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Kap. 1. Biologické základy nádorového růstu

Základy patologie nádorů


Podstatou nádorového onemocnění je patologická akumulace a nekontrolovatelná proliferace buněk. Ukazuje se, že klinicky detekovatelné nádory představují výsledek dlouhodobého (někdy zahrnujícího časový úsek v řádu dekád) a velmi komplexního procesu, během kterého se postupně mění celá řada vlastností a způsobů regulace buněk. Nádorové buňky se stále více vzdalují svým normálním buněčným protějškům a tento proces má často progresivní autoakcelerační charakter. Změny na úrovni kvantitativních a kvalitativních odchylek od normální struktury tkáně přitom předcházejí vytvoření klinicky zjevného nádoru a zůstávají součástí patologických nálezů i v rámci výsledného nádoru. Naprostá většina nádorů má klonální charakter, t.zn. že vznikají mitotickou expanzí jediné, tzv. iniciované buňky. Prvním projevem počínajícího nádorového růstu zjistitelným patologickým vyšetřením vzorku tkáně tak může být hyperplazie, tj. čistý nárůst počtu buněk na jednotku tkáně, který je výsledkem selektivní proliferace iniciované buňky. Hyperplazie ovšem může rovněž odrážet adaptivní fyziologickou odpověď, která nemá co do činění se začátkem nádorového procesu. Někdy ovšem i tato adaptivní proliferační reakce tkáně může dlouhodobě vést k nádorové transformaci - jaterní cirhóza vzniká jako lokalizovaná polyklonální buněčná proliferační odpověď na chronické poškození jater (např. alkoholem) a důsledkem této formy hyperplazie je prostě více příležitostí k fixaci náhodných mutací, které již mohou zahájit proces končící u hepatocelulárního karcinomu.

Současně je možné v řadě případů nacházet v postižených tkáních výrazné kvalitativní odchylky. Může se jednat buď o metaplazii, kdy dochází k náhradě určitého specializovaného typu buněk v tkáni typem jiným. Např. řasinkový epitel dýchacích cest může být u kuřáků nahrazen vícevrstevným dlaždicovým epitelem, což má samozřejmě za následek narušení schopnosti plic odstraňovat vdechnuté nečistoty. Podobně např. tzv. Barretův jícen spočívá v intestinální metaplazii, tedy rozšíření střevního epitelu na dolní část jícnu. Další možností je tzv. dyplazie, tedy významné morfologické anomálie jednotlivých buněk. Ta může mít řadu konkrétních forem u různých tkání. Může se jednat např. o značnou variabilitu velikosti a tvaru buněk (buněčná polymorfie), jakož i velikosti a tvaru buněčných jader (anizokaryóza, jaderná polymorfie). Jádra mohou v důsledku zvýšeného obsahu DNA vykazovat zvýšenou barvitelnost chromatinu (jaderná hyperchromasie) a podobně zvýšená cytoplazmatická basofilie odráží zvýšenou syntetickou aktivitu buněk (tj. zvýšení obsahu RNA v cytoplazmě). Obecně dochází u transformovaných buněk často ke zvětšení jader, zejména v jejich relaci k okolní cytoplazmě (zvýšený nukleo-cytoplazmatický poměr). Hyperplazie a dyplazie, popř. metaplazie (Obr.1) se mohou vyskytovat současně nebo odděleně. Hyperplastické nebo dysplastické změny mohou někdy určovat budoucí dráhu karcinogeneze. Např. u karcinomu močového měchýře předurčuje hyperplazie urotelu vznik tzv. papilárních karcinomů, které mají silnou tendenci recidivovat, ale jen relativně zřídka dále progredují, zatímco vyhraněně dysplastické změny označované jako tzv. karcinom in situ jsou předstupněm invazivního uroteliálního karcinomu. Vyskytují-li se hyperplazie a dysplazie současně, lze často patologickým vyšetřením zaznamenat ještě jeden charakteristický morfologický znak transformovaných buněk, totiž existenci anomálních mitóz, s atypickými obrazy dělícího se jádra. Už samotná mitotická aktivita buněk (tzv. mitotický index) může být důležitým negativně prognostickým faktorem, a nález aberantních mitóz (často se v důsledku tzv. amplifikace centrozómu jedná o multipolární mitózy) tento negativně prognostický význam dále posiluje. Tyto posledně jmenované charakteristiky lze zpravidla najít až u klinických nádorů, nikoli u preneoplastických změn, jako jsou izolovaná hyperplazie či dysplazie.
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Obr.1 – Patologické změny epitelu v souvislosti s karcinogenezí

Samotné nádory se z hlediska svého biologického a klinického charakteru mohou chovat benigně nebo maligně (Tab. 1). Benigní nádory jsou charakterizovány zejména expanzivním růstem, při němž utlačují okolní tkáně, přičemž jen zřídka dochází k ohrožení živote pacienta (např. když mozkový benigní nádor utlačuje životně důležitá mozková centra, většinou prostřednictvím nitrolební hypertenze). Maligní nádory mají tendenci k invazi do okolní tkáně a infiltrativnímu růstu v ní, končícím postupným zničením takto infiltrované tkáně. Tato kapacita se neomezuje jen na vztah k okolí primárního nádoru, ale odráží se rovněž ve schopnosti vytvářet dceřinné nádory ve vzdálených orgánech, tj. schopnosti metastatického rozsevu. Benigní stádium přitom někdy vystupuje jako jedna z etap multistupňové dráhy vedoucí ke vzniku maligního nádoru. Např. většina kolorektálních karcinomů, tedy maligních nádorů, se vyvíjí z adenomů, popř. střevních polypů, které lze považovat za benigní nádory. Z těchto rozdílů v biologickém chování nádorů pramení i zásadní rozdíly v terapii. Zatímco základním terapeutickým přístupem k léčbě benigních nádorů bude chirurgické odstranění nádoru, u maligních nádorů lze chirurgickou léčbou dosáhnout kurativního výsledku jen v počátečních stádiích, jakmile došlo k metastatickému rozsevu, je třeba přijmout úplně jiné terapeutické strategie založené na systemické léčbě.
Stádium (stage) a stupeň dediferenciace (grade) představují základní diagnostické charakteristiky maligních nádorů. Grading tedy odráží morfologickou a funkční podobnost nádorových buněk s příslušnými normálními diferencovanými buňkami zasažené tkáně. Při hodnocení gradingu tedy znovu přicházejí na přetřes všechny kvalitativní změny nádorových buněk tvořící součást dysplazie, a vedle toho typické funkční atributy podle konkrétního typu transformované buňky. Čím vyšší grading, tím vzdálenější je transformovaná buňka od příslušné normální diferencované buňky. Extremním případem defiferenciace je tzv. anaplazie, kdy nádorové buňky nenesou žádnou podobnost s příslušnými normálními diferencovanými buňkami. Oproti tomu je zde značná podobnost anaplastických nádorů odvozených z různých tkání mezi sebou navzájem (tzv. anaplastická konvergence). Čím vyšší je grading, tím agresivnější je nádorový růst, anaplastické nádory tedy představují velmi agresivní a nebezpečný typ 
Tab 1 Komparativní rysy benigních a maligních nádorů

	ÚČINEK
	BENIGNÍ
	MALIGNÍ

	Celkový účinek na nositele
	Malý, obvykle nikoli letální
	Zpravidla nositele zahubí, není-li léčen

