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IMUNOLOGIE NÁDORÒ – SOUâASN¯ STAV A POZNATKY 
Z 1. MEZINÁRODNÍ KONFERENCE ZÁKLADNÍ A KLINICKÉ
IMUNOGENOMIKY.
âÁST I – INTERAKCE NÁDORU A IMUNITNÍHO SYSTÉMU

TUMOUR IMMUNOLOGY – PRESENT STATUS AND LESSONS FROM 
THE 1ST INTERNATIONAL CONFERENCE ON BASIC AND CLINICAL 
IMMUNOGENOMICS. 
PART I– INTERACTION BETWEEN THE TUMOUR AND THE IMMUNE SYSTEM

HATINA J.

UNIVERSITA KARLOVA, LÉKA¤SKÁ FAKULTA V PLZNI, ÚSTAV BIOLOGIE

Souhrn: V˘voj nádoru je automaticky provázen spontánní imunitní odpovûdí. Nádorové buÀky exprimují fiadu nádorov˘ch
antigenÛ, které umoÏÀují specifické rozpoznání buÀkami imunitního systému. Jako nádorové antigeny vystupují jednak nové
proteinové sekvence, které jsou v˘sledkem somatické mutageneze, chyb ve splicingu atp. onkogenÛ a tumorov˘ch supre-
sorov˘ch genÛ (tumor-specifické antigeny), nebo normální bunûãné proteiny nadmûrnû exprimované v nádorov˘ch buÀ-
kách, aÈ uÏ jako pozÛstatek expresního profilu v˘chozího bunûãného typu nádoru ãi jakoÏto v˘sledek globálních zmûn
v expresi genomu provázejících v˘voj a progresi nádorÛ (tumor-asociované antigeny). Identifikace nádorov˘ch antigenÛ
byla tradiãnû zaloÏena na imunologick˘ch metodikách, nové nádorové antigeny jsou v souãasnosti ov‰em charakterizová-
ny nejãastûji s vyuÏitím metodik moderní molekulární biologie, zejména charakterizací specifického expresního profilu
nádorov˘ch bunûk. Vztah imunitního systému a nádoru pfiedstavuje komplexní vzájemnou interakci, která prochází bûhem
v˘voje nádoru nûkolika stádii. Poãáteãní kontrolní funkce imunitního systému, která charakterizuje fázi imunitního dozo-
ru a fázi rovnováhy, je ztracena v dal‰ích etapách v˘voje nádoru, které se projevují únikem z imunitní kontroly. Tento únik
je samozfiejm˘m pfiedpokladem v˘voje nádoru do stavu klinické detekovatelnosti a je zaloÏen na dvou skupinách mecha-
nismÛ – nádorem indukované imunosupresi a ztrátû rozpoznávacích antigenních struktur z povrchu nádorov˘ch bunûk.
Nádorem indukovaná imunosuprese mÛÏe b˘t v˘sledkem exprese specifick˘ch signálních molekul na povrchu nádorov˘ch
bunûk (fasL) ãi sekrece specifick˘ch cytokinÛ, zejména TGF-β a IL-10, jejichÏ pÛsobení charakterizuje systemická imu-
nosuprese, nebo se tato imunosuprese mÛÏe zakládat na zmûnách v diferenciaci pomocn˘ch T-lymfocytÛ ve smyslu pomû-
ru Th1 a Th2 subsetÛ. Na interakci nádoru a imunitního systému se úãastní celá fiada dal‰ích specializovan˘ch populací leu-
kocytÛ, vedle cytotoxick˘ch T-lymfocytÛ, které pfiedstavují hlavní efektorovou populaci protinádorové imunity, se dále
jedná zejména o tumor-asociované makrofágy a regulaãní supresorové T-lymfocyty. Rozeznání a odpovûì na rÛzné nádo-
rové antigeny ze strany imunitního systému probíhá s velmi rozdílnou efektivitou, jejímÏ v˘sledkem je imunodominance
nûkter˘ch antigenÛ. Imunitní systém pÛsobí jako v˘znamn˘ selekãní prvek v˘voje imunorezistentních variant nádorov˘ch
bunûk v rámci procesu imunoeditingu.

Klíãová slova: nádorové antigeny, imunitní dozor, únik z imunitní kontroly, nádorem indukovaná imunosuprese, regulaãní
T-lymfocyte, Th2/Th2 polarizace

Summary:Tumour development is generally accompanied by a spontaneous immune response towards the developing
tumour. Tumour cells bear a lot of tumour antigens, which are specifically recognized by immune cells. Tumour antigens
are either new protein sequences resulting from somatic mutagenesis, splicing errors etc. in oncogenes and tumour
suppressor genes (tumour-specific antigens), or normal cellular proteins overexpressed or aberrantly expressed by the
tumour. These latter tumour-associated antigens are either a remnant of genes expressed in a cell type, from which the
tumour originates, or result from global changes in the expression of genome along the tumour development and
progression. Identification of tumour antigens has been traditionally based on immunological techniques, new tumour
antigens are nowadays more frequently identified, however, by means of molecular biology and especially genomics. The
relationship between the tumour and the immune system is best characterized in terms of a complex mutual interaction,
which takes different forms as the tumour is initiated and develops. Three stages are generally distinguished. Initially, the
immune system manages to control the tumourigenic process, either by eliminating initiated tumour cells (immune
surveillance) or by keeping the tumour cell population at a constant, tiny number (equilibrium). Development of clinical
cancer implies previous loss of this immune control (escape). Two groups of processes underlie the escape of tumour cells
– tumour-induced immunosuppression and loss of immune recognition structures from escaping tumour cells. The tumour-
induced immunosuppression can result from expression of specific signalling molecules on the surface of tumour cells
(fasL), secretion of specific immunosuppressive cytokines (TGF-β, IL-10), or from changes in differentiation of helper T-
lymphocytes along the Th1/Th2 paradigm. Various other specialized leukocyte populations are involved in the complex
interaction between the tumour and the immune system, notably cytotoxic T-lymphocytes, which provide the main effector
antitumour population, tumour associated macrophages and regulatory T-cells. Different tumour antigens tend to induce the
immune response with markedly different efficacy, resulting in immunodominance of some antigens. Besides, the immune
system might be regarded as an important selection pressure driving the development of tumour escape variants, a process
termed immunoediting.

Key words: tumour antigens, immune surveillance, escape from immune control, tumour-induced immunosuppression,
regulatory T-cells, Th1/Th2 polarization

pfiehled
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Ve dnech 3.-7.fiíjna 2004 se v Budape‰ti se‰el 1.kongres kli-
nické a experimentální imunogenomiky. Jednalo se o velk˘,
obecnû zamûfien˘ kongres pokr˘vající celou ‰ífii souãasné imu-
nologie, s metodick˘m dÛrazem ne moderní postupy moleku-
lární biologie a obzvlá‰tû genomiky. Imunologie nádorÛ pfied-
stavovala jen relativnû malou ãást náplnû kongresu, ov‰em
jednotlivé pfiíspûvky byly zvoleny tak dÛmyslnû, Ïe ve svém
celku pokr˘valy pfieváÏnou ãást disciplíny. Jejich pfiehled,
doplnûn˘ o nezbytn˘ molekulárnû biologick˘ a imunologick˘
kontext, kter˘ na tomto místû pfiiná‰ím, mÛÏe proto poskyt-
nout cenn˘ prÛfiez souãasnou nádorovou imunologií.

Imunologie nádorÛ
Imunologie nádorÛ je nesmírnû komplexní hraniãní disciplí-
nou mezi dvûma obory, jejichÏ komplexita sama o sobû jiÏ bere
dech - onkologií a imunologií. Jejím cílem je odedávna nale-
zení klíãe k pochopení vztahu nádoru a imunitního systému
a vyuÏití této znalosti pro efektivní léãbu nádorÛ. Nádorová
imunologie má velmi dlouhou historii a za jejího zakladatele
se pokládá Paul Ehrlich, kter˘ poprvé pfii‰el s hypotézou aktiv-
ního monitorování tkání a orgánÛ ze strany imunitního systé-
mu s cílem vãas zachytit a zniãit transformované buÀky; tato
hypotéza byla posléze v 60. letech formulována do koncepce
imunitního dozoru (1). Ze strany praktick˘ch onkologÛ pfiispûl
k základÛm oboru zejména William Coley, kter˘ na základû
pozorování spontánní remise nádorÛ u pacientÛ prodûlav‰ích
horeãnatou infekci provedl zfiejmû první zdafiilou imunotera-
pii, a to nespecifickou aktivací imunitního systému superna-
tanty z bakteriálních kultur (2, 8). Pro teoretické základy obo-
ru mûlo klíãovou roli vypracování metodik transplantace
nádorÛ v rámci inbredních my‰ích kmenÛ ve 40. a 50. letech,
kdy se podafiilo poprvé nade v‰í pochybnost demonstrovat, Ïe
transplantovan˘ nádor indukuje specifickou imunitní odpovûì
(3). Tento posun od pfiirozené ke specifické imunitní odpovû-
di musel mít pak logicky za následek postupnou charakteriza-
ci nádorov˘ch antigenÛ a znalost nádorov˘ch antigenÛ zase
nemÛÏe vést nikam jinam neÏ k pokusÛm vyuÏít tûchto anti-
genÛ pro Ïádoucí stimulaci imunitního systému odpovídající
vakcinací (4).

Nádorové antigeny
Rozeznání nádorov˘ch bunûk specifick˘m imunitním systé-
mem implikuje existenci specifick˘ch nádorov˘ch antigenÛ,
které jsou imunitnímu systému prezentovány ve formû kom-
plexÛ peptidov˘ch fragmentÛ nádorov˘ch antigenÛ a proteinÛ
hlavního histokompatibilitního komplexu (MHC) a které jsou
po aktivaci pfiíslu‰né imunitní odpovûdi cílem obou základ-
ních efektorov˘ch vûtví specifické imunitní odpovûdi, tj.
humorální imunity, jejímiÏ antigenními receptory jsou imu-
noglobuliny produkované B-lymfocyty, a bunûãné imunity,
u níÏ antigen rozeznávají T-bunûãné receptory (TCR) na povr-
chu aktivovan˘ch T-lymfocytÛ, v pfiípadû protinádorové imu-
nity zejména cytotoxick˘ch T-lymfocytÛ (CTL) (5). Nádoro-
vé antigeny byly na molekulární úrovni charakterizovány
v dobû relativnû nedávné, tj. aÏ od 90. let, a v mnoha ohledech
se v této otázce stal jak˘msi prÛkopnick˘m systémem malig-
ní melanom, a to z nûkolika pfiíãin - relativnû vysoké inciden-
ci onemocnûní, relativní pfiístupnosti populace tumor-infiltru-
jících lymfocytÛ (TIL) a pomûrnû schÛdnû moÏnosti kultivace
melanomov˘ch bunûãn˘ch linií in vitro (6). Pfii popisu nádo-
rov˘ch antigenÛ je uÏiteãné rozli‰ovat dvû velké kategorie -
tumor-asociované antigeny (TAA) a tumor-specifické antige-
ny (TSA). U první kategorie asociovan˘ch antigenÛ se jedná
o normální bunûãné proteiny, které jsou z nûjakého dÛvodu
exprimovány s vy‰‰í ãetností u urãité kategorie nádorÛ, ale
jejich exprese je vÏdy rovnûÏ zaznamenána u vût‰ího ãi men-
‰ího rozsahu normálních bunûãn˘ch typÛ. Patfií sem zejména
tzv. liniovû-specifické ãi diferenciaãní antigeny, tj. proteiny
specifické pro bunûãn˘ typ, ze kterého se vyvíjí nádor (napfi.
melanomové antigeny MART-1/Melan A, gp100, tyrozináza

a tyrozináza-pfiíbuzné proteiny TRP-1 a TRP-2, taktéÏ expri-
mované v normálních melanocytech). Druhou velkou skupi-
nu tumor-asociovan˘ch antigenÛ tvofií onkospermatogonální
antigeny (cancer/testis antigens), které jsou fyziologicky expri-
movány v prÛbûhu spermatogeneze a aberantnû aktivovány
v prÛbûhu nádorové transformace. Pfiedpokládá se, Ïe podsta-
tou jejich aktivace v prÛbûhu tumorigeneze je globální deme-
tylace genonu, která je dÛleÏitou souãástí procesÛ imortaliza-
ce a genomické nestability nádorov˘ch bunûk. Mezi
onkospermatogonální antigeny patfií genové rodiny MAGE-1,
-2 a -3, CAGE, GAGE, SAGE, XAGE, NY-ESO-1 a PRAME;
tyto antigeny neb˘vají vyhranûnû specifické jen pro urãité typy
nádorÛ. Pfiíbuznou skupinu pfiedstavují onkofetální antigeny,
které jsou kromû nádorÛ detekovány i v prÛbûhu embryonál-
ního a fetálního v˘voje a mezi jejichÏ typické zástupce patfií
karcinoembryonální antigen (CEA) a antigen OFA/ILRP
(immature laminin receptor protein). Exprese nádorovû-aso-
ciovan˘ch antigenÛ je tedy buì „zdûdûná“ z normálního dife-
renciaãního programu v˘chozího bunûãného typu, nebo pra-
mení z globálních zmûn v regulaci exprese genomu (1-8).
Nádorovû-specifické antigeny oproti tomu pfiedstavují prote-
iny, které nejsou exprimovány mimo nádor a zpravidla jsou
i kauzálnû spjaty s procesem karcinogeneze. Patfií sem zejmé-
na mutaãnû zmûnûné onkogeny a tumorové supresorové geny,
jakoÏ i proteinové sekvence, jejichÏ exprese pramení z naru-
‰ení mechanismÛ genové regulace (napfi. kódované introny,
k jejichÏ expresi dochází v dÛsledku poruch sestfiihu). Zvlá‰t-
ní skupinu nádorov˘ch antigenÛ pak pfiedstavují antigeny viro-
vé, u virovû-indukované tumorigeneze, a antigeny klonální, tj.
napfi. povrchové imunoglobuliny a T-bunûãné receptory
u nádorÛ vycházejících z B- a T-lymfocytÛ (3, 7).
Identifikace a charakterizace nádorov˘ch antigenÛ tradiãnû
vycházela z imunologick˘ch technik, kdy nádorem indukova-
né imunologické efektory byly pouÏity ke screeningu expres-
ních ãi peptidov˘ch knihoven; tento postup b˘vá nûkdy sou-
bornû oznaãován jako reverzní imunologie. Takto byly
identifikovány a charakterizovány jak nádorovû specifické, tj.
mutované antigeny (napfi. ribozomální protein L9, helikáza
p68, β-katenin, cyklin-dependentní kináza 4 aj.), tak nádoro-
vû asociované antigeny, napfi. rodin MAGE a NY-ESO-1 (3,
9). Zvlá‰tû tento poslednû jmenovan˘ se ukázal jako velice
cenn˘ svou imunogenicitou ve smyslu indukce bunûãné imu-
nitní odpovûdi, ov‰em jeho izolace probûhla screenováním
expresní knihovny sérem získan˘m z onkologick˘ch nemoc-
n˘ch, tj. na základû samovolné humorální imunitní odpovûdi
(tzv. metodika SEREX - viz dále) (2). Tato soubûÏná humo-
rální a bunûãná imunitní odpovûì ov‰em zdaleka nemusí b˘t
pravidlem a fiada imunitních regulaãních mechanismÛ pÛsobí
proti tomuto soubûhu. Úplnû opaãn˘ postup identifikace nádo-
rov˘ch antigenÛ vychází z molekulárnû biologické anal˘zy
nádorÛ, kdy vysoce frekventní mutace ãi expresní zmûny v klí-
ãov˘ch onkogenech ãi tumorov˘ch supresorov˘ch genech jsou
zkoumány z hlediska jejich antigenicity. Zatímco imunolo-
gické vyuÏití mutací v ras-onkogenu ãi mutací a následnû sta-
bilizované exprese p53-tumorového supresorového proteinu
se ukazuje zatím jako problematické, telomeráza se ukázala
jako velmi dobr˘ antigenní cíl, jak je rozvedeno dále. Souãas-
né pfiístupy k identifikaci a charakterizaci nov˘ch nádorov˘ch
antigenÛ s vyuÏitím metod genomiky a proteomiky pfiedstavil
ve svém pfiíspûvku Dr. Laszlo Radvanyi (Aventis Pasteur,
Toronto) (Obr. 1, tab.1) (2).
Uplatnûní nejnovûj‰ích postupÛ genomiky a proteomiky v sou-
ãasné experimentální onkologii pfiedstavuje dosti ‰irokou pro-
blematiku pfiesahující moÏnosti tohoto pfiíspûvku; na tomto
místû chci pouze dosti povrchnû zmínit základní principy ana-
l˘zy prostfiednictvím tzv. DNA-ãipÛ (DNA-microarrays). Jed-
ná se o na urãit˘ pevn˘ podklad (nylon, sklo) roboticky nane-
sené fragmenty DNA, které jsou hybridizovány s populací
znaãen˘ch cDNA molekul, získanou izolací mRNA z pfiíslu‰-
né tkánû ãi orgánu, reverznû pfiepsanou na cDNA a popfi. ampli-
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kle kolem 25 nukleotidÛ dlouhé. Pfiitom kaÏd˘ zkouman˘ gen
je zachycen nûkolika sondami odvozen˘mi z rÛzn˘ch oblastí
genu a ke kaÏdému oligonukleotidu s dokonalou shodou vÛãi
známé sekvenci genu (PM-oligonukleotidy – perfect match)
jsou syntetizovány oligonukleotidy se sekvenãní odchylkou
uprostfied (MM-oligonukleotidy – missmatch). Toto uspofiá-
dání sk˘tá principiálnû jinou moÏnost experimentální anal˘-
zy, neÏ je tomu u cDNA-ãipÛ. Hybridizace k PM a MM-oli-
gonukleotidÛm totiÏ poskytuje unikátní hybridizaãní vzor,
kter˘ je pfiímo závisl˘ na koncentraci pfiíslu‰né sondy (tedy
mRNA v analyzovaném vzorku) a tímto zpÛsobem lze tedy
odvodit pfiímo relativní expresní hladiny jednotliv˘ch genÛ
v jediném analyzovaném vzorku (12).
Dr. Radvanyi pouÏil právû toto druhé experimentální uspofiá-
dání, tj. na zakázku dûlané oligonukleotidové ãipy fy Affi-
metrix, jejichÏ pomocí screenoval 54 vzorkÛ karcinomu prsu
oproti 150 normálním dospûl˘m tkáním a bunûãn˘m typÛm,
pfiedstavujícím v souãasnosti nejrozsáhlej‰í reprezentativní
profil normální genové exprese u ãlovûka. V˘sledkem byla
izolace pûti nov˘ch genÛ specifick˘ch pro vysok˘ podíl nádo-
rov˘ch vzorkÛ (oznaãen˘ch jako BFA4, BFA5, BFY3, BCZ4
a BCY1). Jedním z kritérií pro selekci uveden˘ch nádorovû
specifick˘ch genÛ z pohledu moÏné terapeutické protinádoro-
vé vakcinace je vzájemnû se doplÀující expresní profil v nádo-
rech (napfi. BAF4 a BFY3 jsou v rÛzn˘ch nádorech alterna-
tivnû exprimovány); pomocí takto vzájemnû se doplÀujících
nádorovû specifick˘ch genÛ kolektivnû pokr˘vajících rozho-
dující ãást nádorov˘ch vzorkÛ je moÏné koncipovat multian-
tigenní vakcíny, úãinné vÛãi velkému podílu nádorÛ. Z funkã-
ního hlediska je mezi tûmito 5 nádorovû specifick˘mi geny
zfiejmû nejzajímavûj‰í BCZ4, kter˘ je totoÏn˘ s genem pro N-
acetyltransferázu NAT-1, propÛjãující rezistenci vÛãi doxo-
rubicinu, a BCY1, coÏ je RNA-vazebn˘ protein podle v‰eho
regulující motilitu a proliferaci nádorov˘ch bunûk (imunohis-
tochemická anal˘za exprese v izolovanû rostoucích koloniích
bunûãné linie odvozené z nádoru prsu BT474 odhalila speci-
fickou expresi na okrajích kolonie, coÏ je zfiejm˘ ekvivalent té
ãásti nádoru, která aktivnû invaduje do okolí). V souãasnosti
probíhá imunologická validace takto definovan˘ch potenciál-

Obr. 1. Souãasné pfiístupy k identifikaci nádorov˘ch antigenÛ. Nádorov˘ antigen musí b˘t s vysokou preferencí exprimován nádorov˘mi buÀka-
mi. Takové proteiny lze odhalit moderními molekulárnû biologick˘mi pfiístupy, jako jsou metodiky identifikace diferenciálnû exprimovan˘ch genÛ,
aÈ uÏ v podobû DNA-mikroãipÛ nebo napfi. postupem „differential display“ ãi subtrakãního klonování. V˘sledky získané na genové úrovni je nutné
ovûfiit na úrovni proteinu a z takto identifikovan˘ch nádorovû-specificky exprimovan˘ch proteinÛ jsou potom v fiadû krokÛ postupnû identifikovány
ty, které pfiedstavují skuteãné nádorové antigeny, tj. jsou prezentovány nádorov˘mi buÀkami a jsou schopny zprostfiedkovat cytotoxicitu protinádoro-
v˘ch efektorov˘ch T-lymfocytÛ. Na tuto imunologickou validaci pak navazuje formulování protinádorov˘ch vakcín a jejich klinické testování. V celém
prÛbûhu tohoto procesu jsou údaje ukládány do obecnû pfiístupn˘ch databází a dále zpracovávány bioinformatick˘mi pfiístupy. Upraveno podle ref. 2.

Nadmûrná exprese v >95 % bunûk pozitivnû klasifikovaného nádoru
a v >50% analyzovan˘ch klinick˘ch nádorÛ (analyzováno imunohis-
tochemicky)

Exprese v Ïivotnû dÛleÏit˘ch normálních tkáních nesmí b˘t detekova-
telná, exprese v ostatních orgánech (gonády, kÛÏe) je pfiípustná

Vysoká imunogenicita, indukce bunûãné imunitní odpovûdi jak na úrov-
ni CD8+ tak i CD4+ T-lymfocytÛ u normálních osob i onkologick˘ch
pacientÛ

Stabilní exprese v primárním nádoru i metastázách

ÚroveÀ exprese je minimálnû ovlivnûna chemo- a imunoterapií

MÛÏe b˘t snadno kombinován s jin˘mi antigeny v rámci multianti-
genních vakcín, nevykazuje imunodominanci vÛãi jin˘m antigenÛm

Exprese není dotãena rozsáhlej‰í variabilitou na úrovni splicingu, popfi.
na dal‰ích expresních úrovních

Tab. 1. Ideální vlastnosti nádorového antigenu z hlediska návrhu
protinádorové vakcíny.

Upraveno podle ref. 2.

fikovanou prostfiednictvím polymerizaãní fietûzové reakce
(PCR). Pfii anal˘ze se mohou uplatnit dva základní scénáfie.
Prvním klasick˘m uspofiádáním je pouÏití tzv. „cDNA-mic-
roarrays“, kdy na dan˘ podklad jsou naneseny fragmenty
cDNA-molekul znám˘ch genÛ. Ze srovnávan˘ch bunûãn˘ch
populací, napfi. nádorov˘ch a odpovídajících normálních
bunûk, jsou pfiipraveny populace cDNA-molekul, které jsou
fluorescenãnû znaãeny odli‰n˘mi fluorofory (napfi. cDNA pfii-
pravená z nádorov˘ch bunûk zelenû a z normálních bunûk ãer-
venû). Obû cDNA populace jsou potom smíchány v pomûru
1:1 a hybridizovány na pfiíslu‰n˘ cDNA-mikroãip. Z pomûrÛ
ãerveného a zeleného fluorescenãního signálu na hybridizo-
vaném mikroãipu lze potom identifikovat geny, specificky
nadmûrnû ãi naopak redukovanû exprimované v pfiíslu‰n˘ch
dvou bunûãn˘ch populacích (10, 11). Druh˘m moÏn˘m uspo-
fiádáním jsou oligonukleotidové ãipy, napfiíklad fy Affimetrix.
V tomto pfiípadû jsou pfiímo na daném pevném podkladu syn-
tetizovány oligonukleotidové sondy pro jednotlivé geny, obvy-
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ních nádorov˘ch antigenÛ, to znamená, Ïe je tfieba odhalit, jest-
li jsou peptidy tûchto proteinÛ prezentovány (obecnû a zejmé-
na nádorov˘mi buÀkami), jestli je moÏné izolovat klony cyto-
toxick˘ch T-lymfocytÛ schopn˘ch rozeznat takto prezentované
antigeny a jestli jsou tyto cytotoxické T-lymfocyty schopny
zabít prezentující nádorové buÀky. ¤adu tûchto experimentÛ
lze provádût in vitro (napfiíklad velmi v˘hodná je v této fázi
imunologické validace thymomová bunûãná linie T2, která
nese mutaci v genu pro peptidov˘ transportér TAP-1, v dÛsled-
ku ãehoÏ jsou na bunûãném povrchu vystaveny pouze nesta-
bilní prázdné prezentující komplexy HLA-A2 molekul, které
je moÏné stabilizovat externím pfiidáním zkouman˘ch anti-
genních peptidÛ). DÛleÏit˘m prvkem in vivo-anal˘zy je pak ve
fázi imunologické validace HLA-A2-transgenní my‰, která
umoÏÀuje pfiímou imunizaci a následnou izolaci a anal˘zu
my‰ích HLA- a antigen-specifick˘ch T-lymfocytÛ a rovnûÏ
umoÏÀuje formulovat vakcinaãní schéma. Projekt Dr. Radva-
nyiho se v souãasnosti nachází v tomto stádiu.

Interakce nádoru a imunitního systému
Nutn˘m logick˘m dÛsledkem samotné kategorie nádorov˘ch
antigenÛ je rozeznání nádoru efektorov˘mi mechanismy imu-
nitního systému, tedy protinádorová imunitní odpovûì. Podle
souãasn˘ch modelÛ prochází protinádorová imunitní odpovûì
v prÛbûhu karcinogeneze tfiemi stádii. Ve stádiu imunitního
dozoru (immune surveillance) má ve vzájemném vztahu trans-
formované buÀky a imunitního systému navrch právû imunit-
ní systém, kter˘ je schopen rozeznat a zniãit transformovanou
buÀku dfiíve, neÏ by dala vznik nádoru. Právû tohoto mecha-
nismu se dovolávali Pual Ehrlich, Macfarlane Burnett a Geor-
ge Thomas, ktefií vûdecky koncipovali teorii imunitního dozo-
ru. Klinicky detekovatelné nádory samozfiejmû nemohou jiÏ
podléhat mechanismÛm imunitního dozoru a v jejich pfiípadû
se hovofií o úniku z imunitního dozoru ãili „escape“ (viz dále).
Pfiedpokládá se dále, Ïe mezi obûma krajními fázemi imunit-
ního dozoru a úniku existuje je‰tû fáze rovnováhy (equilibri-
um), pfii které zÛstává populace nádorov˘ch bunûk konstant-
ní a pod úrovní klinické detekovatelnosti, nicménû imunitní
systém ji není schopen eliminovat. Ve prospûch této rovno-
váÏné fáze hovofií klinická pozorování náhlého se objevení
nádorÛ v transplantovan˘ch orgánech, pfiiãemÏ zpûtnû se zji‰-
Èuje, Ïe dárci transplantátÛ byli pfied léty úspû‰nû vyléãeni
z nádorového onemocnûní; pfiedpokládá se pfiitom, Ïe imuno-
supresivní posttransplantaãní léãba ru‰í rovnováhu na úkor
imunitního systému a pfiítomn˘ mikronádor velice snadno pfie-
chází do „escape“-fáze (13).
Samotn˘ imunitní dozor pfiedstavuje zfiejmû nejproblematiã-
tûj‰í fázi tohoto vztahu, jejíÏ vnímání také pro‰lo nejdrama-
tiãtûj‰ím v˘vojem, od jeho vz˘vání jakoÏto bariéry proti celo-
svûtové epidemii nádorov˘ch onemocnûní v klasick˘ch
teoriích aÏ po jeho popfiení na konci 90. let. Problémem je, Ïe
tato fáze je implicitnû klinicky neanalyzovatelná a celá tato
koncepce imunitního dozoru stojí na vyuÏití modelov˘ch expe-
rimentálních systémÛ, popfi. na epidemiologick˘ch pozorová-
ních u imunosuprimovan˘ch lidsk˘ch populací. Právû tento
druh˘ smûr anal˘zy poskytl nejvíce argumentÛ proti obecné
roli imunitního dozoru – u pacientÛ podrobujícím se dlouho-
dobé imunosupresi po orgánov˘ch transplantacích ãi napfi.
u infikovan˘ch HIV nedochází k Ïádnému dramatickému nárÛ-
stu nejãastûj‰ích nádorÛ, imunosupresi provázející nádorová
onemocnûní zahrnují pfiedev‰ím urãité specifické hematolo-
gické nádory a zejména virovû indukovaná nádorová one-
mocnûní (3). Co se t˘ãe experimentálních zvífiecích modelÛ,
nejnovûj‰í pokusy s my‰ími modely vytvofien˘mi metodika-
mi cílené manipulace genomu, popfi. s cílenou deplecí defino-
van˘ch populací leukocytÛ, pfiinesly spí‰e dÛkazy pro existenci
imunitního dozoru. ¤ada my‰ích kmenÛ s cílenû vnesen˘mi
defekty imunitního systému vykazuje signifikantnû zv˘‰enou
citlivost vÛãi etablovan˘m protokolÛm chemické karcinoge-
neze. Ukázalo se pfiitom, Ïe velmi v˘znamnou, moÏná i roz-

hodující úlohu v imunitním dozoru hrají sloÏky pfiirozené (nea-
daptivní) imunity. Signifikantnû zv˘‰ená citlivost vÛãi che-
mické karcinogenezi byla napfi. shledána u my‰í nemajících
γ/δ T-lymfocyty (TCRγ -/- knockout), NK- a NK T-buÀky (dep-
lece specifickou protilátkou), a rovnûÏ u IFNγ -/-, IFNGR -/-
a STAT1 -/- knockout kmenÛ (13). Koneãnû, existenci ãasto
velmi dÛmysln˘ch a komplexních mechanismÛ nádorem-ini-
ciované imunosuprese (viz dále) lze rovnûÏ pojmout jako
nepfiím˘ dÛkaz imunitního dozoru – kdyby neexistovala Ïád-
ná imunitní odpovûì na vyvíjející se nádor, bylo by stûÏí
vysvûtlitelné, Ïe by se v nûm rozvinuly tyto dokonalé mecha-
nismy protiútoku v podobû paral˘zy celé fiady imunitních efek-
torov˘ch mechanismÛ.
Jin˘ aspekt velmi ãasné imunitní odpovûdi vÛãi nádoru vyply-
nul z pfiíspûvku Dr.Anne-Lise Børresen-Dale (Institute for Can-
cer Research, The Norwegian Radium Hospital, Oslo). Jedna
z otázek, kterou si ve svém pfiíspûvku poloÏila, byla – existuje
nûjak˘ bunûãn˘ typ, kter˘ by pÛsobil jako obecn˘ „senzor“
vyvíjejícího se nádoru? Experimentální schéma, které pouÏila
bylo následující. Od pacientek, podstupujících diagnostickou
mamografii, byly souãasnû s vy‰etfiením odebrány vzorky leu-
kocytÛ periferní krve a expresní profil genÛ v této heterogenní
bunûãné populaci byl korelován s následnou diagnózou. Sku-
teãnû se podafiilo identifikovat skupinu genÛ specificky expri-
movan˘ch u leukocytÛ vzorkÛ z pacientek posléze pozitivnû
diagnostikovan˘ch, a prakticky v‰echny tato geny odpovídají
expresnímu profilu aktivovaného neutrofilu. Toto pozorování
ukazuje na ãasnou zánûtlivou reakci na nádor a potvrzuje posta-
vení zánûtu jakoÏto jednoho z markerÛ nádoru.
Zánûtlivá odpovûì ov‰em pfiedstavuje velice komplexní pro-
blém v nádorové imunologii. Na jedné stranû zánût mÛÏe pfied-
stavovat rozhodující mechanismus pfiechodu od pfiirozené nea-
daptivní k antigen-specifické imunitní odpovûdi (zánûtlivé
cytokiny pÛsobí napfi. dokonãení diferenciace dendritick˘ch
bunûk, které jsou schopny s vysokou úãinností prezentovat
nádorové antigeny naivním T-lymfocytÛm a aktivovat je) (5),
na druhé stranû dochází s rozvojem populace tumor-asocio-
van˘ch makrofágÛ (TAM) k rÛstovému synergismu s nádoro-
v˘mi buÀkami i k rozvoji mechanismÛ umoÏÀujících ustave-
ní tolerance vÛãi nádoru a tedy úniku nádoru z imunitní
kontroly (8, 14).

