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Souhrn  

 

Imunitní reakci na nádorové buňky je nutné považovat za 

poslední obrannou bariéru, kterou organizmus staví vůči 

nádorovému bujení. Chemoterapeutika zasahují přímými i 

nepřímými účinky do nádorového mikroprostředí a  ovlivňují 

tak odpověď organizmu na nádorové bujení. Práce byla 

rozdělena do dvou oddílů. Cílem první části práce bylo popsat 

rozložení definovaných buněčných subpopulací periferní krve 

a neopterinu v moči u žen s karcinomem prsu a dále sledovat 

změny v souvislosti s podávanou léčbou. Část druhá se 

zabývala vzájemnými vztahy mezi CD14
+
CD16

+
 monocyty 

periferní krve, močovým neopterinem a rizikovými faktory 

aterosklerózy. Práce dokumentuje fakt, že již v období 

diagnózy jsou vyjádřeny změny rozložení lymfocytárních 

subpopulací vůči populaci bez anamnézy nádorového 

onemocnění. Prokázali jsme, že léčba může částečně pozitivně 

ovlivnit imunitní odpověď organizmu proti nádoru.  Změny 

lymfocytárních subpopulací u žen s metastatickým rozsahem 

onemocnění v průběhu léčby jsou vyjádřeny v menší míře. 

Restaurační změny imunitního systému po ukončení léčby 

představují dlouhodobý proces. Na akcentované ateroskleróze, 

jako dlouhodobé komplikaci nemocných s karcinomem prsu, 

se může  spoluuplatňovat i systémová zánětlivá odpověď 

spojená s nádorem jako takovým.  

 
 

Laboratory parameters in the detection of the effect of 

anticancer therapy on immune system 

  

Summary  
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We can consider the immune response to cancer cells as the 

last barrier in carcinogenesis. Chemotherapeutics interfere 

directly or indirectly with tumour microenvironment. Our 

work was divided into two parts. The aim of our study was to 

describe the distribution of lymphocyte subsets in peripheral 

blood and urinary neopterin in breast cancer patients in 

relatation to the treatment in the part one, and elucidate the 

correlation between CD14+CD16+ monocytes, urinary 

neopterin and risk factors of atherosclerosis in the part two. 

We show that the changes of lymphocyte subpopulations are 

present even at the time of cancer diagnosis. The treatment 

could positively affect the anticancer response. The changes 

of these lymphocytes subsets during therapy in patients with 

metastatic stage of disease are less expressed. The restoration 

of the immune system is a long-term process. The systemic 

inflammatory response connected with tumour presence 

could contribute to the accented atherosclerosis, possible 

long-term complication in cancer patients. 

 

Úvod do problematiky 

 

Imunitní reakci na nádorové buňky je nutné považovat 

za poslední obrannou bariéru, kterou organizmus staví vůči 

nádorovému bujení.  

Efekt chemoterapie či radioterapie nelze zúžit pouze 

na cytoredukční. Chemoterapeutika zasahují přímými i 

nepřímými účinky  do nádorového mikroprostředí a 

 ovlivňují tak odpověď organizmu na nádorové bujení [1-3].  

Pokroky v léčbě nemocných s různými typy nádorů se 

promítají do zlepšení prognózy a prodloužení doby přežívání. 

Doposud nebyly dostatečně zmapovány dlouhodobé 

komplikace vč. aterosklerózy Několik retrospektivních studií 

demonstruje zvýšené riziko kardiovaskulárních příhod u 
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dlouhodobě přežívajících nemocných s nádorovým 

onemocněním [4;5]. Monocyty/makrofágy hrají důležitou 

úlohu v rozvoji poškození cévní stěny aterosklerózou. Změny 

fenotypu monocytů periferní krve byly pozorovány i u 

nemocných se zvýšeným rizikem aterosklerózy. [6].  

Neopterin je sloučenina produkovaná aktivovanými 

makrofágy. Zvýšené koncentrace prozánětlivých markerů v 

periferní krvi jsou spojené s aktivací imunitního systému a 

současně také spojeny s vyšším rizikem aterosklerózy a jejích 

komplikací [7].  

