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1 Abstrakt

Prognéza nadorového onemeoh je v sodasné dob zpravidla stanovena na
z&klad histopatologického vySeni resekatu primarniho nadoru. Kemi rozsahu
onemocini se WZn¢ pouzivda AJCC/UICC klasifikace (TNM Kklasifikace),teka
stratifikuje nemocné do jednotlivych Klinickych diaa je zarove uréujicim kritériem
pro indikaci adjuvantni onkologickéedéy. Nevyhodou TNM klasifikace je skui®ost,
Ze nepinasi zadné informace o biologickém chovani nadopioto prognéza pacienta
stejného klinického stadia se do &né& miry mize liSit. Aktualnim tématem je proto
hledani novych prognostickych a prediktivnich bioke#i, které povedou k Zpsréni
dosavadnich klasifikenich systéma a racionalizaci adjuvantni onkologickéch.
Nedavno publikovana data ziskana od pagismadorovym onemoénim prokazuii,
Ze pitomnost efektorovych T Ilymfocyt v nddorové tkani je vyznamnym
prognostickym faktorem. Cilem této prace je analyipaunitniho infiltratu u
kolorektalniho a ovarialniho karcinomu. U pacitestkolorektalnim karcinomem byla
stanovena mutace vonkogenu K-ras a provedena zanalgnunitnich bugk
infiltrujicich nadorovou tk& ve vztahu k recid onemocsni. Pacienti s mutantni
formou kodonu 13, nizkou denzitou TILs a vysokymmprem nezralych/zralych
dendritickych butk (CDla+/DC-LAMP+ ratio) v nadorové tkani byli ozteemi za
rizikové, ohrozené relapsem oneméuin U pacientek s ovarialnim karcinomem byla
provedena analyza hodnotici dynamiku imunitnihoiltiafu v pribéhu nadorové
progrese. Ziskana data prokazalammimunitni reakce v fibéhu progrese ovarialniho
karcinomu od efektorovych Thl7 lymfodytsmérem k aktivovanym regutaim T
lymfocytaim (Helios+) spolu s vysokym ptm monocyi/makrofagi a myeloidnich
dendritickych busk. Intratumordzni Treg byly do nadoru rekrutovangeziferni krve
prostednictvim interakce CCR4/CCL22. Chemokin CCL22 pxddukovan zejména
nadorovymi biitkami, monocyty/makrofagy a myeloidnimi dendritickyrunkami
v mikroprostedi nadoru pod vlivem IFN- Tato prace prokazuje, Ze recruitment Treg
z periferni  krve pod vlivem zétlivych mediatoi se vyznamé& podili na

imunosupresivnim mikropragtdi nadoru v pokilém stadiu ovarialniho karcinomu.

Klicova slova: kolorektalni karcinom, K-ras, tumorimtijici lymfocyty, ovarialni

karcinom, reguléni T lymfocyty, Th17 lymfocyty



Prediction of clinical outcome in cancer is usuabhieved by histopathological
evaluation of tissue samples obtained during sargiesection of the primary tumor.
Traditional tumor staging (AJCC/UICC-TNM classifimmn) summarizes data on tumor
burden (T), presence of cancer cells in draining eegional lymph nodes (N) and
evidence for metastases (M). However, it is nowgezed that clinical outcome can
significantly vary among patients within the samags. Data collected from large
cohorts of human cancers has demonstrated the irapanmune-classification, which
has a prognostic value that may add largely tosiigeificance of the AJCC/UICC
TNM-classification. In our studyve examined the immune cells that infiltrated the
tumor tissues of colorectal and ovarian cancereptti In a cohort of newly diagnosed
colorectal cancer patientge examined the correlations between KiRAS mutational
status, patterns of tumor-infiltrating immune celtsd the presence of tumor recurrence.
Our data suggest that colorectal cancer patients Mw levels of tumor-infiltrating
lymphocytes, a high CD1a/DC-LAMP tumor-infiltratindendritic cells ratio, and a
KRASmutation in codon 13 are at a high risk of dise@&seirrence. In ovarian cancer
patients we focused othe dynamics of the tumor-infiltrating immune cedlsring
disease progressioihe early stages of development of ovarian carcasmwere
characterized by a strong Th1l7 immune responsereaben disseminated tumors, we
detected a dominant population of Helios+ activaegilatory T cells along with high
numbers of monocytes/macrophages amgeloid dendritic cells. Tumor-infiltrating
Tregs were probabely recruited to the tumor tisgiaea CCL22/CCR4 interaction.
CCL22 was mainly produced by tumor cells, monodwesrophages and myeloid
dendritic cells in the primary ovarian tumors, atsdexpression markedly increased in
response to IFN= Taken together, the specific recruitment of Trggepably triggered
by inflammatory stimuli, leads to a significant imane suppression in the advanced
stages of ovarian canc@®ur findings clearly show a dynamic shift from anive anti-
tumor immune response to a significant immune seggon in the advanced ovarian

cancer.

Keywords: colorectal canceKRAS tumor-infiltrating lymphocytes, ovarian cancer,
regulatory T cells, Th17 lymphocytes



2 Uvod do problematiky

2.1 Uvod

Prognéza nadorového onemegh je v sodasné dob zpravidla stanovena na
z&klad histopatologického vySeni resekatu primarniho nadoru. Kemi rozsahu
onemockni se Wzne pouziva AJCC/UICC klasifikace (TNM Klasifikace),teka
stratifikuje nemocné do jednotlivych Klinickych diaa je zarove uréujicim kritériem
pro indikaci adjuvantni onkologickedéy. Nevyhodou TNM klasifikace je skui®ost,
Ze nepinasi zadné informace o biologickém chovani nadopioto prognéza pacienta
stejného klinického stadia seige do zn&né miry liSit. Aktualnim tématem je hledani
novych prognostickych a prediktivnich biomarkekteré povedou k selekci rizikovych
pacienti nagi¢ klinickymi stadii a racionalizaci adjuvantni onkgické I&€by. Vedle
fady molekularnich biomarkipredstavuje jednu z moznosti analyza imunitnichékun
infiltrujicich nadorovou tké& Existuji dikazy pro to, Ze imunitni systém je schopen
kontrolovat a regulovattst nadorovych buik, a to zejména v ranych stadiich
karcinogeneze [1, 2]. Nedavno publikovana dataari&kod pacients kolorektalnim
karcinomem prokazuji, Zefipomnost efektorovych T lymfocitv nadorové tkani je
vyznamnym prognostickym faktorem, dokonce lepSirh standard& pouzivana TNM
klasifikace [3, 4]. Studium imunitni reakce u name¥ho onemoci piinasi nové
moznosti prohloubit naSe poznatky o vyvojitstu nadoru. Nadorové a imunologické
markery zapojené do iniciace imunitni reakce pnétoru mohou poslouzit jako cilové
molekuly pro noveé terapeutickérigtupy a mohou byt vyuZity pro diagnostické,

prognostické a prediktivnicely.

2.2 Role imunitniho systému v obrag proti nadoram

2.2.1 Historie a sowasnost znalosti 0 vztahu imunitniho systému a nadar

Nazor, Ze imunitni systém je schopen rozeznat m&@obujeni a odpovidat na
n¢j, byl poprvé formulovan na gatku dvacatého stoleti americkym chirurgem W.
Coleyem, jenZz zaznamenal regresi néddopribéhu bakteridlnich infekci. V roce 1950
byly publikovany studie, které ukazaly, Ze inbredniSi mohou byt imunizovany proti

nadofm indukovanym karcinogeny a Ze protilatky vyitsoe proti odvrzenému tumoru



byly specifické. Tyto objevy vedly v roce 1957 krfaulaci hypotézy o protinadorovém
imunitnim dohledu. Hypotéza byla vyslovena Thomasefurnetem a vypovidala o
existenci ochrannych btk z thymu, které monitorujiftomnost neoplastickych bak
[5].