Imunitní odpovûì vÛãi nádoru
Samotná existence nádorov˘ch antigenÛ, z nichÏ nemalá ãást
byla ostatnû objevena metodami reverzní imunologie, impli-
kuje existenci spontánní imunitní odpovûdi vÛãi nádoru. Její
existence, zejména ve formû tumorantigen-specifick˘ch T-lym-
focytÛ a protilátek, byla pfiesvûdãivû popsána v fiadû prací u ‰iro-
kého spektra nádorÛ a lze ji dnes pokládat za prokázanou.
Dokonce na pfiíkladu melanomu se ukázalo, Ïe intenzita této
odpovûdi, pfiinejmen‰ím v kvantitativním vyjádfiení, tj. kvanti-
fikací nádorovû specifick˘ch T-lymfocytÛ, se zvy‰uje paralel-
nû s progresí nádoru. Postuluje se pfiitom, Ïe zejména metasta-
zování do spádov˘ch mízních uzlin, spolu se zvy‰ující se
kvantitou nádorov˘ch antigenÛ s rostoucí nádorovou masou,
pfiedstavují v˘razné aktivaãní signály pro expanzi a diferenci-
aci nádorovû-specifick˘ch efektorov˘ch bunûk. Tato spontán-
ní protinádorová imunitní odpovûì vykazuje v˘znamné inter-
individuální rozdíly a pfiíznaãná je pfiitom zejména ta skuteãnost,
Ïe tyto rozdíly nijak nekorelují s klinick˘m prÛbûhem one-
mocnûní (15). Nádorové buÀky totiÏ v prÛbûhu nádorové pro-
grese aktivují mechanismy úniku z této imunitní kontroly, kte-
ré jsou schopny dopad této imunitní odpovûdi efektivnû
neutralizovat. Tûchto „escape“-mechanismÛ byla popsána celá
fiada a stále jsou objevovány nové. Zãásti jsou dílem samotn˘ch
nádorov˘ch bunûk, zãásti pak kooptovan˘ch populací imunit-
ních bunûk, zejména tumor-asociovan˘ch makrofágÛ (TAM)
a CD4+CD25+ regulaãních T-lymfocytÛ. V principu mÛÏeme
tyto mechanismy rozdûlit do dvou skupin - mechanismy syste-
mické i lokální paral˘zy efektorov˘ch mechanismÛ protinádo-
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rové imunity a mechanismy ztráty struktur na povrchu nádo-
rov˘ch bunûk umoÏÀujících jejich rozpoznání a likvidaci efek-
torov˘mi imunitními buÀkami.
Byla popsána fiada systemick˘ch zmûn imunitního systému
onkologick˘ch pacientÛ, a to jak na velmi pov‰echné polyk-
lonální úrovni, tak na úrovni nádorovû antigen-specifick˘ch
bunûk; vzhledem k tomu, Ïe s v˘jimkou nejpokroãilej‰ích stá-
dií nevykazuje imunitní systém pacientÛ s nádory obecné dis-
funkce, napfi. v reakci na infekci, lze pfiedpokládat, Ïe pozoro-
vání na obecné i na antigen-specifické úrovni popisují v zásadû
tytéÏ fenomény. Na úrovni onûch obecn˘ch pozorování se
napfiíklad uvádí sníÏená proliferaãní odpovûì periferních lym-
focytÛ na mitogenní stimulaci ãi sníÏená cytolytická aktivita
NK-bunûk. Tyto funkãní defekty na úrovni lymfocytÛ peri-
ferní krve jsou zpravidla mírnûj‰í neÏ je tomu na úrovni popu-
lace tumor-infiltrujících lymfocytÛ (TIL) - z toho lze usuzo-
vat, Ïe ãást paralyzujících efektÛ nádoru na imunitní systém
má systemickou povahu, vût‰í ãást se ov‰em odehrává v rám-
ci mikroprostfiedí nádoru. Produkce imunosupresivních cyto-
kinÛ, zejména transformujícího rÛstového faktoru-β a interle-
ukinu-10, jakoÏ i dal‰ích imunosupresivních látek, jako jsou
prostaglandiny, by mohla mít onen systemick˘ efekt, ov‰em
i zde, vzledem k obecné povaze cytokinÛ pÛsobit na krátké
vzdálenosti mezi buÀkami, lze pfiedpokládat zv˘‰en˘ efekt na
úrovni samotného nádoru. V fiadû modelov˘ch situací byla úlo-
ha TGF-β a IL-10 v nádorové imunosupresi experimentálnû
prokázána, nicménû také platí, Ïe, jako u v‰ech cytokinÛ, se
jedná o pleiotropní regulaãní molekuly, jejichÏ regulaãní pÛso-
bení mÛÏe b˘t velmi rozdílné v rÛzném biologickém kontex-
tu a pro oba cytokiny téÏ bylo popsáno urãité specifické akti-
vaãní pÛsobení (16).
Co se t˘ãe nádorovû specifick˘ch efektorov˘ch bunûk, zdá
se, Ïe jsou ãasto ve zv˘‰ené mífie smûrovány k apoptóze. To
mÛÏe b˘t v˘sledkem celé fiady navzájem komunikujících
mechanismÛ. Efektorové buÀky protinádorové imunity vyka-
zují specifické signální defekty, zejména ztrátu ξ-proteinu,
kter˘ je souãástí TCR-signálního komplexu cytotoxick˘ch
T-lymfocytÛ a FCγRIII-komplexu NK-bunûk, a dále poruchy
signální dráhy transkripãního faktoru NF-κB. Zvlá‰tû tato dru-
há porucha by mohla mít kauzální postavení pro vût‰í apo-
ptotickou náchylnost tûchto bunûk, neboÈ mezi cílové geny
NF-κB patfií v˘znamné antiapoptotické geny - Bcl-2, Bcl-XL
a bunûãné inhibitory apoptózy (cIAP), a rovnûÏ gen pro inter-
leukin-2. Co se t˘ãe ξ-podjednotky receptorov˘ch komplexÛ,
tam je situace sloÏitûj‰í, ponûvadÏ na jedné stranû samozfiej-
mû nedostateãn˘ „první“ signál pfies TCR-komplex mÛÏe ori-
entovat cytotoxick˘ T-lymfocyt smûrem k apoptóze, na dru-
hé stranû samotná ξ-podjednotka byla identifikována jako
pfiím˘ substrát kaspáz -3 a -7. Dal‰í z moÏn˘ch spou‰tûcích
drah apoptózy je samozfiejmû dráha fasL - fas; byla popsána
fiada agresivnû rostoucích nádorÛ konstitutivnû exprimujících
fasL a bylo pfiineseno dostatek dÛkazÛ ve prospûch hypotézy,
Ïe tato konstitutivní exprese pfiímo indukuje apoptózu tumor-
infiltrujících lymfocytÛ exprimujících receptorovou moleku-
lu fas. Ani tady není ov‰em zfiejmû situace takto ãernobílá,
neboÈ se ukázalo, Ïe zv˘‰ená exprese fasL u experimentálních
transplantovan˘ch nádorÛ pÛsobí jako aktivaãní signál pro
neutrofily, které pÛsobí rychlé zniãení transplantovaného
nádoru. Tato funkce aktivovan˘ch neutrofilÛ je pfiitom zru-
‰ena pÛsobením TGF-β (16, 17).
Zv˘‰ená úroveÀ apoptózy efektorov˘ch bunûk protinádorové
imunity nachází svÛj v˘raz ve dvou obecn˘ch pozorováních.
Za prvé, neb˘vá provázena lymfopenií, to znamená Ïe musí
b˘t kompenzována rychlej‰ím obratem bunûk (17). Za druhé
zpÛsobuje, Ïe zejména cytotoxické T-lymfocyty zfiídka dosa-
hují terminálních diferenciaãních stádií charakterizovan˘ch
vysokou expresí cytotoxick˘ch molekul perforinu a granzy-
mu B (15).
Co se t˘ãe únikov˘ch mechanismÛ na úrovni samotn˘ch nádo-
rov˘ch bunûk, tyto mechanismy mÛÏeme rozli‰it do dvou sku-

pin - mechanismy rezistence vÛãi imunitnímu ataku a mecha-
nismy ukrytí se pfied rozpoznáním imunitním systémem. Pokud
se jedná o mechanismy rezistence, na prvním místû z hledis-
ka klinického v˘znamu stojí mechanismy rezistence vÛãi indu-
kované apoptóze, ponûvadÏ ty mohou stát právû tak dobfie za
chemorezistencí nádorov˘ch bunûk. Byla jich popsána celá
‰kála podél jednotliv˘ch apoptózu-indukujících signálních
drah, tj. v pfiípadû ataku imunitních efektorov˘ch bunûk drá-
ha perforin - granzym B a fasL - fas. Jeden z novû popsan˘ch
mechanismÛ rezistence nádorov˘ch bunûk zneuÏívá sebeo-
brany vlastních cytotoxick˘ch lymfocytÛ proti nahodilé akti-
vaci intracelulárního granzymu B. CTL exprimují inhibitor
granzymu B ze skupiny serpinÛ, znám˘ jako proteinázov˘ inhi-
bitor -9 (PI-9), a aktivace exprese PI-9 byla popsána u celé fiady
lidsk˘ch klinick˘ch i experimentálních my‰ích nádorÛ - není
potom divu, Ïe jsou rezistentní vÛãi ataku CTL. Co se t˘ãe dal-
‰ích efektorov˘ch mechanismÛ protinádorové imunity, u fiady
nádorÛ byla popsána zv˘‰ená exprese proteinÛ typu DAF
(decay accelerating factor) - CD46, CD55 a CD59 - se zfiej-
m˘m dopadem v podobû rezistence vÛãi pÛsobení komple-
mentu (16).
Pokud jde o ztrátu rozpoznávacích struktur, nejãastûji se jed-
ná o ztrátu povrchové exprese MHC-glykoproteinÛ I. tfiídy
a o ztrátu exprese tumor-asociovan˘ch antigenÛ. Exprese MHC
genÛ a proteinÛ I.tfiídy mÛÏe mít celou fiadu pfiíãin, jak na úrov-
ni genÛ, tak na úrovni represe jejich exprese, a jak na úrovni
samotn˘ch MHC-genÛ, tak na úrovni dal‰ích proteinÛ zúãast-
nûn˘ch v procesu prezentace antigenu, napfiíklad peptidov˘ch
transportérÛ TAP-1 a -2. Logick˘m dÛsledkem je potom ztrá-
ta antigenních struktur z povrchu nádorov˘ch bunûk, a tedy
ztráta specifického rozeznání imunitním systémem (1, 3, 16).
RÛznorodost tûchto mechanismÛ nádorové imunosuprese
mÛÏe nacházet svÛj protûj‰ek v bunûãné heterogenitû uvnitfi
nádoru - rÛzné mechanismy mohou b˘t souãasnû vyjádfieny
rÛzn˘mi subpopulacemi nádorov˘ch bunûk. Imunitní systém
pak pÛsobí jako dÛleÏit˘ selekãní prvek bunûãné evoluce nádo-
ru. Vztah nádoru a imunitního systému je tedy oboustranná
komplexní interakce, kdy spontánní imunitní odpovûì mÛÏe
b˘t jednou z hnacích sil nádorové progrese ústící ve stav imu-
nitní suprese a rezistence - tato relativnû nová koncepce byla
oznaãena jako imunoediting (13).

Regulaãní T-lymfocyty
Koncepce regulaãních supresorov˘ch T-lymfocytÛ jakoÏto
jednoho z velmi dÛleÏit˘ch mechanismÛ periferní tolerance
zaÏívá v posledních nûkolika letech své znovuzrození, poté co
byla po více neÏ jednu dekádu témûfi zakázána (18). Jedny
z prvních náznakÛ aktivní role supresorov˘ch bunûk lze najít
jiÏ na poãátku 80. let, a to souãasnû ve fotoimunologii i nádo-
rové imunologii. V první oblasti stojí za zmínku pozorování,
Ïe UV-ozáfiené my‰i se stávají necitlivé vÛãi aplikaci kon-
taktních alergenÛ, coÏ je v˘sledkem antigen-specifické tole-
rance, která mÛÏe b˘t pfienesena na neo‰etfiená zvífiata spleno-
cyty tolerizovan˘ch my‰í, pfiiãemÏ jako kritická byla shledána
populace T-lymfocytÛ (5). Naprosto analogicky se chovají UV-
indukované my‰í nádory; jedná se zpravidla o silnû imuno-
genní nádory, po transplantaci vyvolávající prudkou imunitní
reakci ústící v odhojení transplantovaného nádoru (typ nádo-
ru oznaãen˘ jako „regresor“), pfiesto v‰ak vykazující progre-
sivní rÛst konãící smrtí u té my‰i, u níÏ byl indukován ozáfie-
ním (3). To je opût v souladu s modelem UV-indukované
aktivní suprese, která paralyzuje protinádorovou imunitní
odpovûì v prvotním hostiteli pfies nepochybnou silnou imu-
nogenicitu nádoru.
Problematika regulaãních T-lymfocytÛ zaãala nab˘vat kon-
krétnûj‰ích obrysÛ koncem 90.let, kdy byla nûkolika t˘my
nezávisle charakterizována jedna specifická populace tûchto
supresorov˘ch bunûk, která je charakterizována kombinací
exprese CD4 a konstitutivní exprese α-podjednotky recepto-
ru pro IL-2 (CD25), na úrovni jadern˘ch regulaãních proteinÛ
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charakterizuje tuto bunûãnou populaci pfiítomnost transkripã-
ního represoru FOXP3. Aktivaãními antigenními peptidy pro
CD4+CD25+ Treg-buÀky jsou peptidy organismu vlastních
„self“-proteinÛ, po této antigenní stimulaci autoantigeny se
stávají ve svém supresorovém pÛsobení nezávisl˘mi na anti-
genu a jsou schopny efektivní inhibice efektorov˘ch bunûk,
a to zfiejmû souãasnû nûkolika mechanismy jako je pfiím˘ mezi-
bunûãn˘ kontakt ãi sekrece imunosupresivních cytokinÛ. Jed-
ná se o minoritní populaci T-lymfocytÛ (5-10%), která proká-
zala své schopnosti suprese efektorov˘ch mechanismÛ imunity
v rÛzn˘ch modelov˘ch situacích, jako jsou autoimunní reak-
ce ãi odhojení transplantátu. A ponûvadÏ stûÏejní ãást experi-
mentální nádorové imunologie vÏdy vycházela z metodiky
transplantace nádorÛ, nenechal na sebe dlouho ãekat nález, Ïe
deplece této lymfocytární populace α-CD25 monoklonální
protilátkou zvy‰uje imunitní odpovûì vÛãi tranplantovanému
nádoru (19).
CD4+CD25+ Treg-buÀky jsou souãástí populace tumor-infilt-
rujících lymfocytÛ a vysoké hladiny tûchto bunûk byly nale-
zeny v nádorech plic, prsu, pankreatu a vajeãníkÛ. Právû
poslednû jmenovan˘ typ nádoru byl v dobû velmi nedávné pod-
roben v tomto ohledu podrobné anal˘ze. Ukázalo se, Ïe tyto
buÀky byly v nádoru signifikantnû ãetnûj‰í neÏ odpovídá fyzi-
ologick˘m periferním hodnotám (aÏ 23%), pfiiãemÏ jejich hla-
dina se zvy‰ovala s progresí nádoru, soubûÏnû ov‰em klesala
ve spádov˘ch mízních uzlinách. Jako atraktant regulaãních T-
lymfocytÛ byl identifikován chemokin CCL22, produkovan˘
jak nádorov˘mi buÀkami samotn˘mi tak tumor-asociovan˘-
mi makrofágy; regulaãní T-lymfocyty pfiitom exprimovaly
odpovídající chemokinov˘ receptor CCR4. Tyto s nádorem
asociované Treg-lymfocyty byly schopny efektivnû blokovat
tumor-specifické cytotoxické T-lymfocyty jak in vitro, tak in
vivo v xenotransplantátovém modelu, pfiiãemÏ tento inhibiãní
efekt byl blokován α-CCL22 protilátkou. Podstatné je téÏ
pozorování, Ïe hladina nádorov˘ch regulaãních T-lymfocytÛ
pfiedstavovala v˘znamn˘ negativnû prognostick˘ faktor one-
mocnûní; toto pozorování znovu ilustruje obecné paradigma
existující spontánní imunitní antitumorové reakce, která musí
b˘t v zájmu v˘voje nádoru paralyzována (20, 21).
DÛleÏitou praktickou otázkou, pokou‰íme-li se definovat
postavení regulaãních T-lymfocytÛ v nádorové biologii, je
identifikace jejich antigenÛ. V jednom pfiípadû, na modelu
maligního melanomu, byl tento antigen identifikován jako
LAGE-1, coÏ je zástupce tumor-asociovan˘ch antigenÛ typu
„cancer-testis“ (22). Jiné vodítko v této oblasti zmínila ve svém
pfiíspûvku Dr. Aija Line (Biomedical Research and Study Cent-
re, University of Latvia, Riga), která se zamûfiila na vyuÏití
SEREX-metodiky (viz v˘‰e) v procesu identifikace nádoro-
v˘ch antigenÛ. Jde o to, Ïe protilátky sér onkologick˘ch nemoc-
n˘ch ãasto identifikují právû fiadu normálních bunûãn˘ch pro-
teinÛ, a byl podán dÛkaz, Ïe takto definované konstitutivní
SEREX-identifikované proteiny mohou pfiedstavovat „self“-
antigeny nutné k aktivaci právû CD4+CD25+ regulaãních
T-lymfocytÛ. Zajímavé pfiitom je, Ïe souãasná imunizace nádo-
rov˘m a SEREX-antigenem zvy‰uje intenzitu efektorové
odpovûdi, zatímco imunizace pouze SEREX-antigeny navo-
zuje stav tolerance vÛãi nádoru právû v dÛsledku aktivace
CD4+CD25+ Treg-bunûk. Celkov˘ osud imunitní odpovûdi
tedy do znaãné míry závisí na antigenním kontextu (23).

Regulace protinádorové imunitní odpovûdi prostfiednictvím
Th1 a Th2 subpopulací pomocn˘ch T-lymfocytÛ
Jakákoliv antigen-specifická imunitní odpovûì vyÏaduje kro-
mû rozeznání antigenu efektorov˘mi buÀkami (B-lymfocyty
ãi cytotoxické T-lymfocyty) je‰tû dal‰í signál doruãen˘ pfií-
slu‰né antigenem aktivované buÀce pomocn˘mi T-lymfocy-
ty, jednak ve formû tzv. kostimulaãních povrchov˘ch mole-
kul, jednak ve formû cytokinÛ (5). Na základû repertoáru
exprimovan˘ch cytokinÛ b˘vají pomocné T-lymfocyty klasi-
fikovány do dvou subpopulací oznaãovan˘ch jako Th1 a Th2.

Tyto polarizované populace pomocn˘ch T-lymfocytÛ dife-
rencují z tzv. Th0 prekursorÛ pod vlivem dosti komplexních
a ne úplnû pochopen˘ch signálÛ od antigen prezentujících
bunûk (APC), svou úlohu pfiitom hrají jednotlivé kostimulaã-
ní molekuly exprimované na povrchu APC, typ antigenu
a cytokinové prostfiedí, v nûmÏ tato diferenciace probíhá. Th1
subpopulace diferencuje hlavnû pod vlivem interleukinu-12
a jejím klasick˘m vlastním cytokinem je IL-2 a zejména inter-
feron γ. Th1 buÀky se tak podílí zejména na aktivaci bunûãné
imunitní odpovûdi aktivací NK-bunûk, CTL a makrofágÛ, a na
zánûtlivé reakci. Th2 - subpopulace diferencuje pod vlivem
a sama preferenãnû syntetizuje IL-4, kter˘ spolu s dal‰ími
secernovan˘mi interleukiny -5, -6, -9 a -10 zejména aktivuje
B-lymfocyty a humorální typ imunitní odpovûdi a zároveÀ
pÛsobí spí‰e protizánûtlivû. Diferenciace ve smûru Th1- a Th2-
subsetÛ mají tendenci navzájem antagonizovat, coÏ ãasto vede
k polarizované celkové imunitní odpovûdi v jednom ãi dru-
hém smûru. Je ov‰em také pravda, Ïe imunitní odpovûì mÛÏe
probíhat jako integrovaná, zahrnující jak bunûãnou tak humo-
rální ãást; v tom pfiípadû se na její regulaci podílí buì pomoc-
né buÀky typu Th0 nebo Th1- a Th2-subsety v jejím rámci koe-
xistují (5, 24).
Na nûkolika místech pfiedchozího textu jiÏ byla zmínûna klí-
ãová funkce bunûãné imunity v imunitní odpovûdi vÛãi nádo-
ru. Z tohoto pohledu mÛÏe hrát rovnováha mezi Th1- a Th2-
subpopulacemi pomocn˘ch T-lymfocytÛ velmi v˘znamnou
regulaãní funkci. Polarizace ve smûru Th1 bude zásadní pro
úãinnou aktivaci protinádorové imunitní odpovûdi, zatímco
Th2-polarizace sv˘m inhibiãním úãinkem na diferenciaci ve
smûru Th1 bude na celkovou protinádorovou imunitní odpo-
vûì pÛsobit negativnû. Uvedená disbalance Th1 →Th2 dife-
renciace byla skuteãnû popsána u celé fiady nádorÛ, jako je
kolorektální karcinom, karcinom moãového mûch˘fie, ledvin,
prostaty ãi melanom (24).
Zajímav˘ pfiíspûvek k této problematice uvedla Dr. Julia Sze-
keres (Department of Medical Microbiology and Immunolo-
gy, Pecs University, Pecs). Její práce vy‰la z oblasti repro-
dukãní imunologie. JiÏ del‰í dobu je známo, Ïe rovnûÏ gravidita
je jedním z faktorÛ zasahujícím do polarizace pomocn˘ch T-
lymfocytÛ ve smûru Th2; tato polarizace patfií mezi jeden z gra-
viditu ochraÀujících efektÛ progesteronu a jejím prostfiední-
kem je protein zvan˘ PIBF, kter˘ je uvolnûn z lymfocytÛ
v odpovûì na progesteronov˘ signál. PIBF zfiejmû pÛsobí na
úrovni aktivace transkripãního faktoru STAT-6, coÏ je faktor
fyziologicky aktivovan˘ interleukinem-4 prostfiednictvím dob-
fie popsané JAK-STAT signální dráhy a hrající klíãovou a neza-
stupitelnou úlohu ve fyziologick˘ch dopadech IL-4 ve smûru
Th2-diferenciace (25). Z hlediska dopadu tohoto ãlánku je
ov‰em podstatná ta ãást sdûlení Dr. Szekeres, v jejímÏ rámci
byla exprese PIBF prokázána nejen v lymfocytech gravidní
samice, n˘brÏ rovnûÏ v celé fiadû nádorÛ - moãového mûch˘-
fie, varlete, ledvin, melanomu, nádorÛ oblasti hlavy a krku
a hematologick˘ch nádorov˘ch onemocnûní. Neutralizace
sekrece PIBF specifickou protilátkou zvy‰uje senzitivitu vÛãi
lytickému pÛsobení NK-bunûk in vitro a imunizace vÛãi PIBF
signifikantnû brzdí rÛst následnû transplantovaného myelomu
a melanomu. Zdá se tedy, Ïe se jedná o dal‰í pfiíklad toho, Ïe
nádor si je schopen osvojit z hlediska tumorigeneze naprosto
nepfiíbuznou regulaãní dráhu k tomu, aby paralyzoval úãinnou
imunitní odpovûì.

Imunodominance
Jedním z problémÛ protinádorové imunitní odpovûdi, a to jak
pfiirozené, tak stimulované specifickou vakcinací, kter˘ ov‰em
neb˘vá pfiíli‰ ãasto diskutován, je problém imunodominance.
Podstatou imunodominance je skuteãnost, Ïe pfiestoÏe nádo-
rovû transformovaná, popfiípadû v men‰í mífie virovû infiko-
vaná, buÀka exprimuje a prezentuje souãasnû fiadu epitopÛ,
které mohou slouÏit jako cílové struktury bunûãné imunitní
odpovûdi, imunitní systém zpravidla není schopen soubûÏné
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imunitní odpovûdi proti tûmto rÛzn˘m antigenním strukturám.
Pouze jeden nebo nûkolik málo antigenÛ je v kaÏdém ãasovém
okamÏiku pfiedmûtem imunitní odpovûdi - tyto antigeny se
oznaãují jako imunodominantní. Tato antigenní hierarchie má
celou fiadu závaÏn˘ch biologick˘ch a praktick˘ch dÛsledkÛ.
Mimo jiné velmi napomáhá selekci a progresi klonÛ, které uni-
kají pfiirozené endogenní protinádorové imunitní reakci, a to
ve dvou ohledech. Pfiednû, imunodominance chrání nádorové
buÀky, které ztratily expresi imunodominantního antigenu, a to
dokud jsou pfiítomny buÀky pÛvodní nádorové populace v mís-
tû nádoru. Exprese imunodominantního antigenu totiÏ diktuje
antigenní specificitu v místû nádoru, takÏe „escape“-varianty,
pfiestoÏe exprimují fiadu dal‰ích antigenÛ, jsou pro lokální imu-
nitní odpovûì neviditelné. Za druhé, v experimentálních
systémech se ukazuje, Ïe imunodominanci je moÏné tûsnû
korelovat s rychlostí imunitní odpovûdi proti danému antige-
nu - imunodominantní antigen indukuje rychlou imunitní odpo-
vûì, zatímco nástup imunitní odpovûdi proti imunorecesivním

antigenÛm je pomalej‰í. Tento vztah platí pfii souãasné imuni-
zaci rÛzn˘mi antigeny. Pochopitelnû v prÛbûhu nádorové pro-
grese, tedy postupné mutageneze a objevování se nov˘ch anti-
genních variant spolu s fenotypickou progresí nádoru není tato
„startovní ãára“ jednotliv˘ch antigenÛ totoÏná - existující imu-
nitní odpovûì má tendenci se chovat dominantnû vÛãi novû se
objevujícím antigenÛm, takÏe imunitní odpovûì b˘vá defor-
movaná ve prospûch ãasnûj‰ích benigních ãi ménû maligních
stádií, ponûvadÏ antigeny charakterizující napfi. metastatické
buÀky mohou zÛstat tímto zpÛsobem neaktivní. Koneãnû, imu-
nodominance mÛÏe závaÏn˘m zpÛsobem sníÏit úãinnost mul-
tiantigenních protinádorov˘ch vakcín, jejichÏ koncepci ve
svém pfiíspûvku rozebral Dr. Radvanyi (viz v˘‰e) - imunodo-
minantní antigen nepfiipustí indukci ‰iroké imunitní odpovûdi
proti v‰em antigenÛm v pfiíslu‰né vakcínû. Imunodominance
mÛÏe b˘t v tomto pfiípadû pfiekonána oddûlenou vakcinací imu-
norecesivními antigeny, ov‰em v kaÏdém pfiípadû je nutné ji
vzít v úvahu pfii koncipování vakcinaãního schématu (26).

Literatura
1. Falk C.S., Riethmüller G., Gruber R. (2004): Tumorimmunologie. In:

Hiddemann W., Huber H., Bartram C. (eds): Die Onkologie, pp.355-380,
Berlin, Heidelberg: Springer.

2. Radvanyi L. (2004): Discovery and immunologic validation of new
antigens for therapeutic cancer vaccines. Int.Arch.Allergy Immunol. 133,
179-197.

3. Schreiber H. (1999): Tumor immunology. In: Paul W.E. (ed.): Funda-
mental Immunology, Fourth Edition, pp.1237-1270, Philadelphia:
Lippincott-Raven.

4. Îaloudík J. (1997): Protinádorová imunoterapie. Klinická onkologie 10,94-96.
5. Schwarz T. (2003): Immunology. In: Bolognia J.L., Jorizzo J.L., Rapini

P.R. (eds.): Dermatology, pp.65-81, New York: Mosby.
6. Zarour H.M., DeLeo A., Finn O.J., Storkus W.J. (2003): Tumor antigens.

In: Kufe D.W., Pollock R.E., Weichselbaum R.R., Bast R.C. Jr., Gansler
T.S., Holland J.F., Frei E. (eds.): Cancer Medicine 6, pp.196-208,
Hamilton, London: BC Decker.

