueller et al., 2013; Krysko et al., 2012), heparin sulfatu ¢i ATP
a DNA.

Vyznamnym hracem na poli protinadorové obrany jsou NK-buriky. NK-bunky rozpoznavaji maligni
bunky prostfednictvim repertodaru receptorl na svém povrchu. Tyto receptory poskytuji NK-burice
aktivacni nebo inhibi¢ni podnét. Pokud ptevlddnou proaktivacni signdly jsou spustény lytické
mechanizmy (viz vyse) a cilova nddorova burika je usmrcena. Pokud prevladnou inhibi¢ni signaly,
nedochazi k iniciaci cytotoxické reakce (Vivier et al., 2012). Pfitomnost MHC | molekul na povrchu
maligni buriky poskytuje NK-burikdm inhibi¢ni signdl, coZ znamen3, Ze absence molekul MHC | na
povrchu nadorovych bunék, kterd vede k ,utajeni“ nadorovych antigenl pred cytotoxickymi T-
lymfocyty, je rozhodujici pro aktivaci NK-bunék. Aktivitu NK-bunék zvysuje IL-2 a IL-12, takzZe je
jejich aktivita v nadorovém mikroprostredi potencovdna antigen-specifickou imunitni reakeci.

cDC ADCC - perforin / granzymy

A A &
komplement y ) W
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: m @ e

3 »- epitop
fagocytdza ° § W protilitka
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ADCC - apoptoza / death receptory
A A
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Obrdzek 22: Protilatky a cytotoxickd reakce proti naddorovym burikam.

Protilatky mohou zprostredkovat cytolyzu nddorovych bunék rdznymi zplsoby. CDC = complement-dependent
cytotoxicity. Vazba imunoglobulint na epitopy na povrchu nddorovych bunék navozuje aktivaci komplementu a lyzu
malignich bunék. ADCC = antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity za ucasti perforin/granzymového systému nebo
navozend death receptory. Opsonizace malignich bunék protildtkami prispiva k jejich rozpozndni a fagocytéze
makrofdgy.

Dalezitym protinadorovym plisobkem je IFNy, ktery je produkovan Th-lymfocyty po antigenni
stimulaci a NK-burfikami. Interferony maji anti-proliferativni a cytotoxické vlastnosti
zprostfedkované interferenci s proteosyntézou v cilovych burikdch. IFNy také zvySuje expresi MHC
| a tim pfispivda k odhaleni nadorovych antigenl cytotoxickym T-lymfocytim. IFNy navozuje
dozravani dendritickych bunék a tim uc¢innéjsi prezentaci nddorovych antigenG. Mezi dalsi aktivity
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IFNy, které spadaji do jeho prozanétlivych aktivit, patfi indukce inducibilni formy NO syntazy
(Bogdan, 2015). Plsobeni IFNy také stimuluje buriky monocyto-makrofagového systému
k polarizaci do tzv. M1 makrofagl tedy klasicky aktivovanych makrofagd, které maji protinadorové
vlastnosti, produkuji prozanétlivé cytokiny TNFa a IL-12.

VYSTUP 8: APOPTOZA INDUKOVANA DEATH RECEPTORY JAKO NASTROJ IMUNITNICH
EFEKTORU

Cytotoxické T-lymfocyty a NK bunky mohou
aktivovat kaspazy a tak indukovat bunécnou smrt

aktivaci death receptorl na povrchu cilovych
potencialné nebezpecénych bunék. Tyto
specializované membrdnové receptory s jedine¢nou
schopnosti zprostfedkovat likvidaci burnky patfi do
rodiny TNFR a jejich solubilni nebo membranové
vazané ligandy do rodiny TNF. Ligandy TNF a
receptory TNFR se ucastni predevSim vyvoje a

funkce imunitniho systému a bunék lymfoidniho ,.j

0y

P L "S
plvodu (Gravestein and Borst, 1998). Nékteré prokaspaza-8/-10 kaspaza-8/-10

receptory TNFR, nazvané death receptory jmenovité Obrdzek 23: Aktivace death receptoru a iniciacnich
TNF-R1, CD95/Fas, DR3/TRAMP, DRS/TRAIL-R2, 5Pz

/A/ Trimericky death ligand indukuje oligomerizaci
DR4/TRAIL-R1 a DR6, se vyznacuji intracelularni death membrdnovych molekul pfislusného  receptoru.
Asociace receptorovych molekul vede k homotypické

oL o ) L i _interakci death domén (DD) receptoru s DD
méné efektivné aktivovat iniciacni kaspdzy a spustit adaptorového proteinu FADD. /B/ FADD interaguje
apoptotickou sekvenci (Obrazek 23) prostfednictvim prostiednictvim DED (death effector domain) s
prokaspdzou-8/-10 /C/ za vzniku komplexu DISC
(Death Induced Signaling Complex), v némZ dochdzi
pGsobeni je do wurcité miry amplifikovano k autokatalyze kaspdzovych prekurzord). /D/ Aktivni
kaspdza-8/-10 se sklddd ze dvou malych a dvou
velkych podjednotek.

doménou (DD), jejimz prostfednictvim mohou vice i

aktivace receptorovych kaspdz, jejichz apoptotické

mitochondridlni apoptotickou drahou (Obrazek 24). V
ramci nddorové imunologie je pozornost zamérena na
death receptory CD95/Fas, DR5/TRAIL-R2 a DR4/TRAIL-R1. Podrobnéji popsano v prehledovém
¢lanku™.

Recentni publikace potvrdily, Ze na protinadorovém efektu NK-bunék se vyznamné podili
apoptdza navozena ligandem TRAIL a bunécénd smrt indukovana perforinem (Kajitani et al., 2012).
Na druhou stranu je jiz v dnesni dobé znamo, Ze TRAIL mUZe spoustét signalni kaskadu spojenou
s aktivaci intracelularnich kindz, ktera ma za nasledek anti-apoptotické a pro-nadorové plisobeni
(Azijli et al., 2013; Cullen and Martin, 2015; Fulda, 2013).

“ Dubskd L., Sheard M. A. (2003): Apoptéza zprostiedkovand death receptory” tloha FASL a
TRAIL pfi smrti malignich bunék. Klinickd onkologie. 16(6): 257 — 264.
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Obrdzek 24: Model regulace aktivace
efektorovych kaspdz po ligaci death receptoru.
Iniciaéni  kaspdza-8/-10 Stépenim  aktivuje
efektorové kaspdzy a/nebo Stépenim proteinu
Bid indukuje uvolnéni  pro-apoptotickych
molekul z mitochondridiniho
mezimembrdnového prostoru a z
endoplazmatického retikula véetné cytochromu
¢ (cyt c), ktery pak v cytozolu umoziiuje
interakci proteinu Apaf-1, ATP, prekurzort
kaspdzy-9, aktivaci tohoto enzymu a ndsledné
efektorovych  kaspdz.  Mechanizmus  je
regulovan na mnoha drovnich. Interakce
prokaspdzy-8/-10 s death receptorem je
inhibovdna proteinem FLIP. U nékterych typl
bunék je apoptoticky proces vyznamné
regulovdan mitochonridlnim Bcl-2 homology.
Aktivita Ci aktivace efektorovych kaspdz (-3, -6,
-7) je modulovdna negativné inhibitory IAP-1, -
2, XIAP, Survivin; a pozitivné mitochondridlnimi
proteiny Smac/DIABLO.

VYSTUP 9: ZVYSENY POCET CIRKULUJICICH NKT-LIKE BUNEK U PACIENTU SE SOLIDNiMI
NADORY

NKT bunky jsou atypické T-lymfocyty s nékterymi vlastnosti NK-bunék (Kelly-Rogers et al., 2006;
Kronenberg, 2005; Schmidt et al., 1986). NKT buriky se déli na iNKT (NKT typ 1), NKT typ2 a NKT-
like buniky (Godfrey et al., 2004). Na rozdil od klasickych T-lymfocytl maji, CD3°CD56" NKT-like T-
lymfocyty prirozené (jako NK-buriky) i adaptivni (jako T-lymfocyty) funkce a to predevsim ve
smyslu schopnosti cytotoxicity a produkce cytokin( zavislé i nezdvislé na antigenni 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 bunék muZe byt zdsadni, protoZe slouZi jako zdroj regulaénich
cytokinl na pocatku imunitni odpovédi a mohou likvidovat cilovou buriku dfive nez konvencni
CD8+ T-lymfocyty. NKT-like buriky produkuji interferon-y indukujici eliminaci virem infikovanych a
nadorovych bunék a navozujici Thl prozanétlivou imunitni odpovéd’ (Vitale et al., 2000). Mezi
vlastnosti, které sdileji CD3'CD56" NKT-like buriky s NK-burikami patfi schopnost regulace pomoci
membranovych molekul KIR a CD94 (Dunne et al., 2001; Kuylenstierna et al., 2011).

CD3+ CD56+ NKT-like buriky predstavuji 5-15 % T-lymfocyt( periferni krve (Obrazek 25) a az 50 %
T-lymfocytl sidlicich v jatrech (Doherty and O'Farrelly, 2000). Pocet NKT-like bunék se zvysuje
svékem. To je ddno opakovanou antigenni stimulaci imunitniho systému, v pupeénikové krvi
napfiklad nejsou CD3+ CD56+ NKT-like buriky pfitomné (Giroux and Denis, 2005). Pozorovali jsme,
Ze stfedni hodnota absolutniho poctu NKT-like bunék v periferni krvi jedincd z referencni populace
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je 0,085 x 10°%/I, pficem? nebyl pozorovan rozdil v hodnotach mezi muzi a zenami (Pfiloha 15 — Fig.
1)%.
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Obrdzek 25: Imunofenotyp NKT-like lymfocytii.
NKT-like jsou CD3+ CD56+ CD16- lymfocyty, které jsou zpravidla CD8+ NKG2D (= CD314)+ zvldsté v pripadé jejich
expanze.

Vv

V perifereni krvi onkologickych pacientl jsme zaznamenali 2,65krat vyssi hladiny CD3+CD56+ NKT-
like bunék nez v referencni populaci. Pocet CD3+CD56+ bunék u pacient( se solidni malignitou,
ktefi dosahli kompletni remise onemocnéni, byl srovnatelny s referenéni populaci (Obrazek 26).
Dale jsme hodnotili soubor pacientek s karcinomem prsu (Pfiloha 15 — Tab. 1) z hlediska inicidlnich
(pfed zahdjenim terapie) hodnot cirkukujicich CD3+CD56+ NKT-like bunék preziti bez progrese.
Pacientky jsme rozdélili na NKT-like low a high, pficemz ,low” znacilo pocet cirkulujicich NKT-like
bunék nizsi nez 25. percentil referencni populace ,high” hodnoty byly nad 75. percentil
rereferecni populace. U pacientek s inicidlné

’ v . ., . . NKT-like cells in various solid cancers
vysokym poctem cirkulujich NKT-like jsme

pozorovali trend k prodlouzenému preziti bez nieiy melastatic

Ea O remission

progrese onemocnéni (Pfiloha 15 — Fig. 3). Ze
studie vyplyva, Ze CD3+CD56+ NKT-like buriky 04
mohou hrat ulohu pfi potlaceni rozvoje
nadoru a jejich pocet je zvySen u urcitych

typl epitelidlnich nadord.

U pacientll s nemalobunéénym karcinomem :
plic bylo také pozorovano zvySené mnoZstvi H 5 @

CD3+CD56+ cells (x10(a))

CD3+CD56+ NKT-like bunék, které mély S
nicméné snizené efektorové funkce v podobé :

schopnosti produkovat IFNy (Al Omar et al., 007

2012). Snizend exprese aktivacniho receptoru DREEL  WOORCRl  WelOmE  (Rengy sl

NKG2D  zdivodu jeho internalizace  po . 0\ 6. Cirkulujici CD3+CD56+ NKT-like buiiky u pacienti

vyvazani solubilnimi MIC molekulami (sMICs) s riznymi typy malignich onemocnéni ve stddiu aktivniho
a s tim spojena redukce cytotoxickych funkci Metastatického onemocnéni a v remisi.

> 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 2:2521-5. Citace PubMed 1
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NKT-like bunék byla popsana in vitro na modelu nadorovych bunék karcinomu ovaria a prostaty
(Wang et al., 2008). Vramci klinického hodnoceni protinddorového efektu riL-21 u pacientd
s malignim melanomem stddia IV bylo prokdzano, Ze IL-21 vede ke zvy$eni poctu cirkulujicich NKT-
like bunék (Coquet et al, 2013). Na druhou stranu na mysim modelu byla popsana
imunosupresivni role CD8+ NKT-like bunék, kterd spocivala v antigen-dependentni eliminaci
dendritickych bunék (Wang et al., 2015a).

VYSTUP 10: CIRKULUJICI GAMMADELTA T-LYMFOCYTY U PACIENTU S MALIGNIM
MELANOMEM A KARCINOMEM PRSU: PILOTNI DATA

Variantni gammadelta T-lymfocyty byly popsany relativné nedavno (Saito et al.,, 1984) a
v soucasné dobé se objevuiji stale nové informace o tomto bunééném subtypu, které ukazuji, Ze y6
T-lymfocyty hraji vyznamou dudlohu pfi imunitni odpovédi kinfekénim agens, pfi regulaci
zanétlivych procesli a malignich onemocnéni.

Klasicky TCR receptor pomocnych a cytotoxickych T-lymfocytl se skldda za a B podjednotky.
Gamma delta T lymfocyty maji alternativni TCR receptor skladajici se zy a 6 podjednotky. y6 T-
lymfocyty predstavuji specifickou bunécnou subpopulaci, ktera ma nékteré vlastnosti pomocnych
T-lymfocytll, cytotoxickych T-lymfocytll a NK-bunék. Podobné jako u konvencnich T-lymfocytl
dochazi u gamma delta bunék k prfestavbé TCR receptoru, a tim ke znacné diverzité specifity TCR
receptoru. AvSak gamma delta bunky nepotrebuji krozeznani antigenu jeho prezentaci
v komplexu MHC a maji schopnost rozezndvat antigeny prostfednictvim PRR. y& TCR je tedy
schopen rozpoznat Sirokou $kalu vlastnich a cizich antigent, naptiklad malych peptid(, solubilnich
¢i membranovych proteind, fosfolipid( apod., bez prezentace prostrednictvim MHC (Morita et al.,
1995).

Mezi efektorové funkce y6 T-lymfocyt( patfi produkce cytokind (INFy, IL-17, TNFa) a chemokin(
(MIP-1a/B, RANTES), stejné jako pfima cytotoxicita (perforin, granzym) a bunécnd cytotoxicita
zavisld na protilatkdch (ADCC) (Kakimi et al., 2014).

U cClovéka a mysi predstavuji y6 T-lymfocyty zpravidla méné nez 5% vsech cirkulujicich lymfocyt
(Groh et al., 1989), naopak u prezvykavcl se jejich zastoupeni pohybuje mezi 15-60% a zde y6 T-
lymfocyty maji roli spiSe regulacni neZ cytotoxickou (Guzman et al., 2014). Mimo cirkulaci a
lymfatické organy se y& T-lymfocyty u Clovéka nachdzeji predevsim v epitelu. Pfesné typy y& TCR
receptoru jsou tkanové specifické. Konkrétné Vy9Vv62 TCR je exprimovdn na 50-95% y6 bunék
v periferni krvi (Hinz et al., 1997) (Obrazek 27), zatimco TCR sloZené zjinych V& elementl se
vyskytuji na y& burikach ve vnitinich organech (V61 a V83 ) nebo kizi (V61) (Holtmeier et al.,,
2001).

Publikovali jsme praci, jejimz cilem bylo shrnout literdrni data o uloze y6 bunék u onkologickych
onemocnéni*®. Cilem experimentalni ¢asti tohoto sdéleni bylo pak popsat 1/ hladiny cirkulujicich
v6 T-lymfocytl v krvi jedinc( z béZné populace (Pfiloha 16 — Obr. 2) a provést exploratorni analyzu
2/ hodnot cirkulujicich y& T-lymfocytd u pacientd s malignim melanomem a karcinomem prsu
(Ptiloha 16 — Obr. 3) a 3/ detailniho imunofenotypu (Pfiloha 16 — Obr. 4). U pacient( s malignim

' Cibulka M, Selingerovd I. Fédorovd L., ZdraZilovd-Dubskd L. (2015): Imunologické aspekty v
onkologii: cirkulujici yé T-lymfocyty. Klin Onkol. 28 Suppl 2:2560-8.
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melanomem i u pacientd s karcinomem prsu jsme zachytili nékolik pacientl, u nichZ byly hladiny
cirkulujicich y& T-lymfocytl zvySené. Zajimavosti je, Ze pacientka s karcinomem prsu s nejvyssi
hladinou y& T-lymfocytl byla IécCena

[gdT+]
[Ungated] TCRgd-FITC / SS INT TCRdelta2-PB / TCRgamma9-PC5 . . R ,
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0, 79% imunoterapii pfipravkem nelipepimut-S
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Obrdzek 27: PrevaZujici subtyp yé T-lymfocytii v periferni krvi P P

dospélého ¢lovéka. (poSkozeni DNA, teplotni stres) nebo
V periferni krvi dospélého clovéka pfevaZuje subtyp Vy9V62. infekce. K aktivaci v bunék pak dochazi
Tyto buriky ¢dstecné exprimuji NKG2D (CD314) (dole). . L, Lo
prostiednictvim jejich receptoru NKG2D
(Das et al., 2001; Rincon-Orozco et al., 2005), v nékterych pfipadech pfimo prostfednictvim yé TCR
receptoru (Kong et al.,, 2009). Lidské y& T-bunky navic exprimuji receptory rozpoznavajici
molekuldrni vzorce (pattern recognizing receptors, PRR) jako napfiklad Toll-like receptory (TLR),
které moduluji jejich aktivaci (Shojaei et al., 2009b). Historicky je znama predevsim schopnost
mykobakterii reaktivovat yé T-lymfocyty (Modlin et al., 1989).

Studie ukazaly, Ze Vy9V62 bunky lidské periferni krve dokdzou po aktivaci fosfoantigenem vyvolat
imunitni odpovéd typu Thl (Dunne et al.,, 2010), kterd je charakterizovana produkci cytokind
TNFa a IFNy a cytotoxickou aktivitou (Thedrez et al., 2007). Tato diferenciace Vy9V62 bunék
cestou Thl pravdépodobné probihd béhem jejich periferni expanze po vystaveni
environmentainim mikrobidlnim antigendm. Novorozenecké y& buriky produkuji IFNy, schopnost
produkovat TNFa ziskavaji po jednom mésici od vystaveni antigenim prostfedi po porodu
(Gibbons et al., 2009). Vin vitro podminkach je ale v zavislosti na pfitomnych cytokinech a
stimulech TCR receptoru mozno diferencovat y& buriky do fenotypl pripominajicich Th2, Thil7,
folikularni pomocné T-bunky (Tfh) nebo regulacni T-buriky (Treg) (Casetti et al., 2009; Wesch et
al., 2001).

Aktivace a ziskani efektorovych funkci je u y6 bunék, stejné jako u ostatnich populaci T-lymfocyt(,
podminéno stimulaci TCR receptoru. Ten u y6 T-lymfocytl specificky rozeznava molekuly, jejichz
exprese je zvySena ve stresovych podminkdch. V pfipadé normdlni bunky je koncentrace
izoprenoidnich metabolitd (jako napt. IPP — izopentyl pyrofosfat) prilis mald na to, aby byla
rozpoznana Vy9V62 burnkami jakozto varovny signal. Deregulace izoprenoidniho metabolismu ma
u nékterych nadorl za nasledek nadprodukci IPP, které je pak detekovano Vy9V62 burikami jako
nadorovy antigen (Gober et al., 2003). Kakumulaci IPP dochazi napfiklad pfi zablokovani
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metabolizmu kyseliny mevalonové pomoci aminobisfosfonatl, pricemZz se predpoklada, ze
aktivace yb T-lymfocytl muze byt ddvodem pro akutni reakci po podani bisfosfonati u nékterych
pacientl (Kunzmann et al., 2000). Statiny pak blokuji aktivaci a expanzi y6 T-lymfocytd vyvolanou
bisfosfonaty (Thompson and Rogers, 2004). Stimulace NKR exprimovaného y& burikami a ¢astecné
také receptoru NKG2D muze také efektivné spustit protinddorové funkce téchto bunék. NKG2D je
exprimovan Vy9V62 bunkami a vaze se na nekonvenéni MHC molekuly typu MIC nebo ULBP, které
jsou exprimovany nadorovymi bunkami (Das et al., 2001; Rincon-Orozco et al., 2005).
Gammadelta T-lymfocyty stimuluji protinadorové efektorové funkce fady komponent imunitniho
systému (Obrazek 28).
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ROVNOVAHA A MECHANIZMY ODOLNOSTI NADORU VUCI IMUNITNIMU SYSTEMU

V pfipadé, Ze se nadorové burnce podafi uniknout imunitnimu dohledu, dochdzi v nékterych
pripadech k rovnovaze/equilibrium. BEhem tohoto stavu se imunitnimu systému nedafi nadorové
bunky zcela zlikvidovat, jen potlacit jejich rychlou proliferaci. Vrovnovainé fazi nadorové
imunoeditace udriuje imunitni systém maligni tkan zklinického hlediska v klidovém stadiu
(dormancy). Nicméné v nadorové tkani dochazi ke genetickym a epigenetickym zménam a diky
konstantnimu selekénimu tlaku imunitniho systému dale progreduji klony bunék malo
imunogennich, rezistentnich k imunitni odpovédi a navozujicich imunosupresi, coZ predstavuje
nadorovou imunoeditaci v pravém slova smyslu (Obrazek 29). V soucasnosti se predpoklada, ze
tato faze je dlouhd a Casto trva po vétsSinu Zivota jedince. Rovnovazna faze mize nakonec skoncit
pfevahou protinddorové slozky imunitniho sytému a dojde k eliminaci tumoru nebo imunitni
systém nakonec selekci zformuje nador rezistentni k efektorovym mechanizmim imunitniho
systému, ktery progreduje a klinicky manifestuje.
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Ve fazi rovnovahy se tedy uplatniuji jak protinddorové mechanizmy imunitni obrany, které byly
popsany v predchozi kapitole ,eliminace”, tak se selektuji mechanizmy odolnosti nadora vuci
imunitnimu systému a mechanizmy navozeni imunosuprese, kterym je vénovana kapitola ,unik”.
Existuje celd fada mechanizm( odolnosti nador( vici imunitnimu systému a fada znich je
analogickd unikovym mechanizmim mikroorganism(. Nadorové buriky mohou i/ up-regulovat
anti-apoptotické proteiny (zvySend exprese bcl-2, bcl-x,, FLIP, survivin a IAPs, i PI-9 (Ray et al.,
2012) a/nebo snizit expresi proteinl spojenych s navozenim apoptdzy napf. bax (Manoochehri et
al., 2014), CD95/Fas ¢i dalSich death receptorl (Liu et al., 2015); ii/ snizit expresi proteind
podilejicich se na prezentaci antigend v MHC | a Il (Hayakawa and Smyth, 2006; McGranahan et
al., 2016); iii/ navodit v nadoru cytokinové a chemokinové prostiedi, které snizuje infiltraci nadoru
efektorovymi T-lymfocyty.

Genetické a epigenetické zmény
Fenotypové varianty malignich klonG
Rezistence k protinadorové imunité

bunécna

kalretikulin

IL-12 IL-10
IFN-y IL-23

W —
\ FasL (@) [

Obrdzek 29: Nadorovd imunoeditace — rovnovdha.

Rovnovdha v nddorové imunoeditaci je docasny stav, kdy neprevdZi schopnost imunitniho systému likvidovat maligni
buriky ani se nddorovd tkdri nevymkne kontrole. Pri udrZeni rovnovdhy mezi riistem ndadoru a jeho potlacovdni imunitnim
systémem se podileji predevsim sloZky adaptivni, nikoli nespecifické imunitni odpovédi (jako jsou NK bunky). Nadorové
bunky vyvijeji mechanizmy k tniku imunitnimu dohledu jako je sniZend prezentace antigenu Ci exprese PD-L1 navozujici
bunécénu smrt efektorovych T-lymfocytl. Béhem této fdze jsou vrovnovdze protinddorové plsobky (IL-12, IFNy) a
pronddorové (IL-10, IL-23). Adaptovadno dle (Mittal et al., 2014).

Uvedené procesy predstavuji hlavni mechanizmy ,pasivni“ rezistence nadorovych bunék vaci
imunitnimu systému. Nadorové bunky a stroma vSak maji schopnost aktivniho potlaceni funkce
imunitniho systému, coz je popsano v nasledujici podkapitole.

