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Abstrakt

Bakalafska prace pojedndva o problematice vzacnych nadori nadledvinek
(paragangliomu a feochromocytomu) a zaméfuje se na genovou expresi
programmed cell death 1 (ddle jen PD-1), které vyuzivaji nadorové buriky k potlaceni
imunitni odpovédi. PD-1 by mohla byt terapeutickym cilem podobné jako u jinych

nador.

Obecnd c¢ast se zaméfuje na neuroendokrinni nddory, zmény metabolismu
katecholaminti, protinddorovou imunitu, molekuly PD-1 a jeji ligandy PD-ligand 1/2
(PD-L1/2, programmed death domain ligand 1/2), funkci inhibi¢ni drahy PD-1/PD-L1

anadorovou toleranci. Nasledné jsou popsany dostupné diagnostické a terapeutické

postupy.

Praktickd cast se vénuje porovnani genové exprese PD-1 ve vzorcich tkdné
onkologickych pacientil s paragangliomem ¢i feochromocytomem se vzorky tkané
zdravého jedince. Ke zjisténi hodnot genové exprese PD-1 byly pouzity metody
izolace ribonukleové kyseliny, reverzni transkripce z ribonukleové kyseliny
na komplementdrni deoxyribonukleovou kyselinu a kvantitativni polymerazové

fetézové reakce v readlném case.

Z vysledki je patrna odlisnost genové exprese PD-1 mezi skupinou nemocnych
pacientli a zdravych jedincti, z ¢ehoZ vyplyva, Ze je vyssi exprese PD-1 v nadorové
tkani. Exprese PD-1 je ovliviiovana mnoha imunitnimi a genetickymi mechanismy.
Vysledky by mohly pfispét k porozuméni role imunoregulac¢nich molekul

u nadorového onemocnéni a nasledné optimalizaci 1écby.

Klicova slova

feochromocytom, nadledvinky, neuroendokrinni nddory, paragangliom, PCR,

PD-1.



Abstract

This bachelor’s thesis is focusing on topic of rare tumours of adrenal glands,
(paraganglioma and pheochromocytoma) and targeting gene expression of the
programmed cell death 1 (PD-1) which is used by tumour cells to inhibit the immune

response. PD-1 could be a therapeutic target similarly as in other types of tumours.

The theoretical part describes neuroendocrine tumours, changes in catecholamine
metabolism, antitumor immunity, PD-1 molecule and its ligands PD-ligand 1/2 (PD-
L1 and PD-L2), the function of PD-1/PD-L1 inhibitory pathway and tumour

tolerance. Consequently, diagnostic and therapeutic approaches are described.

The practical part aim at comparison of the gene expression of PD-1 in samples of
tissue of oncological patients affected by paraganglioma or pheochromocytoma and
samples of the healthy individuals. To ascertain gene expression of PD-1, methods
of the ribonucleic acid isolation, reverse transcription to the complementary
deoxyribonucleic acid and quantitative real-time polymerase chain reaction were

used.

The results reveal that there is a noticeable difference in the PD-1 gene expression
of the tissue of affected patients and healthy people. On the basis of this results, it
can be concluded that there increased expression of PD-1 in the tumour tissue. The
PD-1 expression is influenced by many immune and genetic mechanisms. The
results could contribute to a better understanding of role of immunoregulatory

molecules in tumour and eventual optimization of therapy.
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1 UVOD

Paragangliomy a feochromocytomy jsou nddory nadledvinek vyskytujici se velmi
vzacné a k jejich diagnostice casto dochdzi nepfimo. Ve vétsiné pripadi jsou nadory
benigni a pacienta neohrozuji na Zivoté. Maji vSak své negativni vlivy at uz
zplisobené ovliviiovanim metabolismu katecholaminii ¢i mechanickym ptlisobenim

nadoru na okolni tkan.

Molekuly programované bunécné smrti 1 (dale jen PD-1, programmed death
domain 1) spolu s jejich ligandem programované bunécné smrti 1 (dale jen PD-L1],
programmed death domain ligand 1) pfedstavuji inhibi¢ni drahu PD-1/PD-L1, ktera
za normalnich okolnosti chrani organismus pfed neadekvatni imunitni reakci,
napriklad reakci autoimunitni. Negativnim efektem drahy PD-1/PD-L1 miZe byt
navozeni nddorové tolerance, coZ ma za dtsledek nerozpoznani zménénych bunék
imunitnim systémem a nddorovy zvrat neni zastaven. Mira genové exprese PD-1
na nadorovych bunkdch paragangliomu afeochromocytomu pravdépodobné

souvisi s moznou malignitou nador.

Stanoveni genové exprese PD-1 v nadorové tkani nadledvinek unemocnych
jedincd a porovndni s expresi PD-1 vtkani zdravych lidi mtize pomoci
k podrobnéjsSimu pochopeni role molekul PD-1 a jejich signalizace v procesu
tumorigeneze. To by mohlo pfispét k snadnéjsi a casnéjsSi diagndze, posouzeni

zdvaznosti (malignity) nddoru a optimalizaci postupi terapie.

Bakalafska prace shrnuje obecné poznatky o neuroendokrinnich nadorech se
zaméfenim na feochromocytomy a paragangliomy. Popisuje jejich vliv na
metabolismus katecholaminti a imunitni systém. Rovnéz jsou diskutovany mozné

diagnostické a terapeutické postupy pri ndadorovém onemocnéni nadledvinek.



2 SOUCASNY STAV

2.1 Charakteristika nadorovych onemocnéni

Nador je nové vytvorena nezadouci masa tkané presahujici anatomicky a funkcéni
rozsah dané oblasti. Nadorovou tkan tvofi bunky, jejichz riast se vymkl regulaci.
Vysledkem muiZe byt rakovinné bujeni, které pfetrvava i po vymizeni pfic¢in, které
ho zptsobily. Onkologickd onemocnéni maji rozmanité projevy a jejich

patogenetické cesty vzniku nejsou dosud objasnéné [1].

Nadory mohou na organismus ptlsobit rizné, podle jejich vlastnosti je
rozdélujeme na benigni (nezhoubné) a maligni (zhoubné). Benigni nador roste
expanzivné a jeho nddorovou tkan tvofi pravidelné bunky s ostfe ohrani¢enym
okrajem, téméf nikdy se nesifi do dalSich tkani. Odstranéni tohoto typu nadoru je
jednodussi, k recidivité po operaci ve vétsiné piipadti nedochdzi a u pacientti
nevznika kachexie. Maligni nddor roste rychleji nez benigni nador, zaroven se rozviji
agresivné€ji a nemd ostfe vyhranéné hranice. Velmi casto dochdzi k jeho Sifeni
do okoli, v disledku toho se obtiznéji odstranuji vSechny ¢asti, tim padem castéji

dochdzi k recidivité po operaci. Pacienti ¢asto trpi kachexii [2].

2.1.1 Neuroendokrinni systém a s nim asociované nadory

Soucasti systému neuroendokrinniho jsou burniky neuralni a endokrinni. Fenotyp
maji tyto bunlky spolecny, charakterizuje ho exprese neurotransmiter,
neuropeptidti, neuromodulatorti a hormont, které jsou bunééné specifické. Rada
antigent bunék neuroendokrinniho systému se shoduje santigenem bunék
nervovych. V popsanych bunkach se nachdzeji granula sekre¢né hruba a bunky
nemaji axony, tudiz se nepodili na synapsich. Nadory tohoto typu jsou velmi vzacné,
charakteristické nizkou schopnosti proliferace, tzn. velmi pomalym rtistem. Jejich
sklon k malignité se lisi podle lokalizace a podle tkané, ze které vznikaji, ale obecné

se vyznaluji nizkou maligni tendenci. Casto produkuji biologicky aktivni peptidy.
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Mezi dalsi specifické vlastnosti patfi vychytavani a dekarboxylovani prekurzort
aminti. Nasledkem této biochemické aktivity jsou tvofeny aminy a malé peptidy,
coZ je proces, ktery je podstatny pro tvorbu monoaminovych neurotransmitert,
napriklad dopaminu, serotoninu a histaminu. V nékterych pfipadech nadort byl
zaznamenan familidrni vyskyt. To znamenad, Ze nddor se mtZe vyskytovat vicekrat
v anamnéze jedné rodiny a existuje zde urcitd pravdépodobnost genetické

predispozice [3, 4].

Bunky neuroendokrinni tkdné se nachdzeji pfedevsim ve stfevech a v centrdlni
nervové soustave, ovsem také v tkdni pfistitnych télisek, placenty a v C-burikach
stitné Zlazy [3]. C-bunky se nazyvaji také parafolikuldrni a mohou byt soucasti
folikulti stitné zlazy nebo mezi nimi tvofit samostatné ostrivky. Produkuji
polypeptidy, predevsim hormon kalcitonin [5]. Buriky neuroendokrinniho systému
odpovidaji na stimulaci uvoliovanim peptidti, proto jsou oznacovany pravé jako

buriky neuroendokrinni [3].

Diive byly endokrinni funkce spojovany pouze s anatomicky ohrani¢enymi
organy, avSak pozdéji byly vorganismu nalezeny jemné rozptylené burky

vykazujici podobnou aktivitu [3].

Endokrinni systém mtZzeme rozdélit na dvé ¢asti, a to na systém neuroendokrinni
a non-neuroendokrinni. Do druhého systému fadime zldzy sekretujici hormony
steroidniho charakteru (kiira nadledvin, pohlavni Zldzy) a Stitnou zldzu (kromé

C-bunék) [3].

Nédory  vychéazejici  z neuroendokrinniho  systému jsou odvozené
z diferenciovanych neuroendokrinnich bunék nebo pluripotentnich kmenovych
bunék. Nadory mivaji charakteristicky histologicky obraz a casto jsou pfitomny
cytoplazmatické proteiny. MtiZeme je délit dle jejich schopnosti tvorit biologicky

aktivni produkty, a to na nadory funkcéné aktivni a funkéné neaktivni. Biologicky
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aktivni neuroendokrinni nddory mohou zachovavat nebo zesilovat sekrecni aktivitu
tkané, ze které se druhotné vytvofily. Biologicky neaktivni neuroendokrinni nadory
neprodukuji aktivni hormony nebo jejich koncentrace neni dostate¢né vysoka, aby

mohla byt klinicky zjiSténa [3].

2.1.2 Feochromocytomy a paragangliomy

Nadory feochromocytomy u 80 % pacienti vychazeji z chromafinnich bunék
diené nadledvin. Ve zbylych pfipadech vznikaji z chromafinnich tkani nachazejicich
se v jinych organech nez ve dfeni nadledvin, nejcast€ji v oblastech hrudniku ¢i krku.
Nédory se podili na syntéze, ukladani a metabolismu katecholaminti, avsak ne vzdy
takto vzniklé hormony rovnéz sekretuji. Nadory paragangliomy se vyvijeji bud
z chromafinni tkdné nervového systému sympatického nebo parasympatického.
V pripadé nadort vytvarejicich se z chromafinnich bunék sympatického nervového
systému se castéji jednad o nadory bficha, panve, mocového méchyfe a méné castéji
hrudniku a krku. Sympatické paragangliomy (t€Z oznacovany jako extraadrenalni
feochromocytomy) jsou vétsinou hormondlné aktivni. Parasympatické
paragangliomy se ve vétsiné pfipadu vyskytuji v oblasti hlavy a krku. Tento typ

nadoru je v 95 % ptipadli sekrec¢né neaktivni (sekre¢né némy) [3, 6].

Feochromocytomy patii mezi biologicky aktivni nddory a produkuji hormony
skupiny  katecholaminti. Typickd je nadprodukce adrenalinu spolu
snoradrenalinem, kterou zpusobuje vliv pfitomnosti fenyletanolamin-N-

metyltransferazymetyltransferdzy, enzymu v dfeni nadledvin [3, 6].

Funkéni paragangliomy produkuji hlavné noradrenalin casto i spolu

s dopaminem [6].

V 90 % piipadti vznikd feochromocytom vzacné a ojedinéle, naddor s nahodilou
pri¢inou vzniku roste unicentricky a unilateralné. Ve zbylych 10 % jde o nador

familidrné zdédény, ktery roste multicentricky [3].

12



Ve feochromocytomu byl objeven peptid adrenomedulin (dale jen ADM), ktery se
nachdzi v dfeni nadledvin, ledvinach, srdci, plicich apod. Peptid ADM ovliviiuje
vodni a elektrolytickou homeostazu, ledvinové funkce a také vyvolava hypotenzi.
Ma vazodilata¢ni ac¢inek na arterie pricné pruhovaného svalstva a ptsobi jako
lokalni parakrinni faktor. Ddle podporuje angiogenezi a rtist nadorovych bunék.
Aktivuje mitozu u bunék hladkého svalstva cév a bunék nadorovych, na druhou
stranu u nékterych bunék pusobi antimitoticky. ADM autokrinné-parakrinnim

mechanismem chrani maligni buriky pfed apoptdzou zptlisobenou hypoxii [3].