	Poškození nositele
	Zpravidla zanedbatelné, může ale komprimovat či zablokovat životně důležitou tkáň
	Může nositele zahubit zničením životně důležité tkáně

	Rychlost růstu
	Pomalu
	Rychle (ale pomaleji než regenerace tkáně); růst se vymiká normálním kontrolním mechanismům

	Rozsah růstu
	Opouzdřený; zůstává lokalizován v místě původu
	Infiltruje či invaduje a šíří se do vzdálených míst

	Způsob růstu
	Typicky roste expanzí a vytlačuje okolní tkáně
	Invaduje a ničí okolní tkáně

	Mikroskopické rysy
	Buňky a buňkami tvořené struktury připomínají normální tkáně, může být opouzdřený
	Anaplastický, dysplastický a pleomorfní; může být spojen s krvácením, nekrózou a zánětem

	Cytologické rysy
	Mitosy vzácné, jádro normální co do barvení i tvaru; jadérko nevýrazné
	Mitosy mohou být četné a abnormální; jádro často zvětšené nepravidelného tvaru, hyperchromatické; jadérko hyperchromatické, zvětšené

	Citlivost k ozáření
	Podobná normálním tkáním, zřídka léčba ozařováním
	Zvýšená přibližně úměrně stupni malignity; častá léčba ozařováním 


nádoru. Stádium (staging) pak hodnotí míru rozšíření nádoru v organismu. Pro konkrétní nádory jsou vypracovány vždy odpovídající schémata tzv. TNM klasifikace, kde T představuje hodnocení primárního nádoru, zejména s ohledem na velikost a stupeň infiltrace okolní tkáně, N představuje hodnocení postižení spádových mízních uzlin a M odráží přítomnost či absenci vzdálených metastáz. V souhrnném výsledku jsou pak nádory řazeny do příslušného stádia (I - IV), čím vyšší stádium, tím pokročilejší nádor a tím razantnější terapeutická strategie musí být přijata.

Závěrem tohoto úseku je třeba zmínit ještě jeden aspekt. Nádory nejsou tvořeny pouze nádorovými buňkami. Rozlišujeme tzv. nádorový parenchym, což jsou ony vlastní transformované buňky, a tzv. nádorové stroma, jehož podstatou jsou specializované normální buňky hostitele, které se pod vlivem vlastních transformovaných buněk v nádoru akumulují a těmto transformovaným buňkám poskytují významnou funkční oporu. Patři sem zejména tzv. s nádorem asociované fibroblasty (CAF - carcinoma-associated fibroblasts) a makrofágy (TAM - tumour-associated macrophages) a rovněž nádorový endotel a cévy. Nádorové stroma může svým rozsahem dokonce převyšovat nádorový parenchym. Nádor se tak chová jako určitá karikatura normálního orgánu, s komplexním složením i vlastním cévním zásobením. Patologické vyšetření nádoru může rovněž zahrnovat nádorové stroma - velmi důležitým aspektem je např. rozsah zánětlivé infiltrace, tedy množství nádorových makrofágů.

Základní biologické vlastnosti transformovaných buněk

Nádor, tedy novotvar, musí být vždy výsledkem deregulace normálního obratu buněk v organismu a postižené tkáni. Přijmeme-li tento čistě účetní pohled, pak na stránce aktiv budeme mít buněčnou proliferaci a na stránce pasiv buněčnou smrt, především apoptózu. U normální dospělé tkáně musí být tyto dva procesy v dokonalé rovnováze - buněčná proliferace musí být pod naprosto striktní kontrolou tak, aby přírůstek počtu buněk vzniklých buněčným dělením dokonale odpovídal nahrazení odumřelých buněk. U nádorové tkáně dochází k patologické akumulaci buněk, t.zn. že tato shora zmíněná účetní bilance nekončí neutrálně, ale přebytkem. Za ním zpravidla stojí jak přírůstek na straně aktiv, tj. proliferace jdoucí nad rámec buněčné homeostázy v příslušné tkáni, tak úbytek na straně pasiv, tj. snížení rozsahu buněčné smrti, zejména apoptózy. Oba dva tyto pochody mají velice komplikovanou molekulární regulaci. Proliferace nastává vždy v odpověď na nějaký proliferační signál, zejména endokrinní či parakrinní povahy. Nádorové buňky se postupně vymaňují z této striktní závislosti na signálu z vnějšku a stávají se v tomto ohledu svými vlastními pány. Na molekulární úrovni se může jednat o celou řadu variací na toto téma; nádorové buňky mohou například výrazně zvýšit expresi receptorů pro příslušné hormony či růstové faktory a stát se tak supersenzitivní (a tedy i superodpovídající) k normálním hladinám těchto mitogenů. Jinou možností je mutační aktivační změna v receptorech či některých dalších proteinech příslušné signální kaskády (viz kap.1F), takže nádorové buňky se chovají jako by byly konstantně vystaveny mitogenní stimulaci. Nádorová buňka si samozřejmě rovněž může začít proliferační signály dodávat sama (autokrinní stimulace) nebo může k této funkci aktivovat buňky nádorového stromatu (tento typ bychom mohli označit jako indukovaně parakrinní stimulaci). Některé signály naopak buněčnou proliferaci brzdí. Může se opět jednat buď o látky parakrinní povahy (např. rodina růstových faktorů TGFβ) nebo kontaktní signály působící v normální tkáni (tzv. kontaktní inhibice). Tady budeme u nádorové buňky očekávat pochody přesně opačné než u mitogenních růstových faktorů, tj. ztrátu příslušných receptorů, popř. ztrátu či jiné mutační vyřazení intracelulárních buněčných molekul. 
Podobně komplexní je i regulace apoptózy (viz kap. 1I). V organismu působí jak aktivátory apoptózy, tak i její inhibitory, a obojí mohou mít povahu parakrinně, popř. juxtakrinně, působících faktorů (tzv. hormony smrti a jejich receptory - death hormones, popř. death receptors, např. TNFα či systém FasL - Fas; opačně, tj. antiapoptoticky, působí tzv. faktory přežití - survival factors, např. inzulínu podobné rústové faktory 1 a 2 - IGF1 a IGF2, neboli somatomediny). Aktivátory i inhibitory apoptózy ovšem mohou pocházet i ze samotné buňky (tzv. vnitřní dráha aktivace apoptózy) a prim v tomto ohledu hrají mitochondrie. Regulace propustnosti vnější mitochondriální membrány a následného uvolnění aktivátorů (cytochrom C, SMAC/Diablo) či inhibitorů (XIAP) hraje zejména prvořadou roli v odpovědi buňky na buněčné poškození a klíčovými regulátory této propustnosti jsou proteiny rodiny Bcl-2. V případě apoptózy budeme u nádorových buněk očekávat principiálně podobné změny jako u kontroly proliferace, tedy ztrátu či mutační vyřazení receptorů smrti a veškerých dalších aktivátorů apoptózy, a naopak zvýšenou expresi či mutační aktivaci faktorů přežití, jejich receptorů a veškerých dalších inhibitorů apoptózy. Apoptóza nevystupuje ovšem pouze jako jakási nezávislá položka na straně posiv ve shora uvedené bilanční rozvaze buněčné homeostázy. Ukazuje se, že apoptóza může být taktéž aktivována některými silnými proliferačními stimuly a působí tak jako jakási vestavěná pojistka nekontrolovatelné proliferace - nejpropracovanějším příkladem jsou v tomto ohledu onkogeny rodiny Myc (viz kap. 3).