UNIK IMUNITNIMU DOZORU A MECHANIZMY IMUNOSUPRESE NAVOZENE NADOREM

Jako Unik/escape se oznacCuje stav, kdy mechanizmy rezistence a navozeni imunosuprese
nadorovymi burikami prevladnou, vznikd imunosupresivni nddorové mikroprostiedi, dochazi
k rdstu nadoru a ten se zacind klinicky manifestovat. Ke vzniku imunosupresivniho nadorového
mikroprostiedi pfispiva celkova imunosuprese jedince.
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Biologickd podstata nastrojlii nadorové bunky k navozeni imunosuprese vychazi ze systému
imunotolerance bunék plodu; z tolerance neoantigen(, jez se kumuluji béhem senescence jako
vysledek somatickych mutaci nebo jsou exprimovany také normdlnimi burikami; z potlaceni
rozvinuté imunitni odpovédi pfi odeznéni signalu, ktery imunitni odpovéd vyvolal. Priklady
mechanizm( navozeni aktivni imunosuprese: i/ nddorové buriky nejsou profesionalni APC (nemaji
kostimulaéni kontext CD80, CD86) a navozuji anergii/utlum T-lymfocytd (tumor-induced anergy)
(Cuenca et al., 2003; Morgan et al., 1998); ii/ protinddorové protilatky podporuji rist nadoru; iii/
maligni bunky produkuji faktory, které inaktivuji T-lymfocyty a dendritické buriky napt. IDO, TGFB,
ktery je velmi Ucinny pfi inhibici proliferace T-lymfocytl (Stix, 2007); iv/ maligni buriky exprimuji
HLA-G, jeZ navozuje inhibici NK-bunék (Sheu and Shih le, 2010); v/ nadorové buriky exprimuji
ligandy FasL a PD-L1, jeZ navozuji apoptozu protinddorovych T-lymfocytl (Igney and Krammer,
2005); vi/ nador stimuluje nezralé a tolerogenni dendritické burky (Rabinovich et al., 2007); dalsi
mechanizmy a jejich plsobeni je schématicky vyjadieno na (Obrazek 30) a dale jsou popsany
MDSC (str. 58).
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Obrdzek 30: Nadorova imunoeditace — unik.

Vtéto fazi unika maligni burika imunitnimu dohledu (neprezentuje nddorové antigeny, kostimulacni molekuly),
exprimuje molekuly zvysujici rezistenci (STAT-3), preZivdani (anti-apoptoticky bcl2), navozujici imunosupresi v prostredi
nddoru (IDO, TDO, PD-L1, galektin-1/3/9, CD39, CD73, adenozinové receptory) a produkuje plsobky navozujici
nddorovou angiogenezi (VEGF, TGF8, IL-6, M-CSF). MDSC, M2 makrofdgy ale také tolerogenni dendritické buriky
exprimuji imunoregulacni Idtky jako argindza, iNOS, IDO a imunosupresivni cytokiny IL-10 a TGF6, které potlacuji
proliferaci cytotoxickych CD8+ lymfocyti a indukuji apoptézu. MDSC a DC produkujici IDO podporuji vznik
imunosupresivnich T-regulacnich lymfocytd. Argindza je imunoregulacni enzym, ktery katabolizuje L-arginin na ortnitin a
ureu. CD39 je ektonukleotiddza metabolizujici ATP na AMP, které miZe byt ddle stépeno na adenozin memrdnovou
ektonukleotiddzou CD73. Adenozin se vdZe na receptory A2aR and A2bR na malignich a endotelidlnich burikdch.
Nddorové mikroprostredi muZe navodit expresi inhibicnich receptord, jako je PD-1, CTLA-4, Tim-3 ¢i LAG3 na Treg, a
cytotoxickych T-lymfocytech, coZ vede k prohloubeni lokdlni imunosuprese. Béhem fdze uniku prevazuji imunosupresivni
a pronddorové pusobky a molekuly jako je IL-10, TGF-b, VEGF, IDO, PD-L1. IDO — indol 2,3-dioxygendza; TDO — tryptofan
2,3-dioxygendza; iNOS — inducibilni syntdza oxidu dusnatého; MDSC — myeloid-derived supressor cells; M-CSF —
monocyte colony stimulating factor. Adaptovadno dle (Mittal et al., 2014).
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Z hlediska imunosupresivnich strategii nadoru stoji v popredi predevsim regulacni T-lymfocyty,
jejichz hlavni funkce je i/ navozeni a udrZeni tolerance vlastniho (self-tolerance), a tim prevence
autoimunitnich onemocnéni; ii/ potlaéeni alergie a astma; iii/ navozeni tolerance proti
potravinovym antigenlm; iv/ navozeni imunologické tolerance plodu v téle matky; v/ potladeni
patogeny navozeného imunopatologického procesu; vi/ regulace typu (Thl vs Th2) imunitni
bunééné reakce; vii/ potlaceni aktivace T-lymfocytl navozené slabymi podnéty; viii/
zpétnovazebna regulace imunitni reakce efektorovych T-lymfocyt(; ix/ ochrana komenzélnich
baktérii pred eliminaci imunitnim systémem (Corthay, 2009). T-regula¢ni lymfocyty jsou spojovany
s modulaci protinddorové imunity ve sméru jejiho potlaceni. T-regulacni lymfocyty jsou soucasti
nadorového stroma a predpokladd se, Ze jsou jednim zfaktord limitujicich ucinnou
protinadorovou imunitu. U pacientl s ovarialnim karcinomem byla elevace T-reg v nddorové tkani
asociovana s horsi prognézou (Curiel et al., 2004). Nicméné pohled na regulacni T-lymfocyty
v jiném kontextu, u jinych pacient( a jinym zplsobem pfinesl riznorodé informace o souvislosti
hladiny T-reg a progndzy maligniho onemocnéni. Rozdilné vysledky mohou byt dany nékolika
faktory: i/ metodologickym pfistupem, napt. FoxP3 pozitivita nemusi byt limitovana na regulaéni
T-lymfocyty, ale mlze se vyskytovat i u aktivovanych T-lymfocytl; hodnoceni lymfocytarniho
infiltrdtu pouze zhlediska supresorovych T-reg bez dostatec¢né informace o pritomnosti
imunitnich efektor(; ii/ kontextem pUlsobeni regulaénich T-lymfocytd, které maji schopnost
potlacovat jak protinddorovou imunitu, tak stroma podporujici vznik tumoru (Tzankov et al.,
2008), iii/ heterogenitou funkce regulacnich T-lymfocyt(, kterd neni pfi vysetfeni nadorového
infiltratu zpravidla reflektovana, takZe z tohoto pohledu neni zatim dostatek informaci.

VYSTUP 11: MYELOIDNi SUPRESOROVE BUNKY U PACIENTEK S KARCINOMEM PRSU

Myeloidni supresorové burnky (MDSCs; myeloid-derived suppressor cells) jsou heterogenni
populaci multipotentnich progenitorovych bunék myeloidniho plvodu se sniZzenou funkci
diferenciace ve zralé myeloidni buriky. Rozeznavaji se dvé hlavni populace MDSC: monocytarni

Mo-MDSC a granulocytarni Gr-MDSC (Obrazek 31).
Obrdzek 31: Imunofenotyp a morfologie

¥ subtypii MDSC.
CDllb D33 Mo MDSC DLy CD33 MDSC  byly  vysortovdny na  zdkladé
imunofenotypu povrchovych znaki, z bunécné
. \ HLA- Drlbwl P suspenze byl pfipraven cytospin a buriky na

LADr\uw/ X
. G- MDSC ? podloznim  skle  obarveny  panoptickym
' hematologickym barvenim (Wright/Giemsa).

Mo-MDSC  jsou  morfologicky  podobné

CD " monocytim. Gr-MDSC maji ¢lenéné jadro jako
'0015 granulocytdrni segmenty. Buriky se vyznacuji
vybéZky cytoplazmy.

Nejvice prostudovanou funkci MDSCs je utlum imunitni reakce, kde se fyziologicky pfedpoklada
jejich Uloha v regulaci nadmérné imunitni odpovédi a tim ochrané tkdné zasazené imunitni reakci.
Z tohoto hlediska se MDSC povazuji za vyznamné imunoregulatory odpovédné za unik nadoru
imunitnimu dohledu a nadorovou progresi, coz je dano ovlivnénim imunitnich efektort, ale i
jinych bunék v nddorovém mikroprostredi (Obrazek 32).
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Obrdzek 32 Mechanizmy
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A

MDSC produkuji IL-10, ktery

IL-10 navozuje imunosupresi stimulaci
e T-regulacnich lymfocytd. MDSC
ddle produkuji argindzu

katabolizujici L-arginin, coZ vede

- k inhibici cytotoxickych T-
S~ lymfocytd. Diky expresi
VEGFA, bFGF, imunoregulacnich enzyma zvysuji
TNF‘""m'“\ MDSC lokdIni koncentraci ROS a
Proliferace nadoru NO, coZ md také imunosupresivni

a angiogeneze efekt. Nddorovy  rist a

metastazovdni vsak podporuji
ijinymi mechanizmy, napriklad
napomdhaji invazivité nddoru

% . produkci protedz (MMPs, uPA),
- podileji  se  na  nddorové

angiogenezi diferenciaci
v endotelidlni prekurzorové
bunky aj. (Brandau et al., 2013;
Talmadge and  Gabrilovich,
2013).

Studie prokazuji zvySeny vyskyt MDSCs u nadorovych onemocnéni nejen v okoli nadoru, ale

i v periferni krvi, coz pozitivné koreluje se Spatnou progndézou a mortalitou a naopak negativné

koreluje s vyskytem a funkci T-lymfocytl v periferni krvi (Talmadge and Gabrilovich, 2013; Wang

et al., 2013; Yu et al., 2013). Zvysené hladiny MDSC v periferni krvi jsme pozorovali u pacientek

s karcinomem prsu (Obrazek 33). Zde je potfeba zdlraznit, Ze z uvedené analyzy byly vylouéeny

pacientky |écené rlstovymi faktory stimulujicimi granulocytopoézu (G-CSF) pro zkraceni trvani

neutropenie jako dlsledku
protinddorové chemoterapie. Ristové
faktory G-CSF i GM-CSF  jsou
vyznamnym endogennim stimuldtorem
MDSC, stimuluji jejich proliferaci ¢i
migraci do mista zanétu (Shojaei et al.,
2009a). Nase méreni prokazala, Ze
farmakologické podani G-CSF vede
k elevaci poctu cirkulujich MDSC u
pacientek s karcinomem prsu (data zde
neprezentuji). Zde vyvstava otdzka, zda
rastové faktory stimulujici
myeloproliferaci poddvané k profylaxi
febrilni neutropenie nezhorsuji
prognézu onkologického onemocnéni
(Obrazek 34). Publikované studie
neddvaji na tuto otdzku jasnou
odpovéd.
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Obrdzek 33: MDSC v periferni krvi pacientek s karcinomem prsu.
Pocet Mo-MDSC, Gr-MDSC a jako soucet MDSC celkem byl stanoven
v periferni krvi jedinct z kontrolni skupiny (Z129) a v periferni krvi
pacientek s karcinomem prsu (C50), které neuZivaly rdstové faktory
pro zkrdceni trvani neutropenie. Celkovy pocet MDSC i obou
subpopulaci byl vyssi u pacientek s karcinomem prsu v porovndni
s kontrolni skupinou.
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Obrdzek 34: Schéma vztahu nadorové progrese a MDSC.

V mikroprostredi ndadoru i v cirkulaci onkologickych pacienti byla
zaznamendna produkce G-CSF (Waight et al., 2011). Tento G-CSF
produkovany nddorem prispiva ke zvyseni poctu MDSC primo jejich
mobilizaci z kostni drené a neprimo uvolfiovanim hematopoetickych
progenitort z KD, ze kterych vznikaji MDSC ve sleziné. MDSC migruji
do prostredi nddoru, kde pusobi pronddorové at uz imunospupresivné,
tak proangiogenné (Obrdzek 32Chyba! Nenalezen zdroj odkazii.).
Exogenni ristové faktory prispivaji k upregulaci MDSC v cirkulaci. Na
mysim modelu bylo demonstrovdno, Ze G-CSF produkovany tumorem
zvysuje pocty MDSC a toto je spojeno s chemorezistenci a horsim
preZitim (Kawano et al., 2015). Otdzkou zlstdvd, jakad je uloha MDSC
stimulovanych pomoci exogennich riastovych faktori v biologii nddoru
u Clovéka (Aliper et al., 2014). Ddle se predpoklddd také uloha G-CSF
pfi navozeni tolerance T-lymfocytt (Rutella et al., 2005) a publikaci
vénujicich MDSC ve vztahu k malignim onemocnénim rychle pfibyvd,
pricemZ vétsina z nich popisuje jejich imunosupresivni pronddorovy
efekt spojeny s chronickym zanétem.

G-CSF

S aktualnim rozvojem poznatkd o vyznamném pronadorovém efektu MDSC pfibyva praci, které

poukazuji na moZnost protinddorového plsobeni nékterych Iéciv smérem k potlaceni chronického

zanétu a eliminace MDSC. Prikladem je design |écby odraZejici se od vstupni hladiny cirkulujich

MDSC a exprese CD247, ve kterém se predpokladd, Zze pacienti s vysokym poctem MDSC a nizkou

expresi CD247 nebudou benefitovat diky imunosupresivnimu prostiedi v tumoru z protinddorové

terapie a jsou tak kandiddty na anti-MDSC lécbu cestou jejich eliminace (gemcitabin, 5-FU),
diferencice (ATRA), potlaceni jejich akumulace (anti-TNFa, anti-GM-CSF, anti-VEGF, inhibitor CSF-
1R ¢i inhibitor COX-2 celecoxib) ¢i inhibice aktivity MDSC (nitroaspirin, sildenafil) (Meirow et al.,

2015).
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PROTINADOROVA IMUNOTERAPIE

Pocatky protinadorové imunoterapie pochdzeji z konce 19. stoleti, kdy byl zformulovan koncept
specifické imunity a kdy pozorovani spontannich regresi malignit byla ddvdna do souvislosti
s probihajicim infekénim procesem, z ¢ehoz vyplynuly racionalni predpoklady, Zze progrese nador(
muZe byt utlumena modulaci imunitniho systému. V té dobé byly napfiklad popsany regrese
raznych typd ndadorl v souvislosti se streptokokovym erysipelem (Bush, 1866; Coley, 1891;
Fehleisen, 1883). Americky chirurg William Coley z téchto pozorovani vychazel a infekéni agens
pouzil pro stimulaci imunitniho systému u pacient s malignitami. Extrahoval smés plsobkl ze
Streptococcus pyogenes a Serratia marcescens a tuto smés pozdéji nazyvanou Coleyho toxin ci
Coleyho vakcina poufZil u vice nez 500 pacientl s malignitami rlznych histotyp( a vysledkem byla
regrese onemocnéni Ci vyléceni u vice nez 10 % pacient (Coley, 1991, 1928, 1910). Po valce
zatala do onkologické praxe vstupovat cytostatika a radioterapie a tak se imunomodulacni
pfistupy u onkologickych pacientll se dostaly do ustrani. Navrat myslenky imunoterapie
nadorovych onemocnéni ptisel s rozvojem poznatkd v imunologii, s rozvojem technologii pfipravy
polyklondlnich a monoklondlnich protilatek a ndaslednym rozmachem pftipravy chimérickych,
humanizovanych a humannich terapeutickych protilatek pro cilenou terapii malignich
onemocnéni.

Specificka Nespecificka

Pasivni imunoterapie Monoklonalni protilatky

BiovaxID®

Aktivni imunoterapie Vakcinace nadorovymi antigeny Humoralni: interferony, interleukiny, ristové
Vakcinace dendritickymi burikami faktory, checkpoint inhibitory, mifamurtid,
pulzovanymi nddorovymi antigeny imuquimod
Onkolyticky virus T-VEC Bunécéné: adoptivni imunoterapie (LAK, TIL,

Chimerické antigenni receptory (CARs)  allogenni transplantace GvT efekt, NK-buriky), BCG
imunoterapie

Tabulka 5: Pristupy modulace imunitni odpovédi pri lécbé onkologickych onemocnéni.

Imunoterapeutické pristupy lze rozdélit na specifické a nespecifické a z jiného pohledu na aktivni a
pasivni (Tabulka 5). Nespecifickd imunoterapie je zaloZena na obecné modulaci imunitniho
systému s predpokladem, Ze diky této imumodulaci dojde také k posileni protindadorové imunitni
odpovédi (viz Coleyho toxin). Nespecifickou imunoterapii mGzeme dale rozdélit na humoralni, coz
je typicky podavani rekombinacnich interferoni a interleukinid. Do kategorie nespecifické
bunééné imunoterapie bychom mohli zafadit adoptivni imunoterapii pomoci expandovanych
tumor-infiltrujich lymfocytd ¢&i imunoterapii BCG vakcinou obsahujici Zivou oslabenou
Mycobacterium bovis, kterd se pouziva pro lécbu karcinomu mocového méchyre. Specifické
imunoterapeutické pfistupy jsou cileny na nadorovou burku respektive na skutecné nebo
predpokladané nadorové antigeny. Specifické pFistupy dale mizeme rozdélit na pasivni a aktivni.
Pasivni imunoterapie jsou predevsim terapeutické monoklonalni protilatky proti strukturam na
povrchu malignich bunék (typicky anti-CD20 rituximab ¢i anti-Her2 trastuzumab) nebo proti
solubilnim funkénim molekuldm (typicky anti-VEGF bevacizumab). Existuje také personalizovany
pfistup v podobé BiovaxID pro IéCbu folikularniho NHL, coZ jsou protilatky generované specificky
proti antigenim maligni bunky (2012; Villanueva et al., 2011). Specifické imunoterapeutické
postupy zahrnuji napf. i/ vakcinaci nadorovymi antigeny spolu se stimulaci imunitniho systému
pomoci adjuvans ¢i cytokind, ii/ vakcinaci dendritickymi burikami pulzovanymi nadorovymi
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antigeny, iii/ inovativni imunotereputicky ptistup T-VEC, ktery byl schvalen v fijnu 2015 FDA a na
zakladé pozitivniho hodnoceni CHMP bude pravdépodobné brzy schvalen i evropskou agenturou
EMA (Ledford, 2015) pro lé¢bu pokrocilého melanomu. T-VEC je herpesvirovy konstrukt, ktery se
replikuje specificky pouze v nadorovych burkach, coz vede k produkci GM-CSF kédovaného virem
a cytolyze maligni bunky. Nasleduje atrakce dendritickych bunék, pohlceni uvolnénych
nadorovych antigenl a stimulace T-lymfocyt( pacienta v obrané proti melanomovym burikam, iv/
chimerické antigenni receptory T-lymfocytl se testuji pro protinddorovou lécbu po vneseni do
autolognich lymfocytl pacienta, extracelularni doména receptoru se vaze na nadorové antigeny a
intracelularni doména je arteficiadlné pripravena tak, aby poskytovala T-lymfocytu aktivacni signal.

MONOKLONALNI PROTILATKY

Protinddorové imunoterapeutické protildtky jsou vzasadé dvojiho typu: konjugované a
nekonjugované. V pfipadé konjugovanych protilatek je na molekulu imunoglobulinu napojena
toxicka (chemoterapeutikum, napf. trastuzumab emtasin) nebo radioaktivni latka. Mechanizmus
ucinku konjugovanych protilatek je pak zaloZzen na faktu, Ze specificka afinita protilatky k cilové
struktute (zpravidla nadorovému antigenu) umozni zacileni chemo ¢i radioterapeutického efektu
pfimo v misté nadoru. Drtivd vétSina registrovanych a testovanych protilatek v onkologii jsou
protilatky nekonjugované. Jejich efekt je dan predevsim cilovou strukturou, na kterou se vazou.

1/ Historicky nejvétsi zkusenosti jsou s protilatkami, které se vazou na membranové struktury
malignich bunék, které jsou vice ¢i méné specifické pro nadorové bunky. Efekt téchto protilatek
se odviji od povahy antigenni struktury a je pak do rGzné miry zavisly na spoludcasti imunitniho
systému. Terapeuticky efekt protildtek nezavisly na imunitnim systému organizmu je spojen napf.
s blokaci vazby prirozeného ligandu na cilovy receptor, s internalizaci cilové struktury ¢i se zménou
struktury cilového receptoru a naslednou inhibici intracelularnich signalnich drah, cozZ jsou jevy
vedouci k potlaceni bunécného rlstu a k navozeni apoptdézy nadorovych bunék. Efekt protilatek
spojeny s imunitnim systém je dan tim, Ze protilatky opsonizuji cilovou buriku, coZ znamen3, Ze
Fab fragment je navazany na maligni bunce a Fc fragment je kdispozici imunitnim burnkam
s receptory pro Fc fragment Ig (viz také Vystup 6:) véetné monocytlim a NK-burikdm, u kterych
dojde po aktivaci Fc receptort k uvolnéni cytolytickych perforin(i a granzym( a indukci apoptdzy u
cilovych bunék (viz Obrazek 22, str. 49). Tento proces se oznacuje jako burikami zprostifedkovana
cytotoxicita zavisla na protilatkdch ADCC. Nové vyvijené generace monoklonalnich protilatek maji
konstrukci Fc fragmentu takovou, aby byla zvysena afinita k FcyRIIIA (CD16), coZ vyrazné zvySuje
ADCC u cilovych bunék (Seidel et al., 2013; Weiner et al., 2010). Opsonizace protilatkami IgG1 také
spousti aktivaci komplementu, coZ vede k lyze bunék prostifednictvim CDC, vazba komplementu
také zvysuje ADCC.

2/ V ptipadé, Ze se protilatky vaZzou na solubilni molekuly, je jejich efekt zaloZen na potlaceni
dostupnosti cilové molekuly pro patofyziologické procesy spojené s progresi malignity, priklad:
bevacizumab, ktery interaguje s VEGF.

3/ Aktudlné zaZivaji v onkologii rozmach protilatky, které jsou cilené na klicové regulaéni molekuly
bunék imunitniho systému. Jednd se predevsim o protilatky proti CTLA-4, PD-1, ¢i PD-L1. Anti-

......
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Povrchovy receptor CTLA-4 kompetuje s CD28 o vazbu na kostimulaéni molekuly B7 (CD80/CD86)
antigen prezentujicich bunék (Obrazek 19, str. 43). Pfi blokaci CTLA-4 ipilimumabem dochazi
k efektivni stimulaci T-lymfocytl pomoci APC. Ipilimumab je v soudasnosti registrovan pro lécbu
pokrocilého melanomu a v klinickém testovani je pro dalsi, predevsim imunoresponzivni
malignity, NSCLC, SCLC, nddor mocového méchyre, metastaticky hormonalné refrakterni karcinom
prostaty. Ipilimumab je diky svému mechanizmu ucinku spojen se zanétlivymi ¢i autoimunitnimi
projevy rizné zavaznosti (Lakomy and Poprach, 2015). Vysledky IéCby ipilimumabem u pacientt
s pokrocilym melanomem jsou slibné, kdy u nékterych pacientl bylo dosaZzeno dlouhodobé
odpovédi (Ascierto et al., 2014; Wolchok et al., 2013). Druhou skupinou protilatek regulujich
pfimo funkci imunitniho systému jsou protilatky proti povrchové molekule PD-1 nebo jejimu
ligandu PD-L1. Interakce PD-L1 na povrchu APC s PD-1 na povrchu T-lymfocytl vede k inhibici
proliferace a aktivace T-lymfocytd (Karwacz et al., 2011). Ligand PD-L1 exprimuji na svém povrchu
také nékteré maligni bunky, coZ slouZi jako jejich nastroj Uniku imunitni odpovédi organizmu
(Hamanishi et al., 2007; Thompson et al., 2004). Blokace PD-1 ¢i PD-L1 protildtkami (napfr.
nivolumab, pembrolizumab, pidilizumab, lambrolizumab a dalsi) pak vede k eliminaci signalizace
blokujici T-lymfocyty. Toxicita spojena s inhibici PD-1 systému je mirnéjsi nez v pripadé blokace
CTLA-4 a klinické vysledky pfi 1écbé imunoresponzivnich malignit jsou vyznamné (lvashko and
Kolesar, 2016; Topalian, 2013; Viteri et al., 2015). Uvedené monoklonalni protilatky tedy stimuluji
imunitni systém organizmu diky potlaceni blokace imunitniho systému; diky tomu je radime spiSe
do oblasti aktivni imunoterapie a jsou nazyvany checkpoint inhibitory (Littman, 2015; Ribas,
2015).

Dle technologie, jakou byly pfipraveny, a tim souvisejiciho obsahu zvitecich (zpravidla mysich)
versus lidskych proteind rozliSujeme protilatky na mysi, chimerické (s oznacenim koncicim na
»Ximab“; cetuximab, rituximab), humanizované (s oznacenim koncicim na ,,zumab“; bevacizumab,
trastuzumab) a humanni (s oznacenim koncicim na ,umab“; panitumumab). Obecné lIze fici, Ze
s vyssi proporci lidskych proteint se stava protilatka z medicinského hlediska vhodnéjsi; klesa jeji
antigenicita pro lidsky imunitni systém a s tim neZadouci Ucinky a zaroven roste jeji schopnost
aktivovat Zadoucim zplsobem imunitni systém ve smyslu navozeni ADCC a CDC (Obrazek 22, str.
49).