Nezpochybnitelnou roli imunitniho systému v ohkirgoroti nadoém poskytly
studie na mySich bez fuérkich geri pro rekombinaci T a B bétinych receptar RAG-

1 a RAG-2 (RAG-/-). RAG -/- mysi vyvijeji chemickpdukované nadory rychleji a
s WtSi frekvenci nez imunokompetentni kontroly, al&kétatvai mnohem vice
spontannich tumér pokud experiment probiha delSi dobu [6].

Experimenty na dalSich mysSich modelech vedly ktifikaci dalSich buscnych
komponent imunitniho systému zapojenych do obramaderovym onemognim.
Selektivni eliminace NK buik u mysi, jimz byly podany anti-asialo-GM1 protkgf je
¢ini trikrat vnimawjSi k chemicky indukovanym tumiém. Podobt kmen mysi, které
nemaji NK-T butky, ma vySsi incidenci chemicky indukovanych tutnfit, 8].

DalSim pfilomem v nadorové imunologii jsou studie Roberta r8itina na
univerzigé ve Washingtonu, jeZ hovioo zasadni roli interferonay imunitnim dohledu.
IFN-y podporuje tvorbu antigen-specifickych Thl Bkim cytotoxickych T lymfocyt,
podporuje aktivaci dendritickych béka makrofa§ a inhibuje angiogenezi, ztrata jeho
funkce zvysSuje vnimavost k chemicky indukovanymporannim nadam [9-12].
DalSi experimenty identifikovaly jako uteZitou molekulu protinadorové imunity
perforin [13].

V souwasné dob tedy existuji dostatmé dikazy pro to, Ze v kontrole nadorového
rastu hraje imunitni systémitkZitou roli. Podminkou prodinnou imunitni reakci proti
nadoru je pedpoklad, Ze imunitni systém je schopen rozpozeaplastické biky a
znicit je diive, nez se projevi jako klinicky zavazné onemgoénNadorové biky
exprimuji na svém povrchu antigenni struktury, &tee na jinych bugtnych typech
nevyskytuji vibec, nebo pouze ve velmi maléieiTéchto tzv. nddoray specifickych,
resp. asociovanych antigene jiz popsano velké mnozstvi. Problémem vSakzge,
nadorové biikky samy nemohou fungovat jako antigen prezentijigiky, jelikoz na
svém povrchu neexprimuji kostimald molekuly. DalSi Uskali fiedstavuje fakt, Ze
nadorové bikky disponuji celoufadou mechanisiy pomoci nichZz jsou schopné

uniknout imunitnimu systému.



2.2.2 Editace nadoru imunitnim systémem

Pavodni teorie Thomase a Burneta o imunitnim dohjeati nadorovym bikdm
byla brzy roz&ena novymi poznatky ziskanymi na imunodeficitnicysioh modelech
RAG. Nova hypotéza Dunna et al.,, nazvana ,Cancenume Editing“, tj. editace
nadoru imunitnim systémem, poukézala na vyznamaéilsov imunogenicié nddoti
v zavislosti na hostiteli, ve kterém rostly [14feRos nadoru rostouciho v RAG-2 -/-
mysSi bez funkniho imunitniho systému do kontrolni mysi téhoz keevedl k rychlé
implantaci a rozvoji vSech tuminrStejného vysledku bylo dosazeno grenosu nadoru
izolovaného z imunokompetentni mysi do kontrolniSimgtejného kmene, tedy mysi
s funkénim imunitnim systémem. Zajimavé &fkvapivé je ovSsem zji&hi, Ze ténif
50% tumot rostoucich v RAG-2 -/- imunokompromitovanych mysigzylo odvrzeno
po penosu do imunokompetentniho hostitele. Tyto vysfedkazuji, Ze imunitni
systém vyviji na nadorové fiky neustaly selali tlak, ktery vede k selekci takovych
variant transformovanych bék, které dokazi uniknout efektorovym mechanism
imunitniho systému. Nadory rostouci v dégpmnosti funkniho imunitniho systému,
jsou tedy vice imunogenni nez tumory vyé v imunokompetentnich hostitelich.
Dunn rozliSuje ii odliSné arovi v procesu boje imunitniho systému proti nAdorovym
bunkam — eliminaci transformované ity (elimination), ustanoveni rovnovahy mezi
transformovanou hikou a organismem (equilibrium) a unik transforma¥dmiky
pied kontrolou imunitniho systému (escape) (obr.lpra¥idla je nadorova lika
rozpoznana ¥asnych stadiich transformace acemia imunitnim systémem. Cely
proces zde iize skowit nebo pejit do dalSich fazi. Ve fazi ustanoveni rovnovahy
hostitelsky imunitni systém ag¥ivajici nadoroveé hiky vchazeji do stadia dynamicke
rovnovahy. Neomezena fippusobivost nadorovych bgk vyplyvajici z rostouci
genetické nestability nakonec vede ke vzniku novyggnotym, které zmenSi
imunogenicitu a ize dojit k fazi Uniku této biky pied kontrolou imunitniho systému.
Klinickym korelatem faze ustanoveni rovnovahy jermroplastické onemoégmi, které
zustava neajastji bohuzel nediagnostikované. Vysledkem stadia oxamy mohou byt
tiéi razné situace: 1. kompletni eliminace nadorovychékur2. dlouhodobé udrzeni
dynamické rovnovahy mezi aktivni imunitni odgdv a vymezenou populaci
nadorovych bugk; 3. Unik ged kontrolou imunitni reakce a rozvoj klinického

onemocgni.
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Pokud imunitni systém nadorové iy rozpozna, bojuje proti nim vSemi

hlavnimi imunitnimi mechanismy, a to jak nespe&iimi (neutrofilni granulocyty,

aktivované makrofagy,

NK hiky, komplement), tak specifickymi (Thl a Tc

lymfocyty, protilatky aktivujici komplement nebo qtilatky zprostedkovavajici

burgcnou toxicitu (ADCC

)). Spojkou mezi éma systémy jsou hiky dendritické,

které reaguji na signal ,nebezfea imunitni reakci adekvatnpodle druhu podfu

SMEFUji.
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Obr. 1 Teorie protinadorového dohledu, editace nadw imunitnim systémem a

klinicky korelat jednotlivych stadii
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2.2.3 Uloha zanstu u nadorovych onemocni

Skute&nost, Ze z&# je silre propojeny s naddorovym onemaoim, je v dnesni
doke jiz dolre znamym faktem. Zejmeéna zhichronicky gispiva k rozvoji nadorového
onemockni. Tato zjis¢ni vSak nepopiraji hypotézu imunitniho dohledu. cHpka
imunitni odpo¥d’ namfen& proti nadorovym kikdm mize vést k jejich eliminaci,
zatimco chronicky za&h udrZzovany petrvavajici virovou infekci nebo dlouhodobou
expozici karcinogeim vede k produkci cytokin chemokird, ristovych faktoi a ke
zvysSeni genetické nestability [15]. Zaravee uvazuje o0 moznosti, Ze chronicky &an
potlaiuje specifickou imunitni odp@&@d proti nadorovému onemoémi. Zneny
v nddorovém mikroprogdi pati mezi hlavni pekdzky imunoterapie vdé¢

nadorového onemoeéni.

2.3 Zakladni charakteristiky nadorovych bunék

2.3.1 Nadorové antigeny

Maligni transformace hiky je slozity a mnohastuipvy proces, na jehoz vzniku
se podilitada fakto#. VétSinou jde o dsledek selhani mechanigmegulace bugtného
déleni. Tyto poruchy vyvolavaji n&stji mutace v onkogenech a anti-onkogenech.
Nadorové bitky se vyvijeji z budk organismu vlastnich, od kterych se liSi expresi
nadorovych antigen Zakladni pedpoklad pro interakci imunitniho systému
s nadorovou htkou je existence nadoréwspecifickych povrchovych antigénjez by
umoznily rozpoznani nadorovych hkikn Navzdory této skutemosti fada nadorovych
burgk imunitnimu systému diky malé odliSnosti od zdi@dviurgk unika.