Nadory byvaji ve vétsiné pfipadt benigni. K malignité dochdzi pouze v 10 % az
20 % pfipadd, jedinym kritériem malignity je nalez metastazi mimo chromatofinni

tkan, vétsinou v lymfatickych uzlindch nebo v kostni tkani [7].

Vys$si riziko malignity je u nddort vyskytujicich se extraadrenalné a u nadort,
které dorostou do velikosti vétsi nez 5 cm. Metastaze se kromé lymfatickych uzlin

a kostni tkané mohou nachdzet také v cévnim systému, plicich a jatrech [8].

Pacienti s diagnézou metastazujictho feochromocytomu nebo paragangliomu
vétsinou prezivaji i vice nez dvacet let, avSak nékdy mtize byt priibéh rychly. Dobu
preziti zadsadné ovlivniuje lokalizace nddoru. Zminénych dvacet let mtze prezivat
pacient s metastdzemi v kostech. V pfipadé metastazi v plicich ¢i jatrech
je pfedpoklad preziti kratsi neZ dva roky. Primérny interval pfeZiti se u 34 % az

60 % pripadti pohybuje kolem péti let [8, 9].

V soucasné dobé je popsano pfiblizné deset genti, které jsou asociovany se
vznikem nadorti feochromocytomu a paragangliomu. Patfi mezi né gen kodujici
enzymaticky komplex sukcindtdehydrogenazu (déale jen SDH), ktery ma ctyfi
podjednotky SDHA, SDHB, SDHC a SDHD. Dals$imi geny spojovanymi se vznikem
nadort nadledvinek jsou neurofibromin 1 (déle jen NF1), protoonkogen kddujici

receptor tyrozin kindzu (dale jen RET), gen pro transmembranovy protein 127, gen
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kodujici sukcinat dehydrogenazu faktor 2 (dale jen SDHAF2), gen kdédujici myc-
associated factor X (MAX), transkrip¢ni faktor a gen asociovany se vznikem von

Hippel-Landau syndromu (dale jen VHL) [9].

Zodpovédné geny se dédi autozomalné dominantnim typem dédi¢nosti. Nadory
se také mohou vyskytovat ve spojeni s genetickymi syndromy. Mezi tyto syndromy
patfi: syndrom familidrni paragangliomatdzy (geny SDH, SDHAF2), syndrom von
Hippel-Lindau (gen VHL), syndrom mnohocetné endokrinni neoplazie typu 2 (gen
RET) a neurofibromato6zy typu 1 (gen NF1). Vznik ndadoru mtiZze byt prvni a jedinou
manifestaci zminénych syndromt. V pfitomnosti nékterych genlt je

pravdépodobnost malignity nddoru vysoka, naptiklad u gentt SDHB, RET a NF1 [9].

Odhaleni genetické predispozice pro vyskyt feochromocytomu ¢i paragangliomu
muze zjednodusit a zrychlit diagnostiku. Zaroven se podle toho mtize predpovidat

nasledny vyvoj onemocnéni [3].

2.1.3 Feochromocytomy a jejich vliv na metabolismus katecholaminu

Drfent nadledvin je tvofena postgangliovymi sympatickymi neurony.
Katecholaminy se nachdzeji v sekrecnich granulich chromatofinnich bunék nebo
ve vaccich  postgangliovych neurond. Souddsti sekrecnich granuli jsou
chromograniny, proteiny usnadniujici uvolnéni obsahu granuli, které umi i chranit

jejich obsah pred enzymatickou degradaci [8].

Neuroendokrinni nddory feochromocytom a paragangliom jsou charakteristické
nadprodukci biologicky aktivnich produkt. Z aminokyseliny L-tyrozinu vychdazi
syntéza hormoni dfené nadledvin. L-tyrozin je nejdfive oxidovan
na dihydroxyfenylalanin, jeho dekarboxylaci vznika dopamin, déle se hydroxylaci
v postrannim fetézci vytvofi noradrenalin a metylaci aktivnim metioninem je ziskan

finalni hormon, adrenalin [3].
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Feochromocytomy maji zvySenou expresi tyrozin hydroxylazy, dopamin-3-
hydroxylazy a dekarboxyldzy aromatickych aminokyselin, coZ zptlisobuje
nadprodukci katecholaminti. U nékterych feochromocytomti syntéza noradrenalinu
prevazuje nad syntézou adrenalinu, tuto skutecnost zptlisobuje sniZena exprese

enzymu fenylethanolamin-N-metyl-transferazy [3].

Adrenalin ovliviiuje metabolicky obrat a ¢innost srdce, zejména zvySuje tepovou
frekvenci a krevni pratok. Noradrenalin zptisobuje periferni rezistenci

a vasokonstrikci, kterd ma za nasledek hypertenzi [8].

BéZzny  metabolismus  katecholamini  zac¢ind  aktivitou  enzymu
monoaminooxiddzy (déale jen MAO) nebo enzymu katechol-O-metyltransferazy
(déle jen COMT). MAO odbourava aminoskupinu v molekule katecholamin,
pfeménuje noradrenalin a adrenalin na 3,4-dihydroxyfenylglykol (déle jen DHPG),
pak nasleduje jeho pfeména za ucasti enzymu COMT na 3-metoxy-4-
hydroxyfenylglykol (déle jen MHPG), ktery je pomoci alkoholdehydrogenazy
metabolizovan na vanilmandlovou kyselinu. Aktivitu MAO muZe zastoupit enzym
COMT zptsobujici metylaci molekul katecholaminti, ktera zptisobuje pfeménu
adrenalinu na metanefrin a noradrenalinu na normetanefrin. VsSechny
katecholaminy a jejich metabolity kromé vanilmandlové kyseliny se konjuguji se
sulfaty, ¢imz vznikd napfiklad normetanefrin sulfat ¢ metanefrin sulfat.

Koncentrace téchto sulfatti je oproti jejich volnym formam v mo¢i i plazmé 25x vy3ssi

3].
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ADH - aldehyddehydrogenaza MAQ — monoamincoxidéza
COMT — karboxy-o-mety|transferéla PNMT - fenyletanolamin-N-metyitransferaza
DHMG — dihydroxymetylglykol VMA — vanilmandiova kyselina

DHPG - dihydroxyfenylglykol

Obrazek 1 Metabolismus katecholaminii zjednodusené [3]

V pritomnosti nddoru paragangliomu c¢i feochromocytomu se metabolismus
katecholamint vymyka obvyklému prabéhu. Probiha odliSné v nervovych

burikach, chromatofinnich burikdch a v burikach feochromocytomu [3].

Sympatické nervy i feochromocytomy produkuji noradrenalin, avSak
v sympatickych nervech se noradrenalin metabolizuje enzymem MAO na DHPG a
pravé tento metabolit se uvolniuje do krve. To znamend, Ze noradrenalin vytvofeny
v sympatickych nervech se vkrvi téméf nevyskytuje. Biologicky aktivni
feochromocytomy produkuji hlavné noradrenalin, jehoz uvolnénim dojde jen
k mirnému zvyseni DHPG v krvi. Kdyby bylo zvySené uvolfiovani ze sympatického
nervstva, byla by zaroven zvySend i hladina DHPG. Soucasna detekce vysoké
koncentrace noradrenalinu a normalni hladiny DHPG vkrvi poukazuje

na pritomnost nadoru [3].

V nadledvinach je fyziologicky vytvdfeno 90 % metanefrinu a 40 %
normetanefrinu z adrenalinu a noradrenalinu pfed uvolnénim katecholaminti

do krevniho obéhu. Enzym COMT, ktery metylaci katecholaminti zprostfedkovava
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vznik metanefrinu a normetanefrinu, je ve znaném mnoZstvi obsaZen
v nadledvindch a feochromocytomech. V nadorovych burikach feochromocytomu
vznika 94 % metanefrinu a normetanefrinu ptisobenim COMT. Vznik metanefrinu a
normetanefrinu v bunikdch feochromocytomu neni zavisly na uvolfovani
adrenalinu a noradrenalinu. Hladina metanefrinu a normetanefrinu v plazmé
neodpovida adrenalinu uvolnénému nadledvinami ve stresovych situacich,
zvySenému uvolnovani sympatickymi nervy ani paroxyzmalnimu vylucovani

katecholaminti v dtisledku ptisobeni feochromocytomu [3].

Stanovenim volnych plasmatickych metanefrini je moZzné zjistit nejen diagnozu

feochromocytomu, ale i lokalizaci a velikost tumoru [8].

Koneény metabolit noradrenalinu a adrenalinu pfedstavuje kyselina
vanilmandlova, jejiz hladina je vytvarena nervovymi bunkami a pripadné i
feochromocytomem. Z tohoto diivodu neni povaZzovana za velmi senzitivni znak,
presto se jeji vySetfeni provadi casto, protoze v moci a plazmé byva v postacujici

koncentraci [3].

2.1.4 Prtiznaky a projevy nadora

Nadory paragangliom a feochromocytom se, jak jiz bylo feceno, vyskytuji velmi
ziidka. Vzhledem k jejich biologické aktivité se nachazi u 0,1 % pacientti, ktefi maji
trvale  vysokou  diastolickou  hypertenzi.  Priblizné  polovina  osob
s feochromocytomem ma dlouhodobé vyssi krevni tlak. U druhé poloviny se
projevuje zachvatovita hypertenze, tedy nahle se opakujici zvyseni krevniho tlaku.
Uvolnovani katecholaminti pfi paroxyzmalni hypertenzi miize byt zptisobeno
nékolika vlivy. Napfiklad vlivem mechanickym, kdy na nador ptisobi tlak
zptisobeny pohybem okolniho prostiedi. Uvolnéni katecholamini mtze
probéhnout v klidu nebo byt iniciovdno rtiznymi léky, napfiklad histaminem,

tricyklickymi antidepresivy, guanetidinem, ethylalkoholem a dalsimi léky [3].
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Katecholaminy, které nejcastéji zpusobuji klinické symptomy, jsou adrenalin,
noradrenalin a dopamin. Nadory mohou produkovat i dalsi hormony, napfiklad

gastrin ¢i adrenomedulin [3].

Jednim z klinickych pfiznak u pacienti s feochromocytomem a funkénim
paragangliomem je bolest hlavy, ktera se objevuje bud permanentné nebo
epizodicky s riznymi intervaly trvani. U dvou tfetin pacientti se projevuje pocenim,
které muiZe byt vyrazné. Katecholaminy navozuji lipolyzu a glykogenolyzu, coZ
zpusobuje vyrazny vahovy ubytek. Chut k jidlu je pfitom zachovana. Tento jev je
nazyvan hypermetabolickym fenoménem a miize zptisobovat zvySenou teplotu.
U jedné tfetiny osob je pozorovana tachykardie. Dalsimi castymi pfiznaky jsou
zachvatovita palpitace, bolest na hrudi, bolest bficha, nervozita, anxieta, nauzea,
unava, dyspnoe, zavraté, intolerance horka, parestezie, poruchy zraku, zacpa,
prujem, bledost a psychické problémy zahrnujici paniku a tzkosti. Nejtypictéjsi
trojici projevii u pacientt svysokym tlakem, kterd jasné ukazuje na

feochromocytom, je palpitace, bolesti hlavy a pocent [3, 6, 9].

Prvni pfiznaky se mohou projevit jako Zivot ohroZujici komplikace, napfiklad
arytmie ¢i infarkt myokardu. Neni vSak vyjimkou, Ze tento typ onkologického

onemocnéni probihd asymptomaticky [9].

V téhotenstvi je neobjeveny nador zvlasté nebezpecny, protoze porod, anestezie
nebo krvaceni do tumoru mohou zptisobit arytmii ¢i hypertenzni krizi, kterd mtze

ohrozit Zivot zZeny [3].

2.1.5 Cetnost vyskytu nadori

Feochromocytomy a paragangliomy patfi mezi pomérné vzacné onkologické
onemocnéni. Cetnost vyskytu feochromocytomu se odhaduje na 0,5-1
diagnostikovany pfipad na 100 000 obyvatel za rok. U 0,5 % pacientti s vysokym

tlakem a 4 % pacientti s nahodné zjisténym adenomem (tj. incidentalomem) jsou
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nalézany feochromocytomy. Pfiblizné jedna tfetina téchto nadora je objevena a

diagnostikovana bez pfedchozich podezfeni [9, 10].

2.2 Imunitni systém a imunitni odpovéd proti nadortm

Imunitni systém udrZuje celistvost a homeostazu organismu. Ma schopnost
rozpoznat a chranit pfed vnéjsimi Skodlivymi latkami, nebezpecnymi
mikroorganismy a jejich toxickymi produkty. Autotolerance je vlastnost, ktera
ochranuje vlastni zdravou tkdn pred ptsobenim bun€k imunitniho systému.
Imunitni dohled zajiStuje rozeznani a odstraniovani vnitfnich skodlivin, tzn. starych

a poskozenych bunék [11].

