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ABSTRAKT 
Karcinom ovaria patří mezi gynekologické malignity s nejhorší prognózou, která vyplývá z pozdní 
diagnózy onemocnění a omezených terapeutických možností. Přes nesporný pokrok v chirurgické 
a chemoterapeutické léčbě je mortalita tohoto nádorového onemocnění stálé vysoká. Z tohoto 
důvodu se řada preklinických i klinických studií zabývá identifikací nových léčebných postupů 
včetně imunoterapie a charakterizací nových prognostických a prediktivních ukazatelů, které by 

pomohly určit vývoj klinického stavu pacientek či jejich odpověď na léčbu. Cílem této práce byla 
charakterizace imunitního infiltrátu nádorového mikroprostředí (TME, z angl. tumor 
microenvironment) high-grade serózního karcinomu ovaria (HGSC, z angl. high-grade serous 
carcinoma) a stanovení jeho případné prognostické role v léčbě pacientek. Z našich výsledků 

vyplývá, že přítomnost aktivovaných DC-LAMP+ dendritických buněk v TME je asociováno 
s indukcí protinádorové Th1 (z angl. T helper type 1) imunitní odpovědi s významnou 
cytotoxickou aktivitou CD8+ T lymfocytů (CTL, z angl. cytotoxic T lymphocyte). Výsledná 
efektorová aktivita přítomných CTL není oproti očekávání blokována přítomností inhibičních 

molekul PD-L1 (z angl. programmed death-ligand 1), PD-1 (z angl. programmed cell death 1), 
CTLA-4 (z angl. cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4) a LAG-3 (z angl. lymphocyte-
activation gene 3), jak vyplývá z celogenomového sekvenování a imunohistochemické analýzy na 
rozsáhlém souboru pacientek, ale je důsledkem vyššího zastoupení molekuly TIM-3 (z angl. T cell 
immunoglobulin and mucin-domain containing-3). Molekula TIM-3 představuje negativní 

prognostický ukazatel asociovaný s inhibicí protinádorové imunitní odpovědi u pacientek 
s HGSC. Současně z našich výsledků vyplývá, že výsledná aktivace protinádorové imunitní 
odpovědi v TME je zásadním způsobem ovlivněna přítomností molekul asociovaných 
s nebezpečím (DAMP, angl. danger associated molecular patterns). Konkrétně jsme ukázali, že 

vyšší zastoupení kalretikulinu, klíčové DAMP molekuly, v nádorové tkáni pacientek koreluje 
s vyšší efektorovou aktivitou protinádorové imunitní odpovědi a s lepší prognózou pacientek 

s HGSC Tyto výsledky napomáhají hlubšímu porozumění role imunitního systému v TME 
u HGSC pacientek a identifikují možné prognostické ukazatele v léčbě tohoto závažného 

onemocnění.  
 
Klíčová slova: 
Karcinom ovaria, prognostické a prediktivní ukazatele (biomarkery), imunitní systém, 
kalretikulin, kontrolní body imunitních reakcí, imunoterapie. 



 

  

ABSTRACT 
Ovarian cancer belongs to the gynecological malignancies with the worst prognosis, mainly due 
to the late diagnosis of this disease and limited therapeutic options for patients. Despite the 
undeniable progress in surgical and chemotherapy treatment, the mortality of this disease is still 
rather high. For this reason, several preclinical and clinical studies have been involved in 
identification of new treatment strategies (including immunotherapy) and characterization of new 
prognostic and predictive biomarkers to help determine the development of the clinical condition 
of patients or their response to treatment. The aim of this thesis was to better understand the role 
of the immune system in the tumor microenvironment (TME) of high-grade serous ovarian cancer 
(HGSC) and its possible prognostic role in the treatment of patients. Our results show that the 
presence of activated DC-LAMP+ dendritic cells in the TME is associated with the induction of 
anti-tumor T helper type 1 response (Th1) and cytotoxic response. Surprisingly, the resulting 
effector activity of the cytotoxic T lymphocytes (CTLs) is not inhibited by the presence of 
programmed death-ligand 1 (PD-L1), programmed cell death (PD-1), cytotoxic T-lymphocyte-
associated protein 4 (CTLA-4) and lymphocyte-activation gene 3 (LAG-3), as determined by 
genomic sequencing and immunohistochemical analysis in a large cohort of patients, but rather it 
is the result of a higher presence of the T-cell immunoglobulin and mucin-domain containing-3 
(TIM-3) molecule on CTLs. Our results clearly indicate that TIM-3 can serve as a negative 
prognostic biomarker associated with inhibition of anticancer immune response in HGSC patients. 
Our findings also show that the resulting activation of an antitumor immune response in TME is 
significantly influenced by the presence of danger associated molecular patterns (DAMPs). The 
high expression of calreticulin (CRT), the key molecule of DAMPs, in TME of patients correlates 
with higher effector activity of antitumor immune response and shows better prognosis of patients 
with HGSC. These results help to further understand the role of the immune system in the HGSC 
TME and identify possible prognostic biomarkers in the treatment of this serious disease. 
Key words: 
Ovarian carcinoma, prognostic and predictive biomarkers, immune system, calreticulin, immune 
checkpoint, immunotherapy. 
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1 Úvod 
Ovariální karcinom je každoročně diagnostikován u téměř čtvrt milionu žen na světě. 

Představuje tak osmý nejčastější typ maligního onemocnění a sedmou nejčastější příčinu úmrtí 

u žen z důvodu nádorového onemocnění (Webb and Jordan, 2017). Současné léčebné postupy 

zahrnují zejména chirurgickou cytoredukci následovanou chemoterapií založenou 

na kombinaci platiny a taxanových derivátů. Nicméně i při počáteční dobré odpovědi na léčbu 

dochází u většiny pacientek k relapsu onemocnění, rozvoji rezistence na chemoterapii a úmrtí 

do 5 let od zahájení léčby. Tato skutečnost vede ke snaze nalézt nové diagnostické 

a terapeutické prostředky, které by umožnily zlepšení prognózy tohoto onemocnění (Kossai et 
al., 2018). 

Imunoterapeutická léčba zaznamenala v uplynulých letech významný úspěch v terapii 
určitých maligních onemocnění. Některé z těchto přístupů jsou také předmětem testování 

u nádorů ovaria. Zejména se jedná o imunoterapii založenou na aplikaci autologních 
dendritických buněk (DC, z angl. dendritic cell) modifikovaných ex vivo v laboratorních 
podmínkách a protilátkách proti kontrolním bodům imunitních reakcí. Významnou 
celospolečenskou otázkou však zůstává identifikace skupiny pacientů, pro které by tato léčba 

byla přínosná. To je možno stanovit pomocí vhodných prognostických a prediktivních 
ukazatelů.  

Jedním z nejvýznamnějších biochemických ukazatelů prognózy pacientek 

s karcinomem ovaria je nádorový antigen 125 (CA125, z angl. ovarian carcinoma antigen 125) 
(Huang et al., 2010). Zvýšené hodnoty CA125 v séru však mohou doprovázet také jiná 

onemocnění, např. karcinomy epiteliálního původu, endometriózu, myomatózní dělohu, 
zánětlivý adnextumor, jaterní cirhózu, pankreatitidu a peritonitidu. Z tohoto důvodu se 
současné preklinické studie s využitím pokroku v molekulární biologii, genomice a proteomice 
zaměřují na identifikaci zcela nových prognostických a prediktivních ukazatelů. Patří mezi ně 

zejména parametry definující složení imunitního infiltrátu a funkční kapacitu imunitních buněk 

nacházejících se v nádorovém mikroprostředí (TME, z angl. tumor microenvironment). Dále se 
pak jedná o molekuly vystavované či produkované maligními buňkami, a to převážně molekuly 

ze skupiny DAMP (z angl. danger associated molecular patttern).  
V první části této dizertační práce budou shrnuty poznatky o roli imunitního systému 

a molekul asociovaných s buněčným poškozením (DAMP) v evoluci nádorového onemocnění. 
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Poté bude pozornost věnována současným imunoterapeutickým přístupům využívaným při 

léčbě karcinomu ovaria s charakterizací možných prognostických a prediktivních ukazatelů 

asociovaných s imunitním infiltrátem a molekulami DAMP. Druhou část této dizertační práce 
tvoří soubor původních publikací, které přímo souvisí s touto tématikou.   
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2 Ovariální karcinom a současné možnosti 

jeho terapie  
Ovariální karcinom představuje 15 % všech zhoubných nádorů u žen a je spojován s velice 
špatnou prognózou (Holschneider and Berek, 2000). V roce 2016 byla v České republice 

mortalita tohoto onemocnění 11,69 na 100 000 žen (ÚZIS, 2016). Mezi rizikové faktory 
onemocnění patří dědičnost, zejména mutace v genech BRCA1 (z angl. breast cancer 1) 
a BRCA2 (z angl. breast cancer 2), věk, obezita a pozdní menopauza (Holschneider and Berek, 
2000). 

Z hlediska histologie patří karcinom ovaria mezi heterogenní onemocnění vznikající 
buď z epitelu ovaria (serózní, mucinózní, endometroidní, ze světlých buněk), z germinálních 
buněk nebo z buněk ovariálního stromatu (Banerjee and Kaye, 2013; Holschneider and Berek, 
2000). Ovariální nádory epiteliálního původu představují až 90 % všech případů, nejčastějším 

subtypem je serózní karcinom. Každý histologický subtyp je definován určitým klinickým 

chováním (odpovědí na chemoterapii, schopností metastazovat a prognózou onemocnění) 
a konkrétním souborem mutací (Banerjee and Kaye, 2013). Histologické subtypy ovariálního 
karcinomu jsou shrnuty na Obr. 1. 

Obr. 1. Přehled histologických subtypů karcinomu ovaria a s nimi asociovaných mutací. 
Karcinom ovaria může být epiteliálního nebo neepiteliálního původu. Pod jednotlivými histologickými subtypy jsou uvedené nejčastější asociované mutace, popřípadě molekulární aberace. Seznam zkratek: TP53 (z angl. tumor protein p53), BRCA1 (z angl. breast cancer 1), BRCA2 (z angl. breast cancer 2), NF1 (z angl. neurofibromin 1), RB1 (z angl. retinoblastoma), 
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HER2 (z angl. human epidermal growth factor receptor 2), ARID1A (z angl. AT-rich interaction domain-containing protein 1A), PIK3CA (z angl. phosphatidylinositol 3-kinase, catalytic, alpha), PTEN (z angl. phosphatase and tensin homolog), CTNNB1 (z angl. catenin, beta-1), PPP2R1A (z angl. protein phosphatase 2, structural/regulatory subunit alpha), MMR (z angl. mismatch repair). Převzato a upraveno z (Banerjee and Kaye, 2013).  
V současné době je jako léčebný postup preferován operační výkon se snahou 

o maximální odstranění nádorového ložiska s ponecháním žádného nebo jen zcela minimálního 

operačního rezidua. Většina pacientek po primární cytoredukční léčbě podstupuje chemoterapii 
založenou na kombinaci taxanů s platinovými deriváty. Asi 30 % pacientek je v době diagnózy 
neoperabilních. U těchto pacientek je primárně podávána neoadjuvantní chemoterapie založená 

na platinovém preparátu a následně, při dobré odpovědi na tuto léčbu, je přikročeno k operaci. 
Nicméně u více než 50 % pacientek s kompletní odpovědí na léčbu dochází k recidivě 

onemocnění, zkrácení doby do dosažení relapsu a úmrtí do 5 let od diagnózy onemocnění 
(Kossai et al., 2018; Vlasák et al., 2018). 

Tyto skutečnosti vedou k hledání nových léčebných a diagnostických postupů, které by 

přispěly k prodloužení doby do progrese onemocnění či celkového přežití pacientek 

s ovariálním karcinomem. Nejnovější léčebné postupy v léčbě karcinomu ovarií zahrnují 
podávání inhibitorů angiogeneze, inhibitorů poly (ADP-ribózy) polymerázy (PARP, z angl. 
poly (ADP-ribose) polymerase) a některé imunoterapeutické přístupy.  

Angiogeneze neboli novotvorba krevních cév, je velice dynamický a striktně regulovaný 
proces, který je součástí řady fyziologických (např. hojení ran), ale i patologických dějů (např. 

vznik a vývoj nádoru). Bylo ukázáno, že vaskulární endoteliální růstový faktor (VEGF, z angl. 
vascular endothelial growth factor), klíčový regulátor angiogeneze, hraje zásadní roli také ve 
vývoji a růstu nádorů. Vyšší exprese tohoto faktoru je detekována u ovariálních nádorových 
buněk a míra exprese koreluje se stádiem a prognózou nádorového onemocnění (Cortez et al., 
2018). Z tohoto důvodu se některé nové léčebné postupy zaměřují na blokaci tohoto faktoru se 

snahou omezit krevní zásobení nádorové tkáně. VEGF signalizace je cílem několika druhů 

léčiv, a to monoklonální protilátky proti VEGF (bevacizumab), antagonisty receptoru pro 
VEGF (aflibercept) nebo inhibitorů signalizačních kináz tohoto receptoru (cediranib, 
pazopanib) (Cortez et al., 2018). Tab. 1 shrnuje výsledky vybraných klinických studií.  
  



 

5  

 
Tab. 1. Blokátory VEGF ve III. fázi klinického testování.  

Jméno  Léčiva Identifikační kód  studie Počet 

účastníků Výsledek Reference 
Pazopanib NCT00866697 940 Prodloužení PFS, bez efektu na OS (Vergote et al., 2019) 

Bevacizumab 

NCT01239732 1021 Prodloužení PFS (Oza et al., 2017) 
NCT00976911 361 Prodloužení OS a PFS 

(Bamias et al., 2017; Roncolato et al., 2017) 
NCT00434642 484 Bez efektu na OS (Aghajanian et al., 2015) 
NCT00262847 1873 Prodloužení PFS (Eskander et al., 2018) Seznam zkratek: OS (z angl. overall survival), PFS (z angl. progression free survival). Zdroj: https://clinicaltrials.gov (k datu prosinec 2019).  

Proteiny rodiny PARP (zejména PARP1) hrají významnou roli v opravě 

jednovláknových zlomů DNA (z angl. deoxyribonucleic acid) mechanizmem nahrazování 
jednotlivých bází (z angl. base excision rapair). Inhibice PARP tudíž vede k nahromadění 

jednovláknových zlomů DNA a následně, kvůli kolapsu replikační vidlice, i ke kumulaci 

dvouvláknových zlomů DNA. Tyto zlomy ale mohou být opraveny ještě dalším mechanizmem, 
a to homologní rekombinací. Procesu homologní rekombinace se účastní proteiny kódované 

geny BRCA1 a BRCA2. Homologní rekombinace může být vyřazena v důsledku mutace těchto 

genů, která může být buď germinální (respektive zárodečná, dědičná) nebo somatická 
(v samotných nádorových buňkách) (Bryant et al., 2005; Dockery et al., 2017). Mutace 
v genech účastnících se oprav DNA navíc obecně zvyšuje citlivost k některým typům 

cytotoxických látek. Použití PARP inhibitorů pro léčbu pacientek s nádory prsu nebo ovarií 
s mutací v genech BRCA1 a BRCA2 je tedy založeno na dvou principech a) chemosenzibilizaci 

nádoru a b) tzv. syntetické letalitě (Bortlíková et al., 2019). Syntetická letalita je typ genové 
interakce, při níž k smrti buňky vlivem použití daného léčiva (v tomto případě inhibitorů PARP, 
které vyřadí opravy jednovláknových zlomů) dochází pouze, pokud je u ní přítomný ještě další 

defekt (v tomto případě mutace v genech BRCA1/BRCA2 zajišťujících homologní 
rekombinaci). Prvním registrovaným léčivem fungujícím na principu syntetické letality se stal 
olaparib. V současné době je olaparib používán v léčbě rekurentního serózního ovariálního 

karcinomu (Gelmon et al., 2011; Ledermann et al., 2016). Dalšími registrovanými inhibitory 

PARP pro léčbu ovariálního karcinomu je také rucaparib (Swisher et al., 2017) a niraparib 
(Mirza et al., 2016). Studie, které vedly k jejich registraci, jsou shrnuty v Tab. 2. Obdobně jako 
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inhibitory angiogeneze PARP inhibitory mají výrazný efekt na PFS (z angl. progression free 
survival), avšak OS (z angl. overall survival) ovlivňují minimálně. 
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Tab. 2. Přehled PARP inhibitorů schválených FDA a registrovaných pro léčbu karcinomu ovaria  

Ola
par

ib 
Identifikační kód studie: NCT00753545 
Udržovací léčba pacientek s recidivujícím epiteliálním karcinomem ovaria, vejcovodů nebo 

peritoneálním karcinomem, které vykazovaly kompletní nebo částečnou odpověď na chemoterapii na bázi platiny 
Identifikační kód studie: NCT00679783 
Léčba pacientek s germinální mutací genu BRCA v pokročilém stadiu karcinomu ovaria po předchozí 

chemoterapeutické léčbě (3 cykly). 

Ruc
apa

rib Identifikační kód studie: NCT01891344 
Léčba pacientek s germinální mutací genu BRCA v pokročilém stadiu karcinomu ovaria po předchozí 

chemoterapeutické léčbě (3 cykly). 