7. Kuball J., Derigs H.-G., Wölfel T. (2002): T-Zelltherapie in der Onkologie.
Therapeutische Vakzination, allogene Blutstammzelltransplantation und
adoptiver T-Zelltransfer. Dtsch.Med.Wochenschr. 127, 755-762.

8. Krejsek J., Kopeck˘ O. (2004): Imunita a nádorové bujení. In: Krejsek J.,
Kopeck˘ O.: Klinická imunologie, pp.541-570, Hradec Králové: Nukleus HK.

9. van der Bruggen P., Traversari C., Chomez P., Lurquin C., de Plaen E., van
den Eynde B., Knuth A., Boon T. (1991): A gene encoding an antigen
recognized by cytotoxic T lymphocytes on a human melanoma. Science
254, 1643-1647.

10. ·mardová J., Pacholíková K. (2003): Molekulární podstata kancerogene-
ze. In: Adam Z., Vorlíãek J., Koptíková J. (eds.): Obecná onkologie a pod-
pÛrná léãba, pp.59-90, Praha: Grada.

11. Bruchová H., Brdiãka R. (2004): âipové technologie v molekulární
biologii. In: Jonák J. Jr., Jonák J. (eds.): Molekulární biologie a genetika
XI, pp.7-20, Praha: Ústav molekulární genetiky AV âR.

12. Mocellin S., Wang E., Panelli M., Pilati P., Marincola F.M. (2004): DNA
array-based gene profilling in tumor immunology. Clinical Cancer Res.
10, 4597-4606.

13. Dunn G.P., Old L.J:, Schreiber R.D. (2004): The immunobiology of cancer
immunosurveillance and immunoediting. Immunity 21, 137-148.

14. Al-Sarireh B., Eremin O. (2000): Tumour-associated macrophages (TAMS):
disordered function, immune suppression and progressive tumour growth.
J.R.Coll.Surg.Edinburgh 45, 1-16.

15. Anichini A., Vegetti C., Mortarini R. (2004): The paradox of T cell-
mediated antitumor immunity in spite of poor clinical outcome in human
malanoma. Cancer Immunol.Immunother. 53, 855-864.

16. Chambers W.H., Rabinowich H., Heberman R.B. (2004): Tumor-
associated immunodeficiency and implications for tumor development
and prognosis. In: Kufe D.W., Pollock R.E., Weichselbaum R.R., Bast
R.C. Jr., Gansler T.S., Holland J.F., Frei E. (eds.): Cancer Medicine 6,
pp.229-239, Hamilton, London: BC Decker.

17. Whiteside T.L., Heberman R.B. (2004): Effectors of immunity and
rationale for immunotherapy. In: Kufe D.W., Pollock R.E., Weichselbaum
R.R., Bast R.C. Jr., Gansler T.S., Holland J.F., Frei E. (eds.): Cancer
Medicine 6, pp.221-228, Hamilton, London: BC Decker.

18. Hatina J. (2002): Molekulární biologie imunitní odpovûdi – 11. mezi-
národní imunologick˘ kongres, Stockholm, 22.–27. 7. 2001. Epidemiol.
Mikrobiol. Imunolo. 51, 82-87.

19. Neumann-Haefelin C., Spangenberg H.C., Thimme R., Blum H.E. (2004):
Suppressor-T-Zellen: Immunologische Regulatorzellen mit klinischer
Perspective. Dtsch.Med.Wochenschr. 129, 1627-1630.

20. Curiel T.J., Coukos G., Zou L., Alvarez X., Cheng P., Mottram P.,
Evdemon-Hogan M., Conejo-Garcia J.R., Zhang L., Burow M., Zhu Y.,
Wei S., Kryczek I., Daniel B., Gordon A., Myers L., Lackner A., Disis
M.L., Knutson K.L., Chen L., Zou W. (2004): Specific recruitment of
regulatory T cells in ovarian carcinoma fosters immune privilege and
predicts reduced survival. Nature Med. 10, 942-947.

21. Shevach E.M. (2004): Fatal attraction: tumors beckon regulatory T cells.
Nature Med. 10, 900-901.

22. Wang H.Y., Lee D.A., Peng G., Guo Z., Li Y., Kiniwa Y., Shevach E.M.,
Wang R.F. (2004): Tumor-specific human CD4+ regulatory T cells and
their ligands: implications for immunotherapy. Immunity. 20, 107-118.

23. Nishikawa H., Kato T., Tanida K., Hiasa A., Tawara I., Ikeda H., Ikarashi
Y., Wakasugi H., Kronenberg M., Nakayama T., Taniguchi M.,
Kuribayashi K., Old L.J., Shiku H. (2003): CD4+CD25+ T cells responding
to serologically defined autoantigens suppress antitumor immune
responses. Proc.Natl.Acad.Sci. U.S.A. 100, 10902-10906.

24. Lauerová L., Kocák I. (2001): Regulace protinádorové imunity
pomocn˘mi CD4+ Th1/Th2 lymfocyty. Klinická onkologie 14, 154-156.

25. Szekeres-Bartho J. (2002): Immunological relationship between the
mother and the fetus. Int.Rev.Immunol. 21, 471-495.

26. Schreiber H., Wu T.H., Nachman J., Kast W.M. (2002): Immunodomi-
nance and tumor escape. Sem.Cancer Biol. 12, 25-31.



126 KLINICKÁ ONKOLOGIE 18 4/2005

IMUNOLOGIE NÁDORÒ – SOUâASN¯ STAV A POZNATKY
Z 1. MEZINÁRODNÍ KONFERENCE ZÁKLADNÍ A KLINICKÉ 
IMUNOGENOMIKY. âÁST II – PROTINÁDOROVÁ IMUNOTERAPIE

TUMOUR IMMUNOLOGY – PRESENT STATUS AND LESSONS FROM 
THE 1ST INTERNATIONAL CONFERENCE ON BASIC AND CLINICAL
IMMUNOGENOMICS. PART II – TUMOUR IMMUNOTHERAPY

HATINA J.

UNIVERSITA KARLOVA, LÉKA¤SKÁ FAKULTA V PLZNI, ÚSTAV BIOLOGIE

Souhrn: Cílem imunoterapie nádorÛ je ovlivnit pacientÛv imunitní systém v prÛbûhu samotného nádorového onemocnûní
tak, aby do‰lo k eliminaci ãi alespoÀ redukci populace nádorov˘ch bunûk. Aktivní imunoterapie se snaÏí tohoto cíle dosáh-
nout prostfiednictvím aktivní imunizace, tj. terapeutickou vakcinací. Její podstatou je specifická aktivace imunitního systé-
mu pacienta vhodnou aplikací nádorov˘ch antigenÛ, v nejrÛznûj‰ích formách (letálnû ozáfiené nádorové buÀky, nádorové
lyzáty, purifikované proteiny, peptidy, peptidy naloÏené dendritické buÀky aj.). Dosavadní úãinnost tûchto postupÛ, vyjá-
dfiená klinickou odezvou, je nízká (3 – 10 %). Souãasn˘ v˘voj aktivní imunoterapie nádorÛ se ubírá dvûma smûry. Prvním je
snaha pochopit faktory determinující klinickou odezvu na terapeutickou vakcinaci nádorÛ na imunologické a molekulárnû
biologické úrovni, tj. anal˘zou diferenciální exprese genÛ ãi polymorfismÛ pfiímo v sekvenci genomu. DÛleÏit˘m dílãím cílem
tohoto úsilí je pfiedpovûdût s dostateãnou pfiesností klinickou odezvu nádoru pfied zahájením vlastní vakcinace. Druh˘m smû-
rem v˘voje je hledání nov˘ch nádorov˘ch antigenÛ, popfi. nov˘ch vakcinaãních strategií, s vy‰‰í klinickou úspû‰ností. Jako
velmi nadûjn˘ nádorov˘ antigen pro terapeutickou vakcinaci vystupuje v poslední dobû katalytická podjednotka telomerázy.
Z nov˘ch vakcinaãních schémat na sebe podobnû upozorÀuje pouÏití komplexÛ peptidÛ a proteinÛ tepelného ‰oku. Jejich tera-
peutická úãinnost ov‰em musí b˘t vymezena rozsáhlej‰ími klinick˘mi studiemi. Druh˘m hlavním pfiístupem protinádorové
imunoterapie je pasivní imunoterapie, jejíÏ podstatou je doplnûní imunitního systému onkologického pacienta ex vivo pfii-
praven˘mi a aktivovan˘mi imunitními efektory. Tradiãním zástupcem pasivní imunoterapie je protilátková léãba, v posled-
ní dobû byly zaznamenány v˘znamné klinické úspûchy rovnûÏ ve dvou oblastech bunûãné pasivní imunoterapie – v oblasti
aktivace NK-bunûk v rámci alogenní ãi haploidentické transplantace hematopoetick˘ch kmenov˘ch bunûk pfii léãbû nûkte-
r˘ch leukémií a v oblasti krátkodobé in vitro expanze/aktivace tumor-infiltrujících lymfocytÛ pfii léãbû metastazujícího malig-
ního melanomu. Nov˘m smûrem pasivní bunûãné imunoterapie je snaha o cílené zásahy do genÛ pro T-bunûãné receptory
s cílem zv˘‰ení jejich afinity pro nádorové antigeny. Ponûkud stranou tûchto dvou hlavních proudÛ protinádorové imunote-
rapie je léãba cytokiny, zejména interleukinem-2 a interferony-α. Molekulárnû biologická anal˘za expresních zmûn mela-
nomov˘ch bunûk v odpovûì na aplikaci IFNα naznaãuje, Ïe v˘sledkem interferonové léãby by mohlo b˘t oslabení imuno-
dominance nûkter˘ch liniovû-specifick˘ch antigenÛ, ãehoÏ by mohlo b˘t s v˘hodou vyuÏito v rámci následné terapeutické
vakcinace.

Klíãová slova: terapeutická vakcinace, telomeráza, komplexy peptidÛ a proteinÛ tepelného ‰oku, protilátková léãba,
NK-buÀky, adoptivní transfer tumor-specifick˘ch efektorov˘ch bunûk, cytokinová léãba

Summary: The ultimate goal of tumour immunotherapy is to modulate a patient’s immune system in the course of cancer
disease to the extent of being able to eliminate or at least reduce the tumour load. The active immunotherapy tries to achieve
this goal by active immunization, i.e. therapeutic vaccination. Its underlying principle is a specific activation of the
patient’s immune system by a convenient delivery of tumour antigens of choice, which can adopt a variety of forms (lethally
irradiated cancer cells, tumour lysates, antigenic proteins or peptides, peptide-loaded dendritic cells etc.). Actual efficacy
of these approaches, in terms of an objective clinical response, is quite low (3 – 10 %). Two prominent directions are
appearing in the current development of the active immunotherapy of cancer. The first is an effort to understand the factors
determining the clinical response on a level of basic immunological and molecular biological knowledge, e.g. in terms of
differentially expressed genes or polymorphic information in the genome itself. Important goal of this approach is to predict
with reasonable accuracy the clinical response of a tumour before starting the vaccination. The second direction of the
current development in this field is a search for new tumour antigens or vaccination protocols with improved clinical
efficacy. Telomerase seems to be such a promising new antigen and, likewise, application of vaccines based on complexes
of peptides with heat shock proteins is similarly regarded with hope. Their clinical impact awaits, nevertheless, validation
in larger clinical studies. The second main approach to the tumour immunotherapy, namely the passive immunotherapy,
consists in supplementing the patient’s immune system with ex vivo prepared and activated immune effectors. Traditionally
represented by antibody-based therapies, passive immunotherapy approaches scored recently important clinical successes
for cell-based therapies as well, namely in exploiting natural killer cell activation in frames of allogeneic and haploidentical
blood stem cell transplantation in treatment of some leukaemias, and in adoptively transferred short-term in vitro expanded
autologous tumour infiltrating lymphocytes in treatment of metastasizing malignant melanoma. A new development in
passive cellular immunotherapy is an effort to manipulate the T cell receptor genes to increase their affinity for a tumour
antigen in question. A little removed from these two main immunotherapeutic branches is tumour treatment based on sole
cytokine administration, with the two major cytokines being interleukin-2 and interferons-α. Molecular analysis of genes
activated and repressed by IFNα treatment of malignant melanoma suggests that this treatment might result in suppression
of some melanocyte-specific immunodominant antigens, which could be exploited with advantage in terms of successive
therapeutic vaccination.

Key words: therapeutic vaccination, telomerase, heat shock protein-peptide complexes, antibody therapy, natural killer cells,
adoptive transfer of antitumour cells, cytokine therapy
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Imunoterapie nádorÛ
Znalost dobfie charakterizovan˘ch nádorov˘ch antigenÛ spo-
lu s dÛkazem existence pfiirozené imunitní odpovûdi vÛãi nádo-
ru pfiímo vybízí k hledání strategií jak vyuÏít tuto protinádo-
rovou imunity klinicky, tj. jakoÏto léãebnou strategii. Nádorová
imunoterapie mÛÏe b˘t koncipována buì jako aktivní, t.zn.
terapeutická vakcinace, jejímÏ cílem je vhodnou imunizací
aktivovat imunitní systém nemocného, nebo pasivní, spoãíva-
jící v podávání jiÏ hotov˘ch efektorov˘ch sloÏek, jako jsou
protilátky ãi aktivované a expandované lymfocyty (1-6). Aktiv-
ní imunoterapie, pakliÏe by se jí skuteãnû podafiilo formulovat
do podoby úãinné vakcíny, by mûla celou fiadu pfiedností - v pfií-
padû úãinného a ‰iroce exprimovaného nádorového antigenu
by ji bylo moÏno podávat ‰irokému souboru pacientÛ, léãba
by mohla probíhat ambulantnû a vzhledem k existenci endo-
genních regulaãních mechanismÛ se ukazuje riziko neÏádou-
cí aktivace imunitního systému, napfiíklad v podobû indukce
autoimunity, jako nízké (7). Navíc, u úspû‰né vakcinace se
pfiedpokládá dlouhodobá imunitní odpovûì, tedy vytvofiení
imunologické pamûti, i kdyÏ se v dobû velmi nedávné ukáza-
lo, Ïe imunitní pamûÈ mÛÏe b˘t v˘sled-
kem i nûkter˘ch zdafiil˘ch protokolÛ
pasivní imunoterapie. V klinick˘ch
experimentech byla dosud testována
celá fiada vakcinaãních schémat, které
lze velmi pov‰echnû rozdûlit na dvû
skupiny - vakcinace nádorov˘mi buÀ-
kami nebo vakcinace pfiímo nádoro-
v˘m antigenem. Nejjednodu‰‰í vakcí-
ny mají podobu letálnû ozáfiené
krátkodobé nádorové bunûãné kultury
ãi nádorového antigenu, buì v podobû
celého proteinu nebo pfiímo specific-
kého prezentovaného peptidu. Souãás-
tí takov˘ch vakcín ov‰em rovnûÏ mÛÏe
b˘t vhodné adjuvans, jehoÏ úkolem je
atrahovat a aktivovat antigen-prezen-
tující buÀky; jako na vhodné adjuvans
lze nahlíÏet i na nûkteré cytokiny, napfi.
GM-CSF ãi IL-2. Jinou cestou k akti-
vaci prezentace nádorov˘ch antigenÛ
je vakcinovat dendritick˘mi buÀkami,
které byly pfiedtím in vitro o‰etfieny
tak, aby ve zv˘‰ené mífie prezentova-
ly cílov˘ nádorov˘ antigen, napfiíklad
inkubací s nádorov˘m lyzátem, nádo-
rov˘m antigenem ãi pfiímo prezento-
van˘m peptidem (tzv. peptide-pulsed
dendritic cells), ãi transfekcí genu pro
nádorov˘ antigen (1-6). ¤ada tûchto
klinick˘ch studií terapeutické vakci-
nace byla pfied velmi krátkou dobou
pfiedmûtem kritického shrnutí, jeÏ
vyústilo v konstatování velmi nízké
klinické úãinnosti terapeutické vakci-
nace (nicménû je tfieba podotknout, Ïe
z uvedeného shrnutí byly vylouãeny ty
studie, kdy vakcinaãní protokol zahr-
noval také nespecifickou aktivaci imu-
nitního systému cytokiny, takÏe v˘sle-
dek tohoto shrnutí není zcela
reprezentativní) (7). Toto konstatová-
ní vyvolalo následnou diskusi o per-
spektivnosti celé této imunoterapeu-
tické strategie (8); podle zdroje
kompilace se klinická odpovûì na tera-
peutickou vakcinaci udává v rozmezí
od 3% do 10% vakcinovan˘ch paci-
entÛ. Proã se terapeutická vakcinace
zatím jen zfiídka setkala s klinick˘m

Obr. 1. Sled procesÛ formování imunitní odpovûdi vÛãi nádoru. Nádorov˘ antigen, aÈ uÏ pÛvodu
endogennû se vyvíjejícího nádoru nebo aplikovan˘ v rámci aktivní immunoterapie, vede nejprve k lokál-
ní odpovûdi, nejãastûji v rámci spádov˘ch lymfatick˘ch orgánÛ. Zde dochází k prezentaci antigenu
profesionálními antigen-prezentujícími buÀkami naivním T-lymfocytÛm a k diferenciaci jak APC, tak
aktivovan˘ch T-bunûk. Intenzita této lokální odpovûdi závisí na fiadû faktorÛ, jako je imunogenicita
antigenu, cytokinové prostfiedí, exprese kostimulaãních molekul atp., a tyto faktory také urãují, nako-
lik je lokální odpovûì rozvinuta do systemické odpovûdi. Pro klinickou protinádorovou odpovûì je
nezbytné, aby se systemická imunitní odpovûì posléze pfienesla na úroveÀ nádoru. To pfiedpokládá
lokalizaci aktivovan˘ch protinádorov˘ch T-lymfocytÛ v místû nádoru a jejich pfiímou cytotoxickou
aktivitu vÛãi nádorov˘m buÀkám, zprostfiedkovanou jejich rozeznáním na základû exprimovan˘ch
nádorov˘ch antigenÛ. Bezprostfiední klinická odpovûì je do znaãné míry pfiedurãena charakteristika-
mi mikroprostfiedí kaÏdého nádoru, na délce klinické odpovûdi ve smyslu relapsu pÛvodnû citliv˘ch
nádorÛ se vedle toho v˘znamnû podílejí faktory imunoeditingu, kdy imunitní systém pÛsobí jakoÏto
selekãní prostfiedí rÛstu rezistentních bunûãn˘ch klonÛ, které ztratily pÛvodní citlivost napfi. v dÛsled-
ku ztráty exprese nádorov˘ch antigenÛ, poruchy jejich prezentace ãi aktivace exprese imunosupresiv-
ních faktorÛ. Upraveno podle ref. 9.

úspûchem? Je tfieba pfiedev‰ím uvést, Ïe se jedná o cíl ze samot-
né biologické podstaty znaãnû ambiciózní - aktivovat imunit-
ní systém v prÛbûhu onemocnûní tak, aby byl schopen toto one-
mocnûní zlikvidovat. Tohoto cíle se zatím nepodafiilo
dosáhnout ani u virov˘ch onemocnûní, které ãasto b˘vají uvá-
dûny jako nedostiÏn˘ vzor protinádorové aktivní imunotera-
pie, ov‰em u nichÏ se dosaÏené úspûchy omezují na profylak-
tickou vakcinaci, tj. pfied vlastním onemocnûním, a to je pfiitom
imunogenicita virov˘ch antigenÛ daleko vy‰‰í neÏ je tomu
u nádorov˘ch antigenÛ. U terapeutické vakcinace nádorÛ
k tomu pfiistupuje navíc celkové zeslabení imunitního systé-
mu jak v dÛsledku samotného nádoru, tak v dÛsledku léãby
pfiedcházející vlastní imunoterapii.
O systematick˘ pohled na problémy aktivní imunoterapie
nádorÛ se ve svém pfiíspûvku pokusil Dr. Francesco Marinco-
la (Immunogenetics Section, Department of Transfusion Medi-
cine, Clinical Center, National Institutes of Health, Bethesda)
(Obr.1). Imunitní odpovûì na terapeutickou vakcinaci sestá-
vá z nûkolika diskrétních krokÛ, z nichÏ kaÏd˘ musí probûh-
nout s dostateãnou úãinností, aby mohlo dojít ke klinické odpo-
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vûdi (9). V rámci souãasn˘ch vakcinaãních schémat se zdá b˘t
relativnû schÛdné dosáhnout systemické imunitní odpovûdi
u v˘znamné ãásti vakcinovan˘ch pacientÛ, hlavním problé-
mem zÛstává, Ïe tato systemická imunitní odpovûì nenalézá
svou odezvu v odpovídající klinické odpovûdi nádoru. T˘m
Dr. Marincoly se pokusil porozumût tomuto poslednímu pro-
blému anal˘zou diferenciální exprese genÛ a polymorfismÛ
v sekvenci DNA, tedy prostfiedky moderní genomiky. První
otázka znûla - je nûjak˘ rozdíl v globální expresi genÛ mezi
individuálními metastázami (v‰echny projekty byly fie‰eny na
modelu maligního melanomu) odpovídajícími klinicky na
aktivní imunoterapii a tûmi, u kter˘ch ke klinické odpovûdi
nedo‰lo? U citliv˘ch metastáz do‰lo v prÛbûhu klinické odpo-
vûdi k aktivaci exprese specifické sady genÛ, zatímco u rezi-
stentních lézí Ïádnou specifickou genovou expresi nebylo moÏ-
né prokázat. Tento v˘sledek je moÏno interpretovat v tom
smyslu, Ïe mikroprostfiedí kaÏdého jednotlivého nádoru obsa-
huje determinanty, které rozhodují o jeho citlivosti vÛãi akti-
vovan˘m lymfocytÛm. Nejsou-li tyto determinanty naplnûny,
je nádor vÛãi okolní systemické imunitní odpovûdi rezistent-
ní. Klinická rezistence vÛãi aktivní imunoterapii je tedy v prv-
ní fiadû zpÛsobena nedostateãnou citlivostí a tedy nikoli mecha-
nismy úniku odpovídajícími imunoeditingu v pfiípadû
spontánní protonádorové imunity (protoÏe jinak by rovnûÏ
u rezistentních metastáz musela b˘t prokazatelná specifická
expresní zmûna) (10).
Druhá otázka byla následující - je moÏné identifikovat geny,
jejichÏ exprese pfied vlastní vakcinací bude prediktabilní pro
následnou klinickou odpovûì ãi rezistenci? Odpovûì Dr.
Marincoly zní ano - srovnáním expresního profilu metastáz
pozdûji klinicky odpovídajících a klinicky rezistentních bylo
identifikováno 33 genÛ, jejichÏ expresní profil kolektivnû urãu-
je pozdûj‰í klinickou odpovûì; asi polovina z tûchto genÛ,
u nichÏ je známa jejich funkce, kóduje proteiny pfiímo impli-
kované v imunitní a zánûtlivé odpovûdi, coÏ opût hovofií ve
prospûch pfiede‰le naznaãeného principu, Ïe mikroprostfiedí
kaÏdého jednotlivého nádoru má v sobû jiÏ v okamÏiku zahá-
jení vakcinace zakódovanu pozdûj‰í klinickou odpovûì (10).
Otázka tfietí - lze na molekulární úrovni charakterizovat úlohu
IL-2 jakoÏto adjuvans terapeutické vakcinace? Úloha IL-2
v regulaci imunitní odpovûdi je totiÏ znaãnû komplexní; na
jedné stranû pÛsobí jako prominentí rÛstov˘ faktor T-lymfo-
cytÛ a NK-bunûk, kter˘ je nepostradatelnou souãástí ve‰ke-
r˘ch kultivaãních médií pouÏívan˘ch pro jejich in vitro expan-
zi a aktivaci, na druhé stranû my‰i nesoucí mutace v genu pro
IL-2 ãi v genech kódujících jeho receptorové podjednotky trpí
generalizovanou autoimunitou ( a nikoli imunodeficiencí, jak
by na základû in vitro kultivace bylo moÏno soudit) (11, 12).
¤e‰ení tohoto imunologického paradoxu pravdûpodobnû pfied-
stavují v˘‰e zmínûné regulaãní T-lymfocyty (CD4+CD25+) -
CD25 pfiedstavuje α-podjednotku receptorového komplexu
pro IL-2, nutnou pro vysoce afinitní vazbu ligandu, a IL-2 je
nepostradateln˘ pro v˘voj této bunûãné populace, odkud pra-
mení zfiejmû jeho tolerizaãní úãinek (11).
IL-2 se ov‰em ukázal jako faktor v˘znamnû zvy‰ující imunit-
ní i klinickou odpovûì na terapeutickou vakcinaci a ve svûtle
jeho spí‰e tolerizaãního úãinku není lehké porozumût, proã
tomu tak je. Odpovûì vze‰la opût z anal˘zy diferenciální expre-
se genÛ a zjistilo se pfiitom, Ïe v‰echny geny aktivované IL-2
v rámci aktivní imunoterapie hrají úlohu v procesu aktivace
monocytÛ a makrofágÛ. Tedy makrofágy a monocyty, a niko-
li lymfocyty, jsou oním bunûãn˘m typem stojícím za terapeu-
tick˘m efektem IL-2 v rámci vakcinaãních protokolÛ a tento
nález hovofií ve prospûch v˘znamu lokálního zánûtu pro kli-
nickou odpovûì nádoru.
Posledním diskutovan˘ch projektem skupiny Dr. Marincoly,
o nûmÏ na konferenci referovala Dr. Wangová, byla anal˘za
DNA-polymorfismu jakoÏto klíãe k de‰ifrování v˘sledku pro-
tinádorové imunitní odpovûdi. Otázka pfiitom znûla - do jaké
míry je klinická odpovûì nádoru vysvûtlitelná faktory nádo-

rové heterogenity a specifického mikroprostfiedí kaÏdého nádo-
ru a do jaké míry je naopak urãena rozdíly na úrovni genomu?
Zmínûn˘ projekt vycházel z pozorování velmi odli‰né odpo-
vûdi na terapeutickou vakcinaci peptidem gp100209-217 (jeden
z klasick˘ch melanom-asociovan˘ch antigenÛ) v kombinaci
s IL-2, pro nûjÏ byla v jedné studii zaznamenána velmi dobrá
systemická imunitní i klinická odpovûì v bûlo‰ské populaci
a prakticky Ïádná odpovûì v ãínské populaci. Z vakcinova-
n˘ch pacientÛ obou populací byly izolovány mononukleáry
periferní krve, které jednak poslouÏily jako zdroj DNA pro
anal˘zu typu SNP (single nucleotide polymorphism) (13), jed-
nak byly dále kultivovány v pfiítomnosti IL-2 a vyuÏity jako
zdroj RNA pro anal˘zu transkripãního profilu na cDNA mic-
roãipu a zdroj proteinÛ pro proteomickou anal˘zu. U obou
populací lze najít jasné rozdíly v genech aktivovan˘ch IL-2
jak na úrovni transkripce, tak na úrovni proteomu, a v souãas-
nosti jsou tyto rozdíly korelovány s polymorfismem v sekven-
ci DNA. Nalezení funkãních a regulaãních polymorfismÛ
v sekvenci pfiíslu‰n˘ch genÛ a jejich promotorÛ ve vztahu
k odli‰né aktivaci interleukinem-2 nepochybnû v˘znamnû
posune na‰e pochopení imunomodulaãního úãinku tohoto
cytokinu, a to jak v rámci aktivní protinádorové terapie, tak
i nad její rámec v oblasti obecné imunologie. Zjevn˘m cílem
v oblasti terapeutické vakcinace nádorÛ je najít takové poly-
morfismy v DNA, které by byli prediktabilní pro pozdûj‰í imu-
nitní a klinickou odpovûì. To by umoÏnilo lépe selektovat
pacienty podrobující se aktivní imunoterapii a zv˘‰it tak efek-
tivitu celého tohoto terapeutického pfiístupu.
Bylo rovnûÏ formulováno nûkolik imunologick˘ch strategií, jak
zv˘‰it úãinnost terapeutické vakcinace. Jednou z moÏností je
souãasnû s vakcinací provádût blokování negativních regulaã-
ních mechanismÛ zodpovûdn˘ch za udrÏování imunologické
tolerance. Jedná se napfiíklad o pouÏití blokujících protilátek
vÛãi CTLA-4 (povrchová molekula aktivovan˘ch T-lymfocy-
tÛ, která interaguje s kostimulaãními molekulami B7-1 a B7-2
a v˘sledkem této interakce je velmi siln˘ negativní signál doru-
ãen˘ T-lymfocytu) (14), ãi o neutralizaci CD4+CD25+ regulaã-
ních T-lymfocytÛ prostfiednictvím α-CD25-neutralizaãní proti-
látky (problematická strategie, ponûvadÏ CD25 je exprimován
rovnûÏ na aktivovan˘ch efektorov˘ch T-lymfocytech) nebo far-
makologicky (5). Pro ani jednu z tûchto moÏností nejsou k dis-
pozici odpovídající klinické studie, lze ov‰em pfiedpovûdût, Ïe
jedním z problémÛ bude riziko obecné autoimunní aktivace.
Jinou z moÏností je pouÏít pro vakcinaci peptidy, do jejichÏ
sekvence byly zaneseny cílené aminokyselinové substituce,
které zvy‰ují jejich afinitu vÛãi prezentujícím HLA-moleku-
lám (6). Koneãnû, je také nutné uvaÏovat o nové generaci nádo-
rov˘ch antigenÛ, které se vedle vysoké specificity exprese
vyznaãují rovnûÏ pfiímou funkcí v procesu nádorové transfor-
mace; lze pfiedpokládat, Ïe nádorové buÀky nebudou schopny
reprimovat expresi takov˘ch antigenÛ do té míry, jak to bylo
napfiíklad popsáno u fiady tumor-asociovan˘ch antigenÛ. Pfies-
toÏe mechanismy úniku nehrají zfiejmû Ïádnou v˘znamnou roli
v prvotní rezistenci nádoru vÛãi imunoterapii (viz v˘‰e), v prÛ-
bûhu samotné imunoterapie se zcela jistû dostávají ke slovu
a projevují se relapsem a rezistencí pÛvodnû citliv˘ch nádorÛ
(4). Jedním z tûchto nov˘ch tumorov˘ch antigenÛ, jehoÏ imu-
noterapeutické vyuÏití by tímto nebezpeãím nemûlo b˘t zatí-
Ïeno, je telomeráza, a první klinické v˘sledky s terapeutickou
vakcinací prezentoval na konferenci Dr.Gustav Gaudernack
(Section of Immunotherapy, Institute for Cancer Research, The
Norwegian Radium Hospital, Oslo).