Schopnost organismu rozpoznat a odstranit nddorové bunky je ve vétSiné
pfipadlt vysokd. Imunitni systém zabranuje rozvoji a riistu mutovanych bun€k,
hlavné v prvotnich fazich nddorové premény. Avsak postupnym rozvojem nadoru
jsou mechanismy imunitnich slozek vyderpany, navic naddorové bunky samy
efektivné omezuji jejich ptisobeni. Nevyhodu predstavuje znacnd podobnost
nadorovych bunék s burikami nenddorovymi, tudiZ se k nim organismus chova jako
k burikdm vlastnim. Je-li odliSnost jasné patrna, jsou do imunitni reakce zapojeny
vSechny mechanismy jak specifické (adaptivni) tak pfirozené imunity (neadaptivni)

[12].

Nadorové buriky vyuzivaji mnoho strategii, kterymi se snazi vyhnout rozpoznani
imunitnim systémem a nasledné eliminaci. Zejména se snazi neexprimovat antigeny
specifické pro nadory, nadorové buriky se tim stavaji htife odliSitelné od ostatnich
bunék vlastniho téla. Rovnéz mutace v urcitych genech znaéné snizuji
rozpoznatelnost specifického antigenu. V nékterych pripadech dochazi k tplnému
potlaceni exprese hlavniho histokompatibilniho kompexu I (dale jen MHC I). Mezi
dalsi obranné strategie patfi produkce glykokalyxovych molekul nadorovymi

burikami a nasledné prekryvani nddorovych antigent [12].
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Spravna funkce imunitniho systému je podminéna vyvazenou souhrou mezi
kostimula¢nimi a inhibi¢nimi mechanismy. NevyvaZenost mezi signaly téchto dvou
mechanismti mtiZe vyvolat pocatek nadorové tolerance. Napiiklad disledkem
vzrustajici aktivity inhibi¢ni drahy PD-1/PD-L1 mtzZe dojit k omezeni funkce T-
lymfocyti a vzniku takzvanych vycerpanych T-lymfocyti, které jiz nezvladaji

likvidaci nddorovych bunek [12].

Nadorové bunky vyuzivaji inhibiéni mechanismy imunitniho systému ve sviij
prospéch, konkrétné pro tnik pfed imunitni reakci organismu, ¢imz podporuji
vznik a vyvoj nddoru. Obecné je schopnost vyhnout se imunitnimu dozoru
povaZzovadna za jednu z typickych vlastnosti nddorovych bunék, nadory proto

pouzivaji fadu aktivnich a pasivnich mechanism [12, 13].

Pasivnimi mechanismy minime napriklad absenci mutovaného antigenu a ztratu
exprese MHC molekul I. tfidy, coz ma za nasledek nerozpoznatelnost pro specifické
cytotoxické T-lymfocyty (CD8+, cluster of differentiation — diferenciacni antigen,
dale jen CD) [13]. Absence ¢i pokles exprese MHC glykoproteinti I. tfidy na povrchu
nezdravé buriky vede ke sniZeni inhibi¢niho signalu ve specialnich lymfocytech tzv.
prirozenych zabijec¢ich (dale jen NK), tudiz pfevazuji aktivacni signdly a dojde

k destrukci nddorové burky [14].
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Obrzek 2 Mechanismus destrukce nddorové buitky NK buitkou [14]

Na aktivni inhibici se podileji imunosupresivni cytokiny typu transformujiciho
ristového faktoru beta (dale jen TGF-f), které jsou uvolniované nadorovymi
burikami a inhibuji proliferaci a efektorové funkce lymfocytti a makrofagt. Daéle
mezi aktivni mechanismy patfi schopnost nddoru podporovat vznik regulacnich T-
lymfocyt(i;, myeloid-derived suppressor cells (myeloidni supresorové bunky),
makrofagh typu M2 tvoricich supresivni mediatory typu interleukin 10 (dale jen IL)

a prostaglandinu E [13].

Regulace aktivity T-lymfocytd probihd na dvou turovnich. Primdrni signdl
reprezentuje specifické interakce mezi receptorem T-lymfocytu (dédle jen TCR)
a antigenem prezentovanym na MHC na povrchu bunék prezentujicich antigen
(dale jen APC), predstavuje tedy rozpoznavani antigenu. Sekundarni signdl je
zprostfedkovany kostimulaci receptoru CD28 na povrchu T-lymfocytu a ligandt
periferntho membranového proteinu oznacovaného jako B7 (dale jen B7), CD80

a CD86 na APC [15].

Nédorové burky tzce interaguji se stromalnimi a imunitnimi burikami, dale
i s extracelularnim prostfedim. Vznika tak nddorové mikroprostiedi, které ptisobi

imunosupresivné a chrani naddor pfed rozpoznadnim imunitnim systémem. Mtze
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dochéazet k primarni ¢ sekundarni resistenci vici imunitnim mechanismiim.
Na procesu vytvareni resistence se kromé nadorovych bunék podili zminéné aktivni

a pasivni mechanismy [16].

Inhibi¢ni kontrolni body (takzvané check points) imunitni reakce se vyznamné
podileji na inhibici imunitni reakce proti nddoru. Inhibi¢ni signaly mohou limitovat
a potlacit aktivaci efektorovych T-lymfocyti. Patfi sem protein asociovany
s cytotoxickymi T-lymfocytdrnimi antigeny (déle jen CTLA-4), imunoglobulinem
mucin 3 T-lymfocytd (TIM3), molekulami zimunoglobulinové rodiny
programované bunééné smrti a jejich ligandy PD-L1 a ligand programované bunécéné
smrti 2 (dale jen PD-L2). Ligandy PD-L1 a PD-L2 patfi do rodiny B7/CD28
a reprezentuji jeden z nejvyznamnéjsich kontrolnich imunitnich bodda. CTLA-4 je
typ transmembranového glykoproteinu nejcastéji exprimovaného na aktivovanych
T-lymfocytech, intraceluldrni signalni regulaci pres TCR a CD28 v nadorovych

burikach inhibuje T-lymfocyty [13, 17].

2.2.1 Draha PD-1/PD-L1

Dréaha PD-1/PD-L1 patii mezi jiz zminéné inhibi¢ni kontrolni body, které ovlivnuji
pusobeni imunitnich mechanismt. Inhibi¢ni drdha PD-1/PD-L1 navozuje funkcni
inaktivitu lymfocyti, coz chrani organismus pfed vznikem autoimunitniho
onemocnéni, ale mtze se podilet i na vzniku nddorové tolerance. Jeji zvySena
aktivita mtze vyvolat funkéni postizeni efektorovych T-lymfocytt, které poté
nemohou vyvolat specifickou cytotoxickou odpovéd a zahdjit destrukci cilovych
bunék. K této poruSe T-lymfocytd dochdzi u onkologickych onemocnéni

a dlouhotrvajicich infekci [12].

2.2.2 Molekula PD-1 a jeji exprese

PD-1 (také oznacovana jako CD279) je transmembranovy glykoprotein patfici

do imunoglobulinové rodiny proteinti CD28/B7. V membrané bunék se vyskytuje
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ve formé monomeru, coz zpusobuje skutecnost, Ze PD-1 neobsahuji cysteinové
zbytky, které by se podilely na zprostfedkovani homodimerizace. Gen pro PD-1 se

nachdzi na druhém chromozomu v rozsahu péti exonti [12].

Za normalniho fyziologického stavu PD-1 inhibuje aktivitu efektorovych T-
lymfocytt a podili se na vyvoji a zvySovani funkce regulacnich T-lymfocytii (dale

jen Tregs) [17].

Tregs potlacuji odpovéd T-lymfocyti, ¢imZz chrani periferni tkané pred
pfehnanou imunitni reakci, kterd by je mohla poskodit [17]. V membrané
a cytoplazmé Tregs jsou pfitomny molekuly PD-1. Jejich inhibi¢ni tcinky nebyly

v cytoplazmé na rozdil od membrany potvrzeny [12, 15].

Glykoprotein PD-1 mtiZzeme najit na B a T-lymfocytech, dendritickych burikach,
aktivovanych NK burikdch, monocytech a lymfocytech infiltrujicich tumor. Jednu
znejvyznamnéjsSich roli ma PD-1 jako inhibi¢ni receptor na T-lymfocytech,
interaguje se svymi ligandy PD-L1 a PD-L2 za vzniku inhibi¢ni drahy PD-1/PD-L1,
ktera potlacuje imunitni odpovéd pri onkologickych procesech. Imunitni burnky
v klidu vykazuji velmi nizkou expresi PD-1, na rozdil od stimulovanych imunitnich

bunék, u nichz je exprese PD-1 vysoka [12, 15].

2.2.3 Ligandy PD-L1 a PD-L2 a jejich exprese

Glykoprotein PD-1 ma dva ligandy PD-L1 (také mozno oznacit jako CD274) a PD-
L2 (také mozno oznacit jako CD273). Jejich exprese na povrchu nadorovych bunék

miize byt navozena kontaktem s interferonem gama (dale jen IFN-Y) [18].
Ligandy pro PD-1 (PD-L1 a PD-L2) jsou imunoglobulinové povahy a specificky se

vazi na transmembranovy glykoprotein PD-1. PD-L1 a PD-L2 se podle své struktury

vvvvv

23



predpoklad, Ze se oba z ligandi ticastni jinych procesti regulace imunitni odpovédi

[12].

PD-L1 se nachazi hlavné na T a B lymfocytech, makrofadzich a dendritickych
burikach. Dale byla jeho pfitomnost zjisténa i ve zdravé tkdni v neimunitnich
burikach jater, plic, svalovych vldken, burikach epitelidlnich, gliovych burikach
a beta bunkach Langerhansovych ostravki. Podle vyzkumu molekuly PD-L1

ve zdravych tkanich nejspise prispivaji k periferni toleranci [12, 15].

V nddorové tkani vétsinou nachdzime zvysenou expresi PD-L1, coz pfispiva
k vytvofeni nddorové tolerance, je tak vytvaren predpoklad negativniho priabéhu
onemocnéni, protoze se zvysujici se expresi PD-L1 roste nebezpecnost nadoru. PD-
L1 mtZe také vytvaret interakci s kostimula¢ni molekulou CD80, exprimovanou na
T-lymfocytech. Interakce vede ke snizeni funkce T-lymfocytt a produkce cytokint

[12].

PD-L2 je exprimovan na makrofadzich, pomocnych T-lymfocytech, APC

a pravdépodobné se podili na polarizaci T-lymfocytti [12].

PD-L1m4 dvakrat az Sestkrat vyssi afinitu k receptoru PD-1 nez druhy ligand PD-
L2. Také se 1isi mechanismus vazby. PD-L1 se mtiZze vazat na obé molekuly, na PD-1

i CD80. PD-L2 se na PD-1 vaze pouze pfimo [15].
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Obrizek 3 Exprese inhibicnich kontrolnich bodii na nidorové a imunitni buiice [19]
2.2.4 Mechanismy regulujici expresi PD-L1 a PD-L2 v nadorovych
bunkach

Exprese PD-L1 je ovlivnéna mnoha faktory, avsak predevsim zde hraji roli dvé
signdlni  drdhy: mitogenem aktivované kindzy (ddle jen MAPK)
a phosphatidylinositol-3-kinase-Akt (dale jen PI3K/Akt). Ke vzniku zhoubného
bujeni dochdzi hlavné v disledku zmén na tdrovni samotnych regulaénich
komponent. U jednotlivych onkologickych onemocnéni se lisi podil signalnich drah

na procesu vzniku a vlastniho pribéhu nadorového ristu [12].

Gen BRAF (B-Raf proto-oncogene) kdduje serin/threonin kindzu. Jeho mutace
vede k aberantni aktivaci MAPK, ktera zvySuje proliferaci rakovinnych bunék. Dale
mutace pusobi na aktivitu transkripénich faktorti c-Jun a signal transducer and
activator of transcription protein 3 (déle jen STAT). Faktor c-Jun zvySuje expresi PD-
L1 bez vlivu dalSiho faktoru, naopak faktor STAT3 ke své aktivité zptsobujici vyssi

expresi PD-L1 vyzaduje spoluptisobeni faktoru c-Jun [12, 20].
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Zvyseni exprese PD-L1 spojené s aktivovanim MAPK mitiZze podpofit sniZeni

imunitni reakce, ¢imzZ je podpofena rezistence nadorovych bunék [12].

Pro tkané postiZené nddorovym bujenim je charakteristické hypoxické prostredi,
které opét indukuje expresi PD-L1 a zvysuje expresi transkripéniho faktoru HIF-1a
(hypoxia-inducible factor 1la), ktery reguluje transkripci genu koédujictho PD-L1
pfimou vazbou na promotor tohoto genu. Dalsim regulacnim faktorem je kratka
molekula ribonukleové kyseliny (dale jen RNA) mikroRNA, ktera vazbou na oblast
messenger RNA (dale jen mRNA) ovliviiuje potlaceni translace, pfipadné degradaci

mRNA [12].