VYSTUP 12: PARADOXNI EFEKT TRASTUZUMABU NA TRAILEM INDUKOVANOU APOPTOZU
NADOROVYCH BUNEK

Receptor HER2/neu je nadmérné exprimovan u priblizné 10-15 % pacientek s karcinomem prsu a
u nékterych dalSich nadord napf. karcinomu Zaludku. Overexprese Her-2 je diky intracelularni
signalizaci vedouci od tohoto receptoru spojena s horsi progndézou nemoci (Obrazek 35).
Humanizovana anti-Her2 protilatka trastuzumab (Herceptin) byla vyvinuta pro lécbu karcinomu
prsu se zvySenou expresi Her-2 receptoru (Shepard et al., 1991) (Obrazek 35).

V dnesni dobé je trastuzumab registrovan 1/ pro terapii Her2-pozitivniho karcinomu prsu: v 1. linii
metastatického onemocnéni v kombinaci s paklitaxelem nebo v kombinaci s docetaxelem, v 1. linii
metastatického onemocnéni v kombinaci s inhibitorem aromataz nebo v monoterapii u pacientek,
které jsou predlééeny 2 liniemi paliativni chemoterapie, 2/ pro adjuvantni terapii Her2-pozitivniho
karcinomu prsu po chirurgickém zakroku, po chemoterapii a po radioterapii, 3/ v kombinaci
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s chemoterapii pro neadjuvantni terapii lokalné pokrocilého Her-2-pozitivniho karcinomu prsu, 4/

pro paliativni 1é¢bu metastatického Her-2-pozitivniho karcinomu Zaludku v kombinaci

s chemoterapii (cisplatina + kapecitabin nebo 5-fluorouracil (EMA, 2015b). V soucasnosti jsou
dostupné i dalsi terapeutické monoklonalni anti-Her-2 protilatky (napf. pertuzumab, trastuzumab

emtansin) a vrazné fazi klinického hodnoceni jsou biosimilars trastuzumabu (GaBi, 2015).

Overexprese proteinu Her-2 a/nebo amplifikace
genu Her-2/neu je prediktivnim faktorem pro
|é¢bu karcinomu prsu trastuzumabem. Nicméné
Uspésnost |écby trastuzumabem je vyznamné
zatiZena tim, Ze vétsSina pacientek s karcinomem
prsu vyvine rezistenci k 1é¢bé anti-Her2 (Cardoso
et al., 2002).

Na efektu trastuzumabu na nadorové burky in
vitro se dominantné podili zvySeni hladiny
inhibitoru cyklin dependentni kindzy p27y,; a
nasledné zastaveni bunécného cyklu (Le et al.,,
2003; Yakes et al., 2002). In vivo je ale efekt na
bunécény cyklus minimalni a uplatiiuje se indukce
apoptdzy v nadorovych burnkach (Mineo et al.,
2004; Mohsin et al., 2005). Vazba trastuzumabu
na Her-2 molekuly na povrchu nadorovych bunék
vede v kontextu hostitele ke stimulaci NK-bunék
a k ADCC (Carson et al., 2001; Kubo et al., 2003;
Sliwkowski et al., 1999) a cytotoxité po fixaci

trastuzumab

ligand
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Obrdzek 35: Schématické zndzornéni efektu Her-2
overexprese a trastuzumabu na biologii nddorové
buriky.

Zvysend exprese Her-2 vede k dimerizaci receptoru a
aktivaci jeho intracelularni domény. Intraceluldrni
signalizace od tohoto receptoru pak vede k rezistenci
buriky k apoptdze, proliferaci a bunécnému rustu.
V pfipadé vazby trastuzumabu na receptor Her-2
dochazi k blokaci intraceluldrni signalizace downstream
Her-2, na které je maligni buriky zavisld, a dochdzi

k inhibici bunécného rastu.

komplementu (Spiridon et al., 2002). Vzhledem

k tomu, Ze jednou z protinddorovych zbrani efektorovych bunék (cytotoxické T-lymfocyty a NK-
buriky) je aktivace death receptor na malignich bunkach (Obrazek 22, str. 49), zjistovali jsme na
modelu bunécnych linii karcinomu prsu efekt trastuzmabu na indukci apoptdzy prostrednictvim
ligandu TRAILY. Pfekvapivym zjisténim bylo, Ze u jedné z testovanych bunéénych linii se zvy$enou
expresi Her-2 BT474 (ale ne SKBr-3) vedlo pulsobeni trastuzumabu ke snizeni bunécné smrti
navozené TRAILem (Ptiloha 17 - Fig. 1). Dale jsme zkoumali, kterd komponenta signalni drahy Her-
2 je za tento efekt zodpovédnd, a zjistili jsme, Ze inhibice PI3K/Akt kindzové drahy (ale ne
MAPKinazové drahy) zachrani buniky BT474 zcela pred apotdzou navozenou TRAILem (Obrazek 36)
ale ne mitomycinem C (Pfiloha 17 - Fig. 4). Dale jsme zkoumali vliv trastuzumabu a inhibice
PI3K/Akt kindzové drahy na bunécné komponenty TRAIL-receptorové apoptotické drahy, pfricemz
jsme zjistili, Ze trastuzumab a jesté vyraznéji samotna inhibice PI3K/Akt vede k redukci povrchové
exprese pro-apoptotickych TRAIL-R1 a TRAIL-R2 a anti-apoptotického Bcl-x,, a nema vyznamny vliv
na Bcl-2, FLIP, FLIPs, IAP-1, IAP-2, XIAP, fosforylovany Bad, p27 (Pfiloha 17 - Fig. 3, Fig. 5, Fig. 6).

" Dubskd 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
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aktivaci PI3K/Akt kindzové drahy a Obrdzek 36: Inhibice MAPK a inhibice PI3K kindzové md rozdilny
efekt na apoptoézu navozenou TRAILem u bunék BT474.
(a, b) Bunécnd linie byla péstovdna v pfitomnosti trastuzumabu po
apoptdze, ojedinéld. VSirsim pohledu 48 hodin. (a) Buriky byly vystaveny piisobeni TRAIL v koncentraci 20
ng/ml. Po 40 hodindch byla apoptéza stanovena jako zastoupeni
bunék se sub-G1 obsahem DNA. (b) Efekt trastuzumabu na MAPK a
efekt aktivace Ras, jeZ je jednim pj3k/akt kindzovou drdhu byl stanoven pomoci imunoblotu s anti-
z aktivator PI3K/Akt kinazové drahy fosfo-p44/42 MAPK (Thr202/Tyr204) protildtkou a anti-fosfo-Akt

, , (ser473) protildtkou. (c) Buriky byly inkubovdny za pritomnosti 20
(Obrazek 5, str. 16), na apoptdzu UM PD-98059 (inhibitor MAPK) nebo za pfitomnosti 20 uM LY-
navozenou ligandem TRAIL. Nékteré 294002 (inhibitor PI3K/Akt) a po 48 hodindch jim byl poddn TRAIL.
Apoptdza byla stanovena jako v (a).

rezistenci k TRAILem navozené

viak existuje podobné rozporuplny

prace popisuji, Zze antiapoptoticky efekt
aktivace Ras zahrnuje také rezistenci k apoptdze navozené ligandem TRAIL (Abdulghani et al.,
2013; Chen et al., 2014; Xu et al., 2013). Jiné prace ale ukazuji opacny jev, kdy zvySend exprese
Ras vede ke zvySené citlivosti k apoptdze navozené TRAILem u bunék karcinomu Zaludku
(Drosopoulos et al., 2005) ¢i pankreatu (Kanzaki et al., 2013) a to prostfednictvim navozeni
zvySené exprese receptord pro TRAIL na cilovych burnkach (Oh et al., 2012), (Sahu et al., 2011),
(Wang et al., 2005), coz je v souladu s nasimi vysledky.

V dobé, kdy jsem se TRAILem indukovanou apoptdézou zabyvala, se diky slibnym preklinickym
vysledktm velka nadéje vkladala v indukci apoptdzy malignich bunék pravé pomoci tohoto ligandu
v jeho rekombinantni solubilni podobé nebo v podobé bunécné terapie (T-lymfocyty nebo
kmenové buriky) bufkami exprimujicimi TRAIL nebo vindukci apoptdéza pomoci agonistické
protilatky proti TRAIL-R2 (conatumumab) (Stuckey and Shah, 2013). Byla iniciovana i rada
klinickych hodnoceni, z nichz néktera byla predc¢asné ukoncena. Klinické hodnoceni faze Ib/Il
neprokazalo efektivitu conatumumabu v kombinaci s modifikovanym rezimem FOLFOX6 a
bevacizumabem v 1. linii IéCby pacientld s metastatickym kolorektalnim karcinomem (Fuchs et al.,
2013). Ve svétle novych poznatk(l o zasadnim vyznamu typu bunécné smrti a jejich konsekvencich
pro stimulaci imunitniho systému a pro nasledné rozvinuti imunitni reakci proti malignim burikam
a navozeni udrZitelného protinadorového efektu je tfeba pohliZzet na bunécnou smrt navozenou
ligandem TRAIL i kontextu imunogenniho potencidlu (McCray, 2014).
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PROTINADOROVE VAKCINY

Pocatky tohoto imunoterapeutického pfistupu byly spojeny svyuZitim imortalizovanych
nadorovych bunék, lyzati z nadorovych bunék, definovanych nadorovych peptidl, komplexd HSP,
které byly spolu s adjuvans aplikovany onkologickym pacientiim. Jako adjuvans jsou pouzivany i/
mikrobidlni latky napf. inkompletni Freundovo adjuvans, CpG, ii/ cytokiny jako je GM-CSF, IL-2, IL-
12, IFNa. Tento pfistup predpoklada, Ze aplikace nadorovych antigenll spolu s adjuvans spusti
pfirozenou imunitni odpovéd, tedy spravnou prezentaci antigenl prostrednictvi APC efektorovym
T-lymfocytlim, coZ zpUsobi cytolyzu nadorovych bunék v primarnim loZisku i v metastazach. Ve
vakcinacnich strategiich lze vyuzit i preexistujici imunitu napf. pritomnost urcitého druhu
protilatek a jejich cilové antigenni struktury aplikovat intratumoralné a prostfednictvim danych
protilatek vyvolat sekundarné imunitni odpovéd vici nddoru. Takovymi protildtkami mohou byt
napfiklad anti-Gal, jejichz cilem jsou a(1,3) galaktosylované epitopy.

VYSTUP 13: PRIROZENE PROTILATKY PROTI ALFA(1,3)-GALAKTOSYLOVEMU EPITOPU

Pfirozené protilatky proti sacharidovym antigenim jsou soucasti lidskych sér; nejvic je jich
namireno proti a-galaktosylovému epitopu (Galal1-3GalB1-4GIcNAc-R). Tyto anti-Gal protilatky se
vyskytuji pouze u lidi, lidoopU a opic Starého svéta, u kterych doslo béhem evoluce (pred 20-28
miliony let) ke konstitutivni inaktivaci genu pro al,3-galaktosyltransferazu. U savcd mimo primaty,
poloopice a opice Nového Svéta vede funkéni al,3-galaktosyltransferaza k syntéze a-gal epitopd,
navozeni tolerance k nim, coZz mé za nasledek nepfitomnost anti-Gal protildtek u téchto skupin
savcl. Tvorba anti-Gal protilatek u hominoidd je indukovana fyziologickou stfevni mikroflérou
(Galili, 2013). Protilatky se produkuji ve tridach IgG, IgA, IgM, ale u nékterych jedincl (predevsim
v souvislosti s napadenim klistétem (Commins et al., 2011; Gonzalez-Quintela et al., 2014))
dochazi také k tvorbé anti-Gal IgE protilatek a tyto protilatky pak zplsobuji specifické typy alergii
véetné pozdni precitlivélosti na ¢ervené maso a Zelatinu a anafylaxi po expozici cetuximabu (viz
dale) (Chung et al., 2008; Morisset et al., 2012; Nunez et al., 2011). Vznik anti-Gal IgE protilatek
byl popsan v souvislosti s napadenim klistaty v Americe, kde vznik protilatek zplUsobuje klisté
americké Amblyomma americanum (Commins et al., 2011), zatimco v Evropé a Austrdlii jsou to
klistata rodu Ixodes (Hamsten et al., 2013; Villalta et al., 2015).

Napadeni kliStétem a ndsledné uvolnéni slin a stfeva do klZe a krve hostitele miZze mit rlzny
dopad: rezistence Ci tolerance k naslednému kousnuti klistétem. Na experimentalnich zvifecich
modelech (morcata, urcita plemena skotu) bylo popsano navozeni rezistence ke klistatim na
zakladé opakované expozice klistatdm (Allen, 1973). Tato rezistence vede jednak ke sniZeni
nasatosti klistéte, ale také k redukci infekce klistétem pfendsenymi patogeny, coz bylo popsano u
patogen( jako je Francisella tularensis (Bell et al., 1979) ¢i Borrelia burgdorferi (Nazario et al.,
1998). Navozeni ziskané rezistence ke klistatim neni obecnym fenoménem; bylo popsano pouze u
urcitych druh( Zivocich(, v rdmci druh( napf. u jednotlivych plemen skotu ¢i ras psl (Ferreira et
al., 2003; Piper et al., 2009; Wambura et al., 1998) a u clovéka byla v tomto kontextu popsana
interindividuani variabilita (Sutherst, 2001). Rezistenci ke klistatim, ktera se projevovala jednak
nizkou nasatosti klistat a také velmi nizkou pfitomnosti boreliovych spirochet u klistat, jsme
pozorovali u pévusky modré (Prunella modularis), ¢imz se tento druh vyznamné odlisoval od
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jinych druh(i fadu Passeriformes'®. Rezistence ke kli§tatdm je spojena s modulaci fady komponent
imunitniho systému hostitele jako jsou protilatky, komplement, stimulaéni vlastnosti APC, Thl
imunitni odpovéd (Brown, 1988; Wikel, 1996).

Na druhou stranu bylo popsano, ze komponenty slin a gastrointestindlniho traktu klistat moduluji
imunitni odpovéd smérem k posileni Th2 a potlaceni prozanétlivé reakce (Preston et al., 2013;
Wikel, 2013), coZ navozuje stav, ktery méné poskozuje sajici klisté a usnadnuje pfenos patogend
prenadsenych klistaty na hostitele. Tato Th2 imunitni odpvéd je spojena s produkci IgE protilatek
pravé proti a-gal epitopdm (Conrad et al., 2010) obsazenym v gastrointestinalnim traktu klistat.
Vzhledem k tomu, Ze inokulace a-gal epitopy samotnymi nenavozuje stimulaci anti-Gal IgE (Yilmaz
et al., 2014), je zfrejmé, Ze kontext Th2 stavu imunitniho systému, do kterého pfichazi nebo ho
navozuje prisati klistéte je zasadni pro produkci anti-Gal IgE protilatek. Otazkou také zUstava, co je
zdrojem a-gal epitopl v gastrointestindlnim traktu kliStéte; zdali jsou to glykoproteiny
produkované klistétem ci baktérie, které osidluji stfrevo klisStéte jako je napf. E. coli (Andreotti et
al., 2011) & jiné symbiotické p¥ipadné patogenni baktérie®, jeZ nejsou doposud zcela popsany.

Dle soucasnych poznatkd jsou anti-Gal protilatky vyznamné z onkologického hlediska z nékolika
dlvoda:

1/ Vzhledem k pfitomnosti a-gal epitopl na Fab fragmentu cetuximabu dochazi v pripadé vyskytu
anti-Gal IgE protilatek k systémovym alergickym reakcim, které mohou byt velmi vazné a vedouci
az k anafylaktickému Soku (Chung et al., 2008). Pritomnost a-gal epitopl v cetuximabu je dana
faktem, Ze se jedna o chimérickou protilatku obsahujici 34 % mysich protein0. Pro klinickou praxi
je ztohoto hlediska podstatné, Ze pfi hypersenzitivité na cetuximab je mozné pacienty s KRAS-
wt kolorektalnim karcinomem I|écit jinou anti-EGFR protilatkou panitumumabem, ktery je plné
humanni (Brugger, 2010).

2/ Vzhledem k rozvoji poznatkd vztahu mezi stfevnim mikrobiomem a rozvojem a progndzou
malignich onemocnéni (viz dfive, str. 35) je nasnadé otazka, jakou hraji pfirozené anti-Gal
protilatky, které vznikaji proti sachariddm stfevni mikrofléry, Glohu v systémové biologii malignich
onemocnéni. Pfi vyvoji testovaciho kitu ke kvantitativni detekci anti-Gal protilatek jsme
vySetrovali hladiny anti-Gal protilatek tridy IgG, IgA, IgM u pacient s vybranymi malignitami a
tyto hladiny porovnavali s hodnotami u kontrolni skupiny zdravych jedincd®®. Nase vysledky
ukazali, Ze koncentrace antigalaktosylovych protilatek v séru je zavisla na pohlavi: IgM anti-Gal
jsou u zdravych Zen ve vyssich titrech neZ u zdravych muzd (p < 0,01). Vséru pacientd
s karcinomem prsu, kolorektalnim karcinomem, karcinomem pankreatu a malignim melanomem
jsou pfitomny pfirozené protilatky proti galaktosylovému epitopu v koncentracich podobnych jako
u zdravych osob, a to v izotypech IgG, IgM a IgA. U pacientl, muzd, s kolorektalnim karcinomem
byly zjistény koncentrace IgA (tfida imunoglobulinou souvisejici se slizni¢ni imunitou) anti-Gal

8 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

' 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

* Hamanovd M., ZdraZilovd- Dubskd L., Valik D., Lokaj J. (2014): Natural antibodies against o
(1,3) galactosyl epitope in the serum of cancer patients. Epidemiol Mikrobiol Imunol. 63(2):130-3.
IF 0,306, Citace PubMed 1
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vyS$si nez u zdravych muzl (p < 0,01) (Priloha 20 — Graf 3), z cehoZ vyvstava otazka, zda ma tato
vy$si hladina souvislost s rozvojem kolorektalniho karcinomu ¢i je produkce IgA anti-Gal protilatek
reakci na pfitomnost tumoru. U pacientl s gastrointestinalnimi tumory bylo pozorovano, Ze vyssi
hladiny anti-Gal protilatek souvisi s horSim klinickym pridbéhem onemocnéni (Smorodin et al.,
2013). Nicméné v této studii nebyla provedena analyza hladiny anti-Gal s ohledem na stadium
onemocnéni, neni tedy zifejmé, jaky je vztah anti-Gal protildtek v progndze kolorektalniho
karcinomu. Tato problematika je v souc¢asné dobé predmeétem vyzkumu a klinickych hodnoceni.

3/ Poslednim aspektem anti-Gal v onkologii je potencidlni vyuZiti téchto protilatek vimunoterapii
malignich onemocnéni. Vzhledem kabundanci anti-Gal protildtek v lidském organizmu je
testovana imunoterapie pomoci a-gal glykolipidd aplikovanych intratumoralné (Whalen et al.,
2012). Byla provedena klinickd studie faze | seskalaci davky a-gal glykolipidd u pacientd
s karcinomem pankreatu scilem posouzeni toxicity a proveditelnosti, pficemz nebyla
zaznamenana vazna imunologicka toxicita véetné alergie (NCT00668382). Klinické hodnoceni faze
| s eskalaci mnoZstvi intatumoralné podanych a-gal glykolipidG bylo ukonceno také u pacientl
s malignim melanomem, vysledky zatim nejsou k dispozici (NCT00668512). Pfi intratumoralni
aplikaci a-gal glykolipidd dochazi k opsonizaci malignich bunék a nasledné aktivaci APC, co?
spousti systémovou imunitni reakci vic¢i nadorovym antigenim v misté aplikaci i pfipadnych
metastaz (Abdel-Motal et al.,, 2009; Qiu et al.,, 2011; Tanemura et al., 2013). Principem
imunoterapie a-gal glykolipidy je tedy pfeménit [éCeny tumor na docasnou vakcinu, kterd ,, nauci”
imunitni systém diky preexistujicim anti-Gal protildtkdm rozeznat a zlikvidovat metastatické
nadorové bunky exprimujici nadorové antigeny.

Vyse uvedené imunoterapeutické postupy predpokladaji adekvatni preexistujici imunitu a/nebo
adekvatni funkci imunitniho systému, kdy manipulace imunitniho systému spocivd pouze
v prezentaci nadorovych antigenld v kontextu nespecifické stimulace imunitniho systému.
NedostateCnou aktivaci imunitni odpovédi smérem k nadorovym antigenim Ize efektivnéji
prekonat terapeutickou aplikaci pfimo antigen prezentujich bunék tedy dendritickych bunék
stimulovanych in vitro nadorovymi antigeny. Jedna se o technologicky pomérné naro¢ny postup,
kdy se dendritické burky ziskavaji diferenciaci z autolognich prekurzort v periferni krvi pacienta.
Prekurzory dendritickych bunék mohou byt CD34+ buriky nicméné v dnesni dobé se vyuZivaji spise
relativné snadno dostupné cirkulujici monocyty, které plsobenim IL-4 a GM-CFS diferencuji do
imunokompetentnich dendritickych bunék. Takovéto burky je moZné stimulovat nadorovymi
antigeny, nativnimi nebo syntetickymi peptidy nadorovych antigenl ¢i cDNA nadorovych
antigent. Pulzované dendritické bunky jsou dale vystaveny matura¢nim faktorim nejcastéji typu
PAMPs (napf. LPS ¢i poly(l:C)) a stimulac¢nim cytokindm napf. IFNy ¢i TNFa. Takto vznikaji
semimaturované nebo maturované dendritické burky, které jsou nasledné v davkach aplikovany
onkologickym pacientim. Aplikace je zpravidla intradermaini pfipadné intranodalni.

V soucasné dobé je jedinym registrovanym IécCivym pfipravkem — protinddorovou vakcinou na bazi
dendritickych bunék sipuleucel-T (komeréni ndzev Provenge), coZ je autologni bunécnd
imunoterapie na bazi DC, ktera je indikovand u asymptomatického nebo minimalné
symptomatického hormonalné refrakterniho karcinomu prostaty. Tato vakcina je registrovana
FDA a jeji registrace v EU u Evropské lékové agentury byla na Zadost vyrobce z komercnich divodi
v kvétnu 2015 ukoncena. Cena vakciny v USA byla pfi registraci v roce 2010 93 tis. USD (Begley,
2012). V Ceské republice jsou protinddorové vakciny na bazi dendritickych bunék vyrdbény na
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dvou pracovistich a jsou predmétem klinickych hodnoceni. Pfipravky biotechnologické firmy
SOTIO jsou v soucasnosti v I-lll fazi klinickych hodnoceni; konkrétné se jedna o i/ pfipravek
DCVAC/PCa testované ve fazi lll u pacientd s metastazujicim kastracné rezistentnim karcinomem
prostaty, ii/ pripravek DCVAC/OvCa testovany ve fazi Il vkombinaci se standardni lé¢bou
u pacientek s epitelidlnim karcinomem vajecnik( a iii/ pfipravek DCVAC/LuCa testovany ve fazi I/Il
v kombinaci se standardni chemoterapii u pacientl s pokrocilym metastatickym nemalobunécnym
karcinomem plic. Vyjmenované pfipravky jsou in vitro pfipravené autologni dendritické buriky
pulzované imortalizovanymi nddorovymi bunéénymi liniemi (Podrazil et al., 2015). Druhym
pracovistém, které ma povoleni kvyrobé protinddorové imunoterapie na bazi dendritickych
bunék, v Ceské republice je Masarykova univerzita cestou centra ACIU Farmakologického Ustavu
Lékarské fakulty. Masarykova univerzita v souc¢asné dobé vyrabi a v klinickém hodnoceni faze |
(zadavatel: Masarykova univerzita, zkousejici pracovisté: Klinika détské onkologie FN Brno a LF
MU) testuje v klinickém hodnoceni ,Kombinovand protinddorova terapie s ex vivo
manipulovanymi dendritickymi burikami produkujicimi interleukin-12 u détskych, adolescentnich
a mladych dospélych pacientli s progredujicimi, relabujicimi nebo primarné metastatickymi
malignitami vysokého rizika“ (eudraCT 2014-003388-39)(KDO_DC1311, 2015) dendritické buriky
pulzované nadorovym lyzatem ziskanym z tumoru daného pacienta (vice od str. 70).

Z hlediska regula¢niho spadaji protinadorové vakciny na bazi dendritickych bunék do skupiny tzv.
léCivych pripravkl pro moderni terapie (ATMP), jeZz podléhaji Natizeni Evropského parlamentu a
Rady (ES) ¢. 1394/2007 ze dne 13. listopadu 2007 o |éCivych ptipravcich pro moderni terapii a o
zméné smérnice 2001/83/ES a nafizeni (ES) ¢. 726/2004. Pokud nejsou registrované, lze ATMP
podat pouze v ramci schvalenych klinickych hodnoceni nebo na zakladé nemocniéni vyjimky dle
Zakona €. 378/2007 Sh., o léCivech a o zménach nékterych souvisejicich zakon (zakon o |ééivech)
§49a. ATMP se rozdéluji do 3 zakladnich kategorii a ddle regulace rozeznavd kombinované a
hrani¢ni ATMP (Tabulka 6).