   

Cíle disertační práce: 

Cílem první části naší práce bylo  zmapování rozložení 

vybraných lymfocytárních subpopulací u žen 

trpících karcinomem prsu s následným sledováním jejich 

dalších změn v průběhu podávané léčby. 

Druhá část práce si vzala za cíl vyhodnotit vztah mezi 

cirkulujícími CD14
+
CD16

+
 monocyty, sérovým CRP, 

koncentrací močového neopterinu  a vybranými 

laboratorními parametry aterosklerózy. 

 

 

Pracovní otázky: 

 

1. Jaké je rozložení vybraných buněčných subpopulací 

v periferní krvi u nemocných s nově diagnostikovaným 

nádorem prsu? 

2. Jaké je rozložení těchto vybraných buněčných 

subpopulací v periferní krvi u nemocných s metastatickou 

formou onemocnění? 

3. Jak se jednotlivé skupiny od sebe liší navzájem a jaký je 

rozdíl oproti zdravým kontrolám? 
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4. K jakým změnám dochází v průběhu podávání 

kombinované chemoterapie? 

5. Bude se u žen, u kterých bylo dosaženo dlouhodobé 

remise onemocnění, i po třech letech lišit rozložení 

sledovaných subpopulací vůči zdravým kontrolám?  

6. Jaký je vzájemný vztah mezi CD14
+
CD16

+
 monocyty 

periferní krve, močového neopterinu a rizikových faktorů 

aterosklerózy, jako případné pozdní komplikace u 

nemocných s karcinomem prsu? 

 

 

Materiál a metodika 

 

V prospektivní studii byly hodnoceny vzorky periferní 

krve pacientek s karcinomem prsu. Nemocné byly léčeny ve 

dvou skupinách: 1. skupina léčená neoadjuvantní  

chemoterapií (kohorta A) a 2. skupina s metastatickým 

onemocněním (kohorta M), léčená paliativní terapií. 

Po podepsání informovaného byl před zahájením 

chemoterapie proveden odběr vzorku periferní krve a ranní 

moče. V průběhu léčby byly další vzorky odebírány vždy 

v intervalu jednoho týdne, a to buď do ukončení 

neoadjuvantní léčby či do progrese u žen s metastatickým 

postižením. Podskupina žen, u které bylo léčbou dosaženo 

remise onemocnění, byla po třech letech vyzvána k odběru 

závěrečného vzorku periferní krve.  

Vzorky periferní krve byly analyzovány pomocí 

čtyřbarevné průtokové cytometrie  a stanovovány tyto 

buněčné subpopulace: 

 CD3
+
, CD3

+
8

+
, CD3

+
CD4

+
,  CD3

+
CD69

+
, CD8

+
CD69

+
, 

CD69
+
, CD3

+
CD69

+
, CD8

+
CD28

+
, CD8

+
CD28

-,
 CD3

-
CD69

+
, 
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T-regulační lymfocyty a dendritické buňky. Současně byla 

analyzována  koncentrace neopterinu v moči. 

Statisticky byly nejprve porovnávány sledované 

skupiny v čase vstupu do studie. Poté pomocí lineární regrese 

byly sledovány změny rozložení jednotlivých buněčných 

subpopulací a neopterinu v průběhu léčby. V závěru pak byla 

porovnána skupina žen bez progrese onemocnění po 3 letech 

s výchozími hodnotami a se skupinou zdravých žen.  

V druhé části práce byla zjišťována korelace 

CD14
+
CD16

+
 monocytů periferní krve, močového neopterinu 

a rizikových faktorů aterosklerózy (CRP, spektrum lipidů, 

homocystein, sérový tokoferol-α ,UZ vyšetření karotid), 

Soubor byl zpracován pomocí statistického programu 

IBM SPSS Statistics, verze 20 a Microsoft Excel 2010.  

 

 

Výsledky 

 

Ve skupině žen M bylo v porovnáni se skupinou A 

zjištěno rel. snížení CD3
+
CD4

+
 lymfocytů, imunoregulačního 

indexu a rel. počtu PDC, a naopak rel. zvýšení CD3
+
CD8

+
,  

rel. i abs. zvýšení CD8
+
CD28

-
,  rel. i abs. zvýšení 

CD3
+
CD69

+
 a abs. počtu CD8

+
CD69

+
.   