Molekula mikroRNA-200 zvySuje expresi PD-L1 a metastazovani nadoru. Opacné

ptisobi molekula mikroRNA-513, ktera expresi PD-L1 snizuje [12].

Interferon IFN-Y produkovan cytotoxickymi T-lymfocyty indukuje expresi PD-
L1, nddorové burikky mohou tento interferon vyuzit k navozeni vlastniho
narodového PD-L1, coZ zptsobuje potlaceni imunitniho systému pfi interakci s PD-
1 receptorem na T-lymfocytech. IFN-Y je ovliviiovan transkripénim faktorem
interferon regulatory factor 1 (dale jen IRF1) vdzajicim se rovnou na promotor PD-L1

[12].

Signalizaci pomoci transkripéniho faktoru STAT3 zvysSuji expresi PD-L1 také

interleukiny [12].
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Obrizek 4 Mechanismy regulace PD-L1 v nddorovych buiikich [12]

2.2.5 Role interferonii v expresi PD-L1 a PD-L2

Interferony interaguji se specifickymi receptory, ¢imz jsou schopny aktivovat
transkripcni faktory STAT, které reguluji expresi urcitych gent imunitniho systému.
Existuji interferony typu I a typu II. Faktory STAT mohou byt podle svého typu
aktivovany obéma typy interferont ¢i jen jednim z nich. Aktivace faktortt STAT
iniciuje signalni drahu Janus kinase — signal transducer and activator of transcription

protein (dale jen JAK-STAT) [21].

Transkripéni faktory Janus kindza (dale jen JAK) a STAT tvofi hlavni signalni
drahy ovliviiujici interferony. Ve vysledku se podili na aktivaci elementt
stimulujicich odpovéd interferonti a sit aktivujici interferony gama. Ukazuje se, ze
interferony se vyznamné podileji na regulaci exprese ligandti PD-1. Byly objeveny

diikazy, Ze interferony hraji vyznamnou roli v primarni a ziskané rezistenci
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k burikdm imunitniho systému a v budoucnu by mohly byt pouZity pro terapii

zalozené na blokadé imunitnich kontrolnich bod [18].

T-lymfocyty jsou schopny rozpoznat nddorovy antigen a ndsledné jsou uvolnény
interferony, které navozuji expresi PD-L1 na nadorové burce, ¢imZ je potlacena
protinadorova imunitni reakce. Tento proces miiZeme také nazvat jako adaptivni
imunitni rezistence. Z diivodu této rezistence dochazi k potlaceni schopnosti

T-lymfocytt rozpoznavat rakovinné prostredi [18].

Mezi interferony typu I fadime interferony alfa, beta a omega. Zminéné
interferony se vaZou na receptory interferonu typu I, ktery se skldda ze dvou
podjednotek. Pomoci faktort JAKI a TYK2 (tyrosinkindza 2) probiha fosforylace
faktorti STAT1, STAT2, STAT3 a podle typu bunky i dalSich faktorti z rodiny STAT.
Fosforylaci dochazi k aktivaci STAT]I, ktery se spoji s fosforylovanou formou STAT2
za vzniku komplexu ISGF3 (interferon-stimulated gene factor 3) a regula¢niho
faktoru 9. Vznikly komplex se vaZe na ISRE (interferon sequence response element)
na DNA a tim dochdzi ke kontrole exprese genii ovlivnénych plisobenim
interferonti. Interferony typu I mohou také zptisobit fosforylaci nebo pozdéjsi
aktivaci homo-/hetero-dimert faktortt STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5 a STAT6
[18, 22].

Interferon typu gama patfi mezi interferony typu Il a vaZe se na specificky
receptor pro interferon gama, ¢imz dochazi k fosforylaci enzymt JAKI a JAK2,
nasleduje fosforylace i pfislusnych receptoru. Ve vétsiné bunék dochazi k fosforylaci
STAT1 a v nékterych i STAT3. Aktivované dimery se akumuluji v jadfe a ptisobi zde
jako transkripéni faktory, které se napoji k systému GAS (gamma interferon
activation sites), ktery je pfitomen ve vétsiné genti navozenych interferonem gama,
naptiklad v genu IRF1. Aktivitu STAT1 a STAT3 téz ovliviiuji negativni regulatory

signalizace cytokint fungujici nejcastéji pomoci vazby na enzym JAKI, pfikladem je
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protein rodiny SOCS (suppressor of cytokine signalling), ktery signalizaci cytokint

potlacuje [18].

2.2.6 Molekularni mechanismus PD-1/PD-L1 signalizace

Interakci TCR s antigenem navazanym na MHC bunék prezentujicich antigeny
vznikd imunologicka synapse, kterd je zasadni pro aktivaci T-lymfocyti. Popsany
komplex se oznacuje jako takzvana supramolekularni struktura, jejiz stabilitu
zajistuji kostimula¢ni molekuly jako CD28, CD80/CD86, CD40, avsak i molekuly
adhezivni jako LFA-1 (lymphocyte function-associated antigen-1) nebo ICAM-1

(intracellular adhesion molecule-1) [12].

Pfi interakci s inhibi¢ni dradhou PD-1/PD-L1 se nejprve vaze PD-L1 na PD-],
nasledné dochdazi k ptipojeni TCR synapsi a defosforylaci CD3 a ZAP-70 (zeta-chain-
assiciated protein kinase 70) molekul TCR receptoru, ktery se podili na TCR

signalizaci [12].

Pfi navazani ligandu na PD-1 dojde soucasné k fosforylaci tyrozinu, coz aktivuje

tyrozinovou fosfatazu, kterd inhibuje signdlni drahu PI3K/Akt [12].

Draha PD-1/PD-L1 podnécuje apoptéozu T-lymfocytt. Expresi molekul
zabranujicich apoptéze bunék za béznych podminek podporuji kostimulaéni
synapse a v rakovinném prostfedi je pfitomnost exprese bunék zptsobujici

apoptozu inhibovana aktivitou drahy PD-1/PD-L1 [12].

Blokddou bunécného cyklu T-lymfocyth mtze dochazet k omezeni jejich
proliferace. Muze byt zptisobena navozenim zvySené aktivity transkripéniho
faktoru SMAD3 (SMAD family member 3), ktery blokuje bunécny cyklus. Dalsi
zptisob navozeni blokddy bunécného cyklu T-lymfocytt je degradace aktivatoru
bunécného cyklu CDC25A (M-phase inducer phosphatase 1). Tyto uvedené ¢initele
jsou indukovany drahou PD-1/PD-L1. Faktor RAS (RAS-associated factor, signdlni
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protein) naopak ptlisobi opacné, tedy stimuluje bunécny cyklus. Exprese RAS je
potlacovana vlivem PD-1/PD-L1 signalizace. PD-1/PD-L1 tlumi také signalni drahu
PI3K/Akt, coZz zptsobuje omezeni degradace transkripcniho faktoru FoxOl
(forkhead box protein Ol), a to prispiva k expresi PD-1, ktera pfispiva ke vzniku

vycerpanych T-lymfocyta [12].

Dal$im zptisobem ovlivnéni metabolismu T-lymfocytt signalizaci PD-1/PD-L1 je
prostfednictvim inhibice glykolyzy a premény aminokyselin. Dale pak

prostfednictvim aktivace procesti, které vedou k oxidaci mastnych kyselin [12].

2.3 Diagnostické postupy

Diagnoza paragangliomu a feochromocytomu je zaloZena na laboratornich
vySetfenich a zobrazovacich technikdch, pfedevsim jde o nukledrni magnetickou
resonanci, pocitatovou tomografii, pozitronovou emisni tomografii, nuklearni

medicinu a s ni spojené scintigrafické techniky [8].

2.3.1 Biochemicka vySetfeni

Paragangliomy a feochromocytomy casto skladuji katecholaminy, nemusi je vSak
vzdy vyludovat, nejsou proto vhodnym markerem pro pfiblizeni diagnozy.
Stanoveni jednotlivych metabolitti katecholamint nazyvajicich se metanefriny je

prihodnéjsi a umoznuje presnéjsi diagnostiku [6, 9].

Plazmatické metanefriny vykazuji vice odpovidajici vysledky neZ metanefriny
mocové. Pri stanoveni metanefrini je velmi dulezitd zkuSenost pracovisté
s vybranou metodou. Nékteré nadory vylucuji pouze dopamin nebo metabolit
methoxytyramin a u nékterych nddorti se nemusi zaznamenat zadné zvySeni
metanefrind, tyto nddory oznacujeme jako sekrecné némé. Také miiZeme stanovovat
bunécny znak chromogranin, ktery poukazuje na pfitomnost neuroendokrinnich

nadoru [9].
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Z metaboliti katecholaminti vykazuje nejlepsi miru korelace s diagnézou volny
plazmaticky metanefrin a normetanefrin. V pfipadé, Ze toto vysetfeni nelze provést,
je mozné stanovit frakciované mocové metanefriny, to znamena stanovit separované
mocovy metanefrin a normetanefrin. Stanoveni frakciovanych mocovych
metanefrin se provadi chromatografickou metodou HPLC (high-performance

liquid chromatography) ve sbéru moci za 24 hodin [3].

U vySetreni plazmatickych metanefrinti a normetanefrinti se klade velky duraz
na preanalytickou fazi. Odbér musi probihat nalacno a pacient by mél 24 hodin
vynechat alkohol, kofein, 1ék acetaminofen a nékolik hodin pfed odbérem nesmi
koufit. Hladina noradrenalinu je v poloze vstoje zhruba tfikrat vyssi nez vleze, proto
se vleze také odebird. Vzhledem k nutnému klidu pacienta se doporucuje danou
osobu hospitalizovat. Pfi vySetfeni se zavadi nitroZilni kanyla a pacient lezi 20 minut
v klidu, aZ poté je krev odebrana. Pokud vychazi vysledky koncentrace metabolitii
negativni, nddor neni pfitomen. Hodnoty vyssi nez ¢tyfndsobek horni hranice
normy signalizuji pfitomnost nadoru. Pfidatny klonidinovy test se provadi
v ptipadé, Ze jsou vysledné hodnoty mezi horni hranici normy a jejim ¢tyfnasobkem

[3]-

Katecholaminy maji polocas rozpadu jen dvé minuty, a to je z hlediska analyzy
zna¢nou nevyhodou. Pfi diagnostice se vuvahu bere také, Ze nador miize
katecholaminy vylucovat epizodicky a Ze nékteré fyziologické aktivity zvysuji jejich
produkci, napfiklad fyzickd a psychickd ndmaha. Ddle mohou byt hodnoty
ovlivnény hypoglykémii, hypovolemii, sepsi, Sokovymi stavy, vystupniovanymi
stavy uzkosti a dal$imi chorobnymi stavy. Zminéné skutecnosti mohou znacéné
zkreslit vysledky a falesné negativni vysledek by mohl pacienta ohrozit. Naopak
faleSné pozitivni vysledky biochemickych vySetfeni je mozZzné vyvratit

v nasledujicich vySetfeni, naptiklad zobrazovacimi metodami [3, 8].
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2.3.2 Zobrazovaci metody

Pokud biochemickymi metodami dojde k potvrzeni nadoru, pfistupujeme
k zobrazovacim metoddm, zejména k vypocetni tomografii (dale jen CT)
a magnetické resonanci (dale jen MR). CT a MR jsou nespecifické, pro potvrzeni

diagndzy a urceni typu nadoru pouzivame metody nukledrni mediciny [9].

Spiralni CT se vyznacuje vysokou presnosti a rozliSovaci schopnosti do jednoho
cm. Kdyz neni pouziti CT vhodné, napiiklad u téhotnych Zen nebo pfi alergii
na kontrastnilatku, voli se MR. Déle téZ sonografie poskytuje odpovidajici vysledky,

ovsem jsou méné presné nez z CT a MR [3].

Feochromocytomy stanovujeme scintigrafii s metajodobenzylguanidinem (dale
jen MIBG) a paragangliomy scintigrafii s octreotidem. Postupné se také dostavaji do

popredi metody zaloZené na pozitronové emisni tomografii (dale jen PET) [9].

Pro vySetfeni pomoci izotoptl se pouziva MIBG, ktery je oznaceny jodem 131 ¢i
123. Touto metodou se potvrzuje diagnoza, ktera byla stanovena pomoci CT nebo
MR. Jedna se o vySetfeni, které umoznuje vizualizaci celého téla, tudiz v ptipadé
maligni formy nddoru je mozné metastaze odhalit a lokalizovat [3]. Pokud
diagnostika pomoci MIBG vykazuje pozitivni vysledky, muZe se pfistoupit
k indikaci izotopu 1311-MIBG. Ten se pouziva predevsim ke kontrole symptomfi,

které jsou zptisobeny sekreci hormonti [23].