Nir
apa

rib Identifikační kód studie: NCT01847274 
Udržovací léčba dospělých pacientek s recidivujícím epiteliálním karcinomem ovaria, vejcovodů nebo peritoneálním karcinomem, které vykazovaly kompletní nebo částečnou odpověď na chemoterapii na bázi platiny 

Seznam zkratek: BRCA (z angl. breast cancer type), FDA (z angl. food drug administration). Převzato a upraveno podle (Ashworth and Lord, 
2018) 
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3  Role imunitního systému v evoluci 

nádorového onemocnění 
Ze současných poznatků experimentálního i klinického testování jednoznačně vyplývá klíčová 

role imunitního systému v boji proti nádorovým buňkám (Fridman et al., 2017). Komunikace 
mezi maligními buňkami a složkami imunity představuje dynamický proces, který detailně 

popisuje teorie protinádorového imunitního dohledu (Dunn et al., 2004). 
 Teorie protinádorového imunitního dohledu 

Teorie protinádorového imunitního dohledu rozlišuje tři fáze evoluce nádorového onemocnění: 
eliminaci, rovnováhu a únik, které jsou shrnuty na Obr. 2. Ve fázi eliminace je imunitní systém 
schopen rozpoznávat maligní buňky díky existenci nádorově specifických, resp. asociovaných 
antigenů. Imunogenicitu nádorových buněk, tedy schopnost maligních buněk indukovat 

imunitní odpověď, dále zvyšuje exprese a uvolňování imunogenních molekul či molekul 

asociovaných s buněčným stresem a poškozením, které jsou označovány jako DAMP. Tyto 
faktory významně přispívají k rozpoznání a odstranění neoplastických buněk dříve, než dojde 
k rozvoji a klinické manifestaci onemocnění (Schreiber et al., 2011). Nicméně pod selekčním 

tlakem imunitního systému na geneticky nestabilní nádorové buňky vznikají nové fenotypové 

varianty neoplastických buněk, které nejsou rozpoznávány imunitním systém, a dochází tak 
k rozvoji fáze dynamické rovnováhy. 

 Fáze dynamické rovnováhy představuje imunitou navozenou nádorovou latenci, 

ve které je omezena proliferační aktivita maligních buněk a imunitní systém udržuje jejich 
množství pod kontrolou. Výsledkem tohoto procesu mohou být 3 potenciální scénáře: a) v TME 
převáží účinná protinádorová imunitní odpověď a dojde k návratu do fáze eliminace, tedy 
k úplnému odstranění nádorových buněk; b) dojde k vytvoření dlouhodobého stavu dynamické 

rovnováhy, který může trvat až několik let a během kterého nedochází k růstu nádorové masy, 
neboť počet nově vznikajících maligních buněk je zhruba stejný jako počet buněk 

odumírajících; c) převáží-li v TME imunosupresivní imunitní odpověď, nádorové buňky 

přechází do fáze úniku a rozvíjí se klinicky závažné onemocnění (Dunn et al., 2004). 
Ve fázi úniku již nádorové buňky nepodléhají kontrole imunitního systému. To se děje 

zejména kvůli ztrátě exprese nádorových antigenů, sekreci inhibičních cytokinů, snížení 

exprese molekul hlavního histokompatibilního komplexu (MHC, z angl. major 
histocompatibility complex), chemotaxi imunosupresivních buněk do TME či expresi tzv. 
inhibičních molekul neboli kontrolních bodů imunitních reakcí (viz. také podkapitola 
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Mechanismy úniku nádorových buněk imunitnímu systému) (Kim et al., 2007; Mittal et al., 
2014).  

 
Obr. 2. Imunoeditace nádorů. V teorii protinádorového dohledu rozlišujeme 3 fáze – fázi eliminace, rovnováhy a úniku. V eliminační fázi vrozená a adaptivní imunita spolupracují na rozpoznání a eliminaci nádorových buněk. Maligní buňky jsou detekovány imunitním systémem zejména díky expresi nádorových antigenů a molekul DAMP. Vlivem zvýšené 
genetické nestability nádorových buněk vznikají nové klony neoplastických buněk s odlišným fenotypem, které jsou schopné unikat dohledu imunitního systému. Tyto buňky se vyznačují zejména ztrátou exprese nadorových antigenů, sníženou citlivostí na efektorové imunitní mechanizmy a indukcí imunosupresivního stavu v nádorovém mikroprostředí (TME). Ve fázi rovnováhy sice dochází ke vzniku nových variant neoplastických buněk, ty jsou pod dohledem imunitního systému. Tato fáze může trvat v řádu měsíců až několika let. Nové varianty 
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nadorových buněk mohou vstupovat do poslední fáze, tzv. úniku, kde jejich růst už nebude schopen imunitní systém blokovat a dojde ke klinickému projevu nádorového onemocnění. Seznam zkratek: CTLA-4 (z angl. cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4), DAMP (z angl. damage (danger) associated molecular patterns), IDO (z angl. indolamine 2,3-dioxygenase), IFN (z angl. interferon), IL (z angl. interleukin), MDSC (z angl. myeloid-derived suppressor cell), NK (z angl. natural killer), NKR (z angl. NK cells receptors), PD-1 (z angl. programmed cell death 1), PD-L1 (z angl. programmed death-ligand 1), TGF-β (z angl. tumor growth factor 
β), TNF (z angl. tumor necrosis factor), TRAIL (z angl. TNF-related apoptosis-inducing ligand). Převzato a upraveno podle (Schreiber et al., 2011). 

 Mechanizmus rozpoznání nádorových buněk imunitním systém  

Základním předpokladem pro rozpoznání nádorových buněk imunitním systémem je existence 

nádorově specifických, resp. asociovaných antigenů, a přítomnost molekul DAMP. 
K uvolnění molekul DAMP do TME dochází během imunogenní buněčné smrti. 

Imunogenní buněčná smrt (ICD, z angl. immunogenic cell death) představuje konkrétní typ 

apoptózy, u které dochází k regulované aktivaci imunitního systému (Fucikova et al., 2018). 
Molekuly DAMP mohou být rozděleny do 3 kategorií podle způsobu uvolnění z maligní buňky: 
a) molekuly, které jsou v rané fázi apoptózy translokovány z endoplazmatického retikula (ER, 
z angl. endoplasmatic reticulum) na buněčný povrch – kalretikulin (CRT, z angl. calreticulin), 
proteiny teplotního šoku (HSP70 a HSP90, z angl. heat shock protein) (Garg et al., 2010; Spisek 
et al., 2007), b) molekuly, které jsou uvolňovány z nádorové buňky aktivní sekrecí nebo pasivně 

uvolněním do extracelulárního prostředí – HMGB1 (z angl. high mobility group box 1), 
adenosin trifosfát (ATP, z angl. adenosine triphosphate), interferony I typu (IFN, z angl. 
interferon), annexin A1 (ANXA1, z angl. annexin A1), kyselina močová a některé prozánětlivé 

cytokiny (např. IL-1β, IL-3, z angl. interleukin) (Garg et al., 2012b; Garg et al., 2010; Sistigu 
et al., 2014; Vacchelli et al., 2015), c) degradační produkty nádorových buněk – DNA a RNA 
(z angl. ribonucleic acid) uvolněné v pozdní fázi apoptózy (Garg et al., 2010). Společnou 

vlastností těchto molekul je aktivace imunitního systému, zejména populace antigen 
prezentujících buněk (APC, z angl. antigen presenting cells), které následně indukují nádorově 

specifickou T lymfocytární odpověď (Obr. 3). 
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Obr. 3. Imunogenní buněčná smrt maligních buněk a následná aktivace protinádorové 

imunitní odpovědi. Pokud se maligní buňka dostane do stresového prostředí, dochází k aktivaci 
imunogenní buněčné smrti charakterizované vystavováním a uvolňováním molekul DAMP do 

mezibuněčného prostoru v nádorovém ložisku, kde tyto molekuly aktivují jednotlivé složky imunity. V časné fázi imunogenní apoptózy dochází zejména k translokaci chaperonového proteinu kalretikulinu (CRT) a proteinů teplotního stresu 70 a 90 (HSP70 a HSP90) na buněčný 

povrch. Následně dochází k uvolnění nukleárního proteinu HMGB1, adenosintrifosfátu (ATP), annexinu A1 (ANXA 1) a interferonů I. typu (IFN I. typu) do extracelulárního prostoru. Společnou vlastností těchto molekul je následná aktivace imunitního systému, zejména 

dendritických buněk (DC), které indukují protinádorově specifickou T lymfocytární odpověď. Seznam zkratek: ANXA1 (z angl. annexin A1), ATP (z angl. adenosine triphosphate), CRT (z angl. calreticulin), CXCL10 (z angl. C-X-C motif chemokine), DC (z angl. dendritic cells), FPR1 (z angl. formyl peptide receptor 1), HMGB1 (z angl. high mobility group box 1), HSP (z angl. heat shock protein), iDC (z angl. immature dendritic cell), IL (z angl. interleukin), LRP1 (z angl. LDL receptor related protein 1), P2RX7 (z angl. purinergic receptor P2X7), P2RY2 (z angl. purinergic receptor P2Y2), TLR4 (z angl. Toll-like receptor 4). Převzato a upraveno podle (Galluzzi et al., 2017).  Význam jednotlivých DAMP molekul pro aktivaci imunitní odpovědi byl popsán na základě 
in vitro experimentů (Fucikova et al., 2011; Fucikova et al., 2014; Garg et al., 2012b; Obeid et 
al., 2007b) a in vivo zvířecích modelů (Apetoh et al., 2008; Krysko et al., 2012; Michaud et al., 
2011). Z výsledků testování vyplývá stěžejní role CRT v konceptu ICD. Nicméně v nedávné 
době byla popsána také prognostická role CRT u některých maligních onemocnění (viz. 
prognostický význam kalretikulinu).  
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3.2.1 Role kalretikulinu v imunogenní buněčné smrti a v aktivaci imunitní 
odpovědi 

CRT představuje vysoce konzervovaný protein, který se nachází převážně v lumen ER, kde plní 
společně s ERp57 a kalnexinem významnou roli při skládaní nově vzniklých proteinů 

a glykoproteinů. Současně se CRT podílí na regulaci homeostázi Ca2+ iontů, buněčné 

signalizaci, proliferaci a adhezi. Role CRT však není omezena pouze na výše popsané 
fyziologické procesy. CRT má také nezastupitelnou roli v aktivaci protinádorové imunitní 
odpovědi (Lu et al., 2015).  

Imunogenní vlastnosti CRT byly popsány v roce 2007, kdy Obeid a kolegové ukázali, 
že po vystavení neoplastických buněk antracyklinům, UV-C (z angl. ultraviolet C) a γ-záření 

dochází k pre-apoptotické expozici CRT na buněčný povrch. Tyto imunogenní nádorové buňky 

poté byly lépe pohlcovány populací DC (Obeid et al., 2007a; Obeid et al., 2007b). Později bylo 

popsáno, že i další modality, mezi které patří hypericinem navozená fotodynamická smrt, 
vysoký hydrostatický tlak (HHP, z angl. high hydrostatic pressure) a oxaliplatina, jsou schopné 
indukovat transport CRT na povrch maligních buněk a vyvolat tak následnou aktivaci nádorově 

specifické T lymfocytární odpovědi (Fucikova et al., 2014; Garg et al., 2012a; Tesniere et al., 
2010). Modality schopné navodit ICD dělíme do 2 skupin dle mechanizmu navození 

imunogenní apoptózy. První skupina induktorů (induktory I. typu) aktivuje ICD působením na 
cytosolické proteiny, proteiny plazmatické membrány či DNA a DNA replikační proteiny. 
Druhá skupina induktorů (induktory II. typu) aktivuje ICD přímým působením na ER (Obr. 4). 
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Obr. 4. Induktory imunogenní buněčné smrti I. a II. typu: Induktory I. typu vyvolávají 
buněčnou smrt přes buněčné cíle, které nejsou přímo asociované s endoplazmatickým retikulem (ER) a signalizační dráhou stresu ER. Naopak induktory II. typu cílí přímo na ER a aktivují tak 
signalizační dráhu spojenou se stresem ER. Seznam zkratek: CG (z angl. cardiac glycosides), CTX (z angl. cyclophosphamid), DAMP (z angl. damage (danger) associated molecular patterns), DOXO (z angl. doxorubicin), ER (z angl. endoplasmatic reticulum), HHP (z angl. high hydrostatic pressure), Hyp-PDT (z angl. hypericin-based photodynamic therapy), IRR (z angl. radiation), MTA (z angl. microwave thermal ablation), MTX (z angl. mitoxantrone), OV (z angl. oncolytic viruses), OXP (z angl. oxaliplatin), PAT (z angl. patupilone), RLH-L (z angl. RIG-I-like helicase ligand), Sep (septacidin), UVC (z angl. ultraviolet C). Převzato a upraveno podle (Garg et al., 2015a).   
Nejlépe prostudovaná signální dráha popisující translokaci CRT na buněčný povrch je dráha 
indukována působením chemoterapeutik (induktory I. typu). V tomto případě dochází k indukci 
stresu ER, který je charakterizovaný nadprodukcí reaktivních kyslíkových radikálů (ROS, 
z angl. reactive oxygen species), narušením homeostázy Ca2+ a aktivací PERK kinázy (z angl. 
protein kinase R (PKR)-like endoplasmic reticulum kinase). Aktivovaná PERK kináza, klíčová 

komponenta UPR signální dráhy (z angl. unfolded protein response), v odpovědi na vyvolaný 

stres fosforyluje eukaryotický translační iniciační faktor 2α (eIF2α, z angl. eukaryotic 
translation initiation factor 2A). V důsledku intenzivního buněčného stresu je aktivována 
kaspáza-8, která zprostředkovává proteolytické štěpení proteinu BAP31 (z angl. B-cell 



 

14  

receptor-associated protein 31) a aktivuje pro-apoptotické proteiny BAX a BAK. Výsledkem 
těchto procesů je anterográdní transport CRT ve vazbě na disulfid isomerázu ERp57 z lumen 
ER do Golgiho aparátu a exocytóza CRT na buněčný povrch (Panaretakis et al., 2009).  

Expozice CRT na buněčný povrch maligních buněk má zásadní význam v aktivaci 
protinádorově specifické imunitní odpovědi. CRT představuje tzv. ,,eat me“ signál (v překladu: 
,,sněz mě“), který je schopen indukovat odstranění apoptotických tělísek a současně aktivovat 

imunitní systém (Li et al., 2003). CRT vystavený na povrchu maligních buněk se váže na řadu 

receptorů na povrchu profesionálních fagocytů a interaguje s různými proteiny, mezi které 
patří: trombospodin (Orr et al., 2003), komponenta komplementu 1q (C1q, z angl. complement 
component 1q ) (Ogden et al., 2001), lektin vázající manózu (Ogden et al., 2001) či protein 
příbuzný receptoru LDR (LRP, z angl. LDL receptor-related protein, neboli CD91). Po vazbě 

na tyto molekuly dochází k aktivaci Rac-1 a pohlcení apoptotických tělísek, což stimuluje 

efektivní odstranění buněk s vystaveným CRT. Po pohlcení nádorových buněk populací APC, 
zejména DC, dochází k prezentaci nádorových antigenů na molekulách MHC a k indukci 
protinádorově specifické imunitní odpovědi (Gardai et al., 2005). Vazba CRT na molekulu 
CD91 na povrchu DC navíc spouští NF-κB signalizaci a produkci prozánětlivých cytokinů, jako 
je TNF-α (z angl. tumor necrosis factor alpha), IL-6, IL-1β a IL-12. To ve výsledku vede 
k aktivaci Th17 buněčné odpovědi (Pawaria and Binder, 2011). 

Fagocytóza může být blokována přítomností tzv. ,,don´t eat me“ (v překladu ,,nejez 

mě“) signálů, např. molekulou CD47 (Chao et al., 2010). Zvýšení exprese této molekuly 
na povrchu nádorových buněk představuje jeden z únikových mechanizmů maligních buněk 

před dohledem imunitního systému. Význam této molekuly dokumentují výsledky preklinické 
studie, kde byla obnovena schopnost fagocytózy po blokaci molekuly CD47 pomocí specifické 
protilátky (Raghavan et al., 2013). Z těchto výsledků vyplývá, že rovnováha exprese mezi 
signály ,,eat me“ a ,,don´t eat me“ určuje, zda dojde k fagocytóze buněk či nikoliv (Obr. 5) 
(Wiersma et al., 2015).  
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Obr. 5. Regulace fagocytózy. Fagocytóza maligních buněk je řízena vystavováním tzv. ,,eat me“ a ,,don´t eat me“ signálů. Zdravé buňky za fyziologických podmínek a neimunogenní 
nádorové buňky exprimují zejména ,,don´t eat me“ signál – molekulu CD47. Molekula CD47 
se váže na receptor SIRPα na povrchu fagocytů, což blokuje proces fagocytózy. Oproti tomu imunogenní nádorové buňky vykazují vysokou expresi povrchového kalretikulinu (CRT), který 
po vazbě na receptor CD91 stimuluje fagocytózu. Seznam zkratek: CRT (z angl. calreticulin), 
SIRPα (z angl. signal regulatory protein α). Převzato a upraveno podle (Wiersma et al., 2015).  