ATMP Definice

lécivy pripravek pro biologicky léCivy pripravek, ktery ma obé nasledujici vlastnosti:
somatobunécnou (a) obsahuje burnky nebo tkané, které byly predmétem zasadni manipulace, ¢imzZ doslo ke
terapii (sCTMP) zméné biologickych vlastnosti, fyziologickych funkci nebo strukturdinich vlastnosti
definovany v casti IV relevantnich pro zamyslené klinické pouziti, nebo bunky nebo tkané, které nejsou urceny k
pfilohy | smérnice pouZiti pro stejnou zakladni funkci (stejné zakladni funkce) u pfijemce a dérce, nebo z
2001/83/ES, ve znéni takovych bunék nebo tkani sestava;
pozdéjsich predpist (b) je predstaven s tim, Ze ma vlastnosti pro léCbu, prevenci nebo diagnostiku v pfipadé

onemocnéni na zakladé farmakologického, imunologického nebo metabolického plsobeni
svych bunék nebo tkani, nebo je za timto ucelem pouzivan u lidi nebo podavan lidem.

Pro ucely pismene a) se zejména manipulace uvedené v priloze | Natizeni (ES) ¢. 1394/2007
nepovazuji za zasadni manipulace: fezani, rozmeélfiovani, tvarovani, odstfedovani, namaceni
v antibiotickych nebo antimikrobialnich roztocich, sterilizace, ozafovani, oddéleni,
zahustovani nebo Cisténi bunék, filtrovani, lyofilizace, zmrazeni, kryokonzervace a vitrifikace.
Je treba poukdzat na to, Ze tento seznam manipulaci, které nejsou povazovany za zdsadni,
neni vycerpavajici.

pripravek tkariového pripravek, ktery:

inZenyrstvi (TEP) - obsahuje upravené burky nebo tkané nebo se z nich sklada a
definovany v odst. 1, - je prezentovan jako pfipravek majici vlastnosti, jez slouzi k obnové, opravé nebo nahrazeni
pismenu b) ¢lanku 2 lidskych tkani, nebo je za timto Gcelem u lidi pouzivan nebo je jim podavan.
Nafizeni (ES) €. Pripravek tkariového inZenyrstvi mizZe obsahovat buriky nebo tkané lidského nebo zviteciho
1394/2007 plvodu nebo oboji. Buriky nebo tkdané mohou byt Zivotaschopné nebo neZivotaschopné.

Mohou rovnéz obsahovat dalsi latky jako bunécné vyrobky, biomolekuly, biomateridly,
chemické latky, nosné struktury nebo matrice.
Z této definice jsou vynaty pripravky obsahujici nebo sestavajici vylu¢né z lidskych nebo
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zvitecich bunék nebo tkani, které nejsou Zivotaschopné, neobsahuji Zadné Zivotaschopné
tkané nebo bunky a jejich hlavnim ucinkem neni farmakologicky, imunologicky nebo
metabolicky Gcinek.

Odstavec 1, pismeno c) ¢lanku 2 Nafizeni (ES) €. 1394/2007 dale uvadi, Ze:

,Upravenymi“ bunkami nebo tkanémi se rozumi burnky nebo tkané, které splnuji alespon
jednu z téchto podminek:

- buriky nebo tkané byly predmétem podstatné manipulace, v jejimZ dlsledku bylo dosazeno
biologickych vlastnosti, fyziologickych funkci nebo strukturalnich vlastnosti podstatnych pro
zamyslenou regeneraci, opravu nebo vymeénu. Za podstatné manipulace nejsou povazovany
zejména manipulace uvedené v priloze |,

- buniky nebo tkané nejsou urceny k pouziti ke stejné zakladni funkci nebo funkcim u
prijemce shodnym se zakladni funkci nebo funkcemi u darce.

lécivy ptipravek pro Lécivym pfipravkem pro genovou terapii se rozumi biologicky IéCivy ptipravek, ktery ma obé
genovou terapii nasledujici vlastnosti:

(GTMP) definovany v (a) obsahuje U¢innou latku, kterd obsahuje rekombinantni nukleovou kyselinu pouzivanou u

Casti IV prilohy | lidi nebo podavanou lidem k regulaci, reparaci, vyméné, doplnéni nebo odstranéni genetické
smérnice 2001/83/ES, sekvence, nebo z takové rekombinantni nukleové kyseliny sestava;

ve znéni pozdéjsich (b) jeho terapeuticky, profylakticky nebo diagnosticky ucinek se vztahuje pfimo na sekvenci

predpisl rekombinantni nukleové kyseliny, kterou obsahuje, nebo na produkt genetické exprese této

sekvence.

Lécivé pripravky pro genovou terapii nezahrnuji vakciny proti infekénim onemocnénim.

kombinovany lécivy ATMP, ktery spliiuje tyto podminky:
pripravek pro moderni - musi obsahovat jako nedilnou soucast pripravku jeden nebo vice zdravotnickych
terapii podle odstavce  prostfedk ve smyslu ¢l. 1 odst. 2 pism. a) smérnice 93/42/EHS, nebo jeden nebo vice
1, pismena d) ¢lanku 2 aktivnich implantabilnich zdravotnickych prostfedkd ve smyslu ¢l. 1 odst. 2 pism. c) smérnice
Nafizeni (ES) &. 90/385/EHS a
1394/2007 - jeho bunécnd nebo tkanova ¢ast musi obsahovat Zivotaschopné buriky nebo tkané, nebo
- jeho bunécnd nebo tkanova ¢ast obsahujici neZivotaschopné buriky nebo tkané musi byt
schopna pusobit na lidské télo takovym ucinkem, ktery lze vzhledem k U¢inku uvedenych
zdravotnickych prostfedk( povazovat za hlavni.
PoZadavky na zdravotnické prostfedky a implantabilni zdravotnické prostredky jsou uvedeny
v prislusnych pokynech Evropské komise a v legislativé, jiz se fidi zdravotnické prostredky.

Tabulka 6: Klasifikace lécivych pFipravki pro moderni terapii.
Dle Diskusni dokument o klasifikaci lécCivych pripravki pro moderni terapie EMA/CAT/600280/2010 rev.1 (Reflection
paper).

VYSTUP 14: PROTINADOROVA TERAPIE NA BAZI DENDRITICKYCH BUNEK PRODUKUJICICH
IL-12

Vakciny z dendritickych bunék lze tedy vyrdbét a aplikovat pouze jako somato-bunécné lécivé
pfipravky, z ¢ehoz vyplyva, Ze vyroba DC vakcin se Fidi sprdvnou vyrobni praxi dle GMP guide (The
Rules Governing Medicinal Products in the European Union, Volume 4, Good manufacturing
practice) a dozor nad vyrobni &innosti provadi SUKL. Vhledem k tomu, Ze pfipravek obsahujici Zivé
bunky nemUze projit koncovou sterilizaci, jsou DC vakciny vyrabény sterilné v Cistych prostorech
(CP), co? je definovéno jako prostor, ve kterém je Fizena koncentrace ¢astic ve vznosu tak, aby
byla splnéna specifikovand tfida Cistoty pro Cdstice ve vznosu, a ve kterém jsou fizeny ostatni
relevantni parametry, napf. teplota, vihkost, tlak. CP pro sterilni vyrobu maji 4 tfidy Cistoty: A, B,
C, D, je jsou klasifikovany podle po¢tu &astic o velikosi 0,5 um a 5 um v 1m? ve stavu za klidu a za
provozu. Vystupni kontrola kvality DC vakciny je zaméfena na imunobiologické vlastnosti léCivého
pfipravku (diferenciace do DC, maturace, schopnost produkovat aktivacni cytokiny, schopnost
stimulovat imunitni systém v MLR) a na ovéreni neinfekénosti (sterilita, nepfitomnost
Mycoplasma spp.).
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K vyrobé lécCivého pfipravku na bazi dendritickych bunék, jak je definovana protokolem
(KDO_DC1311, 2015), se pro pulzaci antigeny vyuZije nddor pacienta, ktery je odebran pfi
chirurgickém zdkroku, a monocyty pacienta, které jsou ziskany leukaferézou. Nasleduje vyrobni a
kontrolni proces a do 30 dni od zahajeni vyroby je moZné LP propustit k aplikaci (Obrazek 37).

Obrdzek 37: Schéma pfipravy personalizované
[ ]

protinadorové  vakciny z  autolognich
pacient n dendritickych bunék.

Pri diagnostické a/nebo terapeutické resekci
tumoru je ¢dst tkané odebrdna. Bezprostredné
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eClv . , . .. v . v
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pripravek odbér & y: . p . .
o r—_‘L pouZit pro vyrobu vakciny. Pacientovi jsou

odebrdny leukaferézou mononukledry, které
jsou rozdéleny elutriaci do nékolika frakci a
frakce bohatd na monocyty je nasazena
k diferenciaci pomocic IL-4 a GM-CSF do
dendritickych ~ bunék. Po  nékolikadenni

S
Sralé - S:ti;;\;e é kultivaci jsou k nezralym dendritickym burikam
derdiiks " AR v pr/danyv f)r/pra\{ene nddorové ant/?,eny, ({
budky w maturacni cytokiny LPS a IFNy. Po dalsi kratké

kultivaci jsou dendritické bunky sklizeny a
v zamraZovacim médiu rozalikvotovdny na
ddvky, které jsou pripraveny k aplikaci a ke
kontrolnim  procesum.  Pokud  Uspésné
probéhne kontrola kvality vyrobené sarZe
lécivého pripravku, miZe byt propustén k aplikaci pacientovi. Aplikace DC vakciny probihd intradermdiné a misto vpichu
je pred aplikaci osetfeno imiquimodem, ktery stimuluje TLR-7 a -8 (Schon and Schon, 2007a; Schon and Schon, 2007b).
DC vakcina se aplikuje opakované s odstupem nékolika tydni. Veskeré Cinnosti tykajici se vyroby DC vakciny od odbéru
nddorové tkdné po transport lécivého pripravku k aplikaci probihaji v reZimu SVP.

nezrale

dendriticke

buriky

Analyza klinickych hodnoceni DC vakcin u pacientd s pokrocilym melanomem, karcinomem
prostaty a renalnim karcinomem prokazala objektivni klinickou odpovéd mezi 7,7 a 12,7 % a
objektivni klinicky benefit 30-54 % (Draube et al., 2011; Engell-Noerregaard et al., 2009). Casnd
klinickd hodnoceni prokazala, Ze vyuziti protinddorové imunoterapie zaloZzené na dendritickych
bunikach ma vyssi klinicky efekt oproti pfimé vakcinaci antigeny bez APC (Rosenberg et al., 2004).
Podil pfirozené imunity v podobé dendritickych bunék je pfi rozvoji efektivni protinadorové
obrany rozhoduijici. Bez stimulacniho kontextu v podobé interakce s kostimulaénimi molekulami a
pUsobeni aktivacnich cytokind, ktery T-lymfocytdim poskytuje pfirozend imunita, se v lymfatickych
uzlindch nerozviji G¢innd protinadorova obrana. Bez uvedeného kontextu je u T-lymfocytl
navozena anergie nebo apoptdza a maligni klon, ktery antigenné stimuloval imunitni systém,
mlzZe byt tolerovan. Ztohoto dlvodu se vdnésni dobé provadi protinddorovd vakcinace
dendritickymi bunkami po aplikaci maturacnich stimul( v podobé TLR a cytokin(. Stimulaéni
dendriticka burika je vybavena kostimulac¢nimi molekulami, adhezivnimi molekulami pro interakci
s T-lymfocyty a produkuje vysokou koncentraci IL-12 a malé mnoZstvi inhibi¢niho cytokinu IL-10
(Obrazek 38).
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Obrdzek 38: Zdakladni imunobiologie protinadorové vakciny z autolognich dendritickych bunék.

Exprese provrchovych znak( a cytokin( predstavuje charakteristiku dendritickych bunék = LP vyrobeného ve studii
KDO_DC1311. Vakcina zdendritickych bunék je aplikovdna intradermdiné a viabilni dendritické buriky migruji do
spddové lymfatické uzliny, kde probihd antigenni stimulace T-lymfocyti. Zakladni imunofenotyp dendritickych bunék je
CD14- CD163- CD103+/- CD11c+ CD11b+. CD11c a CD11b (receptor pro C3b sloZku komplementu) jsou integrinové
molekuly typické pro myeloidni buriky. Ztrdta molekuly CD14 (monocyty jsou pozitivni) poukazuje na uspésnou in vitro
diferenciaci. CD163 je scavenger receptor pro komplex hemoglobin-haptoglobin a jeho exprese je typickd pro monocyty
a makrofdgy (Fabriek et al., 2005); negativita CD163 svedci o tom, Ze z monocytu nebyly in vitro diferencovdny
makrofdgy. CD197 je chemokinovy receptor CCR7 a jeho exprese je zdsadni pro migraci dendritické bunky
v chemokinovém gradientu do parafolikuldrnich oblasti lymfatické uzliny, kde je znacnd koncentrace T-lymfocytt (Ohl et
al., 2004). €D44, povrchovy glykoprotein odpovédny za mezibunécné interakce, je nazyvdn také HCAM (homing cell
adhesion molecule). Tato molekula na povrchu dendritickych bunék je ddleZitd pro interakci s T-lymfocyty pri jejich
antigen-dependentni stimulaci (Hegde et al., 2008), ale také pro shlukovdni dendritickych bunék (Termeer et al., 2001).
CD54 neboli ICAM1 (InterCellular Adhesion Molecule-1) je ligandem leukocytdrniho integrinového komplexu
CD11a/CD18 (LFA-1). Interakce mezi CD54 a LFA-1 usnadriuje mezibunécny kontakt (Dustin et al., 1986) a to i pfi
imunitnim spoji (Carrasco et al., 2004). Exprese CD54 na dendritickych burikych je ukazatelem jejich aktivace a
schopnosti efektivné prezentovat antigeny T-lymfocytum (Sheikh and Jones, 2008). HLA-Dr je antigen prezntacni
komplex MHC II; je pozitivhé exprimovdn na APC. CD86 je kostimulacni molekula dileZitd pro poskytnuti 2. signdlu T-
lymfocytiim (viz Obrdzek 19, str. 43). CD83 je maturacni znak dendritickych bunék (Zhou and Tedder, 1995). Exprese
CD40 na dendritickych burikdch zvysuje jejich antigen-prezentacni schopnost (viz Obrdzek 19, str. 43). OX-40L na povrchu
dendritickych bunék interaguje s OX-40 na povrchu T-lymfocytl, coZ zvysSuje preZiti efektorovych bunék a tim
pravdépodobné zajistuje produkci pamétovych T-lymfocytu (Sugamura et al., 2004). Negativita ILT-3 poukazuje na to, Ze
dendritické buriky z protinddorové vakciny nemaji tolerogenni potencidl (Manavalan et al., 2003), stejné jako produkce
IL-12, kterd je vyrzané vyssi néZ produkce IL-10.

Soucasti sledovani pacientl v klinickém hodnoceni KDO_DC1311 je i podrobny imunomonitoring
cirkulujich element( periferni krve. Imunomonitoring, ktery jsem sestavila, zahrnuje kvantitativni
(proporéné i absolutni hodnoty) stanoveni MDSC; T-reg; subpopulaci monocyt(; maturacni a
aktivaéni subsety T-lymfocyt( (Obrazek 39) a subsety T-lymfocyt( dle exprese ICOS, PD-1, Tim-3;
NK-bunky a NKT-like burnky véetné aktivacnich znaku; y& T-lymfocyty véetné subset(l a exprese
NKG2D. Parametry imunomonitoringu mame k dispozici pred vakcinaci (baseline hodnoty) a dale
sledujeme dynamiku v ¢ase s postupujicimi davkami protinddorové vakciny (Obrazek 40).
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Obradzek 39: Maturacni
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MHC |l slouZici jako aktivacni znak. Naivni lymfocyty bez dosavadni antigenni stimulace jsou CD27+ RO- CCR7+.
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Obrdzek 40: Ukdzka dynamiky maturaénich subseti T-lymfocytii v kontextu poddni protinddorové vakciny na badzi
dendritickych bunék.

Dynamika subsetu T-lymfocyti predstavuje redlné vysledky pacienta, jemuZ byla aplikovdna protinddorovd vakcina z
dendritickych bunék v ramci klinického hodnoceni KDO_DC1311.

VLEVO - maturacni subsety u CD4+ Th-lymfocytd. VPRAVO - maturacni subsety u CD4+ Th-lymfocyti. Posun
v maturacnich subsetech je po sméru hodinovych rucicek. DOLE — s aplikaci DC vakciny nardstd proporce cytotoxickych T-
lymfocyti s aktivovanym imunofenotypem CD27- HLA-Dr+ a klesd proporce naivnich T-lymfocyti CD45RO- CD27+
CCR7+.
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MIKRO- A MAKROPROSTREDI NADORU: ANGIOGENEZE, ENDOTEL A KREVNI DESTICKY

NADOROVA ANGIOGENEZE — ZAKLADNI PRINCIPY

Angiogeneze, neboli novotvorba cév, je nezbytnou podminkou pro rlst nadoru presahujici
velikost 1-2 mm?, jeliko? pti této velikost jiz nestali prosta diftze k zasobeni nadoru Zivinami a
kyslikem a také k odstranéni odpadi z metabolismu (Folkman, 1971). Nasledné je nadorova
neovaskulatura vyznamna pro dalsi aspekty progrese rakoviny jako deregulace metabolizmu
nadoru a tvorba metastaz.

Za fyziologickych podminek jsou u dospélého jedince klidové endotelialni bunky cév udrzovany
autokrinni signalizaci (VEGF, Notch, angiopoetin-1, FGFs). Endotelidlni bunky jsou vybaveny
senzory hladiny kysliku a faktory indukovanymi hypoxii jako jsou proteiny s PHD2 doménou a HIF-
20, jejichz aktivace umozZnuje upravit tvar cévy, aby byl zajistén optimalni pritok krve.
Endotelidlni burnky vzajemné propojené molekulami jako jsou VE-kadherin ¢i klaudiny tvofi
jednovrstevnou hydrodynamickou vystelku cévy, kterd je v bezprostfednim kontaktu s krvi. Vrstva
endotelidlnich bunék je pokryta pericyty, které pfispivaji k integrité endotelidlnich vrstvy, napr.
inhibuji proliferaci endotelii a produkuji signdly potfebné k preZiti edotelii (VEGF, Ang-1).
Endotelidlni bunky a pericyty produkujici proteiny tvofici bazalni mebranu.

Nadorova angiogeneze je iniciovana chemickymi latkami produkovanymi nadorem. Zasadni
pocatecni stimul pro iniciaci nddorové angiogeneze je hypoxie v rostoucim nadoru. Hypoxie vede
k up-regulaci hypoxii indukovanych transkripénich faktor(li HIF-1la a HIF-2a, které jsou hlavni
regulatory homeostazy kysliku a klicové regulatory proangiogennich signalll (rodina VEGF). Pri
stimulaci angiogeneze dochazi k aktivaci plvodné klidovych endotelidlnich bunék a jejich
rychlému rdstu. Mechanizmus angiogeneze je sloZity vicestupnovy proces, ktery je regulovan
vétsim poctem humordlnich plsobk(, zejména cytokin(, adhezivnich molekul, proteolytickych
enzymU a nizkomolekularnich latek, které jsou exprimovany nékolika bunéénymi typy — bunikami
samotného nadoru, endotelidlnimi bunkami, pericyty a fibroblasty, ale také burikami imunitniho
systému a trombocyty (Obrazek 41, ddle pak Obrazek 51).

Na drovni tvorby novych cév byly pozorovany rlzné zplsoby a aspekty vaskulogeneze. Pfi
nadorové angiogenezi se velmi ¢asto uplatiiuje i/ tzv. pu€eni (angl. sprouting), kdy zjedné
z endotelidlnich bunék vznika tzv. vrcholova bunka (angl. tip cell) kterd zméni polaritu, ¢astecné
migruje a vytvari pocatek vybézku nové vzniklé cévy; ii/ migrace endotelialnich progenitort (EPC)
z kostni dfené a jejich integrace do nové vznikajicich cév; iii/ intususcepce, kdy po vchlipeni
puvodni cévy vznikaji nové cévy; iv/ nddorové mikroprostfedi mize kooptovat stavajici cévy; v/
tzv. vaskuldrni mimikry (angl. vascular mimicry), kdy stény kapildr v nadoru mohu byt
spolutvofeny pfimo nadorovymi burikami; a byla popsana i vi/ diferenciace cytogeneticky
nestabilnich nadorovych kmenovych bunék do bunék endotelidlnich a jejich nasledna inkorporace
do vznikajici nddorové vaskulatury (Carmeliet and Jain, 2011).
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Obrdzek 41: Zakladni kroky v nadorové angiogenezi.

Angiopoetin-1 (Ang1) je exprimovdn fadou bunék a jeho vazba na receptor endotelidlnich bunék Tie2 umoZriuje udrZeni
integrity cév. Hypoxické maligni buriky produkuji VEGF-A, jehoZ urcité izoformy se vazi na VEGFR-2 (Ferrara, 2009) a ko-
receptor neuropiliny NRP-1 ¢i NRP-2 (mohou transdukovat signdl po vazbé VEGF i nezdvisle na VEGFR-2 (Neufeld and
Kessler, 2008) na povrchu endotelidlnich bunék. Izoformy VEGF produkuji také buriky nddorového stromatu a samotné
endotelidlni buriky. Vazba VEGF na jeho receptory na endotelidlnich burikdch vede k jejich proliferaci, migraci, prezivani
a prispiva k permebilizaci cév. Nadorové buriky, buriky nddorové stromatu a také VEGFem stimulované endotelidlni
buriky produkuji matrixové metaloproteindzy (MMP), které Stépi bazdlni membrdnu a extraceluldrni matrix. Degradace
bazdlni membrany zvysSuje mobilitu endotelidlnich bunék a signdlni molekuly uvolnéné z extraceluldrni matrix ddle
prispivaji k regulaci angiogeneze. Za hypoxickych podminek a/nebo stimulaci pomoci VEGF exprimuji endotelidini buriky
angiopoetin-2 (Fiedler et al., 2004). Angiopoetin-2 kompetuje s Angl o vazbu na Tie2, coZ vede k abnormdlnimu pokryti
cévy pericyty, destabilizaci cév a zvySeni vaskuldrni permeability a to ndsledné umoZniuje vétveni (angl. sprouting)
stavajicich kapildr. VEGFem stimulované endotelidlni bunky a nékteré nddorové buriky produkuji PDGF-B a bFGF
stimuluje pericyty k expresi receptoru pro PDGF-B, tedy PDGFR-8 (Kano et al., 2005). PDGF-B je vyznamnym atraktorem
pericytu jak z lokdlniho prostredi tak progenitori perivaskuldrnich bunék (PP) z kostni diené (Song et al., 2005). Bez
PDGFR signalizace je vaskulatura nezrald, bez dostatku pericytd a ndchylnad k regresi (Bergers et al., 2003).

Nadorova hypoxie a stimulace angiogeneze béhem progrese maligniho tumoru vede k produkci
plGsobk( (VEGF, SDF-1), stimulujicich mobilizaci endotelidlnich progenitor( (EPC, Obrazek 41)
z kostni dfené a jejich inkorporaci do nové vznikajici aplastické nadorové vaskulatury. EPC je
mozné detekovat v periferni krvi (Obrazek 42) a jejich hladina koreluje s progresi onemocnéni
(Ammendola et al., 2015; de la Puente et al., 2013) a mlzZe byt prediktorem progrese u renalniho
karcinomu (Yu et al., 2014).

000 Obrdzek 42: Hladina EPC u pacientii s kolorektdlnim karcinomem a

250 e ot kontrolni skupiny.
Endotelidlni progenitory byly detekovdny jako CD146+ CD34+
. e | P:fm CD45dim/+ buriky s kvantifikaci v ndvaznosti na fluorescencni kulicky.
§ 150 v ooz PrestoZe nebyl pozorovdn statisticky vyznamny rozdil mezi tremi
B} P 700m definovanymi skupinami, trend k nejvyssi hladiné EPC byl u pacienti

1000 206/mL

s malignim onemocnénim lécenych chemoterapii bez kombinace s
500 cilenou anti-angiogenni latkou.
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PROTINADOROVA TERAPIE CILENA NA NADOROVOU ANGIOGENEZI

Poté co Judah Folkman postuloval a experimentalné potvrdil klicovou roli angiogenniho prepnuti
(angl. angiogenic switch) pro progresi tumoru, zacal se vyvoj protinadorové terapie ubirat smérem
k potlaceni vzniku novych cév v nadorovém mikroprosttedi s cilem sniZit denzitu kapilar a tim
eliminovat nador (Teng et al., 2010).

V soucasné dobé je registrovano nékolik specificky IécCivych pfipravkd cilicich na nadorovou
angiogenezi — bevacizumab, aflibercept, ramucirumab. Dalsi pfimé reguldtory/inhibitory
angiogeneze jsou predmétem vyvoje, preklinického a klinického hodnoceni. Ddle jsou
pro protinadorovou lécbu k dispozici cilené pfripravky, jejichz efekt je vice ¢i méné spojen
s regulaci angiogeneze.