Telomeráza jako nádorov˘ antigen nové generace
Telomeráza pfiedstavuje komplexní ribonukleoprotein schopn˘
aktivního prodluÏování koncÛ chromozomÛ - telomer, a tímto
zpÛsobem udûluje buÀce imortalizovan˘ fenotyp. Bunûãná
imortalizace je dÛleÏitou a stabilní souãástí nádorové transfor-
mace a ektopicky exprimovaná telomeráza je schopna koope-
rovat s bunûãn˘mi a virov˘mi onkogeny v procesu transforma-
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ce lidsk˘ch bunûk in vitro. Telomerázov˘ komplex sestává
z nûkolika podjednotek, z nichÏ jako limitní vystupuje kataly-
tická podjednotka - hTERT (human telomerase reverse transc-
riptase). Aktivace exprese této reverzní transkriptázy je nalézá-
na ve shruba 85 % klinick˘ch nádorÛ, vedle toho v germinálních
buÀkách a na podstatnû niÏ‰í úrovni v bazální vrstvû keratino-
cytÛ, kmenov˘ch buÀkách a aktivovan˘ch lymfocytech (15).
Telomeráza je cílem vyvíjené protinádorové terapie nejen ve
smyslu imunoterapie, ale samozfiejmû téÏ ve smyslu farmako-
logick˘ch inhibitorÛ. U farmakologického blokování ov‰em stá-
le zÛstávají pochybnosti ohlednû moÏn˘ch toxick˘ch úãinkÛ na
zmínûné normální telomeráza-pozitivní buÀky, zatímco imu-
noterapie se v tomto ohledu zdá velmi nádorovû-specifická; níz-
ká exprese v kmenov˘ch buÀkách zfiejmû vyluãuje, aby se tyto
buÀky, vzhledem knízké aktigenní denzitû, staly citlivé vÛãi pfií-
slu‰n˘m cytotoxick˘m T-lymfocytÛm, agerminální buÀky zase
vÛbec neexprimují HLA-geny I.tfiídy, se stejn˘m efektem. Bylo
prokázáno, Ïe hTERT-protein je procesován a odpovídající pep-
tidy prezentovány nejroz‰ífienûj‰ími class I HLA-alelick˘mi
variantami - HLA-A2, - A3 a -A24, a rovnûÏ, coÏ mÛÏe b˘t dÛle-
Ïité z hlediska dlouhodobé imunitní odpovûdi, HLA class II-
prezentaãní drahou (HLA-DR7). CD8+ CTL specifické pro
nûkolik hTERT-peptidÛ byly izolovány z periferní krve a po in
vitro aktivaci byly schopné lyzovat celou ‰kálu nádorov˘czh
bunûãn˘ch linií, rovnûÏ byly izolovány odpovídající CD4+

pomocné T-lymfocyty. Z této teoretické práce vyplynulo, Ïe
telomeráza vystupuje jako efektivní auniverzální nádorov˘ anti-
gen (16).
Dr. Gaudernack prezentoval pfiedbûÏné v˘sledky norsko-‰v˘-
carské klinické studie terapeutické vakcinace hTERT-peptidy
u nemocn˘ch s neoperovateln˘m karcinomem pankreatu (bez
pfiedchozí chemoterapie), nemalobunûãnou rakovinou plic
a maligním melanomem. K vakcinaci byl pouÏit pár z ãásti
identickc˘h peptidÛ - del‰í peptid pfiedstavoval HLA class II -
epitop pro indukci pomocn˘ch T-lymfocytÛ, z nûho odvoze-
n˘ krat‰í peptid byl selektován pro vazbu s HLA molekulami
I.tfiídy pro indukci cytotoxick˘ch T-lymfocytÛ. Peptidy byly
aplikovány intradermálnû souãasnû s GM-CSF (pro aktivaci
dendritick˘ch a Langerhansov˘ch bunûk) v reÏimu 1., 2., 3.,
4., 6. a 10. t˘den. Uveden˘ vakcinaãní reÏim byl schopen vel-
mi efektivní aktivace imunitní odpovûdi (indukce pomocn˘ch
a cytotoxick˘ch T-lymfocytÛ byla zaznamenána u 80 % paci-
entÛ) a první v˘sledky naznaãují velmi slibnou klinickou odez-
vu - v první malé sérii pacientÛ se objevilo nûkolik komplet-
ních a ãásteãn˘ch klinick˘ch odpovûdí u v‰ech tfií nádorov˘ch
kategorií. Aktivovaná imunitní a klinická odpovûì byly pfii-
tom nezávislé na HLA-alelické konfiguraci, coÏ potvrzuje dfií-
vûj‰í v˘sledky ‰iroké prezentace telomerázov˘ch peptidÛ
napfiíã HLA-alelick˘m spektrem. Podafiilo se rovnûÏ optima-
lizovat dávku peptidu pro vakcinaci; ukázalo se totiÏ, Ïe v˘sled-
kem pfiíli‰ vysoké dávky peptidu je anergie T-lymfocytÛ, prav-
dûpodobnû v dÛsledku nadmûrného aktivaãního signálu.

Vakcinace bunûãn˘mi komplexy peptidÛ a proteinÛ tepelného
‰oku
Nev˘hodou bûÏn˘ch vakcinaãních strategií tak, jak byly popsá-
ny aÏ dosud, je, Ïe se jedná o do znaãné míry neselektivní
postup ve vztahu k jednotliv˘m nádorÛm, kter˘ nepfiihlíÏí k uni-
kátním molekulárním vlastnostem kaÏdého jednotlivého nádo-
ru. Tyto neselektivní strategie musí b˘t nutnû zaloÏeny na
tumor-asociovan˘ch antigenech, tedy pfieváÏnû normálních
bunûãn˘ch proteinech koexprimovan˘ch ve v˘znamném podí-
lÛ nádorÛ dané nádorové kategorie. Tato strategie s sebou nese
dvû základní nev˘hody. Jednak vzhledem k tomu, Ïe tyto pro-
teiny nejsou nijak funkãnû implikovány v procesu nádorové
transformace, pfiedstavuje utlumení jejich exprese jeden z pfií-
hodn˘ch mechanismÛ úniku nádorov˘ch bunûk pfied imunit-
ním atakem, jednak, jelikoÏ se jedná o tûlu vlastní normální
proteiny, lze vycházet z toho, Ïe imunitní odpovûì vÛãi nim
bude zatíÏena souãasnû probíhajícími mechanismy tolerance

a jejich imunogenicita bude tudíÏ pomûrnû slabá. JiÏ z klasic-
k˘ch experimentÛ transplantace nádorÛ vypl˘vá, Ïe vût‰ina
nádorÛ vlastní silné imunogenní determinanty, které jsou
ov‰em specifické pro kaÏd˘ individuální nádor a které podle
v‰eho odpovídají tumor-specifick˘m antigenÛm, tj. mutova-
n˘m proteinÛm kauzálnû implikovan˘m v etiologii daného
nádoru (2). Z hlediska nádoru tudíÏ nebude lehké tyto geny
expresnû vypnout a vzhledem k tomu, Ïe se jedná o nové pro-
teinové sekvence vzniklé mutacemi pÛvodních genÛ, mecha-
nismy imunologické tolerance vÛãi nim nebudou zfiejmû aktiv-
ní. Unikátní kombinace tûchto specifick˘ch antigenních
determinant v kaÏdém nádoru ov‰em vyluãuje bûÏné vakci-
naãní postupy, napfi. peptidy ãi peptidem naloÏen˘mi dendri-
tick˘mi buÀkami. Objevila se ov‰em nová vakcinaãní strate-
gie, která by mohla b˘t zamûfiena právû vÛãi tûmto unikátním
tumor-specifick˘m antigenÛm, a to vakcinace komplexy pep-
tidÛ a proteinÛ tepelného ‰oku (HPC-PC - heat shock protein-
peptide complexes).
Proteiny tepelného ‰oku totiÏ vedle své klasické funkce mole-
kulárních chaperonÛ v procesu sbalení proteinu do správné
sekundární a terciální struktury mají je‰tû dal‰í specifickou
funkci v procesu aktivace imunitního systému, a sice jako tran-
sportéry peptidÛ. V cytoplazmû kaÏdé buÀky byly deteková-
ny komplexy tûchto proteinÛ s antigenními peptidy; pfiedpo-
kládá se pfiitom, Ïe dojde-li ve tkáni k bunûãné l˘ze, jsou tyto
komplexy uvolnûny do prostfiedí a následnû interagují se spe-
cifick˘mi receptory na povrchu profesionálních antigen-pre-
zentujících bunûk, pfiedev‰ím dendritick˘ch bunûk. Dosud bylo
popsáno nûkolik receptorÛ pro HSP-PC, zejména CD14, CD91
a receptory Toll-like rodiny, pfiedev‰ím TLR2 a TLR4. Tato
interakce vede k endocytóze komplexÛ, ov‰em následované
class I -prezentaãní drahou (crosspresentation). Takto dopra-
vené peptidy jsou následnû vystaveny na povrchu APC v kom-
plexu s MHC glykoproteiny I.tfiídy a mohou tak nastartovat
aktivaci cytotoxick˘ch CD8+ T-lymfocytÛ. HSP-PC zastáva-
jí kromû tohoto transportu peptidÛ dal‰í v˘znamné imunomo-
dulaãní funkce, zejména aktivují diferenciaci dendritick˘ch
bunûk (a tedy zv˘‰ení exprese kostimulaãních molekul) a sou-
ãasnû jsou schopny pfiímou vazbou aktivovat NK-buÀky. HSP-
PC tedy aktivují v˘hradnû bunûãnou imunitní odpovûì (17).
Proteiny tepelného ‰oku pfiedstavují z biochemického hledis-
ka dosti heterogenní skupinu, zahrnující nejménû 5 proteino-
v˘ch rodin, v˘raznû se li‰ících ve sv˘ch imunogenních vlast-
nostech; nejvût‰í imunogenicitu vykazují peptidové komplexy
hsp-proteinÛ Hsp 70 a gp 96. HSP-PC sv˘m sloÏením, tedy
zastoupením jednotliv˘ch peptidÛ, vÏdy odráÏejí antigenní
vlastnosti bunûk, ze kter˘ch jsou izolovány. Izolace HSP-PC
z nádorÛ tedy poskytuje cestu k unikátním tumor-specifick˘m
antigenním peptidÛm a vzhledem k jejich shora naznaãené
funkci lze HSP-PC komplexy izolované z chirurgicky odstra-
nûného nádoru pfiímo pouÏít jakoÏto protinádorovou vakcínu
(18). Své zku‰enosti s tímto zpÛsobem vakcinace na konfe-
renci prezentoval Dr. Giorgio Parmiani (Unit of Immunothe-
rapy of Human Tumors, Instituto Nazionale per lo Studio e la
Cura dei Tumori, Milan).
Dr. Parmiani prezentoval v˘sledky dvou mal˘ch klinick˘ch
studií, jedné zamûfiené na maligní melanom a druhé na do jater
metastazující kolorektální karcinom. Ve v‰ech pfiípadech byly
k vakcinaci pouÏity peptidové komplexy s proteinem tepelné-
ho ‰oku gp96, izolované z chirurgicky odstranûného nádoru
a aplikované intradermálnû, buì samostatnû nebo, u jedné sku-
piny pacientÛ s maligním melanomem, spoleãnû s GM-CSF
(s cílem aktivace dendritick˘ch bunûk) a interferonem-α
(s cílem zv˘‰ení exprese HLA molekul I. tfiídy). Ve v‰ech pfií-
padech se podafiilo dosáhnout v˘znamné systemické protiná-
dorové imunity; vzhledem k tomu, Ïe v tomto pfiípadû nezná-
me specifick˘ antigen, je nutné pfiijmout speciální postupy
kvantifikace této systemické imunitní odpovûdi - kvantifika-
ce se v tomto pfiípadû provádûla na základû schopnosti lymfo-
cytÛ periferní krve lyzovat nádorové buÀky urãitého repre-
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zentativního panelu nádorov˘ch bunûãn˘ch linií. Celková doba
pfieÏití byla signifikantnû vy‰‰í u pacientÛ odpovídajících na
vakcinaci systemickou imunitou ve srovnání s pacienty, u nichÏ
této systemické odpovûdi dosaÏeno nebylo; u skupiny pacien-
tÛ s kolorektálním karcinomem bylo moÏné toto odli‰ení pro-
vést na velmi silné hladinû v˘znamnosti (p<0,0001), u malig-
ního melanomu tak impozantní hladiny v˘znamnosti dosaÏeno
nebylo (p<0,01). Stejnû jako u jin˘ch pfiístupÛ terapeutické
vakcinace nebylo moÏné ani zde korelovat systemickou imu-
nitní a klinickou odpovûì nádoru. Za zmínku stojí rovnûÏ sku-
teãnost, Ïe ve v‰ech pfiípadech pozitivní odpovûdi na vakci-
naci byla prokázána aktivace protinádorov˘ch CTL
i NK-bunûk.
V literatufie je moÏné najít nûkolik dal‰ích koncepãnû podob-
n˘ch klinick˘ch studií terapeutické vakcinace HSP-peptido-
v˘mi komplexy, se srovnateln˘mi v˘sledky. Randomizovaná
studie fáze III v souãasnosti probíhá u melanomu a karcinomu
ledviny a její v˘sledky lze oãekávat s velk˘m zájmem. Zfie-
telnou nev˘hodou tohoto zpÛsobu vakcinace je ov‰em naprostá
závislost na vstupním vzorku odoperovaného nádoru, a to jak
v kvantitativním slova smyslu (k pfiípravû HSP-peptidov˘ch
komplexÛ je nutná urãitá minimální velikost nádoru, aspoÀ 1
aÏ 5 g, lépe 10 g, vakcinace konãí vyãerpáním tohoto jedno-
rázovû pfiipraveného mnoÏství HSP-PC), tak kvalitativnû
(nádor by mûl b˘t napfiíklad prost rozsáhlej‰í nekrózy, pro-
blémy s pfiípravou HSP-PC mohou ãinit rovnûÏ nádory ze tká-
ní se zv˘‰en˘m obsahem proteáz jako je napfiíklad karcinom
Ïaludku ãi pankreatu) (18). MoÏné fie‰ení tûchto problémÛ
naãrtl ve svém pfiehledu Milani et al., a to Ïe by bylo moÏné
sestavit pro kaÏdou nádorovou kategorii urãit˘ antigennû repre-
zentativní panel nádorov˘ch bunûãn˘ch linií a ty by pak pfied-
stavovaly potenciálnû nekoneãn˘ zdroj HSP-peptidov˘ch
komplexÛ pro vakcinaci (17). DÛmyslné rozvinutí této strate-
gie zmínil v diskusi Dr. Parmiani - podafiilo-li by se sestavit
tento reprezentativní panel nádorov˘ch bunûãn˘ch linií, bylo
by je moÏné stabilnû transfektovat modifikovan˘mi genov˘-
mi konstrukty hsp-genÛ, které by umoÏnily sekreci HSP-PC
do kultivaãního média, coÏ by ohromnû usnadnilo pfiípravu
odpovídající vakcíny. Zdá se tudíÏ, Ïe v této oblasti protiná-
dorové terapeutické vakcinace lze v budoucnosti oãekávat fas-
cinující v˘voj.

Pasivní imunoterapie
Terapeutická vakcinace pfiedstavuje základní smûr aktivní
protinádorové terapie. Druhou moÏnou cestou je pasivní imu-
noterapie, pfii které doplÀujeme pacientÛv imunitní systém
jiÏ hotov˘mi ex vivo pfiipraven˘mi a aktivovan˘mi efektoro-
v˘mi mechanismy. Z hlediska humorální imunity pfiicháze-
jí v úvahu jako snad nejznámûj‰í pfiedstavitelé pasivní imu-
noterapie monoklonální protilátky, z nichÏ nûkolik získalo
postavení standardních schválen˘ch léãiv. Postavení proti-
látek v nádorové imunologii obecnû je ov‰em zahaleno fiadou
otazníkÛ. Z hlediska mechanismu úãinku si lze pfiedstavit
dvojí typ pÛsobení - pÛsobení zaloÏené na imunologick˘ch
mechanismech a pÛsobení zaloÏené na blokování a následné
funkãní neutralizaci povrchov˘ch signálních molekul. Imu-
nologické mechanismy si lze v podstatû pfiedstavit trojího
druhu - aktivaci komplementu, aktivaci tzv. na protilátkách
závislé bunûãné cytotoxicity (ADCC - antibody dependent
cellular cytotoxicity), jejíÏ podstatou je vazba Fc-receptorÛ
a následná aktivace specifick˘ch efektorov˘ch bunûãn˘ch
populací, zejména NK-bunûk a makrofágÛ, ãi koneãnû za tfie-
tí aktivaci idiotypické regulaãní sítû (14). Protilátky proti
nádorov˘m antigenÛm jsou stabilní souãástí séra onkologic-
k˘ch pacientÛ, ostatnû metodika identifikace nádorov˘ch
antigenÛ screenováním expresních knihoven sérem onkolo-
gick˘ch nemocn˘ch (SEREX) jiÏ byla nûkolikrát zmínûna.
Îádné zjevné lytické pÛsobení tûchto protilátek na nádorové
buÀky in vivo ov‰em nikdy nebylo prokázáno, pfiestoÏe in vit-
ro po pfiidání heterologního komplementu mÛÏe b˘t tento

efekt docela snadno pozorován (2). Vyhranûnû humorální typ
imunitní odpovûdi vÛãi nádoru lze povaÏovat za prognostic-
ky spí‰e ‰patné znamení, ponûvadÏ tento typ imunitní odpo-
vûdi pfiedpokládá polarizaci pomocn˘ch T-lymfocytÛ ve smû-
ru subsetu Th2, coÏ s sebou automaticky nese potlaãení
diferenciace ve smûru subsetu Th1, kter˘ je kriticky v˘znam-
n˘ pro rozvoj bunûãné imunitní odpovûdi, jejíÏ místo v pro-
tinádorové imunitû je na rozdíl od protilátek nezpochybni-
telné (19).
Kromû strategií zamûfien˘ch na imunologické popfiípadû sig-
nálnû-blokující mechanismy lze afinitu protilátek vÛãi povr-
chov˘m nádorov˘m antigenÛm vyuÏít je‰tû jedním zpÛso-
bem, totiÏ jakoÏto prostfiedku transportu cytotoxick˘ch
substancí do bezprostfiední blízkosti nádorové buÀky. V tom-
to pfiípadû se ov‰em nepouÏívají zpravidla protilátky v té
podobû, jak se vyskytují in vivo (tzn. tetramer dvou lehk˘ch
a dvou tûÏk˘ch fietûzcÛ), n˘brÏ metodikou rekombinantí DNA
se ve vhodném uspofiádání kombinují genové úseky odpoví-
dající antigen-vazebn˘m doménám (tzv. single-chain anti-
body). Na tyto molekuly je potom moÏné konjugovat napfi.
radioaktivní izotop, rostlinn˘ toxin nebo cytostatikum. Obec-
n˘m problémem protilátkové léãby je u pevn˘ch nádorÛ pfií-
stupnost bunûk lokalizovan˘ch uvnitfi nádoru. Zfiejmû nej-
snadnûj‰í bude proto uplatnûní protilátkové léãby buì ve
stádiu minimální reziduální nemoci u pevn˘ch nádorú, ane-
bo pfii léãbû leukémií (1).
Bunûãná pasivní imunoterapie rovnûÏ pro‰la sv˘m v˘vojem
a jejím klasick˘m klinick˘m pfiíkladem je vyuÏití tzv. LAK-
bunûk (lymphokine activated killers). Jedná se o heterogenní
populaci lymfocytÛ periferní krve aktivovan˘ch krátkodobou
kultivací v pfiítomnosti interleukinu-2 a poté zpûtnû aplikova-
n˘ch pfiíslu‰nému pacientovi. Uveden˘ postup vedl v nûkte-
r˘ch pfiípadech ke klinické odezvû u pacientÛ s melanomem
a karcinomem ledviny, tento v˘sledek ve ov‰em nepodafiilo
potvrdit v ‰ífieji koncipovan˘ch klinick˘ch studiích a celá tato
strategie byla v podstatû opu‰tûna. MoÏné imunologické
vysvûtlení fenoménu LAK-bunûk je v zásadû dvojí - jednak
aktivace NK- a NK T-bunûk, jednak aktivace cytotoxick˘ch
T-lymfocytÛ (IL-2 pfiedstavuje moÏn˘ kostimulaãní signál pro
aktivaci CTL a bylo prokázáno, Ïe tumor-infiltrující lymfo-
cyty nab˘vají schopnosti lyzovat nádorové buÀky aÏ po nûko-
likahodinové kultivaci v pfiítomnosti IL-2) (1, 20). Heterogenní
povaha LAK-populace ov‰em dosti ztûÏuje imunologickou
anal˘zu tohoto fenoménu.
Klinicky v˘znamn˘m pfiíkladem bunûãné antigen-nespeci-
fické pasivní imunoterapie je alogenní, resp. haploidentická
transplantace kostní dfienû ãi hematopoetick˘ch kmenov˘ch
bunûk pfii léãbû celé fiady zhoubn˘ch onemocnûní krevních
bunûk. Vykazují-li dárce a pfiíjemce transplantátu alelické roz-
díly v HLA-genech, zejména I.tfiídy, pak to mÛÏe vést jednak
k odhojení transplantátu tak, jako u tranplantací v‰ech ostat-
ních orgánÛ, nebo, specificky v pfiípadû transplantace kme-
nov˘ch bunûk krvetvorby, k reakci novû zrekonstruovaného
imunitního systému proti somatick˘m buÀkám pfiíjemce trans-
plantátu (graft vs. host disease - GvHD - reakce ‰tûpu proti
hostiteli). Tato reakce pfiedstavuje na jedné stranû v˘znam-
nou klinickou posttransplantaãní komplikaci, ov‰em podafií-
li se jí pfiekonat, sniÏuje se v˘raznû riziko pozdûj‰ího relapsu
leukémie (tzv.efekt graft vs. leukaemia - GvL). Toto zprvu
empirické pozorování se vysvûtluje tak, Ïe imunitní odpovûì
novû zrekostruovaného imunitního systému na bázi kmeno-
v˘ch bunûk dárce transplantátu aktivovaná alelick˘m rozdí-
lem v HLA-genech se také zamûfiuje proti reziduálním leuke-
mick˘m buÀkám, které pfieÏily chemo- a radioterapii
pfiedcházející vlastní transplantaci. Dvû bunûãné populace
jsou zfiejmû z hlavní ãásti odpovûdné za GvL-efekt - aktivo-
vané T-lymfocyty a NK-buÀky. Z hlediska CTL je GvL-efekt
vysvûtlován tak, Ïe v˘sledkem alelick˘ch rozdílÛ v prezen-
tujících HLA glykoproteinech je odli‰né spektrum prezento-
van˘ch peptidÛ polymorfních vnitrobunûãn˘ch proteinÛ, kte-
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ré se oznaãují jako tzv. minoritní histokompatibilní antigeny
(4, 20). Co se t˘ãe NK-bunûk, právû jejich v˘znam je v sou-
ãasnosti pfiedmûtem bedlivé anal˘zy a teoretick˘ základ jejich
vyuÏití pro GvL-efekt poskytla obecnû imunogenetická pfied-
ná‰ka, kterou na konferenci proslovil Dr. John Trowsdale
(Immunology Division, Department of Pathology, Universi-
ty of Cambridge).
Pro biologickou aktivaci NK-bunûk jsou klíãové receptory pro
MHC glykoproteiny I.tfiídy; u ãlovûka jsou tyto receptory kódo-
vány tzv. KIR-geny (killer immunoglobuline-like receptors),
pfiiãemÏ interakce s odpovídajícím HLA class I-ligandem pfied-
stavuje pro NK-buÀku prominentní negativní signál (tato kon-
cepce aktivace NK-bunûk se oznaãuje jako „missing self“).
Vedle tûchto inhibiãních receptorÛ jsou k dispozici rovnûÏ akti-
vaãní KIR, platí ov‰em, Ïe kaÏdá NK-buÀka exprimuje urãit˘
inhibiãní receptor a Ïe jím doruãen˘ negativní signál dominu-
je i v pfiípadû souãasného aktivaãního signálu. Na genetické
úrovni vykazují HLA-geny i KIR-geny fiadu pozoruhodn˘ch
paralel. V obou pfiípadech jsou geny uspofiádány do velk˘ch
genov˘ch clusterÛ - HLA-komplex na chromozomu 6p21 a LCR
(leukocyte receptor complex), jehoÏ sloÏkou je KIR-podkom-
plex, na chromozomu 19q13. V obou pfiípadech do‰lo ke znaã-
né diverzifikaci jak poãtu genÛ, tak na úrovni alelické boha-
tosti. Z evoluãního hlediska se zdá, Ïe tyto aspekty se bûhem
evoluce vyvíjely opakovanû a nezávisle - srovnání napfi. ãlo-
vûka a my‰i neumoÏÀuje kupfi. dedukovat ortologní geny pro
MHC geny I.tfiídy (neexistuje Ïádná sekvenãní homologie, kte-
rá by umoÏnila pfiifiadit HLA-A, -B a -C k my‰ím H-2K, -D
a -L genÛm) a je‰tû o poznání vût‰í druhová specificita existu-
je u KIR-genÛ. Tyto geny jsou u my‰i pfiítomny jen rudimen-
tárnû a jejich funkci plní strukturnû odli‰né geny rodiny Ly-49
- to je dÛkazem rychlé evoluce obou genov˘ch sestav. Podstatné
je rovnûÏ, Ïe HLA- a KIR-geny spolu na nûkolika úrovních
funkãnû interagují. Napfiíklad na genetické úrovni byla proká-
zána epistáze (tj. interaktivní, nikoli aditivní pÛsobení) v gene-
tické etiologii komplexní imunitních fenotypÛ, jako je napfi.
progrese AIDS a psoriatická artritida (21, 22).
Na úrovni v˘voje imunitního systému a z hlediska vysvûtle-
ní GvL-efektu je klíãov˘ jin˘ typ interakce. Jde o to, Ïe ale-
lická sestava HLA-genÛ I.tfiídy diktuje to, které konkrétní KIR-
geny budou klonálnû exprimovány NK-buÀkami tak, aby byla
naplnûna koncepce „missing self“. Jin˘mi slovy, populace
NK-bunûk kaÏdého jedince sestává z klonÛ, z nichÏ kaÏd˘
exprimuje urãitou typickou kombinaci KIR-genÛ, které sou-
bornû doruãují negativní signál pfii interakci s pfiítomn˘mi ale-
lick˘mi variantami HLA-glykoproteinÛ I.tfiídy - tímto zpÛso-
bem je zaji‰tûna tolerance na úrovni NK-bunûk (23). A odtud
pramení vysvûtlení úãasti NK-bunûk v GvL-reakci. Alelick˘
rozdíl v HLA-genech I.tfiídy (zejména HLA-B a HLA-
C genech) mezi pfiíjemcem a dárcem transplantátu, je-li tako-
vé povahy, Ïe NK-buÀky dárce nejsou inhibovány HLA-gly-
koproteiny pfiíjemce, vede k aktivaci NK-bunûk. Tato aktivace
je z dÛvodÛ, které nejsou dosud uspokojivû vysvûtleny, zamû-
fiena pfiedev‰ím vÛãi krevním buÀkám pfiíjemce (a nikoli ostat-
ním somatick˘m buÀkám jako je tomu u T-lymfocytÛ s v˘sled-
kem GvHD). To má nûkolik dÛsledkÛ. Za prvé se tím pfiímo
vysvûtluje GvL-efekt. Za druhé se tato aktivita rovnûÏ obra-
cí k reziduálním T-lymfocytÛm pfiíjemce transplantátu, ãímÏ
se sniÏuje pravdûpodobnost jeho odhojení, a za tfietí vÛãi anti-
gen-prezentujícím buÀkám pfiíjemce (zejm. dendritick˘m buÀ-
kám), které jsou nezbytné pro aktivaci T-lymfocytÛ trans-
plantátu v rámci GvHD, jejíÏ frekvence se tudíÏ také sniÏuje
- v‰echny tyto efekty byly klinicky prokázány u akutní mye-
loidní leukémie i samozfiejmû na experimentální úrovni
u my‰ího modelu tohoto onemocnûní. Zdá se tedy, Ïe typiza-
ce dárce a pfiíjemce transplantátu na vhodnou alelickou nesho-
du HLA-genÛ I.tfiídy a KIR-genÛ mÛÏe mít v˘znamné klinic-
ké uplatnûní (24-26).
Pasivní specifická bunûãná nádorová imunoterapie má v sou-
ãasnosti zejména podobu pokusÛ o adoptivní transfer defino-