 Mechanizmus odstranění nádorových buněk imunitním systémem 

V procesu rozpoznání a následném odstranění nádorových buněk spolupracují složky vrozené 

i adaptivní imunity. Nádorové buňky, které na svém povrchu nesou nádorově specifické nebo 
asociované antigeny, popřípadě vystavují či uvolňují molekuly DAMP, jsou rozpoznány 
složkami přirozené imunity, zejména populací DC. Stimulační podněty u těchto buněk spustí 

proces vyzrávání, v jehož důsledku se z nich stávají plně aktivované buňky schopné prezentace 

antigenu na povrchu MHC molekul. Rozpoznání antigenního fragmentu vázaného na MHC 
molekulách poskytuje T lymfocytům první aktivační signál. Pro kompletní aktivaci musí být 
tento signál doplněn o druhý a třetí signál, které zajišťují kostimulační molekuly a cytokinové 
prostředí. Klíčovou kostimulační interakci představuje vazba receptoru CD28 na povrchu 
T lymfocytu a molekul CD80 či CD86 na povrchu APC (Gutcher and Becher, 2007) (Obr. 6). 
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Obr. 6. Klíčové signály v aktivaci T lymfocytární odpovědi. První signál představuje prezentaci antigenního peptidu v kontextu molekul MHC I a II. třídy na povrchu antigen prezentující buňky (APC). Antigen je rozpoznán T buněčným receptorem (TCR) na povrchu T lymfocytů (modrá 
šipka). Druhý signál představuje stabilizaci imunologické synapse prostřednictvím adhezivních molekul a poskytnutí kostimulačního signálu, který představuje vazbu kostimulační molekuly na povrchu APC s receptory na povrchu T lymfocytů. Kostimulační molekuly patřící do rodiny B7 a TNF poskytují pozitivní signalizaci (zelená šipka). Naopak CTLA-4, PD-1, TIM-3 poskytují negativní signalizaci (červená šipka). Třetí signál je zprostředkován produkcí cytokinů populací APC, které napomáhají výsledné polarizaci imunitní odpovědi. Seznam zkratek: APC (z angl. antigen presenting cells), CTLA-4 (z angl. cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4), GAL9 (z angl. galectin-9), ICOS (z angl. inducible T-cell costimulator), ICOSL (z angl. inducible T-cell costimulator-ligand), MHC (z angl. major histocompatibility complex), PD-1 (z angl. programmed death 1), PD-L1 (z angl. programmed death-ligand 1), TCR (z angl. T-cell receptor), TIM-3 (z angl. T-cell immunoglobulin and mucin-domain containing-3), TNF (z angl. tumor necrosis factor). Převzato a upraveno podle (Fucikova et al., 2019).  

Zásadní roli v likvidaci nádorových buněk plní cytotoxické CD8+ T lymfocyty (CTL, 
z angl. cytotoxic T lymphocytes). Po rozpoznání maligních buněk dochází k aktivaci jejich 
cytotoxických mechanizmů, které následně zajistí lýzu cílových buněk. Jedná se zejména o tyto 
mechanismy: a) degranulaci cytotoxických granulí, které obsahují perforin a granzymy. 
Perforin způsobí permeabilizaci membrány a granzymy (tj. proteázy), následně aktivují 
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apoptózu pomocí štěpení kaspáz (Berke, 1994); b) interakci mezi Fas-ligandem (FasL, z angl. 
Fas ligand) na povrchu CTL a Fas receptorem (CD95) na povrchu maligních buněk spouští 
kaskádu vedoucí k apoptotické smrti cílové buňky (Lynch et al., 1995); c) působení cytokinu 
TNF-β (z angl. tumor necrosis factor beta) (Horejsí et al., 2017) 

Významnou roli v procesu likvidace abnormálních buněk hrají také NK buňky (z angl. 
natural killer) a makrofágy. NK buňky rozpoznávají nádorové buňky díky nízké expresi MHC 
glykoproteinu I. třídy. Zda dojde k aktivaci NK buněk nebo k jejich inhibici, je výsledkem 
poměru aktivačních a inhibičních signálů, které obdrží přes patřičné receptory na svém povrchu 
(Bauer et al., 2017). Mezi aktivační receptory řadíme například NCR (z angl. natural 
cytotoxicity triggering receptors; tj. NKp30, NKp44, NKp46 a NKp80), receptory rodiny 
SLAM (např. 2B4 a NTB-A), lektiny typu C (např. NKG2D a NKG2C/CD94) a nízkoafinitní 
Fc receptor pro IgG (FcγRIII neboli CD16) (Lanier, 2005). CD16 se od ostatních aktivačních 

receptorů liší tím, že nerozpoznává ligand na povrchu cílových buněk, nýbrž Fc část IgG 

protilátek. Pokud se CD16 molekuly naváží na Fc části protilátek (např. pokud je cílová buňka 

opsonizovaná IgG protilátkami), dojde k agregaci receptorů, což vyvolá dostatečně silný signál 
k překonání inhibičních signálů. Výsledkem je aktivace cytotoxické reakce závislé na 
protilátkách (Long et al., 2013). Naopak inhibice NK buněk je řízena řadou inhibičních 

receptorů imunoglobulinového typu (KIR, z angl. killer inhibitor receptors), C-lektinového 
typu (např CD94/NKG2) nebo leukocytové typu (LILR, z angl. leukocyte immunoglobulin-like 
receptors). Ligandy pro inhibiční molekuly jsou MHC molekuly I. třidy (Davis et al., 2017).  

V cytoplazmě NK buněk podobně jako v cytoplazmě CTL se nacházejí granula 
obsahující perforin a granzymy schopné indukovat apoptózu cílové buňky. Kromě lytické 
funkce jsou NK buňky schopné produkovat řadu zánětlivých cytokinů (TNF-α a IFN-γ) 
(Cooper et al., 2001) a růstových faktorů (G-CSF, z angl. granulocyte colony stimulating factor 
a GM-CSF, z angl. granulocyte-macrophage colony stimulating factor) (Vivier et al., 2011). 

Makrofágy asociované s nádory (TAM, z angl. tumor-associated macrophage) mohou 
růst nádoru potlačovat, anebo podporovat, a to podle toho, zda jsou aktivované klasickou 
dráhou, na které se podílejí Th1 buňky (z angl. T helper type 1), IFN-γ a ligandy toll-like 
receptorů (TLR, z angl. Toll-like receptors), nebo aktivitou Th2 buněk (z angl. T helper type 2) 
(tj. v reakci na cytokiny produkované Th2 buňkami – zejména IL-4 a IL-13). Makrofágy, které 
jsou aktivovány klasickou cestou (tj. prostřednictvím CD40L-CD40 interakcí s Th1 buňkami a 

působením IFN-γ), označujeme jako M1 makrofágy. M1 makrofágy se podílejí na produkci 
prozánětlivých cytokinů (IL-12, IFN-γ či TNF-α), prezentaci antigenu, produkci ROS a jsou 
schopné eliminovat nádorové buňky působením lysozomálních enzymů a oxidu dusného. M2 



 

18  

makrofágy, které jsou aktivovány vlivem cytokinů IL-4, IL-10 a IL-13, mají výrazný 
protizánětlivý charakter. Za fyziologických okolností se podílejí na reparačních procesech. Růst 

nádoru podporují produkcí protizánětlivých cytokinů (IL-10 či TGF-β, z angl. tumor necrosis 
factor), růstových faktorů (VEGF) a podporou angiogeneze (Martinez et al., 2013). 

 Mechanismy úniku nádorových buněk imunitnímu systému 

Nádorové buňky disponují řadou mechanizmů, kterými se snaží uniknout dohledu imunitního 

systému. Tyto mechanizmy lze obecně shrnout do 3 kategorií: a) snížení imunogenicity 

nádorových buněk, b) aktivní obrana před cytotoxickým působením imunitního systému, 

c) vytvoření imunosupresivního prostředí (Obr. 7). 
 

 
 
Obr. 7. Mechanizmy úniku nádorových buněk před dohledem imunitního systému. a) Snížení 

imunogenicity nádorových buněk: maligní buňky snižují nebo dokonce ztrácejí expresi molekul 

MHC tak, že nejsou následně rozpoznané cytotoxickými T lymfocyty (CTL). Dále mezi tyto 
mechanizmy řadíme ztrátu kostimulačních molekul (CD80/CD86) a adhezivních molekul (CD54) nebo ,,maskování“ povrchových antigenů molekulami glykokalyxu. b) Aktivní obrana 
před cytotoxickým působením imunitního systému: maligní buňky mohou samy aktivně využívat 

buněčné systémy, aby zabránily imunitnímu systému v jejich rozpoznání a likvidaci. Mezi tyto 
mechanizmy patří rezistence vůči apoptotickým signálům (např. zvýšením exprese anti-apoptotického proteinu BCL-2), inhibice T lymfocytární odpovědi přítomností PD-L1/PD-L2 na povrchu maligních buněk. Fagocytóza nádorových buněk může být blokována produkci anti-
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fagocytického signálu CD47, který interaguje na povrchu dendritických buněk (DC) a makrofágů s ligandem SIRPα. Nádorové buňky mohou také sami vystavovat FasL a vyvolávat apoptózu imunitních buněk. c) Vytvoření imunosupresivního prostředí: maligní buňky mají schopnost produkovat imunosupresivní cytokiny, např. IL-10 a TGF-β, a molekuly, které 
imunitní odpověď ovlivňují, tlumí nebo zcela inhibují, popřípadě způsobují, že do nádorového 
mikroprostředí budou atrahovány imunosupresívní subpopulace. IL-10 je schopen inhibovat aktivaci DC, podporuje diferenciaci Th2 lymfocytů, regulačních T lymfocytů (TREG) a M2 
makrofágů. TGF-β je schopen vyvolat u cytotoxických lymfocytů (CTL) vyčerpaný fenotyp a indukuje diferenciaci TREG. Indolamin 2,3 dioxygenáza (IDO) degradací tryptofanu (Trp) a produkci kynureninu (Kyn) potlačuje CTL a imunitní odpověď NK buněk. Seznam zkratek: Ag (z angl. antigen), CTL (z angl. cytotoxic T lymphocyte), CTLA-4 (z angl. cytotoxic T lymphocyte antigen 4), DC (z angl. dendritic cell), FasL (z angl. Fas ligand), Gal (z angl. galectin), IDO (z angl. indoleamine 2,3-dioxygenase), IL (z angl. interleukin), ILT2 (z angl. human inhibitory receptors Ig-like transcript 2), Kyn (z angl. kynurenine), LAG-3 (z angl. lymphocyte activation gene-3), MHC (z angl. major histocompatibility complex), NK (z angl. natural killer), PD-1 (z angl. programmed cell death 1), PD-L1 (z angl. programmed death-ligand 1), PD-L2 (z angl. programmed death-ligand 2), SIRPα (z angl. signal regulatory protein α), TCR (z angl. T-cell receptor), TGF-β (z angl. tumor growth factor), Th2 (z angl. T helper type 2), TIM-3 (z angl. T-cell immunoglobulin and mucin-domain containing-3), TRAIL (z angl. TNF-related apoptosis-inducing ligand), TREG (z angl. regulatory T cells), Trp (tryptophan). Převzato a upraveno podle (de Charette and Houot, 2018). 
3.4.1 Snížení imunogenicity nádorových buněk 

Mezi mechanizmy snížení imunogenicity nádorových buněk patří zejména snížení či ztráta 

exprese nádorových antigenů a molekul MHC glykoproteinů I. třídy (de Charette and Houot, 
2018). 

 Pod tlakem imunitního systému u nádorových buněk často vznikají nové 

fenotypové varianty, které ztrácí původní nádorové antigeny, jež byly cílem předchozí imunitní 
reakce. Snížení hustoty exprese nádorových antigenů vede k tomu, že jsou imunitním systémem 

ignorovány (Horejsi et al., 2017). Nádorové antigeny mohou být také exprimovány tak, že 

nejsou imunitním systémem rozpoznatelné, jsou tzv. ,,maskované“ molekulami glykokalyxu 
(Stastny and Rihova, 2015).  

Populace CD4+ a CD8+ T lymfocytů rozpoznávají maligní buňky jedině tehdy, pokud 

vystavují antigeny na povrchu MHC molekul. Ztrátou exprese MHC molekul se nádorová 
buňka stává pro imunitní systém téměř neviditelnou. Kromě tohoto mechanizmu, kdy nádorové 
buňky snižují nebo mění expresi MHC molekul, jsou schopné také ovlivňovat expresi pouze 
některých transmembránových podjednotek MHC molekul (β2 mikroglobulinu) nebo 

transportérů, které zajišťují přechod zpracovaných peptidů z proteazomu do ER (Stastny and 
Rihova, 2015). Snížení imunogenicity maligních buněk doprovází také snížení exprese 

kostimulačních a adhezivních molekul, což v důsledku znemožňuje kompletní odstranění 

maligních buněk (de Charette and Houot, 2018). 
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3.4.2 Aktivní obrana před cytotoxickým působením imunitních buněk  

Nádorové buňky se mohou stát odolné vůči cytotoxickému působení složek imunity navozením 
rezistence vůči apoptóze či zvýšením exprese inhibičních molekul, které deaktivují efektorové 
buňky imunitního systému (de Charette and Houot, 2018). 

 Mezi mechanismy zajišťující rezistenci nádorových buněk vůči apoptóze patří zejména 

snížení exprese Fas receptoru, což znemožní vazbu na FasL na povrchu efektorových 

T lymfocytů. Podobně nádorové buňky zneužívají také interakce mezi ligandem TRAIL 
(z angl. TNF-related apoptosis-inducing ligand) a receptorem TRAIL či zvýšení exprese BCL-
2, anti-apoptotického proteinu, který je zodpovědný za regulaci apoptózy (de Charette and 
Houot, 2018). 

Kromě pozitivní signalizace při níž se z naivních T buněk stávají imunologicky aktivní 
cytotoxické T buňky, existuje také celá řada inhibičních receptorů a jejich ligandů, které 

přispívají k imunologické homeostáze. Ta zabraňuje poškození zdravých tkání a orgánů 

v důsledku nepřiměřené imunitní reakce. Mezi nejdůležitější molekuly, které zajištují tuto 

zpětnovazebnou regulaci a útlum efektorových mechanizmů imunity, patří: receptor PD-1 
(z angl. programmed cell death 1), PD-L1 (z angl. programmed death-ligand 1), CTLA-4 
(z angl. cytotoxic T lymphocyte antigen 4), LAG-3 (z angl. lymphocyte activation gene-3) 
a TIM-3 (z angl. T-cell immunoglobulin mucin 3). Maligní buňky jsou schopné ,,zneužít“ 

exprese těchto molekul pro lokální útlum T buněčné imunitní odpovědi v TME a indukovat tak 
lokální imunosupresi a progresi nádorového onemocnění (Stastny and Rihova, 2015). 

 Nejlépe popsané je zvýšení exprese PD-L1 ligandu na povrchu nádorových buněk. 
Zvýšení exprese ligandu PD-L1 na nádorových buňkách může být výsledkem jednak genetické 

či epigenetické modifikace, anebo adaptivní odpovědi, např. na přítomnost některých cytokinů 

(IFN-γ, TGF-β, TNF-α nebo IL-17). Pokud dojde k navázání tohoto ligandu na receptor PD-1 
na povrchu CD8+ T lymfocytů, dochází k navození imunitní rezistence, která je 

charakterizována vyčerpáním a inhibicí efektorových funkcí T lymfocytů a produkcí 
imunosupresivního cytokinu IL-10. Vyčerpané efektorové T lymfocyty sice rozpoznávají 

antigen, ale nejsou schopné cytotoxické reakce, a v důsledku toho následně dochází k progresi 
nádorového onemocnění (Sun et al., 2015). Inhibiční receptor PD-1 není exprimován pouze na 
tumor infiltrujících lymfocytech, ale také na povrchu dalších imunokompetentních buněk, poté 

co dojde k jejich aktivaci (aktivované T buňky, B buňky, NK buňky, NKT buňky (z angl. 
natural killer T), DC, aktivované monocyty) (Bauer et al., 2018); (Dyck and Mills, 2017; Rozali 
et al., 2012; Sun et al., 2015). 
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PD-L1 může interagovat také s dalšími molekulami, mezi které patří například molekula 

CD80, která je exprimována jak na aktivovaných T lymfocytech, tak na APC, což dále přispívá 

k negativní regulaci aktivace efektorových T lymfocytů. PD-L1 navíc může být přítomný také 

na supresivních imunitních subpopulacích např. na myeloidních supresorových buňkách 
(MDSC, z angl. myeloid-derived suppressor cell) nebo v solubilní podobě v plazmě pacientů 

s nádorovým onemocněním (Bauer et al., 2018). 
CTLA-4 představuje důležitý negativní regulátor imunitní odpovědi, který vykazuje 

strukturální podobnost s receptorem CD28 a váže stejné ligandy, avšak s větší afinitou 

a aviditou (Zou and Chen, 2008). Je důležitým kontrolním bodem, který určuje trvání 
a intenzitu imunitní reakce tím, že negativně reguluje funkci efektorových T lymfocytů. Na 
druhou stranu je však je také spojen s potlačením aktivace specifické protinádorové CD8+ 
T lymfocytární odpovědi (Buchbinder and Desai, 2016), pozitivně přispívá k proliferaci 
regulačních T lymfocytů (TREG, z angl. regulatory T cells) a zesiluje jejich imunosupresivní 
působení v nádorové tkáni. Z výsledků klinického hodnocení vyplývá, že část protinádorového 

působení protilátek anti-CTLA-4 je zprostředkováno inhibicí imunosupresivní aktivity TREG 
(Pardoll, 2012). 