PET metoda znazorfiuje nddorovou tkan a ma vyssi validitu nez MIBG.
V nadorové tkdni probihaji biochemické a fyziologické procesy jinak nez v tkani
zdravé. Na principu téchto odlisnosti funguje pravé pozitronova emisni tomografie.
Naptiklad v nddorové tkani probihd glykolyza ve vyssi mife, ¢ehoz vyuziva
fluorodeoxyglukdéza s'®F. Také se pouziva U"C-hydroxyefedrin nebo 6-[*F]
fluordopamin, ktery je schopny se dostat do bun€k vytvarejicich katecholaminy

a jeho vizualizace je snadna [3].
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2.3.3 Geneticka vySetieni

U vSech pacienti sfeochromocytomem by mélo byt provedeno genetické
vySetfeni, konkrétni geny pro vysetfeni jsou vybirany podle klinickych projevi,
rodinné anamnézy a fyzikdlniho vySetfeni. Svou roli zde hraji také vék pacienta,
presna lokalizace nddoru, malignita a produkované katecholaminy ¢i jejich

metabolity [6].

2.3.4 Potencidlni biomarkery blokady PD-1/PD-L

Uvazuje se o pouzivani PD-1 a PD-L1 jako markert pro zjisténi a¢innosti blokady
PD-1/PD-L. Ligand PD-L1 by mohl byt dobrym ukazatelem pribéhu 1é¢by nadort
[15].

2.4 Dostupné terapeutické postupy

2.4.1 Chirurgicka lécba

Chirurgické odstranéni nadoru pfedstavuje nejvhodnéjsi zptisob feSeni jeho
pfitomnosti. Operace vykazuji velmi vysokou uspésnost. Mohou se provést
laparoskopicky, je mozné tak operovat i nadory vétsi nez devét centimetrd.
Pfi operaci se upfednostiiuje zachovani ¢asti kiiry nadledvin, aby nebyla ztracena
schopnost produkovat mineralokortikoidy. Zachovani této ¢asti miize byt rizikové,
zvysuje se totiz pravdépodobnost recidivity nddoru, hlavné v pfipadé genetické

predispozice. [24].

Dilezitou soucast operace tvori predoperaéni medikamentdzni piiprava.
Vzhledem kvysoké koncentraci katecholamintt v nddorech, mftize operaci
komplikovat hypertenze a piipadné hypertenzni krize, na které je potfeba se

pripravit. BéEhem operace se musi udrzovat stabilni krevni tlak [24].

Léky se zacinaji podavat dva az ¢tyfi tydny pred planovanou operaci. Pacientim

jsou podavany blokatory a-adrenergnich receptortl (fenoxybenzamin ¢i prazosin).
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V pripadé fenoxybenzaminu se zacina s davkou 2 x 10 mg, ktera se postupné
zvysuje, dokud se nedosdhne davky 1 mg/kg télesné hmotnosti, kterd je povazovana
za dostatetnou. Lék fenoxybenzamin se kombinuje s betablokatory. Pokud
alfablokatory a betablokatory nejsou dostatecné ucinné, aplikuje se tésné pred
operaci metyrosin, kompetitivni inhibitor tyrozinu. U medikamentdzni pfipravy
pacienta na operaci se doporucuje, aby byl v klidu na Itzku kvili hrozici hypotenzi

zpusobené 1éky [3].

2.4.2 Hypertenzni krize a jeji 1écba

Projevy hypertenzni krize nejcastéji mohou byt v podobé téZzkych bolesti hlavy,
srdecniho selhdni s akutnim plicnim edémem a infarktu myokardu. Kromeé vysoké
koncentrace katecholaminti v krvi ji mtizou vyvolat tricyklickd antidepresiva,
naloxon a metoclopramid. Pacient béhem hypertenzni krize by mél byt

hospitalizovan na jednotce intenzivni péce [3, 24].

Pfi hypertenzni krizi se pod4dva intravendzné bolus fentolaminu, ktery ma kratky
polocas rozpadu, tudiz je potfeba podavat jeho stejnou davku kazdé dvé minuty do
dosazeni stability krevniho tlaku. Kromé fentolaminu se za stalého monitorovani

krevniho tlaku mtZe aplikovat nitroprusid sodny ve formé infuzniho roztoku [3].

2.4.3 PD-1/PD-L1 a protinadorova terapie

Terapie zaloZena na monoklonalnich protilatkach pfinasi nové moznosti v rdmci
imunoterapie. Lécba pomoci cilenych protilatek zvysuje aktivni zapojeni imunity.
Blokddou drahy PD-1/PD-L1 je posilen efektorovy soubor imunitniho systému

v nadoru, ktery se snazi snizit toleranci k nadorové tkani [12].

V soucasnosti jsou vyvinuty monoklondlni protilatky, které blokuji receptor PD-

1a pfipadné iligand PD-L1 [12].
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Pembrolizumab je prvnim lékem povolenym pro klinické pouZiti, predstavuje
velmi selektivni humanizovanou protildtku zaméfenou proti receptoru PD-1,
vyuziva se k terapii u pacientii s progresivnim melanomem. Uéinnost léku vsak
nebyla velmi tispésna, 1ék byl i¢inny jen na urcité mnozstvi pacientii a vyvolaval

nezadouci tcinky, naptiklad podporoval rozvoj autoimunitnich onemocnéni [12].

Nivolumab je dal$i monoklondlni protilatka proti PD-1 pouzivdna jako 1€k,
tentokrat pro lécbu pokrocilého metastazujictho melanomu, rendlniho karcinomu
a nemalobunééného karcinomu plic (ddle jen NSCLC), uéinnost byla vysoka

s minimalnimi nezddoucimi tcinky [12].

Atezolizumab, durvalumab, a avelumab jsou protilatky ptisobici proti ligandu
PD-L1. U zminénych protildtek byly provadéné klinické studie u pacient
s urotelidlnim karcinomem mocového méchyre, metastazujicim NSCLC a nadort

hlavy a krku [12].

Dalsi mozZnosti je kombinace protilatek, tudiz blokace dvou kontrolnich bod PD-
1 a CTLA-4 soucasné. Kazdy z téchto dvou bodi ovliviiuje lymfocyty v jiné fazi.
CTLA-4 ovliviiuje hlavné v ranych fazich aktivace lymfocyt(i T. Naopak inhibice PD-
1 pusobi prevazné na T-lymfocyty v efektorové fazi. Kombinovana terapie
s vyuzitim PD-1 a CTLA-4 se vyznacuje komplementaritou latek. Byl u ni prokdzan
vyssi ticinek, nez maji monoklonalni protilatky, avSak zdroven byla sledovana i vétsi

toxicita lécby [12].

2.5 Sledovani pacientii po operaci

Zvlastni pozornost po operaci by meéla byt vénovana pacientim s mutaci
v genech SDHB, VHL, RET, NF1 a pacientim sfunkénim paragangliomem
a objemnym feochromocytomem, u kterych hrozi vyssi riziko recidivity a vzniku
metastaz. U téchto pripadi idedlné probiha pravidelné sledovani v intervalu do Sesti
mésicill s biochemickymi nebo i morfologickymi (funkénimi) vySetfenimi. V pripadé
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sekrecné némého nadoru dochazi jen k funkénim vysetfenim. U vSech pacient(i po
operaci feochromocytomu se také doporucuje sledovani v intervalu Sesti mésicti
s moznosti prodlouZeni intervalu na dobu jednoho roku. Pfihodné&jsi priibéh stavu
po operaci se ocekava u starSich pacienti smalymi feochromocytomy
produkujicimi adrenalin. Sledovani vSech nemocnych po operaci se pokud mozno

provadi ve specializovanych zafizenich, které maji zkuSenosti s témito nadory [9].
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3 CIL PRACE

Cilem teoretické Ccdsti této bakaldarské price bylo shrnuti poznatkil
o paragangliomech — a  feochromocytomech,  jejich  projevech,  vlivu
na metabolismus katecholaminii, rizicich a soucasnych postupech diagnostiky

Ci terapie.

Cilem praktické cdsti bylo porovnani genové exprese PD-1 u skupiny
zdravych jedincil se skupinou pacientii s nddory nadledvinek (paragangliomy

a feochromocytomy), nisledné grafické zpracovini vysledkii a vyhodnoceni.

Genovd exprese PD-1 byla stanovena pomoci metod molekuldrni biologie.
Vysledky by mohly pomoci optimalizovat budouci diagnostické a terapeutické
postupy. Proto bylo cilem price téz diskutovat vysledky exprese PD-1 u jinych

pripadii nadorového onemocnéni.
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4 METODIKA

Ke zméfeni a porovndni genové exprese PD-1 v tkani nddor(i paragangliomu
a feochromocytomu je nutné nejprve izolovat RNA, poté v termocycleru ziskanou
RNA ptepsat do komplementarni deoxyribonukleové kyseliny (dale jen cDNA)

a nasledné zméfit miru genové exprese PD-1.

Praktickd C4st bakaldiské prace byla provadéna v Ustavu imunologie
a mikrobiologie 1. 1ékaiské fakulty UK a VEN v Praze (dale jen UIM 1. LF UK).
Pouzivanym biologickym materidlem byly kousky tkané nadledvinek
z vyoperovanych nadort, které UIM 1. LF UK a VEN v Praze ziskalo od Fakultni
nemocnice v Motole za ti¢elem védeckého vyzkumu. Nadorova tkan byla odebrana
pro experimentalni ucely u pacienti po pfedchozim podepsani pisemného

informovaného souhlasu.

4.1 Izolace RNA

Izolace RNA se standardné provadi v laminarnim boxu, ktery umoznuje praci
s zivociSnym materidlem ve sterilnim prostfedi vytvafenym proudénim vzduchu
prochdzejicim pfes filtry. Pfed zpracovanim byla tkan uloZena v mrazdku pfi teploté
-20 °C vroztoku RNA later v mikrozkumavkach Eppendorf. Vzorky je nutné
nejprve nechat volné rozmrznout pfi pokojové teploté a nasledné oddélit a navazit
vhodné mnozstvi pro izolaci RNA. Nejvhodnéjsi hmotnost vzorku je 15-20 mg.

Izolace RNA se provadi pomoci komercné vyrobeného kitu.

4.1.1 Konkrétni kroky izolace RNA

Tkan je nutné nejprve odvazit, je mozné pouzit maximalné 30 mg tkané, ale
vhodnéjsi je pouzit mensi mnozstvi, tzn. vySe zminénych 15-20 mg je idealni
hmotnost. Celd izolace RNA se provadi pomoci kitu od firmy Qiagen.

K odvaZenému mnozstvi vzorku se prida 600 pl lyzacniho bufferu RLT (buffer RLT-
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lysis buffer 220 ml) a 1/100 merkaptanu do 1,5 mikrozkumavky Eppendorf. Vzorek
s roztokem se homogenizuje homogenizacni vrtackou. Vznikla homogenni smés se
stoci v centrifuze pri10 000 g pfi teploté 23 °C po dobu 5 minut, ¢imZ se smés rozdéli
na peletu a supernatant. Peleta obsahuje zbytky tkané a supernatant nukleové
kyseliny. Peleta jiZ neni potfeba a supernatant se odpipetuje do jiné mikrozkumavky

typu Eppendorf pro dalsi zpracovani.

V dalsim kroku se k supernatantu ptida 600 pl 70 % chlazeného ethanolu. Pfidava
se tésné k hladiné supernatantu. RNA s alkoholem precipituje a tim vzniknou dvé
rozliSiteIné faze, je nutné promichat roztok pipetou formou nasavani a vypousténi.

Musi se odstranit pfipadné vysraZené zbytky.

Roztok supernatantu s ethanolem je nezbytné prenést do specidlnich kolonek
s membranou, na které se zachycuji nukleové kyseliny, kyselina deoxyribonukleova
(déale jen DNA) a RNA. Kolonky jsou rozdélené na horni a spodni ¢ast. Jejich
maximalni objem je 700 pl, objem zminéného roztoku je 1200 ul, tudiZ se pfenaSeni
roztoku do kolonek provadi dvakrat. Prenese se 600 pl do kolonky, stoci se
v centrifuze na 10 000 g pfi teploté 23 °C po dobu 15 sekund. Obsah spodniho dilu
kolonky se vyleje, horni dil se vrati zpét. Do kolonky se napipetuje zbyvajicich

600 pl ptivodniho roztoku a krok se zopakuje.

DNA a RNA jsou nyni zachyceny na membrané kolonky, mohly se zde zachytit
inezadouci nedistoty, které je nutné odstranit promytim, proto se prida 350 pl
promyvaciho roztoku RW1 (buffer RW1 wash buffer 220 ml) a nasleduje opétovné
stoceni v centrifuze na 10 000 g pfi teploté 23 °C po dobu 15 sekund. Roztok ze spodni

casti se vylije do kadinky s odpadnim roztokem a horni dil s membranou se zachova.

Cilem je izolovat pouze RNA, DNA je nezddouci a eliminuje se pouzitim
DNAA4zy, kterd z membrany kolonky odstrani DNA. Na kolonku se pfida pfimo
80 ul roztoku, ktery je sloZzen z 10 pl DNAazy a 70 ul RDD pufru. Roztok se takto
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necha inkubovat 15 minut v lamindrnim boxu a dale se kolonka procisti pfidanim
350 pul RW1, ktery se opét zcentrifuguje na 10 000 g pfi teploté 23 °C po dobu 15

sekund. Spodni dil se poté odstrani a nahradi se dilem novym.