Apoptóza není jedinou takovou vnitřní pojistkou. Druhou z nich je tzv. senescence, tj. trvalé zablokování buněčného cyklu. Např. náhlá a silná mutační aktivace onkogenů Ras (viz kap. 3) v jinak normálních bunkách navozuje s vysokou účinností tento stav, čímž dochází k velmi účinnému zablokování proliferace takto změněné buňky. Apoptóza a senescence byly rovněž společně charakterizovány jako dvě nezávislé bariéry při buněčné imortalizaci. Kontinuální buněčná proliferace vede ke zkracování telomer na koncích chromozomů, na což buňka nejprve reaguje zastavením proliferace, tj. senescencí, a jestliže toho není schopna, např. v důsledku mutačního vyřazení klíčových tumorových supresorových genů p53 a pRb, pokračuje buněčná proliferace do té doby, než je celá telomera odstraněna. Některé buňky jsou schopny tomuto procesu čelit aktivací exprese telomerázy a dosáhnout tak imortalizace (viz kap 1H), ale ještě než k tomu dojde, indukují destabilizované chromozomy bez telomer na koncích rozsáhlou vlnu chromozomálních fúzí a přestaveb, která představuje významný apoptotický stimul (tzv. krize). Podstatným detailem je, že dojde-li k aktivaci telomerázy až v průběhu krize, dochází k opětné stabilizaci chromozomů až poté, co došlo k jejich rozsáhlým přestavbám, což má za následek stabilizaci buněčných klonů se zásobárnou chromozomálních mutací, což může vést k akceleraci nádorového růstu. Zkracování telomer lze tedy na jedné straně považovat rovněž za jakousi automatickou pojistku proti neomezené buněčné proliferaci, ovšem ďábel číhá v detailu - zotavení se z krize (ale právě až v průběhu krize) zvýšením exprese telomerázy může významně přispět k nádorové progresi.

Podobně paradoxní, dvojjaký efekt jako telomery mají v průběhu karcinogeneze ještě aspoň dva procesy - autofágie a zánětlivá reakce. Autofágie představuje zvláštní formu postupné destrukce buňky, ke které se buňky fyziologicky uchylují zejména při chronickém nedostatku nutričních látek. Buňka vytváří tzv. autofagozómy kolem částí cytoplazmy nebo buněčných organel, jako jsou ribozómy či mitochondrie. Autofagozómy fúzují posléze s lyzozómy a dochází tak k degradaci příslušných organel a využití jejich složek k nutričním a stavebním účelům buňky. Autofágie je úzce spojena s apoptózou, jedna z klíčových regulačních molekul autofágie, Beclin-1, působí současně jako aktivátor apoptózy vnitřní drahou, tj. na úrovni propustnosti vnější mitochondriální membrány. Mutační vyřazení autofágie u myši zvyšuje citlivost vůči karcinogenům, podobně jako mutační defekty apoptózy. Na druhé straně autofágie může zásadně zredukovat počet mitochondrií v buňce. To má dva následky. Buňka trpí nedostatkem energie a zastavuje buněčný růst a dělení, a současně se stává velmi rezistentní vůči apoptóze. Vzniká tak malá, neaktivní a prakticky nesmrtelná buňka, která může bez jakékoliv aktivity v tomto stavu přetrvávat po léta. Má se za to, že tento stav buněčné dormance stojí za nádorovými recidivami, ke kterým dochází někdy za mnoho let po překonání nádorového onemocnění. Dormantní, tedy spící nádorová buňka, se prakticky nedá eliminovat, a setká-li se po létech s nějakým výrazným aktivačním signálem, může znovu vstoupit do aktivního proliferačního cyklu.

Nepodaří-li se buňce pomocí autofágie překonat stav nutričního a energetického nedostatku, může v důsledku vyřazení membránových pump (které ke své činnosti spotřebovávají velké množství ATP) dojít až ke zhroucení membránových potenciálů a následně i kolapsu membrán a nekróze buňky. Na rozdíl od apoptózy představuje nekróza výrazný zánětlivý stimul a zánět tvoří velmi častou součást většiny nádorů a rovněž může být zopdovědný za významnou část symptomů spojených s nádorovým onemocněním. Podobně jako u telomer a autofágie můžeme zánětu přikládat primárně protinádorovou aktivitu - zánět lze pokládat za nespecifickou formu protinádorové imunitní odpovědi, jejíž hlavním úkolem je zabrzdit nádorový proces. Nádorový zánět má ovšem tu neblahou vlastnost, že zánětlivé buňky, zejména makrofágy, začínají posléze kooperovat s nádorovými buňkami, zejména ve smyslu metastatické progrese onemocnění.

Nezbytnou součástí nádorového růstu je schopnost novotvorby cév, tedy neoangiogeneze. Pro endotelové buňky v dospělém organismu platí totéž co pro ostatní tkáně, tj. většina z nich nevstupuje do aktivního buněčného cyklu, s výjimkou přesně definovaných situací, jako je např. hojení rány či reprodukční cyklus u ženy. Nádorové buňky ovšem potřebují zajistit přisun kyslíku a živin, a odvod katabolických produktů a oxidu uhličitého, podobně jako jakékoli jiné buňky organismu, a tudíž musí indukovat svoji vlastní cévní síť. Proliferace a diferenciace endotelových buněk je pod nesmírně komplexní humorální kontrolou - dosud byly identifikovány desítky aktivátorů angiogeneze a rovněž desítky jejích inhibitorů. Nádorové buňky zpravidla nejsou schopny provádět takto komplexní regulaci endotelových buněk a nádorová angiogeneze se zpravidla opírá o podstatně užší spektrum regulátorů angiogeneze. Výsadní postavení v tomto ohledu hraje skupina růstových faktorů endotelových buněk VEGF (vascular endothelial growth factor). Důsledkem této jednostranné a tudíž ne zcela plnohodnotné aktivace angiogeneze v nádorech je funkční neplnohodnotnost typického nádorového cévního zásobení - nádorové cévy jsou velmi chaoticky uspořádány, s různě zkroucenými a ztluštělými úseky, nadměrně větvené, s množství anastomóz, s chaotickým směrem a rychlostí prodění atp. (Obr.2). Neblahým důsledkem je výrazně horší prostup látek z krve přímo k nádorovým buňkám, což se bohužel rovněž týká podávaných protinádorových léčiv. Na mikroskopické úrovni je patrnáneúplná hladkosvalová vrstva popř. i bazální membrána. To zase může velmi usnadnit vstup nádorových buněk do krevního řečiště, které je nezbytným krokem v jejich metastazování. Základním impulzem pro aktivaci nádorové angiogeneze je nádorová hypoxie, tj. snížení tenze kyslíko, k čemuž dochází, překročí-li velikost avaskulárního nádoru 0,5 až 1 mm. V podmínkách hypoxie dochází ke stabilizaci jaderných transkripčních faktorů HIF-1alfa a HIF-2alfa (hypoxia inducible factors), které přímo aktivují promotory VEGF genů. Dochází tak opět k poněkud paradoxní situaci, kdy hypoxie aktivuje neplnohodnotnou angiogenezi, která z hlediska nádoru řeší problém pouze částečně a postupně vede k další hypoxii, opět aktivující HIF transkripční faktory a VEGF promotory. Z hlediska nádoru tak vzniká určitý začarovaný kruh (Obr. 2). Z hlediska protinádorové terapie je v tomto ohledu podstatné, že bezprostředním efektem farmakologického blokování VEGF terapeutickou protilátkou Bevacizumabem (přípravek Avastin) je normalizace cévního zásobení nádoru a tudíž i vyšší účinnost protinádorové chemoterapie (Obr. 2). Tato kombinace Avastinu a chemoterapie je velmi častá u celé řady nádorů.
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Obr. 2 – Nádorová angiogeneze – mechanismus a možnosti terapeutické normalizace
Nedá se ovšem zcela říci, že by nádorová angiogeneze stála výlučně na pilíři VEGF. Nádorové buňky aktivují syntézu i některých jiných angiogenních faktorů, kupř. rodiny FGF (fibroblast growth factor) nebo pleiotropně působícího růstového faktoru HGF (hepatocyte growth factor), a současně i potlačují syntézu inhibitorů angiogeneze, jako jsou např. trombospondiny. Rovněž je třeba doplnit, že nádorové buňky nejsou výlučným zdrojem angiogenních faktorů, dalším významným zdrojem jsou zejména s nádorem asociované fibroblasty a zejména makrofágy, k jejichž akumulaci a této aktivaci dochází v důsledku nádorem indukovaného zánětu.