van˘ch populací tumor-antigen-specifick˘ch cytotoxick˘ch
T-lymfocytÛ, napfiíklad v podobû izolace, in vitro expanze
a zpûtné aplikace tumor-infiltrujících lymfocytÛ (TIF) ãi z nich
odvozen˘ch bunûãn˘ch klonÛ tumor-reaktivních CTL. In vit-
ro expanze tûchto bunûk se vût‰inou provádí α-CD3 monok-
lonální protilátkou (coÏ simuluje antigenní signál zprostfied-
kovan˘ TCR) pfii kultivaci v pfiítomnosti IL-2. Tato in vitro
expanze je dnes metodicky dobfie zvládnutá a tímto zpÛsobem
je moÏné dosáhnout u o‰etfiovan˘ch pacientÛ jednorázovû vel-
mi vysok˘ch hladin tumor-reaktivních T-lymfocytÛ, zajisté
v˘raznû vy‰‰ích, neÏ je hladina dosaÏitelná aktivní imunizací
(20). Touto metodikou in vitro expanze a následného ado-
ptivního transferu se v nedávné dobû podafiilo dosáhnout
v˘znamn˘ch klinick˘ch úspûchÛ pfii léãbû pacientÛ s pokroãi-
l˘m metastazujícím maligním melanomem. Klinická odezva
byla ov‰em zaznamenána jen pfii adoptivním transferu krát-
kodobû expandovan˘ch TIF (tedy nikoliv pfii aplikaci ãist˘ch
bunûãn˘ch klonÛ), a to pacientÛm, u nichÏ byla tûsnû pfied ado-
ptivním transferem indukována lymfopénie krátkodobou inten-
zivní chemoterapií (kombinací cyklofosfamidu a fludarabinu).
Objektivní klinická odpovûì pfii tomto reÏimu adoptivního
transferu byla zaznamenána u 50% o‰etfien˘ch pacientÛ, coÏ
je v˘sledek nikdy nedosaÏen˘ jakoukoli terapeutickou vakci-
nací (27).
Za ním stojí pravdûpodobnû nûkolik nezávisl˘ch imunolo-
gick˘ch fenoménÛ. PouÏití krátkodobû expandované hetero-
genní smûsi tumor-infiltrujících lymfocytÛ je pravdûpodob-
nû spojeno s nízkou mírou vyãerpání vnitfiního proliferaãního
potenciálu bunûk. Bylo rovnûÏ prokázáno, Ïe tato heterogenní
TIF-populace obsahuje jak CD8+ tak i CD4+ T-lymfocyty
a lze tudíÏ pfiedpokládat, Ïe v tomto pfiípadû se aplikují akti-
vované cytotoxické i pomocné lymfocyty, jejichÏ koopera-
ce je nutná pro krátkodobou i dlouhodobou imunitní odpo-
vûì; v této souvislosti není pfiekvapující velmi nedávné
sdûlení, Ïe adoptivnû pfienesené CTL diferencují aÏ v pamû-
Èové cytotoxické T-lymfocyty (29). Obdobná aplikace klo-
novan˘ch vysoce afinitních CD8+-CTL musí b˘t logicky spo-
jena s daleko vût‰í úrovní in vitro expanze (s moÏn˘mi
dÛsledky napfiíklad v podobû pfiíblíÏení se senescenãnímu
limitu) a nijak nefie‰í otázku pomocn˘ch T-lymfocytÛ. Indu-
kovaná lymfopénie pak pravdûpodobnû pÛsobí na úrovni tzv.
homeostatické proliferace, tj. pomûrnû málo definovaného
pfiirozeného regulaãního mechanismu udrÏujícího fyziolo-
gické hladiny periferních lymfocytÛ. Jednou ze sloÏek této
homeostatické regulace mÛÏe b˘t kompetice o limitní kon-
centrace prorÛstov˘ch cytokinÛ (IL-2, IL-7, IL-15) - v tom-
to pfiípadû si lze pfiedstavit, Ïe cílená redukce endogenního
imunitního systému pfied vlastním adoptivním transferem
udûlí kompetitivní v˘hodu pfiená‰en˘m lymfocytÛm. V kaÏ-
dém pfiípadû pouze uvedená kombinace krátkodobû expan-
dovan˘ch tumor-infiltrujících lymfocytÛ a lymfopenického
pfiíjemce tûchto lymfocytÛ zaji‰Èuje dlouhodobou perzisten-
ci (po fiadu mûsícÛ) vysok˘ch hladin (aÏ 70 % v‰ech lymfo-
cytÛ periferní krve) aktivovan˘ch antitumorov˘ch lymfocy-
tÛ, která s sebou nese klinickou odpovûì (27, 28).
Zajímavou moÏnost dal‰ího v˘voje pasivní bunûãné imunote-
rapie shrnul ve svém pfiíspûvku Dr. Michael I. Nishimura
(Department of Surgery, University of Chicago, Chicago). Jed-
ná se o strategii cíleného smûrování imunitní odpovûdi tran-
sferem α- a β-genÛ pro T-bunûãné receptory specifick˘ch pro
Ïádan˘ nádorov˘ antigen. Jde tedy o to klonovat geny pro T-
bunûãné receptory vykazující vysokou specificitu a afinitu vÛãi
prezentovan˘m peptidov˘m epitopÛm daného nádorového
antigenu, tyto geny vsunout do retrovirov˘ch vektorÛ a tyto
vektory pouÏít pro genovou manipulaci vlastních paciento-
v˘ch lymfocytÛ. Zdrojem vhodn˘ch TCR-genÛ mohou b˘t
tumor-infiltrující lymfocyty ãi napfiíklad HLA-transgenní my‰i
po pfiíslu‰né imunizaci. Ty jsou zejména v˘hodné pro izolaci
vysoce afinitních TCR vÛãi self-antigenÛm (coÏ je znaãná ãást
tumor-asociovan˘ch antigenÛ), protoÏe v tomto pfiípadû lze
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pfiedpokládat, Ïe T-buÀky nesoucí vysoce afinitní TCR budou
deletovány z periferního repertoáru ãlovûka (30). Dr. Nishi-
mura v této souvislosti prezentoval nanejv˘‰ pozoruhodn˘
nález, a to identifikaci TCR specifického pro peptid tyroziná-
zy (368-376, restrikce HLA-A2), izolovaného z klonu CD4+T-
lymfocytÛ z TIF-populace maligního melanomu (31). Jedná
se tedy o v˘jimeãn˘ pfiípad TCR exprimovaného CD4+T-lym-
focyty a pfiesto rozeznávající peptid v kontextu prezentace
HLA molekulami I.tfiídy. Tento nález otevírá cestu k jedné vel-
mi zajímavé praktické moÏnosti a k celé fiadû experimentál-
ních aplikací.
Afinita pfiíslu‰ného TCR vÛãi komplexu daného peptidu a pre-
zentující molekuly HLA-A2 je zjevnû tak velká, Ïe je scho-
pen efektivní interakce s nádorov˘m epitopem i bez pfiítom-
nosti koreceptoru, tj. CD8 (exprimovan˘ CD4 se nemÛÏe
v kontextu HLA molekul I.tfiídy uplatnit). Lze si tudíÏ pfied-
stavit moÏnost, Ïe by mohlo dojít k souãasné interakci nádo-
rové buÀky s adoptivnû podan˘mi geneticky manipulovan˘-
mi CD4+T-lymfocyty vybaven˘mi tímto TCR a endogenními
tumor-specifick˘mi CD8+ CTL, a v tomto pfiípadû by k akti-
vaci protinádorové bunûãné imunitní odpovûdi mohlo dojít
pfiímo v prostfiedí nádoru, ponûvadÏ tyto geneticky modifi-
kované CD4+T-lymfocyty by pfiímo zde mohly uplatnit svo-
ji pomocnou funkci.
Z experimentálních aplikací je celá oblast manipulace lymfo-
cytÛ TCR-geny propÛjãujícími známou antigenní specificitu
a afinitu velmi vhodná pro anal˘zu vzájemného vztahu afini-
ty (tj. síly molekulární interakce mezi TCR- a MHC-komple-
xy), avidity (vyjadfiující celkovou sílu interakce mezi CTL
a cílovou nádorovou buÀkou, která je funkcí exprimovan˘ch
koreceptorÛ, afinity a hladiny exprese interagujících TCR-
a MHC-komplexÛ) a fenoménu aktivací-indukované bunûãné
smrti (AICD - activation induced cell death). Podstatou AICD
je skuteãnost, Ïe pfiíli‰ siln˘ signál doruãen˘ TCR-komplexem
indukuje v pfiíslu‰ném T-lymfocytu apoptózu, a pro zámûrné
programování T-lymfocytÛ transferem TCR-genÛ je samo-
zfiejmû kriticky v˘znamné znát optimální úroveÀ afinity
a expresní hladiny vnesen˘ch TCR-genÛ, která by zaji‰Èovala
maximální specificitu a aviditu vÛãi cílov˘m nádorov˘m buÀ-
kám, ale je‰tû neindukovala AICD.

Klinické pouÏití interferonÛ a ostatních cytokinÛ
RÛzné cytokiny jsou souãástí fiady protokolÛ aktivní i pasivní
imunoterapie, jak je v jednotliv˘ch konkrétních pfiípadech uve-
deno v˘‰e, vedle toho ov‰em existují protokoly samostatného
farmakologického pouÏití nûkter˘ch cytokinÛ. Nejroz‰ífienûj-
‰í jsou v tomto ohledu interferony, zejména interferony-α,
a interleukin-2. Pfiímé farmakologické nasazení cytokinÛ nemá
zdaleka tak obecn˘ charakter jako je tomu u ostatních imuno-
terapeutick˘ch postupÛ a t˘ká se pouze nûkolika typÛ nádorÛ
- vedle nûkolika hematologick˘ch nádorov˘ch onemocnûní jde
z pevn˘ch nádorÛ zejména o karcinom ledviny a maligní mela-
nom, u IL-2 i o hepatocelulární karcinom.
Léãebné pouÏití samotného IL-2 je principiálnû totoÏné s jeho
adjuvantním uplatnûním v protokolech terapeutické vakcina-
ce ãi adoptivního transferu efektorov˘ch bunûk, jedná se tedy
o pokus obecnû aktivovat imunitní systém. JiÏ pfiede‰le cito-
vané pfiíklady dokládají ov‰em, Ïe IL-2 se nijak nevymyká
z obecn˘ch dvou principÛ fungování cytokinÛ - redundance
a pleiotropie, tj. fiada fenotypick˘ch efektÛ IL-2 je taktéÏ deter-
minována dal‰ími cytokiny, aÈ uÏ nezávisle ãi v kooperaci,
a IL-2, jakoÏto kaÏd˘ jin˘ cytokin, má fiadu rÛzn˘ch a nûkdy
i protichÛdn˘ch efektÛ na rÛzné populace leukocytÛ; jeho sou-
ãasné postavení v mechanismech aktivace efektorové odpo-
vûdi i tolerance bylo jiÏ pfiede‰le popsáno. Lze proto jen zopa-
kovat závûr, kter˘ byl na stránkách tohoto ãasopisu jiÏ uãinûn,
Ïe samostatné podávání imunomodulaãních cytokinÛ bude
vÏdy tak trochu sázkou do loterie, ponûvadÏ klinická odezva
bude vÏdy velmi závislá na velmi jemn˘ch odstínech stavu
a míry aktivace imunitního systému o‰etfiovaného pacienta,

a to jak na systemické úrovni, tak na úrovni léãeného nádoru,
pfiiãemÏ je velmi obtíÏné tyto aspekty v potfiebné mífie analy-
zovat pfied zahájením terapie (32).
Postavení interferonÛ je v tomto ohledu ponûkud odli‰né. Bio-
logick˘ úãinek interferonÛ zahrnuje totiÏ jak imunomodulaã-
ní pÛsobení, v nûkter˘ch ohledech analogické interleukinu-2,
ov‰em jeho souãástí je rovnûÏ pfiím˘ efekt na somatické buÀ-
ky. Receptory interferonÛ (zejména typu α/β) jsou ‰iroce tká-
Àovû distribuovány a mezi pfiímé biologické efekty na úrov-
ni somatick˘ch bunûk patfií napfi. inhibice proliferace, indukce
diferenciace a inhibice angiogeneze. Signál doruãen˘ inter-
ferony je buÀkou zpracováván v pomûrnû velmi komplexní
podobû na nûkolika úrovních, jejichÏ podrobn˘ popis pfiesa-
huje rámec tohoto ãlánku - primární signál je z bunûãného
povrchu do jádra pfievádûn transdukãní drahou JAK-STAT,
mezi takto novû exprimovan˘mi geny se ov‰em nalézají geny
pro dal‰í transkripãní faktory, jako je rodina transkripãních
faktorÛ IRF, dále PML a CIITA, které propagují interferono-
v˘ signál v rámci sekundární transkripãní odpovûdi (33, 34).
Mezi geny aktivovan˘mi interferonem je i klasick˘ tumoro-
v˘ supresorov˘ gen p53, a to jak v rámci primární odpovûdi
(35), tak prostfiednictvím faktoru PML (36, 37), vedle toho
byl pfiím˘ tumorov˘ supresorov˘ úãinek popsán i pro prote-
in IRF-1 (38). Interefony vedle toho standardnû zvy‰ují expre-
si HLA genÛ I.tfiídy. Interferonov˘ signál má ov‰em na druhé
stranû za následek i represi specifick˘ch genÛ, mj. genu pro
vaskulární endotelov˘ rÛstov˘ faktor-1, odkud se pravdûpo-
dobnû odvozuje jeho inhibiãní úãinek na nádorovou angio-
genezi (39).
Maligní melanom je nádor, u kterého je IFNα pfiímo farma-
kologicky pouÏíváno (40) a molekulární podstata tohoto far-
makologického pÛsobení interferonÛ byla pfiedmûtem pfiís-
pûvku Dr. Józsefa Tímára (National Institute of Oncology,
Budapest). Cílem bylo identifikovat geny, jejichÏ exprese
zakládá v klinické praxi velmi heterogenní odezvu na apli-
kaci interferonÛ. Po metodické stránce projekt zahrnoval
identifikaci a porovnání souboru aktivovan˘ch a reprimova-
n˘ch genÛ kultivovan˘ch bunûãn˘ch populací kryjících celou
‰kálu v˘voje a progrese melanomu (normální kultivované
melanocyty, melanomové bunûãné linie odpovídající rÛzn˘m
stádiím nádorové progrese - primární vs. invazivní vs. metas-
tatické - a rÛzn˘m úrovním rÛstové senzitivity na interfero-
nov˘ signál - senzitivní vs. rezistentní). Projekt dosud nebyl
publikaãnû dokonãen a proto není moÏné uvést detailní v˘ãet
zji‰tûn˘ch diferenciálnû exprimovan˘ch genÛ. Dva nálezy
ov‰em stojí za zdÛraznûní - zjistilo se, Ïe IFNα reprimuje
expresi genu pro MART-1/Melan A a souãasnû zvy‰uje
expresi genu pro multilékovou rezistenci MDR-1. Tyto nále-
zy jsou velice zajímavé z hlediska diskuse, jaká forma násled-
né terapie by byla nejv˘hodnûj‰í v pfiípadû, Ïe dan˘ melanom
vykazuje rezistenci vÛãi interferonu. Aktivace MDR-1-genu
dopfiedu diskvalifikuje chemoterapii, ov‰em jak represe
MART-1/Melan A-genu, tak aktivace MDR-1-genu spolu
s aktivací HLA-genÛ I.tfiídy by bylo potenciálnû moÏné
s v˘hodou vyuÏít pro následnou specifickou imunoterapii.
MDR-1-pumpa totiÏ podle v‰eho zvy‰uje sekreci cytokinÛ,
vãetnû IL-2 (41), coÏ by mohlo pfiispût k vytvofiení vhodné-
ho mikroprodtfiedí pro aktivaci imunitní odpovûdi. Je‰tû
v˘znamnûj‰í se zdá nález represe MART-1/Melan A-genu.
Jedná se totiÏ o imunodominantní liniovû-specifick˘ antigen,
tzn. Ïe je exprimován uÏ na melanocytech, T-lymfocyty namí-
fiené proti nûmu musí b˘t tudíÏ fyziologicky pfiedmûtem
mechanismÛ tolerance, zároveÀ ov‰em, vzhledem ke své imu-
nodominanci, diktuje specificitu imunitní odpovûdi a zasti-
Àuje pozdûj‰í melanomovû-specifické antigeny. Represe
tohoto genu následkem pfiedchozí interferonové terapie by
tudíÏ mohla b˘t velmi v˘hodná právû z pohledu zru‰ení této
imunodominance, coÏ by mohlo otevfiít dvefie k v˘voji a uplat-
nûní nov˘ch melanomovû-specifick˘ch vakcín s lep‰í vyhlíd-
kou na klinickou odezvu.
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INTRODUCTION
Langerhans cell histiocytosis (LCH) encompasses a group of
diverse disorders that are typically characterized by the
accumulation and infiltration of monocytes, macrophages,
and dendritic cells in the affected tissues. The clinical
presentation in this group of disorders varies greatly, ranging
from mild to life threatening. 
Although nearly a century has passed since the recognition of
histiocytic disorders, their pathophysiology remains an
enigma. LCH may affect patients of any age. 
The exact adult disease incidence is unknown, but is much
more common in children. The estimated pediatric incidence
is approximately 3-4 per million with a peak between 1 and 3
years (1). The estimated total mortality of LCH is
approximately 3% in adults and 15% in children (2). Most
reports are based on a single-specialty experience and there
are only a few describing relatively large series of patients (3). 

TERMINOLOGY
Langerhans cell histiocytosis (LCH), also known as
Langerhans cell granulomatosis or histiocytosis X was first
described by Paul Langerhans in 1868 (4). 
Lichtenstein originated the term histiocytosis X in 1953 to
describe a group of poorly understood diseases that differed in
presentation but had a common pathologic characteristic:
histiocyte proliferation (5).
In 1987, the International Histiocyte Society changed the
name of the disease from histiocytosis X to Langerhans’ cell
histocytosis (6). 
Patients with LCH can have a broad spectrum of disease
manifestations, from involvement of a single site to wide-
spread systemic involvement. This spectrum of clinical
presentations has led to a number of terms for LCH. 
Eosinophilic granuloma refers to disease limited to a single
site, usually bone. Patients with Hand-Schıller-Christian
disease present with a classic triad of multiple bone lesions,

exophthalmos, and diabetes insipidus. Abt-Letterer-Siwe
disease is an acute, progressive, and often fatal multisystem
variant of LCH that usually affects the very young. There may
be transitional forms between the three entities from the outset
or during the evolution of the disease (7).

PATHOGENESIS 
Although the clinical and histological aspects of LCH are well
established, the cause and pathogenesis of LCH remain
unclear. Infectious agents and cellular and immune system
dysfunction, whether related to lymphocytes and cytokines,
genetic factors, cellular adhesion molecules, or a combination
of these, have been implicated in the etiology and
pathophysiology of these disorders. 
LCH is a disorder of Langerhans cells (LC). LC are dendritic,
peripheral, antigen-processing cells of bone marrow origin.
They present various environmental, viral, and tumor-associated
alloantigens to immunologically competent T-lymphocytes,
stimulate allogeneic and syngeneic mixed leukocyte reactions,
secrete interleukin-1, function as accessory cells in the
generation of cytotoxic T-lymphocytes, and are target cells for
the generation of delayed hypersensitivity reactions and
possibly for cytotoxic T-lymphocytes in acquired immune
deficiency syndrome. Thus, Langerhans cells constitute an
important part of the afferent limb of the localized immune
response (8, 9, 10). These cells are found throughout the body
but are primarily located in the suprabasal layer of human
epidermis (11). 
LC act as sentinels. They recognize, internalize, and process
antigens encountered in the skin. Upon encountering antigens,
LC become activated with subsequent maturation and
induction of their migratory capacity. Activated LC then
detach from their surrounding epidermal microenvironment
and travel to draining lymph nodes via afferent lymphatics,
where they are termed interdigitating dendritic cells. Once in
the lymph node, LC lose their ability to take up and process
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antigen, but instead acquire immunostimulatory capabilities.
These capabilities include: upregulation of MHC molecules,
expression of B7 molecules, necessary for naïve T lympho-
cyte activation, and the upregulation of several adhesion
molecules, important for interactions with antigen-specific
T cells. In this way, LC are able to process and present
antigens encountered in the skin to naïve T lymphocytes in the
draining lymph nodes. Maturation into functional LC is
affected by cytokines such as GM-CSF, IL-1, and TNF-α
(12-16).
The disease is believed to result from a disorder of immune
regulation (17).
Langerhans cells in patients with LCH are aberrant and
profoundly differ from normal LC. They differ from their
normal counterparts in their migration, efficiency of antigen
presentation, cytokine production, and expression of
important cell surface proteins. LCH cells can accumulate in
organs that are outside of the normal physiologic distribution
of LC cells. Langerhans cells normally reside only in skin,
lymph nodes, or thymus. LCH cells may also involve the
abnormal accumulation of dendritic cell progenitors, which
are CD34+. In a small study, the percentage of CD34+ cells
isolated from the peripheral blood of patients with LCH was
three times higher than in normal controls (18).
Whether LCH is reactive or neoplastic is even debated, and
several features provide seemingly contradictory evidence on
this point: spontaneous resolution of disease on the one hand
and clonality of lesional LCH on the other (19, 20). 
Like cancer, LCH can affect any organ system. LCH is not
regarded as a „conventional“ malignancy. Histopatologist
describes Langerhans’ cell „accumulation“ or „activation“
rather than „proliferation“ important difference from true
malignancy. Even studies of clonality may yield puzzling
results, with some reports examining only one sample per
patient and therefore showing evidence of LCH cell
monoclonality in some forms of the disease (21) whilst others
have reported polyclonality, when distinct lesions of the same
patient have been studied at the same time (22).
The alternative possibility of LCH arising from somatic
mutations that cause clonal expansion of Langerhans cells or
their precursors has been proposed. However, this theory also
may involve a viral theory in which viral nucleic acids give
rise to such mutations, but the search for viral cause and for
molecular abnormalities are still unsuccessful (23, 24, 25).
Concept of clonality in LCH remains controversial (26).
Several important insights have recently been made, which
support the hypothesis that LCH is a neoplasia of dendritic
cells (22).
The observation that around 1% of cases of LCH have another
affected relative, either child or adult, suggests a genetic
predisposing factor (27).
Therefore, each theory should not be considered to be
mutually exclusive.
LCH can be progressive and fatal. In other cases, LCH is
localized and self-limited. The natural history of this disease
is atypical and often fluctuates. Its systemic manifestations
include weight loss, fever, chills, and fatigue (28). 
LCH is practically the only known human disease of dendritic
cells, whose key immunological role, especially in cancer
surveillance, is now of considerable interest. The importance
of a methodical approach is that it may not only throw light on
a disease process, but also on the physiological function of the
normal cell counterpart (29).

GENITAL INVOLVEMENT
LCH of the lower female genital tract was first reported in a 6-
year-old child by Lane and Smith in 1939. This case was in
association with diffuse cutaneous and multiorgan
involvement (30).
Localization of LCH in the female genital mucosa is rare, and

Axiotis et al reviewed 42 cases in which the lesions, which
were often multiple, preceded systemic evidence by many
years. The age at onset ranged from 8 months to 85 years,
average 29 years. LCH may encompass the vulva, vagina,
cervix, endometrium, and ovary (31). These authors classified
genital LCH into four distinct nosologic groups, based on
initial clinical presentation and natural history:
(a) LCH of only the genital tract, (b) genital LCH with
subsequent multiorgan involvement, (c) oral or cutaneous
LCH with subsequent genital and multiorgan involvement,
and (d) diabetes insipidus with subsequent genital and
multiorgan involvement (31).
There appears to be no correlation between the histology and
the outcome of the genital lesions. Complete regression,
partial improvement, persistent lesions, and recurrences were
seen in all four groups of patients. 
Genital LCH as the sole manifestation of this disease is very
unusual (32). 
„Pure“ vulvar Langerhans cell histiocytosis is a rare
presentation. To date, 19 cases of isolated (localized) vulvar
LCH have been reported (33, 34). Clinical follow-up of these
cases showed that one third of the patients developed
disseminated disease. The most common sites of
dissemination were bones, including the sella turcica causing
diabetes insipidus. Other sites of dissemination included skin,
lung, oral cavity, bone marrow, and other sites in the female
genital tract. Prognostic conclusions could not be drawn in
this patient series due to a lack of documentation of patient
follow-up. 

CLINICAL PRESENTATION OF VULVAR LCH
Vulvar LCH may mimic various neoplastic and non-
neoplastic disorders. Pruritic, erythematous lesions resemble
eczema, seborrheic dermatitis, or Darier’s disease. 
Papular lesions with ulceration may resemble chancroid,
granuloma inguinale, or lymphogranuloma venereum. Single
indurated ulcers can have the appearance of syphilitic
chancres, tuberculosis, Crohn’s disease, or squamous cell
carcinoma. Painful multiple ulcerovesicular lesions may be
mistaken for herpes genitalis, erythema multiforme, or
Behcet’s syndrome. When the lesions are projecting,
multicentric masses, the differential diagnosis also includes
malignant melanoma and sarcoma. The rare, diffusely,
indurated lesion clinically mimics Paget’s disease of the vulva
(32, 35-39).

DIAGNOSIS 
The diagnosis of LCH is based on histopathology pattern in
biopsy specimens showing multinucleated Langerhans’ cells,
histiocytes, and eosinophils. The presence of Birbeck
granules on electron microscopic examination or the antigenic
markers that react with Cd1a glycoprotein and the
cytoplasmic protein S-100 detected by immunoperoxidase
staining is considered diagnostic (4, 8, 40).
Strict diagnostic criteria have been published by the
Histiocyte Society (6): Fresh-tissue biopsy is required to
diagnose the disease. In order to establish a definitive
diagnosis, either Birbeck’s granules must be identified on
electron microscopy or the cells must be CD1a-positive.
Birbeck’s granules are pentalaminar cytoplasmic inclusion
bodies that sometimes have a dilated terminal. A less certain
diagnosis can be made if biopsy reveals characteristic
morphology and if two or more of the following are present on
staining: characterictic peanut lectin binding, S-100 protein,
alpha-D-mannosidase, and adenosine triphosphatase.
The differential diagnosis of LCH at the microscopic level
includes immunodeficiency syndromes with graft-versus-
host disease, viral infections, and infiltrative diseases such as
leukemia or lymphoma, reticuloendothelial storage diseases,
Erdheim-Chester disease, and papular xanthomas (41, 42). 
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It seems possible that LCH involving the vulva has been
under-diagnosed in the past, considering that almost all cases
of isolated vulvar LCH have been reported within the past
twenty years. Increased awareness of isolated LCH involving
the vulva and other sites in the gynecologic tract is one likely
explanation for these cases being reported during the past two
decades. The availability of immunohistochemical analysis
for routinely processed tissues, which became widespread in
the 1980s, also is a likely explanation.
It is important to exclude systemic disease in any patient
suspected of having vulvar LCH. The routine evaluation
should include measuring serum electrolytes and performing
a chest X-ray, CT of the abdomen and pelvis, and skeletal
survey (43). 

TREATMENT OF VULVAR LCH 
The course of LCH is unpredictable. In some cases, it resolves
without treatment. 
On the other hand, it can recur even after the initial response
to treatment was successful. Due to the rarity of this disease,
treatment of vulvar LCH is still very diverse and is highly
individualized. 
Therapeutic options include surgery, topical and systemic
steroids, topical nitrogen mustard, radiotherapy, chemo-
therapy (mechlorethamine, etoposide, methotrexate, cyclo-
sporine, vincristine, vinblastine), photochemotherapy and
other treatment modalities (trimethoprim-sulfamethaxazole,
isotretinoin, interferon, thalidomide) (43-47). Mixed results
have been obtained with all treatment modalities.
Voelklein et al. report the case of a 36-year-old woman who
presented with a 9-year history of vulvar lesions. The
diagnosis of LCH was established by immunohistochemical
techniques. The patient received radiotherapy to the vulva and
responded with complete remission (39). 
Pather et al. presented a case of isolated vulvar LCH that was
initially treated with an excision biopsy but recurred 2 months
later. Local vulval radiotherapy resulted in complete
resolution of the lesion and there was no evidence of
recurrence after 24 month of follow-up (35).
Borglin et al, Dadey and Hurxthal performed vulvectomy on the
patients with vulvar LCH as initial therapy(48, 49). Also the case
of Chauffaile et al support the recommendation for the primary
surgical resection of the vulvar histiocytic lesions (50). 
It seems that local excision of LCH nodules isolated on the
vulva has the best therapeutic benefit in adult patients but 50%
of the patients with genital LCH who underwent surgical
excision relapsed after surgery (51). If LCH indeed has its
origin in the bone marrow, then it is hardly surprising that such
a high relapse rate exists.
Santillan et al. referred a 33-year-old women with isolated
vulvar LCH. The patient was treated with external beam
radiotherapy to the vulva after excision biopsy. The
recurrence on the vulva was treated with radical vulvar
excision. The second recurrence in the perineum was
successfully treated with thalidomide (46).

Isolated vulvar LCH has the potential for aggressive clinical
behavior, either as local recurrence or disseminated disease.
Two patients of LCH primary involving the vulva presented
by Padula et al after dissemination of the disease were treated
with radiation therapy, vulvectomy and thalidomide (34).
Montero et al advocate in the treatment of genital LCH the use
of immunomodulatory agents (thalidomide, trimethoprim-
sulfamethoxazol, interferons, retinoids) as initial first-line
therapies, rather than surgical excision or radiotherapy (51). 
The first case of the successful use of thalidomide for genital
LCH was reported by Gnassia et al in 1987 (52).
Dramatic responses of cutaneous and ano-genital lesions to
thalidomide and interferons have been reported. Interferon α
and β, as well as isotretinoin, have been used in cutaneous
disease with some reports of lasting remissions, and should be
further investigated as potential therapies for genital LCH
(53).
The efficacy of thalidomide in treating several inflammatory
skin diseases suggests that the mechanism of action is related
to immune modulation, cytokine inhibition, and/or anti-
angiogenesis. The reason for its use to treat LCH is that
thalidomide is an inhibitor of tumor necrosis factor, which
plays a prime role in generating Langerhans’ cells from their
CD34+ bone precursors (54).
Several investigators found thalidomide to be effective in
treating cutaneous and genital LCH, but the response was
temporary, and disease recurred after treatment ended (55,
56).
Optimal treatment has not yet been determined. New
treatment modalities are needed for this disease. Large scale,
clinical control, randomized trials to assess optimal therapy
generally are not feasible in such an uncommon disease with
variable clinical features and natural history. The difficulty of
the treatment also lies in the unpredictability of the course of
LCH. The establishment of the International Histiocyte
Society Registry was the first step towards a cooperative effort
in the management of LCH (57).