Bevacizumab je rekombinantni humanizovana monoklonaini protilatka (k rekombinantnim
protilatkdm vice na str. 62) proti endothelialnimu rdstovému faktoru (VEGF). Vazba bevacizumabu
na VEGF interferuje s vazbou VEGF na VEGF-R a bevacizumab tak inhibuje pro-angiogenni funkci
VEGF. Vsoudasnosti je vEvropé bevacizumab indikovan pro lécbu i/ metastatického
kolorektalniho karcinomu v kombinaci schemoterapii (viz Vystup 15) ii/ pokrodilych,
metastatickych nebo rekurentnich nadorl plic, pleury a mediastina v kombinaci s chemoterapii,
iii/ pokrodilych nebo rekurentnich karcinom( ovarii nebo tuby v kombinaci s chemoterapii, iv/
metastatického karcinomu ledvin vkombinaci sIFN-a, v/ metastatického karcinomu prsu
v kombinaci s chemoterapii (EMA, 2015a), vi/ pfetrvavajiciho, rekurentniho nebo metastazujiciho
karcinomu délozniho cipku v kombinaci s paklitaxelem a cisplatinou nebo alternativné u
pacientek, kterym nemuze byt podana lécba platinou, s paklitaxelem a topotekanem. V soucasné
dobé probihaji klinickd hodnoceni bevacizumabu pro dalsi indikace.

Aflibercept (VEGF trap) je rekombinantni fuzni protein skladajici se z extraceluldrni domény
lidského VEGFR-1 a VEGFR-2 a z Fc fragmentu lidského IgG1. Aflibercept vaze VEGF v cirulaci a tim
blokuje jeho dostupnost pro VEGF-receptory. Aflibercept je noveé registrovan pro Ié¢bu mCRC.

Ramucirumab je monoklondini protilatka proti VEGFR-2. Ramucirumab je indikovan pro lécbu 2.
linie pokrocilého karcinomu Zaludku nebo gastroezofagedlni junkce v kombinaci s paklitaxelem.

Nizkomolekularni tyrozinkinazové inhibitory interferuji s fosforylaci a transdukci signalu z
tyrozinkinaz. Jejich léebny efekt vychazi z poznatku, Ze urcité tyrozinkinazy jsou v nadorovych
bunkach konstitutivné aktivovany nebo jejich aktivace pfrispivd k progresi malignity.
Nizkomolekularni tyrozinkindzové inhibitory blokuji transdukci signdlu ztyrozinkindzovych
receptorll véetné PDGF-receptor(li, VEGF-receptor(l, a tim potlacuji také nadorovou angiogenezi.
Nizkomolekularni tyrozinkindzové inhibitory se pouzivaji klécbé malignich onemocnéni
v monoterapii, v kombinaci schemoterapii jsou toxické. V soucdasnosti je vEvropé sunitinib
indikovan pro lécbu i/ inoperabilnich nebo metastatickych gastrointestinalnich stromalnich
nadorl po progresi na imatinibu, ii/ metastatického karcinomu ledvin, iii/ metastatického
neuroendokrinniho nadoru pankreatu (EMA, 2015c). Sorafenib pUsobi jako inhibitor nékolika
tyrozinkindz (vCetné receptorovych VEGFR, PDGFR) a Raf kindz. V soucasnosti je sorafenib
registrovan pro |é¢bu hepatocelularniho karcinomu, pokrocilého rendlniho karcinomu a v urcitém
stadiu diferencovaného karcinomu Stitné Zlazy. Pazopanib je multikindzovy inhibitor je
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registrovan pro lécbu pokrocilého rendlniho karcinomu a u nékterych typl sarkomd mékkych
tkani.

Anti-angiogenni komponentu maji také mTOR inhibitory (temsirolimus, everolimus). Inhibice
mMTOR interferuje se syntézou protein(, které reguluji proliferaci, rlist a prezivani nadorovych
bunék. Vzhledem ktomu, Ze jednou z downstream molekul mTOR je klicovy regulator faktor
angiogeneze HIF-1a, tlumi inhibice mTOR také syntézu VEGF a potazmo reguluje nadorovou
angiogenezi (Wan et al., 2006). Tento efekt se vyznamné uplatfiuje u renalniho karcinomu, s jehoz
etiopatogenezi je béZné spojena mutace nadorového supresoru VHL, ktery je klicovym faktorem
degradace HIF-1a (Thomas et al., 2006).

VYSTUP 15: BEVACIZUMAB A CHEMOTERAPIE V 1. LINII LECBY METASTATICKEHO
KOLOREKTALNIHO KARCINOMU V KONTEXTU MUTACE GENU KRAS

Mutace genu KRAS (v soucasnosti s rozsifenim na celou skupinu genu RAS (Vystup 1, str. 15) je
v soucasnosti jedinym prediktivnim faktorem v algoritmu lé¢by metastatického kolorektdlniho
karcinomu anti-EGFR monoklonalnimi protilatkami. Nicméné vzhledem k interakci aktivovaného
genu KRAS s bunécnou signalizaci regulujici angiogenezi (Tabulka 7) je raciondlni polozit si otazku,
zda mutace genu KRAS intereferuje s Ié¢bou 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 proangiogenniho IL-8 (Sparmann and Bar-Sagi, 2004)
Ras signalizace vede ke sniZené produkci anti-angiogenniho trombospondinu-1 (Watnick et al., 2003).

Inhibice konstitutivné aktivovaného KRAS vedla k snizené expresi proangiogennich IL-6, IL-8, VEGF-A (Wang et al.,
2015b).
Tabulka 7: Vliv signalizace Ras a aktivacéni mutace genu Ras na angiogenezi.

Provedli jsme analyzu dat vregistru CORECT, ktery obsahuje informace o pacientech
s kolorektalnim karcinomem lé¢enych cilenou lé¢bou®. Analyzovali jsme 1622 pacientd, kte¥i byli
|é¢eni mezi lednem 2005 a dubnem 2013 pro metastaticky kolorektdlni karcinom v prvni linii
bevacizumbem s chemoterapii FOLFOX, XELOX, FOLFIRI nebo XELIRI a méli znamy statut mutace
v genu KRAS. Mutace v genu KRAS (detekovana dle soudobych postupl tedy v kodonech 12 a 13
(Vystup 1) zjisténa u 40,6 % jedincU. Incidence somatické mutace v genu KRAS neméla souvislost
s pohlavim pacient(, lokalizaci primarniho tumoru, vykonostnim stavem, resekabilitou metastaz,
ani metastatickym postiZzenim 2 a vice organ(. Vyznamny rozdil s ohledem na mutaci v KRAS byl
ve veéku v ¢ase zahajeni [éCby; kupodivu byl medidan u podskupiny s mutovanym genem KRAS 63
let a u podskupiny s WT KRAS 61 let (p<0,001). Z hlediska metastatického postizeni nebyl rozdil
vincidenci jaternich (pfitomny u 67,7 % pacientd s WT KRAS a 64,0 % s mutaci KRAS) ani
peritonealnich metastdz. Pacienti s mutaci v KRAS méli spiSe méné metastdz v lymfatickych
uzlinadch (u 26,1% pacientd s mutaci KRAS a u 30,7 % pacientd s WT KRAS, p=0,073). Naopak

2! 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 mutaci KRAS méli ¢astéji plicni metastazy (32,0 %) nez podskupina bez mutace (23,8 %),
p = 0,001 (Pfiloha 21 — Table 1). Dlvod pro zvyseny pocet plicnich metastaz v souvislosti s mutaci
KRAS neni doposud zndm. Vezmeme-li v Uvahu také trend k nizsi frekvenci postizeni lymfatickych
uzlin, mizeme se domnivat, Ze maligni bunky s mutaci KRAS se Sifi spiSe hematogenni cestou.
V tomto pripadé mlze mutace KRAS poskytovat burice vyhodu v podobé aktivace drah spojenych
s produkci tkdnového faktoru (Rao et al., 2011), cyklooxygendzy-2, MMP-9 (Wang et al., 2009) i
katepsinu B (Chan et al.,, 2010), coZ nasledné pfrispiva k efektivnéjsi interakci maligni buriky
s trombocyty, ¢imzZ se zvysuje ochrana malignich bunék v cirkulaci a tedy i metastaticky potencial.

Analyza preZiti bez progrese a celkového preziti ukazala, Ze median PFS u a skupiny pacientl
s wild-type KRAS bylo 11,5 mésici a u skupiny pacientl s mutaci v KRAS bylo 11,4 mésicl a
median OS byl u wild-type KRAS 30,7 mésicl a u pacientd s mutaci v KRAS 28,4 mésict (Obrazek
43). Jednoleté celkové preziti bylo u wt-KRAS 88,1% (95% Cl 85,9% - 90,3%) oproti 89,2 % (95% Cl
86,6 % - 91,8 %) u mutKRAS. Dvouleté celkové preziti bylo u wt-KRAS 63,0 % (95% CI 59,5 % - 66,5
%) oproti 58,5 % (95% Cl 53,8 % - 63,2 %) u mutKRAS. Trileté celkové preziti bylo u wt-KRAS 41,8 %
(95% Cl 37,8 % - 45,8 %) oproti 38,1 % (95% Cl 32,8 % - 43,5 %) u mutKRAS. Je tedy zifejmé, Ze
aktivacni mutace KRAS (detekovana vkodonu 12 nebo 13) neovliviiuje |écebnych efekt
bevacizumabu a chemoterapie v prvni linii [é€by metastatického kolorektdlniho karcinomu.
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Obradzek 43: Klinicky efekt lécby mCRC v prvni linii bevacizumabem a chemoterpii dle statutu genu KRAS.
Analyza preZiti bez progrese (PFS) (vlevo) a celkového preZiti (OS) (vpravo).

Multivariacni analyza tohoto souboru pacientl ukazala, Ze na preZiti bez progrese onemocnéni
nema kromé mutacniho stavu KRAS vliv ani pohlavi, vék, misto primarniho nadoru, synchronni
metastdzy, typ chemoterapie poddvané v prvni linii s bevacizumabem. Vyznamné horsi PFS bylo
povrzeno v pripadé metastatické postiZeni 2 a vice organu. Na celkové preziti mély negativni vliv
synchronni metastazy a metastatické postizeni dvou a vice organd. Pacienti, ktefi méli v prvni linii
s bevacizumabem chemoterapii s oxaliplatinou, méli tendenci k lepSimu preZiti oproti tém, ktefi
zacali lécbu pro metastatické onemocnéni s chemoterapii s irinotekanem (Obrazek 44).
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Obrdzek 44: Vysledky multivariaéni Cox analyzy u pacientd s mCRC Ié€enych v prvni linii bevacizumabem a
chemoterapii.

Podrobnéjsi pohled s ohledem na mutacni status KRAS ukdzal, Ze preZiti bez progrese je negativné
ovlivnéno multiorgdnovym metastatickym postiZzenim nezavisle na KRAS. V pripadé kolorektalniho
karcinomu s mutaci genu KRAS vedly synchronni metastdzy k vyznamné kratSimu preZiti bez
progrese. Naopak u pacientl s wild-type KRAS nebyly synchronni metastazy negativnim faktorem
z hlediska preZiti bez progrese. Z hlediska celkového preziti bylo postizeni dvou a vice organl
negativnim prognostickym faktorem nezdvisle na mutaci KRAS. V pfipadé, Ze kolorektalni
karcinom nebyl mutovany v genu KRAS, znamenaly synchronni metastazy kratsi celkové preziti.
Pacienti s mutaci vgenu KRAS (ale ne WT KRAS), ktefi byli v prvni linii 1é¢eni chemotrapii
s irinotekanem méli tendenci ke kratsimu celkovému preziti (Tabulka 8). Median celkového preziti
byl nasledujici: WT KRAS / oxaliplatinovd cht 31,0 mésici (95% Cl 28,7-33,4), KRAS mutace /
oxaliplatinova cht 29,1 mésicd (95% Cl 26,2-32,1), WT KRAS / cht s irinoteknem 29,2 mésic( (95%
Cl 21,9-36,6), KRAS mutace / cht s irinotekanem 24,2 mésict (95% Cl 21,9-26,4).

Tested category
/ Reference

category N HR p-value n HR p-value
(95% Cl) (95% Cl)
Gender Female / Male 371/593 0.97 0.642 253/405 1.01 0.910
(0.83;1.12) (0.84; 1.22)
Age >65/<65yrs 271/691 1.08 0.358 250/406 0.91 0.328
(0.92; 1.27) (0.75; 1.10)
Site of primary | Rectum /Colon | 371/593 1.09 0.266 260/398 0.92 0.353
tumour (0.94; 1.26) (0.76; 1.10)
M of primary M1/ MO 563/401 0.96 0.545 417/241 1.32 0.005
tumour (0.83; 1.11) (1.09; 1.59)
2 and more Yes / No 338/427 1.37 <0.001 238/309 1.77 <0.001
metastasis (1.16; 1.62) (1.43; 2.18)
Chemotherapy | OX based /IRI 806/158 1.07 0.464 550/108 1.12 0.351
based (0.89; 1.30) (0.88; 1.43)

Tested category
/ Reference

category

80



(95% Cl) (95% Cl)
Gender Female / Male 371/593 1.00 0.993 253/405 0.91 0.443
(0.83; 1.21) (0.71; 1.16)
Age >65/<65yrs 271/691 1.10 0.408 250/406 0.95 0.715
(0.88; 1.36) (0.75; 1.22)
Site of primary | Rectum / Colon 371/593 1.12 0.238 260/398 1.09 0.506
tumour (0.93; 1.35) (0.85; 1.39)
M of primary M1/ MO 563/401 1.25 0.020 417/241 1.20 0.155
tumour (1.03; 1.50) (0.93; 1.54)
2 and more Yes / No 338/427 1.43 0.001 238/309 2.00 <0.001
metastasis (1.15; 1.77) (1.52; 2.63)
Chemotherapy | OX based /IRI 806/158 0.90 0.345 550/108 0.79 0.108
based (0.71;1.13) (0.58; 1.05)

Tabulka 8: Vysledky jednorozmérné Coxovy analyzy celkového preZiti a preZiti bez progrese pro podskupiny s wild-
type KRAS a mutovanym KRAS.
Statisticky vyznamny rozdil je vyznacen cCervené.

Zajimalo nds také, zda ma lokalizace metastatického postiZzeni prognosticky vyznam v kontextu
mutace KRAS. Obecné jsme nepozorovali vyznamny rozdil v preZiti v zavislosti na lokalizaci
metastaz. Pouze u skupiny pacientd s mutaci v KRAS jsme pozorovali tendenci k delSimu preZiti u
pacientU s plicimi metastazami (Priloha 21, Figure 4).

Doposud bylo publikovdno nékolik studii hodnotici mutaci v genu KRAS v kontextu terapie
s bevacizumabem u metastatického kolorektalniho karcinomu. VétSina vysledkd byla ziskana
sekunddrné zklinickych hodnoceni porovnavajich efekt bevacizumabu a anti-EGFR terapie.
V téchto hodnocenich stejné tak jako v nasi studii je obtizné hodnotit celkové preziti, jelikoz
pacienti jsou po prvni linii 1é¢by s bevacizumab dale 1éCeni v rlznych reZzimech (Tabulka 9).

Hodnoceni Terapeuticky rezim n KRAS PFS KRAS WT/MT 0S KRAS WT/MT
WT/MT (%)  (mésice) (mésice)

AVF2107g (Hurwitz et B+IFL 85/44 13.5vs 9.3; p=NS 27.7 vs 19.9; p=NA

al., 2009) (66/34)

PACCE (Hecht et al., B+oxaliplatin-based 261/164 11.5vs 11.0; p=NA 24.5 vs 19.3 p=NA

2009) B+irinotecan-based (61/39) 12.5vs 11.9 p=NA 19.8 vs 20.5 p=NA

AGITG MAX (Price et B+Capecitabine+/- 224/90 8.8 vs 8.2; p=NS 19.8 vs 17.6; p=NS

al., 2011) mitomycin (71/29)

(Saltz et al., 2012) B+mFOLFOX6 49/36 10.9vs 12.1; p=NA 18.8 vs 22.4; p=NA
(58/42)

CAIRO-2 (Tol et al., B+CAPOX 156/108 10.6 vs 12.5; p=0.80 22.4 vs 24.9; p=0.82

2009) (59/41)

MACRO (Diaz-Rubio et B+XELOX 219/175 10.9 vs 9.2; p=0.0038 26.7 vs 18.4; p=0.0002

al., 2012) (56/44)

FIRE-3 (Stintzing et al., B+FOLFIRI 334/62 10.4 vs 12.2; p=NA 25.9 vs 20.6; p=NA

2013)

Nase analyza — CORECT | B+oxaliplatin-based 964/658 11.4 vs 11.4; p=0.970 31.0vs 29.1; p=0.558

B+irinotecan-based 12.1vs 11.3; p=0.704 29.2 vs 24.2; p=0.212

Tabulka 9: Prehled dosavadnich studii a klinickych hodnoceni srovndvajicich parametry preZiti v kontextu KRAS mutace

u pacienti s kolorektdlnim karcinomem Iééenych bevacizumabem.
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Klinicky efekt bevacizumabu, jak byl stanoven v klinickych studiich, je nejvyznamnéjsi pravé u
metastatického kolorektalniho karcinomu, kde se diky jeho pfiddni k chemoterapii PFS i OS
prodluZuje radové o jednotky mésict (1 - 5) (Hurwitz et al., 2004). Obdobny efekt na PFS byl
pozorovan u metastatického karcinomu prsu a metastatického karcionomu ledvin, bez
vyznamného efektu na prodlouzeni celkového preziti (Escudier et al., 2010).

Mimo limitovanou ucinnost bevacizumabu u |écby pacientd s metastatickym malignim
onemocnénim jsou dalsi vyznamné aspekty klinického efektu anti-VEGF terapie: i/ neucinnost
bevacizumabu v monoterapii (Giantonio et al., 2007), ii/ vznik rezistence k bevacizumabu (Bergers
and Hanahan, 2008), iii/ neléinost bevacizumabu mimo makroskopicky metastatické
onemocnéni, napf. v adjuvanci (Allegra et al., 2011). Tato pozorovani svéd¢i o tom, Ze pUvodni
koncept inhibice angiogeneze vedouci k zdsadni regresi tumoru diky eliminaci pfisunu kysliku a
Zivin neni tak pfimocary, jak se predpokladalo. Pokud bychom navic uvaZovali, Ze existuje
schopnost diftize kysliku a Zivin do nadoru o urcité velikosti a tato velikost pak predstavuje limitu
protinddorového efektu inhibice nddorové angiogeneze a vaskularizace, tak by samotnou inhibici
angiogeneze (skutecné ve smyslu eliminace kapilar v nadoru) nebylo mozné dosahnout kompletni
regrese nadoru (Obrazek 45). Na zdkladé uvedenych a dalSich pozorovani je dnes jiz vSeobecné
prijiman fakt, Ze klinicky pozorovateny protinadorovy efekt antiangiogenni terapie neni vysledkem
prosté inhibice nadorové vaskulatury ale spiSe normalizaci abnormalni nadorové vaskulatury,
ktera umoznuje transport a distribuci protinadorové terapie (chemoterapie) k malignim burikam
(Hernandez-Agudo et al., 2015), infiltraci nadoru imunokompetetnimi burikami a urcitou roli pfi
eliminaci malignich bunék hraje pravdépodobné i navozeni normoxie nddoru potazmo vznik
dostatecného mnozstvi ROS (Garg et al., 2013). Pfechodna normalizace nadorové vaskulatury je
pak prostfedkem umoZnujicim protinadorovy efekt konkomitantim lé¢ebnym postupim (chemo-,
radio-, imunoterapie), které pulsobi jak na maligni buriky tak na nddorovou angiogenezi a finalnim
efektem je pak za optimalnich terapeutickych podminek regrese nadoru tedy malignich bunék a
stroma vcetné nadorové vaskulatury.

Obrdzek 45: Objem nddorové masy a
efekt inhibice nadorové vaskulatury.
Pokud vychdzime z predpokladu, Ze pro
okysliceni tkdné/nddoru o velikosti 1-2
mm’® je dostatecnd prosta difize a
nddorovd vaskulatura nehraje do této
velikosti zdsadni roli (Folkman, 1971),
oblast protinddoroveho efektu byla by zmechanistického hlediska
.. cestou inhibice nadorové inhibice nadorové vaskulatury uc¢innym
protinadorovym prostredkem v oblasti
velikosti tumoru nad 1 mm3 tj. cca 100
tis. bunék (Del Monte, 2009). Pokud
tuto uvahu otocime, tak  za
predpokladu, Ze inhibice angiogeneze
vede k regresi nddorové vaskulatury a
o | | . tim i regresi tumoru, tak by dosah anti-
1 100 10000 1000000 angiogenni terapie nesahal pod 100 tis.
bunék, které by pfi eliminaci nddorové
vaskulatury byly dostatecné
zdsobovdny kyslikem a Zivinami prostou
difuzi.

1E+11
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100000000
10000000
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HYPOXIE A ANGIOGENEZE V MIKROPROSTREDI NADORU A V CIRKULACI

Hypoxie v nadoru plsobi na populaci malignich bunék; u nékterych bunék navozuje bunécnou
smrt, na druhou stranu hypoxické podminky vyvijeji selekéni tlak, dochazi ke zméné parametrd
prostfedi nadord, zvySuje se genetickd nestabilita malignich bunék; objevuji se napriklad mutace
genu p53, aktivuje se onkogen KRAS, a tim dochazi k potlaceni produkce thrombospondinu,
dllezZitého antiangiogenniho faktoru. Hypoxie tedy pfrispiva k selekci klonl bunék s vyssim
malignim potencidlem, schopnosti metastazovat a se zvySenou rezistenci k terapii.

Hypoxii navozeny angiogenni switch vede k produkci nadorové vaskulatury, ktera se strukturou a
funkénimi parametry zdsadné lisi od normalni uspofadané vaskulatury v orgdnech s fyziologickou
funkci. Morfologicky jsou cévy nddorového stroma kfivolaké, neusporadané se vétvici a spojujici,
s nerovhomérnym prusvitem, heterogenni denzitou v rliznych oblastech tumoru (Jain, 2005; Nagy
et al.,, 2010). Nadorové kapilary se vyznacuji vétsimi mezerami mezi endotelovymi bunkami,
narusenou bazalni membranou, jsou nerovhomérné pokryty pericyty a jsou propustné (Feng et
al., 2000; Jain, 2005), coz je dale potencovano hypoxii stimulovanou produkci VEGF, ktera dale
zvysuje permebilitu nadorovych cév (Jain, 2013).

VYSTUP 16: CIRKULUJICi BIOMARKERY NADOROVE ANGIOGENEZE

Hypoxie vede k upregulaci angiopoetini Ang-1 a Ang-2. Stabilizacnim plsobkem nadorové

vaskulatury je angiopoetin-1 a naopak jeho funkénim antagonistou a kompetitorem o vazbu na
receptor Tie2 je angiopoetin-2. Na zakladé funkénich vlastnosti nelze angiopoetiny jednoznacné
prifadit do kategorie ,inhibitor” ¢i ,aktivator” angiogeneze. Nicméné se da predpokladat, Ze
zvysend hladina angiopoetinu-2 bude spojena s propagaci abnormalni nadorové vaskulatury. Pfi
analyze plazmatickych hladin angiopoetinl u pacientl s kolorektalnim karcinomem jsme zachytily

vyssi hladiny obou angiopoetinll v porovnani s kontrolni skupinou. CEAvs Angiopoietns

Nicméné Ang2 byl u pacientli s malignitou elevovan vice nez Angl

a pokud jsme ddale zkoumali pomér Ang2/Angl ve vztahu

k rozsahu nadorového onemocnéni (pro kvantifikaci zastoupeno

e

R?=0,3834
.

hladinou CEA), zjistili jsme pozitivni korelaci mezi pomérem

In (Ang-2 / Ang-1)

»destabilizacniho” a ,stabiliza¢niho” angiopoetinu a hladinou CEA
(Obrazek 46).
Angiopoetin 2 lze tedy povaZovat za faktor pfispivajici k vzniku

abnormalni propustné chaotické nadorové vaskulatury (Ogawa et

In (CEA)

al.,, 2004), jehoz efekt je v koneéném dusledku pronadorovy. U Obrézek 46: Vztah mezi pomérem

pacientl s NSCLC bylo popsano horsi 5-leté preZiti u pacient(
s vy$simi hladinami Ang-2 (Carter et al., 2000). Souvislost vysoké
hladiny Ang2 shorSim prezitim byla popsana i u pacientd
s kolorektalnim karcinomem lécenych bevacizumabem (Goede et
al,, 2010) a u pacientl srekurentnim glioblastomem Iécenych
cediranibem (Batchelor et al., 2010). Naopak angiopoetin-1, jeZ

pfispiva ke vzniku zralé normadlni vaskulatury, mda ulohu spise

plazmatickych hladin angiopoetini
a CEA.