Při porovnání skupin M a kontrolní skupinou bylo 

zaznamenáno ve skupině M významné abs. Snížení 

celkových lymfocytů i počtu CD3
+
, abs. i rel. snížení  

CD3
+
CD4

+
, rel. zvýšení CD3

+
CD8

+
, CD8

+
CD28

-
, 

CD3
+
CD69

+
 a CD8

+
CD69

+
 lymfocytů.   

Při vzájemném porovnání skupin A a kontrolní 

skupinou bylo zaznamenáno rel. i abs. Snížení celkového 

počtu lymfocytů, abs. snížení CD3
+
 a CD3

+
CD4

+
, rel. snížení 

CD69
+
, rel. zvýšení CD8

+
CD28

+
, rel. zvýšení TREG a rel i 

abs. snížení  CD8
+
CD28

-
 .  
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Nebylo shledáno statisticky významných rozdílů mezi 

HER-2 pozit. a neg. ženami. Taktéž nebyly zaznamenány 

změny v koncentraci neopterinu, ani před zahájením léčby, 

ani v jejím průběhu ve všech sledovaných skupinách. 

 

Statisticky významné výsledky regresní analýzy uvádí 

následující tabulky: 

 
Tab č. 1. Lineární regrese ve skupině A pro první fázi léčby 

(AC). 

B ( změna parametu  za jeden den léčby), statisticky významné jsou 

výsledky se sig. menší než 0.05,. R kvadrát vyjadřuje relativní podíl 

souboru, který je vysvětlitelný daným modelem  

 

Parametr 

 

B Signifikance R  kvadrát 

CD3
+
 (%) 0.175 <0.001 0.091 

CD3
+
CD8

+
 (%) 0.112 0.002 0.071 

CD8
+
CD28

+
(%) 0.082 0.006 0.055 

CD3
+
CD69

+
 

(%) 

0.014 0.005 0.057 

CD8
+
CD69

+
 

(%) 

0.009 0.045 0.030 

 

Tab. č. 2  Lineární regrese ve skupině A pro druhou fázi léčby. 

Parametr 

 

B Signifikance R  kvadrát 

CD3
+
CD4

+
 (%) -0.095 <0.001 0.087 

CD3
+
CD8

+
 (%) 0.021 0.024 0.029 

IRI -0.005 0.001 0.068 

CD8
+
CD28

-
 

(%) 

0.101 <0.001 0.160 

CD8
+
CD28

-
 

(abs) 

0.002 <0.001 0.107 

TREG (%) -0.013 <0.001 0.104 
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MDC (%) -0.001 <0.001 0.091 

MDC (abs) <0.001 0.028 0.027 
 

Tab č. 3 Lineární regrese pro skupinu M 

Parametr 

 

B Signifikance R  kvadrát 

CD3
+
CD4

+
 (abs) 0.001 0,001 0.098 

IRI 0.009 <0.001 0.132 

CD8
+
CD28

+
 

(abs) 

‹0.001 0,001 0.044 

CD3
-
CD69

+ 
(%) -0.018 0.006 0.069 

CD3
-
69

+
 (abs) <0.001 0.022 0.051 

TREG (%) 0.040 0.010 0.062 

PDC (%) <0.001 0.028 0.047 

PDC (abs) ‹0.001 0.025 0.050 

 

Statisticky významné výsledky korelace CD14+CD16+ monocytů, 

neopterinu a rizikových faktorů aterosklerózy shrnuje tab č. 4. 

   

Parametr 

(jednotka)  

 

rs 

 CD14
+
CD16

+
 

(%) 

CD14
+
CD16

+
 

(buňky/l) 

Neopterin 

v moči 

(µmol/mol 

krea) 

CRP 

(mg/l) 

Hmotnost 

(kg) 

0.13 (0.47) 0.38 (0.03) -0.22 

(0.22) 

0.18 (0.31) 

Monocyty 

(%) 

-0.08 (0.68) 0.47 (0.005) -0.07 

(0.71) 

-0.09 

(0.61) 

 Monocyty 

(buňky/l) 

0.13 (0.48) 0.72 

(<0.0001) 