Buňky, včetně nádorových, mohou na sníženou tenzi kyslíku, tedy hypoxii, reagovat ještě jedním způsobem, a to přeprogramováním buněčného metabolismu ve smyslu utlumení oxidativní fosforylace a preferenčního využití anaerobní glykolýzy. Nádorové buňky jdou v této metabolické adaptaci ovšem ještě dál - glykolýza se stává preferovaným zdrojem ATP i při normoxii. Tato tzv. aerobní glykolýza byla poprvé pozorována již ve 30. letech německým biochemikem Otto Warburgem a podle tohoto objevitele se i označuje jako tzv. Warburgův efekt. Jedná se o dosti komplexní změnu v celé řadě buněčných pochodů. Ve srovnání s oxidativní fosforylací je glykolýza energeticky dramaticky méně výtěžná (asi 18 x). Má-li nádorová buňka krýt svoje energetické potřeby převážně glykolýzou, musí výrazně zvýšit její rozsah, a tudíž i přísun glukózy do buňky - cestou k tomu je výrazné zvýšení exprese glukózových transportérů (zejm. GLUT-1). Konečným produktem glykolýzy je laktát, který je v těchto vysokých koncentracích pro buňku toxický a nádorová buňka se jej musí aktivně zbavovat prostřednictví laktátových transportérů - také jejich exprese musí být odpovídajícím způsobem zvýšena. Vysoká akumulace glukózy v nádorech je dnes široce využívána v diagnostice nádorů prostřednictvím specifických zobrazovacích metod, jako je např. pozitronová emisní tomografie s využitím 18F-fluorodeoxyglukózy, a laktátové transportéry se staly nadějnými cíly navě vyvíjených protinádorových terapií. Proč se vlastně nádorové buňky uchylují k této relativně neefektivní dráze energetického metabolismu? Jedna z teorií předpokládá, že meziprodukty syntetizované během glykolýzy mohou být relativně snadno odkloněny z čistě energetického metabolismu směrem k různým biosyntetickým drahám, včetně syntézy nukleosidů a aminokyselin - to pro rychle se dělící nádorové buňky představuje důležitou přidanou hodnotu směrem k syntéze makromolekul, buněčných struktur a organel, což je nezbytným předpokladem buněčného růstu a proliferace. V každém případě nelze k tomuto metabolickému přeprogramování nádorových buněk přistupovat dogmaticky a černobíle (ostatně, totéž platí pro všechny až dosud diskutované biologické charakteristiky nádorových buněk) - jeho rozsah může kolísat nádor od nádoru, v závislosti na typu nádoru, mutacích v onkogenech a tumorových supresorových genech, atp., a rovněž se prokázala významná heterogenita nádorových buněk uvnitř většiny nádorů. Rozsah využití glykolýzy je např. modulován mírou hypoxie, která je závislá na úrovni cévního zásobení a bude se tak lišit v jednotlivých oblastech nádoru a rovněž v průběhu růstu nádoru. Byly dokonce popsány nádory, u nichž spolu symbioticky koexistovaly dvě metabolicky naprosto odlišné populace nádorových buněk - první byla výrazně závislá na glykolýze a sekretovala laktát, zatímco druhá importovala tento laktát do buněk a dále jej využívala jako hlavní zdroj energie v Krebsově cyklu a oxidativní fosforylaci.

Tento příklad ilustruje další aspekt nádorové biologie, a to nádorovou heterogenitu. Populace nádorových buněk nádorů, které již dosáhly klinický rozměr, je vždy heterogenní, a to jak na úrovni jejich genomu (různé spektrum mutací v onkogenech a tumorových supresorových genech u různých subpopulací nádorových buněk v jednom nádoru), tak na úrovni fenotypu; významná část této genomové variability mohla vzniknout tím, že nádorové buňky prošly krizí při úplném odbourání telomer (viz výše). Tato nádorová heterogenita může být velmi dynamická v průběhu vývoje a progrese nádoru, jakož i v průběhu protinádorové terapie. Ty buněčné subpopulace nádoru, které v aktuálních podmínkách, jimž jsou nádorové buňky vystaveny, vykazují nejvyšší úroveň proliferace a nejnižší úroveň apoptózy, budou v této etapě vývoje nádoru dominovat, změní-li se tyto vnější podmínky, dojde logicky i k odpovídající změně buněčného složení nádoru. Např. při aplikaci protinádorové terapie budou selektovány buněčné klony s nejvyšší rezistencí vůči přijatému terapeutickému režimu. Dynamika vývoje buněčných populací nádoru tedy připomíná obecné procesy populační biologie a genetiky, kdy aktuální buněčné složení nádoru je v každém okamžiku výslednicí procesů mutace a selekce. To je podstata tzv. teorie klonální selekce (Obr. 3). Tato teorie ovšem nezohledňuje další významný zdroj nádorové heterogenity, a to procesy diferenciace a dediferenciace. Rovněž u nádorových buněk probíhá buněčná diferenciace, byť aberantním způsobem a v různém rozsahu u různých nádorů, zejména v závislosti na gradingu (tj. nejvíce u dobře diferencovaných a prakticky vůbec ne u anaplastických nádorů). Diferenciace má na nádorové buňky podobný dopad jako je tomu u normálních buněk - diferencované buňky postupně ztrácí proliferační aktivitu a posléze odumírají, pravděpodobně apoptózou. Má-li nádor kontinuálně růst, musí logicky existovat nějaká "věčná" populace nádorových buněk s nevyčerpatelnou proliferační kapacitou, která zajišťuje, že tato diferencované apoptotické buňky jsou neustále nahrazovány novými buňkami. V normálních tkáních je toto úlohou kmenových buněk, a analogicky byly definovány i tzv. nádorové kmenové buňky. V řadě nádorů se tyto nádorové kmenové buňky podařilo prokázat, byť jejich biologie je zřejmě o mnoho komplexnější, než se ještě před pár lety zdálo. Z hlediska protinádorové terapie je podstatné, že tyto nádorové kmenové buňky uplatňují řadu ochranných mechanismů, které je chrání před celou škálou toxických insultů (např. efluxní pumpy, detoxifikační enzymy, zvýšená schopnost reparace DNA aj.). Protinádorová terapie je tudíž výrazně méně účinná a nádorové kmenové buňky ji mohou přežít a posléze iniciovat opětovný růst nádoru v podobě nádorového relapsu.
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Obr. 3 – Současné teorie nádorové heterogenity. A – Klonální selekce, B- Teorie nádorových kmenových buněk