U pacientd s kolorektdlnim
karcinomem je korelace mezi
pomérem Ang2/Angl a nddorovym
markerem CEA, ktery je urcitou
reflexi rozsahu nddoru (nddorové
masy) a muZe byt i prognostickym
faktorem pribéhu onemocnéni.

protinadorovou. U mysiho modelu byla popsana regrese jaternich metastaz karcinomu tlustého
stfeva a peritonealni karcinomatdzy po podani angiopoetinu-1 (Curley et al., 2002; Stoeltzing et
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al., 2003). Nabizi se tedy otazka, jaky je klinicky vysledek inhibice angiopoetinu-2 u onokologickych
pacientd. Na mysich modelech vedla inhibice obou faktorl VEGF a Ang2 k potlaceni progrese
nadoru (Coutelle et al., 2015; Hashizume et al., 2010; Kienast et al., 2013). V soucasné dobé jsou
jiz dostupné vysledky klinického hodnoceni faze Il u pacientek srekurentnim ovaridlnim
karcinomem (TRINOVA-1) srovndvajcici paklitaxel+trebanabid, coZ je tzv. peptibody (konstrukt
skladajici se zFc oblasti a peptidové vazebné oblasti) inhibujici oba angiopoetiny, a
placebo+paklitaxel; pricemz efektem trebanabidu je mirné statisticky signifikantni prodlouzeni PFS
(Monk et al., 2014).

Konecny efekt anti-angiogenni terapie je regrese nadorové vaskulatury, pfi niz se mohou do
cirkulace uvolfiovat apoptotické endotelidlni buriky, jez mlzZeme v periferni krvi detekovat jako
zralé (angl. mature) cirkulujici endotelidlni buriky mCEC. Pozorovali jsme, Ze u pacientl lé¢enych
anti-angiogenni terapii jsou hladiny mCEC vyssi (median 779 mCEC/ml) nez u kontrolni skupiny
(bez onkologického onemocnéni; median 541 mCEC/ml; p = 0,047 t-test), ale také trend k vy3$im
hodnotam oproti pacientdim Ié¢enym chemoterapii (median 677 mCEC/ml, p = 0,058 t-test)®. U
pacientl |éCenych anti-angiogenni terapii jsme pozorovali trend k inverzni korelaci mezi hladinou
mCEC a CEA naznacujici, ze zralé/apoptotické endotelidlni buriky mCEC uvolnéné z nddorového
mikroprostifedi do periferni krve mohou byt biomarkerem regrese nddorové vaskulatury.

Obrdzek 47: Vztah mezi hladinou zralych cirkulujicich endotelidglnich bunék a

= . - sérovou hladinou CEA.

g . = 01688 U pacienti s kolorektdInim karcinomem je korelace mezi pomérem Ang2/Ang1 a
: ' nddorovym markerem CEA, ktery je urcitou reflexi rozsahu nddoru (nddorové
7 \ masy) a miZe byt i prognostickym faktorem pribéhu onemocnéni.

Cirkulujici markery angiogenezy a popis imunofenotypu pro detekci cirkulujici endotelidlnich
bunék a cirkulujici endotelidlnich progenitorll je soucasti aktudlniho Doporuceni k vyuziti
nadorovych marker( pro klinickou praxi (Pfiloha 11, str. 35).

2 Dubska L. (2007): Circulating endothelial cells and precursor cells as predictors of cancer
spread and metastasis: pilot data on colorectal and breast cancer. Tumor biology. 28(1):35-35.
abstrakt zvané predndsky, IF 2,840
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KREVNI DESTICKY: NADOROVA ANGIOGENEZE A PROGRESE TUMORU

Jiz v 60. letech 19. stoleti byla popsana agregace trombocytl navozena nadorovymi burikami,
ktera je ¢astecné odpovédna za protrombotické plsobeni nadoru (Trousseau, 1865). Pozdéji bylo
demonstrovano, Ze blokaci tvorby agregatl desticek s nadorovymi burikami dojde k inhibici tvorby
metastdaz (Gasic et al., 1968; Jurasz et al., 2004) a Ze schopnost nadorovych bunék aktivovat krevni
desticky koreluje s metastatickym potencidlem nadorovych bunék (Karpatkin et al., 1988a;
Karpatkin et al., 1988b). Vroce 2012 jsme publikovali prehledovy ¢lanek shrnujici aktualni
poznatky o Uloze krevnich desti¢ek v patogenezi a 1é¢bé solidnich malignit®. Trombocyty maiji
vyznamnou Ulohu pfi hemostaze. Zakladni funkce krevnich desti¢ek jsou i/ adheze — desticky
pfilnou na poranénim obnaZeny subendotelidlni kolagen, ii/ agregace — desti¢ky agreguji
prostfednictvim fibrinogenu, pro ktery exprimuji receptory, iii/ konstrikce — diky kontraktilnim
bilkovindm dochazi ke zméné tvaru destiéek a uvolnéni Géinnych latek, iv/ tvorba trombu >
vznikd provizorni destickovy trombus a navazuji procesy vzniku cerveného trombu a
hemokogulace, v/ hojeni — trombocyty obsahuji latky, které reguluji angiogenezi a regeneraci
poranéné tkané. Zakladni funkce krevnich desticek se uplatiuji v interakci s ostatnimi bunécnymi
komponentami organizmu (Obrazek 48), funkci krevnich desti¢ek ovliviiuje pfimo v nddorovém
mikroprostfedi nadorova burika (pfiloha 7, str. 79-80) a nadorové stroma (predevsim endotel, ale i
imunokompetentni bunky).

Obrdzek 48: Adheze a aktivace trombocytii
s implikaci pro efekt v mikroprostredi nadoru
Prevzato z (Andrews and Berndt, 2004; Chen et
al.,, 2001; Yip et al., 2005). 1) Vazba receptoru
GPIb-IX-V na von Willebrandiv faktor (vWF)
umoznuje  adhezi  krevnich  desticek  na
e S subendotelidini kolagenni fibrily a jejich rolovdni
s A S po endoteliu. 2) Vazba receptorii GPVI a a,8;
(GPla/lla) na kolagen vede k pevné adhezi,
@ Kl zastaveni desticky na povrchu kolagenu a
|\ beta-galaktozidaza). P-selektin ndsledné aktivaci trombocytd. Interakce se
subendoteliem, tj. aktivace receptort GPIb-IX-V a
GPVI zpusobuje aktivaci trombocyti: vyliti
obsahu denznich a a-granul, aktivaci integrind,
monocyt zejména receptoru allb83 (GPIIb/llla). 3) Po
il vazbé ADP na receptory P,Y; nebo P,Y;, dochdzi k
primdrni stimulaci agregace desticek a k aktivaci
receptoru allbB3. 4) P-selektin je skladovdn v a-
granulich krevnich desticek. Po jejich aktivaci destickovymi agonisty (tj. trombin, ADP, kolagen) je vystaven na povrch
desticky (membrane flipping), kde zprostredkovdvd adhezi leukocyti na krevni desticky a vazbu krevnich desticek
navzdjem. Interakce P-selektinu s povrchovymi molekulami nddorovych bunék se uplatriuje v procesu metastazovani. 5)
Krevni desticky jsou aktivovdny také prostrednictvi receptori PAR-1 a PAR-4, jejichZ ligandem je trombin. K premené
protrombinu na trombin je nezbytny tkariovy faktor (TF, Flll). TF je glykoprotein pritomny na subendotelovych burikdch,
monocyty a makrofdgy tkarnovy faktor produkuji po jejich aktivaci. TF zahajuje koagulacni kaskdadu vazbou FVII,
aktivovany FVila katalyzuje aktivaci FX na FXa, ktery ddle katalyzuje pfeménu protrombinu (Fll) na trombin (Flla). 6)
allbB3 (GPlIb/llla) receptor zprostredkovdvad agregaci krevnich desticek vazbou fibrinogenu a VWF. Vazba jinych ligandd,
jako je vitronectin a fibrinogen, agregaci moduluje.

~
[ penzni granula obsahuji
serotonin, ATP, ADP,
histamin, katecholaminy,
GTP, UTP, kalcium,
\\magnesium, pyrofosfat.

s ’ Lysozomy obsah

2 pilatova K., Zdrazilova-Dubska L., Klement G. L. (2012): The role of platelets in tumour growth.
Klin Onkol. 25(2): S2 50-57.
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VYSTUP 17: KREVNI DESTICKY JAKO SYSTEMOVA KOMPONENTA PATOGENEZE SOLIDNICH

NADORU

Rozvoj poznatk(l o vztahu trombocyt a malignit
je v poslednich letech dan predevsim faktem, ze
antiangiogenni protinadorova terapie je casto
zaloZena na inhibici VEGF (a v budoucnosti jisté i
na dalSich moduldtorech angiogeze, napft. Ang-2)
a Ze desticky jsou hlavnimi transportéry VEGF;
vice nez 80 % cirkulujiciho VEGF se nachazi
v krevnich destickach (Holmes et al., 2008;
Peterson et al.,, 2010), (Obrazek 49). Krevni
desticky obsahuji mimo VEGF také radu dalSich
pro- a anti-angiogennich faktord (Pfiloha 7,
Tabulka 1), které jsou za fyziologickych podminek
uvolnovany regulovanym zptsobem, tak aby byla
zajiSténa optimdlni neovaskularizace v misté
poskozeni tkané. Obecné lIze fici, Ze pti hojeni
rany jsou v prvni fazi ztrombocytl uvolnény
proangiogenni faktory a vdruhé fazi je proces
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Obrdzek 49: Hladiny VEGF v biologickém materidlu
odvozeném z krve zdsadné zdvisi na preanalytice/typu
odbéru.

Hladina VEGF byla stanovena 1/ v plazmé s antikoagulans
citrdt sodny, 2/ v plazmé a antikoagulans lithium heparin,
3/ vséru bez aktivdturu srdZeni, 4/ v séru s aktivdtorem
srdaZeni (kaolin; tento odbér bylo mozné pouze na zdravém
dobrovolnikovi. Variabilita hladiny VEGF dand riznymi
odbéry prekracuje nékolikandsobné interindividudlni
varibilitu pfi pouZiti stejného odbérového systému.

neovaskularizace potlacen anti-angiogennimi

plUsobky krevnich desticek a stromalnich bunék. S timto jevem souvisi kupfikladu rdzna odpovéd
na selektivni stimulaci trombinovych receptor(. Po stimulaci PAR-1 dochazi k uvolnéni VEGF za
soucasné inhibice sekrece endostatinu. Aktivaci PAR-4 dochazi k sekreci endostatinu s potlacenim
VEGF sekrece, a tim k inhibici nadorové angiogeneze (Italiano et al., 2008; Sabrkhany et al., 2011).
Z trombocytl aktivovanych trombinem byl déle izolovan desti¢kovy faktor-4 (PF-4) neboli CXCL4,
chemokin inhibujici angiogenezi. Angiostaticky ucinek je zprostfedkovan napfriklad vazbou PF-4 na
VEGF a bFGF a kompetici s témito rlistovymi faktory o vazbu na heparan sulfat, ¢imzZ inhibuje
jejich vazbu na receptory a brdni tak angiogenezi (Pilatova et al., 2013; Vandercappellen et al.,
2011, 2008).

Odlisny efekt trombinu na uvolnéni destickovych faktorl a fakt, Ze angiogenni a angiostatické
proteiny jsou umistény oddélené v rdznych subpopulacich a-granuli, poukazuje na selektivni
regulaci angiogeneze prostiednictvim krevnich desticek. V souvislosti s vysokym obsahem
regulator(l angiogeneze v trombocytech a jejich v fadé pripadd anti-angiogenni Ulohou se uvazuje
také o potencidlu desticek zadrZovat tyto latky a blokovat tak jejich dostupnost v misté procesu
neovaskularizace. Trombocyty pacientll s kolorektalnim karcinomem obsahuji vyssi hladiny
proangiogenniho VEGF i anti-angiogenniho endostatinu a trombospondinu-1 (Peterson et al.,
2012) a bylo pozorovano, Ze trombocyty preferencné vychytdvaji faktory (GM-CSF, TPO, TNFa,
TGFB a MCP-1) produkované nadorem oproti faktoridm produkovanym zdravou tkani (Kerr et al.,
2010). Na druhou stranu mohou regulatory angiogeneze uvolnéné z krevnich desticek po stimulaci
jejich adheze/aktivace/konstrikce nadorem (maligni buriky + stroma) prispivat k rozvoji tumoru jak
v primarnim tumoru, tak v misté vzdalenych metastdz. Stimulac¢ni vlastnosti obsahu trombocyt(
na endotelidlni buriky jsme pozorovali v experimentu u nékolika onkologickych pacient(, prestoze
na celkovém malém souboru pacientli nebyl pozorovany rozdil statisticky vyznamny (Obrazek 50),
nelze vyloucit, Ze chemoatraktanty endotelialnich bunék v trombocytech onkologickych pacientd
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stimuluji migraci endotelii v nadorovém mikroprostredi stejné
jako v uvedeném experimentu, cozZ ptispiva k neovaskularizaci
tumoru.

Prestoze krevni desticky obsahuji také antiangiogenni faktory
(Italiano et al., 2008) a jejich funkcni efekt na inhibici nadorové
neovaskularizace byl popsdn na mysSim modelu (Manegold et
al., 2003), povazuje se obecné pusobeni trombocytl spiSe za
proangiogenni a podporujici rdst a Sifeni nadoru a to na
(Obrazek 51). Z pohledu
neovaskularizace/angiogeneze i Ulohy imunitniho systému je

nékolika urovnich
mozné progredujici nador povaZovat za nehojici se ranu
(Dvorak, 1986). V prvnich fazich hojeni rany, podobné jako pfri
progresi tumoru, dochazi k aktivaci koagulace; trombocyty a
leukocyty uvolfuji cytokiny podporujici prokrveni a zacinaji se
tvofit nové cévy. Ve findlni fazi hojeni krevni desticky zajistuji
potlaceni angiogeneze, k cemuZ pfi progresi nadoru zpravidla
nedochazi. Naopak, nador se chova spise jako zanicend rana, ve
které jsou cévni stény propustné a leukocyty (neutrofily a
monocyty) prispivaji k angiogenezi a rlstu nadorovych bunék.
Krevni desticky pfispivaji ke vzniku hematogennich metastaz a
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Cellindex
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0,02 1

Zdravi darci Onkologiéti pacienti

Obrdzek 50: Vliv obsahu trombocytii na
migraci endotelidlnich bunék.

Cell index predstavuje miru migrace
bunék endotelidlnich bunék HUVEC po
stimulaci migracnim médiem s obsahem
lyzovanych trombocytu. Migrace byla
stanovena po optimalizici metody na
pristroji  xCELLigence a cell index
predstavuje miru migrace end-point ve
24. hodiné. Byly testovdny 3 vzorky od
zdravych ddrcl a 4 vzorky trombocyti
onkologickych pacientt (Volejnikova,
2012).

konzistentné stimto faktem vede protidestickova |éCba vradé pripadl klepSimu priabéhu ci

prevenci onkologickych onemocnéni (Priloha 7, str. 83).
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Obrdzek 51: Uloha desti¢ek v nddorovém ristu a angiogenezi.

1) Koagulace: stimul k aktivaci trombocyt pfichdzi z endotelovych bunék, ale i ze samotného nddoru nebo z bunék
nddorového stromatu (exprese tkdariového faktoru, trombinu, ADP atd.) Po aktivaci trombocyt( dochdzi ke zméné jejich
tvaru a k uvolnéni mikropartikuli, obsahu a- a denznich granul a ke spusténi koagulacni kaskdady (Andrews and Berndt,
2004). 2) Zdnét: chemokiny (IL-8, histamin atd.) uvolriované ztrombocytl zplsobuji chemotaxi leukocyti a
prekurzorovych bunék z kostni drfené. Tyto buriky mohou také prispivat k progresi nddoru uvolriovdnim riznych
rustovych a angiogennich faktor( (Pollard, 2004; Solinas et al., 2009). 3) Angiogeneze: trombocyty se uplatriuji také pri
regulaci angiogeneze uvolriovdnim pro- a antiangiogennich faktor( (VEGF, bFGF, PF-4 atd.), ale také jejich aktivnim
,Sbirdnim“ z cirkulace (Browder et al., 2000b; Sabrkhany et al., 2011). 4) Stabilizace cévy: trombocyty stabilizuji cévu a
udrZuji mezibunécné spoje uvolriovdnim faktord, jako je EGF, S1P, ang-1 atd., aby zabrdnily krvdceni v misté
angiogeneze a zdnétu (Lippi et al., 2007). 5) Cirkulace nddorovych bunék: naadherované trombocyty chrdni nddorové
buriky pred rozpozndnim imunitnim systémem a pred cytotoxickym plsobenim TNF-a, coZ umoZriuje jejich migraci do
vzddlenéjsich mist (Kopp et al., 2009; Philippe et al., 1993; Shau et al., 1993). 6) Adheze/extravazace: tvorba agregdtii
nddorovych bunék s leukocyty a trombocyty usnadriuje jejich adhezi na endotelium a ndslednou extravazaci na nové
misto. Trombocyty ddle uvolriuji faktory podporujici proliferaci nddorovych bunék a zvysujici permeabilitu cévy (napr.
VEGF) (Chen and Geng, 2006; Konstantopoulos and Mcintire, 1996).
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MIKRO- A MAKROPROSTREDI NADORU: KLINICKE ASPEKTY

Nadorové bujeni zplsobuje zdvainé naruseni vzdjemnych vztahl ve spoledenstvi bunék

organizmu jako celku. Zakladem maligni transformace je akumulace genetickych poruch

v (pre)nddorové burice a vznik téchto zmén je
potencovan selekénimi procesy nddorového stroma
pUsobicimi na populaci nadorovych bunék. Selekce
bunék pak vede k patofyziologické preméné bunék ve
smyslu morfologickych a funkcnich parametrd, véetné
vymknuti se kontrole mezibunécnych signalnich siti
coz nakonec vyusti v invazivitu a metastazovani (Lou
et al., 2016).

Klinicky se maligni onemocnéni manifestuje, ve fazi,
kdy maligni burnky unikly imunitnimu dozoru (faze
escape) a imunitni systém ma schopnost maligni
bunky rozeznavat, ale neni schopen rist a Sifeni
nadoru kontrolovat. Pfedpoklada se, Ze béhem Zivota
jedince dojde nescetnékrat kinaparentni eliminaci
premalignich ¢i malignich bunék (jednotlivych ¢i
malych populaci) imunitnim systémem. Velmi vzacné
je pozorovana spontanni regrese (tedy bez aplikace
protinddorové lécby) jiz makroskopického tumoru.

Nadorova tkan muaze byt infiltrovana rdznymi
komponentami imunitniho systému; in situ se nachazi
makrofagy, dendritické bunky, mastocyty, NK-bunky,
naivni a pamétové B-lymfocyty, subtypy efektorovych
T-lymfocytll, jako jsou Th-lymfocyty, Thl-lymfocyty,
Th2-lymfocyty, Th17-lymfocyty, regulacni T-lymfocyty,
Tfh-lymfocyty (folikuldrni pomocné), cytotoxické T-
lymfocyty. Imunitni buriky mohou byt ve stfedu
nadoru, v invazivnim okraji, nebo v pfilehlé tkani
mohou tvofit tzv. terciarni lymfoidni struktury, coz
jsou lymfoidni agregaty tvofici se v misté chronické
stimulace imunitiho systému, které maji strukturu
podobnou jako sekundarni lymfoidni organy (Germain
2015). nadoru

et al, Infiltrace nadoru a okoli

imunitnimi bunkami je heterogenni (Obrazek 52) a je
spojena s progresi tumoru a prognzou onemocnéni.

Na eliminaci tumoru se podileji imunitni efektory,
které se prekryvaji s komponentami akutniho zanétu
(Obrazek 53), coZ jiz vyvozoval Coley pfi aplikaci
nespecifické imunoterapie bakteridlnimi plGsobky, jejiz
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Obrdzek 52: Infiltrace jaternich metastdz
kolorektdlniho karcinomu T-lymfocyty.
Imunohistochemicky jsou barveny CD3+ buriky.
NAHORE je tkdri s nizkou infiltraci T-lymfocyty;
UPROSTRED je metastdza s vysokou disperzni
denzitou CD3+; DOLE je vysokd denzita CD3+
bunék v okraji tumoru. Fotografie poskytl MUDr.
Rudolf Nenutil, CSc.



mechanizmus plsobeni 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 aktudlnich poznatkd se ukazuji efektorové komponenty imunitni reakce jako pozitivni
prognosticky faktor napfi¢ rlznymi histotypy malignich onemocnéni a to predevsim vysoka
denzita CD3+ T-lymfocytl, CD8+ cytotoxickych T-lymfocytl a CD45RO+ pamétovych T-lymfocytd
v nddorové tkdni. Imunitni bunky pfitomné v nadorovém stroma vytvafi a jsou regulovany
cytokinovym a chemokinovym prostredim, ve kterém pozitivni roli vzhledem ke klinické progndze
pacienta hraji Th1 cytokiny jako je IFNy, IL-12 a chemokiny jako jsou CXCL1, CXCL9, CXCL10, CCLS5,

CCL2 (Fridman et al., 2012).

Th1 cytokiny
IL-2
IL-12 Obrdzek 53: Komponenty

IFN e . . ;v
TNRG akutniho a chronického zanétu

N - v imunobiologii nadoru.
% [arese facory V pribéhu akutni zdanétlivé reakce
\ | 7 se cytotoxické CD8+ lymfocyty a

W NK-buriky pfimo ucastni

cytotoxické reakce namirené proti

malignim bunkdm. Protinddorovy

efekt ~ Thl-lymfocyti  spociva

v produkci cytokin( s inhibi¢nim

efektem smérem k nddorovym
burika

{

Bt

angiogeneze
p

0
‘efektorovy
cos )

)

burnkdm a se stimulacnim efektem
smérem kM1 makrofagiam.

Th2 cytokiny

:tg Komplement a B-lymfocyty
IL-10 secernované  B-lymfocyty resp.
IL-13 progrese nadoru i X f
TGFB plazmatickymi burikami

zprostredkuji migraci M1 a NK
bunék do mista nddoru a také cytotoxickou reakci proti malignim burikam (napr. ADCC).
V podminkdch chronického zdnétu dochdzi k rozvoji bunécnych subpopulaci regulujich/potlacujich cytotoxickou reakce
proti malignim burikam; jednd se predevsim o MDSC (myeloid-derived suppressor cells), T-regulacni lymfocyty (T-reg) a
Th2-lymfocyty, které zdrovefi prostfednictvim produkce Th2 cytokinG navozuji polarizaci makrofdgt smérem
k pronddorovym M2. Chronicky aktivované B-lymfocyty prispivaji produkci imunoglobulini a cytokinG k infiltraci nddoru
bunkami nespecifické imunity (Shalapour et al., 2015), které jsou v podminkdch chronického zdnétu polarizovdny
smérem k M2 typu s vyrazné proangiogenni (VEGF) a pronddorovou cytokinovou produkci.

Na druhou stranu za urcitych podminek podporuje zanétliva reakce rozvoj maligniho
onemocnéni. Z epidemiologickych dat je znamo, Ze chronicky zanét je predispozicnim faktorem
pro rlizna maligni onemocnéni; napf. zanétlivd strevni onemocnéni a karcinom tlustého streva,
gastritida spojena s infekci H. pylori a karcinom Zaludku ¢i MALT lymfom, autoimunitni tyreoiditida
a papilarni karcinom Stitné Zlazy, prostatitida a karcinom prostaty, pankreatitida a karcinom
slinivky chronicka virova hepatitida a hepatocelularni karcinom (Vystup 5, str. 34). Chronicky zanét
moduluje vétsina systémovych faktorli organizmu vydefinovanych v Uvodu textu (Obrazek 7, str.
19). Hlavni pronadorové zanétlivé procesy jsou: leukocytarni infiltrace prominujici v infiltraci
makrofagy asociovanymi s tumorem (Frohlich et al., 1980), MDSC, remodelace tkané a nadorova
angiogeneze (Obrazek 53).
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Chronicky zanét tedy propaguje rist tumoru a reciprocné maligni buriky modifikuji mikroprosredi
nadoru smérem kimunitni reakci typu Th2/M2 a chronickému zanétu (Sousa et al., 2015).
Chronicky zanét, predevsim diky systémovému pusobeni cytokinG IL-1B, IL-6, TNFa ¢i BAFF
(Pfiloha 24 — Figure 2), pak pfispiva nejen k rozvoji maligniho onemocnéni, ale potencuje také
celkovou symptomatologii pacienta s malignitou véetné rozvoje nadorové kachexie®®, kterd
vyznamné zhorsuje pribéh maligniho onemocnéni.