-0.27 

(0.13) 

0.21 (0.24) 

HDL 

cholesterol 

(mmol/l) 

-0.32 (0.08) -0.54 (0.001) 0.24 (0.18) 0.02 (0.92) 

Triglyceridy 

(mmol/l)  
0.44 (0.01) 0.43 (0.01) -0.15 

(0.40) 

0.15 (0.40) 

NAG v 0.42 (0.02) 0.20 (0.26) 0.00 (1.00) 0.02 (0.93) 
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moči 

(kat/mol 

kreat) 

Diskuse 

 

Vzájemné porovnání sledovaných skupin žen v čase nule 

Předchozí data získaná u žen s karcinomem prsu 

ukazují na rozdílné zastoupení buněčných subpopulací 

v periferní krvi nemocných.  Při porovnání skupiny žen s nově 

diagnostikovaným karcinomem prsu a kontrolní skupinou jsme 

v souladu s literárními údaji zaznamenali snížení relativního i 

absolutního celkového počtu lymfocytů a snížení absolutního 

počtu CD3
+
 lymfocytů a současně zvýšení relativního počtu T 

regulačních lymfocytů.[8]. Naše skupina dále vykazovala již 

v počátečních stádiích onemocnění známky imunosuprese ve 

formě snížení absolutního počtu CD3
+
CD4

+
lymfocytů, snížení 

relativního počtu CD69
+
 lymfocytů. Zvýšení relativního 

zastoupení CD8
+
CD28

+
 lymfocytů při současném snížení 

absolutního i relativního počtu CD8
+
CD28

-
 lymfocytů by 

mohlo být částečně vysvětlitelné včasnou diagnostikou 

nádorového onemocnění, kdy antigenní stimulace nádorovými 

antigeny neprobíhala ještě dostatečně dlouhou dobu tak, aby 

docházelo ke statisticky významnému snížení exprese 

molekuly CD28 [9].  

V případě karcinomu prsu byly nalezeny i rozdíly na 

základě dalších molekulárně-biologických charakteristik 

nádoru. Muraro et al.  popsal,  u HER-2 negativních nádorů 

zvýšenou přítomnost NK buněk a T regulačních lymfocytů a 

snížení poměru CD4
+
/CD8

+
 lymfocytů v periferní krvi u 

pacientů s Her-2  negativním typem nádoru. [10]. Nám se 

však nepodařilo zjistit žádných statisticky významných 

rozdílů ve sledovaných parametrech mezi Her-2 pozitivními a 

negativními nemocnými. 
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U pacientů s metastatickým postižením jsou 

k imunosupresi vedoucí změny vyjádřeny výrazněji, což 

dokazuje popsané významné snížení CD4
+
 T lymfocytů [11]  

a  nárůst počtu T regulačních lymfocytů [12]. Myeloidní i 

plasmocytoidní DC jsou snížené, převažují nezralé formy, 

které jsou četně funkčně defektní [13]. V souladu s dalšími 

autory bylo tedy i v našem souboru zaznamenáno relativní 

snížení CD4
+
 T lymfocytů a PDC.  

 

Změny v průběhu  neoadjuvantní a paliativní léčby  

I přesto, že je chemoterapie považována za významný 

imunosuprimující faktor, již byla podána řada důkazů o tom, 

že vykazuje i pozitivní imunogenní vlivy s tumoricidními 

důsledky.  

Předchozí práce u nemocných s karcinomem prsu 

prezentovala zvýšení absolutního počtu  CD3
+
, CD3

+
CD4

+
, 

CD3
+
CD8

+
 a CD8

+
CD28

+
 lymfocytů již  po podání jediného 

cyklu kombinované chemoterapie doxorubicin/paclitaxel 

[14]. Potvrdili jsme, že tyto nastolené trendy setrvávají po 

celou dobu fáze AC, kdy jsme zaznamenali signifikantní 

vzestup relativního počtu  subpopulací CD3
+
, CD3

+
CD8

+
, 

CD8
+
CD28

+
,CD3

+
CD69

+
 a CD8

+
CD69

+
 lymfocytů  

V průběhu léčby trastuzumabem bylo zaznamenáno 

zvýšení počtu NK buněk se zvýšenou produkce granzymů ve 

srovnání s kontrolní skupinou [15], snížení počtu T-

regulačních lymfocytů a naopak navýšení produkce IL-17 [16-

18].  