Série experimefitna mysich modelech prokazaldtpmnost imunitni reakce jak
proti nadotim vzniklym po misobeni karcinogen(chemickych i fyzikalnich), tak i
proti nddoiim bez undlé indukce [16, 17]. Tyto vysledky vedly ke vznikeorie, ze
nadory bez ohledu naipod svého vzniku, exprimuji jeditieé nadorové antigeny,
které umo#uji jejich rozpoznani a néslednou eliminaci [17JunBné proteiny, z
kterych jsou odvozovany nadorové antigeny, jsou giySi a lidi vzajemh podobné.
Diky vyzkumu na inbrednich mysich liniich byla jidentifikovanafada lidskych

nadorovych antigen
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Sowasnym cilem je hledat takové nadorové antigenyréktsphuji tyto
charakteristiky: intenzivni exprese nadorového gamiu v fiznych nadorech, ale
minimalni ve zdravych tkanich; nepostradatelnosion@vého antigenu v procesu
karcinogeneze, a to nejlép€asnych stadiich; bohaté zastoupeni imunogennitbpépi
v nddorovém antigenu s vysokou afinitou k HLA systi¢ rozeznatelnost nadorového
antigenu T bitkami schopnymi vyvolat imunitni odp&¥; zastoupeni epitdp
v nadorovém antigenu, které jsodirpzert zpracovavané v proteasomu nadoroveé
burky [18].

» Nadorové antigeny u kolorektalniho karcinomu v klinické praxi

V sowasné dob neexistuje univerzalni metoda k detekci koloreiitéd
karcinomu. Pedstava citliveho markeru stanoveného z pouhéhenkre odigru je
urcit¢ lakava, ale takovy marker neni zatim k dispozi¢idiagnostice je proto
vyuzivdno kombinace vy&eni. Jedna seiedevSim o klinické vyS&ni, vySeteni
onkomarkeit a diagnostickych modalit jako jsou RTG, kolonoskopUuz, CT,
PET/CT. Z onkomarkér kolorektalniho karcinomu je v praxi dostupné stem
karcinoembryonalniho antigenu. Jedna se @&&unadhezivni glykoprotein, ktery je
produkovan biikami kolorektalniho karcinomu. Jeho vy&eti neslouZzi
k diagnostickym telim, ale gedevSim k monitorovani nemocnych pob& Dojde-
li po operaci k vymizeni CEA, znamena to, Ze ngedos velkou pravépodobnosti
Uplné odstradn. Fretrvavajici resp. obnovena pozitivita CEASG¥ pro piitomnost
metastdz nebo pro recidivu nadoru. Z hlediska elifeialni diagnostiky je idezité
védet, Ze hladiny CEA byvaji vySSi u kaki, ale obvykle nefekratuji hodnotu 10
ng/ml [19-21]. Senzitivita a specificita vyseni i detekci rekurence onemasri se
liSi v zavislosti na uWweni abnormalni hodnoty CEA (cut-off CEA) a lokatiza
rekurence nadoru (jatra 70%, plice 15%) [22-24]Sa&tgni CEA se velicg&asto
dophuje o stanoveni hladiny nadorového markeru CA 19F8to kombinace
vySeteni zvySuje senzitivitu zachytu progrese onemintn[25]. Vedle vySe
uvedenych onkomarkerlze testovat pomociéRkolika riznych panel nadorovou
DNA izolovanou ze vzork stolice nebo krve. V s@asné dob jsou tyto DNA — testy
ve stadiu klinického vyzkumu a cenéchito tesi se blizi ce& kolonoskopického

vySeteni.
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» Nadorové antigeny u ovarialniho karcinomu v klinické praxi

Zhoubné nadory vajaiku tvai velmi heterogenni skupinu. Zdaleka daejjSim
typem jsou tzv. epitelialni karcinomy, které tv@0 — 90% vSech zhoubnych nadlor
ovaria. Ostatni typy nadir vajeiniku (germinalni, gonadostromalni, smiSené,
sekundarni metastatické) jsou vzacné. \Lasuné dob je pro nadory vajmiku
nejpouzivagjSim sérovym markerem glykoprotein CA 125. Je emprian asi u 80%
epitelialnich karcinori ser6zniho typu v pokédém stadiu [26]. K nevyhodam CA 125
pafti nizka senzitivita (50%) u I. stadia choroby dI&© klasifikace a problematicka
specifiénost (hladiny nad cut-off i u benignich gynekoldgich patologii nebo u
malignit v jinych lokalitach). Tyto nedostatky limji pouziti CA 125 pro &ely
celoplosného screeningu. Ne@&jezitejSi pouziti CA 125 dstava v monitoraci
nemocnych s epitelialnim karcinomem. Novym slibrg@novym markerem pro nadory
vajeiniku je lidsky epididymalni protein 4 (HE4), ktekyl poprvé identifikovan
v epitelu distélni oblasti nadvarlete. HE4 je ewmvan zejména epitelialnimi
karcinomy serdzniho typu a vykazuje vysokou sevihitii v ¢asnych stadiich
onemockni (stadium I/Il), coz z& cini vhodny marker pro detekci ranych fazi
ovarialniho karcinomu, kdy je progn6za pacientékrpva [27, 28]. Pro posouzeni
rizika epitelialniho karcinomu se v s@sné dob u pacientek, u nichz jefijpomna
suspektni rezistence v malé panvi a maji se podadiwurgické intervenci, provadi
kombinované vyséeni HE4 a CA 125 pro vyget tzv. ROMA skére. Jde o vypet
uréité hodnoty skére z naffenych koncentraci HE4 a CA 125, které informujeéjgk
riziko vyskytu maligniho nadoru [29-32]. DalSimiuitelnymi nddorovymi markery
jsou CA 19-9, CA 72-4 (epitelidini karcinomy mucambho typu) a AFP, hCG
(germinalni nadory). Pro epitelialni karcinomy avg charakteristicka vysoka exprese
adhezivni molekuly epitelidlnich bék (EpCAM) [33, 34]. VySakeni tohoto markeru
nachazi své uplani zejména P analyze metastaz nejasného origa iepaeni

primarniho nadoru.

2.3.2 Autokrinni stimulace

Nadorové biiky béhem svého vyvoje ipstavaji podléhat kontrole imunitniho
systému, zarove neodpovidaji na produkciastovych fakto#i od ostatnich buik.

Naproti tomu produkuji celodadu fGstovych faktol, na které samy odpovidaji.
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N¢které z échto faktofi mohou ovliviovat imunitni systém. Najklad IL-4 a IL-10

jsou autokrinni istové faktory karcinomu §titné Zlazy. Oba tyto &ytg polarizuji T

lymfocytarni odpo¥d” ze smdéru Thl do Th2, jezispiva k inhibici protinddorove
imunitni odpowdi, ktera pevazre zavisi na Th1l &vi. DalSim gikladem je cytokin IL-

6, autokrinni faktor nadorovych beky ktery blokuje kontakt meziipozenou a
adaptivni imunitni reakci u rozsahlého spektrakijda nadorovych onemoéni [35-

38].

2.3.3 Schopnost neodpovidat na protiistové signaly

Ve zdravé tkani funguje cel#ada antiproliferénich signal, které udrzuji
tkdniovou homeostazu. Jednim z nejvyzngich antiproliferanich  signai
je transformujici stovy faktor B [39-42]. TGF$ ovliviiuje mnoho populaci beh
svym imunosupresivnim¢inkem. V gipact dendritickych budk blokuje schopnost
jejich antigenni prezentace. Dale inhibuje aktiviENy, redukuje proliferaci T buk,

shiZzuje cytotoxickou aktivitu NK buik a stimuluje proliferaci reguéaich lymfocyt.