Z hlediska kontroly pronadorového efektu chronického zanétu je zajimavd problematika
regulacnich T-lymfocytl u pacientd s kolorektalnim karcinomem. U casnych stadii karcinomu
kolorekta se zda, Ze vysokd infiltrace nadorové tkané regulacnimi T-lymfocyty je asociovdna s
pfiznivou prognozou (Frey et al., 2010; Ladoire et al., 2011; Salama et al., 2009), cozZ se vysvétluje
pravé tim, Ze T-regulacni lymfocyty limituji zadnétlivou reakci, ktera by vedla k propagaci nadoru
(Whiteside, 2012). Naopak u pokrocilych stadii kolorektalniho karcinomu jsou T-regulaéni
lymfocyty spojeny s horSi progndzou pravdépodobné diky prevazujicimu imunosupresivnimu
efektu na imunitni efektory (Brudvik et al., 2012; Deng et al., 2010).
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Obradzek 54: Progrese tumoru z hlediska lokdlnich a systémovych zdnétlivych procesii.

VLEVO Béhem Zivota jedince jsou maligni buriky ¢asto eliminovdny imunitnim systémem. Diky imunoeditaci v prostredi
indolentniho chronického zdnétu se selektuji imunorezistentni klony bunék. Ndsleduje unik imunitnimu dohledu,
angiogenni switch a pfi pokrocilém onemocnéni se miZe manifestovat inflamatorni nddorovd kachexie.

VPRAVO Pri analyze hladin cirkulujich regulacnich T-lymfocyt( a cirkulujicich cytotoxickych T-lymfocyti byl nejhorsi
klinicky pribéh z hlediska OS u pacientd, ktefi méli zdroveri vysokou hladinu T-regulacnich lymfocytd a cytotoxickych
lymfocyti. Duvodem uvedeného pozorovdni miZe byt fakt, Ze u pacientd CD8"fghTreg"fgh dochdzi ke kombinaci
imunosupresivniho efektu T-regulacnich lymfocyti smérem k potlaceni protinddorové imunity a naopak vysoka hladiny
CD8+ cytotoxickych T-lymfocyti reflektuje zanétlivé pozadi, které podporuje progresi tumoru.

Vzhledem k faktu, Ze zanétlivé prostiedi podporuje nadorovy rlst prostfednictvim stimulace
endotelidlnich bunék a nadorové angiogeneze se také pouziva pojem zanétliva angiogeneze (angl.

** 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), ktera se za fyziologickych podminek uplatiuje pfi poskozeni tkang,
kdy kjeji regeneraci a neovaskularizaci pfispivaji buniky imunitniho systému. V patofyziologii
malignich onemocnéni ma zanétlivd angiogeneze pronadorové plsobeni, kdy nadorové
mikroprostiedi stimuluje bunky imunitniho systému uvolfiovat cytokiny a rlstové faktory
navozujici remodelaci tkané a nadorovou angiogenezi a rlist nadoru (Noonan et al., 2008).
Vtomto kontextu se uplatiuji mimo neutrofily, M2 makrofagy ¢i MDSC také krevni desticky
obsahujici fadu faktor( s imunoregula¢nimi vlastnostmi a schopnosti modulovat neovaskularizaci.
V nddorovém stroma, které se z pohledu regenerace chova jako zanicena nehojici se rana
(Dvorak, 1986), muzZe byt regulovano uvolnéni obsahu trombocytl ve smyslu stimulace zanétu a
nadorové angiogeneze. Pfikladem destickovych cytokinl propojujicich regulaci angiogeneze a
zanétu s implikaci pro progresi nadoru je destickovy faktor 4 (PF-4) (Pfiloha 25 — Table 2) a CTAP-
Il (connective tissue activating peptide Ill) (P¥iloha 25 — Table 1) (Obrazek 55)%. Trombocyty se
uplatnuji v modulaci zanétu také diky expresi TLR (Semple et al., 2011) a selektinu CD154 (CD40L),
¢imz stimuluji neutrofily k aktivaci smérem k infiltraci poskozené tkané a produkci cytokinl, coz

Obrdzek 55: Uloha trombocytdrnich chemokinti PF-4 a CTAP-III/NAP-2 pfi regulaci angiogeneze a nddorové progrese.
Interakce komponent stroma nddoru Ci rdny je regulovdno aktivitou tkdriovych protedz a interakci bunék v nddorovém
mikroprostredi. PF-4 inhibuje nddorovou angiogenezi (1) kompetici s ristovymi faktory o vazebnd mista na heparan
sulfatovych (HS) koreceptorech ristovych faktor( jako je napr. VEGFR2 (Perollet et al., 1998); (2) vazbou na IL-8 za vzniku
IL-8/PF-4 heterodimert (Nesmelova et al., 2005); (3) blokaci membrdnového CXCR2, receptoru pro IL-8, regulujiciho
angiogenezi a prubého zdnétlivé reakce (Jones et al.,, 1997). (4) IL-8 produkovany nddorovymi bufikami i stroma napfr.
endotelidlnimi burikami stimuluje chemotaxi zdnétlivych bunék (Ehlert et al., 2000) a angiogenezi (Li et al., 2003) (5)
prostiednictvim signalizace pfes chemokinovy receptor CXCR2 (Li et al., 2003). Chemokin CXCL7/CTAP-Ill ovliviiuje
mikroprostredi nddort ruznymi zplsoby: (6) CTAP-IIl je stépen leukocytdrnimi protedzami za vzniku NAP-2; NAP-2
odstépuje HS z glykozaminosulfdti (GAG) ve stroma, coZ vede k rozruseni proteinovych interakci v extraceluldrni matrix
(ECM) a ndslednému uvolnéni rastovych faktortu (vcetné VEGF) vdzanych v ECM na heparansulfdty. Remodelovand ECM
umoZfiuje vazbu uvolnénych rustovych faktort na receptory, coZ vede k modulaci angiogeneze a Sifeni nddorovych bunék;
CTAP-Ill stimuluje syntétu GAG na povrchu poranénych endotelidlnich bunék, coZ vede k produkci PF-4. (10) NAP-2
reguluje signalizaci a expresi prostrednictvim receptoru CXCR2 (Ehlert et al., 2000).

% pilatova K., Greplova K., Demlova R., Bencsikova B., Klement G. L., Zdrazilova - Dubska L. (2013):
Role of platelet chemokines, PF-4 and CTAP-Ill, in cancer biology. J Hematol Oncol. 6(42). IF
4,458, citace WOS 8
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mUzZe stimulovat nadorové stroma (Dewitte et al., 2015). Na druhou stranu trombocyty aktivuji
prostfednictvim CD154 také monocyty a dendritické burnky (viz také Obrazek 19), coZ vede
k posileni specifické antigen-dependentni T-lymfocytarni imunitni odpovédi.

Rada malignich onemocnéni produkuje znaénou desmoplastickou reakci s produkci abundatni
extracelularni matrix s proliferaci fibroblastll asociovanych s nadorem a bunék podobnych
myofibroblastdm (myofibroblast-like cells) (Mahadevan and Von Hoff, 2007). Extracelularni
matrix se sklada z kolagenu typu I, lll, IV, fibronektinu, lamininu, hyaluronanu ¢i osteonektinu. Na
slozky ECM se vazi funkéni molekuly (cytokiny, chemokiny) regulujici maligni buriky (Obrazek 55) a
nékteré komponety ECM maji signalni funkci. Tyto molekuly ovliviuji bunéénou proliferaci,
migraci a adhezivitu a zvySuji zanétlivou komponentu v nddorovém mikroprostredi atrakci
neutrofild. Vysledkem je fibroinflamatorni prostredi, které diky fyzikalnim (pfedevsim vazba vody)
a biologickym vlastnostem zvySuje intersticidlni tlak v tumoru, zabranfuje perflzi protinddorové
terapie, coZ vede k progresi tumoru a zvySené chmorezistenci (Minchinton and Tannock, 2006).
V poslednich letech se objevuji v klinickych hodnocenich latky, které slozky extraceluldrni matrix
rozkladaji ve snaze zvysit prostupnost chemoterapie do nadorového mikroprostredi. Pfikladem je
studie NCT01959139 zkoumajici efekt rekombinantni pegylované hyaluroniddzy poddavané
s chemoterapii u pacientl s metastatickym karcinomem pankreatu.

Snahou imunomodulacnich a imunoterapeutickych protinadorovych pfistupl je preklopeni
fungovani imunitniho systému opét smérem k typu 1 ve snaze obnovit efektivni imunitni dozor,
ktery neni blokovan imunosupresivnim mikroprostfedim nadoru (Obrazek 56). Imunomodulaci a
imunoterapii se vtomto kontextu rozumi aktivni imunoterapeutické pristupy jako jsou anti-PD1,
anti-PD-L1, anti-CTLA-4 protildtky, protinddorové vakciny, CARs, ale také historické
imunoterapické postupy pfi Ié¢bé malignich onemocnéni bakteridlnimi plsobky, které provadél
Coley a dalsi (viz str. 61), které v nékterych pfipadech navodily regresi malignich tumor(, ci
koncept devitalizace a hypertermické terapie solidnich malignit. V SirSim slova smyslu je
imunoterapeutickym pristupem navozeni bunécné smrti maligni bunky, kterou nasleduje akutni
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Obrdzek 56:
Predpokldaddnd uloha
imunoterapie v konverzi
funkce imunitniho
systému smérem

k efektivni eliminaci
malignich bunék.
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stimulace imunitni odpovédi proti nadorovym antigenim z cilovych bunék. S timto konceptem
pracuje radioterapie a nékteré typy chemoterapie, ktera obsahuje latky navozujici imunogenni
bunécnou smrt (napf. antracykliny), kterd je spojena a expresi DAMPs eliminovanou maligni
bunikou (Garg et al., 2015b; Pol et al., 2015; Zitvogel et al., 2010). Tyto DAMP molekuly (napf.
kalretikulin) pak slouZi jako , eat-me” signal pro APC stimulujici antigen-dependentni aktivaci T-
lymfocytd (Adkins et al., 2014; Garg et al., 2015a).

Protinddorova terapie, ktera nenavozuje efektivni protinadorovou imunitni odpovéd, nenavozuje
pfi aplikaci na makroskopické onemocnéni zpravidla trvalou odpovéd’ (jsou vyjimky, napf. vysoce
chemosenzitivni ne-epitelidlni nadory jako testikuldrni tumor) ve smyslu udrZitelné kontroly
maligniho onemocnéni. Diky cytotoxické |éc¢bé dochazi k rychlé redukci nddorové masy, kterou
velmi Casto nasleduje ziskani rezistence a opétovny rist tumoru lokalné a diseminované. Totéz
plati pro cilenou terapii (nizkomolekularni TK inhibitory, anti-EGFR, anti-VEGF). Naproti tomu
imunoterapie mlize navodit trvalou odpovéd na lécbu i u pokrocilych agresivnich onemocnéni
jako je maligni melanom (Sznol and Chen, 2013; Yushak et al., 2013) (Obrazek 57). Odpovéd na
imunoterapii (checkpoint inhibitory, protinddorové vakciny) je patrna pouze na ¢asti |écenych
pacientd. Predmétem vyzkumu jsou vsoucasné dobé prediktivni faktory klinického efektu
checkpoint inhibitor(. V pripadé terapeutické blokace se zda byt jednim z faktor( exprese PD-L1
na povrchu malignich bunék, nicméné i v pfipadé PD-L1 negativnich nadorl lze dosahnout
klinického efektu pti lé¢bé anti-PD-1/anti-PD-L1 (Meng et al., 2015).

Hledani prediktivnich faktord = cill
protinddorové terapie tak jak je dano

konceptem personalizované onkologické \ cilena lécba

|éCby (viz cileni na KRAS, Her-2, apod.)
narazi i v cilené imunoterapii na selek¢ni

pravdépodobnost pfeZiti

tlak wvyvolany lé¢bou a na fakt, Ze

imunoeditace se uplatriuje také v pripadé T T T
1 2
protinddorové imunoterapie; byl ok

publikovan pfipad pacienta s malignim Obrdzek 57: Efekt cilené protinddorové lécby vs imunoterapie.
U pokrocilych stdadii malignich onemocnéni dochdzi diky cilené
Ié¢bé zpravidla k rychlé regresi nddorové masy nebo je zastavena
na antigeny NY-ESO-1, MAGE-C1 a Melan- jeji progrese, coz je jev docasny, jeliko? jsou diky selekénimu tlaku
A. Po vakcinaci cilené NY-ESO-1 doilo terapie vyselektovdny klony bunék, které mohou progredovat i za
pfitomnosti prinddorové terapie. Klinické praxi se tento stav
oznacuje jeko navozeni rezistence kdané Idtce. Vysledkem
na NY-ESO-1 a pozitivhich na MAGE-C1 a pisobeni cilené terapie je zlepSeni preziti v krdtkodobém
Melan-A (von Boehmer et al., 2013). Toto horizontu. Imunoterapie, kterou se v tomto kontextu mysli aktivni
imunoterapie, neni efektivni u vsech pacientl. DosaZeni lécebné
pozorovani bylo potvrzeno na kohort€ odpovédi je pomalé a dle konvenénich RECIST kritérii neni
pacientﬁ zafazenych do klinického spolehlivé a vhodné, jelikoZ diky navozeni konverze nddorového
stroma smérem kThl/M1 imunitni odpovédi, coZ zvysuje
infiltrace nddoru lymfocyty, dochazi v pocdtcich
(Nicholaou et al., 2011). Z tohoto hlediska imunoterapeutické lécby k zvétseni objemu tumoru (Wolchok et
al., 2009). Efekt cilené protinddorové lécby vs imunoterapie mad
paralelu v Ezopové bajce Zelva a zajic (Schlom, 2012). Modrd
protinadoroveé vakcinace cestou kfivka predstavuje kiivku preziti u nelé¢eného onemocnéni; zelend

polyantigenm’ stimulace napF. =cilend lécba; Zlutd = imunoterapie.

melanomem, ktery byl inicidlné pozitivni

k selektivni proliferaci bunék negativnich

hodnoceni faze | NY-ESO vakciny

je pravdépodobné vyhodnéjsi strategii
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dendritickymi bunkami pulzovanymi kompletnim nadorovym lyzatem ziskanym pfimo z nadoru
|éCeného pacienta (viz str. 70).

Klinicky efekt imunoterapeutickych pfistupli, pro ktery je podstatna efektivni protinadorova
imunitni odpovéd v nadorovém mikroprostiedi miZe nardzet na imunosupresivni mechanizmy
vyvolané malignimi bunkami a nadorovym stroma, které jsou diskutovany vyse. K ,imunitné
nepriznivému” prostfedi pfispivda u rostouciho tumoru také propagace abnormalni
neovaskulatury. Abnormalni struktura a funkce nadorové vaskulatury vede ke vzniku nepfiznivého
nadorového mikroprostredi, jeZ je charakterizovano hypoxii, nizkym pH, vysokym intersticalnim
tlakem, coZ nasledné ovliviiuje vlastnosti malignich bunék pfedevsim ve smyslu selekce klon(
bunék s vyssim malignim potencidlem, které mohou opoustét primarni nadorové loZisko pres
abnormalni propusté nadorové cévy (Baluk et al., 2005; Jain, 2005; Nagy et al., 2010; Shi et al.,
2013). Abnormalni nadorova vaskulatura brani dostate¢né infiltraci nddoru imunokompetentnimi
bunikami a prisunu chemoterapeutika a kysliku do nadoru. Vysledkem jsou rezistentni nadorové
bunky (napf. k radioterapii ¢i chemoterapii). Prohloubeni hypoxie pak vede ke zvyseni produkce
dalSich pro-angiogennich faktord nadorovymi burikami ¢i burikami stromatu, coZ pfrispiva
k propagaci neorganizované neproduktivni vaskulatury, coZ je jeden zfaktor(i, které brani
efektivni infiltraci cytotoxickych imunitnich efektord do mikroprostfedi nadoru (Huang et al.,
2015). Pfinos normalizace nddorové vaskulatury, modulace zanétu a infiltrace lymfocyty pomoci
anti-VEGF pfi kombinaci s anti-CTLA-4 ipilimumabem byl prokdzan u pacientl s malignim
melanomem (Hodi et al., 2014). Nicméné byl popsan i opacny efekt, kdy anti-VEGF terapie pak
mlze vést kredukci efektivni infiltrace imunokompetentnich bunék do nadorového
mikroprostiedi, a tak ve vysledku plsobit progresi nadoru (Doloff and Waxman, 2012). Tento
rozpor je pravdépodobné vysledkem Sitky tzv. normaliza¢niho okna (Hernandez-Agudo et al.,
2015; Chen et al.,, 2015), kdy po podani bevacizumabu dochazi k normalizaci nddorové
vaskulatury, ktera je nicméné pri dalSim plsobeni bevacizumabu preklopena do stavu nadorové
hypoxie se zvySenim intersticidlniho tlaku a nedostupnosti chemoterapie k malignim bunkam.
V soucasné dobé je predmétem studii, jak urceni Sitky normalizaéniho okna (Zhang et al., 2016),
tak jeji klinickd pouZitelnost v podobé sekvencniho podavani bevacizumabu a chemo- ¢i radio-
terapie (Becker et al., 2015; Chen et al., 2015). Na margo tohoto konceptu protinadorového
mechanizmu pUsobeni anti-VEGF terapie vyvstava otazka, jestli je racionalni podavat bevacizumab
v monoterapii jako udrZovaci Ié¢bu do progrese.

S kombinaci terapeutického ovlivnéni jak malignich bunék, tak nadorového stroma ve smyslu
imuno- a angio-modula¢nim pracuje koncept kombinované nizkodavkované metronomické
terapie. Nizkodavkovana metronomicka terapie (LDM) je rezim protinddorové lécby spocivajici
v Castém podavani nizkych davek chemoterapie bez prestavek v 1é¢bé (Kerbel and Kamen, 2004).
Koncept metronomické terapie se rozviji od pocatku tohoto stoleti (Browder et al., 2000a;
Hanahan et al., 2000; Klement et al., 2000). Cilem metronomické terapie neni eradikace tumoru,
ale jeho kontrola tedy potladeni progrese maligniho onemocnéni at lokalni tak diseminované.
Hlavni vyhody metronomickych rezimi oproti standardni vysokodavkované terapii (MTD) spocivaji
vi/ podstatné nizsi toxicité a tedy nizsi zatéZi pacienta periterapeutickymi a dlouhodobymi
nezadoucimi ucinky, ii/ efektu |écby, ktery je dan kombinaci regulace nejen malignich bunék ale
také bunék nadorového stromatu, predevsim imunitnich bunék a nadorové neovaskulatury, iii/
udrzitelnosti efektu lécby, kdy se predpokladd, Ze u metronomickych reZiml se neprojevuje
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neblahy vysledek selekéniho tlaku vyvolaného MTD, jeZz vede k selekci rezistentni nadorovych
bunék, jez po ukonceni IéCby rychle progreduji (Oronsky et al., 2014) (Obrazek 57, str. 94).

Biologicky efekt metronomické protinddorové |écby je dan konkrétnim slozenim LDM medikace. U
vétsiny reziml se nicméné predpokladd udrzitelny anti-angiogenni a imunomodulaéni efekt, a
v mensi mife pfima toxicita pro maligni bunky (Obrazek 58), na rozdil od MTD chemoterapie, jejiz
nejpodstatnéjsi komponentou je omezeni proliferace a navozeni bunécné smrti u malignich bunék
a v mensi mire efekt antiangiogenni a vliv na stimulaci protinddorové imunity, pficemz paradoxné
mohou byt vysledkem MTD chemoterapie jevy vedouci spiSe k pronadorovému efektu na
nadorové mikroprostiedi, jako je uvolfiovani EPCs z kostni dfené a jejich migrace do nadorového
stromatu po podani bolusové davky paklitaxelu (Shaked et al., 2006); weekly gemcitabin ale ne
metronomicky podavany gemcitabin vedl ke stimulaci MDSC (Hasnis et al., 2014).

Obrazek 58: Racio konceptu
metronomické protindadorové terapie.
LDM md imunomodulacni vlastnosti, anti-
angiogenni vlastnosti, kdy plsobi na
endotelidlni bunky nddorové
neovaskulatury i na endotelidlni
progenitorové  buriky  vcirkulaci. U
nddorovych bunék tlumi LDM proliferaci,
schopnost preZiti, mazZe vést k diferenciaci.
Vysledkem je kontrola progrese nddorou,
kdy cilem neni eliminace tumoru, ale
omezeni jeho lokdlni progrese a
diseminace. Z hlediska pacienta spocivd
vyhoda LDM predevsim v podstatné niZsi
toxicité oproti MTD chemoterapii a také
v perordinim uZivani, které nevyZaduje
hospitalizaci  ani  castou  ndvstevu
zdravotnického zarizent. Pro
metronomickou chemoterapii se obvykle
vyuZivaji dlouho znamé ldatky (nejcastéji
cyklofosfamid (Lien et al., 2013)), které se
davkuji zpravidla v 10-30% MTD (Kerbel
and Kamen, 2004; Maraveyas et al., 2005). Z vyse uvedeného je zifejmd niZsi ndkladovost LDM oproti standardnim
terapeutickym reZimim. Vice v priloze 26. %

¢ kontrola progrese
nadoru

* nizkd toxicita
e peroralnipodani

4

\nadofova "\ nadorové
vaskulatura " bufiky

* nizka nakladovost

V roce 2013 byla publikovana metaanalyza 80 publikaci shrnujicich vysledky klinickych hodnoceni
faze Il LDM terapie u témér 3700 dospélych s malignimi onemocnénimi, ve kterych prevaZzovaly
studie s pacientkami s karcinomem prsu (Lien et al.,, 2013). Vysledkem této analyzy byla
bezpecnost a klinicka efektivita metronomickych rezimu. V souc¢asné dobé probihaji studie faze
I, opét predevsim u karcinomu prsu a u kolorektalniho karcinomu, kde rezim s nizkoddvkovanym
kontinualnim kapecitabinem u pacientd s mCRC mél srovnatelné vysledky preziti ovsem s nizsi
toxicitou v porovnani s cilenou terapii (bevacizumab, erlotinib) (Hagman et al., 2016).

%6 Broniovd D., Mudry P., Stérba J., Bajéiovd V., Valik D., Dubskd L., Mazdnek P., Lokaj P.,
Zitterbart K. (2009): Metronomicka lécba v onkologii jako novd lé€ebnd metoda. Onkologie.
3(4): 227 - 229.
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V oblasti pediatrické onkologie je jednim ze svétovych prikopniki metronomické terapie
prof. Stérba; na Klinice détské onkologie LF MU a FN Brno maji zkudenosti s metronomickym
reZimem nazvanym COMBAT (Combined Oral Metronomic Biodifferentiating Antiangiogenic
Treatment) jiz vice nez 10 let (Sterba et al., 2006). Souhrnné vysledky metronomickych rezimu
COMBAT u 74 détskych pacientl s pokrocilymi solidnimi malignitami byly publikovany v roce
2012. V publikaci jsou popsany 4 modality rezZimu COMBAT (P¥iloha 27 — Fig. 1-5), které obsahuiji
|éCivé pFipravky, u nichz byl popsan anti-angiogenni, imunomodulaéni a/nebo diferenciac¢ni efekt
(Tabulka 10). Analyza prokazala, Ze metronomicky reZzim je dobte tolerovany stran toxicity a je
klinicky efektivni. Na zakladé dosaZenych uUspéchl byl modifikovany COMBAT (valproat misto
celecoxibu) podan na indickém pracovisti u détskych pacientd s high-risk tumory CNS po ukonceni
konvencni terapie. Retrospektivni analyza dat ztohoto souboru ukdzala klinickou efektivitu,
nizkou toxicitu a nizkou ndkladovost (Chinnaswamy et al., 2014).

Lécivo Charakteristika Protinadorova aktivita v nizkych koncentracich lIéciva

Celecoxib inhibitor COX-2 zvysena exprese COX-2 u rady epitelialni malignit a vysoka exprese COX-2 u
bunék neuroblastomu (Johnsen et al., 2004; Reynolds et al., 2001), COX-2 je
spojen s rezistenci malignich bunék k apoptdze, zvysené invazivité, zvysené
nadorové angiogenezi (interferuje s upregulaci COX-2 na endotelidlnich
burikach) a snizeni dozorovych funkci imunitniho systému (Wang and
Dubois, 2010); zvysuje hladinu endostatinu (inhibitor angiogeneze), snizuje
hladinu MDSC (Veltman et al., 2010)

Etoposid inhibitor inhibuje proliferaci endotelidlnich bunék
topoizomerazy
Cyklofosfamid  alkylacni ¢inidlo inhibuje proliferaci endotelialnich bunék, upregulace trombospondinu (Bocci

et al.,, 2003), redukuje T-regulacni lymfocyty (Cornelissen et al., 2015;
Heylmann et al., 2013), mimo to nizkodavkovany cyklofosfamid ovliviiuje
homeostazu dendritickych bunék a podporuje sekreci interferont typu I, coz
vede kindukci protinadorové aktivity cytotoxickych T-lymfocytd a u CD4+
lymfocytd ptispiva k diferenciaci do typu Thl a/nebo Th17 (Hus and Rolinski,
2011; Sistigu et al., 2011; Taieb et al., 2006), metronomicky cyklofosfamid
také prispiva keliminaci bunék cestou navozeni TRAIL-dependentni
apoptodzy (Roux et al., 2008).