CONCLUSION
Although the occurrence of LCH on the vulva is very unusual,
gynecologists must bear this possibility in mind when
a woman presents atypical chronic lesions on the genital
mucosa. The clinical diagnosis is impossible to establish
because no typical lesions are found. In such cases, it is
necessary to perform a biopsy on the mucosa, rule out the
possibility of systemic disease, and review the patient
periodically in order to forestall a possible spread of the
disease at any time.
Its etiology and pathophysiology, as well as the most effective
modes of therapy, remain elusive. More research needs to be
conducted so that we may better understand the mechanisms
of LCH and help to predict when the disease is benign and may
resolve on its own, and when it is aggressive and unremitting
and requires treatment.
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Úvod
Bakteriální rezistence vÛãi antibiotikÛm je závaÏn˘m celo-
svûtov˘m problémem. Zvy‰ující se frekvence rezistentních
bakteriálních kmenÛ je opakovanû zji‰Èována jak v nemoc-
niãním prostfiedí, tak v komunitû.
V nemocniãním prostfiedí je situace závaÏná zejména na hema-
to-onkologick˘ch oddûleních a jednotkách intenzivní péãe,
kde vysok˘ selekãní tlak antibiotik a mnohdy nedodrÏování
hygienick˘ch opatfiení vede ke vzniku a ‰ífiení nozokomiálních

nákaz [1-3]. Kmeny, které tato onemocnûní zpÛsobují, b˘va-
jí ãasto multirezistentní a jsou v literatufie dávány do souvis-
losti s neúspû‰nou a nákladnou terapií [4, 5]. Navzdory zvy-
‰ující se prevalenci grampozitivních bakteriálních agens
zÛstávají gramnegativní kmeny stále v˘znamn˘mi patogeny
[6, 7].
Selekãní tlak antibiotik je kromû dal‰ích rizikov˘ch faktorÛ
uvádûn jako primární pfiíãina narÛstající bakteriální rezisten-
ce vÛãi antibiotikÛm. Expozice antibiotikÛm je uvádûna jako

pÛvodní práce

VLIV SELEKâNÍHO TLAKU VYBRAN¯CH ANTIBIOTIK NA REZISTENCI
NEJâASTùJI SE VYSKYTUJÍCÍCH GRAMNEGATIVNÍCH BAKTERIÁLNÍCH
KMENÒ NA ODDùLENÍ KLINICKÉ HEMATOLOGIE VE FAKULTNÍ
NEMOCNICI V HRADCI KRÁLOVÉ

AN INFLUENCE OF SELECTIVE PRESSURE OF ANTIBIOTICS 
ON GRAM-NEGATIVE BACTERIAL FLORA RESISTANCE IN THE 
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Cíl studie: Analyzovat vztah mezi expozicí antibiotikÛm (cefotaxim, ceftazidim, ofloxacin, ciprofloxacin, imipenem, mero-
penem, gentamicin, amikacin, netilmicin a amoxycilin/kyselina klavulánová) a rezistencí nejãastûji se vyskytujících gram-
negativních bakteriálních kmenÛ na Oddûlení klinické hematologie II. Interní kliniky Fakultní nemocnice. PouÏité metody:
Jedná se o retrospektivní, observaãní studii. Sbûr dat byl provádûn v období od 1.1.1998 do 31. 12. 2001. Spotfieba antibiotik
byla vyjádfiena v definovan˘ch denních dávkách vztaÏen˘ch na 100 o‰etfiovacích dnÛ - lÛÏkodnÛ (DDD/100 lÛÏkodnÛ). Iden-
tifikace bakteriálních kmenÛ a vy‰etfiení citlivosti (disková difusní metoda) bylo provedeno v souladu s mezinárodnû akcep-
tovan˘mi pokyny. Do studie byly pro jednu hospitalizaci jednoho pacienta zahrnuty pouze odli‰né fenotypy. Závislost ãetnosti
rezistentních kmenÛ na expozici antibiotikÛm byla analyzována pomocí lineární regrese. V˘sledky: Statisticky v˘znamná line-
ární závislost byla zji‰tûna mezi relativní roãní spotfiebou fluorochinolonÛ a rezistencí kmenÛ Enterobacter spp. k fluorochi-
nolonÛm (r = 0,821; p = 0,005). Statisticky v˘znamná negativní korelace byla zji‰tûna mezi expozicí gentamicinu a rezistencí
kmenÛ Klebsiella pneumoniae (r = -0,882; p = 0,012). Závûr: V prostfiedí hemato-onkologického oddûlení bylo zji‰tûno, Ïe sní-
Ïení selekãního tlaku fluorochinolonÛ vede rovnûÏ ke sníÏení v˘skytu kmenÛ Enterobacter spp. rezistentních k tomuto antibi-
otiku. Paradoxnû byl na oddûlení pfii nízké spotfiebû gentamicinu pozorován vysok˘ podíl kmenÛ Klebsiella pneumoniae rezi-
stentních vÛãi gentamicinu. 

Klíãová slova: antibiotika, selekãní tlak antibiotik, gram-negativní bakterie, hemato-onkologie

Objective: Aim of the study was to evaluate the relationship between usage of antimicrobial agents intended to treat infection
caused by Gram-negative bacteria (cefotaxim, ceftazidim, ofloxacin, ciprofloxacin, imipenem, meropenem, gentamicin,
amikacin, netilmicin and amoxycilin/clavulanic acid) and resistance of those bacteria in the haemato-oncology unit at the
University Hospital. Methods design: Observational, retrospective study. Data had been collected from January 1, 1998 to
December 31, 2001. Antibiotic usage data were obtained by chart extraction. Non-duplicate strains isolated from haemato-
oncology inpatients were tested for their susceptibility by the disk diffusion test. Results: A relationship between relative one-
year consumption (expressed in DDD/100bed-days) and rates of resistance for selected Gram-negative bacteria was evaluated
by the means of linear regression. We identified statistically significant positive correlation for fluoroquinolones usage and
Enterobacter spp. resistance (r = 0,821; p = 0,005). Statistically significant negative correlation was found for usage of
gentamicin (r = -0,882; p = 0,012) and Klebsiella pneumoniae resistance. Conclusion: In the haemato-oncology setting
a decrease of selective pressure of fluoroquinolones entailed a decrease of Enterobacter spp. strains resistant to
fluoroquinolones. In paradox, high resistance of Klebsiella pneumoniae strains to gentamicin was observed at the haemato-
oncology wards with low consumption of gentamicin.
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jeden z rizikov˘ch faktorÛ osídlení pacientÛ multirezistentní-
mi kmeny. Dal‰ími rizikov˘mi faktory (sekundárnû usnadÀu-
jící kolonizaci/infekci rezistentními kmeny) jsou základní one-
mocnûní, aplikace cytostatick˘ch reÏimÛ se zv˘raznûnou
slizniãní toxicitou, programy autologních a allogenních trans-
plantací periferních kmenov˘ch bunûk (PBPCT), intravasku-
lární ãi permanentní katetrizace, mechanická ventilace, délka
hospitalizace; celková závislost na zdravotnickém personálu,
dodrÏování hygienick˘ch opatfiení aj. [8, 9].
Na‰e studie byla provedena s cílem analyzovat vliv selekãní-
ho tlaku nûkter˘ch antibiotik, pouÏívan˘ch v léãbû/profylaxi
infekcí gramnegativními bakteriemi, a rezistenci nejãastûji se
vyskytujících gramnegativních bakteriálních kmenÛ na Oddû-
lení klinické hematologie II. Interní kliniky Fakultní nemoc-
nice [10,11].

Metodika
Soubor nemocn˘ch
Retrospektivnû, za období od 1.1. 1998 do 31.12. 2001, byly
ze zdravotnické dokumentace v‰ech pacientÛ hospitalizova-
n˘ch na dále uveden˘ch jednotkách Oddûlení klinické hema-
tologie (OKH) ve Fakultní nemocnici v Hradci Králové, zji‰-
Èovány údaje o ve‰keré expozici antibiotikÛm.

Sledované oddûlení: 
• Standardní oddûlení 29 lÛÏek
• Integrované oddûlení klinické onkologie (IOKO) 25 lÛÏek
• Transplantaãní oddûlení 6 lÛÏek
• Oddûlení hematologické intenzivní péãe 6 lÛÏek
• Jednotka intenzivní péãe 4 lÛÏka

Studie byla schválena Etickou komisí Fakultní nemocnice
v Hradci Králové rozhodnutím ze dne 13. 3. 2002.

Gramnegativní bakterie
Byla provedena frekvenãní anal˘za zachycení jednotliv˘ch
bakteriálních druhÛ/rodÛ. Do dal‰ího ‰etfiení byla zahrnuta rezi-
stence bakteriálních agens, které tvofiily bûhem sledovaného
období více neÏ 3 % z celkového zastoupení izolovan˘ch
G- bakterií. 

Mikrobiologické vy‰etfiení
Pacienti podstupují mikrobiologické vy‰etfiení, a to pfii pfiíjmu
a následnû vÏdy, pokud si to klinick˘ stav pacienta vyÏaduje.
Bakteriální kmeny byly izolovány z klinicky relevantního bio-
logického materiálu (nazofaryngeální sekret, bronchoalveo-
lární laváÏ, sputum, krev, cerebrospinální mok, moã, jiné tûl-
ní tekutiny a exudáty, intravaskulární katétry). Ve studii jsou
zafiazeni pouze pacienti, u kter˘ch byly prokázány infekãní
komplikace získané bûhem hospitalizace (dle CDC definice).
Údaje o citlivosti kmenÛ byly získány z mikrobiologické labo-
ratofie Fakultní nemocnice. Identifikace bakteriálních kmenÛ
a vy‰etfiení citlivosti (disková difusní metoda) bylo provede-
no v souladu s mezinárodnû akceptovan˘mi pokyny [12].
K vylouãení duplicity kultivací byly do studie, ke zji‰tûní cel-
kového podílu rezistentních kmenÛ, zahrnuty pouze odli‰né
fenotypy pro jednu hospitalizaci daného pacienta. Jako odli‰-
né fenotypy byly definovány kmeny, které se li‰ily svou citli-
vostí alespoÀ k jednomu antibiotiku ve ‰kále vy‰etfiovan˘ch
antibiotik. U jednotliv˘ch kultivací se nerozli‰ovalo, zda se jed-
ná o kolonizaci nebo floridní infekci. Bakteriální rezistence byla
vyjádfiena jako podíl kmenÛ rezistentních kvy‰etfiovanému anti-
biotiku z celkového poãtu izolovan˘ch G- bakterií.

Spotfieba antibiotik
Celková expozice antibiotikÛm byla zaznamenána u kaÏdého
pacienta hospitalizovaného na v˘‰e zmínûném oddûlení. Tyto
údaje byly získávány ze zdravotní dokumentace pacienta.
Pro úãely anal˘zy byla vybrána antibiotika súãinkem proti kme-
nÛm gramnegativních patogenÛ: cefalosporiny 3. generace

(cefotaxim, ceftazidim), fluorochinolony (ofloxacin, ciproflo-
xacin), karbapenemy (imipenem, meropenem), aminoglykosi-
dy (gentamicin, amikacin, netilmicin) a aminopeniciliny s inhi-
bitorem beta-laktamázy (amoxycilin/kyselina klavulánová).
Pro úãely studie byla antibiotika seskupena na základû ATC
klasifikace (Anatomicko-terapeuticko-chemická klasifikace).
Definované denní dávky pro jednotlivá antibiotika byly zji‰-
tûny na základû ATC/DDD klasifikace [13] a agregovaná data
byla vyjádfiena jak v absolutní (celkové) roãní spotfiebû
(DDDatb), tak v relativních hodnotách (relativní roãní spotfie-
ba antibiotik; RDDDatb) definovan˘ch denních dávek na 100
o‰etfiovacích dnÛ - lÛÏkodnÛ (DDDatb /100 lÛÏkodnÛ). 
Selekãní tlak antimikrobních preparátÛ na Oddûlení klinické
hematologie (OKH) fakultní nemocnice byl hodnocen pomo-
cí parametru RDDDatb, kter˘ lze definovat pomûrem abso-
lutního poãtu definovan˘ch denních dávek (DDDatb) jednot-
liv˘ch antibiotik na 100 o‰etfiovacích dnÛ-lÛÏkodnÛ (DDDatb
/100 lÛÏkodnÛ) podle vzorce:
RDDDatb = DDDatb x 100/poãet lÛÏkodnÛ [14]
Pfii hodnocení byla porovnávána pÛlroãní období v intervalu
I. pololetí 1998- II. pololetí 2001 (I./1998, II./1998, I./1999,
II./1999, I./2000, II./2000, I./2001, II./2001).

Statistika
Sledováno bylo zastoupení jednotliv˘ch gram-negativních
kmenÛ v uvedeném období a procentuální zastoupení rezi-
stence na jednotlivá antibiotika. Srovnávány byly zmûny
v zastoupení jednotliv˘ch mikrobÛ a zmûny v rezistenci na jed-
notlivá antibiotika v ãasovém horizontu let 1998-2001. Závis-
lost ãetnosti kmenÛ rezistentních vÛãi danému antibiotiku na
expozici daného antibiotika na oddûlení klinické hematologie
byla analyzována metodou lineární regrese. Statistická
v˘znamnost byla stanovena na hladinû 95 %.

V˘sledky
Celkov˘ poãet pacientÛ hospitalizovan˘ch na Oddûlení klinic-
ké hematologie Fakultní nemocnice Hradec Králové ve sledo-
vaném období byl 7432 pacientÛ. Pfiehled frekvence gramne-
gativních bakteriálních druhÛ izolovan˘ch z klinicky
relevantních biologick˘ch materiálÛ je podán v tabulce 1. Pro-
centuální podíl kmenÛ Escherichia coli ãinil ve sledovaném
období 13,2-20,5 % izolovan˘ch kmenÛ. Z dal‰ích gram-nega-
tivních bakterií byly s nejvût‰í ãetností v˘skytu identifikovány
druhy Enterobacter spp. (3,6-8,1 %), Pseudomonas aerugino-
sa (11,8-17,0 %), Acinetobacter spp. (1,8-7,5 %) a Klebsiella
pneumoniae (8,1-17,8%). Frekvence Stenotrophomonas mal-
tophilia byla prokázána v intervalu 0,3-7,4 %. Anal˘za aplika-
ce jednotliv˘ch antimikrobních preparátÛ ve sledovaném obdo-
bí na Oddûlení klinické hematologie (OKH) je uvedena
v tabulce 2. Na základû uveden˘ch dat je zfiejmé, Ïe aplikace
aminoglykosidov˘ch antibiotik se sníÏila o 18,5%, v˘znamné-
ho poklesu bylo dosaÏeno rovnûÏ u amoxicilin/kys. klavulá-
nová (o 16,3 %). V˘razn˘ pokles (o 38,1 % ) byl zaznamenán
u cefalosporinÛ 3. generace. Selekãní tlak fluorochinolonÛ byl
v˘raznûji redukován aÏ v roce 2000, kdy jejich spotfieba byla
v porovnání s rokem 1999 niÏ‰í o 14,1 %. 

relativní ãetnost (v %)
Druh

1998 1999 2000 2001

Enterobacter spp. 8,1 6,0 7,2 3,6

Escherichia coli 20,5 18,7 13,2 18,8

Pseudomonas aeruginosa 16,6 14,7 17,0 11,8

Klebsiella pneumoniae 13,7 8,1 8,8 17,8

Acinetobacter spp. 7,5 5,7 3,2 1,8

Stenotrophomonas maltophilia 1,3 0,3 3,0 7,4

Tabulka 1: Frekvence izolovan˘ch G-bakterií u pacientÛ hospitali-
zovan˘ch na Oddûlení klinické hematologie Fakultní nemocnice
Hradec Králové.
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V˘voj selekãního tlaku aminoglykosidov˘ch antibiotik, cefa-
losporinÛ 3. generace, fluorochinolonÛ a amoxicilin/kys.kla-
vulánová ve vztahu k v˘skytu rezistentních kmenÛ Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter spp. a Pseudomonas aeruginosa
je pro názornost uveden v grafech 1-5.
Z v˘sledkÛ je zfiejmá pomûrnû dobrá citlivost sledovan˘ch G-
baktérií k aminoglykosidov˘m antibiotikÛm s v˘jimkou zv˘-
‰ené frekvence gentamicin a netilmicin-rezistentních kmenÛ
Klebsiella pneumoniae (30,3-56,7 %; 27,3-33,0 %), gentami-
cin-rezistentních kmenÛ Pseudomonas aeruginosa (32,6-
51,4 %) a Acinetobacter spp. (36,4-43,8 %). Nízká úroveÀ rezi-
stence byla prokázána u amikacinu, kde vy‰‰í ãetnost
rezistentních kmenÛ byla zaznamenána u Pseudomonas aeru-
ginosa (11,6-24,3 %), naopak pokles rezistence byl pozorován
u Acinetobacter spp. (27,3-18,8%). V pfiípadû cefalosporinÛ
3. generace byl prokázán pokles míry rezistence u Acineto-
bacter spp. (27,3-12,5 % pro ceftazidim), Enterobacter spp.
(30,8-12,5% pro cefotaxim) a Stenotrophomonas maltophilia
(50,0-37,5% pro ceftazidim). Úãinnost fluorochinolonÛ byla
limitována u kmenÛ Escherichia coli (5,4-24,4 %), Pseudo-
monas aeruginosa (39,5-50,0%) a Stenotrophomonas mal-
tophilia (25,0-37,5 %), pokles rezistence byl dokumentován
u Klebsiella pneumoniae (24,2-15,5 %). Pokles ãetnosti rezi-
stentních kmenÛ k amoxycilinu/kys. klavulánová byl pozoro-
ván pouze u Acinetobacter spp. (63,6-25,0 %).
V˘sledky regresní anal˘zy jsou prezentovány v tabulce 3.
V tabulce jsou uvedeny hodnoty koeficientu lineární regre-
se spoleãnû s hodnotami spolehlivosti. Statisticky v˘znam-

ná lineární závislost byla zji‰tûna mezi expozicí antibiotikÛm
fluorochinolonové fiady a rezistencí kmenÛ Enterobacter spp.
k fluorochinolonÛm (r = 0,821; p = 0,005). Statisticky
v˘znamná negativní korelace byla zji‰tûna mezi expozicí
antibiotikÛm fluorochinolonové fiady a rezistencí kmenÛ
Escherichia coli k fluorochinolonÛm (r = -0,994; p = 0,004),
spotfiebou gentamicinu a rezistencí kmenÛ Klebsiella pneu-
moniae k tomuto antibiotiku (r = -0,882; p = 0,012), spotfie-
bou cefotaximu a rezistencí kmenÛ Klebsiella pneumoniae
k cefotaximu (r = -0,965; p = 0,044), spotfiebou amoxycili-
nu/kys. klavulánová a rezistencí kmenÛ Klebsiella pneumo-
niae k tomuto antibiotiku (r = -0,996; p = 0,004) a spotfiebou
netilmicinu a rezistencí kmenÛ Pseudomonas aeruginosa
k tomuto antibiotiku (r = -0,998; p = 0,030). 

Diskuse
Práce, kterou zde prezentujeme, patfií do ‰ir‰í anal˘zy hledání
vztahu mezi expozicí antibiotik a v˘vojem rezistence. Nava-
zujeme na projekt [15], jehoÏ v˘sledky ukázaly na moÏn˘ vztah
mezi v˘vojem rezistence fluorochinolonÛ a amikacinu ve vzta-
hu k jejich spotfiebû v prostfiedí celé nemocnice. MoÏnost toho-
to projektu byla dána snadn˘m pfiístupem k informacím o expo-
zici léãiv a o v˘voji rezistence. 
Anal˘za vztahu expozice antimikrobních léãiv a v˘voje rezi-
stence na Oddûlení klinické hematologie je obtíÏnûj‰í, proto-
Ïe prostfiedí ve sledované fakultní nemocnici v souãasné dobû
nedovoluje sledovat expozici léãiv pomocí poãítaãové techni-
ky pro absenci databáze pfiedepisovan˘ch léãiv na oddûlení.

Tabulka 2: Selekãní tlak jednotliv˘ch antimikrobních preparátÛ na Oddûlení klinické hematologie vyjádfien˘ pomocí RDDDatb
(DDDatb/100lÛÏkodnÛ).

ATB ATC I./1998 II./1998 I./1999 II./1999 I./2000 II./2000 I./2001 II./2001

Ofloxacin J01MA011 25,45 27,44 21,08 26,49 17,20 21,57 18,45 12,59

Ciprofloxacin J01MA021 1,98 4,51 3,34 7,54 6,86 4,57 6,29 5,59

Gentamicin J01GB031 1,81 2,63 2,07 3,39 1,66 2,20 1,73 1,50

Amikacin J01GB061 2,63 7,69 5,51 8,47 6,19 6,44 4,82 5,60

Netilmicin J01GB071 1,07 1,60 0,61 0,34 0,00 0,12 0,27 0,30

Cefotaxim J01DA101 1,47 0,93 1,46 3,45 2,74 2,66 1,44 1,05

Ceftazidim J01DA111 2,63 1,92 0,61 0,20 1,85 0,97 0,90 0,91

Cefoper.+sulb J01DA  1 0,34 2,88 0,71 0,00 2,74 3,22 3,78 3,37

Cefepim J01DA241 1,65 3,99 2,69 1,36 2,43 0,00 0,00 2,80

Cefpirom J01DA371 3,31 4,67 2,19 4,14 3,25 4,16 2,33 0,57

Meropenem J01DH021 0,68 2,04 0,30 0,50 0,08 0,67 0,00 1,68

Imipenem+inh J01DH511 0,51 0,00 0,00 0,06 0,32 0,48 1,49 0,67

Amx.+enz.inh J01CR021 32,78 27,40 35,73 45,14 33,50 26,14 30,05 20,30

Amp.+enz.inh J01CR011 0,25 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Legenda: o‰etfiovací dny na OKH ve sledovan˘ch obdobích: 1998-11789, 1999-16892, 2000-18633, 2001-19295

Tabulka 3: V˘sledky lineární regresní anal˘zy závislosti rezistence gramnegativních bakteriálních kmenÛ na spotfiebû antibiotik na Oddûle-
ní klinické hematologie ve Fakultní nemocnici v Hradci Králové.

Klebsiella pneumoniae Pseudomonas aeruginosa Acinetobacter spp Escherichia coli Enterobacter spp.

ATBa Rb Pc Rb Pc Rb Pc Rb Pc Rb Pc

CTX -0,965 0,044 -0,951 0,049 0,144 0,856 0,678 0,322 0,216 0,784

CTZ 0,842 0,158 -0,023 0,977 0,423 0,577 NT NT 0,175 0,825

GEN -0,882 0,012 -0,549 0,451 0,615 0,385 0,318 0,682 0,706 0,294

AMI -0,777 0,223 0,660 0,340 0,353 0,647 NT NT NT NT

NET 0,364 0,636 -0,998 0,030 -0,067 0,933 0,347 0,653 -0,078 0,922

FQ 0,102 0,898 0,264 0,736 0,236 0,764 -0,994 0,004 0,821 0,005

AMX+CA -0,996 0,004 NT NT 0,679 0,321 0,052 0,948 -0,820 0,180

Legenda: a) CTX - cefotaxim, CTZ - ceftazidim, GEN - gentamicin, AMI - amikacin, NET - netilmicin,  FQ - fluorochinolony, AMX+CA - amoxici-
lin+kys. klavulánová; b) R - hodnota regresního koeficientu; c) P - hodnota pravdûpodobnosti (tuãnû zv˘raznûny statisticky v˘znamné hodnoty); d) NT
- nebylo testováno
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Graf 1: V˘voj selekãního tlaku aminoglykosidov˘ch antibiotik a cefalosporinÛ 3.generace (ve sloupcích) ve vztahu k v˘skytu rezistentních
kmenÛ Klebsiella pneumonie (spojené pfiímky).

Graf 2: V˘voj selekãního tlaku antibiotik fluorochinolonové fiady a amoxycilin/kys. klavulánová (ve sloupcích) ve vztahu k v˘skytu rezi-
stentních kmenÛ Klebsiella pneumonie (spojené pfiímky).

Graf 3: V˘voj selekãního tlaku aminoglykosidov˘ch antibiotik a cefalosporinÛ 3. generace (ve sloupcích) ve vztahu k v˘skytu rezistentních
kmenÛ Acinetobacter spp (spojené pfiímky).
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Naopak v˘hodou je, Ïe díky studiu dokumentace máme pfií-
stup k plné informaci o expozici léãiva.
DÛraz byl kladen zejména na hlavní, v literatufie ãasto zmiÀo-
van˘, rizikov˘ faktor pro osídlení multirezistentními bakteri-
álními kmeny, a to selekãní tlak antibiotik [4, 5, 15]. V na‰í
studii jsme se zamûfiili na kmeny gram-negativních bakterií
a antibiotika, která jsou v léãbû/prevenci infekcí zpÛsoben˘ch
tûmito patogeny uÏívána v praxi. KvÛli potenciální moÏnosti
zkfiíÏené rezistence byla zaznamenávána kompletní antibio-
tická expozice u jednotliv˘ch pacientÛ. 
V˘znam kmenÛ Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli,
Enterobacter spp., Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter spp
a Stenotrophomonas maltophilia, jako potenciální pÛvodce
bakteriálních onemocnûní, ve flófie pacientÛ na hemato-onko-
logick˘ch oddûleních byl opakovanû doloÏen v recentních stu-
diích [16-20].
Jsme si vûdomi problémÛ, které vypl˘vají z retrospektivního
zpÛsobu sbûru dat, moÏnou neúplnost prÛzkumu nebo prÛ-
bûÏné zmûny v testovacích panelech jednotliv˘ch antibiotik.
V˘‰e uvedené v˘sledky rezistence zahrnují pouze antibiotika,
která byla testována stejnou metodikou v celém prÛbûhu sle-
dovaného období. 

V na‰í studii byla nalezena lineární závislost mezi spotfiebou
fluorochinolonÛ a v˘vojem rezistence kmenÛ Enterobacter
spp. k tomuto antibiotiku a spotfiebou gentamicinu a rezisten-
cí kmenÛ Klebsiella pneumoniae ke gentamicinu, pfiesto jsme
zde zaznamenali v˘znamné rozdíly jednotliv˘ch bakteriálních
populací.
V souladu s publikovan˘mi studiemi [6, 7, 8, 15, 23] na‰e ana-
l˘za potvrdila, pozitivní korelaci vztahu selekãního tlaku flu-
orochinolonÛ a v˘voje resistence Enterobacter spp k této sku-
pinû antibiotik. U ostatních Enterobacterií, E.coli, Klebsiella
pneumoniae nebyl tento vztah prokázán. Pozitivní hodnota
regresního koeficientu ukazuje, Ïe na oddûlení s nízk˘m selekã-
ním tlakem fluorochinolonÛ byla vût‰inou zaznamenána níz-
ká rezistence kmenÛ Enterobacter spp. Tato závislost byla
pozorována jiÏ dfiíve [16,18] a je vysvûtlována jednak altera-
cí subjednotky A DNA gyrázy a jednak sníÏenou akumulací
antibiotika v buÀce. Naprosto odli‰ná závislost byla zji‰tûna
mezi spotfiebou gentamicinu a rezistencí kmenÛ Klebsiella
pneumoniae ke gentamicinu. Tento trend neumíme uspokoji-
vû vysvûtlit a toto pozorování je v rozporu s obecnû znám˘m
pfiedpokladem, Ïe ãím niÏ‰í je selekãní tlak antibiotik, tím niÏ-
‰í je rezistence bakteriálních kmenÛ.
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Graf 5: V˘voj selekãního tlaku aminoglykosidov˘ch antibiotik a cefalosporinÛ 3.generace (ve sloupcích)  ve vztahu k v˘skytu rezistentních
kmenÛ Pseudomonas aeruginosa (spojené pfiímky).

Graf 4: V˘voj selekãního tlaku antibiotik fluorochinolonové fiady a amoxycilin/kys. klavulánová (ve sloupcích) ve vztahu k v˘skytu rezi-
stentních kmenÛ Acinetobacter spp (spojené pfiímky).
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V literatufie se nám nepodafiilo najít sdûlení, které by potvrzo-
valo statisticky v˘znamnou korelaci mezi spotfiebou gentami-
cinu a rezistencí kmenÛ Klebsiella pneumoniae. Eldeen et al.
pozorovali niÏ‰í v˘skyt rezistentních kmenÛ Klebsiella pneu-
moniae pfii niÏ‰í expozici aminoglykosidov˘m antibiotikÛm.
Autofii v‰ak neprovedli dostateãnou statistickou anal˘zu [20].
Dal‰í sdûlení uvádûjí rovnûÏ statisticky v˘znamn˘ pokles
(nikoliv korelaci) rezistence kmenÛ Klebsiella pneumoniae ke
gentamicinu pfii niÏ‰í expozici gentamicinu [21-22].
Dal‰í studie v‰ak naznaãují, Ïe vztah spotfieby a rezistence mezi
expozicí gentamicinu a rezistencí kmenÛ Klebsiella pneumo-
niae k tomuto antibiotiku není tak jednoznaãn˘. Koláfi et al.
neidentifikovali statisticky v˘znamnou závislost [23]. Gerdink
et al. pozorovali statisticky v˘znamn˘ pokles rezistence po
v˘mûnû gentamicinu amikacinem. Po znovuzavedení genta-
micinu do praxe autofii nezjistili Ïádn˘ vzestup rezistence
gramnegativních bakteriálních kmenÛ ke gentamicinu [24].
RovnûÏ Mylotte neprokázal, Ïe by navzdory pfievaÏující expo-
zici gentamicinu do‰lo bûhem devíti let k vzestupu rezistence
gramnegativních kmenÛ izolovan˘ch z hemokultur [25].
Asensio et al. identifikovali expozici aminoglykosidÛm a expo-
zici cefalosporinÛm 3. generace jako nezávisl˘ rizikov˘ faktor
pro záchyt multirezistentního kmene Klebsiella pneumoniae
[26]. Také dal‰í sdûlení uvádí podávání aminoglykosidov˘ch
antibiotik jako rizikové pro následující osídlení pacientÛ mul-
tirezistentními kmeny Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli
a Pseudomonas aeruginosa. Kromû expozice aminoglykosi-
dov˘m antibiotikÛm, v‰ak shodnû i v na‰í studii, byla proká-
zána rovnûÏ pozitivní asociace mezi expozicí antibiotikÛm flu-
orochinolonové fiady a nálezem multirezistentních bakteriálních
kmenÛ [17] a asociace mezi expozicí aminopenicilinÛm s inhi-
bitorem beta-laktamázy a nálezem multirezistentních bakteri-
álních kmenÛ [19].
V souladu s dal‰ími sdûleními [27], i v na‰í studii, byla proká-
zána pozitivní asociace mezi expozicí aminoglykosidÛm a anti-
biotikÛm cefalosporinové fiady a nálezem multirezistentních
kmenÛ Klebsiella pneumoniae a Pseudomonas aeruginosa.
Asociace mezi expozicí aminoglykosidÛm, cefalosporinÛm 3.
generace a aminopenicilinÛm s inhibitorem beta-laktamázy
a multirezistencí mÛÏe b˘t vysvûtlena existencí genÛ kódují-
cích rezistenci k nûkolika antibiotikÛm [16, 22, 25, 27, 28, 29,
30].
Urãit˘m vysvûtlením, které v‰ak zÛstává pouze v rovinû spe-
kulací, by mohla b˘t zkfiíÏená rezistence nebo „ koncentraãní
závislost“ aminoglykosidov˘ch antibiotik (nízk˘mi dávkami
by mohly b˘t zpÛsobeny subinhibiãní koncentrace, které umoÏ-
Àují rÛst rezistentních kmenÛ) [31,32].
Rezistence ke karbapenemÛm je pfieváÏnû zpÛsobena produk-
cí beta-laktamáz. Literatura uvádí, Ïe dal‰ím mechanismem
pfiispívajícím k tomuto jevu je alterace proteinÛ vnûj‰í mem-
brány [33]. Nedávno byly identifikovány plazmidy kódující
multirezistenci k beta-laktámov˘m antibiotikÛm vãetnû kar-
bapenemÛ. Ahmad a kol. pozorovali selekci rezistentních kme-
nÛ bûhem terapie karbapenemy [34].