2.3.4 Schopnost inhibovat apopt6zu

Apoptéza niZze byt spu&na d¥ma zékladnimi cestami. Mitochondriélni drahou,
ktera zahrnuje rozruSeni &8i mitochondrialni membrany [43] a drahoieg ,death
receptor”, ktera zahrnuje formaci komplexu DISCaftheinducing signalling complex)
[44]. Nadorové biiky jsou vSak schopné vyvijet resistenci k hlavnilgnglim
spoudtjicim apoptézu. Mezi endogenni inhibitory MOMP (aghondria outer
membrane permeabilization) panag. anti-apoptotické proteiny BCL-2, BCL-X a
MCL1 produkované B butnym lymfomem. Dale bylo zji8ho, Zze nadorove hbky
casto postradaji expresi fuirk molekuly APAF1 (apoptotic-protease-activatingtéa-

1), ktera je nezbytné pro apoptosor@aependetni aktivaci kaspaz. DalSitiikjadem
je zvySena exprese inhibiforapoptotickych proteiin (IAPs) na povrchu nadorovych

burgk, které takeé inhibuji aktivaci kaspaz.
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2.3.5 Proliferace nadorovych burgk

Nadorové biiky jsou schopné pomoci upregulace exprese enzytomeeazy
prochazet neomezenym mnozenim. K ,nesmrtelnostibr@vych bugk také gispivaji
raizné mutace, jako mutace v proteinu p83eho naprosta ztrata. Pokud nadorova
buitka neexprimuje protein p53 [45], exprese regulatmunséného cyklu Bl je také
sniZzena a hika prochazi neomezenymi cykly kgného éleni.

2.3.6 Invazivita do okolnich tkani a metastazovani

VétSina umrti  spojenych s nadorovymi onemsdmi je spojend s jejich
schopnosti metastazovat. Nadorovékyumohou inaktivovat celotadu proteifi, jako
je nagf. nectin-like 2 protein (NECL2). Inaktivace tohopwoteinu umozni hitkam
odpoutat se od loziska primarniho nadoru a¥ck® pohybovat krevnim dbem [46].
Podobny efekt maji proteolytické enzymy hagxatepsin, jeZz umdiije buikam
odpoutat se od loziska primarniho nadoru a zaklaaaastazy.

2.3.7 Mechanismy Uniku nadorovych burgk pied imunitnim systémem

Nadorové biiky jsou schopné uniknout kontrole imunitniho sysigeomoci celé
fady strategii [47]. Dlezitych mechanismem je produkce cytakirkteré inhibuji
protinadorovou imunitni reakci, jako je TG¥Fa IL-10. Oba zmigné cytokiny jsou
schopné fimo inhibovat maturaci dendritickych bila DalSim Unikovym
mechanismem jsou mutace v genech, které kodujoviily dilezité pro prezentaci
antigerii v antigen prezentujicich bkach (APC). Fikladem mohou byt mutace
v genech prdg2-mikroglobulin, TAP (transporter associated withtigen processing)
¢i v genech kodujicich podjednotky proteasomu [48}o zavazné mutace vedou ke
vzniku rezistence k CD8 T lymfoayin. Tento fakt je obtizné igkonat, pestoze
snizen& exprese MHC glykoproteinuildy vede k vysSi vnimavosti nadorovych Bkin
k NK bunkam. Nadorové hiky také exprimuji molekuly B7-H1, B7-H4 nebo
indolamin 2,3-dioxygenazu, jez indukuji anergiiigan specifickych T lymfocyi [49,
50].
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2.3.8 Genetické zmény nadorovych bunék — mutace v onkogenu K-ras

Podstatou vyvoje nadoru je postupné hro¥nadyenetickych a epigenetickych
zmeén. Mezi nejznéjSi mutace u lidskych malignich oneméoh pati mutace
v onkogenu K-ras (nadory slinivkyibni, tlustého $eva, adenokarcinomy plic a dalSi).
K-ras koduje protein s GTPazovou aktivitou o veditkd?l kDa. Jeho fyziologickou
funkci je zprogedkovat penos podétu z aktivovanych membranovych receptato
burécného jadra a stimulovat tak bismou proliferaci a diferenciaci. V procesu
tumorigeneze dochazi velmasto k posSkozeni K-ras genu bodovymi mutacemigkter
vedou ke konstitutivni aktivaci K-ras proteinu. V&tSiné pripadi jsou tyto mutace
lokalizovany v kodonu 12 a 13. Vyskyt mutace je cé@edn s horSi progndzou
onemockni, ¢asto spojenou s chemorezistenci nadorovycllkurovreZz pritomnost
mutace v onkogenu K-ras je negativnim prediktivaimkem pro pouZiti cilené terapie
pomoci inhibitoft EGFR, tj. cetuximabuwi panitumumabu [51-53]. U kolorektalniho
karcinomu se mutace v onkogenu K-ras vyvijtagné fazi tumorigeneze,éhem
progrese z adenomu na karcinom, a jeji prevaleace amigné malignity pohybuje
mezi 30 — 50% [54-56].

2.4 Zakladni charakteristiky imunokompetentnich bunék

2.4.1 Subpopulace dendritickych burgk

s

Dendritické buiky (DC) jsou nejdlezitéjSi antigen prezentujici bly, které maji
schopnost stimulovat naivni T a B lymfocyty a reyat tak imunitni odpasd®
organismu. DC se v organismu vyskytuji jednak wenfonezralé, jednak zralé. Nezralé
formy jsou rozmisiny ve vSech tkanich, které jsou na rozhrani orgamia okolniho
prostedi (Kize, sliznice dychaciho a zazivaciho traktu).r\pgcE, Ze neni v organismu
piitomna infekce, nezralé DC iikzn¢ pohlcuji oduntelé buiky zdravych tkani a
nasledd migruji do sekundéarnich lymfatickych orgarBéhem své cesty pak takove
pohlcené vlastni molekuly zpracuji a jejich fragtyenystavi v komplexu s MHC
proteiny na svém povrchu. Rozpoznani takového nloifma autoantigenu
v sekundarnich lymfatickych organech nevede paktikaci specifickych T lymfocyt,
ale k jejich anergii nebo ke vzniku tzv. regiiech T lymfocyfi (Treg), které imunitni

reakce w¢i danému antigenu akti¢npotlauji (princip periferni tolerance). Pokud
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nezralé DC rozpoznaji poé&n ktery ale pedstavuje pro organismus nebedpe
(patogenni mikroorganismy, vlastni nekrotickéiky), tak se aktivuji a stavaji se z nich
zralé DC. Maturace DC je spojena s dramatickymérmmi jejich vlastnosti — ztrata
schopnosti pohlcovatastice z okoli, schopnost efektivni prezentaceganti (zvySena
exprese MHC proteily kostimul&nich a adhezivnich molekul), produkce cytdkin
potrebnych pro optimalni stimulaci diferenciace antigespecifickych efektorovych T
lymfocyta (nag. IL-1, IL-6, IL-12, TNF). Pouze zralé DC dokazitaovat naivni T
lymfocyty, tj. takove, které se dosud nesetkalynBggnem. Maturované DCig¥ivaji
asi 2-3 dny, poté hynou apoptézou. Zasoby DC jsamtiRualé dopkhovany

z prekurzoh v kostni deni a snad i z krevnich monotyVySe zmigné nezralé a zralé
DC jsou ozn&ovany jako tzv. myeloidni DC (mDC). Kraimnich existuji jedt
morfologicky a funkn¢ odlisSné plazmacytoidni DC (pDC) (lymfoidni linieBro mDC
jsou hlavnimi #@stovymi a diferenciénimi faktory IL-4 a GM-CSF a jejich hlavni
funkci je stimulovat ve zralém stadiu antigérapecifické T lymfocyty. Pro pDC jsou
hlavnimi fistovymi faktory CD40L a IL-3. Exprese receptoru pite3 (CD123) je pro
pDC charakteristicka a vyuziva se k identifikaci(o® krvi a tkanich. pDC po setkani
s viry produkuji velké mnozZstvi IFN- ktery je dileZity i pro aktivaci NK a NK-T
burék (antivirovd imunita). DC fedstavuji nastroj pro ¢éu infekci, nadorovych
onemockni, autoimunitnich onemoéni, alergii a uplaiuji se i v transplantologii [57-
59].