Temozolomid methylacni Cinidlo metronomicky ma anti-angiogenni (Kurzen et al., 2003) a imunomodulaéni
efekt (Liikanen et al., 2013) spocivajici napt. v redukci T-regulaéni lymfocytl
(Banissi et al., 2009; Heylmann et al., 2013).

Fenofibrat agonista PPARa anti-angiogenni efekt, synergie s inhibici COX-2 (Panigrahy et al., 2010)

Cholekalciferol vit. D3 protinadorovy efekt (viz Obrazek 12, str. 27).

Isotretinol 13-cis retinova diferenciacni a antipoliferativni efekt na burky gliomu a neuroblastomu %
kyselina indukce trombospondinu-1 (Castle et al., 1992)

Bevacizumab anti-VEGF mAb selektivni inhibitor angiogeneze (viz 77 a dale)

Tabulka 10: Protinddorovy efekt komponent metronomickych reZimi COMBAT.
SloZeni jednotlivych reZimd tj. COMBAT I, COMBAT Il, COMBAT IS, COMBAT Il je uvedeno v (Zapletalova et al., 2012),
priloha 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

*® Frgala T., Dubskd L., Reynolds C. P. (2007): Retinoidy v 1é¢bé neuroblastomu. Klin Onkol. 20:
311-313.

97



Vroce 2014 byly publikovany vysledky klinického hodnoceni faze Il metronomické |écby
(cyklofosfamid, etoposid, thalidomid, fenofibrat, celecoxib) u détskych pacientl s rekurentnimi
nebo progredujicimi malignitami (Robison et al., 2014). Studie prokazala dobrou sndasenlivost
metronomického rezimu a klinicky benefit u nékterych diagnéz, predevsim low-grade gliomu,
meduloblastomu a neuroblastomu. Vyznamnym zjisténim této studie byl ndlez vysSich sérovych
hladin trombospondinu-1 pred Iécbou u pacient(, ktefi méli klinicky benefit z uvedené terapie,
oproti pacientiim, ktefi na LDM progredovali. V soucasné dobé probiha klinické hodnoceni faze Il
hodnotici metronomickou chemoterapii (thalidomid, celecoxib, etoposid/cyklofosfamid) u
pediatrickych pacientl s malignitami oproti nejlepsi podplrné lécbé (Bakhshi).

Zajimavym terapeutickym pfistupem je kombinace imunomodulacni a/nebo angiomodulacni
metronomické terapie s cilenou imunoterapii v podobé protinadorovych dendritickych vakcin.
V této oblasti jsou zkuSenosti predevsim s nizkodavkovanym cyklofosfamidem, jehoz majoritni
efekt v nizkych davkach spociva v inhibici regulacnich T-lymfocytd (Sistigu et al., 2011), coZ ma za
nasledek odstranéni vyznamného supresoru efektivni imunitni odpovédi v nddorovém stroma.
V preklinice byla popsana regrese xenograftu gliomu po intermitentnim cyklofosfamidu, ktera byla
provazena efektivni infiltraci tumoru NK burfikami (Wu and Waxman, 2014). Na mySim modelu
bylo ukazano, ze po jedné davce cyklofosfamidu dochazi po inicidlni redukci hladiny T-regulaénich
lymfocytd k opétovnému zvyseni jejich hladiny, coZ bylo prekonano opakovanym podavanim
nizkych davek cyklofosfamidu. Vtomto experimentdlnim modelu bylo dosazeno nejlepsiho
protinddorového efektu kombinaci metronomicky cyklofosfamid, ionizujici zareni a nezralé
dendritické buriky (Son et al., 2012) oproti jinym kombinacim uvedenych terapeutickych zasahd.
Kombinace vakcinace protinddorovymi dendritickymi bunkami, IL-2 a metronomického
cyklofosfamamidu byla pouzita v klinickém hodnoceni faze Il u pacienetli s metastatickym
melanomem (Ellebaek et al., 2012), kombinace protinddorovych dendritickych bunék
s nizkodavkovanym cyklofosfamidem prokazala efekt u hormonalné refrakterniho metastatického
karcinomu prostaty (Rozkova et al.,, 2009) a v adjuvanci u pacientd s malignim mezoteliomem
(Cornelissen et al., 2015).

Z hlediska kombinované terapie protinddorovymi dendritickymi burfikami je raciondlni uvaZovat
také o kombinaci nejen s low-dose cyklofosfamidem, ale také s anti-VEGF terapii ¢i checkpoint
inhibitory (Obrazek 59). Predpoklada se, Ze antiangiogenni terapie vede k modulaci nadorového
mikroprostifedi (napf. snizenim intersticidlniho tlaku) smérem k usnadnéni infiltrace T-lymfocyty.
Antiangiogenni terapie muiZe potencovat efekt imunoterapie také diky inhibi¢nimu vlivu na
imunitni supresory, jako jsou MDSC a T-reg (Gabrilovich et al., 1999). Kombinace terapie
dendritickymi burfikami pulzovanymi oxidizovanym ndadorovym lyzatem, metronomickym
cyklofosfamidem a bevacizumabem u pacientek s ovaridlnim karcinomem je v soucasnosti
predmétem klinického hodnoceni faze | (Kandalaft et al., 2013).
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Obrdzek 59: Sumarizace jednotlivych kroki protinddorové imunity: cyklus nddorové imunity.

Cyklus ndadorové imunity shrnuje zdkladni faktory imunitni odpovédi, které se uplatnuji pri protinddorovém imunitnim
dozoru a na které je mozno cilit protinddorové imunoterapeutické strategie adaptovdno dle (Chen and Mellman, 2013).
Jednotlivé kroky a onkologickd terapie, kterd na né cili, jsou tyto (1) Uvolnéni antigeni maligni bufikou — radioterapie,
chemoterapie, cilend lécba (trastuzumab apod.), nejefektivnéji terapie, kterd navozuje imunogenni bunécnou smrt. (2)
Prezentace antigenti APC — protinddorové vakciny, cytokiny zvysujici antigen prezentacni vlastnosti dendritickych bunék
(IFNa, GM-CSF, agonista CD40, agonisté TLR). (3) Stimulace T-lymfocytt antigen prezentujici bufikou — blokace CTLA-4, a
stimulace CD137, OX40, ¢i CD27; cytokiny stimulujici T-lymfocyty: IL-2, IL-12. (4) Migrace protinddorovych T-lymfocyti
do maligni tkdné — inhibice regulacnich T-lymfocytd, napr. low-dose cyklofosfamid. (5) Infiltrace protinddorovych T-
lymfocyti do maligni tkdné — anti-VEGF terapie s ohledem na normalizacni okno. (6) Rozezndni malignich bunék
protinddorovymi T-lymfocyty — CARs. (7) Cytotoxickd reakce a likvidace malignich bunék — blokace PD-1/PD-L1, inhibice
IDO.
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Habilitacni prdce predstavuje integrativni pohled biologa s klinickou zkusenosti na solidni
malignity z hlediska vztahu hostitel/nddor, konkrétné interakci malignich bunék a ,hostitelského
organizmu” ve smyslu i/ klinicky vyuZitelnych biomarkeri a ii/ patofyziologie malignich
onemocnéni se zamérenim na aspekty souvisejici s imunobiologii nddoru v kontextu vzniku a lécby
malignich onemocneéni.

BIOMARKERY

Originalni vysledky vyzkumu, ktery prezentuji v habilitacni préci, pfinesly fradu novych poznatkd
v oblasti biomarkert, kde maji pfimou implikaci pro

i/ klinickou praxi, jako napf. analyza stavu vysetfeni genu KRAS v Ceské republice a souhrn
tehdejSich doporuceni vtéto oblasti (Pfiloha 1); studie vztahu mutace KRAS a efektu
bevacizumabu a chemoterapie u lécby 1. linie pacientl s metastatickym kolorektalnim
karcinomem (Pfiloha 21); popis vztahu mezi farmakofenotypem a genotypem TMPT a zplsob
interpretace vysledkd (Pfiloha 3); analyza metod pro sledovani infekcénich a septickych stavd u
pacientl se solidni malignitou (Pfiloha 10); analyza molekularni detekce plvodcl sepse ve
srovnani s kultivaéni metodou (Pfiloha 9); vyuziti nddorového markeru HE4 pro diagnostiku
gynekologickych malignit, predev$im ovarialniho karcinomu (Pfiloha 12 a 13); doporuceni
odbornych spole¢nosti CLS JEP k vyuZiti solubilnich nadorovych markerd pro klinickou praxi
(Priloha 11).

i/ klinicky vyzkum, jako napf. pfiprava protinddorovych vakcin na bazi ex vivo aktivovanych,
analyza jejich vlastnosti a ndvazny imunomonitoring pacient( lécenych touto vakcinou (Vystup
14); analyza cirkulujicich imunitnich efektor( a regulator( u pacientl se solidni malignitou (Pfiloha
15, 16, Vystup 11); exploratorni analyza hladin pfirozenych protildtek proti a(1,3)gal epitopu u
onkologickych pacientd (Pfiloha 20); analyza hladin vitaminu D ve vztahu k parametrim preZiti u
pacientl s metastatickym kolorektalnim karcinomem (Ptiloha 6); exploratorni analyza prevalence
alely DPYD*2A; detekce subset( cirkulujicich endotelidlnich bunék (Vystup 16).

IMUNOBIOLOGIE SOLIDNICH MALIGNIT V KONTEXTU PROTINADOROVE LECBY

Pfestoze se o solidnich malignitach stale castéji hovofi v, systémovém kontextu”, mini se tim
zejména skutecnost, Ze maligni onemocnéni je léceno celkové podavanou lécbou, ktera se za
platnosti zndmych farmakologickych principl (farmakokinetika, farmakodynamika) dostava
cirkulaci do cilového mista. Vyznamnou zménu pohledu na maligni onemocnéni v kontextu jeho
hostitele, resp. nositele pfinesly nové terapeutické postupy jako je anti-VEGF ¢i imunoterapie
checkpoint inhibitory, diky nimZ se na organizmus hostitele nepohlizi jako na ,vessel” k dodani
terapie do mista plsobeni.

101



Podrobnéjsi identifikace bunék tvoficich to, co se dfive nazyvalo obecné leukocytarnim infiltratem
v nddorové tkani, se vdnesni dobé ukazuje byt kliCovym prognostickym a v budoucnu snad i
prediktivnim faktorem protinadorové |écby (Ascierto et al.,, 2013; Galon et al.,, 2014). To
dokladuje, Ze porozumnéni imunobiologickym procesim v nadorovém stroma v celkovém
kontextu imunitniho stavu hostitelského organizmu, neni jen akademickym zdjmem, ale ma
presah do klinické praxe (Obrazek 60).

Obrdzek 60: Pocet publikaci s tématem nddorového
stroma ve vztahu ke klinickym parametrim za
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nejen vyzkumniky ale i klinickymi onkology. Velkou vyzvou je nyni posun téchto poznatkl do
klinické praxe v podobé personalizace lécby nejen s ohledem na skutecné ¢i predpokladané
aberace v maligni burice, ale také sohledem na konkrétni pronddorové komponenty stroma
tumoru a sohledem na systémové faktory hostitelského organizmu (napf. komorbidity,
imunosupresivni komponenty v cirkulaci, relevatni farmakogenotyp ve vztahu k celé skale efektu
tj. od zvySené toxicity protinddorové lécby po snizeny efekt terapie (Vystup 2) ¢i komponenty
strevniho mikrobiomu (Vetizou et al., 2015)). Aktudlni nastroje komplexni imunobiologické
predikce jsou mimo histopatologického vysetieni bunécnych ptipadné humoralnich komponent
nadorové tkané také vysetfeni cirkulujicich imunitnich efektorld a regulator, coZz je diky
posouzeni dynamiky v prlbéhu lécby relevantni z praktického hlediska a vzhledem krealné
existujicimu vzajemnému propojeni mezi maligni tkani a lymfatickym a krevnim kompartmentem
relevantni také z patofyziologického a klinického hlediska (Martens et al., 2016; Meirow et al.,
2015). Aktualné zaciname fesit projekt podporeny grantem Agentury zdravotnického vyzkumu CR
s nazvem ,,Colobiome: Tumour-adjacent microbiome and immune profile of tumour in the context
of heterogeneity and aggressiveness of colorectal cancer”, integrujici klinické parametry
(histopatologicky nalez, odpovéd na lécbu) u pacientl s kolorektalnim karcinomem stadia Il a lll se
stfrevnim a intratumoralnim mikrobiomem (stanoveno pomoci 16s rRNAseq), imunitni profil
z nddorového mikroprostfedi, molekuldarni markery (BRAF, KRAS, MSI) a genovy profil,
imunomonitoring periferni krve (detailni subpopulace T-lymfocytl, MDSC, T-reg, NK/NKT-like
bunky, anti-Gal protilatky; Vystup 8-10, Vystup 13).

Vysledky lé¢by checkpoint inhibitory ukazuji na potenci imunitniho systému kontrolovat pokrocilé
onemocnéni se Spatnou progndzou jakym je metastaticky maligni melanom. Na druhou stranu
limitovana ucinnost checkpoint inhibitor( ukazuje, Ze k dostate¢nému protinadorovému efektu je
odbrzdéni imunitniho systému tfeba doplnit dalsi terapeutickou komponentou, kterou bychom
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mohli hledat v cyklu adaptivni protinddorové imunity (Obrazek 59). Vyznamnym krokem v tomto
procesu je prezentace nadorovych antigen( v kontextu, ktery je schopen stimulovat imunitni
systém, tedy navozenim bunécné smrti, ktera je spojena s prezentaci DAMPs a je imunogenni
(Fucikova et al., 2015). Z klinického hlediska se jedna napf. o hypofrakcionovanou radioterapii (De
Wolf et al., 2015), termické ablace, jako jsou radiofrekvencni a mikrovinna ablace ¢i kryoablace
(Chu and Dupuy, 2014), terapii antracykliny ¢i oxaliplatinou (Obeid et al., 2007), ale také srdecni
glykosidy, které preklapi neimunogenni bunécnou smrt navozenou cytostatiky jako mitomycin C,
cisplatina na bunécnou smrt imunogenni, coZ bylo potvrzeno klinickym efektem u pacientek
s karcinomem prsu (Kroemer et al., 2013; Menger et al., 2012). V pfipadé imunoterapeutickych
postupll zaloZenych na prezentaci antigenli pomoci dendritickych bunék je pravdépodobné
efektivnéjsi nez pulzace jednim predpoklddanym nebo verifikovanym nadorovym antigenem
imunitnimu systému predkladat antigeny, jez jsou klondlnimi neoantigeny a jsou pfitomné
v maximalni proporci nadorovych bunék (McGranahan et al., 2016), nebo predkladat skutecné
antigeny pfitomné v nadorové tkani daného jedince (Vystup 14).

Vyznamnym faktorem Uspésnosti napti¢ rlznymi postupy protinddorové terapie je modulace
imunosupresivniho prostiedi nadoru smérem k prostfedi umoZiujicimu efektivni imunitni
odpovéd. Vtomto ohledu se jevi slibné imunomodulace cilici na T-regulacni lymfocyty, M2
makrofdgy, myeloidni supresorové buniky MDSC (Vystup 11) pfipadné dalsi komponenty
pronadorového chronického zanétu (Vystup 5-6), cehoz muze byt dosazeno IéCivymi pfipravky,
které jsou v soucasné dobé registrovany pro jiné nez protinadorové aplikace (Meirow et al., 2015).
V tomto kontextu se hovoti o tzv. , drug repositioning” (a také ,radiotherapy repositioning”), coz
je poutziti znamych lécivych pfipravk( a lécebnych postupl v novych indikacich, které vychazi
znové popsanych mechanizm( ucéinku dané lécby (Gaya et al.,, 2015; Sistigu et al., 2011).
Prikladem vyuZiti nového efektu stavajicich 1éCiv je potencial prevence kolorektalniho karcinomu
pomoci nizkych davek metforminu, aspirinu (Vystup 4, Vystup 17) v kombinaci se suplementaci
vitaminem D pro prevenci hypovitamindézy D (Vystup 3). V poslednich letech doslo také
k ¢adstecnému  pfehodnoceni a doplnéni predpoklddaného proti-nddorového efektu
antiangiogenni terapie (Vystup 15) a to s ohledem na pribéh efektu v nadorové tkani, kdy zprvu
dochazi k normalizaci nddorové vaskulatury, coz umoini infiltraci imunitnich efektor( a jejich
cytotoxickou aktivitu smérem k malignim buikdm, a po delSim poddani nasleduje regrese
vaskulatury (Vystup 16) a navozeni hypoxie bez adekvatni regrese tumoru, coz klinicky vede
k progresi onemocnéni. Pfehodnoceni mechanizmu uUcinku antiangiogenni terapie také poukazuje
na to, Ze neni moiné jednoduse provadét translaci klinického efektu z metastatického
onemocnéni do adjuvantni polohy (Allegra et al., 2011; Ebos et al., 2009).

Soucasny koncept personalizované protinddorové lécby (vychazejici z hematoonkologického
paradigma Bcr-Abl a imatinib) pracuje s odhalenim aberaci v malignich bunkach konkrétniho
jedince a tyto aberace se pak stavaji cilem protindadorové terapie (Vystup 1). Nicméné plné
maligné transformovana maligni burika nese nékolik aberaci/mutaci (Hanahan and Weinberg,
2011, 2000) a béhem lécby dochazi k selekci bunécénych subtypll rezistentnich na terapii cilenou
na jednu aberaci. Celkovy vysledek cileni protinddorové Iécby na jednotlivé aberace zavisi na
kontextu dalSich abnormalit v dané burice ¢i klonalni bunécné populaci (Vystup 12). Na druhou
stranu epitelidlni nadorové bunky nejsou pfilis autonomni a jejich prezivani a propagace
v prostfedi hostitelského organizmu zavisi na funkci a kontextu nadorového mikroprostredi.
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Protinddorova terapie by tedy méla pracovat s komponentami nadorového stroma na lokalni i
systémové Urovni (imunomodulace, regulace angiogeneze) a spiSe nez na jeden cil/jednu aberaci
by méla byt zamérena na vice aberantnich komponent (malignich bunék a mikro- a
makroprosredi tumoru) jak je tomu v pfipadé kombinované metronomické lécby. Tento koncept
se mUZe uplatnit nejen pii 1écbé makroskopického onemocnéni, ale také u casnych stadii
malignich onemocnéni, kde se voli mezi toxickym adjuvantnim reZzimem, ktery ma za cil zlikvidovat
mikroskopicka rezidua (diseminované pripadné lokalni) onemocnéni, nebo strategii sledovani
»watch and wait” v pfipadech, kde neni prokdzany benefit vysokodavkovanych MTD adjuvantnich
rezimd nad neZadoucimi Ucinky. Zde je na misté uvaZovat o modulaci podminek hostitelského
organizmu ve smyslu vytvoreni prostredi, které bude imunokompetentnéjsi (napf. eliminaci T-reg
a MDSC) a nebude umozZnovat propagaci/aktivaci dormantnich nadorovych bunék. Potlaceni ristu
nadoru nikoli pfimym plsobenim na maligni burky, ale modulaci vlastnosti organizmu ve smyslu
vytvoreni hostilnich podminek pro maligni buriky povaZzoval za zasadni jiz dr. Coley ve své praci
s imunoterapii inoperabilnich nadorl, 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.” dopliiuje Uvahou vychazejici z vlastnich
poznatkll ,,And this is exactly what, in my opinion, the toxins do in sarcoma” (Coley, 1910).
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SEZNAM ZKRATEK

ADCC
ALL
AML
Ang
APC
kontextu)
ASCO
ATMP
ATRA
BCG
bFGF
bFGFR
CAP
CAPOX
CAR, CARs
CcDC
CEA
CEC
CHMP
CLL
CLIA
COMBAT
CRP
CTAP I
CTLs
CTLA-4
CLS JEP
Cp
DAMP, DAMPs
DB, DC
DCA
DCC
DPD
DM
EBV
ECM
EGF
EGFR
EMA
EPC
FDA
FOLFIRI
FOLFOX

antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity

akutni lymfoblasticka leukémie

akutni myeloidni leukémie

angiopoetin

antigen prezentujici burika nebo adematous polyposis coli (zavisi na

American Society of Clinical Oncology

advanced therapy medicinal products, |éCivé pFipravky pro moderni terapii
all-trans retinovad kyselina

Bacillus Calmette—Guérin

basic fibroblast growth factor

basic fibroblast growth factor receptor

College of American Pathologists
kapecitabin/oxaliplatina

chimeric antigen receptor

complement-dependent cytotoxicity

carcinoembryonic antigen, karcinoembryonalni antigen
cirkulujici endotelialni burika

Committee for Medicinal Products for Human Use
chronicky lymfocytarni leukémie

Clinical Laboratory Improvement Amendments
Combined Oral Metronomic Biodifferentiating Antiangiogenic Treatment
C-reaktivni protein

connective tissue activating peptide Il

cytotoxic T-cells, cytotoxické T-lymfocyty

cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4

Ceska lékafska spoleénost Jana Evangelisty Purkyné
Cisté protory

danger associated molecular patterns

dendriticka bunka

kyselina deoxycholova

deleted in colorectal cancer

dihydropyrimidin dehydrogenaza

diabetes mellitus

virus Epstein-Barrové

extracelularni matrix

epidermalni rastovy faktor, epidermal growth factor
receptor pro epidermalni rlstovy faktor, epidermal growth factor receptor
European Medicines Agency

prekurzory endotelidlnich bunék

Food and Drug Administration
leukovorin/fluorouracil/irinotekan
leukovorin/fluorouracil/oxaliplatina
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FU fluorouracil

FUTP fluoruridin trifosfat

GAP GTPase activating protein

GEF guanine nucleotide exchange factor

GM-CSF granulocyty/makrofagy — kolonie stimulujici faktor
G-CSF granulocyty — kolonie stimulujici faktor

GMP good manufacturing practice, spravna vyrobni praxe
GDP guanozin difosfat

GTP guanozin trifosfat

HBV virus hepatitidy C

HCC hepatocelularni karcinom

HCV virus hepatitidy C

HIF hypoxia inducible factor

HHV lidsky herpesvirus

HPV lidsky papillomavirus

HS heparan sulfat

HSP heat shock protein

HUVEC human umbilical vein endothelial cells

cht chemoterapie

IBD inflammatory bowel disease, zanétliva stfevni onemocnéni
ICOS inducible costimulator

IDO indolamin 2,3-dioxygenaza

IFL irinotekan/fluorouracil/leukovorin

IGF insulin-like growth factor

IFN-y interferon gamma

IL interleukin

IRI irinotekan

iNOS inducibilni syntaza oxidu dusnatého

LDM low-dose metronomic

LMWH nizkomolekularni hepariny

LP |éCivy pripravek

LPS lipopolysacharid

mCEC zrala cirkulujici endotelidlni burika

mCRC metastaticky kolorektalni karcinom

MALT mucosa associated lymphoid tissue

MDSC myeloid-derived suppressor cells, myeloidni supresorové burky
MHC | hlavni histokompatibilni komplex tfidy |

MHC I hlavni histokompatibilni komplex tfidy Il

MIC MHC-class I related chain, napt. MIC-A, MIC-B
MLR mixed lymphocyte reaction

MMP matrixovd metaloproteinaza

MTD maximum tolerated dose, maximalni tolerovana davka
mTOR mammalian target of rapamacin

NAP-2 neutrophil activating peptide 2

NCCN National Comprehensive Cancer Network
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NF nuklearni faktor

NHL non-HodgkinGv lymfom

NKR natural killer receptor

NSCLC nemalobunécny karcinom plic

oM Oddéleni laboratorni mediciny

oS overall survival, celkové preziti

OX oxaliplatina

PAMP pathogen associated molecular patterns

PAR protease activated receptor

PDGF platelet-derived growth factor

PF-4 destickovy faktor 4

PHD2 prolyl hydroxylase domain 2

PRR pattern recognition receptors, receptory rozeznavajici molekulové vzory
PSA prostaticky specificky antigen

PFS progression-free survival, preziti bez progrese

ROC receiver operating characteristic

ROS reaktivni kyslikové radikaly

S1pP sphingosine-1-phosphate

SCLC malobunécny karcinom plic

SDF stromal-cell derivd factor

SUKL Statni Ustav pro kontrolu léCiv

SVP good manufacturing practice, spravna vyrobni praxe
TDO tryptofan 2,3-dioxygenaza

TF tkanovy faktor

TIMP tissue inhibitors of metalloproteinases, tkanové inhibitory metaloproteinaz
TK tyrozinkinazy

TKI inhibitory tyrozinkinaz

TLR toll-like receptor, typ PRR

TNFa tumor-necrosis factor alpha, tumor nekrotizujici faktor
TNFR tumor-necrosis factor receptor

TPO trombopoetin

TPMT thiopurin metyltransferaza

TRAIL tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand
ULBP UL-16 binding proteins

uv ultrafialové

VDR vitamin D receptor

VEGF vascular endothelial growth factor, vaskularni endotelidlni rlstovy faktor
VFU Veterindrni a farmaceuticka univerzita

VHL nadorovy supresor von Hippel-Lindau

WT, wt wild-type

XELOX kapecitabin/oxaliplatina
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