Multirezistentní kmeny Pseudomonas aeruginosa, Escheri-
chia coli, Enterobacter spp., Klebsiella pneumoniae, zpÛso-
bující epidemie v nemocniãním prostfiedí, ãasto produkují
ESBL (‰irokospektré beta-laktamázy) [16, 17, 35, 36]. Ve
fakultní nemocnici je provádûna jejich detekce pouze u vybra-
n˘ch kmenÛ.
Pro sledování v˘voje rezistence pomocí diskové difusní meto-
dy by bylo vhodnûj‰í pracovat s evidovan˘mi prÛmûry inhi-
biãních zón. Vhodné by bylo i pouÏití dat o testování MIC, nic-
ménû toto hodnocení nebylo na sledovaném oddûlení
v uvedeném období provádûno tak ãasto, aby mohly b˘t zís-
kány relevantní v˘sledky o stavu rezistence mikroorganismÛ.
Statistická v˘znamnost vzestupu nebo poklesu rezistence neby-
la hodnocena vzhledem ke krátkému sledovanému období.
Bûhem pûti let byl v‰ak statisticky v˘znamn˘ pokles rezisten-
ce kmenÛ Klebsiella pneumoniae a Pseudomonas aeruginosa
vÛãi cefotaximu, ceftazidimu, gentamicinu, amikacinu a cip-
rofloxacinu pozorován na neurochirurgické klinice JIP fakult-
ní nemocnice. Tohoto trendu bylo dosaÏeno striktním dodr-
Ïováním hygienick˘ch opatfiení [37]
K základním pfiedpokladÛm racionální antibiotické léãby pat-
fií vedle znalosti frekvence bakteriálních patogenÛ na kon-
krétním oddûlení i informace o jejich rezistenci k antimikrob-
ním preparátÛm. Dal‰ím dÛleÏit˘m faktorem, ovlivÀujícím
v˘bûr vhodnûj‰í léãby, je v˘voj bakteriální rezistence v sou-
vislosti se selekãním tlakem antibiotik, coÏ vyÏaduje podrob-
né studium vlivu selekãního tlaku antibiotik na citlivost bak-
teriálních agens anal˘zou epidemiologick˘ch dat, získan˘ch
jak z ambulantní, tak nemocniãní praxe [38, 39].
I kdyÏ je v˘znam antibiotické politiky v nemocnicích stále
nedocenûn, pfiedstavuje základní nástroj k regulaci rezistence.
Bylo publikováno sdûlení [40], ve kterém program kontroly
spotfieby antibiotik vedl ke sníÏení nákladÛ na antibiotika
a zároveÀ ke zv˘‰ení citlivosti bakterií k antibiotikÛm. Tyto
programy kontroly pouÏívání antibiotik mají své v˘hody (sní-
Ïení nákladÛ, sníÏení neÏádoucích úãinkÛ antibiotik, lep‰í vol-
ba pouÏitého antibiotika), ale i nev˘hody (zv˘‰ené náklady na
administrativu, obtíÏné zavádûní do nemocniãního prostfiedí
aj.). Na‰e sdûlení mÛÏe pfiispût k motivaci metodicky zvlád-
nout takov˘ typ anal˘z a dát tak do rukou antibiotick˘ch cen-
ter dal‰í zdroj informací pro jejich práci.
S v˘sledky studie byli seznámeni pracovníci antibiotického
stfiediska Fakultní nemocnice v Hradci Králové. Ve fakultní
nemocnici se buduje systém monitorování v˘skytu nejãastûj-
‰ích nosokomiálních patogenÛ, kter˘ je podkladem pro práci
nemocniãního hygienika, kter˘ na základû získan˘ch poznat-
kÛ provádí hygienická opatfiení na konkrétním pracovi‰ti.
JelikoÏ víme, Ïe v˘voj rezistence a spotfieby úzce souvisí s mís-
tem a ãasem, bylo by zajímavé srovnat v˘sledky s jin˘mi
nemocnicemi. Toto bychom rádi provedli v dal‰í anal˘ze,
pokud bude zájem z pracovi‰È, která mají poÏadovaná data
k dispozici. 

Podûkování: Studie vznikla za podpory CEZ: J13/98: 11600004.
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Teoretick˘ úvod
Maligní melanom (MM) je vysoce zhoubn˘ novotvar s rapid-
nû narÛstající incidencí, kter˘ vychází z pigmentov˘ch bunûk
derivovan˘ch z neurální li‰ty. Jeho prognóza je doposud zalo-
Ïena hlavnû na hodnocení velikosti tumoru, hloubce invaze,
ulceraci a mitotické aktivitû. Dané paramentry v‰ak zdaleka
neumoÏÀují pfiesnûj‰í predikci tohoto onemocnûní. Stále pla-
tí, Ïe MM je nádor vysoce nevyzpytateln˘, schopen metasta-
zovat kdykoli a kamkoli (Heenen a Laporte 2003). Z tûchto
dÛvodÛ je v˘zkum dal‰ích prognostick˘ch faktorÛ vysoce aktu-
ální.  

Transformace normálních melanocytÛ je provázena ãetn˘mi
genetick˘mi alteracemi, umoÏÀujícími autonomní rÛst a nekon-
trolovanou proliferaci bunûk, spojenou s poruchou regulace
bunûãného cyklu (Halaban 1999). Genetické a cytogenetické
studie odhalily ‰iroké spektrum chromozomálních abnormalit
a bodov˘ch mutací, vedoucích k inaktivaci nádorov˘ch supre-
sorÛ pRb a jeho variant, p53, PTEN a CDKN2A/p16 (Koenig
a 2002, Tsao et al. 2003). RovnûÏ jsou popisovány mutace a abe-
rantní exprese onkogenÛ ras (Kraehn et al., 1995), c-kit (Las-
sam a Bickford 1992) a dal‰ích. Exprese nûkter˘ch onkogenÛ
je závislá na faktorech zevního prostfiedí, z nichÏ k nejv˘-
znamnûj‰ím patfií UV záfiení. Doposud v‰ak Ïádná zji‰tûná gene-
tická alterace nemÛÏe b˘t oznaãena jako faktor jednoznaãnû
podmiÀující biologick˘ potenciál tumoru nebo urãující citli-
vost na terapii. Pfiedpokládá se v‰ak, Ïe molekulární anal˘za

genetick˘ch zmûn bude dÛleÏit˘m doplÀkem histologického
nálezu, kter˘ v budoucnosti pomÛÏe objektivnû posoudit
v˘znam jednotliv˘ch genetick˘ch alterací.
Nádorová progrese není jednoznaãnû definována pouze altera-
cí onkogenÛ a nádorov˘ch supresorÛ v samotn˘ch nádorov˘ch
buÀkách, ale signifikantní v˘znam mají i zmûny, ke kter˘m
dochází ve stromálním mikroprostfiedí obklopujícím nádorové
buÀky a které souvisí s poruchami komunikace mezi tímto mik-
roprostfiedím a maligními buÀkami (Hendrix et al. 2003, Muel-
ler a Fusenig 2002). Bylo prokázáno, Ïe dochází ke zmûnám
fenotypu novû vytvofieného reaktivního stromatu, kde se mûní
sloÏení a struktura extracelulární matrix, zvy‰uje se poãet zánût-
liv˘ch elementÛ a zvy‰uje se aktivita proteolytick˘ch enzymÛ
(Borgono a Diamandis, 2004). K faktorÛm, které se nejv˘-
znamnûji uplatÀují v remodelaci stromatu patfií rÛstov˘ faktor
odvozen˘ z destiãek, fibroblastov˘ rÛstov˘ faktor a transfor-
maãní rÛstov˘ faktor beta (PDGF, FGF, TGFbeta), skupina mat-
rixov˘ch metaloproteáz (MMP) a jejich inhibitorÛ (TIMP)
a rodina vaskulárních rÛstov˘ch faktorÛ (VEGF). Tyto fakto-
ry ovlivÀují pfieÏívání, proliferaci, migraci nádorov˘ch bunûk
a indukují angiogenezi. Interakce mezi nádorov˘mi buÀkami
a stromatem jsou vzájemné (Fusenig, 2004). Jednak nádorové
buÀky samy regulují sloÏení nádorového stromatu svou auto-
krinní a parakrinní produkcí rÛstov˘ch faktorÛ, jejich recepto-
rÛ, regulaãních molekul a remodelujících enzymÛ (Ramont et
al. 2003) a jednak podobnou aktivitu mají rovnûÏ buÀky stro-

MOLEKULÁRNÍ ZMùNY OVLIV≈UJÍCÍ PROGRESI MALIGNÍHO 
MELANOMU

MOLECULAR CHANGES INFLUENCING PROGRESSION OF MALIGNANT
MELANOMA

BRYCHTOVÁ S.1, FIURÁ·KOVÁ M.1, SEDLÁKOVÁ E.1, TICH¯ M. jr. 2, EHRMANN J. jr.1, BENE· M.3, 
BRYCHTA T.4

1 Ústav patologie, Labolatofi molekulární patologie LF UP Olomouc
2 Klinika chorob koÏních a pohlavních LF a FN Olomouc
3 Onkologická klinika FN Olomouc 
4 SPEA Olomouc, s.r.o.

Souhrn: Cílem práce bylo sledování exprese onkoproteinu Myc, PDFG a bFGF u souboru 42 bioptick˘ch vzorkÛ,
z nichÏ bylo 11 nodulárních melanomÛ (NM), 12 superficiálních melanomÛ (SSM), 9 dysplastick˘ch névÛ a 10 kon-
venãních pigmentov˘ch névÛ. Vy‰etfiení bylo provedeno na tkáÀov˘ch fiezech metodou nepfiímé imunohistochemie
s pouÏitím EnVision plus kitu. Zjistili jsme, Ïe exprese Myc a PDGF byla signifikantnû vy‰‰í u nádorov˘ch bunûk neÏ
u benigních melanocytÛ. Nebyla prokázána v˘znamnû vy‰‰í exprese bFGF. Tento protein v‰ak vykazoval rozdílnou
intracelulární distribuci. Sledované antigeny jsme prokázali i ve stromálních elementech v okolí maligních lézí. Toto
zji‰tûní podporuje hypotézu o vzájemné kooperaci melanomov˘ch bunûk a bunûk nádorového stromatu pfii rozvoji one-
mocnûní. Nelze vylouãit, Ïe ovlivnûní nádorového stromatu mÛÏe b˘t jednou z cest, jak terapeuticky ovlivnit progre-
si maligního melanomu.

Klíãová slova: maligní melanom, nádorové stroma, Myc onkoprotein, rÛstové faktory

Summary: The aim of this study was evaluation of Myc oncoprotein, PDFG and bFGF expression in the file of a total
number of 42 bioptic specimens including 11 nodular melanomas (NM), 12 superficial spreading melanomas (SSM), 
9 dysplastic naevi and 10 common naevi. Detection was performed on tissue sections by indirect immunohistochemistry
using EVision visualization system. We found that Myc and PDGF expression was significantly higher in malignant cells
in comparison to benign melanocytes. We did not prove higher bFGF expression. This protein however showed different
intracellular distribution. The antigen above was also detected in the stromal elements in the neighborhood of malignant
lesions. Our finding supports a hypothesis of mutual cooperation between melanoma cells and tumor stromal cells. 
We can not exclude that affecting tumor stroma might be one of the ways how to therapeutically influence malignant
melanoma progression.

Key words: malignant melanoma, tumorous stroma, Myc oncoprotein, growth factors
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mální. Nejv˘znamnûj‰í role je pfii-
suzována fibroblastÛm, které vytvá-
fiejí prostfiedí podobné fetálnímu,
dokáÏí aktivovat imortalizující
onkogeny jako c-myc a produkovat
rÛstové faktory (Gu et al. 2001).
RovnûÏ zánûtlivé buÀky, zejména
makrofágy, se povaÏují za regulá-
tory cytokinové rovnováhy, jejichÏ
pÛsobky podporují ‰ífiení nádoro-
v˘ch bunûk (De Wever a Mareel
2003). 
V na‰í studii jsme u souboru malig-
ních i benigních melanocytárních
koÏních nádorÛ sledovali expresi
Myc, PDGF a bFGF, tedy proteinÛ,
které se v˘znamnû uplatÀují
v remodelaci stromatu rÛzn˘ch
solidních nádorÛ. 

Materiál a metody
Do studie bylo zafiazeno 42 bioptic-
k˘ch vzorkÛ, z nichÏ bylo 11 nodu-
lárních melanomÛ (NM), 12 super-
ficiálních melanomÛ (SSM), 9
dysplastick˘ch névÛ a 10 benigních
intradermálních i dermoepidermál-
ních pigmentov˘ch névÛ. Pro detek-
ci byly vyuÏity parafínové bloky
archivované na Ústavu patologie
LF UP a FN Olomouc. TkáÀové
fiezy o tlo‰Èce 5 µm byly zpracovány
nepfiímou imunohistochemickou
technikou, s pouÏitím primárních
prolitátek uveden˘ch v tabulce 1. Po
odparafínování a zavodnûní fiezÛ
následovalo demaskování antigenÛ
v mikrovlnném generátoru 1x20
minut a zru‰ení endogenní peroxi-
dázové aktivity. Poté byly fiezy
inkubovány pfies noc s primární pro-
tilátkou. Po promytí následovala
detekce byla provádûna pomocí
EnVision plus (Dako Cytomation,
Dánsko) po dobu 60 minut pfii poko-
jové teplotû a vizualizace s AEC
(aminoetylkarbazolem). Hodnocení bylo provedeno semi-
kvantitativnû v˘poãtem H-skóre (procento pozitivních bunûk
násobené intenzitou zbarvení). V˘sledky byly statisticky ana-
lyzovány Chi-kvadrát testem (p<0.05).

V˘sledky
Onkoprotein Myc (Graf 1), vykazoval granulární perinukle-
ární nebo difuzní cytoplasmatickou expresi (Obr 1). Vy‰‰í pfií-
tomnot tohoto onkoproteinu byla zaznamenána v buÀkách
melanocytárního pÛvodu. Myc byl v‰ak rovnûÏ disperznû pfií-
tomen ve stromálních fibroblatech a lymfocytech v okolí infilt-
rativnû rostoucích tumorÛ. Statisticky v˘znamn˘ rozdíl
v expresi c-Myc byl zji‰tûn u skupiny NM a SSM ve srovná-
ní s konvenãními benigními (p=0,033) a dysplastick˘mi névy
(p=0,026).

Tabulka 1.

protilátka typ klon/regi- firma fiedûní
straãní ã.

PDGF mouse P-GF.44C Novocastra Laboratories Ltd.,UK 1:100

FGF-2 rabbit 147 Santa Cruz Biotechnology,USA 1:100

c-Myc mouse 9E11 Novocastra Laboratories Ltd.,UK 1:50

c-myc

H skóre 0 skóre 1–2 skóre 3–5 skóre 6–9

benigní névy 50 40 10 0

dysplastické névy 88 12 0 0

perficiální melanomy 43 25 16 16

nodulární melanomy 37 0 45 18

c-myc

H skóre 0 skóre 1–2 skóre 3–5 skóre 6–9

benigní névy 90 0 0 10

dysplastické névy 55 11 34 0

perficiální melanomy 0 0 66 34

nodulární melanomy 36 0 28 36

c-myc

H skóre 0 skóre 1–2 skóre 3–5 skóre 6–9

benigní névy 0 20 50 30

dysplastické névy 67 22 11 0

perficiální melanomy 50 25 16 9

nodulární melanomy 28 9 45 18

c-Myc

PDGF

bFGF

Graf 1: Srovnání exprese c-Myc mezi jednotliv˘mi diagnózami.

Graf 2: Srovnání exprese PDGF mezi jednotliv˘mi diagnózami.

Graf 3: Srovnání exprese bFGF mezi jednotliv˘mi diagnózami.
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Protein PDGF (Graf 2) byl lokalizován pfieváÏnû v cytoplas-
mû bunûk, i kdyÏ jsme sporadicky zaznamenali jsme i poziti-
vitu jadernou. Protein byl exprimován epidermálními a foli-
kulárními keratinocyty, v˘raznû maligními melanocyty a dále
buÀkami stromatu. Jednalo se zejména o fibroblasty v okolí
maligních lézí a místy rovnûÏ o endotelie (Obr 2, 3). Zcela oje-
dinûle byl protein exprimován melanocyty konvenãních névÛ.
Statistická anal˘za potvrdila signifikantnû vy‰‰í expresi PDGF
u maligních lézí ve srovnání s benigními (p=0,0001 pro SSM
a p=0,035 pro NM). 

Obr. 1 Obr. 2

Obr. 3 Obr. 4

Obr. 5

Obr 1: Cytoplasmatická exprese onkoproteinu c-Myc v buÀkách nodu-
lárního melanomu, zvût‰eno 400x.
Obr 2: Difuzní, silné zbarvení PDGF v nádorov˘ch buÀkách nodulárního
melanomu, zvût‰eno 400x.
Obr 3: Silná pozitivita PDGF, zejména fibroblastÛ v nádorovém stroma-
tu nodulárního melanomu, zvût‰eno 400x.
Obr 4: Jaderná exprese bFGF v intradermálním pigmentovém névu, zvût-
‰eno 400x.
Obr 5: Cytoplasmatická lokalizace bFGF v buÀkách nodulárního mela-
nomu, zvût‰eno 200x.

Exprese bFGF (Graf 3) vykazovala rozdílnou lokalizaci
v závislosti na povaze léze. Zatímco u melanocytÛ benigních
lézí jsme pozorovali nukleární expresi (Obr. 4), u maligních
melanocytÛ pfievaÏovala cytoplasmatická pfiítomnost tohoto
proteinu (Obr. 5). Jaderná lokalizace byla pfiítomna i u „aty-
pick˘ch melanocytÛ“ vyzrávajících intradermálních pigmen-
tov˘ch névÛ. Protein byl rovnûÏ pfiítomen ve stromálních fib-
roblastech. Signifikantní rozdíly ve stupni exprese byly patrny
mezi skupinami dysplastick˘ch névÛ a SSM (p=0,039), neby-
ly prokázány v˘znamné rozdíly mezi konvenãními névy a NM. 

Diskuze
Zv˘‰ená exprese rÛstov˘ch faktorÛ a onkoproteinu Myc
u maligních melanomÛ a to nejen pfiímo v nádorov˘ch buÀ-
kách samotn˘ch, ale i v buÀkách v bezprostfiedním sousedství
maligních lézí, mÛÏe svûdãit pro vzájemnou komunikaci mezi
obûma typy elementÛ. Tento fenomén nebyl pozorován pou-
ze u pokroãilej‰ích stádií onemocnûní, ale i u stádií s poãína-
jící invazí. MÛÏeme tedy pfiedpokládat, Ïe tato zmûna souvisí
jiÏ s ãasnou fází malignizace. 
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Protoonkogen c-Myc je aktivován u celé fiady solidních lid-
sk˘ch tumorÛ. K jeho hlavním úãinkÛm patfií stimulace proli-
ferace bunûk a inhibice jejich diferenciace. Prokázalo se také,
Ïe tento protein má i vlastní transformaãní potenciál. Pfiedpo-
kládá se, Ïe vy‰‰í exprese tohoto onkoproteinu v nádorov˘ch
buÀkách je asociována s pokroãilej‰ími stádii onemocnûní
(Kraehn a kol. 2001). Myc mÛÏe rovnûÏ v˘raznû ovlivÀovat
proliferaci fibroblastÛ, a tak i sloÏení nádorového stromatu (Gu
a kol., 200l). Onkoprotein Myc je ve tkáních stabilizován
pomocí FGF, coÏ je provázeno zv˘‰enou proliferaãní aktivi-
tou bunûk (Lepigiue a kol. 2004). Nádorové stroma pravdû-
podobnû nemá na nádorové buÀky jen podpÛrn˘ úãinek, ale
pfiedpokládá se i jeho pfiím˘ transformaãní vliv. Onkogenní
signály vycházející z nádorov˘ch myofibroblastÛ a potenciál-
nû i z jin˘ch bunûk (napfiíklad endotelu) stimulovaly progresi
nenádorové bunûãné populace v nádorovou. Tato progrese byla
spojována se zmûnami genetické exprese a rÛzn˘mi genetic-
k˘mi alteracemi (Tisty, 2001, Philips a kol., 2001). Naopak
nádorové buÀky pfienesené do nealterovaného prostfiedí ztra-
tily svÛj maligní potenciál.
Protein bFGF  je znám jako mitogen, kter˘ stimuluje lidské mela-
nocyty a podporuje rÛst melanomov˘ch bunûk (Scott a kol.
1991). Pfiedpokládá se, Ïe aberantní exprese tohoto faktoru pat-
fií k ãasn˘m zmûnám melanocytárních lézí, které ovlivÀují pro-
liferaci a dediferenciaci bunûk. Zv˘‰ená exprese bFGF mÛÏe
b˘t vyvolána expozicí ultrafialov˘m záfiením (Berking a kol.
2004). K poru‰e exprese bFGF dochází pravdûpodobnû z dÛvo-
dÛ inaktivace nûkter˘ch nádorov˘ch supresorÛ (Halaban, 1993).
Halaban se spolupracovníky (1988) oznaãují bFGF jako jeden
zhlavních faktorÛ ovlivÀujících rÛst melanomu apopisují expre-
si bFGF pouze u maligních bunûk. Tyto v˘sledky v‰ak nebyly
plnû potvrzeny dal‰ími autory, ktefií expresi bFGF sice rovnûÏ
popsali v maligních melanocytech, ale konstatují, Ïe vzhledem
k jeho nálezu i v konvenãních benigních névech (Scott a kol.
1991) tento rÛstov˘ faktor rozhodnû nemÛÏe b˘t oznaãen jako
marker transformace melanocytÛ. V na‰em souboru jsme tento
protein detegovali u lézí maligního melanomu, stejnû jako
v benigních, zejména vyzrávajících névech. Doposud nepopsa-
n˘m fenoménem je také rozdílná intracelulární distribuce toho-

to proteinu. Zatímco u maligních melanocytÛ je protein lokali-
zován intracytopasmaticky, u névov˘ch lézí dominuje jeho
jaderná lokalizace. Je moÏné, Ïe právû rozdílná lokalizace pro-
teinu mÛÏe b˘t klíãem k dal‰ímu pochopení, jak mÛÏe bFGF
ovlivÀovat rÛst maligních lézí nebo stimulovat produkci vaziva
a vyzrávání konvenãních pigmentov˘ch névÛ. 
V˘raznou mitogenní aktivitu spojenou se stimulací nádorÛ
mÛÏe mít i PDGF (Furuhashi a kol., 2004). Jeho zv˘‰ená expre-
se není popisována pouze v buÀkách primárních koÏních mela-
nomÛ, ale i v jeho metastázách (Barnhill a kol., 1996). Zají-
mav˘m zji‰tûním je i skuteãnost, Ïe PDGF má i transformaãní
a antiapoptotick˘ potenciál (Heldin a Westermark, 1999). Kro-
mû nádorov˘ch bunûk je faktor produkován i aktivovan˘mi
makrofágy a fibroblasty, endotelem a hladkou svalovinou cév
a epidermálními keratinocyty.  PDGF dále stimuluje rozvoj
nádorového stromatu a novotvorbu krevních a lymfatick˘ch
cév. PDGF rovnûÏ indukuje desmoplazii a to pÛsobením na
stromální fibroblasty, které se jeho úãinkem diferencují v myo-
fibroblasty. Myofibroblasty v nádorovém stromatu (nádorové
myofibroblasty) produkují rÛstové faktory jako napfiíklad
VEGF (vaskulární endoteliální rÛstov˘ faktor), proteázy a sku-
pinu MMP (matrixov˘ch metaloproteáz) (Mueller a Fusenig.
2002). Experimentálnû bylo prokázáno, Ïe melanomové buÀ-
ky, které zv˘‰enû exprimovaly PDGF, indukovaly desmopla-
zii stromatu s ãetn˘mi krevními cévami. Naopak, buÀky mela-
nomu bez exprese PDGF tvofiily tumory chudû
vaskularizované a nekrotizující, bez zmoÏené pojivové tkánû
(Tuxhorn a kol. 200l). 
Závûrem mÛÏeme shrnout, Ïe sledované faktory Myc, bFGF
a PDGF byly prokázány nejen v maligních buÀkách samot-
n˘ch, ale i v okolních stromálních elementech. Toto zji‰tûní
podporuje hypotézu o vzájemné kooperaci melanomov˘ch
bunûk a bunûk nádorového stromatu pfii rozvoji onemocnûní.
Ukazuje se, Ïe stejnû jako u jin˘ch solidních nádorÛ, tak i u MM
mÛÏe b˘t ovlivnûní nádorového stromatu jednou z cest, jak
terapeuticky potlaãit jeho progresi.

Podûkování: Práce byla podpofiena grantem IGA MZ âR
1A/8245-3/2004 a MSM 6198959216.
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Úvod
Metody, které pfiispívají k diagnostice zhoubn˘ch nádorÛ, jsou
fiadu let v popfiedí zájmu lékafiÛ a v˘zkumn˘ch pracovníkÛ,
neboÈ maligní tumory jsou v âeské republice po ischemické
chorobû srdeãní druhou nejãastûj‰í pfiíãinou smrti. Zhoubn˘
nádor prsu je u nás nejãastûj‰ím zhoubn˘m onemocnûním
u Ïen, proto v‰emu, co mÛÏe pfiispût k jeho vãasnému záchy-
tu, je vûnována maximální pozornost lékafiÛ a vûdeck˘ch pra-
covníkÛ, zab˘vajících se touto problematikou.
K ãasnému záchytu zhoubného novotvaru prsu v âeské
republice nespornû pfiispûlo a nadále pfiispívá spu‰tûní mamo-
grafického (MG) screeningu v záfií 2002. V posledních letech
se v‰ak vûnuje pozornost i nov˘m zobrazovacím diagnostic-
k˘m metodám vy‰etfiení prsu, zejména laserovému zobraze-
ní prsu (CTLM – CT Laser Mammography ) a optickému
zobrazení tkánû mléãné Ïlázy ( DOBI – Dynamic Optical Bre-
ast Imaging).
Princip DOBI je obecnû zaloÏen na poznatku, Ïe buÀky tvofií-
cí nádor vyÏadují stál˘ pfiísun Ïivin a zejména kyslíku a sou-
ãasnû se zbavují odpadních produktÛ svého metabolismu /1/.
Rostoucí tumor si tvofií síÈ kapilár, kterou jsou Ïiviny a kyslík
pfiivádûny ve stále vût‰í mífie. SloÏit˘ proces, vedoucí k tvor-
bû nov˘ch cév nádoru se naz˘vá angiogeneze, respektive neo-
angiogeneze /obr. 1/. 
Neoangiogeneze a její formy jsou intenzivnû studovány
zejména u karcinomu prsu. Neoangiogeneze se v prsu v sou-
ãasné dobû stanovuje biopsií vzorku prsní tkánû. Zv˘‰ená
vaskularita spojená s rÛstem maligních tumorÛ mÛÏe b˘t zmû-
fiena stanovením tzv. mikrovaskulární denzity (MVD). V sou-
ãasnosti je hlavním úkolem standardizace hodnocení MVD
obrazu /3/. V nedávné dobû jiÏ bylo na nûkter˘ch studiích zdo-
kumentováno, Ïe vysoká hodnota MVD koreluje s pfiítom-
ností lokoregionálních i vzdálen˘ch metastáz /2/, a vytváfií tak
vztah mezi pfiítomností neoangiogeneze a invazivity u karci-
nomu prsu /5,6/. Tato soudobá zji‰tûní naznaãují, Ïe vy‰‰í hod-
nota MVD u karcinomu prsu by mohla slouÏit jako predik-
tivní faktor.

Mamografie je v souãasnosti nejpouÏívanûj‰í vy‰etfiení prsu
v detekci karcinomu prsu. Nelze opomenout ani ultrazvukové
vy‰etfiení prsu, u Ïen stfiedního a vy‰‰ího vûku v‰ak vÏdy násle-
duje aÏ po mamografii a souãasnû vyÏaduje znaãnou erudici
vy‰etfiujícího lékafie. Pak se v‰ak jedná o metodu nesmírnû
v˘tûÏnou z hlediska senzitivity i specificity. Míra detekce
u mamografie se vyznaãuje ‰irokou variabilitou. Kolb uvádí
celkovou senzitivitu a specificitu u mamografického scree-
ningu 68 % aÏ 88 % resp. 82 % aÏ 98% /7/. Citlivost mamo-
grafického vy‰etfiení je vy‰‰í u Ïen ve vûku nad 50 let (vy‰‰í
senzitivita i specificita u involuãní Ïlázy s tukovou pfiestav-
bou) ve srovnání se Ïenami mlad‰ími 50 let (vy‰‰í procentu-
ální zastoupení typu Ïlázy neredukované, denzní). Jiní autofii
uvádí, Ïe vûk silnû ovlivÀuje citlivost mamografie, která byla
nejvy‰‰í u Ïen ve vûkové skupinû od 60 do 69 let (87,0 %) a nej-
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Souhrn: úãel: Zhodnotit novou vy‰etfiovací metodu pro diagnostiku nádorÛ prsu zamûfienou na mûfiení prostupnosti ãervené-
ho svûtla prsem a zaznamenání odezvy na tlakov˘ podnût, kter˘ vyvolává zmûny v objemu protékající krve.
Soubor a metoda: 100 Ïenám vy‰etfien˘m na RDG oddûlení Masarykova onkologického ústavu v Brnû mamografií bylo v pfií-
padech, kdy mamografie prokazovala podezfielou lézi, následnû provedeno vy‰etfiení metodou dynamicko optického zobraze-
ní prsu (Dynamic Optical Breast Imaging - DOBI). V‰em Ïenám byla poté provedena z podezfielého místa cílená core-cut biop-
sie a zhodnocena citlivost a pfiesnost DOBI ve srovnání s mamografií. 
V˘sledky: Senzitivita 71% i specificita 64% DOBI vy‰etfiení z na‰í studie dává nadûji na moÏné vyuÏití této nezátûÏové meto-
dy v budoucnu k detekci maligních lézí prsu. 