2.4.2 Subpopulace T lymfocyfi

Antigenre specificky (adaptivni) imunitni systém je je Zn& komplikovany a
zasadni roli v&m hraji T a B lymfocyty (antigerinspecifické receptory T lymfocyt
protilatky). V organismu existuje¢kolik raznych subpopulaci T lymfoayt Hlavnimi
piedstaviteli T lymfocyid recirkulujicich v krvi a vtkanich jsou ty, ktendéesou
molekuly CD8 (koreceptor pro MHC glykoproteiniidy) a CD4 (koreceptor pro MHC
glykoprotein IlI. tidy). VétSina CD8 T lymfocyi jsou pak prekurzory cytotoxickych T
lymfocyta (Tc) nebo partové buiky tohoto funkiniho typu. \étSina CD4 T lymfocyi
jsou prekurzory pomocnych T lymfoéyt(Th), které se podle produkce hlavnich
cytokina dale @li na Thl (produkce IL-2, IFN) a Th2 (produkce IL-4, IL-5, IL-6 a IL-
10). Tzv. ThO klony produkuji s&s cytokini typu 1 a 2. Jako Th3 se ozog ty T
lymfocyty, které intenzivé produkuji TGFB, jako Trl ty, které produkuji velké
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mnozstvi I1L-10. DalSi recentnobjevenou subpopulaci T lymfodyjsou tzv. Thl7
lymfocyty [60]. Hlavni charakteristikouéthto burk je sekrece IL-17, ktery ma
vyznamné prozattlivé vlastnosti. Th17 lymfocyty se diferencuji hd lymfocyt pod
vlivem IL-23 produkovaného Mikami nespecifické imunity. Vedle pomocnych T
lymfocyta (Th) pati do skupiny CD4 T lymfocyt tzv. regul&ni (supresorové) T
lymfocyty (Treg), které jsou schopny pattevat aktivity jinych efektorovych T
lymfocytd. Regul&ni T lymfocyty se rozéluji na @irozené a indukované.iiFozené
Treg jsou vytvéeny v thymu, tvéi zhruba 5% vSech krevnich lymfoéytjsou silré
zavislé na IL-2 (exprese receptoru pro IL-2 CD25yanauji se expresi transkipiho
faktoru FoxP3. Mechanismy jejichugobeni zahrnuji supresi pomoci inkitich
cytokina (IL-10, TGF{f a IL-35), supresi ffmym kontaktem (cytotoxickétsobeni —
sekrece perforinu a granzyjn supresi ovlivinim metabolismu efektorovych T
lymfocyta (vycerpani tistového faktoru IL-2 a jeho nedostatek pro efektérbuiky) a
supresi pomoci modulace zrani a funkce dendritickyurek (indukce exprese
indolamin 2,3-dioxygenazy dendritickymi iikami katabolizujici aminokyselinu
tryptofan nezbytnou pro spravnou proliferaci a difeciaci efektorovych T lymfocyj.
Indukované regutai T lymfocyty vznikaji v perifernich tkanich z naich CD4 T
lymfocyta pasobenim TGH3 ve vysokych koncentracich. Mezi tytory pati jiZ
vySe zmigné Th3 a Trl. Hlavni Ulohou Treg je zjévmabezpé&ovat periferni toleranci
a branit vzniku autoimunitnich onem@o, na druhou stranu jejich roledide byt
dulezita @i vzniku a progresi nadorového oneméain Treg dokazi inhibivot
protinadorovou imunitni odp&d’. Takova inhibice poté @iie mit pro onkologické
pacienty fatalni nasledky, nebgejich imunitni systém nedokdze s nadorovymi
bunkami efektivie bojovat. Tim se Treg stavaji jednou z hlavnidlekpZzek pro
protinddorovou imunoterapii [61-65].

2.5 Vyznam imunitni reakce v nadoru pro progndézu onemoeéni u vybranych

solidnich tumora

2.5.1 Imunitni reakce u kolorektalniho karcinomu

Imunitni systém hraje tdezitou roli v kontrole #stu nadorovych butk a to
zejména v ranych stadiich tumorigeneze. S polio rastem nadoru se imunitni

mechanismy vicemérparalyzuji a mnohdy maji naopak padpy inek ve prosgch
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proliferace nadorovych bgk. Nedavno publikovand data ziskand od pagient
s kolorektalnim karcinomem prokazuji, Ze zastoupetinych subpopulaci T
lymfocyta, jejich rozmisini vzhledem k nadoru a jejich mnoZstvi predikujdSida
klinicky osud pacierit [66, 67]. Studie Francka Pagése na univé&rzié Francii,
provedené na histologickych vzorcich ziskanych odcignti s kolorektalnim
karcinomem, peswdcivé prokazuji, Ze fitomnost efektorovych T lymfocit (Thl
lymfocyty, Tc lymfocyty a pakrové T lymfocyty) v nadorové tkani je pozitivnim
prognostickym faktorem. Vyznam imunitni reakce mjkontrole lokalniho tstu
nadoru, zpsobu a rozsahu jeho lokalni invaze a metastazg@@uizuje skuténost, Ze
piitomnost &chto efektorovych T lymfocyitje v koreldtu s histopatologickymi nélezy
vyluéujicimi casné metastatické ¥8hi nadoru (perineuralni ¥8hi, angioinvaze,
lymfangioinvaze) [3, 68]. Dosavadni studie ukazigipro piznivou prognézu pacieint

s kolorektalnim karcinomem hraji &ivou ulohu zejména Tc lymfocyty infiltrujici
piimo nédorovy epitel (intraepitelialni Tc lymfocytyzatimco imunitni odpad’ na
rozhrani nadoru a zdravé tkése zda byt spiSe nespecificka [66f&Zitoucast tumor-
infiltrujicich lymfocyta (TILs) tvori regul&ni T lymfocyty, které dokazou inhibovat
protinadorovou imunitni odp@d’ a v boji proti nadoru stoji na ofpy# strad nez Tc
lymfocyty. Recentd publikované prace ukazuji, ze vysoky poric/Treg lymfocyti
infiltrujicich naddorovou tk& u pacieni s kolorektalnim karcinomem je asociovan
S @iznivou progndézou onemoeémi (DFS, OS) [69]. Zastoupeni Treg v nadoru se
zvySenou expresi FoxP3 (VEGFR2+ Treq), ktery prage supresivni funkce Treg, je
negativnim prognostickym markrem [70]. Vedle Tlesnadorova tké&infiltrovana dale
antigen prezentujicimi lilkami, které jsou zcela Kibvé pro zahdjeni imunitni
odpowdi. Prognosticky vyznam jednotlivych subpopulaci XQ@adoru u paciefit

s kolorektalnim karcinomem neni zatim zcela olgagiil, 72].