Nádory jsou rovněž značně heterogenní při srovnání mezi sebou, a to v řadě ohledů. Již byla řeč o základních patologických charakteristikách, jako je staging a grading. Značná rozdílnost ovšem panuje i mezi nádory totožné histopatologické klasifikace, a to v molekulárně biologických změnách, které tento totožný nádorový fenotyp podmiňují. Nádory téže histopatologické klasifikace a biologických vlastností mohou totiž nést velmi rozdílné mutace jednotlivých onkogenů a tumorových supresorových genů. Tato značná molekulárně biologická heterogenita se týká i jednotlivých konkrétních biologických vlastností nádorové buňky a nádoru jakožto komplexní tkáně. Například jednotlivé základní biologické charakteristiky nádorů mohou jednotlivé konkrétní nádory nabývat v různém pořadí, každá z jednotlivých biologických vlastností nádorů může být podmíněna mutačními změnami několika onkogenů a tumorových supresorových genů, a každý jednotlivý mutovaný onkogen či tumorový supresorový gen může podmiňovat či spolupodmiňovat současně několik biologických vlastností nádoru.
Pokusme se na tomto místě o krátkou rekapitulaci; diferenciace, kmenové buňky, vlastní cévní zásobení - to všechno připomíná strukturu normálního orgánu, a skutečně na nádory můžeme pohlížet jako na určitou patologickou formu komplexní tkáně či orgánu. Aby struktura orgánu byla úplná, je potřeba kromě vlastní nádorové buněčné složky (tzv. nádorový parenchym) ještě složka podpůrná, tzv. nádorové stroma. Vedle nádorové vaskulatury sem řadíme zejména nádorové makrofágy (tzv. TAM - tumour associated macrophages), které se stávají součástí nádorového stromatu v důsledku iniciace zánětu nádorem, a nádorové fibroblasty (tzv. CAF - carcinoma associated fibroblasts), popř. rovněž infiltrující imunitní buňky (tzv. TIL - tumour infiltrating lymphocytes). Stromální nádorové buňky zpravidla nenesou mutace v onkogenech či tumorových supresorových genech, na úrovni genomu se tudíž jedná o buňky úplně normální, které ovšem koexistují v symbiotickém vztahu s nádorovými buňkami. Jsou zdrojem řady růstových faktorů, které podporují proliferaci nádorových buněk, tlumí jejich apoptózu a aktivují angiogenezi. Nádorové makrofágy i nádorové fibroblasty jsou navíc zdrojem extracelulárních proteáz, které remodelují extracelulární matrix nádoru a usnadňují lokální invazi a metastázování. Navíc řada růstových faktorů může být primárně exprimována jako membránově vázané molekuly (notoricky známým příkladem jsou růstové faktory rodiny epidermálního růstového faktoru - EGF) či imobilizována na extracelulární matrix. Proteázy, které tyto růstové faktory odštěpují z buněčného povrchu či uvolňují z extracelulární matrix, jsou tedy nezbytným předpokladem toho, aby tyto růstové faktory mohly vůbec vyhledat svoje receptory na povrchu nádorových buněk a aby tak mohlo dojít k mitogenní signalizaci. Nádorové makrofágy jsou zároveň zdrojem mutagenních látek (zejména reaktivních kyslíkových radikálů) a mohou tak urychlit proces klonální selekce indukcí nových mutantních variant nádorových buněk. Nádorové fibroblasty zase mohou vytvářet tzv. niku (tedy zjednodušeně řečeno optimální prostředí) pro nádorové kmenové buňky. Jak nádorové makrofágy, tak i nádorové fibroblasty vykazují navíc i významné imunosupresivní efekty, což může významně poškodit protinádorovou imunitní odpověď.

Všechny dosud popsané biologické vlastnosti nádorů se v zásadě týkají nádorů benigních i maligních, stejně jako benigních stádií předcházejících vzniku maligních nádorů, s tou výhradou, že u některých maligních nádorových onemocnění bývají benigní stádia svým rozsahem malá, takže některé fenotypové charakteristiky, jako je imortalizace nebo aktivace angiogeneze, nemusí být ještě vyjádřeny. Tím hlavním biologickým rozdílem, který přímo definuje maligní povahu nádoru, je jeho schopnost invaze do okolní tkáně, infiltrativního růstu v ní a metastatického rozsevu. Tvorba metastáz představuje poměrně složitou kaskádu dějů(Obr. 4). Budoucí metastatická buňka se musí zejména uvolnit ze všech adhezních interakcí, které ji vážou v místě primárního nádoru (adhezní interakce s dalšími nádorovými buňkami a extracelulární matrix v místě primárního nádoru) a začít aktivně migrovat do okolních tkáňových struktur, což se obvykle neobejde bez lokální proteolytické destrukce okolní tkáně. Vyvázání se z adhezivních interakcí v místě primárního nádoru je obvykle provázeno změnou expresního profilu adhezních molekul. Invadující karcinomové buňky tak ztrácí expresi E-cadherinu a naopak získávají expresi N-cadherinu, který může zprostředkovat interakci s nádorovými fibroblasty (tzv. cadherin-switch). Podobně dochází i ke ztrátě exprese integrinů, které zprostředkovávají adhezi k bazální membráně (např. integrinové komplexy α2 β1 nebo α3 β1) a nové expresi integrinových komplexů pro adherenci k intersticiální extracelulární matrix (např. αV β3, α6 β3 - tzv. integrin-switch). Buňka, která takto aktivně vycestovala z primárního nádoru, může buď obnovit proliferaci v okolní tkáni, nebo doputovat až k nejbližší kapiláře a vstoupit do ní (tzv. intravazace). Krevním řečištěm se pak dostává až do systemické cirkulace, odkud zase může v příhodný okamžik vystoupit (tzv. extravazace). Nádorová buňka pak opět infiltruje parenchym sekundárního místa a obnovuje zde svou proliferaci, čímž dochází k vytvoření sekundárního nádoru - metastázy.

Během metastatické kaskády nádorová buňka zužitkuje řadu předešle (a v jiném kontextu) získaných fenotypických schopností. Např. výraznou, opět jakoby v samotném systému vestavěnou, bariérou unášení buněk krevním řečištěm je tzv. anoikis, tedy speciální forma apoptózy, ke které automaticky dochází, jestliže buňka nemá možnost interakce s extracelulární matrix či jiným pevným podkladem. Poněvadž anoikis je forma apoptózy a má tudíž řadu molekulárních mechanismů společných s jinými formami apoptotické smrti, může být výsledkem porušení apoptotické bariéry, ke kterému došlo v předchozích etapách vývoje nádoru, i neadekvátní anoikis a tedy dlouhodobé přežívání nádorové buňky v suspenzi v cévních tekutinách. Jiným řešením z pohledu nádorové buňky je aktivace koagulační kaskády. Vzniklý mikrotrombus může zdařile napodobit extracelulární matrix a adherence nádorových buněk s ním je může uchránit před indukcí anoikis.