Summary: Purpose: The purpose of our study was to evaluate an upcoming breast cancer diagnostic modality based on mea-
surements of the red light absorption in the breast and response on pressure stimulus inducing circulating blood volume chan-
ges. Patients and Method: Patients (n=100) with suspicious mammography finding underwent Dynamic Optical Breast Ima-
ging (DOBI) followed by core-cut biopsy in Masaryk Memorial Cancer Institute. Sensitivity and specificity were calculated
to compare DOBI with mammography. Results: Both sensitivity and specificity (71% and 64% respectively) indicates that
DOBI can be a promising minimum-stress method in malignant breast lesion detection. 
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niÏ‰í u Ïen ve vûku 30 aÏ 39 let (67,9 %) /8/. Tato zji‰tûní nazna-
ãují, Ïe je tfieba zlep‰it vy‰etfiovací moÏnosti v diagnostice kar-
cinomu prsu u mlad‰ích Ïen a u Ïen s vy‰‰í denzitou tkánû prsÛ.
Bylo zji‰tûno, Ïe zv˘‰ená vaskularita asociovaná s rÛstem
maligních lézí se jednoznaãnû odli‰uje od vaskularity pozoro-
vané u normální zdravé tkánû. Systém dynamicko-optického
zobrazení prsÛ (DOBI) pfiístrojem ComfortScan detekuje jeden
z tûchto rozdílÛ hodnocením absorpce svûtla pfii aplikaci vnûj-
‰ích tlakov˘ch stimulÛ v ãase. V dÛsledku tohoto tlakového
podnûtu dynamické chování optick˘ch vlastností tkánû vytvá-
fií rÛzné dynamické profily pro oblasti s abnormální vaskula-
rizací ve srovnání s vaskularizací okolní normální prsní tkánû.
Mûfiením propustnosti ãerveného svûtla pfies prsní tkáÀ a zazna-
menáváním pfiechodné odpovûdi na tlakové podnûty je systém
ComfortScan schopen odli‰ovat oblasti prsÛ s abnormální
vaskularizací od oblastí s normální tkání. Úãelem systému
ComfortScan jako diagnostického nástroje je neinvazivní roz-
li‰ení mezi specifick˘mi optick˘mi profily rÛznû vaskularizo-
van˘ch oblastí a tím i poskytování doplÀujících informací pro
lékafie ohlednû angiogenetického stavu suspektní oblasti.
Systém ComfortScan jako pomocné vy‰etfiení k mamografii
je urãen k získávání informací, které mohou pomoci lékafii
v diagnostickém postupu a potenciálnû i v doporuãeních pro
léãbu.

MATERIÁL A METODIKA
V Masarykovû onkologickém ústavu bylo bûhem 5 mûsícÛ
roku 2004 vy‰etfieno v klinické studii 100 Ïen na ComfortS-
canu. Byly vybrány pouze Ïeny, které na pfiedcházející
mamografii mûly patologick˘ nález loÏiska nebo podezfiení
na loÏiskov˘ proces v prsu. V‰em tûmto Ïenám byla po
mamografii a DOBI vy‰etfiení provedena cílená core-cut
biopsie z podezfielého místa. Hodnocení obrazu z Comfort-
Scanu bylo provedeno v den tohoto vy‰etfiení, nejpozdûji
následující den a vÏdy pfiedcházelo informaci o histologic-
kém nálezu, tak aby v˘sledky hodnocení DOBI nemohly b˘t
ovlivnûny. 
Vlastní vy‰etfiení ComfortScanem je pro Ïenu podstatnû
pfiíjemnûj‰í neÏ vy‰etfiení mamografií. U pfiístroje Com-
fortScan Ïena stojí, je provádûna pouze jedna kraniokau-
dální projekce pfii velmi mírné kompresi prsu pruÏnou prÛ-
hlednou membránou pfiístroje, kter˘ celkovou vizáÏí
i velikostí mírnû pfiipomíná mamograf. Pfii vy‰etfiení je prs
umístûn na vy‰etfiovací desku pfiístroje a jemnû kompri-
mován pomocí nafukovací silikonové membrány. Na vy‰et-
fiovací desce je umístûn zdroj svûtla (LED iluminátory).
Zdroj svûtla se automaticky nastaví tak, aby osvûtloval prs
ve stavu, kdy je membrána nafouknuta. Tlak na vrcholu
vy‰etfiení dosahuje 3x niÏ‰í hodnoty neÏ pfii RTG mamo-
grafii, tedy zhruba 10 mmHg. Svûtlo procházející prsem se
zaznamenává v ãasové posloupnosti po dobu asi 30 sekund
vysoce citlivou digitální kamerou (CCD). Dynamicky se
mûnící obrazy se ukládají do digitální pamûti a zpracová-
vají pfiíslu‰n˘m softwarem tak, aby se zdÛraznily rozdíly
v ãasov˘ch kolísáních intenzity iluminace mezi normální
(benigní) a maligní tkání. 
Vy‰etfiení celkovû trvá cca 12 –13 minut od vstupu do vy‰et-
fiovny a v‰echny Ïeny ho zvládly velmi dobfie.
U kaÏdé Ïeny, zafiazené do studie, byl vyplnûn i klinick˘ pro-
tokol obsahující kompletní anamnestické údaje s dÛrazem
pfiedchozí ãi souãasné podávání hormonálních preparátÛ
a ostatních léãiv. 

V¯SLEDKY
V tabulce 1 jsou uvedeny v˘sledky hodnocení obrazÛ z mamo-
grafie (MG), která vÏdy pfiedcházela DOBI vy‰etfiení. V tabul-
ce 2 je zhodnoceno vy‰etfiení DOBI. Pfii posuzování obrazÛ
z DOBI hodnotící neznala ani v˘sledky MG vy‰etfiení nehod-
notila ani v˘sledek histologie. U obou typÛ vy‰etfiení je sou-
ãasnû vypoãítána senzitivita a specificita vy‰etfiení. 

V˘sledky mamografií podle ‰estistupÀové klasifikace BI-
RADS jsme zafiadili do skupiny MG-pozitivní nebo MG-nega-
tivní stejnû jako se pouÏívá toto hodnocení v MG screeningu
v˘sledek mamografie BI-RADS 1, 2 a 3 do skupiny negativ-
ních a v˘sledek BI-RADS 0, 4 a 5 do skupiny pozitivních
mamografií. Na hodnocení denzity Ïlázy byla pouÏita pûti-
stupÀová klasifikaci dle Tabára (Tabár I aÏ V). 
Ve srovnání s pomûrnû vyrovnan˘mi hodnotami senzitivity
i specificity u DOBI jsou stejné parametry u mamografie zfie-
telnû rozdílné. Senzitivita i specificita mamografie byla v na‰em
souboru nepochybnû ovlivnûna pfiedev‰ím pomûrnû ãast˘m 

Histologie Shoda s MG Neshoda s MG

Benigní 59 22 (TN) 37 (FP)

Maligní 41 37 (TP) 4 (FN)

Senzitivita TP/ TP+FN 90 %

Specificita TN/ TN+FP 37 %

Negativní 
prediktivní 
hodnota

TN/ TN+FN 76 %

Histologie Shoda s DOBI Neshoda s DOBI

Benigní 59 38 (TN) 21 (FP)

Maligní 41 29 (TP) 12 (FN)

Senzitivita TP/ TP+FN 71 %

Specificita TN/ TN+FP 64 %

Negativní 
prediktivní 
hodnota

TN/ TN+FN 76 %

Tab. 1

Tab. 2

Obr. 2 DOBI ComfortScaner
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v˘sledkem mamografie BI-RADS 0 (60% ze v‰ech v˘sledkÛ
v kategorii BI-RADS 0,4,5) u denzní struktury prsÛ. V na‰em
souboru pfievládala u vût‰iny vy‰etfiovan˘ch Ïen stfiednû denz-
ní Ïláza typu Tabár I (51%). V˘raznû denzní Ïláza typu Tabár
IV a Tabár byla ve 13% v‰ech vy‰etfiovan˘ch Ïen. Denzní typ
prsu byl tedy celkovû u 64% vy‰etfiovan˘ch Ïen, procentuál-
ní zastoupení involuãních typÛ Tabár II a III bylo 36%.
U denzního typu prsu logicky zaznamenáváme ãastûji v˘sle-
dek BI-RADS 0, ãímÏ je samozfiejmû sniÏována specificita
vy‰etfiení.

DISKUSE
Progredující novotvorba cév spojená s nárÛstem maligních lézí
se li‰í od vaskulárního zásobení benigních lézí a normální prs-
ní tkánû. Patologická vaskularita se chová odli‰nû i v odpovû-
di na mírn˘ tlak (pfiibliÏnû 10 mm Hg). Systém DOBI Com-
fortScan umoÏÀuje mûfiení prostupnosti ãerveného svûtla
prsem a zaznamenává odezvu na tlakov˘ podnût, kter˘ vyvo-
lává zmûny v objemu protékající krve. Pohlcování svûtla v oko-
lí malignity je ve srovnání s absorpcí v benigní nebo normál-
ní tkáni zv˘‰ené. DOBI systém je urãen právû ke zji‰Èování
tohoto rozdílu, coÏ umoÏÀuje rozli‰ení maligních a benigních
oblastí. Zkoumá dynamické chování a optické vlastnosti prs-
ní tkánû a rozpoznává typick˘ kontrast pro maligní poruchy ve
srovnání se sousední normální tkání prsu. 
Z v˘sledkÛ je zfiejmé, Ïe rozdíly senzitivity a specificity obou
hodnocen˘ch metod nejsou v˘razné. V této souvislosti je nut-
né si souãasnû uvûdomit, Ïe metoda DOBI je zcela nová a aã

hodnotící lékafika pro‰la ‰kolením, nelze prvotní zku‰enosti
s hodnocením porovnávat s letit˘mi zku‰enostmi s hodnoce-
ním mamografií. Obrazy jsou navíc naprosto odli‰né od kla-
sick˘ch rentgenov˘ch snímkÛ. Orientaãnû lze uvést, Ïe se víc
pfiibliÏují obrazÛm z vy‰etfiení v nukleární medicínû. 
Také hodnocené soubory jsou prozatím velmi malé, literatura
v souãasné dobû uvádí pouze jednu zahraniãní malou studii
o DOBI vy‰etfiování ve Francii z leto‰ního roku /8/ s podobn˘m
závûrem, jak˘ pfiedkládáme my. Vût‰í soubory Ïen vy‰etfien˘ch
DOBI ComfortScanem vdel‰ím ãasovém horizontu nespornû zfie-
telnûji napoví, zda je moÏné poãítat do budoucna se standardním
zafiazením DOBI vy‰etfiení vdiagnostice maligních lézí prsu. Zna-
menalo by to zfieteln˘ zisk nejen z hlediska roz‰ífiení diagnostiky,
ale pfiedev‰ím zhlediska radiaãní zátûÏe, která udynamicko-optic-
kého zobrazování je samozfiejmû nulová. Tím by byla tato meto-
da velmi vhodná k vyuÏití v mamografickém screeningu.

ZÁVùR
Jako první pracovi‰tû v âeské republice a jedno z mála ve
svûtû provedl MasarykÛv onkologick˘ ústav v Brnû kli-
nickou studií DOBI vy‰etfiování prsÛ. Úvodní v˘sledky
u metody, která je zcela nová, radiaãnû nezatûÏující
a vy‰etfien˘mi Ïenami velmi dobfie sná‰ená, dávají nadûji
na dal‰í, zejména softwarov˘ rozvoj a standardizaci hod-
notících parametrÛ. Souãasnû bychom rádi zdÛraznili
potfiebu kvalitní erudice hodnotících lékafiÛ, kterou poklá-
dáme za enormnû dÛleÏitou a velmi ovlivÀující v˘sledky
vy‰etfiení. 
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Úvod
Konzervativní chirurgie prsu je jiÏ v‰eobecnû pfiijat˘m postu-
pem. Navzdory zdánlivé jednoduchosti skuteãnû kvalitních
v˘sledkÛ lze dosahovat pouze pfii systematickém soustfiedûní
pacientek do specializovan˘ch center.
Chirurg ve své snaze co nejdokonaleji odstranit patologick˘
proces v prsu pfii co nejmen‰ím po‰kození tvaru prsu naráÏí
pravidelnû na nûkolik problémÛ.
Jedním z problémÛ je lokalizace nehmatn˘ch nebo ‰patnû
hmatn˘ch loÏisek. Potfieba lokalizace je v souãasné dobû, pfii
pfievaÏujícím podílu pacientek zachycen˘ch mammologick˘m
screeningem stále v˘raznûj‰í. Dal‰ím problémem je zaji‰tûní
kompletnosti resekce, která patfií k základním pfiedpokladÛm
úspû‰né konzervativní chirurgie5.
Lokalizaãních technik je celá fiada. Lokalizovat lze pomocí
mammografie nebo sonografie, k samotnému oznaãení loÏis-
ka lze pouÏít zavedení drátku k loÏisku, tetováÏ pomocí bar-
viva (suspenze karbonu nebo tetovací barvy), aplikace radio-
aktivní znaãky k loÏisku nebo i prosté zakreslení na kÛÏi.
V nûkter˘ch pfiípadech je dokonce nejjednodu‰‰í pfiesn˘ popis
polohy dle mammografie. Pfii nezúãastnûném pohledu se pro-
blematika mÛÏe jevit pomûrnû jasná a vyfie‰ená, ve skuteãnosti
v‰ak v‰echny metody mají své nedostatky a prozatím není moÏ-
no se uch˘lit pouze k jedné moÏnosti. 
Samostatn˘m problémem je pak oznaãování rozsahu tumoru
pfied neoadjuvantní chemoterapií.
Bez ohledu na metodu lokalizace (tedy i pfii vyhledání hma-
tem) je pak vÏdy nutná dÛkladná kontrola kompletnosti resek-
ce patologem se zpûtnou vazbou k operatérovi1. Zde pro pfií-
pady nekompletních resekãních okrajÛ je nutn˘ zaveden˘
systém orientace operaãních preparátÛ pro moÏnost cíleného
doresekování2.

U pacientek, u nichÏ pfii mammografické diagnostice byly nale-
zeny maligní mikrokalcifikace, je nutné také kompletní odstra-
nûní tûchto mikrokalcifikací. Toto lze pomûrnû rychle pero-
peraãnû zabezpeãit rtg vy‰etfiením preparátu „specimen
radiography“. Pro pfiípady, kdy mikrokalcifikace vyÏadují
doresekování, je opût v˘hodné, aby i rentgenolog byl co nej-
lépe informován o orientaci preparátu.

Samotná technika
Metod orientování operaãního preparátu je opût vût‰í mnoÏ-
ství, zásady jsou v‰ak podobné. V literatufie se lze setkat s rÛz-
nû sloÏit˘mi systémy, nicménû k urãení orientace trojrozmûr-
ného tûlesa je zapotfiebí znát dva na sebe kolmé smûry, které
je nutno adekvátním zpÛsobem oznaãit. V˘bûr oznaãen˘ch
smûrÛ a druhu znaãek je nepodstatn˘, pochopitelnou volbou
je co nejjednodu‰‰í zpÛsob.
Na na‰em pracovi‰ti bylo jako relativnû nejjednodu‰‰í zvole-
no oznaãení ventrálního smûru a smûru kraniálního dvûma rÛz-
nû dlouh˘mi stehy. Zásadou nakládání stehÛ je oznaãení dfií-
ve, neÏ je cel˘ preparát vytnut, ãímÏ se snaÏíme v co nejvût‰í
mífie zabránit následné zmûnû orientace. Technika se ve spo-
lupráci s patologií osvûdãila a prozatím nemáme dÛvod ji
nahrazovat sofistikovanûj‰ími metodami.
Jist˘ problém u této metody nastával v pfiípadech, kdy resekát
byl prvnû snímkován. V nûkter˘ch pfiípadech nebyly znaãky
na mammogramu zfietelné.
Pro tento úãel bylo nutno najít nejvhodnûj‰í zpÛsob znaãení.
Nabízelo se pouÏití korálkÛ, kontrastních klipÛ, nebo i speci-
álních rtg kontrastních stehÛ. Vzhledem k tomu, Ïe nám byla
známa velmi dobrá rozli‰ovací schopnost mammografu i pfií-
pady, kdy jsou na mammografiích viditelné nevstfiebatelné ste-
hy po pfiedchozích operacích, rozhodli jsme se nejprve jedno-

sdûlení

POMÒCKA PRO V¯BùR MATERIÁLU PRO ORIENTACI PREPARÁTU
V MAMMÁRNÍ CHIRURGII
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Souhrn: Jedním z problémÛ v konzervativní chirurgii prsu je lokalizace a pooperaãní orientace resekátu. Nejjednodu‰‰ím zpÛ-
sobem orientace je pouÏití dvou znaãek ve dvou na sebe kolm˘ch rovinách. Doporuãujeme oznaãit- naloÏit orientaãní stehy
pfied kompletním vyjmutím preparátu, ãímÏ se zamezí zmûnû smûru. V pfiípadech, kdy jsou odstraÀovány mikrokalcifikace, je
nezbytností  „specimen radiography“. Tehdy je vhodné vyuÏití relativnû radiokontrastního materiálu. Popisujeme jednoduchou
a lacinou metodu v˘bûru nejvhodnûj‰ího materiálu – snímek fiady vzorkÛ stehÛ.
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Summary: One of specific problems in breast conserving surgery is localization and postoperative orientation of the tissue
specimen. The simplest way for orientation of a tissue sample is inserting of two marks showing two perpendicular directions.
Our recommendation is insertion of these two marks - stitches - before complete removal of the sample in order to avoid a shift.
In cases of microcalcification removal specimen radiography is essential. In these cases it is beneficial to use radioopaque mate-
rial. Here we present a simple and inexpensive method for choosing of suitable material – x-ray of a series of stitch samples.

Key words: breast cancer, specimen radiography, marking, breast conservation
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duch˘m zpÛsobem vyzkou‰et bûÏnû dostupné materiály.
PouÏili jsme vzorky bûÏného nevstfiebatelného ‰icího materi-
álu o rÛzn˘ch tlou‰Èkách, konkrétnû silonu a terylénu, tyto jsme
sestavili na projekãní plochu ve vzestupn˘ch fiadách, jednot-
livé stehy jsme pro odli‰itelnost oddûlili jednoduch˘mi kon-
trastními znaãkami z kanceláfiské sponky. ¤ady byly osním-
kovány a nejkontrastnûj‰í materiál byl pouÏit pfii nejbliÏ‰í
operaci tohoto typu. Snímky prokázaly dostateãn˘ kontrast
‰icího materiálu, zvlá‰tû po elektronické úpravû kontrastu,
a tedy vhodnost pro dal‰í pouÏívání.
Vcelku logick˘m nálezem bylo, Ïe nejlépe viditelné byly ste-
hy vût‰ích tlou‰tûk, v na‰ich podmínkách mûl v˘raznû lep‰í
viditelnost  Teryléne oproti silonov˘m stehÛm.

Diskuse a závûr
V literatufie se lze setkat s pomûrnû komplikovan˘mi postupy
zabezpeãení orientace pro patologa, pfiíkladem mÛÏe b˘t
postup Loha a spol.3, ktefií resekovan˘ preparát pfiifixují k stra-
novû orientovanému kartonu s vystfiiÏen˘m tvarem prsu. V˘ho-
dou tohoto postupu mÛÏe b˘t zachování místa uloÏení reseká-
tu v prsu. Otázkou je, zda právû tato informace má pro dal‰í
terapii zásadní v˘znam, navíc je obsaÏena jak v místû uloÏení
jizvy, tak v popisu operace a v umístûní kontrastních znaãek
v prsu. Za zásadní nev˘hodu jak tohoto postupu, tak i nûkte-
r˘ch podobn˘ch povaÏujeme nutnost preparát nejprve vyjmout
a teprve poté orientovat. Mnoho operatérÛ sice tvrdí, Ïe jsou
schopni po vyjmutí preparátu tento správnû zorientovat, ale
staãí je pozornû sledovat a velmi rychle se pfiesvûdãíme o opa-
ku. Z tohoto dÛvodu se domníváme, Ïe nejpfiesnûj‰í lokaliza-

Obr. 1. Aplikace orientaãních stehÛ pfied uvolnûním preparátu.

Obr. 2. ¤ada stehÛ rÛzné síly na mammografu pfied osnímko-
váním.

Obr. 3. Snímek fiady stehÛ.

Obr. 4. Preparát s orientaãními stehy.

Obr. 5. Preparát v mammografu.
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ce lze docílit umístûním znaãek pfied úpln˘m uvolnûním pre-
parátu, kdy není je‰tû moÏná rotace preparátu. Umístûní pou-
ze dvou na sebe kolm˘ch znaãek sice urãuje pouze orientaci,
ale v pfiípadû nutnosti doresekce informace o kritickém okra-
ji a klinick˘ nález plnû dostaãují k pfiesnému urãení oblasti
k doresekování.
Urãení pfiesné orientace preparátu pfii specimen radiography je
záleÏitost pomûrnû opomíjená. Pfii pfiítomnosti mikrokalcifika-
cí, po osnímkování ve dvou na sebe kolm˘ch rovinách je mnoh-

dy moÏno orientaci urãit i podle konfigurace mikrokalcifikací
pfii srovnání s pÛvodní mammografií4. Vzhledem k tomu, Ïe
projekce pochopitelnû nemusí souhlasit, mÛÏe b˘t srovnání
nûkdy pomûrnû obtíÏné, zvlá‰tû v situaci, kdy ãást mikrokalci-
fikací chybí. MoÏnost urãení orientace pomocí dvou stehÛ pak
je pro rentgenologa vítaná. Vyzkou‰ení viditelnosti jednotli-
v˘ch druhÛ ‰icího materiálu na mammogramu je pak zcela jed-
noduchou procedurou, která mÛÏe zlep‰it pfiesnost i komfort
metody bez zbyteãn˘ch nákladÛ na speciální znaãky.

Obr. 6. Snímek preparátu.
Obr. 7. Snímek po elektronické úpravû kontrastu – pro vidi-
telnost pfii tisku v˘raznû vy‰‰í.
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informace

VáÏení pfiátelé a kolegové, 

v loÀském roce jsem mûl moÏnost nav‰tívit centrum moderní hospicové péãe - St. Christopher’s hospice v Lond˘nû-
-Sydenhamu. 

Samotn˘ pobyt byl pro mû vrcholem jedné Ïivotní etapy, jak˘msi zhodnocením smyslu mého souãasného pracovního zamû-
fiení a v˘znamnou inspirací do budoucna. 

Dostal jsem moÏnost poznat, jakou obrovskou silou disponuje hnutí, kterého jsme v paliativní medicínû souãástí a nebylo
moÏné si nev‰imnout úcty, kterou na kaÏdém mém kroku po anglick˘ch hospicech poÏívala Ïena, jeÏ stála u jejich zrodu Dame
Cicely Saunders.

O to více mnû stejnû jako jistû mnoho dal‰ích lidí, zapálen˘ch po celém svûtû pro paliativní péãi, oslovila zpráva od pfiátel ze
Sydenhamu, kterou jsem v pátek 15. 7. 2005 na‰el ráno v poãítaãi. Byla velmi krátká a fiíkala, Ïe paní Cicely Saunders, lékafi-
ka, graduovaná zdravotní sestra i sociální pracovnice, nositelka fiady ocenûní, vyznamenání a mezinárodních cen, ale pfiede-
v‰ím zakladatelka moderního hospicového hnutí, zemfiela ve sv˘ch 87 letech na lÛÏku zafiízení, v jehoÏ zrodu a rozvoji byla
ústfiední osobou - St. Christopher’s hospice v Lond˘nû-Sydenhamu.
Dame Cicely Saunders si získala úctu, obdiv i mezinárodní vûhlas pro svÛj pfiíspûvek v péãi o zmírnûní utrpení umírajících.
Stovky hospicÛ v Británii a více jak 95 dal‰ích zemích byly inspirovány hospicem St. Christopher’s v Sydenhamu, kter˘ zalo-
Ïila v roce 1967.

St. Christopher’s hospice se pokusil z její iniciativy poprvé realizovat paliativní péãi pro terminálnû nemocné centralizova-
nou na pacienta, kombinující emocionální, spirituální a sociální podporu se specializovanou lékafisko-sesterskou péãí. Tato pra-
xe byla jiÏ mnohokráte kopírována a rozvíjena. Souãasn˘ St. Christopher’s hospice poskytuje péãi více jak 2000 pacientÛm
a jejich rodinám roãnû a vy‰kolením více jak 60000 profesionálÛ ovlivnil standart péãe o umírající napfiíã cel˘m svûtem.

Plánování umístûní a financování hospice v Lond˘nû-Sydenhamu trvalo roky. Zde Cecily Saunders vyzkou‰ela v‰echny své
pfiedstavy o moÏnostech kombinace kvalitní lékafiské péãe s podporou pacientÛ a jejich rodin v domácím prostfiedí, ãímÏ mûni-
la existující pohled na péãi o umírající v praxi. Bûhem boje o finanãní i odborné zázemí této péãe se Cecily Saunders ukázala
b˘t zdatn˘m vedoucím lékafiem, témûfi geniálním fundraiserem, houÏevnat˘m správcem a celosvûtov˘m zastáncem hospicové
my‰lenky. Bylo zfiejmé, Ïe dosáhla toho, co si dala za cíl.

Její vliv na my‰lení zdravotníkÛ v péãi o umírající se nejvíce projevil tehdy, kdyÏ anglická Královská lékafiská spo-
leãnost uznala paliativní medicínu za samostatn˘ lékafisk˘ obor. KdyÏ byla v roce 2002 zahájena ãinnost Nadace Ceci-
ly Saunders, její reputace pfiivedla nejv˘znamnûj‰í specialisty Severní Ameriky a Austrálie k úãasti v mezinárodním
vûdeckém poradním v˘boru. Cíle nadace jsou, promítnout v˘zkum evidence based medicine do v‰ech aspektÛ palia-
tivní medicíny a péãe o umírající, s dÛrazem na multiprofesionální spolupráci a propojení klinické i v˘zkumné práce.

Pfiijmûte prosím tento ãlánek jako mal˘ hold její památce.
Ladislav Kabelka
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ZÁPIS Z JEDNÁNÍ V¯BORU 
âESKÉ ONKOLOGICKÉ SPOLEâNOSTI 
KONANÉHO DNE 14. 6. 2005 V LIBERCI

Pfiítomni: Vorlíãek, Abrahámová, Aschermannová, Cwiertka,
Eckschlager, Fínek, Jelínková, Konopásek, Petera, Stáhalová,
Stanku‰ová ,Vyzula, Îaloudík 

Omluveni: Pfiibylová, PetruÏelka, Rob, Stanku‰ová

Hosté k bodu 2: dr. ·Èastn˘, dr. Nedvûd, ing. Vojtí‰ek

âleny v˘boru uvítal v liberecké nemocnici prim. MUDr. Jifií
Barto‰ a struãnû charakterizoval onkologickou situaci v kraji,
o níÏ pak bylo je‰tû dále jednáno na tiskové konferenci po skon-
ãení v˘boru.

Kontrola zápisu - návrh pfiipraven˘ch inovovan˘ch doporuãe-
n˘ch postupÛ za‰le doc. Vyzula do konce t˘dne k pfiipomín-
kování v‰em ãlenÛm v˘boru âOS, k 1. 7. 2005 budou pfiipra-
veny k vydání. 

1. Projednáván návrh kriterií pro pfiiznání statutu komplex-
ního onkologického centra/skupiny (KOC/KOS) garanto-
vaného âOS. Kriteria byla bod za bodem diskutována
a doplnûna, finální verze je pfiiloÏena k zápisu. Kriteria pro
garanci KOC/KOS âeskou onkologickou spoleãností
budou pfiedána vedení VZP a odboru zdravotní péãe MZ
âR do konce ãervna.

2. Pfiedseda Vorlíãek uvítal dr. ·tastného, dr. Nedvûda, ing.
Vojtí‰ka a v˘bor vyslechl jejich osobní a nedokladované
pfiipomínky k pfiiznávání akreditací mamodiagnostick˘m
pracovi‰tím pro screening. Jmenovaní vznesli závaÏná zpo-
chybnûní regulérnosti procesu. Zpochybnili také kriterium
minimálního poãtu screeningov˘ch vy‰etfiení 5000 za rok.
V˘bor âOS pro objektivizaci stíÏnosti poÏádá MZ o pro-
tokoly k akreditaci screeningov˘ch pracovi‰È stûÏovatelÛ
a doplní si informace o celém procesu akreditaci a reakre-
ditací vedeném MZ âR. V‰ichni pfiítomní se shodli na uÏi-
teãnosti mammárního screeningu a potfiebû podpofiit jeho
dal‰í a nezpochybnitelné fungování. 

3. V˘bor vyslechl informaci v˘konné redakce ãasopisu Kli-
nická onkologie, ocenil, Ïe ãasopis vychází kontinuálnû
v dobré kvalitû a v pravideln˘ch intervalech bez problé-
mÛ. V˘bor vyz˘vá v‰echny ãleny âOS k publikování v Kli-
nické onkologii, zejména pokud jde o originální v˘sledky

grantov˘ch projektÛ a odborné práce onkologick˘ch pra-
covi‰È. Projekty podpofien˘ch granty BTF mají publikaci
v˘sledkÛ v Klinické onkologii jako podmínku úspû‰ného
splnûní. 

4. V˘bor odloÏil bod náplnû preventivních onkologick˘ch
prohlídek na pfií‰tí jednání s tím, Ïe budou je‰tû shromáÏ-
dûny podklady od praktick˘ch lékafiÛ. 

5. V˘bor odsouhlasil zaplacení kaÏdoroãního ãlenského pfiís-
pûvku pro Sekci onkochirurgie ve World Federation of Sur-
gical Oncology Societies.

6. Dr. Aschermannová podala zprávu revizní komise, která
neshledala nedostatky v hospodafiení. Stav úãtu âOS je
385 750 Kã. 

7. Prof. Vorlíãkem byl vznesen námût na potfiebu vzniku
Sekce psychoonkologie, dr.Fínek námût na vznik Sekce
uroonkologie v rámci âOS. V˘bor vyz˘vá ãleny âOS
takto specializované nebo zajímající se o tyto problema-
tiky, aby se aktivnû pfiihlásili pfiedsedovi âOS a pomohli
pfii vzniku sekcí.

8. Sekce diagnostické, prediktivní a experimentální onkologie
âOS pofiádá ve dnech 9.aÏ 10. 12. 2005 konferenci ve Zlí-
nû, podrobnûj‰í informace budou zvefiejnûny na www.lin-
kos.cz , v˘bor âOS pfiebírá nad konferencí zá‰titu. 

9. Nadále trvá úkol v˘boru âOS jednat s praktiky a gastro-
enterology o screeningu kolorektálního karcinomu, neboÈ
v jeho organizaci, popularizaci i monitoringu jsou dosud
znaãné rezervy.

10. V˘bor schválil pfiijetí nov˘ch ãlenÛ: Dr.Kubala (Ostrava-
Poruba), Dr.·tipl (JindfiichÛv Hradec) 

11. Doc.PetruÏelka pfiipraví na jednání v˘boru âOS v záfií 05
návrh stanoviska v˘boru k aplikacím erytropoetinu u solid-
ních nádorÛ na podkladû platn˘ch vyhlá‰ek a mezinárod-
ních guidelines. 

12. Termíny v˘borÛ âOS na podzim 2005: 
20. 09. - âeské Budûjovice
11. 10. – Zlín - pozor zmûna proti pÛvodní domluvû
15. 11. – Hradec Králové – pozor zmûna proti pÛvodní
domluvû
13. 12. – Praha-Motol

onkologické spoleãnosti