2.5.2 Imunitni reakce u ovarialniho karcinomu

Ovarialni karcinom p&t mezi gynekologické zhoubné nadory s nejvyssi
mortalitou. \EtSina pacientek (zhruba 70%) je vzhledem k neefektiu screeningu a
nespecifickym fiznakim diagnostikovana v pokédém stadiu nemoci. Uvodni dba
ovarialniho karcinomu sgovajici v primarni cytoreduni operaci v kombinaci
s adjuvantni chemoterapii na bazi platiny a patdita dosahuje klinické remise v 80%

piipadi. Presto zhruba u dvoudtin pacientek dochazidasovém intervalu 2 — 5 let
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v disledku rozvoje chemorezistence rezidualnich nadaotov burgk Kk relapsu
onemocgni a umrti [73]. Tyto Udaje jsou jednozngm podrtem k hledani novych
prognostickych markér a terapeutickych metod, které povedodakné diagnostice
ovarialniho karcinomu a zabrani relapsu onemocnJednou z moznosti je analyza
imunitnich buk infiltrujicich nadorovou tk& ovarialniho karcinomu. Experimentalni
data potvrzuji vyznam imunitniho systému v kontraisti nddorovych butk u rady
malignit [6, 8, 13]. Resto spontanni vymizeni nadoru \itpmnosti specifické
protinadorové imunitni odpedi je velmi vzach. Davodem jsou imunosupresivni
mechanismy nédorové tk&n které maji naopak podpmy &inek ve prospch
proliferace nadorovych bgk a jdou ruku vruce distovou progresi nadoru [74].
Nedavno publikované prace ziskané od pacientekcinkemem ovaria prokazuji, ze
zastoupenitznych subpopulaci imunitnich btkninfiltrujicich nadorovou tk& jejich
lokalizace v nadoru a jejich mnozstvi predikujesd&linicky osud pacientek. Obdabn
jako u kolorektalniho karcinomu dosavadni studiaezuli, Ze pro fiznivou prognézu
pacientek s ovarialnim karcinomem hraji i zde€ddou ulohu zejména Tc lymfocyty
infiltrujici pfimo nadorovy epitel (intraepitelialni Tc lymfocytyd nizka hladina
intratumoroznich Treg inhibujicich protinadorovanunitni odpo¥t. Spol€né s Treg
se na tvorb imunosupresivniho mikroprasdi nadoru podili déle intratumordzni pDC
a B7-H4 makrofagy a jejich zastoupeni je u packergeovarialnim karcinomem
negativnim prognostickym faktorem [75, 76]. Dal§bgopulaci intratumordznich T
lymfocytd u ovarialniho karcinomu jsou receétobjevené Th1l7 lymfocyty. Hlavni
charakteristikou &hto burkk je sekrece IL-17, ktery ma vyznamné prazbwve
vlastnosti. Prognosticky vyznam intratumoréznich 1Thlymfocyti u pacientek
s ovarialnim karcinomem neni v sasné dob pIn¢ objasrn [77, 78]. Dosavadni prace
hodnoti zejména prognosticky vyznamzmych tym intratumordznich imunitnich
burgk, ale minimum praci je zatfeno na sledovani dynamiky imunitniho infiltratu

v zavislosti na stadiu ovarialniho karcinomu.
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3 Hypotézy a cile prace

Problematika této prace §enéna do dvou oblasti:

3.1 Vyznam imunitniho infiltratu u kolorektalniho karci nomu a jeho korelace s

K-ras mutacemi pro prognézu onemoc#ni

Jednotlivé UkolyesSené v pgibéhu experimentu:

» zavedeni a optimalizace metodiky imunofluorego@m zng&eni parafinovych

fez kolorektalniho karcinomu

» imunofluorescetni analyza imunitnich bwk infiltrujicich nadorovou tk&
(CD3, CD8, FoxP3, CDla, DC-LAMP) pomoci fluores@@ino mikroskopu

« stanoveni mutace v onkogenu K-ras v parafinovyelzech kolorektalniho

karcinomu

» korelace imunologickych a molekularnich dat s klkyimi parametry feZziti

NasSi hypotézou bylo:

Kombinace molekularnich biomarker s imunologickymi daty fedstavuje
vhodny prognosticky faktor pro selekci rizikovychagenfi s kolorektalnim

karcinomem.

3.2 Sledovani dynamiky imunitniho infiltrdtu v zavislogti na stadiu ovarialniho

karcinomu

Jednotlivé ukolyeSené v pibéhu experimentu:

e imunofluoresceéni analyza imunitnich bik (Thl, Th17, Tc, Treg, mDC, pDC,
mikrofagy/monocyty)v nadoru a periferni krvi pomoci jiokové cytometrie u

pacientek £asnym a pokrg&lym ovarialnim karcinomem
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e stanoveni spontanni a stimulované sekrece cyiokinchemokif v nadoru

pomoci imunochemické metody na bazi ELISA

» ziskani DNA z nadoru a vy3enhi stavu metylace DNA v oblasti FoxP3 TSDR
(treg-specific demethylated region) pomoci kvatititd real-time PCR
(demetylace v této oblasti je asociovana se stabwpresi genu FoxP3 a je

charakteristick& proifpozené regukni T lymfocyty)

NasSi hypotézou bylo:

Pri progresi ovarialniho karcinomu dochéazi k dynaréiakréné imunitni reakce
od aktivni protinadorové reakce k pasivni pronadérceakci pitomné v pokreéilém
stadiu onemoami v disledku imunosupresivniho mikropriedi nadoru.

Regul&ni T lymfocyty se vyznamnpodili na imunosupresivnim mikropriesdi

nadoru.

Regul&ni T lymfocyty nejsou indukovany v nadoru z naimit lymfocyti, ale

pochazi z periferni krve {pozené reguléni T lymfocyty).
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4 Material a metodika
Material a metodika této disettd prace je podrokin popsana vipvodnich

publikacich s impakt faktorem. Tyto publikace jsauedeny v plnotextové forén

v kapitole 5.
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5 Vysledky a diskuze

Vysledky této prace byly shrnuty déi tpavodnich publikaci. V nésledujicim
oddilu jsou tyto publikace uvedené ve faérnve které byly otigny v recenzovaném
zahranénim tisku simpakt faktorem a jedna prace ve zhkraceieské verzi
v Chirurgickych rozhledech. Kometitdpredchézejici kazdé publikaci shrnuje
a diskutuje zasadni vysledky prace a hodnoti jejidnam. DalSi ploZzena publikace

je prehledovymélankem o problematice protinadorové imunologie.

5.1 Vyznam imunitniho infiltratu u kolorektalniho karci nomu a jeho korelace

s K-ras mutacemi a progn6zou onemoaimi

Progndéza kolorektalniho karcinomu v gasné dob vychazi z AJCC/UICC
klasifikace (TNM klasifikace), ktera stratifikujeemocné do jednotlivych klinickych
stadii a je zarowe urcujicim kritériem pro indikaci adjuvantni onkolog&kéby.
Nevyhodou TNM Kklasifikace je skuteost, Ze nejfinaSi zadné informace o biologickém
chovani nadoru a proto progndza pacienta stejnihickeho stadia se fize do znéné
miry liSit. Aktualnim tématem je hledani novych gmostickych a prediktivnich
biomarketi, které povedou k selekci rizikovych paciemagic klinickymi stadii a
racionalizaci adjuvantni onkologické ¢ly. V sowasné dob jedinym rutini
pouzivanym biomarkerem je stav mutace v onkogemasK-Mutace v onkogenu K-ras
se u kolorektalniho karcinomu vyviji dasné fazi tumorigeneze,chem progrese
z adenomu na karcinom, a jeji prevalence se u&réimalignity pohybuje mezi 30 —
50%. Stanoveni mutace v onkogenu K-ras je jedriwgma negativnim prediktivnim
markerem pro pouZziti cilené terapie pomoci inhiiit&GFR, tj. cetuximabengi
panitumumabem (prediktivni biomarker), naopak posgicky vyznam této mutace
zustava stale kontroverzni. Vedle vy&sti molekularnich biomarkerje jednou
z moznosti analyza imunitnich infiltédtkteré hraji dlezitou roli v kontrole lokalniho
rastu nadoru, zjsobu a rozsahu jeho lokalni invaze a metastazoGilem této prace
bylo stanoveni mutace v onkogenu K-ras a analyzaniimich bugk infiltrujicich
nadorovou tkA u pacieni s kolorektalnim karcinomem ve vztahu Kk relapsu
onemocgni. Do retrospektivni studie bylo iz@eno 44 paciefit s kolorektalnim
karcinomem, kt# podstoupili radikalni chirurgicky vykon v obdol#004-2009.
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Primarreé byli vybrani pacienti s recidivou onemaen (n=16) a soubor byl dopin o
pacienty ze stejného obdobi bez recidivy. V pamafiich fezech karcinomu byly
stanoveny mutace vonkogenu K-ras a provedena ifluamescekini analyza
imunitnich burk infiltrujicich nadorovou tk& (CD3, CD8, FoxP3, CD1a, DC-LAMP).
VSichni pacienti podstoupili radikalni chirurgickyykon (RO resekce). Mutace
v onkogenu K-ras byla prokdzana u 45,5 % (n=20yikami: 65 % v kodonu 12 a 35
% v kodonu 13. festoZze mutace v onkogenu K-ras v kodonu 13 bylaxias@na