Aktivační gen lymfocytů-3 (LAG-3) představuje další kontrolní bod imunitních reakcí. 
Jeho exprese byla prokázaná na populaci CD4+ T lymfocytů, cytotoxických CD8+ T lymfocytů, 

ale i na NK buňkách, plazmacytoidních DC a B lymfocytech (Goldberg and Drake, 2011). 
Hlavním ligandem LAG-3 jsou molekuly MHC II. třídy (Huard et al., 1995). Funkce LAG-3 
spočívá v inhibici efektorových CD8+ T lymfocytů a zvýšení funkční aktivity TREG (Bauer et 
al., 2018). 

Molekula TIM-3 (T buněčná doména obsahující imunoglobulin a mucin 3), jejímž 

ligandem je galactin 9, představuje další klíčový regulátor imunitních reakcí. Tato molekula je 
exprimovaná na řadě imunitních buněk včetně CD4+ T lymfocytů a CD8+ T lymfocytů (Das et 
al., 2017). Interakce mezi galektinem-9 na nádorových buňkách a TIM-3 spouští buněčnou smrt 

Th1 buněk a CD8+ T lymfocytů infiltrujících nádor (Das et al., 2017). Přítomnost molekuly 

TIM-3 v TME stimuluje imunosupresivní účinek TREG (Bauer et al., 2018). Z výsledků studie 

Sakuishi a kolegové vyplývá, že současná exprese molekul TIM-3 a PD-1 na CD8+ 
T lymfocytech představuje znak hluboce vyčerpaných, dysfunkčních T buněk. Tento stav je 
charakterizován selháním proliferace a produkce cytokinů (např. IL-2, TNF a IFN-γ) (Sakuishi 
et al., 2010).  
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3.4.3 Navození imunosupresivního prostředí 

Nádor je schopný vytvářet pro svůj růst a progresi optimální imunosupresivní prostředí. Maligní 
buňky produkují imunosupresivní cytokiny a molekuly, které ovlivňují imunitní reakci, tlumí 
nebo zcela inhibují funkci T buněk, popřípadě vyvolávají infiltraci subpopulací imunitních 
buněk, které toto prostředí dále podporují produkcí vlastních imunosupresivních cytokinů 

a chemokinů. Mezi tyto imunosupresivní subpopulace buněk patří TREG, M2 makrofágy, 
neutrofily asociované s nádorem, DC asociované s nádorem, regulační B lymfocyty a MDSC. 
Imunosupresivní působení těchto buněk v TME mohou dále usnadňovat další složky TME, jako 
jsou např. stromální buňky, fibroblasty asociované s nádorem či s nádorem spojené adipocyty. 
Veškeré zmíněné buňky, ať již ty nádorové, nebo nenádorové, tlumí rozpoznávací i cytotoxické 
funkce efektorových imunitních populací, podporují růst maligních buněk a usnadňují tak únik 
nádorových buněk z dohledu imunitního systému (Bauer et al., 2018). 

Nejvýznamnější skupinou buněk se supresivními vlastnostmi jsou TREG. Zvýšené 

zastoupení TREG v TME je způsobeno několika mechanizmy: a) migrací ovlivněnou 
chemokiny, které jsou produkované nádorovými buňkami (např. CCL17, CCL5, CCL28, 

CXCL9, CXCL10 a CXCL11) (z angl. C-C motif chemokine), b) přeměnou z naivních 
T lymfocytů, působením imunosupresivních cytokinů (TGF-β, IL10) nebo protizánětlivých 

mediátorů a IDO (z angl. indoleamine 2,3 dioxygenase), c) expanzí TREG, které se již 
vyskytovaly v TME. TREG přítomné v nádoru produkují řadu supresivních faktorů, zejména 
IL-10 a TGF-β, které udržují supresivní mikroprostředí a inhibují efektorové T lymfocyty 
(Stastny and Rihova, 2015). 

Mezi další supresivní buněčné subpopulace asociované s nádory patří M2 makrofágy 

a MDSC. M2 makrofágy tlumí T buněčně specifickou odpověď zejména produkcí 
prostaglandinu E2, IL-10, TGF-β a VEGF, které podporují neoangiogenezi a urychlují růst 

maligní tkáně (Mantovani and Sica, 2010). MDSC představují populaci buněk tvořenou 

zejména myeloidními prekurzory a nezralými myeloidními buňkami, které nejsou schopné se 
za patologických podmínek diferencovat ve zralé myeloidní buňky. MDSC potlačují 

T buněčnou odpověď především produkcí cytokinu IL-10, volných radikálů (např. peroxynitril) 

a IDO, tím podporují vývoj TREG, ovlivňují diferenciaci T buněk ve směru Th2 fenotypu 
s omezeným protinádorovým účinkem (Stastny and Rihova, 2015). 

Nádorové buňky jsou schopné také inhibovat protinádorové funkce DC pomocí produkce 
inhibičních cytokinů (IL-10, TGF-β) a přítomností prostaglandinu E2. Tím dochází k inhibici 
jejich aktivace a prezentace nádorových antigenů populaci CTL (Vicari et al., 2002).  
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4 Imunoterapie 
Z výsledků preklinického a klinického testování vyplývá, že imunitní systém hraje zásadní roli 
v rozpoznání maligních buněk a v kontrole nádorového růstu. K rozvoji imunoterapie maligních 
onemocnění došlo především díky porozumění mechanizmu interakce mezi nádorovými 
buňkami a složkami imunity. Imunitní systém je schopen kontrolovat růst neoplastických 

buněk převážně v raných stadiích karcinogeneze (Bartunkova et al., 2015). V pokročilých 

stadiích tumorigeneze mohou být imunitní kontrolní mechanizmy utlumeny, a dokonce mohou 
proliferaci nádorových buněk podporovat, jak je zmíněno v předchozí kapitole. Cílem moderní 

imunoterapie je překonat ty mechanizmy, které inhibují protinádorovou imunitu, a to posílením, 
navozením nebo potlačením vrozených nebo adaptivních imunitních odpovědí (Bartunkova et 
al., 2015). Mezi imunoterapeutické přístupy testované v klinických studiích u karcinomu ovaria 
patří metody jak pasivní, tak aktivní imunizace (Mantia-Smaldone et al., 2012). V pokročilé 

fázi klinického testování v terapii karcinomu vaječníků jsou zejména protilátky proti 
kontrolním bodům imunitních reakcí a buněčně zprostředkovaná imunoterapie na bázi DC, 
kterým se podrobněji věnují následující kapitoly.  

 Inhibitory kontrolních bodů imunitních reakcí v léčbě maligních onemocnění 

Využití inhibitorů kontrolních bodů imunitních reakcí v léčbě nádorových onemocnění 

představuje jeden z nejnovějších směrů imunoterapeutické léčby. Cílem této léčby je obnovit 

či zesílit specifickou protinádorovou reakci pacienta pomocí monoklonálních protilátek, které 
svou vazbou na příslušný receptor (PD-1, CTLA-4) nebo ligand (PD-L1) zamezí utlumení 
či úplnému odstranění nádorově specifických T lymfocytů (Tsai and Hsu, 2017). Mluvíme 
o tzv. blokovaní kontrolních bodů imunitní reakce (Obr. 8).  
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Obr. 8. Mechanizmus účinku protilátek blokujících inhibiční molekuly. Aktivace T buněk 

vyžaduje 3 signály. 1. signál představuje vazba T buněčného receptoru (TCR) na antigen v kontextu s hlavním histokompatibilním komplexem (MHC). 2. signál představuje vazba mezi CD80/CD86 na antigen prezentující buňce (APC) s CD28 kostimulačním receptorem na T buňkách. 3. signál pak představuje produkce cytokinů APC. Pokud dojde k navázání receptoru CTLA-4, inhibičního homologu receptoru CD28, na molekuly CD80/CD86 dochází k inhibici T buněčné aktivace. Použitím monoklonální protilátky proti CTLA-4 (tzv. anti-CTLA-4 monoklonální protilátka), zabráníme interakci CTLA-4 s CD80/CD86, což 

umožní navození opětovné aktivace T lymfocytů. Interakce mezi PD-1 receptorem na povrchu T lymfocytů s ligandem PD-L1 na povrchu maligních buněk vede ke snížení produkce cytokinů 

a transkripčních faktorů (GATA3 a TBET). Použitím monoklonální protilátky proti PD-1/PD-L1 jsme schopni obnovit efektorové funkce T lymfocytů. Seznam zkratek: Ag (z angl. antigen), APC (z angl. antigen presenting cell), CTLA-4 (z angl. cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4), GATA3 (z angl GATA Binding Protein 3), MHC (z angl. major histocompatibility complex), PD-1 (z angl. programmed cell death 1), PD-L1 (z angl. programmed death-ligand 1), TCR (z angl. T-cell receptor). Převzato a upraveno podle (Soularue et al., 2018).  Ipilimumab představuje registrovanou humánní monoklonální protilátku třídy IgG1 

proti molekule CTLA-4. Mechanizmus účinku této protilátky spočívá ve vazbě na inhibiční 

molekulu CTLA-4, čímž je znemožněna její interakce s ligandem CD80/CD86. Molekuly 
CD80 a CD86 exprimované na povrchu APC se tak mohou vázat na aktivační molekulu 

T lymfocytů, receptor CD28, což vede k zesílení efektorových funkcí T buněk. Kromě 

stimulačního vlivu na efektové T lymfocyty snižuje tato protilátka také počet i aktivitu TREG 

v TME (Li et al., 2018; Li et al., 2016; Pardoll, 2012). Ipilimumab byl schválen FDA (z angl. 
food and drug administration) pro léčbu melanomu na základě studie fáze III 

(ClinicalTrials.gov identifikátor: NCT00094653), jejíž výsledky byly publikované v roce 2010. 
Tato studie byla multicentrická, randomizovaná a dvojitě zaslepená. Zúčastnilo se jí celkem 
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676 pacientů s metastatickým melanomem, u kterých selhal minimálně jeden terapeuticky 

přístup. Medián přežití pacientů v léčeném rameni byl 10 měsíců oproti 6,4 měsícům 
v kontrolním rameni (Hodi et al., 2010).  

Pozitivní výsledky byly potvrzeny také v několika navazujících studiích fáze III na 502 
pacientech s neresekovatelným pokročilým melanomem nebo s metastazujícím melanomem 
(ClinicalTrials.gov identifikátor: NCT00324155) (Robert et al., 2011) a na 951 pacientech 
trpících melanomem ve stadiu III (EORTC 18071) (Eggermont et al., 2015) .  

Další významnou skupinou léčiv založených na blokaci kontrolních bodů imunitní 

reakce jsou protilátky namířené proti receptoru PD-1 či jeho ligandu PD-L1. Mechanizmus 
působení anti-PD-1 protilátek spočívá v inhibici interakce mezi inhibičním koreceptorem PD-1 
exprimovaným na efektorových T buňkách a jeho ligandem PD-L1, respektive PD-L2 (z angl. 
programmed death-ligand 2), exprimovaným na nádorových buňkách. Tím dochází 
k zablokování imunosupresivní aktivity PD-1 signalizace. Klinickým vývojem prošly a pro 
klinické použití byly do současné chvíle schváleny dvě anti-PD-1 IgG4 monoklonální 
protilátky, a to nivolumab a pembrolizumab (Li et al., 2018; Li et al., 2016; Pardoll, 2012). 
Tyto studie shrnuje Tab. 3. 
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Tab. 3. Přehled anti-PD-1 protilátek schválených FDA pro léčbu pacientů s onkologickým onemocněním pro uvedené indikace.  
Niv

olum
ab (

Opd
ivo®

) 
Identifikační kód studie: NCT01721746 
Léčba inoperabilního nebo metastatického melanomu s progresí po léčbě ipilimumabem a BRAF inhibitory (mutovaný BRAF V600). 
Identifikační kód studie: NCT01721772 
Léčba inoperabilního nebo metastatického melanomu (mutovaný BRAF V600). 
Identifikační kód studie: NCT02388906 
Adjuvantní léčba u pacientů s melanomem s postižením lymfatických uzlin nebo u pacientů s metastatickým 

onemocněním, kteří podstoupili kompletní resekci. 
Identifikační kód studie: NCT01642004 
Léčba metastatického skvamózního NSCLC progredujícího po předchozí chemoterapii na bázi platiny. Identifikační kód studie: NCT0164200 
Léčba non-skvamózního NSCLC progredujícího po chemoterapii na bázi platiny; léčba pacientů s EGFR nebo ALK genomovou nádorovou aberací a progresí onemocnění při FDA-schválené terapii pro tyto aberace. 
Identifikační kód studie: NCT02387996 
Léčba lokálně pokročilého nebo metastatického uroteliálního karcinomu, který progredoval během nebo po chemoterapii na bázi platiny nebo do 12 měsíců od neoadjuvantní nebo adjuvantní chemoterapie na bázi platiny. 
Identifikační kód studie: NCT01668784 
Léčba pokročilého RCC po předchozí léčbě anti-angiogenní terapií. 
Identifikační kódy studií: NCT01592370, NCT02181738 
Léčba klasického Hodgkinova lymfomu, který relaboval nebo progredoval po autologní transplantaci 
hematopoetických kmenových buněk a post-transplantační terapii brentuximabem vedotinem (Adcetris). 
Identifikační kód studie: NCT02105636 
Léčba rekurentního nebo metastatického SCCHN s progresí po léčbě platinovými deriváty.   
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Identifikační kód studie: NCT02060188 
Léčba pacientů s deficitem v korekci správného párování bází (MMR, z angl. mismatch rapair)  a mikrosatelitovou nestabilitou, s vysoce metastazujícím kolorektálním karcinomem s progresí po léčbě fluoropyrimidinem, oxaliplatinou a irinotekanem. 
Identifikační kód studie: NCT02105636 
Léčba rekurentního nebo metastatického SCCHN s progresí po terapii na bázi platiny. 
Identifikační kód studie: NCT01658878 
Léčba hepatocelulárního karcinomu po předchozí léčbě sorafenibem. 

Ip
il

im
u

m
a
b

 +
 Niv

olum
ab 

Identifikační kód studie: NCT01927419 
Léčba inoperabilního nebo metastatického melanomu (nemutovaný BRAF V600). 
Identifikační kód studie: NCT01844505 
Léčba neresekovatelného nebo metastatického melanomu bez ohledu výskyt mutace BRAF V600. 
Identifikační kód studie: NCT02231749 
Léčba dříve neléčeného pokročilého RCC. 
Identifikační kódy studií: NCT01866319, NCT01704287 Rozšířené schválení pro terapii první linie pro léčbu neresekovatelného nebo metastatického melanomu. 
Identifikační kód studie: NCT01848834 
Léčba rekurentního nebo metastatického HNSCC s progresí po chemoterapii na bázi platiny. 
Identifikační kódy studií: NCT01905657, NCT02142738 První linie terapie pro metastatický NSCLC s vysokou expresí PD-L1 bez genomových nádorových aberací EGFR 
nebo ALK a bez předchozí systémové chemoterapie pro metastazující NSCLC; rozšířená léčba 2. linie terapie pro metastatický NSCLC s expresí PD-L1 s progresí onemocnění během/po chemoterapii na bázi platiny, pacienti s genomovými nádorovými aberacemi EGFR nebo ALK. 

P
em

b
ro
liz
u
m

ab
 

(KE
YT

RU
D

A) 

Identifikační kód studie: NCT01295827 
Léčba neresekovatelného nebo metastatického melanomu. 
Identifikační kód studie: NCT02039674 
Léčba dříve neléčeného metastatického non-skvamózního NSCLC v kombinaci s pemetrexedem a karboplatinou. 
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Identifikační kód studie: NCT02453594 
Léčba refrakterního klasického Hodgkinova lymfomu nebo klasického Hodgkinova lymfomu, který relaboval po 3 
nebo více liniích léčby. Identifikační kód studie: NCT02256436 
Léčba lokálně pokročilého nebo metastatického uroteliálního karcinomu, který progredoval během nebo po chemoterapii na bázi platiny nebo do 12 měsíců od neadjuvantní nebo adjuvantní chemoterapie na bázi platiny; léčba 

pacientů s lokálně pokročilým nebo metastazujícím uroteliálním karcinomem, pro které není vhodná chemoterapie na bázi cisplatiny. 
Identifikační kódy studií: NCT01876511, NCT02460198, NCT01848834, NCT02054806, NCT02628067 
Léčba pacientů s neresekovatelným nebo metastazujícím solidním karcinomem s vysokou mikrosatelitovou nestabilitou nebo s deficitem v korekci správného párování bází (MMR, z angl. mismatch rapair systému) s progresí 
po předchozí léčbě, u nichž neexistují uspokojivé alternativní možnosti léčby; léčba kolorektálního karcinomu s vysokou mikrosatelitovou nestabilitou nebo dMMR s progresí po léčbě fluoropyrimidinem, oxaliplatinou a irinotekanem. 
Identifikační kód studie: NCT02256436 
Léčba lokálně pokročilého nebo metastatického adenokarcinomu žaludku s expresí PD-L1 na maligních buňkách. 