 V našem souboru průběhu druhé fáze neoadjuvantní 

léčby, kdy byl u HER-2 pozitivních žen v léčebném režimu 

navíc podáván trastuzumab, docházelo ke zvyšování podílu 

C8
+
CD28

-
 lymfocytů, ke snižování relativního počtu 

CD3
+
CD4

+
 lymfocytů a plasmocytiodních dendritických 

buněk. Snižování relativního počtu T regulačních lymfocytů 
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v této fázi může mít za následek snížení imunosupresivních 

tlaků v organizmu. Rozdílně se chovaly HER-2 negativní i 

pozitivní ženy. Zatímco u HER-2 negativních žen nebyly 

zjištěny významné změny rozložení jednotlivých buněčných 

supopulací v čase, u HER-2 pozitivních žen bylo naopak 

pozorováno zvyšování rel. i abs.podílu CD8
+
CD28

-
 

lymfocytů a vzestup aktivačního markeru CD69 se 

současným poklesem relativního zastoupení T regulačních 

lymfocytů.  

V souladu s dalšími autory jsme zjistili u žen 

s metastatickým karcinomem prsu léčených paliativní terapií 

pouze mírnou tendenci k relativnímu i absolutnímu zvýšení 

podílu CD4
+
 a s tím souvisejícího imunoregulačního 

indexu[19]. Z uvedených faktů vyplývá, že pozitivní 

imunomodulační působení protinádorové terapie je u 

nemocných s progresivními stádii onemocnění značně 

omezeno. 

 

 

Stupeň rekonstituce imunitního systému po 3 letech 
U nemocných, u kterých došlo vlivem léčby k regresi 

nádoru a léčba byla již ukončena, lze předpokládat 

imunorestaurační pochody  imunitního systému.[20]. 

V periferní krvi nemocných s anamnézou nádorového 

onemocnění dlouhodobě přetrvávají nádor-specifické T 

lymfocyty, které si i řadu let po dosažení remise zachovávají 

dobrý funkční potenciál [21]. I v našem souboru jsme 

zaznamenaly tyto tendence, nicméně ani po třech letech  

nebylo dosaženo shodné rozložení jako u zdravých kontrol. 

  Při porovnání žen bez progrese po 3 letech se 

zdravými kontrolami se sice počty CD8
+
CD28

+
 a 

CD8
+
CD28

-
 T lymfocytů již od sebe statisticky významně 

nelišily, stále však přetrvávalo absolutní i relativní snížení 
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CD3
+
CD4

+
 T lymfocytů. Dále bylo popsáno, že po ukončení 

léčby přetrvává ještě několik měsíců snížení počtu a funkce 

dendritických buněk [22], za 3 roky však již došlo k 

relativnímu zvýšení jejich počtu.  Nález zvýšeného podílu T 

regulačních lymfocytů je možno chápat jako potenciálně 

rizikový faktor pro rozvoj event. progrese základního 

onemocnění [23]. Lze tedy shrnout, že imunorestaurační 

pochody nebyly ani za tři roky úplné.  

 

Korelace CD14
+
CD16

+
 monocytů periferní krve, 

močového neopterinu a rizikových faktorů aterosklerózy 

V souladu s již publikovanými pracemi naše data 

potvrdila asociaci mezi počtem CD14
+
CD16

+
 periferní krve a 

koncentrací lipidů[24]. Všeobecně je přijímáno, že 

ateroskleróza představuje zánětlivý proces [25]. V řadě studií 

je prokázáno, že hodnota CRP predikuje riziko 

kardiovaskulárních příhod[26]. Obdobná asociace byla 

pozorována i v případě neopterinu[27]. Získaná data 

podporují hypotézu, že se na akcentované ateroskleróze může 

u nemocných s nádory spoluuplatňovat i systémová zánětlivá 

odpověď spojená s nádorem jako takovým.  