s relapsem onemoeéni, vyskytovala se i ve skugirpacient v remisi. Zasadni rozdily
byly ale prokdzany mezi éma skupinami paciefitve slozeni imunitnich infiltrét Ve
skupire pacienti s relapsem onemoémi byl prokadzan trend ke klesajicimu mnoZzstvi
tumor-infiltrujicich lymfocyti a pouze malé mnozstvi zralych dendritickych daun
(DC-LAMP+) a naopak velké mnoZstvi nezralych deickych burgk (CDla+)

v porovnani se skupinou paciént remisi. Pacienti s mutantni formou kodonu 13,
nizkou denzitou TILs a vysokym p@&nem CDla+/DC-LAMP+ bukk v nddorové tkani
maji vysokeé riziko rekurence onemdaan Vzhledem ke skut@osti, Ze tito pacienti
jsou rezistentni na ¢éu inhibitory EGFR, a tudiz vystaveni vysSimu rizikmrti na
nadorové onemoeni, meéli by byt po radikalnim chirurgickém vykonu indikéami k
adjuvantni onkologické &b¢ a pe&livému follow-up.
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The prognosis of newly diagnosed colorectal cancer patients relies mostly on tumor-node metastasis classi-
fication. However, analyses of tumor-infiltrating lymphocytes and several molecular markers have also
shown promising prognostic value. Mutations in the proto-oncogene KRAS, which occur early in colorectal
carcinogenesis, have been demonstrated to be common in human colorectal cancer (CRC); however, their
prognostic significance remains controversial. We examined the correlations between KRAS mutational
status and tumor-infiltrating immune cells with respect to CRC recurrence. Mutations in KRAS were identi-
fied in 45.5% of the primary carcinomas in our cohort of patients: 65% in codon 12 and 35% in codon 13.
Although codon 13 KRAS mutations were associated with disease relapse, they were present in both
disease-free and relapsed patients. However, disease-free and relapsed patients differed markedly in their
patterns of tumor-infiltrating immune cells. There was a trend toward decreased density of tumor-infiltrating
lymphocytes (TILs) within the group of relapsed cases. In addition, relapsed patients with codon 13 mutations
had markedly lower levels of tumor-infiltrating mature DC-LAMP™" dendritic cells (DCs) and higher frequency
of CD1a™ cells compared with disease-free patients. Our data suggest that CRC patients with low levels of TILs,
a high CD1a*/DC-LAMP™* tumor-infiltrating DC ratio, and a KRAS mutation in codon 13 are at a high risk of

disease recurrence.

© 2011 American Society for Histocompatibility and Immunogenetics. Published by Elsevier Inc. All rights

reserved.

1. Introduction

Colorectal cancer (CRC) is one of the 3 most common malignant
neoplasms worldwide, with an incidence of 1.2 million cases per
year. The estimates for CRC-related deaths are more than 600,000
annually [1]. Despite the recent progress in diagnosis and treat-
ment, the prognosis of advanced CRC remains poor, often with
palliative therapy as the only option. Because the prognostic value
of the standard tumor-node metastasis (TNM) staging system has
been recently challenged in many ways, superior prognostic mark-
ers are needed to more precisely define prognosis and better pre-
dict the benefits of adjuvant treatment in colorectal cancer [2].

Cancer development is a multistep process that involves chro-
mosomal abnormalities and mutations, as well as epigenetic mod-
ifications of genes that regulate cell proliferation, differentiation,
and apoptosis [3,4]. One of the best known CRC-associated proto-
oncogenes is KRAS, which encodes a small, 21-kDa GTP/GDP-
binding protein involved in the regulation of the cellular response to a

* Corresponding author.
E-mail address: anna.fialova@lfmotol.cuni.cz (A. Fialova).

wide range of extracellular stimuli [4,5]. Specific KRAS mutations
lead to the constitutive activation of multiple signaling pathways,
including 1 downstream of the epidermal growth factor receptor
(EGFR), thus driving the growth and progression of CRC and provid-
ing an escape mechanism that allows the tumor cells to overcome
the pharmacologic inhibition induced by anti-EGFR molecules
[4,6]. Activating mutations in KRAS have been observed in 30 to 50%
of CRCs [7-9], and up to 90% of these mutations have been reported
in codons 12 and 13 [10]. Although a wide range of studies and
meta-analyses concerning the prognostic significance of KRAS mu-
tations have been published, the results remain controversial, with
only some of them indicating an impact of mutant KRAS on clinical
outcome [4,11].

In addition to genetic mutations and TNM staging, a quantitative
assessment of the immune cells that infiltrate the tumor tissue and
peritumoral areas has been proposed as an independent outcome
predictor. Indeed, it has been convincingly demonstrated that high
densities of tumor-infiltrating lymphocytes (TILs) are associated
with improved recurrence-free and/or overall survival [12-16].

Immune surveillance is believed to play a crucial role in cancer
development and progression. The correlation between the pres-

0198-8859/11/$32.00 - see front matter © 2011 American Society for Histocompatibility and Immunogenetics. Published by Elsevier Inc. All rights reserved.
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ence of TILs in tumor tissue and improvements in survival supports
this concept. Nevertheless, multivariate analyses concerning the
densities of tumor-infiltrating immune cells and clinicopathologic
data have mostly not included any differences in the molecular
phenotype of the patients. In fact, the association between the
densities of tumor-infiltrating immune cells and KRAS mutation
status has not yet been evaluated. To extend the knowledge about
suggested prognostic factors, we examined the correlations be-
tween the KRAS mutational status, patterns of tumor-infiltrating
immune cells, and the presence of tumor recurrence in a cohort of
newly diagnosed CRC patients.

2. Subjects and methods
2.1. Patients and tissue samples

Formalin-fixed paraffin-embedded specimens were obtained
from 44 patients with surgically resected colorectal cancer treated
between 2004 and 2009 at the University Hospital Motol in Prague,
Czech Republic. None of the patients had received neoadjuvant
radiotherapy or chemotherapy. The histopathologic stages of the
tumors were determined according to the TNM classification sys-
tem of the Union for International Cancer Control and the American
Joint Committee on Cancer. The pathology of each tumor sample
was reevaluated by an experienced pathologist. No patient was lost
to follow-up. The median duration of follow-up was 55 months for
disease-free patients and 20 months for relapsed patients. The
collection of all tissue specimens was approved by the Institutional
Review Board of the University Hospital Motol. The clinicopatho-
logic characteristics of the patients are summarized in Table 1.

2.2. Detection of KRAS gene mutations

Formalin-fixed paraffin-embedded tumor tissue sections
were deparaffinized and genomic DNA was extracted using a
NucleoSpin tissue kit (Macherey-Nagel, Diiren, Germany) ac-

Table 1
Clinicopathological features of patients with colorectal cancer included in the
study

Clinicopathological feature n %
Gender

Female 19 43.2

Male 25 56.8
Tumor location

Right side of colon 14 31.8

Left side of colon 8 18.2

Sigmoid colon 22 50
pT stage

pT1 0 0

pT2 4 9.1

pT3 34 77.3

pT4 6 13.7
PN stage

pNO 20 455

pN1 15 34

pN2 6 13.7

NX 3 6.8
Distant metastes (M)

None detected 42 95.5

Present 2 4.5
Tumor grade

1 7 15.9

2 28 63.6

3 9 20.5
KRAS mutation

Wt 24 54.5

Codon 12 13 29.5

Codon 13 7 16
Relapse

Yes 16 36.4

No 28 63.6

cording to the manufacturer’s instructions. To detect the muta-
tional status of the KRAS gene, polymerase chain reaction (PCR)
amplification of exon 1 was performed using the following prim-
ers: sense, 5’'-tcattatttttattataaggcctgctg-3’; and antisense, 5'-
agaatggtcctgcaccagtaa-3’. Amplified PCR products were purified
by Montage PCR filter units (Millipore, Billerica, MA) and se-
quenced using a Big Dye Terminator sequencing kit (PE/Applied
Biosystems, Foster City, CA) on an automated sequencer ABI Prism
3130xI1 (PE/Applied Biosystems). The sensitivity of this method is only
10% of mutated cells; therefore, negative samples were subsequently
retested using the highly sensitive (1% of mutated alleles) PGX-KRAS-
BRAF StripAssay (ViennalLab, Vienna, Austria) according to the manu-
facturer’s instructions. Briefly, biotinylated multiplex PCR amplifica-
tion products were hybridized to nitrocellulose test strips and bound
sequences were visualized using a streptavidin-alkaline phosphatase
conjungate and color substrate.