Na první pohled by se zdálo, že zvládnutí celé metastatické kaskády může být pro nádorovou buňku téměř neřešitelným oříškem. Kdyby každá z požadovaných fenotypových změn byla výsledkem 
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Obr. 4 – Metastatická kaskáda
speciální mutace či epigenetické modifikace, ke které dochází jen s jistou nevelkou frekvencí, pak by skutečně asi bylo dovršení celé metastatické kaskády nesmírně vzácné. Bohužel tomu tak není - víme, že maligní nádory metastazují, a víme také že právě metastázy jsou hlavní příčinou nádorové mortality. Jedním z vysvětlení je existence určitých komplexních vývojových programů, jejichž aktivace propůjčuje metastazujícím buňkám řadu individuálních vlastností a schopností najednou, tj. v jednom kroku. Nejdůležitější z těchto vývojových programů je tzv. epiteliálně-mezenchymální tranzice (EMT). Jedná se v pravém smyslu o vývojový program, kterým se během embryogeneze vytváří mezoderm z ektodermu. Nádorové buňky tedy na cestě k metastatické kompetenci nemusí hledat "vlastní řešení", ale mohou sáhnout k již vyzkoušené cestě. Metastazování, na rozdíl od vlastní karcinogeneze, velmi často probíhá právě tímto způsobem, tj. aberantní aktivací existujících vývojových programů, které jsou zkrátka aktivovány ve špatný čas a na špatném místě.

Epiteliálně-mezenchymální tranzice především vyvolává dramatickou morfologickou změnu - epiteliální buňky nabývají morfologie fibroblastů. Podkladem jsou komplexní změny v expresi genů - dochází k utlumení exprese E-cadherinu a zapnutí exprese N-cadherinu (tedy tzv. cadherin-switch - viz výše), a podobně je i modifikována exprese cytoskeletálních proteinů systému středních filament - cytokeratiny střídá vimentin. Tato morfologická přestavba je spojena s významnými fukčními změnami - buňky se stávají aktivně motilitní, současně dochází i k expresi některých proteáz, čímž se naplňuje invazivní charakter buněk, a snižuje se účinnost aktivace apoptózy. Naplňuje se tak většina atrubutů, které jsou nezbytné pro intravazaci a krevní rozsev nádorových buněk. Na tomto místě je ovšem dobré si připomenout, že ne všechny tyto vlastnosti musí nezbytně ležet na bedrech nádorových buněk samotných. Již výše zazněla zmínka o tom, že velmi významným zdrojem proteáz nutných pro nádorovou invazivitu jsou nádorové makrofágy, které se zejména akumulují v důsledku uvolnění zánětlivých signálů nádorem, a to především v peritumorální oblasti, tj. na okrajích nádoru. tedy v místě, kde přímo dochází k invazi do okolní tkáně.

Hlavními regulátory epiteliálně-mezenchymální tranzice je skupiny transkripčních faktorů Snail, Slug, Twist-1, Twist-2, Zeb-1 a Zeb-2. Dalším spouštěčem tohoto komplexního vývojového programu je rovněž TGFβ, o kterém již padla zmínka jakožto o významném růst suprimujícím parakrinním růstovém faktoru. Povšimněme si zde velmi zajímavé věci - zatímco TGFβ aktivně inhibuje proliferaci normálních buněk na počátku nádorové transformace, tentýž růstový faktor později podporuje nádorovou progresi na úrovni EMT.

V nutnosti projít v určitém stádiu progrese nádoru takovým komplexním vývojovým programem jako je EMT rovněž spočívá jeden z charakteristických znaků progrese karcinomů, který je odlišuje od ostatních typů nádorů. Sarkomy jsou ze své podstaty nádory mezenchymálních buněk, u nichž je tedy mezenchymální charakter přítomen od samotného počátku, a u leukémií a lymfomů je zase zcela přirozená schopnost diseminace cévními tekutinami, včetně schopnosti proliferace ve stavu suspenze v těchto tekutinách - interakce s pevným podkladem není žádnou významnou složkou regulace proliferace nebo apoptózy.

Proces EMT je většinou reverzibilní. Řada metastáz je při histopatologickém vyšetření velmi podobná primárnímu nádoru. Z toho vyplývá, že mezenchymální, tedy fibroblastu podobná nádorová buňka, která dosáhla sekundární tkáně, musela vrátit svůj morfologický a funkční fenotyp zpět k transformovanému epitelu, tedy projít opačným procesem než nastal u invadujícícho primárního nádoru, procesem mezenchymálně-epiteliální tranzice (MET). Tím to celé nemusí skončit - metastázy mohou být zdrojem buněk pro další metastázy, opět za účasti obou vývojových programů, tedy EMT i MET. A ještě jednu zvláštnost je v této souvislosti nutné zmínit - metastatické buňky nemusí pouze zakládat další metastázy v dalších sekundárních tkáních, nýbrž mohou zpětně osidlovat rovněž primární nádor, opět za účasti obou vývojových programů, tedy EMT a MET. Buněčné složení a vlastnosti primárního nádoru se tudíž nemusí měnit jen v důsledku mutačních a dalších změn, ke kterým dochází přímo v buňkách primárního nádoru během vývoje onemocnění, ale rovněž v důsledku tohoto zpětného osidlování metastatickými buňkami. Nádory se tedy z řady důvodů chovají velmi dynamicky.

Proces EMT, stejně jako všechny ostatní biologické atributy nádorů, nemá žádný absolutní, černobílý rozměr typu buď - anebo. V závislosti na typu nádoru, symbiotických interakcích s nádorovým stromatem, konkrétních mutacích v onkogenech a tumorových supresorových genech atp. lze předpokládat značnou flexibilitu nádorových buněk v tom, v jakém rozsahu a v jakém stupni reverzibility EMT proběhne. Krajní varianta EMT, tj. jakýsi úplný přechod k mezenchymálnímu fenotypu, bývá někdy označován jako sarkomatoidní transformace, a bývá spojen s anaplastickou dediferenciací a tedy agresivním nádorovým růstem.

Z koncepce nádoru jakožto komplexní tkáně vyplývalo ještě před relativně krátkou dobou ještě jedno významné omezení účinnosti tvorby metastáz. Růst metastázy na sekundárním místě totiž předpokládá poměrně významný a dlouhodobý rozsah proliferace, a toho by měla být schopna pouze nádorová kmenová buňka. Pouze když ta překoná všechny nástrahy metastatické kaskády, je buněčný růst na sekundárním místě do té míry dlouhodobý, aby mohlo dojít k vytvoření klinicky významné metastázy. U všech ostatních buněk primárního nádoru, dojde-li k jejich rozsevu, se růst a proliferace na sekundárním místě po určité době automaticky zastaví, takže metastáza by neměla nabýt klinicky významné velikosti. I tady ovšem došlo k jednomu neblahému objevu. Zjistilo se, že proběhlá EMT může propůjčit buňkám kmenový charakter, takže původně "diferencovaná" nádorová buňka, poté, co prodělá EMT, může druhotně získat kmenový charakter a tudíž založit dlouhodobě proliferující populaci nádorových buněk na sekundárním místě.