Posledni kroky izolace slouzi pfedevsim k ziskdni dostatecné cisté RNA na
membrané kolonky, pouZije se 500 pl isticiho roztoku RPE (buffer RPE wash buffer
65 ml concentrate), nasleduje centrifugace na 10 000 g pfi teploté 23 °C po dobu
15 sekund. Zcentrifugovany obsah se odstrani a opét se prida 500 ul roztoku RPE,
stoci se na 10 000 g pfi teploté 23 °C po dobu dvou minut. Obsah ve spodnim dilu se
odstrani a nasleduje opétovna centrifugace, aby se zarucilo, Ze dojde k odstranéni

maximalniho objemu RPE.

Posledni krok zajiStuje uvolnéni RNA z membrany kolonky. Spodni dil se
vymeéni za klasickou mikrozkumavku Eppendorf a ptida se 30 ul RNAse-free H20
(RNase-Free Water 50 ml) na membranu. Izolace je zavrSena centrifugaci na 10 000 g

pfi teploté 23 °C po dobu jedné minuty.

4.1.2 Elektroforéza a koncentrace NK

Pro spravny prubéh zpétné transkripce RNA na cDNA je potfeba dostatecné
mnozstvi izolované RNA. To je mozné zkontrolovat pomoci elektroforézy.
V agarasovém gelu by mély byt dobfe znatelné dva prouzky, které predstavuji
malou a velkou ribozomdlni podjednotku. Ribozomalni RNA je mezi typy lidské

RNA zastoupena z nejvétsi ¢asti, proto sledujeme praveé ribozomalni podjednotky.

4.1.3 Meéfeni koncentrace nukleovych kyselin nanodropem

Presnou koncentraci ribonukleové kyseliny méfime na nanodropu, abychom
zjistili, zda koncentrace izolované RNA je vhodnd pro dal$i méfeni. Pfistroj funguje
na principu spektrofotometru, vysledkem je vinova délka zavisla na absorbanci.
Absorbance nukleovych kyselin je 260 nm, aminokyselin (proteinti) 280 nm a

pripadné necistoty organického ptivodu maji vétsinou vinovou délku kolem 230 nm.
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Pfi méfeni nukleovych kyselin by absorbance méla byt nejvyse 260 nm, v jiném
pripadé by se nejednalo o RNA/DNA. Po zapnuti nanodropu musi nejdfive
probéhnout iniciace, poté je nutné zméfit blank a az pak je mozné méfit jednotlivé
vzorky. Program vypocte poméry 260 nm/280 nm absorbanci, které je potteba
zkontrolovat. Pro DNA by pomér mél byt 1,8 a pro RNA 2,0. Odchylky od téchto

hodnot signalizuji znecisténi.

4.2 Reverzni transkripce na cDNA

Reverzni transkripce se provadi v termocykleru, do kterého se vzorky davaji
v 200 pl mikrozkumavkach Eppendorf, je v nich 10 ul nafedéného vzorku RNA
al0 ul premixu, jehoz konkrétni obsah je uveden niZe. Vzorky a komercéné
pripraveny kit se nejprve nechaji rozmrznout na ledu a nasledné se s nimi na ledu
i pracuje. Pro provedeni reverzni transkripce na cDNA se pouziva High Capacity

cDNA Reverse Transcription Kit od firmy Applied Biosystems.

Do mikrozkumavky je potfeba napipetovat 0,5 ug ziskané RNA a to doplnit
DNAase-free H2O na 10 pl, nasledné pfidat 10 pl premixu. Mnozstvi RNA v pul se

prepocita pomoci vysledkt z nanodropu. Premix pro jeden vzorek obsahuje:

3,2 ul nuclease-free H20;

e 2 ul10x RT buffer;

e 0,8 ul 25x ANTP mix (100 mM);
e 2 pl10xRT random primers;

e 1 ulinhibitor RNAasy;

1 pl reverzni transkriptaza.

Mikrozkumavky s pfipravenym obsahem se zvortexuji a vlozi do termocycleru.

Reverzni transkripce z RNA na cDNA trva priblizné 2,5 hodiny.
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Poté se mikrozkumavky doplni na 100 pl, to znamena pripipetovat 80 pl RNAase-
free H20.

4.3 Kvantitativni polymerazova fetézova reakce v realném case

Metoda kvantitativni polymerazova fetézova reakce (dale jen PCR) v redlném
Case zavrSuje zjisténi genové exprese PD-1 ve vzorcich paragangliomu a

feochromocytomu.

Kvantitativni PCR v redlném case je metoda podobna bézné PCR, rozdil spociva
v moznosti zaznamendvat mnozstvi amplifikované DNA v priitbéhu jednotlivych
cyklti (v redlném case). Je zde pritomna prdéba (sonda) s navazanymi molekulami
tzv. Reporter (barvicka) a Quencher (zhasec). Pokud jsou pfitomny jak Reporter tak
Quencher spolu na sondé€, tak Reporter nevyzaruje/nesviti. Tato sonda se navaze
specificky na ¢cDNA (vétsinou je sonda navrzena pfes introny, takZe se navaze
specificky na pfipadnou genomickou DNA). Pfi syntéze nového komplementdrniho
vlakna polymerdza diky své 5’exonukledzové aktivité odstépi barvicku, kterd je

nasledné detekovana jako zvySeni fluorescence [25] [26].
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Obrizek 5 Princip TagMan eseje [26]

Pfiprava vzorku probihd opét na ledu, ovsem pipetujeme do jamickové desticky

a kazdy vzorek dvakrat tzn. v dubletech. Pfida se 5 ul cDNA a 20 pl premixu, jehoz

sloZeni na jednu jamku pfedstavuje:

e 1,25 ul sondy (TagMan: vlastni proba pro stanoveni genové exprese,

pfedni a zadni primer);

e 6,25 ul destilované vody;

e 12,5 pul mastermixu (obsahuje dNTP, MgClz, Taqg DNA polymerase, anti-

Taq, pasivni referenc¢ni barvivo ROX (Rhodamine X) atd.)

Primery vcetné sondy pro stanoveni genové exprese beta aktinu a PD-1 maji

katalogové ¢islo Hs99999903_m1 a Hs00169472_m1.

Vse se musi zvortexovat a poté se desticka peclivé prelepi folif a stoci v centrifuze

na 300 g pfi teploté 23 °C. Po zcentrifugovani se desticka uloZi do piistroje a nastavi

se nasledujici cyklus:
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e 50 °C, 2 min (pocatecni faze);

e 95°C, 10 min (degradace ptipadné zbyvajici RNA);
e 40x 95 °C, 15 sec (denaturace);

e 40x 60 °C, 60 sec (elongace);

e 60 °C, 10 min (zavérecna extenze).

Na softwaru pfistroje pro kvantitativni PCR v redlném case je automaticky
nastavena hranice threshold, pfi jejimZ protnuti se zapocitdva hodnota cycle of
threshold (déle jen Ct), kterd odpovida poctu cykli, pti kterém fluorescence protne

nastavenou linii threshold.

Schéma pribéhu kvantitativni PCR v redlném case je znazornéno niZe na

Obrazku 5.
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Obrdzek 6 Priibéh kvantitativni PCR v redlném case [25, vlastni zdroj]

Spolecné se stanovovanim genové exprese PD-1 je nutné stanovit i hodnotu
referenéniho genu (také mozno nazvat house-keeping gen), ktery slouzi jako
kontrola piitomnosti dostatecného mnoZstvi vhodného bunééného materidlu

a nehrozi tedy vznik odchylky, kterd by tim mohla byt zptisobena.
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5 VYSLEDKY

Ze vzorki tkané byla izolovana RNA, nasledovalo jeji pfevedeni pomoci reverzni
transkripce na cDNA. Dale pomoci metody kvantitativni PCR v redlném case byly
ziskany hodnoty Ct pro gen pd-1a pro gen kodujici protein beta-aktin (dale jen actb).
Gen actb slouZzil jako house-keeping gen, v burice odpovida za tvorbu cytoskeletu,
bez kterého by burika nepfezila [27]. Na rozdil od genu pd-1 by nemél byt gen actb
ovlivnén probihajicim rakovinnym procesem, proto je vhodny k pouziti jako

referencni gen.

Meéfeni v rdmci této bakalarské prace byly podrobeny dvé skupiny vzorkt tkaneé,

a to tkadné zdravych jedincti a pacientti s paragangliomem ¢i feochromocytomem.

V prvni skupiné byly analyzovdny dva vzorky tkané nadledvinek zdravych
jedincti, kterd byla ziskana pri chirurgickém zakroku. Relativni kvantifikace genové
exprese PD-1 prvniho vzorku je 0,5210 a druhého 1,9195. Mezi témito dvéma
hodnotami je mirny rozdil a je otdzkou, zda tkan druhého jedince byla skutec¢né
v pofadku, nebo zda se u ni nezacinaly vyvijet abnormalni zmény. Kazdopadné

klinicky i laboratorné byli v tomto ohledu oba pacienti oznaceni jako zdravi.

Vdruhé skupiné bylo méfeno devatendct vzorkd tkdné pacientti
s diagnostikovanym paragangliomem ¢i feochromocytomem. VsSechny vzorky
vykazovaly vyssi genovou expresi PD-1 nez vzorky zdravych jedincti. Relativni
kvantifikace (dale jen RQ) nemocnych pacientd oproti zdravym jedincim se

pohybovala od 3,5008 do 168,5462.
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Tabulka 1 Zmérené a vypoctené hodnoty genové exprese [vlastni zdroj]

ct (ACTB) ct (PD-1) Act AAct RQ
Kontrola 1 19,8279 36,3240 16,4961 0,9407 0,5210
Kontrola 2 22,0210 36,6357 14,6147 - 0,9407 1,9195
Vzorek 1 23,4487 37,1964 13,7477 -1,8077 3,5008
Vzorek 2 23,8590 37,1724 13,3134 -2,2420 4,7305
Vzorek 3 22,5918 33,4141 10,8223 -4,7331 26,5953
Vzorek 4 22,5085 33,3422 10,8337 -4,7217 26,3860
Vzorek 5 22,7939 35,1906 12,3967 - 3,1587 8,9302
Vzorek 6 23,0523 35,2527 12,2004 - 3,3550 10,2319
Vzorek 7 23,2945 32,4317 9,1372 - 6,4182 85,5206
Vzorek 8 23,5825 32,4515 8,8690 - 6,6864 102,9928
Vzorek 9 22,8597 33,9139 11,0542 -4,5012 22,6463
Vzorek 10 22,9865 34,0741 11,0876 -4,4678 22,1280
Vzorek 11 23,4548 32,0635 8,6087 - 6,9467 123,3574
Vzorek 12 23,4563 32,0916 8,6353 -6,9201 121,1038
Vzorek 13 23,2108 33,9739 10,7631 -4,7923 27,7093
Vzorek 14 23,1235 33,9106 10,7871 -4,7683 27,2522
Vzorek 15 24,3736 33,2684 8,8948 - 6,6606 101,1674
Vzorek 16 24,1878 33,2454 9,0576 - 6,4978 90,3718
Vzorek 17 22,9989 33,0511 10,0522 - 5,5032 45,3553
Vzorek 18 23,0026 33,0016 9,9990 - 5,5564 47,0590
Vzorek 19 23,0867 31,2451 8,1584 -7,3970 168,5462

ct = cycle threshold

Act = ct(PD-1) — ct(ACTB)
Ac(z) = pramér kontrol
AAct = Act - Ac(z)

RQ = 2-A4ct



Ziskané hodnoty Ct bylo nutné prepocitat na hodnoty relativni kvantifikace (RQ)
pomoci metody AAct. Postup vypoctu je zndzornén pod tabulkou vyse, v které je
mozné vidét namétené vysledky Ct (PD-1) a Ct (ACTB). Z téchto hodnot bylo nutné
spocitat rozdil Act = Ct (PD-1) - Ct (ACTB). Poté byl vypocten primér hodnot dvou
kontrolnich vzorkt, oznacen jako Z, ktery byl dale pouZzivan na vypocet AAct,
z kterého se vypocitala RQ. V tabulce jsou uvedeny namérené a vypoctené hodnoty

Act, AAct a RQ.

Namétfena data byla zpracovdna a vyhodnocena pomoci softwaru GraphPad
Prism 7. Odlisnosti mezi skupinou zdravych jedinci a skupinou pacienti byly
porovnany Mann Whitney testem, jedna se o neparametricky neparovy test. Cilem
testu bylo zjistit rozdilnost mezi méfenymi skupinami, na hladiné vyznamnosti
p = 0,01. Vysledna p-hodnota byla p = 0,0095. Nulovou hypotézou se predpokladala
rovnost stfednich hodnot obou méfenych skupin, coz by znamenalo, Ze genova
exprese PD-1 je u zdravych jedinch i pacientii s paragangliomem ¢i
feochromocytomem stejnd. Pomoci p-hodnoty byla nulova hypotéza zamitnuta.
Rozdilnost skupin ve vysledcich je zna¢na, medidn skupiny zdravych jedincti je

X = 1,22 a median vzork pacientti byl ¥ = 27,71.