Seznam zkratek: MMR (z angl. mismatch repair),EGFR (z angl. epidermal growth factor receptor), FDA (z angl. food and drug administration), HER2 (z angl. human epidermal growth factor receptor 2), NSCLC (z angl. non-small-cell lung carcinoma) – nemalobuněčný karcinom plic, PD-L1 (z angl. programmed death-ligand 1), RCC (z angl. renal cell carcinoma) – renální karcinom, SCCHN (z angl. squamous cell carcinoma of the head and neck) – skvamózní karcinom hlavy a krku. Převzato a upraveno podle (Hargadon et al., 2018).  
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Mechanizmus účinku anti-PD-L1 protilátky spočívá v navázání na molekulu PD-L1, čímž 

je zabráněno její interakci s koreceptorem PD-1 exprimovaným na povrchu T buněk. Ve srovnání 

s anti-PD-1 protilátkami, které jsou svou vazbou na receptor PD-1 schopné blokovat interakci 
s ligandem PD-L1 i PD-L2, protilátky zacílené na molekulu PD-L1 nejsou schopné zabránit 
interakci mezi PD-1 a PD-L2. Výhodou anti-PD-L1 protilátek je, že kromě PD-L1 se vážou také 
na molekulu CD80. Tato molekula je, jak již bylo uvedeno dříve, aktivačním ligandem jak pro 

stimulační koreceptor CD28, tak i pro inhibiční koreceptor CTLA-4. Protože vazba molekuly CD80 

s molekulou CTLA-4 vykazuje zhruba dvacetinásobně vyšší afinitu než vazba s molekulou CD28, 
lze předpokládat, že vazba anti-PD-L1 blokační protilátky na molekuly CD80 se projeví hlavně 

blokádou interakce CD80 a CTLA-4, a tudíž snížením inhibiční aktivity CTLA-4 signalizace (Li et 
al., 2018; Li et al., 2016; Pardoll, 2012). K letošnímu roku (2020) jsou registrovány tři 

monoklonální anti-PD-L1 protilátky: humanizovaná IgG1 protilátka atezolizumab a humánní IgG1 
protilátky avelumab a durvalumab, a to na základě registračních studií u diagnóz uvedených v Tab. 
4. 
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Tab. 4. Přehled anti-PD-L1 protilátek schválených FDA pro léčbu pacientů s onkologickým onemocněním pro uvedené indikace. 

Ate
zoli

zum
ab 

(TE
CE

NT
RIQ

) 

Identifikační kód studie: NCT02108652 
Léčba lokálně pokročilého nebo metastatického uroteliálního karcinomu s progresí během nebo po chemoterapii na 

bázi platiny nebo do 12 měsíců od neoadjuvantní nebo adjuvantní chemoterapii na bázi platiny. 
Identifikační kódy studií: NCT01903993, NCT02008227 
Léčba metastatického NSCLC s progresí během nebo po chemoterapii na bázi platiny; léčba pacientů s EGFR nebo ALK genomovými nádorovými aberacemi s progresí onemocnění při FDA-schválené terapii pro tyto aberace. 
Identifikační kód studie: NCT02108652 První linie léčby pacientů s lokálně pokročilým nebo metastatickým uroteliálním karcinomem, pro které není vhodná chemoterapie na bázi cisplatiny. 

Ave
lum

ab 
(BA

VE
NC

I
O) 

Identifikační kód studie: NCT02155647 
Léčba pacientů s metastatickým karcinomem Merkelových buněk. 
Identifikační kód studie: NCT01772004 
Léčba lokálně pokročilého nebo metastatického uroteliálního karcinomu po předchozí chemoterapeutické léčbě. 

Dur
valu

mab
 

(IM
FIN

ZI)
 Identifikační kód studie: NCT01693562 

Léčba lokálně pokročilého nebo metastatického uroteliálního karcinomu s progresí během nebo po chemoterapii na 

bázi platiny nebo do 12 měsíců od neoadjuvantní nebo adjuvantní chemoterapii na bázi platiny. 
Identifikační kód studie: NCT02125461 
Léčba pokročilého neresekovatelného NSCLC bez progrese po souběžné chemoterapii na bázi platiny a radioterapii. Seznam zkratek: EGFR (z angl. epidermal growth factor receptor), FDA (z angl. food and drug administration), NSCLC (z angl. non-small-cell lung carcinoma) – nemalobuněčný karcinom plic. Převzato a upraveno podle (Hargadon et al., 2018).  
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4.1.1 Inhibitory kontrolních bodů imunitních reakcí v léčbě karcinomu 
ovaria 

Účinek protilátek zacílených proti molekulám PD-1, PD-L1 a CTLA-4 byl testován také 
u pacientek s karcinomem ovaria. 

Nivolumab, plně humanizovaná protilátka proti PD-1 receptoru, byla poprvé testována 
u 20 pacientek, které vykazovaly rezistenci na léčbu platinou (UMIN Clinical Trials Registry: 
UMIN000005714). Pacientkám byla podávána dávka 1 nebo 3 mg/kg nivolumabu každé 

2 týdny až do progrese onemocnění. Konečným výstupem studie bylo hodnocení počtu 

objektivních odpovědí na léčbu, celkové přežití a přežití bez progrese onemocnění. U 8 z 20 
pacientek (40 %) se vyskytly nežádoucí účinky související s léčbou. Míra objektivní odpovědi 
na léčbu byla 15 %, z čehož pouze 2 pacientky vykazovaly kompletní odpověď. Medián přežití 

bez progrese byl 3,5 měsíců oproti 3,9 měsícům v kontrolním rameni. Medián přežití v léčeném 
rameni byl 20 měsíců. Kontrolní rameno v době ukončení studie nedosáhlo mediánu přežití 
(Hamanishi et al., 2015).  

Další testovanou anti-PD-1 protilátkou u pacientek s karcinomem ovaria je 
pembrolizumab. Ten byl použit např. v multicentrické, nerandomizované studii fáze Ib. Během 

této studie byla 26 pacientkám s expresí PD-L1 v nádorových ostrůvcích nebo stromatu větší 

nebo rovno 1 % podávána dávka 10 mg/kg pembrolizumabu v monoterapii (ClinicalTrials.gov 
identifikátor: NCT02054806), a to každé 2 týdny po dobu 2 let nebo do progrese onemocnění. 
Míra objektivní odpovědi na léčbu byla 11,5 %, přičemž 1 pacientka měla kompletní odpověď 

na léčbu, 2 vykazovaly částečnou odpověď a u 23 % pacientek došlo k stabilizaci onemocnění 
(Varga et al., 2015). 

Ipilimumab, rekombinantní IgG1 humanizovaná monoklonální protilátka proti 
CTLA-4, byla použita např. ve studii fáze II u pacientek s recidivujícím ovariálním karcinomem 
senzitivním na platinu (ClinicalTrials.gov identifikátor: NCT01611558). V této studii bylo 
zahrnuto 40 pacientek, kterým byly nejprve podávány 4 dávky 10 mg/kg ipilimumabu každé 3 

týdny (indukční fáze) a následně dávka 10 mg/kg každých 12 týdnů až do progrese onemocnění 

nebo dokud se neobjevily závažné toxické účinky léčiva. Ze 40 pacientek, které zahájily léčbu, 
38 pacientek (95 %) nedokončilo indukční fázi, a to z důvodu progrese onemocnění (14 

pacientek, 35 %), toxicity léčiva (17 pacientek, 42,5 %), smrti (1 pacientka, 2,5 %) nebo 
z jiných důvodů (6 pacientek, 15 %). U 20 pacientek (50 %) se vyskytly vedlejší účinky 

související s léčbou. Míra objektivní odpovědi na léčbu byla 10,3 % (Gaillard et al., 2016).  
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Další testovanou protilátkou pro léčbu karcinomu ovaria, která blokuje interakci mezi 

PD-1 a PD-L1, je avelumab. Ten byl testován ve studii fáze Ib na skupině 124 pacientek 
s refrakterním nebo recidivujícím karcinomem ovaria (ClinicalTrials.gov identifikátor 
NCT01772004). Pacientkám byla podávána dávka 10 mg/kg avelumabu každé 2 týdny až 

do progrese onemocnění nebo do projevu nežádoucí toxicity. Průměrná doba léčby byla 12 

týdnů. Vedlejší účinky byly pozorovány u 6,4 % pacientek, 8,1 % pacientek muselo léčbu 
přerušit. 12 pacientek (9,7 %) vykazovalo částečnou odpověď na léčbu. Míra objektivní 

odpovědi na léčbu byla 12,3 % u pacientek s PD-L1+ nádorem a 5,9 % u pacientek s PD-L1-. 
Aby byl nádor hodnocen jako PD-L1+, musela být exprese znaku PD-L1 vyšší nebo rovna 1 % 
(Disis et al., 2015). V roce 2019 byly publikované první výsledky fáze III klinické studie 
JAVELIN Ovarian 200 (ClinicalTrials.gov identifikátor: NCT02580058), ve které byl 566 
pacientkám podáván avelumab v monoterapii nebo avelumab spolu s pegylovaným (tj. 
s navázaným polyethylenglykolem, který prodlužuje poločas eliminace) liposomálním 
doxorubicinem (PLD, z angl. pegylated liposomal doxorubicin) nebo samotný PLD. Podání 
avelumabu v monoterapii však signifikantně nezlepšilo celkové přežití bez progrese 

onemocnění nebo celkové přežití oproti kontrolní skupině (Yonemori et al., 2019). 
Durvalumab, anti-PD-L1 protilátka, byla použita v klinické studii fáze I 

(ClinicalTrials.gov identifikátor NCT02484404) v kombinaci s PARP inhibitorem (olaparib) 
nebo VEGFR inhibitorem (cediranib). Primárním cílem této studie bylo zjistit bezpečnost obou 
kombinovaných terapií. U obou terapií došlo pouze v jednom případě k částečné odpovědi 

na léčbu, a to ze skupiny 9 hodnocených pacientek v případě kombinace durvalumab + olaparib 
a ze skupiny 5 hodnocených pacientek v případě kombinace duvalumab + cediranib (Lee et al., 
2016). V současné chvíli probíhá II. fáze klinického testování. Další vybrané probíhající 

klinické studie fáze I a II shrnuje Tab. 5. 
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Tab. 5. Vybrané klinické studie testující účinek blokátorů inhibičních molekul v léčbě 

karcinomu ovaria.  
Cíl Protilátka Identifikační kód studie Fáze Počet 

pacientů 
CTLA-4  Ipilimumab  NCT01611558 II 49 

Tremelimumab  NCT02658214 I 32 
PD-1 Nivolumab  NCT02335918 I/II 175 NCT02955251 I 61 

Pembrolizumab   NCT02537444 II 78 

PD-L1 
Durvalumab NCT02658214 I 32 
 Avelumab NCT03704467 II 81 

 NCT02222922 I 138 Zdroj: https://clinicaltrials.gov/, ke dni 1.1. 2020  
Souhrnně z těchto výsledků vyplývá pouze omezená účinnost těchto preparátů v léčbě 

karcinomu vaječníků. Hlubší porozumění vlivu kontrolních bodů imunitních reakcí 

na případnou inhibici imunitní odpovědi by mohlo v budoucnu pomoci vysvětlit tyto 

neuspokojivé výsledky a navrhnout další možné kombinované imunoterapeutické přístupy, 

které by zvýšily účinnost tohoto typu imunoterapeutické léčby u karcinomu vaječníků. 
 Imunoterapie založená na dendritických buňkách 

DC jsou považovány za hlavní spojovací článek mezi přirozenou a adaptivní imunitou. Zralé 
DC představují vysoce účinné APC schopné aktivovat naivní T lymfocyty a zahájit specifickou 
imunitní odpověď. Prohloubení poznání role DC v procesu aktivace imunitní reakce 
v organizmu a možnost jejich přípravy in vitro vedly k rozvoji nového směru 

imunoterapeutické léčby (Bauer et al., 2018). 
 Nejrozšířenějším postupem při výrobě vakcíny založené na DC je ex vivo diferenciace 

pacientových monocytů na populaci nezralých DC, které označujeme jako DC získané 
z monocytů (MDDC, z angl. monocyte derived DC). Proces diferenciace probíhá účinkem 
cytokinů GM-CSF a IL-4 či IL-13. Takto připravené DC vykazují nezralý fenotyp s výraznou 

schopností fagocytózy. V in vitro podmínkách jsou nezralé DC následně vystavovány 

nádorovým antigenům, které DC pohlcují. Mezi nejčastěji používané antigeny patří: autologní 
či alogenní nádorové lyzáty, apoptotické nádorové buňky, inaktivované nádorové linie, 

izolované (rekombinantní) nádorové antigeny, rekombinantní peptidy z daného tumor 
asociovaného antigenu nebo neoantigenu, rekombinantní RNA/DNA kódující příslušný 

nádorový antigen, nebo fúzní hybridom DC s nádorem (Fucikova et al., 2019). Na závěr jsou 
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DC maturovány pomocí aktivačních signálů (např. prostřednictvím TLR ligandů či směsí 

cytokinů). Maturace DC je nezbytná pro účinnou aktivaci protinádorové imunitní reakce. Takto 

připravená autologní DC vakcína je aplikována zpět pacientovi, nejčastěji intravenózní 

či subkutánní cestou. V těle pacienta DC migrují do lymfatických uzlin a podílí se na rozvoji 

protinádorové imunitní odpovědi. Optimálním výsledkem je zahájení nebo zesílení vlastní 

protinádorové T lymfocytární odpovědi daného pacienta (Brtnicky et al., 2012; Fucikova et al., 
2019). 

U karcinomu ovaria je v současnosti testována vakcína založená na aplikaci ex vivo 
aktivovaných pacientových DC s názvem DCVAC/OvCa v klinických studiích fáze II 
(http://www.sotio.com). Prvním krokem v přípravě tohoto imunoterapeutického přípravku je 
odběr leukaferetického materiálu, ze kterého jsou následně v laboratoři izolovány monocyty. 
Ty pod vlivem působení cytokinů IL-4 a GM-CSF diferencují do nezralých DC. Během 

výrobního procesu jsou DC buňky pulzovány apoptotickými nádorovými liniemi SK-OV-3 
a OV-90, které představují zdroj klíčových nádorových antigenů asociovaných s karcinomem 
ovaria. Nádorové linie jsou před samotným přidáním k nezralým DC ošetřeny HHP, což 

představuje zásadní krok ve výrobě terapeutického prostředku DCVAC, neboť takto ošetřené 

nádorové buňky podstupují ICD. Ta vede k vystavení DAMP molekul na jejich povrchu, což 

je důležité pro správnou aktivaci DC a následný rozvoj protinádorové imunitní odpovědi. 

Maturace DC je navíc podpořena aplikací ligandu TLR-3 (polyI:C). Takto připravené DC jsou 
nakonec zmraženy a následně v několika dávkách subkutánně aplikovány pacientkám. Po 

aplikaci DC migrují do lymfatických uzlin, kde prezentací nádorových antigenů naivním 

T lymfocytům spouští specifickou T lymfocytární odpověď (Obr. 9). 
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Obr. 9. Schéma výroby autologní imunoterapie DCVAC. Přípravek DCVAC je vyráběn z pacientových monocytů odebraných pomocí leukaferetického odběru. Monocyty jsou 

následně diferencovány na nezralé dendritické buňky (iDC) pomocí 6 denní kultivace s cytokiny: IL-4 a GM-CSF. iDC jsou následně inkubované s nádorovými buňkami ošetřenými vysokým hydrostatickým tlakem (HHP), který navozuje aktivaci imunogenní buněčné smrti 

maligních buněk. Nádorové buňky tedy představují zdroj nádorových antigenů a imunogenních molekul, které vedou k aktivaci dendritických buněk (DC). Takto pulzované iDC dozrávají v přítomnosti Poly I:C (ligand TLR-3). Výsledný produkt je zamražen a aplikován v několika dávkách pacientovi. Seznam zkratek: DC (z angl. dendritic cell), GM-CSF (z angl. granulocyte-macrophage colony stimulating factor), HHP (z angl. high hydrotsatic pressure), iDC (z angl. immature dendritic cells), IL (z angl. interleukin). Převzato a upraveno podle (Fucikova et al., 2019)  
Ačkoliv existuje řada léčebných přístupů pro léčbu karcinomu ovaria, které byly stručně 

popsané v této kapitole, léčbu pacientek komplikuje fakt, že se jedná o velice heterogenní 

nádorové onemocnění. Jednotlivé histologické subtypy se liší buněčným původem a jsou 
charakterizované jiným spektrem mutací i klinickou odpovědí. Dokonce i v rámci jednoho 
histologického typu se vyskytují různé molekulární podtypy, které vykazují rozdílnou 

prognózu. Zcela zásadní pro pokrok v léčbě je stanovení prognostických/prediktivních 
ukazatelů, které určují rozdíly v odpovědi na léčbu u jednotlivých subtypů a současně přispívají 

k nalezení skupiny pacientů, pro kterou by bylo nasazení dané léčby nejpřínosnější (Cortez et 
al., 2018). 
  