Pokusíme-li se zrekapitulovat dopady epiteliálně-mezenchymální tranzice na metastazující karcinomovou buňku, pak vidíme, že tento vývojový program je schopen obstarat většinu fenotypových atributů nádorové buňky nutných k úspěšnému provedení metastatické kaskády. Ukazuje se ovšem, že jedno zaručit nemůže, a to právě růst a proliferaci na sekundárním místě, proces zvaný kolonizace, který je o mnoho komplexnější, než že musí vycházet z nádorové kmenové buňky, což je jediný aspekt, který je EMT schopna propůjčit. Již na několika místech předchozího textu byla zmíněna kriticky významná role nádorového stromatu. Nádorová buňka je v místě primárního nádoru tedy vystavena unikátnímu mikroklimatu, které je výsledkem komplexních vztahů v rámci populace nádorových buněk navzájem (viz výše příklad metabolické kooperace dvou populací nádorových buněk) a zejména komplexních a reciprokých interakcí mezi nádorovými a stromálními buňkami. To všechno je samozřejmě ztraceno, opustí-li nádorová buňka primární nádor. Na sekundárním místě panuje většinou úplně jiné mikroprostředí a nádorová buňka, má-li obnovit svůj růst, musí najít nějaký klíč k tomuto novému mikroprostředí. Lze si představit, že zatímco EMT může působit jakožto jakýsi téměř univerzální návod pro první část metastatické kaskády, pro kolonizaci žádný takový obecně platný vývojový program k dispozici není a je možné, že budou existovat stovky různých kolonizačních programů podle typu primárního nádoru, jeho mutačního stavu, typu sekundární tkáně, hormonálních poměrech v organismu, atp. V každém případě bude kolonizace snažší v těch případech, kdy je mikroprostředí sekundární tkáně relativně podobné mikroprostředí primárního nádoru - to by mohlo být jedním z důvodů orgánové specificity metastáz. Když se diseminované nádorové buňce nedaří okamžitě vstoupit v "přátelský dialog" s buňkami sekundární tkáně a zahájit tak kolonizaci, má pro každý případ v záloze ještě jednu eventualitu - autofágii. Dormantní diseminovaná buňka tak může čekat třeba několik let, nebo i déle, jestli se podmínky pro kolonizaci nějak zlepší, a stane-li se tak, třeba v důsledku změny hormonálních poměrů (například v důsledku stárnutí organismu), zánětu, ostatních změněných vnějších podmínek, nebo kdo ví, anebo náhodné mutaci v diseminované a nyní dormantní nádorové buňce, posléze obnovit svoji proliferaci.

Biologické základy karcinogeneze

Vidíme tedy, že po biologické stránce představuje maligní nádor nesmírně komplikovaný komplex řady fenotypových znaků, které se navzájem pozoruhodně doplňují a prolínají. Jakou cestou musí vlastně projít normální buňka až k plné transformaci? Maligní transformace, zejména epiteliálních buněk (buňky pojivové tkáně a krevní buňky mají věc přece jen poněkud usnadněnou - viz výše) je podle současných představ vždy dlouhodobý a vícestupňový proces. Koncepce multistupňové karcinogeneze byla ve svých základních parametrech vypracována už v 60. letech, a to zejména na modelu chemické karcinogeneze u dvou experimentálních zvířecích systémů - systému chemicky indukovaných kožních nádorů u myši a chemicky indukovaného hepatocelulárního karcinomu u krysy. Indukce karcinogeneze v těchto dvou zvířecích modelech vyžadovala vždy sekvenční použití dvou typů chemických karcinogenů. První z nich - iniciátor - byl vždy mutagen, druhý - promotor - ovlivňoval expresi genů a proliferaci buněk bez genotoxického efektu (nezaměňovat s promotorem jakožto DNA sekvencí na počátku genu regulující genovou transkripci). Nádorové iniciátory mohou být přímé nebo nepřímé - ty musí být enzymaticky modifikovány, tzv. bioaktivovány, aby získaly mutagenní kapacitu. Mutagenní efekty nádorových iniciátorů mohou být velmi specifické, a tyto specifické molekulární změny (Tab. 2) pak umožňují zpětně dedukovat, co vyvolalo daný nádor - to je úkolem tzv. molekulární epidemiologie nádorů. Pro nádorové iniciátory platí, že jediná expozice a dokonce jediná molekula příslušného iniciátoru může vyvolat příslušnou mutaci. Principiálně tedy nelze stanovit žádnou bezpečnou dávku nádorového iniciátoru. 
Tab. 2 – Molekulární epidemiologie nádorů

	Karcinogen
	Indukovaný nádor
	Prominentní mutační změna

	cigaretový kouř
	karcinom plic
	K-ras, kodón 12, 13; G→T

p53, řada kodónů; G→T

	radon
	karcinom plic
	p53, kodón 249; G→T

	aflatoxin B1
	hepatocelulární karcinom
	p53, kodón 249; G→T

	UV záření
	kožní nádory
	p53, řada kodónů; CC→TT

	vinyl chlorid
	jaterní angiosarkom
	p53, kodón 249; A→T

	vinyl chlorid
	hepatocelulární karcinom
	K-ras, kodón 12, 13; G→A


Iniciace tedy vždy vede k mutaci, tedy ireverzibilní změně genomu zasažené buňky. Samotná iniciace ovšem ke vzniku nádoru nepostačuje; iniciovaná buňka nemusí ještě vykazovat žádné významné fenotypové odchylky, a nejedná-li se o kmenovou buňku, pak ona samotná a její dceřinné buňky postupně z tkáně zmizí přirozenou diferenciací, či naopak, je-li výsledkem iniciace aktivační mutace v některém z "prominentních" onkogenů, je taková buňka okamžitě eliminována automaticky nastavenými regulačními mechanismy, jako je senescence či apoptóza, jak už o tom byla v předchozím textu řeč. K tomu, aby iniciovaná buňka mohla dát vznik transformovanému buněčnému klonu, je nutné působení tzv. nádorových promotorů; není přitom bez zajímavosti, že většina prokázaných či silně podezíraných lidských karcinogenů patří právě do této skupiny. Úkolem nádorových promotorů je selektivně podporovat proliferaci iniciovaných buněk. Děje se tak buď přímo na úrovni regulace buněčné proliferace, tj. nádorové promotory mohou být přímými mitogeny, nebo na úrovni komplexnějších změn v expresi genů. V každém případě lze u klasických nádorových promotorů sestrojit závislost odpovědi na dávce, a tudíž i stanovit minimální účinnou (= maximální bezpečnou) dávku. Kritickým faktorem odlišujícím nádorové iniciátory a nádorové promotory je rovněž pořadí aplikace - nádorový promotor odvozuje svůj karcinogenní účinek od selektivní podpory proliferace iniciované buňky, takže musí být aplikován vždy až následně po iniciaci. Kupodivu se ukázalo, že časový interval mezi aplikací iniciátoru a promotoru není pro celkový karcinogenní účinek nijak zásadní. Toto pozorování posloužilo jako docela pádný argument ve prospěch teorie, že přinejmenším u tkání s vysokou rychlostí obratu buněk vznikají veškeré nádory pouze tehdy, jestliže je působením nádorového iniciátoru poškozen genom příslušné kmenové buňky - ta jediná má dostatečně dlouhou životnost k tomu, aby bylo možné karcinogenní působení nádorových promotorů měsíce či dokonce léta po aplikaci iniciátoru.

Jestliže je nádorový promotor ve svém karcinogenním působení odkázán na předchozí poškození genomu, může se na první pohled zdát trochu paradoxní, že většina prokázaných lidských karcinogenů patří právě mezi promotory. Odpověď hledejme v předchozím odstavci - promotory mohou nastartovat proces karcinogeneze u dávno iniciované buňky, či dokonce u buňky, jejíž genom byl poškozen spontánní mutací. Zároveň si je takto hypoteticky možné představit, že promotor může "probudit k životu" dormantní nádorovou buňku léta po např. úspěšné terapii nádorového onemocnění.