Vysledky jsou graficky zndzornény nize na Obrazku 6 a Obrazku 7, v grafech je
skupina zdravych jedinci oznacdena jako Kontrolni vzorky a skupina pacientti
s paragangliomem a feochromocytomem je oznacena pojmem Hodnocené vzorky.
V tabulce vySe je mozné vSimnout si, Ze nejnizsi stanovena hodnota u hodnocenych
vzorkd je 3,5008, naopak nevyssi hodnota je 164,5462. Vysoka variabilita hodnot by

mohla byt zptisobena rtiznym stupném zavaznosti nadorového onemocnéni.
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Porovnani exprese PD-1
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Obrizek 7 Porovndni exprese PD-1 [vlastni zdroj]
Porovnani exprese PD-1 (detail kontrolnich vzorku)
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Obrizek 8 Porovndni exprese PD-1 (detail kontrolnich vzorkii) [vlastni zdroj]

Stanoveni genové exprese PD-1 u paragangliomt a feochromocytomt by mohlo
prispét klepsi diagnostice, urceni klinické zavaznosti ¢i k ndvrhu optimalnich

terapeutickych postupt.
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6 DISKUZE

V praktickeé ¢asti bakalarské prace byla porovnavana genova exprese PD-1 v tkani
zdravych jedincti a tkani pacientti s paragangliomem ¢i feochromocytomem. PD-1je
molekula vyskytujici se na povrchu nékterych bunék imunitniho systému. PD-1 ma
dva ligandy PD-L1 a PD-L2. PD-L1 se vyskytuje na nddorovych burikach a v pfipadé
vzniku vazby s PD-1 dojde k inaktivaci T-lymfocytt [28]. Vazba zajistuje vytvoreni
inhibi¢ni drahy PD-1/PD-L1, jejiZ interakce ma za normalnich okolnosti zabranovat
neadekvatni imunitni reakci (napfiklad autoimunitni), avsak tento mechanismus
mohou zneuzivat nddorové bunky jako ndstroj na obranu prfed imunitnimi
mechanismy. Nadorové buriky ¢i buriky jejich mikroprostiedi ¢asto exprimuji vyssi

mnozstvi PD-1, ¢imZ snadnéji dojde k potlaceni imunitni reakce [29].

Molekula PD-1 je exprimovana na aktivovanych CD4 a CD8 T-lymfocytech, B-
lymfocytech, monocytech, NK burikach a dendritickych bunkach. Je potfeba brat
v uvahu faktory, které ovliviiuji jejich expresi. Exprese PD-1 na T-lymfocytech je
zvySovana cytokiny IL-2, IL-7, IL-15 a IL-21. Specificky interferon regulac¢ni faktor 9
muZe zvySovat proces transkripce genu PD-1. Exprese molekuly PD-1je zvySena i pfi
chronickych virovych infekcich na vycerpanych specifickych T-lymfocytech, které

zabranuji proliferaci a aktivité virti [16].

Ve studii [16], kterou provedli Bai a kol., je uvedeno, Ze epigenetické modifikace
se také podili na expresi PD-1. Napfiklad béhem akutni infekce mtze u CD8+ T-
lymfocytt dochédzet v lokusu genu kodujictho PD-1k metylaci a ndslednému vzniku

paméfovych T-lymfocyta [16].

Lowther a kol. se ve své studii [30] zabyval molekulou PD-1 jako prikazem
znacicim dysfunkci Tregs pfi malignim gliomu. Tregs jsou dilezité pro regulaci

imunitni reakce. Funkce Tregs, které exprimuji vys$si mnozstvi molekul PD-1, se zda
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byt omezena. Pfi zvySené expresi PD-1 bylo také zaznamendno sniZzené mnoZstvi

CD4+ efektorovych T-lymfocytt [30].

Imunoterapeutické postupy zaméfené na protinddorovou lécbu cili
na imunoregulacni molekuly, které jsou soucasti imunitnich kontrolnich bodii, mezi
néZ patfi molekuly PD-1, PD-L1 a CTLA-4. Lécbou se zabrani inhibici imunitnich

mechanismt a nddorové bunky jsou imunitnim systémem zranitelné [31].

V roce 2014 poprvé vladni agentura Spojenych statd americkych Ufad pro
kontrolu potravin a 1éc¢iv schvalila lé¢bu melanomu monoklonalni protilatkou proti
PD-1, protilatkou byl pembrolizumab. Kratce poté byla schvalena dalsi protilatka
proti PD-1, nivolumab. V roce 2015 byly zaznamenany pozitivni odezvy v 1écbé
NSCLC a rakoviny ledvin, coz podpofilo schvaleni kombinované blokady
kontrolnich bodti, to znamend kombinované pouziti nivolumabu a ipilimumabu,
a to pro lécbu melanomu. Ipilimumab je protilatka proti CTLA-4. Pozdéji byla lé¢ba
schvadlend pro pfipady urothelidlniho karcinomu, nddorti hlavy a krku
a Hodgkinova lymfomu, u kterého bylo zlepseni po lécbé zaznamendano v 55-75 %

pripadt.. Lécba byla postupné povolena pro dalsi typy rakoviny [32].

Mackiewicz a kol. se ve své studii [33] zabyval inhibici PD-1 pfi 1écbé pacientti
s pokrocilym melanomem, kterd do roku 2010 probihala pfedevsim pomoci
chemoterapie. Po roce 2010 byly pro 1écbu vyvinuty a schvaleny nové postupy a léky,
jednim z nich byl ipilimumab, jehoZz pouziti vykazovalo u 20 % pacientti delsi dobu
preziti. Lécba kombinaci nivolumabu s ipilimumabem byla efektivnéjsi, avsak byla

doprovazena vysokou toxicitou [33].

Lécbé pokrocilého melanomu se ve své studii [34] vénoval také Achkar a kol.
V posledni dobé doslo ke zvySeni moznosti, jak lé¢it metastazujici melanom,
predevsim diky lepSimu pochopeni role imunitniho systému pfi progresi

nadorového onemocnéni. Charakterizace vlivu nddorového mikroprostredi
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na funkci imunitniho systému je klicova pro navrZeni optimalnich lécebnych
zlepSeni protinddorové odpovédi bylo pouziti monoklondlnich protilatek
blokujicich inhibi¢ni imunoregula¢ni mechanismy nadorového mikroprostfedi.
Monoklonalni protilatky se tim snaZzi potlacit imunitni odpovéd, kterd by mohla
rozpoznat a nasledné znicit nadorové burky. Po tfech davkach se z ptivodnich dvou
tydnti zménila frekvence podani na kazdé tfi tydny. Bylo zaznamenano prodlouZeni
doby, kdy nedochdzi k progresi nddoru, jejiz sttedni hodnota byla 5,5 mésicu.
Odpovéd na lécbu byla vyssi pfi vysoké expresi PD-L1 v nddorové tkani. Pfi studiu
lécby nivolumabem byla testovana ucinnost a bezpecnost od davky 0,1 mg/kg az
postupné do davky 10 mg/kg. Maximdlni moznd davka neni definovana, protoze

vyssi davka nez 10 mg/kg podana nebyla [34].

LaFleur ve své studii [32] uvadi, Ze monoklonalni protilatky proti PD-1 sice mély
v 1é¢bé nadortt u nékterych pacientii pozoruhodny uspéch, ale objektivné byla
odpovéd znatelnd u minority pacientt. Proto je hleddn biomarker v séru, podle
kterého by bylo mozZno rozeznat vhodnost této formy lécby pro konkrétniho

pacienta [32].

Imunoterapie a blokace inhibi¢ni drahy PD-1/PD-L1 je povazovana za jednu ze
slibnych metod 1écby rakoviny. V soucasné dobé je povoleno pouzivat k 1écbé pét
druhti protilatek a jejich ucinek byl prokdzan u vice neZ patndcti typt rakoviny.
Nicméné v porovnani s chemoterapii, pfi imunoterapii casto nastava primarni
resistence nebo muze dojit k pocatecnimu zlepseni a pozdéji k ziskané resistence
a prognoza pacienta se opét zhorsi. Resistence vii¢i monoklonalnim protildtkdm
je komplexni problém, ktery mtze ovliviiovat exprese PD-L1, nadorové

mikroprostfedi, imunologické geny nebo epigenetika [16].

Blokada PD-1 je zndma i pfi terapii pokrocilého stddia NSCLC, které se obvykle

lé¢i pomoci chemoterapie zaloZené na platiné ¢i jinymi chemoterapeutiky.
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V pfipadé tohoto karcinomu plic je vyvinuta cilena lécba proti receptoru EGFR
(epidermal growth factor receptor, receptor pro epidermadlni riistovy faktor), jehoz
aktivace zptisobuje vznik tumoru u 10-60 % pripadti. U 68 % NSCLC je zvySena
exprese PD-L1. Lécba monoklondlnimi protilatkami anti-PD-1 je u NSCLC
doporucena jako naslednd lécba u pacientli, u kterych nemoc pokracuje
i po pfedchozi 1écbé ¢i u nich jiz probéhla prvni vina chemoterapie. Pembrolizumab
je podavan v davkach 2 mg/kg nebo 10mg/kg kazdé tfi tydny nebo 10 mg/kg kazdé
dva tydny [35].

Ve studii Shindiapina a kol. [36] byla u 23 pacientli snetustupnym nebo
s vracejicim se klasickym Hodgkinovym lymfomem pouZita 1é¢ba nivolumabem,
monoklondlni protildtkou mifenou proti PD-1. Pacientim byly podavany léky
v davce 3 mg/kg kazdé dva tydny. Po 40 tydnech byla celkovd mira odezvy u 87 %
a u 17 % pacientti doslo k tpIné remisi. Po 86 tydnech 10 z 20 pacientt bylo v remisi
a 12 pacientd ukoncilo lécbu nivolumabem zjiného dévodu (Ctyfi z nich kvali

dal$imu vyvoji nemoci, dva z nich z dtivodu sekundérni toxicity) [36].

Ve studii Wanga a kol. [31] zabyvajici se expresi PD-1 v perifernich krevnich
burikdch a jeji modulaci u pacientt s rakovinou byli nemocni pacienti rozdéleni
do dvou skupin. Jednu z nich 1é¢ili pomoci radioterapie a druhou imunomodulaéni
terapii. Exprese mRNA pro gen PD-1 u pacient(i lé¢enych imunomodulacni terapit
se u 48 % snizila a u 52 % zvysila. Zjistilo se, Ze zaleZi na pocate¢nich hodnotach
mRNA pro gen urcujici PD-1. Pokud byla exprese zvySena, sniZila se a naopak.
Ve skupiné lécené radioterapii se exprese u 75 % pacientt sniZila a u 25 % zvysila

[31].

Ve studii [37] Moskovitze a kol. byly popisovany negativni t¢inky imunoterapie.
Tato terapie se sice vyznacuje nizsi toxicitou neZz terapie tradi¢ni (chemoterapie,

radioterapie), ale pfesto se néjaké nezddouci ucinky objevuji. Pfevazuji autoimunitni
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nezadouci ucinky a mezi nejcastéjsi znich patfi kolitidy, pneumonitidy a

endokrinopatologie [37].

Dal8imi autoimunitnimi onemocnénimi, ziskanymi sekundarné jako reakci na
imunoterapii, mutZe byt revmatoidni artritida, diabetes mellitus I. typu
a pankreatitidy. Biopsie postiZenych organt ¢i tkani ukdzala zanétlivé zmény

a zvysSeni CD3+ a CD8+. Obecné je vSak pembrolizumab velmi dobfe tolerovan [36].

Ve studii [36] Shindiapina a kol. byly pfi lécbé klasického Hodgkinova lymfomu,
kdy bylo pozorovano 23 jedincti, nejéastéji zaznamendny nezaddouci tcinky ve formé

hypotyredzy (16 %), priajma (16 %), nevolnosti (13 %) a pneumonitidy (10 %) [36].

Podle nalezenych zdroji se paragangliomy a feochromocytomy pomoci
imunoterapeutickych metod prozatim nelééi. Jejich lécba probihd nejcastéji
prostfednictvim chirurgického odstranéni nddoru s predoperacni farmakologickou

blokadou alfa, ptipadné beta receptort [38].

Nadory nadledvinek paragangliomy a feochromocytomy se vyskytuji vzacné a
ve vétsiné pfipadi se jednd o benigni formy. Za téchto okolnosti se zda postacujici
chirurgické odstranéni nddoru, obvykle se benigni onemocnéni neopakuji. Jen nizké
procento nadort byva zhoubnych, v téchto pfipadech by mohlo byt pfinosné
podrobnéjsi pochopeni vyjadfeni a funkce imunoregulacnich molekul (tzn. PD-1,

CTLA-4, PD-L1 a dals) [6].