Z předchozích studií byla publikována korelace mezi 

parametry lipidového metabolizmu a CD14
+
CD16

+ 
monocyty 

ve vztahu k aterogenezi [6]. Cirkulující CD14 antigen byl 

nalezen ve zvýšené míře u nemocných s onemocnění 

koronárních tepen ve srovnání se zdravými kontrolami a 

navíc pozitivně koreloval s LDL cholesterolem a negativně 

s HDL cholesterolem [28].  

Neopterin představuje indikátor aktivace makrofágů 

Byla pozorována korelace mezi nízkým počtem či zhoršenou 

funkcí lymfocytů a dendritických buněk a koncentrací 

neopterinu[29]. V naší studii nebyla pozorována korelace 

mezi neopterinem v moči a počtem CD14
+
CD16

+
 monocytů 
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periferní krve či rizikovými faktory aterosklerózy. Jedním 

z možných ovlivňujících faktorů byl i nízký počet účastníků 

ve studii. 

 

Závěry 

 

Popsali jsme, že se již v období diagnózy karcinomu 

prsu statisticky významně od sebe liší rozložení sledovaných 

lymfocytárních subpopulací v periferní krvi oproti zdravým 

probandům. Jednalo se především o celkovou lymfopenii a 

CD4
+
 lymfopenii. Přítomny byly i další změny potenciálně 

přispívající ke snížení protinádorové odpovědi organizmu ve 

formě zvýšeného zastoupení relativního počtu T regulačních 

lymfocytů a snížení exprese povrchové molekuly CD69
+
. 

V našem souboru jsme nenalezli statisticky významné rozdíly 

mezi ženami s, či bez exprese nádorového antigenu HER-2. 

Potvrdili jsme, že u žen s metastatickým postižením, 

byly tyto změny vyjádřeny intenzivněji, zejména dalším 

prohloubením CD4
+
 lymfopenie, snížení relativního počtu 

plasmocytoidních dendritických buněk a snížení exprese 

molekuly CD28 na periferních lymfocytech.   

V průběhu podávání léčby docházelo v čase k dalšímu 

vývoji rozložení sledovaných buněčných subpopulací. U žen 

s podávanou neoadjuvantní léčbou docházelo v první části 

léčby k potenciálně pozitivním změnám ve formě zvyšování 

zastoupení CD3
+
 T lymfocytů se zvýšenou povrchovou 

expresí molekul CD8, CD28 a CD69 v periferní krvi a 

snížení počtu T-regulačních lymfocytů. Nepozorovali jsme 

však zmírnění CD4 lymfopenie, charakteristického znaku 

nemocných s nádory. Stejně tak zvýšení exprese molekuly 

CD28 bylo pouze přechodné a provázelo jen první část 

neoadjuvantní léčby.  
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U žen s metastatickým postižením nebyly až na 

mírnou tendenci ke zvyšování relativního i absolutního počtu 

CD4
+
 lymfocytů zaznamenány statisticky významné změny 

v čase. Výsledky však vykazují nižší sílu, protože se jednalo 

o poměrně malou skupinu pacientů  s vysokým rozptylem 

získaných hodnot. 

Ve skupině žen s nově diagnostikovaným 

karcinomem prsu, u kterých bylo dosaženo remise 

onemocnění,  nedošlo ani po třech letech k plnému vyrovnání 

nálezů vůči zdravým kontrolám. I nadále přetrvávalo snížení 

počtu CD4
+
 T lymfocytů v periferní krvi, snížení exprese 

molekuly CD28 a  zvýšené zastoupení T regulačních 

lymfocytů. Z toho lze usuzovat, že změny navozené 

přítomností nádoru a podávané léčby jsou dlouhodobého 

charakteru. 

V poslední části práce byla popsána asociace mezi 

počtem CD14
+
CD16

+
 monocytů periferní krve a lipidovým 

metabolizmem u nemocných s karcinomem prsu. Zánětlivá 

odpověď organizmu vede ke zvýšení CD14
+
CD16

+
 

monocytů. Data otevírají možnost, že systémová zánětlivá 

odpověď spojená s nádorem může být zahrnuta v procesu 

aterogeneze u těchto nemocných. Nebyla však pozorována 

žádná korelace mezi počtem CD14
+
CD16

+
 monocytů 

periferní krve a koncentrací neopterinu v moči. 
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