Leukaferéza 
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5 Hodnocení účinnosti protinádorové 

terapie  
S objevem, testováním a zaváděným nových léčebných přístupů pro terapii nádorových 
onemocnění vznikla potřeba objektivního hodnocení účinnosti protinádorové terapie. 
V současné době se klinické studie hodnotící objektivní odpověď na léčbu opírají zejména o 
následující ukazatele: celková doba přežití (OS), doba přežití bez progrese (PFS), četnost 

objektivních odpovědí (ORR, z angl. objective response rate) (Bauer et al., 2018). 
Prodloužení OS pacientů s maligním onemocněním je považováno za klíčový parametr 

v hodnocení účinnosti protinádorové léčby. Tento parametr lze snadno určit a jednoznačně dle 

něj lze vyhodnotit případný poměr rizika a benefitu při podání daného léčebného přípravku. 
Nicméně pro hodnocení přežívání pacientů je nutné pacienty sledovat v řádu měsíců až let, což 

je zatěžující faktor některých klinických studií.  
PFS, tedy doba do dosažení progrese onemocnění, představuje další důležitý parametr 

pro sledování účinnosti protinádorové léčby. K dosažení statistické signifikance stačí mnohem 

méně pacientů a není nutná dlouhá doba sledování. Pomocí PFS však nejsme schopni hodnotit 

vliv na regresi vlastního nádorového ložiska. Nejčastěji se tedy sleduje u onemocnění, kdy je 

nízká pravděpodobnost vyléčení, ale benefit pro pacienta může být spojen s prodloužením 

přežití a kvality života (Demlova, 2005).  
Pro hodnocení ORR se používají kritéria RECIST (z angl. response evaluation criteria 

in solid tumors), která vycházejí zejména z hodnocení velikosti nádorových lézí (Bauer et al., 
2018), Kritéria RECIST verze 1 byla definována v roce 2000 na základě předchozí klasifikace 

WHO (z angl. world health organization), která se opírala o dvourozměrné měření nádorových 

ložisek. V roce 2009 byla publikována v současnosti používaná nová verze 1.1, která hodnocení 
ještě více zjednodušila a upřesnila pro rutinní použití. Pokud dojde ke kompletnímu vymizení 
všech lézí, mluvíme o tzv. kompletní odpovědi (CR, z angl. complete response). V případě 
zmenšení ložiska o 30 % ve srovnání se vstupním vyšetřením mluvíme o tzv. částečné odpovědi 

na léčbu (PR, z angl. partial remission). Pokud dojde ke zvětšení cílových lézí o 20 % 
ve srovnání se vstupním vyšetřením nebo se objeví nové léze, jedná se o progresi onemocnění 

(PD, z angl. progressive disease). Stabilizace onemocnění (SD, z angl. stable disease) znamená, 
že nedochází ke zmenšení cílových lézí, ale současně nedochází ani k jejich zvětšení. Uvedená 

kritéria umožnují poměrně dobře monitorovat odpověď pacienta na léčbu (Eisenhauer et al., 
2009). Obecně přijímaným faktem je, že pokud má léčba příslušný protinádorový účinek, musí 
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dojít ke zmenšení nebo vymizení nádorové masy. Při zvětšení nádorového ložiska a vzniku 

nových maligních lézí hovoříme o selhání léčby a progresi onemocnění. V takovém případě by 

mělo dojít k ukončení terapie (Klener and Stastny, 2010). 
V posledních letech se však v léčbě onkologických pacientů stále více uplatňuje cílená 

léčba a imunoterapie. Během imunoterapeutické léčby dochází k aktivaci pacientovy vlastní 
protinádorové imunity. Důsledkem tohoto procesu může být TME infiltrováno imunitními 

buňkami, což se může klinicky projevit jako přechodné zvětšení léze, nebo dokonce i vznik 
nového ložiska (nepatrné ložisko se vlivem infiltrátu zvětší). Tato ,,pseudoprogrese“ nesmí být 
ale zaměněna za skutečnou progresi nádorového onemocnění. Striktní posuzování odpovědi 

podle výše zmíněných kritérií RECIST tedy není zcela spolehlivé, a může dokonce vést 
k odmítnutí účinného léčiva. Tyto výše uvedené změny nelze popsat pomocí klasifikace WHO 
ani RECIST, a bylo proto nutné stávající kritéria modifikovat. V roce 2009 byla navržena nová 
klasifikace irRC (z angl. immune related response criteria), která vychází z původní WHO 

klasifikace a dvourozměrného měření lézí (Wolchok et al., 2009). V roce 2017 byla 
publikovaná nová kritéria pro klinické studie testující protinádorovou imunoterapii – tzv. 
iRECIST, která vychází z RECIST 1.1. (Seymour et al., 2017).  
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6 Identifikace prognostických a prediktivních 

ukazatelů pro imunoterapeutickou léčbu 

karcinomu ovaria 
V posledních letech se imunoterapie stala integrální součástí léčebných postupů používaných 

v klinické onkologii. Navzdory značnému poznání a pokroku v této oblasti ale stále existují 
podskupiny pacientů, které na imunoterapii nereagují a dochází u nich k časnému relapsu 

onemocnění. Z tohoto důvodu je nutné hledat vhodné prognostické a prediktivní ukazatele 

účinné imunoterapeutické protinádorové léčby.  
Za prognostické faktory lze považovat klinické nebo biologické charakteristiky, které 

nás informují o pravděpodobném průběhu onemocnění u neléčeného pacienta. Prognostické 

faktory tudíž definují prognózu pacienta. Oproti tomu prediktivní faktory jsou klinické nebo 

biologické charakteristiky, které nás informují o pravděpodobném účinku dané terapie. Některé 

faktory mohou plnit jak prognostickou, tak prediktivní funkci v terapii pacienta (Vyzula et al., 
2018). 

Mezi nejvíce charakterizovaný a používaný prognostický ukazatel u karcinomu ovaria 
patří CA125. Tento antigen je exprimován na epiteliálních nádorových ovariálních buňkách. 

Míra exprese může být zjištěna ze séra pacientek pomocí monoklonální protilátky OC125. Jeho 

přítomnost v séru je v klinické praxi běžně užívaná pro identifikaci žen s vysokým rizikem 
onemocnění karcinomem ovaria, predikci klinického stavu a odpovědi na chemoterapii. Vyšší 

hladina tohoto faktoru v séru je asociovaná s horší prognózou pacientek s karcinomem ovaria 
(Huang et al., 2010). 

Díky hlubšímu poznání procesu vývoje nádorových onemocnění a pokroku v oblasti 
molekulární biologie, genomiky, proteomiky a metabolomiky jsou v současnosti 

identifikovány nové prognostické a prediktivní ukazatele. Patří mezi ně zejména parametry 
definující složení imunitního infiltrátu TME a parametry definující lokalizaci jednotlivých 
populací imunitních buněk a jejich funkční kapacitu. Další významnou kategorií 

prognostických a prediktivních ukazatelů pak představují molekuly vystavované 

a produkované samotnými nádorovými buňkami, a to zejména DAMP, jelikož významně 

ovlivňují aktivaci protinádorové imunitní odpovědi, jak bylo zmíněno v předchozích kapitolách 

této práce.  
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 Prognostický význam kalretikulinu  

Nádorové buňky jsou rozpoznávány imunitním systémem především díky expresi nádorových 
antigenů. Nicméně výsledná imunogenicita maligních buněk je zásadním způsobem ovlivněna 

expresí či uvolněním DAMP molekul. Klíčová role CRT v aktivaci protinádorové imunitní 
odpovědi byla popsána zejména pomocí in vitro (Fucikova et al., 2011; Fucikova et al., 2014; 
Obeid et al., 2007b) a in vivo myších studií (Apetoh et al., 2008; Krysko et al., 2012; Michaud 
et al., 2011). Z výsledků preklinických studií současně vyplývá, že CRT představuje nový 

prognostický a prediktivní ukazatel, který by mohl napomáhat stratifikaci pacientů 

do rizikových skupin s případným dopadem na další léčebnou strategii (Tab. 6).  
Pozitivní prognostická role CRT byla prokázaná u pacientů s nemalobuněčným 

karcinomem plic (NSCLC, z angl. non-small-cell lung carcinoma) (Fucikova et al., 2016a). 
Přítomnost CRT v nádorové tkáni byla sledována pomocí imunohistochemické analýzy 
v rozsáhlé kohortě (n=270) pacientů s NSCLC. Zastoupení CRT bylo heterogenní 
u jednotlivých pacientů, nicméně zvýšená exprese korelovala s vyšší frekvencí aktivovaných 

DC a efektorových CD8+ T lymfocytů v nádorové tkáni a současně s lepší prognózou 

onemocnění. Zastoupení CRT bylo shodné ve skupině pacientů s/bez aplikace neoadjuvantní 

chemoterapie. Z čehož vyplývá, že exprese CRT je nezávislá na aplikované chemoterapii 
(Fucikova et al., 2016a). 

Z dále publikovaných výsledků na dvou nezávislých kohortách pacientů s karcinomem 
plic také vyplývá, že přítomnost CRT v TME je nezávislá na aplikované chemoterapii, a navíc 
bylo ukázáno, že probíhá jako odpověď na vnitrobuněčný stres maligních buněk, během kterého 

dochází ke spuštění apoptotické dráhy asociované s ER a vystavení chaperonových proteinů 

na povrchu neoplastických buněk (Garg et al., 2015b). 
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 Tab. 6. Přehled klinických studií hodnotící prognostickou roli kalretikulinu u pacientů 

s nádorovým onemocněním 
Nádorové 

onemocnění Úroveň CRT Klinický dopad 
přítomnosti CRT Detekční metoda Reference 

akutní myeloidní leukemie  
vyšší delší RFS a OS průtoková cytometrie (Fucikova et al., 2016b) 
vyšší lepší klinický průběh 

onemocnění průtoková cytometrie (Wemeau et al., 2010) 
karcinom močového 

měchýře vyšší kratší OS  genová exprese (Chao et al., 2010) 

karcinom prsu 
vyšší  kratší MFS IHC (Eric et al., 2009) 
vyšší  CRT je vysoce exprimován v invazivních nádorech IHC  (Zamanian et al., 2016) 

kolorektální karcinom vyšší delší OS IHC (Peng et al., 2010) 
karcinom žaludku vyšší horší klinický průběh 

onemocnění IHC, genová exprese, ELISA (Chen et al., 2009) 

karcinom plic 

vyšší delší OS genová exprese (Stoll et al., 2016) 
vyšší koreluje s pokročilejším 

stadiem onemocnění IHC, ELISA (Liu et al., 2012) 
vyšší delší OS genová exprese (Garg et al., 2016) 
vyšší delší OS a lepší klinická 

odpověď IHC (Fucikova et al., 2016a) 
lymfom z plášťových 

buněk vyšší kratší OS genová exprese (Chao et al., 2010) 
neuroblastom vyšší delší OS IHC (Hsu et al., 2005) 

vyšší kratší OS genová exprese (Chao et al., 2010) 
glioblastom vyšší delší OS IHC (Muth et al., 2016) 

karcinom ovaria 
vyšší delší OS genová exprese (Stoll et al., 2016) 
vyšší delší OS genová exprese (Garg et al., 2016) 
vyšší delší OS a lepší klinická 

odpověď IHC, genová exprese (Kasikova et al., 2019) 
karcinom pankreatu vyšší  kratší OS IHC, genová exprese (Sheng et al., 2014) 

vyšší  kratší OS IHC (Matsukuma et al., 2016) 
osteosarkom vyšší u pacientů s metastázami imunofluorescence, genová exprese (Zhang et al., 2017) Seznam zkratek: ELISA (z angl. enzyme-linked immuno sorbent assay), IHC (z angl. immunohistochemistry), MFS (z angl. metastasis-free survival) – přežití bez metastáz, OS (z angl. overall survival) – celková doba přežití, RFS (z angl. relapse-free survival) – doba bez recidivy. Upraveno podle (Fucikova et al., 2018). 
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Pozitivní prognostický význam CRT byl zaznamenán také u pacientů s akutní myeloidní 

leukémií (AML, z angl. acute myeloid leukemia) (Fucikova et al., 2016b; Wemeau et al., 2010). 
Přítomnost CRT na povrchu maligních blastů byla také v tomto případě nezávislá na aplikované 
chemoterapii a významně korelovala s aktivací vnitrobuněčného stresu (Fucikova et al., 
2016b). Přítomnost CRT byla současně asociována s vyšší frekvencí nádorově specifických 

T lymfocytů a vyšším počtem NK buněk v periferní krvi a korelovala se signifikantně lepší 
prognózou tohoto onemocnění. Z výsledků další studie vyplývá, že CRT ovlivňuje nejen počet 

NK buněk v periferní krvi pacientů s AML, ale má pozitivní vliv také na jejich výslednou 

cytotoxickou funkci. Ta je aktivována nepřímo prostřednictvím populace myeloidních 
CD14+CD11c+ buněk, jak vyplývá z výsledků in vitro a in vivo testování (Truxova et al., 2019) 
(Obr. 9). 
 

  Obr. 9. Přítomnost kalretikulinu na povrchu maligních blastů u pacientů s akutní myeloidní leukémií indukuje aktivaci NK buněk prostřednictvím populace myeloidních CD14+CD11c+ 
buněk. Kalretikulin (CRT) je na povrchu maligních blastů rozpoznáván populací dendritických 

buněk (DC) pravděpodobně pomocí receptoru CD91. Následně dochází k fenotypické a funkční 

aktivaci DC, která vede ke zvýšení exprese kostimulačních molekul a MHC molekul II třídy. Takto aktivované DC migrují do sekundárních lymfoidních orgánů, kde prostřednictvím IFN I. typu a transprezentace IL-15 aktivují populaci NK buněk. Seznam zkratek: CRT (z angl. calreticulin), DC (z angl. dendritic cell), GZMB (z angl. granzyme B), IFN (z angl. interferon), IFNAR (z angl. interferon alpha/beta receptor), IL15RA (z angl. interleukin 15 receptor subunit alpha), IL15RB (z angl. interleukin 15 receptor beta), IL2RG (z angl. interleukin 2 receptor gamma), MHC (z angl. major histocompatibility complex), NK (z angl natural killer) PRF (z angl. perforin-1). Převzato a upraveno podle (Fucikova et al., 2020).  
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Pozitivní prognostická role CRT byla potvrzena i u dalších nádorových onemocnění, 

např. u pacientů s neuroblastomem (Hsu et al., 2005), glioblastomem (Muth et al., 2016), 
karcinomem ovaria, prsu a tlustého střeva (Garg et al., 2016; Peng et al., 2010; Stoll et al., 
2016). I v těchto studiích korelovala přítomnost CRT s vyšší infiltrací CD8+ T lymfocytů 
v nádorové tkáni. 
 Naopak u karcinomu žaludku (Chen et al., 2009) a pankreatu (Matsukuma et al., 2016; 
Sheng et al., 2014) byla přítomnost CRT asociována se zvýšenou angiogenezí, migrací 
a proliferací nádorových buněk. Podobně tomu bylo také u pacientů s karcinomem močového 

měchýře (Chao et al., 2010), prsu (Eric et al., 2009; Lwin et al., 2010; Zamanian et al., 2016) 
a lymfomem z plášťových buněk  (Chao et al., 2010). 

Jak dokumentují výsledky výše popsaných studií, prognostický význam CRT 
u nádorových onemocnění není zcela jednoznačný. Obecně tedy CRT nelze přisuzovat 

bezvýhradně pozitivní nebo negativní roli v prognóze pacientů. Výsledná prognostická role 

CRT je závislá na několika faktorech, jakými jsou zejména typ nádorového onemocnění a stav 

imunitního systému. V neposlední řadě hraje roli také to, jakou detekční metodu pro stanovení 

přítomnosti CRT dané studie použily. Některé detekce totiž umožňují mapovat celkovou 

expresi na úrovni mRNA (qPCR, z angl. quantitative polymerase chain reaction) nebo proteinu 
na povrchu i uvnitř buněk (WB, z angl. western blot; imunohistochemie, IHC, z angl. 
immunohistochemistry). Jiné technologie, jako je fluorescenční mikroskopie nebo průtoková 
cytometrie, mapují pouze povrchově exprimovaný CRT (Kasikova et al., 2020; Kepp et al., 
2014). 

 Prognostická a prediktivní role imunitního infiltrátu v nádorovém 
mikroprostředí 

 
Nádor představuje velice sofistikovanou, složitě regulovanou orgánu podobnou strukturu, která 
není tvořena pouze maligními buňkami, ale také nádorovým stromatem (Balkwill et al., 2012; 
Fridman et al., 2017). Nádorové stroma může zásadním způsobem přispívat k nádorovému 
růstu, invazivitě a jeho úniku před imunitním dohledem a také k rozvoji rezistence vůči 

protinádorové léčbě (Fridman et al., 2017). Interakce mezi maligními buňkami a buňkami 

nádorového stromatu pak vytváří komplexní, organizovanou strukturu, kterou nazýváme TME. 
V TME lze identifikovat fibroblasty, endoteliální buňky, epiteliální buňky, tukové buňky 
a jednotlivé složky imunity. Imunitní buňky vyskytující se v TME pak lze rozdělit 

na imunokompetentní buněčné populace (např. CD8+ T lymfocyty, DC, B lymfocyty), jejichž 

přítomnost je u pacientek s karcinomem ovaria spojována s pozitivní prognózou, a na 
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imunosupresivní subpopulace (např. TREG, M2 makrofágy a MDSC), jejichž výskyt v TME 
naopak koreluje s negativní prognózou pacientek s karcinomem ovaria, jak bylo detailně 

diskutováno v předchozích kapitolách této práce. 
Složení TME je jak u jednotlivých typů malignit, tak i u jednotlivých pacientů 

s konkrétním typem nádorového onemocnění velice heterogenní a s ohledem na prognózu 
pacientů může hrát jak pozitivní, tak negativní roli (Fridman et al., 2012). Složení TME, a to 
převážně zastoupení imunitního infiltrátu, tak představuje jeden ze základních prognostických 
ukazatelů, který se stanovuje u různých nádorových onemocnění včetně ovariálního karcinomu. 