V soucasné dobé nebyla provedena podobnd studie, ktera by sledovala
souvislosti mezi imunoregula¢nimi molekulami PD-1 a paragangliomy ¢i
feochromocytomy. Avsak studie zkoumajici souvislosti mezi PD-1 a jinymi typy
nadortt jiz probéhly, obvykle porovnavaly expresi PD-1 u skupiny zdravych
a nemocnych jedincti, kde rozdil hodnot méfenych skupin je vétSinou signifikantni

a vyjadfen p-hodnotou.
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Hlavnimi pouZitymi metodami pro meéfeni genové exprese PD-1 byly izolace
RNA, reverzni transkripce na cDNA a kvantitativni PCR v redlném case. Jsou to
metody béZné pro méfeni genové exprese. V popisovanych studiich byly pouZzivany
stejné metody, Zhang ve své studii [39] navic pouzil priitokovou cytometrii, aby

presné urcil typy pfitomnych bunék.

Wieser a kol. se ve své studii [28] zabyvali expresi PD-1 a jeho ligandu PD-L1
v souvislosti s rakovinou vajecniku ve vztahu k mutaénim staviim genu BReast
CAncer 1 a 2 (dale jen BRCA 1/2) a tumor-supresorovému genu (dale jen TP53).
Porovnavali skupinu 28 vzorkt tkané vejcovodii a vajecnikti zdravych jedinct se
skupinou 170 pacienti s diagnostikovanou rakovinou vajecniku. Méfend byla
exprese PD-1 a rozdil téchto hodnot je vyjadfen p-hodnotou. V ptipadé porovnavani
zdravé tkané vajecnikti srakovinnou tkani vaje¢niku je p-hodnota p < 0,001
Pfi sledovani rozdilu mezi zdravou tkani vejcovodu a rakovinnou tkdni vajecniku je
p-hodnota p = 0,018. Oba ptipady naznacuji rozdil v expresi PD-1, ktera byla vyssi u
tkané postiZené rakovinnym bujenim. Porovnavana byla i zdrava tkan vajecnikti se
zdravou tkani vejcovodii, kde p-hodnota p = 0,031, coz také znaci rozdil v expresi
dvou tkadni. Zavérem této studie bylo, Ze geny BRCA 1/2 a TP53 jsou asociovany
s vyssi expresi PD-1a PD-L1. Podle této studie by inhibitory molekul PD-1 mohly byt

klinicky pfinosné pti lécbé [28].

Pfi studiu rakovinnych bunék vajecniki bylo zjisténo, ze pokrocilé piipady
rakoviny a vyssi exprese PD-1 a PD-L1 jsou tizce spojeny s nepfiznivou prognézou

pro pacienta. [28]

Zhang a kol. ve své studii [39] sledovali souvislosti mezi expresi PD-1 na povrchu
perifernich T-lymfocytth populace CD4+ ve spojeni s prognozou difazniho B-
velkobunécéného lymfomu (dale jen DLBCL). Sledovana skupina se skladala
z Sedesati vzorku pacientti, kterym byl nedavno diagnostikovan DLBCL. Kontrolni

skupinu tvofilo 39 vzorkti zdravych jedincti. Median hodnot prvni sledované
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skupiny byl 541,5 a medidn hodnot zdravych jedincti byl 250, uz samotné hodnoty
medidnti naznacuji vysokou odliSnost mezi dvéma sledovanymi skupinami, p-
hodnota byla p < 0,001. Exprese PD-1 v populaci CD4+ T-lymfocyti u pacientti
s DLBCL byla tedy znacné vys$si neZ u kontrolni skupiny zdravych jedinct.
Je mozné, Ze vysoka exprese PD-1 v populaci perifernich CD4+ T-lymfocyti miize

narusovat jejich funkce a tim prispivat k horsimu vyvoji onemocnéni [39].

Expresi PD-1 v perifernich krevnich burikach ve vztahu k pacienttim s rakovinou
se také zabyval ve své studii [31] Wang a kol., kde bylo posuzovadno deset zdravych
jedincti viici ctyticeti péti pacientim s rakovinou. Probéhla analyza genové exprese
u vice molekul a znakd, tzn. u PD-1, CTLA-4, CD25, CD28, IL-10, TGF-f a u genu pro
protein forkhead box P3 (dale jen Foxp3). Signifikantni rozdil exprese oproti
zdravym jedincim byl zaznamenan pfedevsim u molekul PD-1 a CTLA-4. Exprese
PD-1 byla zvySena u 71 % pacientti, rozdil mezi hodnotami zdravych jedinct
anemocnych pacient(i je opét vyjadfen i p-hodnotou p = 0,04. Genova exprese
CTLA-4 vykazovala vyssi hodnotu u 87 % pacientti, p-hodnota je p = 0,04. Rozdil
mezi vzorky zdravych jedinci a vzorky nemocnych pacienti u ostatnich

imunoregula¢nich méfenych molekul nebyl signifikantni [31].

Exprese PD-1 v perifernich burikdch vSak nemusi odrazet expresi PD-1
v nddorovém mikroprostfedi. Korelace mezi témito dvéma informacemi neni jasna
[39]. PD-1 mize byt v nddorovém mikroprostfedi pfitomna na rtiznych burkach,
tzn. na T-lymfocytech, NK burikach, makrofazich atd. Typ bunék, na kterych je PD-
1vyjadfena nejvice, miiZe ovliviiovat imunitni mechanismy a tim padem i prognézu

onemocnéni [39].

Korelaci mezi expresi PD-1 a stddiem onemocnéni se zabyval MacFarlane a kol.
ve své studii [40], podle Klasifikace zhoubnych novotvard jsou urceny stupné
onemocnéni a popsany v souvislosti s expresi PD-1. Pti stupni 1 a 4 bylo statisticky

vyznamné zvySeni exprese PD-1 zaznamendno nejvice na monocytech, neutrofilech,
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NK burikdch a T-lymfocytech se znaky CD4+ a CD8+. Pfi stupni 2 je zvySenad exprese
PD-1na monocytech. Pro stupen 2 a 3 nebylo mozné urcit vyznamné populace bunék

z dtivodu nedostatku vzorku [40].

MacFarlane a kol. ve své studii [40] pozorovali zmény exprese PD-1 ve vzorcich
krve u 23 pacienti s rakovinou ledvin pred a po chirurgickém zakroku. Pfed
zakrokem bylo zvySeni exprese PD-1 zaznamenano u vétsiny leukocyti v periferni
krvi. Po operaci, v ¢asovém horizontu 2-57 tydnti po provedeni zdkroku, se exprese
PD-1 téméf u vSech pacient(i snizila na béZznou uroven ve vsech typech bun€k,
v kterych byla predtim vyssi. Neni moZzné rozliSit, zda bylo sniZeni zptlisobeno
ubytkem receptorti zbunécného povrchu nebo =ztratou bunék, které PD-1
exprimovaly. U nékterych pacientli v malignim stadiu rakoviny stupné 3 nebo 4
s metastdzemi, exprese ztistala zachovdna ¢i se zvysila, coZ naznacuje, Ze metastaze
udrzuji zvySenou expresi PD-1 na leukocytech i po odstranéni primdrniho nadoru.

Avsak je potfeba popsanou skutecnost ovéfit na vétsi skupiné jedincti [40].

V této bakalaiské praci je mozné na zakladé vysledné p-hodnoty p = 0,0095 na
hladiné vyznamnosti 0,01 zamitnout nulovou hypotézu, podle které by genova
exprese PD-1 u zdravych jedincd a nemocnych pacientd s paragangliomem
a feochromocytomem byla shodnd. Mnozstvi genové exprese PD-1 bylo u nadorové

tkand vy,

Dal8imi kroky k podrobnéjSimu porozuméni problematice bunécéné imunity a
inhibi¢ni drahy PD-1/PD-L1 ve vztahu k rozvoji paragangliomu a feochromocytomu
by mohla byt podrobnéjsi analyza imunoregula¢nich molekul (napt.: CTLA-4 a PD-
L1). Komplexnéjsi pochopeni by mohlo pomoci stanovit 1écbu protilatkami anti-PD-

1.

56



7 ZAVER

Cilem této bakalarské prace bylo zjisténi souvislosti mezi expresi PD-1u zdravych
a nemocnych jedincti. Mezi témito dvéma skupinami byl pozorovan zfetelny rozdil
hodnot relativni genové kvantifikace a na zakladé p-hodnoty p = 0,0095 byla nulova
hypotéza, podle které by se hodnoty zdravych a nemocnych jedinciti mély rovnat,
zamitnuta na hladiné vyznamnosti 0,01. Tedy u pacientd s paragangliomy a
feochromocytomy byla zjiSténa vyznamné vyssi genova exprese PD-1 ve srovnani se
zdravou tkani. MnoZstvi molekul mRNA pro PD-1 bylo zvySené u nddorové tkané
nadledvinek. Vysledné hodnoty je mozZzné srovnat s vysledky zahranic¢nich studii
sledujicich vztah PD-1 a nadorovych bunék u karcinomu vaje¢niki, vejcovodi a
DLBCL. Jejich studie [28] a [39] také vykazovaly zna¢ny rozdil v genové expresi PD-

1v tkani zdravych jedincti a v tkdni onkologickych pacientti.

Vyjadfeni PD-1 je kromé nadorovych bunék ovlivnéno i mnoha dalsimi ciniteli,
naptiklad genetickymi predispozicemi. Exprese je zvySovana cytokiny, regulacnimi

faktory a dals$imi mechanismy. Zda se, Ze zde hraje svou roli i epigenetika.

Imunoterapeutické postupy se vyviji slibné a pro lé¢bu nddorovych onemocnéni
bylo schvaleno jiz nékolik monoklondlnich protilatek ptisobicich proti
imunoregulaénim molekuldm. Lécba témito postupy se ukazuje v nékterych
pfipadech jako ucinnd. Avsak jiné postupy, napfiklad chemoterapie a radioterapie,

vykazuji stale vyssi ti€innost 1écby.

Zvyseni PD-1 a jejich ligandti je nékdy patrné i v bunikdch periferni krve, coz by
mohlo zjednodusit diagnostiku. MnoZstvi exprese PD-1 na perifernich burkach

nemusi byt shodné s expresi u bunék nadorovych.

Pro dal$i posun této problematiky je nutné podrobné porozumét vyjadreni
dalSich molekul na povrchu bun€k nddorového mikroprostredi. Déje v organismu

jsou komplexni a je potfeba rozumét vSem souvislostem.
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ACTB

ADM

APC

B7

BRCA 1/2

CD

cDNA

COMT

CT

Ct

CTLA-4

DHPG

DLBCL

DNA

8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

gen kodujici protein beta-aktin

adrenomedulin

antigen prezentujici burika

typ periferniho membranového

proteinu

gen BReast CAncer1a 2

cluster of differentiation, diferenciacni

antigen

komplementarni DNA

katechol-O-metyltransferaza

vypocetni tomografie

cycle of treshold

cytotoxicky T-lymfocytdrni antigen 4

3,4-dihydroxyfenylglykol

B-velkobunéény lymfom

deoxyribonukleova kyselina
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FoxO1

IFN-Y

IL

IRF1

JAK

JAK-STAT

MAO

MAPK

MHCI

MHPG

MIBG

MR

mRNA

NF1

NK

forkhead box protein O1

interferon gama

interleukin

interferon regulatory factor 1

janus kinase

janus kinase-signal transducer and

activator of transcription protein

monoaminooxidaza

mitogen-activated protein kinase

hlavni histokompatibilni komplex I

3-metoxy-4-hydroxyfenylglykol

metajodobenzylguanin

magnetickd resonance

messenger RNA

neurofibromin 1

natural killer cells, pfirozeni zabijeci
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NSCLC

PD-1

PD-L1

PD-L2

PET

PI3K/Akt

RET

RNA

RQ

SDH

SDHAF2

nemalobunécény karcinom plic (non-

small-cell lung cancer)

molekuly programované bunécné
smrtil, programmed cell death domain

1

ligand programované bunécné smrti1,

programmed cell death ligand 1

ligand programované bunécné smrti 2,

programmed cell death ligand 2

pozitronova emisni tomografie

phosphatidylinositol-3-kinase-Akt

red proto-oncogene, protoonkogen

kodujici receptor tyrozin kindzu

ribonukleova kyselina

relativni kvantifikace

succinate dehydrogenase subunits,

sukcinatdehydrogendaza

gen kddujici sukcinat dehydrogendzu

faktor 2
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STAT

TCR

TGF-B

TP53

Tregs
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VHL

signal transducer and activator of

transcription protein
receptor T-lymfocytu

transforming growth factor beta,

transformujici riistovy faktor beta
tumor-supresorovy gen
regulaéni T-lymfocyty
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