Při definici nádorových promotorů je rovněž potřebné rozlišovat promotor a kokarcinogen. Kokarcinogen zvyšuje účinnost nádorové transformace při jeho současném podání s iniciátorem. Některé sloučeniny (např. forbolové estery) ovšem mohou vykazovat obojí aktivitu. Nádorové promotory se rovněž někdy vyznačují vyhraněným tkáňově specifickým účinkem. Například fenobarbital byl popsán jakožto promotor karcinogeneze jater u krysy, ale nikoli karcinogeneze močového měchýře, a u sacharinu je situace přesně opačná. Nádorové promotory mohou mít rovněž endogenní povahu, takto mohou vystupovat např. některé hormony či látky účastnící se metabolismu. V případě karcinomu prsu přísluší takto promoční účinek např. estrogenům a progesteronu (byť u estrogenů či jejich enzymatických modifikací se již dlouhou dobu spekuluje o jejich možném mutagenní, tedy iniciačním účinku) a podobně žlučové kyseliny jsou zařazovány mezi možné promotory kolorektálního karcinomu (odtud možná pramení promoční efekt diety bohaté na tuky u tohoto nádoru).

Určité expozice v sobě mohou nést jak iniciační, tak i promoční složku - potom hovoříme o tzv. komplexních karcinogenech. Takovým komplexním karcinogenem je např. tabákový kouř - jedná se o směs stovek chemikálií, z nichž některé působí jako iniciátory a jiné jako promotory. Jiným komplexním karcinogenem je zánět - makrofágy jsou zdrojem jak kyslíkových radikálů působících mutagenně (tedy jako iniciátory), tak i růstových faktorů aktivujících proliferaci buněk. Odtud pramení epidemiologicky dobře dokumentovaný vztah mezi chronickým zánětem a rizikem vzniku nádorů, a rovněž tady lze hledat význam nádorem indukovaného zánětu pro progresi onemocnění (viz předchozí kapitola).

Výsledkem nádorové promoce je homogenní expanze iniciované buňky; taková změna by byla patologicky identifikovatelná pravděpodobně nejvýše jako hyperplazie. Z předchozího textu ovšem víme, že jedním z prominentních znaků nádorů je nádorová heterogenita - tedy koexistence řady populací nádorových buněk lišících se morfologicky, geneticky i funkčně. K této diverzifikaci dochází ve fázi progrese. Progrese v tomto klasickém pojetí tedy představuje fázi vývoje nádorového onemocnění, během které se homogenní populace iniciovaných buněk vyvine v regulérní nádor, v širším smyslu se tímto termínem označuje jakýkoli posun v agresivitě nádoru, např. nárůst gradingu či nabytí metastatické kompetence. Během progrese tudíž dochází opět ke změnám ve struktuře genomu nádorových buněk a hromadění dalších mutací, tedy aktivacím onkogenů a ztrátám či mutačnímu vyřazení tumorových supresorových genů. Má se za to, že důležitým předpokladem akumulace dostatečného počtu mutací je významné zvýšení mutační rychlosti, tj. destabilizace genomu progredující nádorové buňky - hovoříme o tzv. genomové nestabilitě. Zatímco u normální buňky je stabilita genomu udržována početnou řadou různých mechanismů na velmi vysoké úrovni (průměrná pravděpodobnost mutace se odhaduje na 1,4 x 10-10 na nukleotid a buněčné dělení), u nádorových buněk je tato pravděpodobnost o několik řádů vyšší (~2 x 10-7). Kromě toho je genom progredující nádorové buňky destabilizován na řadě dalších úrovní mimo tyto běžné (tj. bodové) mutace, zejména destabilizací chromozomů a z toho plynoucím hromaděním numerických i strukturálních chromozomálních aberací (tzv. chromozomová nestabilita), tedy mechanismy, které u normálních buněk nepřicházejí v úvahu. Děje se tak celou řadou molekulárních mechanismů - část tumorových supresorových genů např. působí tak, že kódují proteiny DNA-reparačních drah a při jejich mutačním vyřazení se logicky zvyšuje pravděpodobnost dalších mutací (např. proteiny tzv. missmatch-reparace mutované u části kolorektálních karcinomů). Některé tumorové supresorové proteiny se rovněž účastní procesu správného rozchodu chromozómů do dceřinných buněk při mitóze (kupř. APC, jehož gen je mutován u významné části kolorektálních karcinomů) - jejich mutace podmiňují chromozomální nestabilitu. Nejvyšší strážce genomu je tumorový supresorový protein p53 - k jeho aktivaci dochází u normálních buněk vždy při genotoxickém poškození a jeho úkolem je aktivovat další geny, a to takové, které přeruší buněčný cyklus, aktivují reparaci DNA a v případě, že je poškození genomu příliš rozsáhlé, aktivují apoptózu (viz kap. 3). Jiným zdrojem chromozomální nestability je krize, tedy dočasná epizoda v buněčné evoluci nádoru, při níž prakticky odbourané telomery nepostačují ke stabilizaci konců chromozomů a následuje rozsáhlá vlna chromozomálních fúzí a přestaveb. Dojde-li až poté k aktivaci telomerázy, stabilizují se tak tyto přestavěné chromozomy a vzniká tím velká zásobárna různých buněčných klonů pro klonální selekci (viz výše).

Ke genomické nestabilitě nádorů ještě dvě poznámky ještě dvě poznámky. I nádorová buňka je stále ještě lidskou buňkou a musí zachovávat základní integritu buněčných funkcí, včetně stability genomu. To znamená, že i u pokročilých agresivních nádorů musí být zachována jistá míra stability genomu, jinými slovy genomická nestabilita nemůže být ani zde bezbřehá. Např. kolorektální karcinomy, u kterých jsou mutovány geny pro tzv. missmatch reparační dráhu (výsledkem je tzv. mikrosatelitová nestabilita) nevykazují chromozomální nestabilitu, a u kolorektálních karcinomů nesoucích mutaci v APC genu je situace přesně opačná, tj. chromozomální nestabilita je provázena výborně fungujícími missmatch reparačními systémy. Zjevně současná destabilizace genomu oběma mechanismy představuje už takovou míru nestability, která by nebyla slučitelná se základními buněčnými funkcemi, a tudíž ani nádorová buňka si ji nemůže dovolit. Za druhé, u některých nádorů se setkáváme se zdánlivě paradoxní situací, kdy dochází k aktivaci exprese některých DNA reparačních genů, a to zejména v souvislosti s cytotoxickou terapií. DNA reparační geny jsou tak nejprve vyřazeny či utlumeny, což umožní iniciaci či progresi nádoru, ale jejich reaktivace či zvýšená exprese umožní rezistenci vůči mutagenním cytostatikům (řada protinádorových cytostatik jsou mutageny). Opět tedy platí, že nádorová buňka si musí umět ochránit svůj genom, i v kontextu protinádorové terapie. Znalost těchto mechanismů nám umožní jednak rozumně stratifikovat léčbu (tedy např. nepodávat mutagenní cytostatika pacientům, jejichž nádory vykazují vysokou expresi určitých DNA reparačních genů), jednak i výhledově umět překovat tyto mechanismy terapeutické rezistence.

Základní patologický a biologický rámec multistupňové karcinogeneze zachycuje schematicky obrázek 5.
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Obr. 5 – Multistupňová karcinogeneze