V Tab. 7 jsou shrnuty výsledky studií zabývajících se vztahem mezi zastoupením jednotlivých 
imunitních subpopulací a prognózou pacientů s karcinomem ovaria. 
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Tab. 7. Přehled studií hodnotících prognostickou roli imunitního infiltrátu u pacientek 
s ovariálním karcinomem 

 Seznam zkratek: +: pozitivní prognóza, -: negativní prognóza, HLA-DR (z angl. human leukocyte antigen – DR isotype), MDSC (z angl. myeloid-derived suppressor cell), TAM (z angl. tumor-associated macrophage), TREG (z angl. regulatory T cells).   

Imunitní subpopulace Specifikace Prognóza Reference 

T lymfocyty 

intraepiteliální CD3+ T lymfocyty + (Zhang et al., 2003) 
intraepiteliální CD3+ T lymfocyty + (Tomsova et al., 2008) 

intraepiteliální CD3+ a CD8+ T lymfocyty + 
(Han et al., 2008) 

(Clarke et al., 2009) 
(Hwang et al., 2012) 

CD8+ T lymfocyty + (Truxova et al., 2018) 

intraepiteliální CD8+ T lymfocyty + 

(Raspollini et al., 2005) 
(Leffers et al., 2009) 
(Stumpf et al., 2009) 
(Nielsen et al., 2012) 

(Hermans et al., 2014) pouze CD8+ T lymfocyty nikoliv CD3+ T lymfocyty + (Sato et al., 2005) 

TREG - 

(Curiel et al., 2004) 
(Wolf et al., 2005) 

(Kryczek et al., 2007) 
(Giuntoli et al., 2009) 
(Barnett et al., 2010) 
(Fialova et al., 2013) 

vyšší poměr CD8/CD4 T lymfocytů + 
(Sato et al., 2005) 
(Wolf et al., 2005) 

(Kryczek et al., 2007) 
(Hermans et al., 2014) 

Dendritické buňky DC-LAMP+ DC + (Truxova et al., 2018) 
DC a CD45RO+ T lymfocyty + (Zhang et al., 2015) 

B lymfocyty CD20+ B lymfocyty a CD8+ T lymfocyty + (Nielsen et al., 2012) 
CD20+ B lymfocyty + (Truxova et al., 2018) 

Makrofágy 

CD163+ TAM - (Yuan et al., 2017) 
(Yafei et al., 2016) 

vyšší poměr M1/M2 TAM + (Zhang et al., 2014) 
vyšší poměr CD206/CD68  - (Le Page et al., 2012b) 

CD163+ TAM a CD163/CD68 - (Lan et al., 2013) 
CD14+HLA-DR-/low MDSC - (Wu et al., 2017) 

Myeloidní supresorové buňky MDSC - (Horikawa et al., 2017) 
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6.2.1 Vliv imunokompetentních buněk na prognózu pacientek 
s karcinomem ovaria 

Nádor infiltrující lymfocyty (TIL, z angl. tumor-infiltrating lymphocytes) představují populaci 

buněk zásadním způsobem ovlivňující prognózu pacientů s maligním onemocněním (Fridman 
et al., 2017). TIL mohou být lokalizované jak v nádorových ostrůvcích (tj. 

intraepiteliální  lymfocyty), tak i v nádorovém stromatu, přičemž s pozitivní prognózou je 
spojována přítomnost zejména intraepiteliálních T lymfocytů (Sato et al., 2005; Zhang et al., 
2003). Z výsledků nezávislých studií vyplývá, že ačkoliv obecně přítomnost CD3+ T lymfocytů 

koreluje s pozitivní prognózou, na dlouhodobé přežívání pacientek má zcela rozhodující vliv 

zastoupení intraepiteliálních CD8+ T lymfocytů (Hermans et al., 2014; Leffers et al., 2009; 
Nielsen et al., 2012; Raspollini et al., 2005; Stumpf et al., 2009). Tuto skutečnost potvrzuje 

i rozsáhlá meta-analýza 1815 vzorků ovariálního karcinomu, která ukazuje, že sledování 
zastoupení CD8+ TIL představují robustní ukazatel pro celkové přežití pacientek bez ohledu na 

stupeň, stadium a histologický subtyp onemocnění (Hwang et al., 2012). 
Z publikovaných studií dále vyplývá, že CD4+ TIL mají také pozitivní vliv na prognózu 

pacientek s karcinomem ovaria (Hamanishi et al., 2011; Tsiatas et al., 2009). Pomocí 
experimentálního myšího modelu bylo dokumentováno, že CD4+ TIL izolované z ovariálních 
nádorů pacientek po přenesení do myší přitahují do nádorového ložiska populaci CCR5+ DC. 
Tyto DC následně aktivují pomocí interakce CD40 a CD40L přítomné CD4+ T lymfocyty, ale 
současně také CD8+ T lymfocyty, které následně zajišťují dlouhodobou cytotoxickou odpověď 

proti maligním buňkám (Nesbeth et al., 2010). 
Jak již bylo zmíněno, DC představují nejúčinnější APC, které zajišťují stimulaci 

naivních T lymfocytů a podílí se na aktivaci protinádorové imunitní odpovědi (Sabado et al., 
2017). Z publikovaných výsledků vyplývá, že přítomnost CD45RO+ T lymfocytů a současně 

CD1a+ DC, anebo CD45RO+ T lymfocytů a současně S-100+ DC (S-100 je využíván 

v publikacích k identifikaci DC v TME) v TME koreluje s lepší prognózou onemocnění (Zhang 
et al., 2015).  

Mezi další APC s pozitivním prognostickým vlivem u karcinomu ovaria patří 

B lymfocyty. Nielsen a kolegové zaznamenali nejlepší prognózu pacientek s HGSC (z angl. 
high-grade serous carcinoma, jejichž TME vykazovalo vyšší zastoupení jak CD20+ 
B lymfocytů, tak CD8+ T lymfocytů. Podrobná analýza ukázala, že B lymfocyty se nacházely 
v kontaktu s CD8+ T lymfocyty a exprimovaly znaky APC, jako jsou molekuly MHC I. třídy, 
MHC II. třídy, CD40, CD80 a CD86 (Nielsen et al., 2012), což dokumentuje jejich roli 

v aktivaci cytotoxické protinádorové imunitní odpovědi. 
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6.2.2 Vliv imunosupresivních buněčných subpopulací na prognózu 
pacientek s karcinomem ovaria 

Mezi nejlépe charakterizovanou imunosupresivní populaci nejčastěji spojovanou se špatnou 

prognózou u karcinomu ovaria patří populace regulačních T lymfocytů (TREG). Jejich 
imunosupresivní působení je zprostředkováno jak přímou buněčnou interakcí, tak sekrecí 
inhibičních cytokinů TGF-β a IL-10 (Kryczek et al., 2009).  

Jak vyplývá z výsledků experimentálního testování, zvýšená migrace TREG 

do ovariálního nádoru souvisí s vyšší expresí CCL28 na povrchu maligních buněk, která je 
indukována hypoxickým mikroprostředím. Přítomné TREG následně způsobují imunitní 
toleranci maligních buněk a podporují angiogenezi (Facciabene et al., 2011).  

Curiel a kolegové na studii 104 pacientek s ovariálním karcinomem dále popsali, že 

TREG přispívají k inhibici specifické T buněčné imunity a podporují růst nádoru. Autoři dále 
uvádějí, že k migraci TREG do TME přispívá zvýšená produkce chemokinu CCL22 populací 

nádorových buněk. Přítomnost TREG v TME negativně koreluje s prognózou onemocnění 

(Curiel et al., 2004). Korelace přítomnosti TREG se špatnou prognózou, pokročilým stádiem 

onemocnění a také jako důsledku nedostatečného operativního odstranění nádorů byla 
potvrzena také v dalších studiích (Barnett et al., 2010; Giuntoli et al., 2009; Kryczek et al., 
2007; Wolf et al., 2005). Naopak optimální cytoredukční léčba s ponecháním jen minimálního 
nádorového rezidua byla asociována se snížením počtu TREG, navýšením počtu TIL a celkově 

lepší prognózou onemocnění (Napoletano et al., 2010). Současně Sato a kolegové prokázali, že 

pacientky s vyšším poměrem CD8+/CD4+ T lymfocytů vykazovaly lepší prognózu z hlediska 
přežití, což by mohlo být vysvětleno právě inhibiční rolí CD4+ TREG u karcinomu ovaria. 
S tímto závěrem o inhibiční roli TREG se shodují i další studie (Hermans et al., 2014; Kryczek 
et al., 2007; Wolf et al., 2005). 

V další studii Fialová a kolegové sledovali dynamiku zastoupení tumor infiltrujících 
imunitních buněk v jednotlivých fázích onemocnění. Rané stadium karcinomu ovaria 

(stadium I) bylo charakterizováno silnou Th17 imunitní odpovědí. Pacientky ve stadiu II 
vykazovaly převahu imunitní odpovědi založené na Th1 buňkách a pacientky v pokročilém 

stádiu onemocnění (stadia III a IV) vykazovaly vyšší přítomnost TREG, tumor asociovaných 

makrofágů, myeloidních dendritických buněk (mDC, z angl. myeloid dendritic cells) a vyšší 

expresi chemokinu CCL22. CCL22 je sekretovaný převážně maligními buňkami, monocyty, 

makrofágy a mDC a je zodpovědný za chemotaxi TREG do TME pomocí vazby na receptor 
CCR4 (z angl. C-C chemokine receptor). Zdá se tedy, že infiltrace TREG do TME vede 
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k inhibici protinádorové imunitní odpovědi v pokročilých stadiích ovariálního karcinomu 

(Fialova et al., 2013). 
TAM představují další imunosupresivní populaci spojovanou s progresí ovariálního 

karcinomu. Jejich fenotyp je charakterizován expresí znaků CD163, CD204, CD206 a produkcí 

cytokinu IL-10. Ze studie publikované Kawamurou a kolegy vyplývá, že kolonie stimulující 

faktor 1 (CSF-1, z angl. colony stimulating factor 1), produkovaný zejména maligními 
buňkami, indukuje polarizaci makrofágů do supresivního M2 fenotypu, což je následně spojeno 

s růstem a progresí karcinomu ovaria (Kawamura et al., 2009). Toto tvrzení je v souladu 
s výsledky rozsáhlé meta analýzy zahrnující celkem 794 pacientek s ovariálním karcinomem, 
kde bylo vyšší zastoupení M2 makrofágů jednoznačně spojováno se špatnou prognózou. 
Naopak vyšší poměr M1/M2 TMA byl asociován s delší dobou do dosažení relapsu 

onemocnění (Yuan et al., 2017). Také další studie potvrzují imunosupresivní roli M2 
makrofágů v karcinomu ovaria  (Lan et al., 2013; Le Page et al., 2012a; Yafei et al., 2016; 
Zhang et al., 2014). 

Ve studii Wu a kolegové charakterizovali subpopulaci monocytárních CD14+HL-DR-/lo 
MDSC (M-MDSC) v periferní krvi a v ascitu pacientek s ovariálním karcinomem. Ve srovnání 
se zdravými dárci měly pacientky s ovariálním karcinomem výrazně vyšší zastoupení 

M-MDSC jak v periferní krvi, tak i v ascitu. Zvýšené množství těchto buněk bylo spojeno 

s kratší dobou do dosažení relapsu. Expanze M-MDSC byla závislá na IL-6, IL-10 a STAT3 
(Wu et al., 2017). Další studie pak ukázala, že přítomnost MDSC v TME negativně koreluje se 
zastoupením CD8+ T lymfocytů a délkou přežívání. Pomocí přístupu kombinujícího expresní 

analýzu a IHC bylo objasněno, že infiltrace TME MDSC je závislá na přítomnosti VEGF 

faktoru. Experimentální snížení, tedy knockdown, exprese genu VEGF vedlo ke snížení 

infiltrace MDSC do TME a k obnově infiltrace CD8+ T lymfocytů (Horikawa et al., 2017).  
 

 Kontrolní body imunitních reakcí a jejich vztah k prognóze pacientek 
s karcinomem ovaria 

V TME jsou TIL vystaveny řadě vlivů, které mohou v důsledku vést k jejich inhibici. Mnohé 
z nich představují molekuly se supresivními účinky, které jsou exprimovány na povrchu 

nádorových buněk, jako například molekula PD-L1. Jednou z prvních prací, která se zabývala 
prognostickou rolí molekuly PD-L1, byla studie z roku 2007, kde Hamanish a kolegové popsali, 
že exprese PD-L1 molekuly v TME je asociovaná s nižším zastoupením TIL v TME a se 
špatnou prognózou pacientek s ovariálním karcinomem (Hamanishi et al., 2007). Tato práce je 
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v souladu s výsledky in vitro(Matsuzaki et al., 2010) a in vivo myších studií (Hirano et al., 
2005), které prokázaly, že blokace ligandu PD-L1 vede k obnově efektorové funkce TIL.  

Novější práce z roku 2016 ale ukazuje, že zcela zásadním faktorem, který ovlivňuje 

výslednou prognostickou roli PD-L1, je buněčný typ, který byl hodnocen na pozitivitu tohoto 
znaku, tedy zda PD-L1 exprimují maligní nebo imunitní buňky. Dle této studie je PD-L1 
exprimován primárně na CD68+ makrofázích a nikoli na nádorových buňkách. Vyšší exprese 

PD-L1na makrofázích je asociována i s vyšší infiltraci CD8+ TIL a zároveň s lepší prognózou 

pacientek s ovariálním karcinomem (Webb et al., 2016). Korelaci exprese PD-L1 s infiltrací 
CD8+ TIL vysvětlují autoři prostřednictvím mechanizmu adaptivní rezistence, který spočívá ve 

zpětnovazebné indukci exprese PD-L1 účinkem IFN-γ sekretovaného TIL. Aktivované T buňky 

uvolněním IFN-γ indukují expresi PD-L1 na cílových buňkách a ty následně aktivaci T buněk 
tlumí (Taube et al., 2012). I další studie potvrzují pozitivní prognostickou roli PD-L1 
u pacientek s karcinomem ovaria (Darb-Esfahani et al., 2016; Huang et al., 2018). V roce 2015 
bylo také ukázáno, že PD-1+CD103+CD8+ TIL si zachovávají funkční kapacitu v boji proti 
nádorovým buňkám a jejích přítomnost koreluje s lepší klinickou odpovědí pacientek 
s ovariálním karcinomem (Webb et al., 2015). 

Podobně jako u ostatních nádorových malignit prognostická role PD-1/PD-L1 není 
zcela jednoznačná. Rozhodující bude např. klon použité protilátky pro identifikaci exprese 
PD-L1, metoda použitá pro stanovení míry exprese PD-L1 či populace buněk nesoucí znak 
PD-L1. 
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7 Cíle 
Hlavním cílem této práce bylo charakterizovat složení a funkční orientaci imunitního infiltrátu 
v TME u pacientek s karcinomem ovaria. Dále definovat význam imunitních parametrů 

a produktů maligních buněk, a to zejména CRT, pro prognózu pacientek s high-grade serózním 
karcinomem ovaria (HGSC) se snahou najít nové prognostické ukazatele.  
 

1. Sledování vlivu exprese CRT v TME na protinádorovou imunitní odpověď a 

prognózu pacientek s ovariálním karcinomem. 
• Hypotéza: Přítomnost CRT v TME koreluje s přítomností aktivovaných DC, 

cytotoxických CD8+ T lymfocytů a s lepší prognózou pacientek s karcinomem 
ovaria. 

2. Sledování vlivu infiltrace TME aktivovanými DC na prognózu pacientek 
s karcinomem ovaria. 

• Hypotéza: Přítomnost DC v TME pozitivně koreluje s přítomností 
cytotoxických CD8+ T lymfocytů a prognózou pacientek. 

3. Sledovaní vlivu exprese inhibičních molekul na funkční orientaci imunitního 
infiltrátu a prognózu pacientek s karcinomem ovaria. 

• Hypotéza: Přítomnost inhibičních molekul v TME významně ovlivňuje 

prognózu pacientek s karcinomem ovaria. 
4. Sledování vlivu infiltrace TME M2 makrofágy na funkční orientaci imunitního 

infiltrátu a prognózu pacientek s metastatickým karcinomem ovaria. 
• Hypotéza: Přítomnost M2 makrofágů v TME negativně ovlivňuje funkční 

kapacitu imunitních buněk v metastatickém karcinomu ovaria, což má 

negativní dopad na prognózu pacientek. 
5. Porovnání cytometrické a imunohistochemické analýzy ve sledování zastoupení CRT. 
6. Sumarizace literárních poznatků o významu CRT pro klinický průběh nádorových 

onemocnění. 
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 Přítomnost kalretikulinu v nádorovém mikroprostředí pacientek 
s karcinomem ovaria koreluje s aktivací adaptivní protinádorové imunitní 
odpovědi a lepší prognózou onemocnění 

 ICD představuje konkrétní formu apoptózy, která je doprovázená expresí a uvolněním DAMP 
molekul. Během ICD dochází v důsledku stresu ER k preapoptotické translokaci CRT 
na povrch nádorových buněk. Povrchově exprimovaný CRT hraje klíčovou roli v aktivaci APC, 
zvláště pak DC, které následně indukují nádorově specifickou T lymfocytární imunitní 
odpověď. Z výsledků nejnovějších preklinických studií vyplývá, že přítomnost CRT v TME 
zásadně ovlivňuje prognózu pacientů se solidními i hematologickými malignitami. Nicméně 

role CRT v aktivaci protinádorové imunitní odpovědi a jeho vliv na prognózu pacientek 
s HGSC nebyla dosud podrobně popsána.  

V této studii jsme analyzovali zastoupení CRT v TME pacientek s HGSC pomocí 
retrospektivní imunohistochemické analýzy. Z výsledků vyplývá, že zastoupení CRT je značně 

heterogenní v primární i metastatické tkáni. Současně je přítomnost CRT nezávislá 

na aplikované chemoterapii a koreluje s mírou vnitrobuněčného stresu. Z výsledků 

imunohistochemické a cytometrické analýzy a celogenomového sekvenování vyplývá, že 

přítomnost CRT v TME pozitivně koreluje s vyšší infiltrací imunitních buněk (DC-LAMP+ DC, 
CD20+ B lymfocyty, CD8+ T lymfocyty) a vyšší cytotoxickou kapacitou efektorových CD8+ T 
lymfocytů. Současně přítomnost CRT koreluje s lepší prognózou onemocnění a společně 

s hodnocením imunitního infiltrátu v TME napomáhá identifikovat skupinu pacientek 
s nejhorší prognózou onemocnění.  

 
Autorka v této práci přispěla:  

• Optimalizace imunohistochemických protokolů využitých v rámci této studie 
• Retrospektivní imunohistochemická analýza zastoupení CRT a CD8+ T lymfocytů 

v nádorové tkáni  
• Prospektivní analýza nádorové tkáně – zpracování čerstvé nádorové tkáně 

a multiparametrická cytometrická analýza vzorků  
• Zpracování výsledků celogenomového sekvenování  
• Biostatistické a bioinformatické hodnocení výsledků provedených analýz a dat 

dostupných z veřejné genové databáze TCGA (z angl. the cancer genome atlas) 
• Příprava manuskriptu pod vedením školitele  
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 Přítomnost aktivovaných dendritických buňky koreluje s vyšší infiltrací 

imunitních buněk a lepší prognózou pacientek s ovariálním karcinomem 

 TME představuje vysoce organizovanou strukturu, která hraje zásadní roli v podpoře růstu, 

proliferaci a schopnosti maligních buněk tvořit metastatická ložiska. TME je tvořeno převážně 

z endoteliálních, epiteliálních a stromálních buněk, ale také z buněk imunitního systému. 

Složení TME je značně heterogenní nejen mezi jednotlivými nádorovými malignitami, ale také 
mezi jednotlivými pacienty. Z výsledků preklinických studií je zřejmé, že jak složky 

imunitního systému, tak neimunologické komponenty TME plní prognostickou i prediktivní 
roli v terapii pacientů. Zvláště CD8+ T lymfocyty infiltrující do nádoru hrají podstatnou roli 
v nádorově specifické imunitě a jsou silně asociované s lepší prognózou pacientek 

s karcinomem ovaria. Nicméně role aktivovaných DCv TME karcinomu ovaria nebyla dosud 
jednoznačně popsána. 

V této studii jsme sledovali zastoupení aktivovaných DC infiltrujících do nádoru 
pomocí znaku DC-LAMP ve třech nezávislých kohortách pacientek s HGSC. Zjistili jsme, že 

vyšší infiltrace DC-LAMP+ DC koreluje s přítomností CD20+ B lymfocytů, cytotoxických 

CD8+ T lymfocytů a NK buněk v TME. Z našich výsledků také vyplývá, že přítomnost jak 
aktivovaných DC, tak zastoupení CD20+ B lymfocytů zásadním způsobem ovlivňuje výsledné 

složení imunitního infiltrátu a výslednou cytotoxickou odpověď přítomných CD8+ T lymfocytů 

a NK buněk. Z výsledků imunohistochemické a cytometrické analýzy a celogenomového 
sekvenování vyplývá, že vyšší zastoupení DC-LAMP+ DC v TME je asociováno s Th1 
a cytotoxickou odpovědí a lepší prognózou onemocnění. 
 
Autorka v této práci přispěla: 

• Optimalizace imunohistochemických protokolů využitých v rámci této studie 
• Retrospektivní imunohistochemická analýza zastoupení CD8+ T lymfocytů v nádorové 

tkáni  
• Prospektivní analýza nádorové tkáně – zpracování čerstvé nádorové tkáně 

a multiparametrická cytometrická analýza vzorků  
• Příprava manuskriptu pod vedením školitele  
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 TIM-3 určuje funkční orientaci imunitního infiltrátu u karcinomu ovaria 

Přítomnost inhibičních molekul v TME má zásadní vliv na případnou inhibici protinádorové 

imunitní odpovědi a prognózu pacientů u řady maligních onemocnění. V souladu s touto 
skutečností jsou blokační protilátky imunitních kontrolních bodů používány v klinické praxi 
pro léčbu pacientů s melanomem, nemalobuněčným karcinomem plic, urotheliálním a renálním 
karcinomem. Ze současných výsledků klinického testování vyplývá, že ovariální karcinom 

vykazuje jen relativně nízkou míru odpovědi na tento typ terapie (5–20 % pacientek). Z tohoto 
důvodu je nutné hlubší pochopení role inhibičních molekul v procesu aktivace či inhibice 
protinádorové imunitní odpovědi a současná definice prognostické role těchto molekul v TME 
karcinomu ovaria.  

Z výsledků naší studie vyplývá, že vyšší exprese PD-1 a PD-L1 v TME karcinomu 
ovaria je asociovaná s aktivací protinádorové imunitní odpovědi zprostředkované zejména Th1 
a cytotoxickou odpovědí přítomných CD8+ T lymfocytů a lepší prognózou onemocnění. 

Signalizace pomocí molekul PD-1/PD-L1 tedy nepředstavuje hlavní inhibiční dráhu lymfocytů 
infiltrujících do nádoru, jako je tomu u většiny nádorových onemocnění. Pomocí 
imunofluorescenční analýzy, celogenomového sekvenování a průtokové cytometrie jsme 

identifikovali klíčovou imunosupresivní roli molekuly TIM-3 v TME karcinomu ovaria. CD8+ 
T lymfocyty nesoucí na svém povrchu molekulu TIM-3 vykazují znaky funkčního vyčerpání 

a zvýšená frekvence těchto buněk v TME pacientek koreluje s horší prognózou onemocnění. 

Z našich výsledků souhrnně vyplývá, že molekuly PD-1 a TIM-3 představují prognosticky 
významné ukazatele aktivace (PD-1) a inhibice (TIM-3) lymfocytů infiltrujících do nádoru, 
současně dokumentují klinický význam blokačních protilátek proti molekule TIM-3 a možný 

terapeutický benefit z takovéto léčby u pacientek s karcinomem ovaria.  
 
Autorka v této práci přispěla: 

• Optimalizace imunohistochemických protokolů využitých v rámci této studie 
• Retrospektivní imunohistochemická analýza zastoupení CD8+ T lymfocytů v nádorové 

tkáni  
• Prospektivní analýza nádorové tkáně – zpracování čerstvé nádorové tkáně 

a multiparametrická cytometrická analýza vzorků  
• Účast na revizi manuskriptu 



 

80  

 



 

81  

 



 

82  

 



 

83  

 



 

84  

 



 

85  

 



 

86  

 



 

87  

 



 

88  

 



 

89  

 



 

90  

 



 

91  

 



 

92  

 
 
 



 

93  

 Prognostická role M2 makrofágů v nádorovém mikroprostředí 

metastatického karcinomu ovaria 

 TME představuje velice komplexní a heterogenní strukturu, která se skládá nejen z buněk 
nádorových, ale také nenádorových, jako jsou buňky stromální, endoteliální, epiteliální 

a komponenty imunitního systému. TME hraje zcela zásadní roli v regulaci buněčného růstu 
a ovlivňuje metastatický potenciál maligních buněk. Z výsledků preklinického testování 

vyplývá, že složení a funkční orientace imunitního systému v TME v primárním tumoru 
pacientek s karcinomem ovaria má významný vliv na výslednou prognózu tohoto onemocnění. 

Nicméně složení a funkční orientace TME metastatické tkáně a jeho případný vliv na prognózu 

pacientek s HGSC není dosud jednoznačně objasněn. 
 V této studií jsme pomocí celogenomového sekvenování porovnali 24 párových vzorků 

primární (P-TME, z angl. primary tumor microenvironment) a metastatické (M-TME, z angl. 
metastatic tumor microenvironment) tkáně pacientek s HGSC a identifikovali jsme 1468 
rozdílně exprimovaných genů. Zvýšená exprese genů v metastatické tkáni byla asociovaná 
zejména s remodelací extracelulární matrix a imunitním systémem. Toto pozorování je 
v souladu s výsledky retrospektivní imunohistochemické analýzy, která dokumentuje vyšší 

infiltraci CD8+ T buněk, CD20+ B buněk, DC-LAMP+ DC a NKp46+ buněk v M-TME oproti 
P-TME pacientek s HGSC. Z výsledků cytometrické analýzy vyplývá funkční inhibice 

T lymfocytů nacházejících se v M-TME, která není důsledkem zvýšené exprese inhibičních 

molekul, ale imunosupresivního cytokinového prostředí způsobeného zvýšenou infiltrací tumor 

asociovaných M2 makrofágů v M-TME pacientek s HGSC. 
  
Autorka v této práci přispěla: 

• Optimalizace imunohistochemických protokolů využitých v rámci této studie 
• Retrospektivní imunohistochemická analýza zastoupení CD8+ T lymfocytů v nádorové 

tkáni  
• Prospektivní analýza nádorové tkáně – zpracování čerstvé nádorové tkáně 

a multiparametrická cytometrická analýza vzorků  
• Účast na revizi manuskriptu 
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 Porovnání cytometrické a imunohistochemické analýzy ve sledování 
zastoupení kalretikulinu, klíčového parametru imunogenní buněčné smrti, 
v nádorovém mikroprostředí pacientů s různými druhy nádorů  

ICD představuje konkrétní formu apoptózy, během které dochází k uvolňování DAMP molekul 
do TME. Společnou vlastností těchto molekul je aktivace imunitního systému, zejména 
populace APC, která následně indukuje nádorově specifickou T lymfocytární odpověď. CRT 

představuje jednu z klíčových molekul probíhající ICD. Z výsledků preklinického hodnocení 

vyplývá, že přítomnost CRT v TME koreluje ve většině případů s aktivací protinádorové 
imunitní odpovědi a lepší prognózou onemocnění. Sledování zastoupení CRT v nádorové tkáni 
tedy představuje nový potenciální ukazatel prognózy pacientů, a je tedy nesmírně důležité tento 

parametr v praxi správným způsobem hodnotit.  
Detekce CRT v TME pacientů může být provedena pomocí různých metod, jakou jsou 

western blot, imunohistochemie, fluorescenční mikroskopie či průtoková cytometrie. V této 
práci jsme popsali detailní protokol pro detekci CRT pomocí imunohistochemické 
a cytometrické analýzy. Výhodou sledování CRT pomocí imunohistochemické analýzy spočívá 

v analýze rozsáhlých retrospektivních souborů pacientů s dostupností klinických dat. 
Nevýhoda této metodiky spočívá v nemožnosti rozlišit mezi povrchovou a intracelulární 

expresí CRT. Naopak cytometrická analýza umožňuje kvantifikovat zastoupení povrchově 

exponovaného CRT na populaci časně apoptotických buněk díky kombinovanému barvení pro 
současnou detekci apoptotických a nekrotických buněk.  
 
Autorka v této práci přispěla:  

• Příprava manuskriptu pod vedením školitele 
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  Sumarizace literárních poznatků o významu kalretikulinu pro klinický 

průběh nádorových onemocnění 

Výsledná imunogenicita maligních buněk, tedy schopnost vyvolat humorální a/nebo buněčnou 

imunitní odpověď, je dána přítomností nádorových antigenů a schopností uvolnit DAMP 
molekuly do TME. DAMP molekuly jsou rozpoznány receptory na povrchu APC, které 
ve výsledku aktivují nádorově specifickou imunitní odpověď. Ze současných in vitro i in vivo 
studií vyplývá, že CRT je jednou z nejdůležitějších DAMP molekul určující imunogenní 
potenciál maligních buněk a jeho přítomnost v TME je asociovaná s aktivací vrozené 
i adaptivní imunity a lepší prognózou pacientů s různými druhy nádorů. Cílem této přehledné 

publikace bylo popsat, jakou prognostickou roli plní CRT u jednotlivých nádorových 
onemocnění a ukázat, že CRT může sloužit jako stratifikační nástroj, který umožní rozdělit 

pacienty do skupin a vybrat pro ně vhodný typ léčebné strategie.  
 
Autorka v této práci přispěla:  

• Příprava obrázků a tabulek do manuskriptu, účast na revizi manuskriptu 
 
Vzhledem k tomu, že se jedná o přehled literárních poznatků, není tato publikace v dizertační 
práci přiložena. 
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9 Závěr 
Imunoterapie představuje nový směr v léčbě některých nádorových onemocnění. Probíhající 
klinické studie postupně odpovídají na otázky, které se týkají načasovaní imunoterapie 
v léčebné strategii pacienta a identifikace vhodných terapeutických kombinací. V rámci 
konceptu personalizované medicíny je nezbytné hlubší poznání role imunitního systému v boji 
proti maligním buňkám konkrétního pacienta. Tyto znalosti a identifikace tzv. prognostických 
a prediktivních ukazatelů nám pomohou v budoucnu lépe stratifikovat pacienty do rizikových 
skupin a identifikovat skupinu pacientů, která bude z imunoterapeutické léčby nejlépe 

profitovat. Identifikace vhodných prognostických a prediktivních ukazatelů se tak stává 
klinicky i vědecky velice aktuálním tématem.  

Karcinom ovaria patří mezi gynekologické malignity s nejhorší prognózou. I přes 

nesporný pokrok v léčbě dochází u pacientek k časnému relapsu onemocnění a následnému 
úmrtí vyplývajícímu z omezených terapeutických možností. V rámci pokročilého klinického 

testování imunoterapie karcinomu ovaria je hodnocena účinnost zejména blokačních protilátek 
proti inhibičním molekulám imunitní odpovědi a autologní buněčná terapie založená na DC. 
Nedílnou součástí těchto studií je také identifikace vhodných prognostických a prediktivních 

ukazatelů.  
Tato dizertační práce významně rozšiřuje znalost o složení a funkční orientaci TME 

s HGSC s výsledným vlivem na prognózu pacientek. Z výsledků shrnutých v této dizertační 

práci vyplývá, že infiltrace TME populací aktivovaných DC polarizuje imunitní odpověď ve 

směru Th1, aktivuje cytotoxickou CD8+ T lymfocytární odpověď a pozitivně ovlivňuje 

prognózu onemocnění pacientek s HGSC. Navzdory předpokladům naše výsledky ukazují, že 

vyšší exprese PD-1 a PD-L1 v TME pacientek s HGSC pozitivně koreluje s aktivací 
protinádorové imunitní odpovědi. Klíčovou imunosupresivní roli v TME má naopak molekula 
TIM-3, která představuje znak funkčního vyčerpání efektorových CD8+ T lymfocytů a její 
přítomnost koreluje s horší prognózou onemocnění. Obdobně významnou imunosupresivní roli 

v metastatické tkáni karcinomu ovaria plní M2 makrofágy, jak ukazují výsledky na rozsáhlém 
souboru dat z celogenomového sekvenování a imunofluorescenční analýzy maligních tkání. 
V neposlední řadě tato dizertační práce dokazuje, že výsledná imunogenicita maligních buněk 

je ovlivněna nejen profilem nádorových antigenů, které umožní rozpoznání buňky imunitním 
systémem, ale také přítomností molekul asociovaných s ICD. Konkrétně z našich výsledků 

vyplývá, že přítomnost CRT v TME koreluje s vyšší aktivací protinádorové imunitní odpovědi 

a současně s lepší prognózou pacientek s karcinomem ovaria. Výsledky publikovaných studií 
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jsou v současné době testovány retrospektivně jako součást klinické studie fáze II. V ní je 
pacientkám s karcinomem ovaria aplikována autologní buněčná imunoterapie DCVAC/OvCa. 
Cílem analýzy vzorků tkáně a periferní krve je identifikovat vhodné prognostické a prediktivní 
ukazatele klinické odpovědi na léčbu. Vybrané ukazatele budou následně ověřeny v plánované 
III. fázi klinické studie.  
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