2.3. Immunofluorescence

For immunostaining, 4-um-thick sections were cut, deparaf-
finized using xylene, and subjected to heat antigen retrieval using
Tris/EDTA buffer, pH 9 (Dako, Glostrup, Denmark), in a water bath
for 35 minutes at 98°C. To reduce the nonspecific background
signal, the sections were subsequently treated with Image-iT FX
signal enhancer (Invitrogen, Carlsbad, CA) and stained with pri-
mary monoclonal antibodies against CD3 (F7.2.38, Dako), CD8 (C8/
144B, Dako), FoxP3 (236 A/E7, Abcam, Cambridge, UK), CD1a
(CD1a007, Abcam), DC-LAMP (1010E1.01, Dendritics, Lyon,
France), cytokeratin (MNF116, Dako, or rabbit polyclonal, Abcam),
and Ki-67 (SP6, Abcam) overnight at 4°C. Incubation with Alexa
Fluor 488-labeled goat antimouse, Alexa Fluor 488-labeled goat
antirat (both from Invitrogen), and DyLight 594-labeled goat anti-
rabbit (Jackson ImmunoResearch, Suffolk, UK) secondary antibod-
ies was performed for 45 minutes at room temperature. Stained
slides were mounted using ProLong Gold antifade reagent with
4'6-diamidino-2-phenylindole (Invitrogen).

2.4. Quantification of tumor-infiltrating immune cells

Each tumor section was evaluated for lymphocyte or dendritic
cell (DC) infiltration in the tumor epithelium and tumor stroma in
10 representative visual fields selected for the most abundant im-
mune cell distribution under a fluorescent microscope (Olympus
FV300; Olympus, Hamburg, Germany) at 400x magnification. The
proportion of Ki67* tumor cell nuclei was evaluated in 5 represen-
tative fields at 600 magnification, and only epithelial cells were
included in the analysis. The count was performed by a single
investigator (PK) without knowledge of the clinical outcome or
the KRAS mutational status of the patients. Images were ob-
tained using an Olympus FV300 microscope and a DP50 digital
camera (Olympus). Representative images for each marker used
are shown in Fig. 1.

2.5. Statistical analysis

Statistical analyses were performed using Statistica 7.1 software
(StatSoft, Tulsa, OK). Correlations between tumor-infiltrating im-
mune cells were evaluated using a correlation matrix. Differences
between KRAS mutants and wild-type patients with respect to
tumor recurrence were estimated using Pearson’s x? test. Differ-
ences between relapsed and disease-free patients were analyzed
using the Mann-Whitney U test. The remaining data were analyzed
using analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey’s HSD test.
Additionally, multivariate analysis with Cox regression was per-
formed to assess the prognostic value of tumor-infiltrating immune
cells, KRAS mutational status, and stage of the disease for disease-
free survival. The results were considered a trend when p < 0.1 and
statistically significant when p < 0.05.
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Fig. 1. Immunofluorescent staining of tumor-infiltrating lymphocytes expressing CD3, CD8, or FoxP3 (upper row) and epithelial cells with nuclear expression of Ki67 and

dendritic cells expressing DC-LAMP and CD1a (lower row). Magnification 400 x.

3. Results
3.1. Intratumoral distribution of TILs and DCs

Tumor-infiltrating lymphocytes stained with CD3, CD8, or
FoxP3 were identified in all of the primary colorectal tumor sam-
ples analyzed in this study. Similarly, DC-LAMP-expressing mature
DCs were present in 43 (97.7%) tumor samples, whereas CD1a-

positive DCs were identified in 42 (95.5%) samples. Representative
images of immune cell infiltration are presented in Fig. 1. Markedly
higher infiltrations of immune cells were observed in the tumor
stroma than in the tumor epithelium (Fig. 2).

The number of FoxP3-expressing cells in the epithelium was
positively correlated with the proportion of Ki-67" tumor cells
(correlation coefficient 0.35; p = 0.04) and the number of CD8"
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Fig. 2. Immune cell populations within primary colorectal tumors according to disease stage. (A-D) Black columns represent immune cells infiltrating the tumor epithelium;
white columns represent immune cells infiltrating the tumor stroma. (A-C) Data are expressed as the mean number of infiltrating lymphocytes per 1 mm? of tumor tissue +
SEM (D) Data are expressed as ratios of CD1a* /DC-LAMP™ dendritic cells + SEM (E) Columns represent the proportion of Ki67* tumor cell nuclei + SEM (F) Columns represent
the proportion of patients who experienced local recurrence. * p < 0.05 (Pearson y? test).
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cells was negatively correlated with the number of CD1a™ DCs in
the tumor stroma (correlation coefficient —0.34; p = 0.046). We did
not observe any significant association between the number of
tumor-infiltrating immune cells and the tumor stage; however, our
data suggest that the CD1a" /DC-LAMP" cell ratio increases during
disease progression (Fig. 2).

3.2. Tumor-infiltrating immune cells and tumor cell proliferation
status with respect to KRAS mutations

In our cohort, KRAS mutations were identified in 45.5% (n = 20)
of patients: 65% of mutations were reported in codon 12 and 35%
were observed in codon 13. The most frequent mutation in codon
12 resulted in the replacement of a glycine with valine (46.1%). The
other mutations resulted in the replacement of a glycine with
aspartate (30.8%) or cysteine (23.1%). The most frequent mutation
in codon 13 resulted in the replacement of a glycine with aspartate
(85.7%); 1 patient (14.3%) had a glycine replaced with cysteine. We
observed no significant association between the number of tumor-
infiltrating immune cells and the KRAS mutational status; however,
we observed that patients with mutations in codon 13 of the KRAS
gene had a significantly higher proportion of Ki-67" tumor cells
than did wild-type (Wt) patients and patients with mutations in
codon 12 (Fig. 3A). Moreover, we demonstrated that 57% of patients
with mutations in codon 13 experienced disease relapse compared
with only 33.3 and 30.1% of Wt patients and patients with muta-
tions in codon 12, respectively (Fig. 3B).

3.3. Differences in the characteristics of the immune cell infiltrate
between patients with mutations in codon 13 of the KRAS gene with
and without disease recurrence

Despite being more abundant in patients with disease recur-
rence, mutations in codon 13 of the KRAS gene were present in both

A 80

60

40
20 1
0
Wt G12 G13

120 4

% of Ki67+ tumor cells

100 1
80
60
40
20

Wt G12 G13

% of disease-free/relapsed patients

| Relapsed patients
[] Disease-free patients

Fig. 3. Proportions of Ki67* tumor cells and disease-free versus relapsed patients
according to KRAS mutational status. Wild-type (Wt) patients, n = 24; patients with
mutation in codon 12 (G12), n = 13; patients with a mutation in codon 13 (G13),n =
7. (A) Columns represent the mean percentage of Ki67* tumor cells + SEM (B)
Columns represent the proportion of disease-free (white columns) or relapsed
(black columns) patients classified according to KRAS mutational status. *p < 0.05
(analysis of variance followed by Tukey’s HSD test).

disease-free and relapsed patients in our cohort. Therefore, we
evaluated the characteristics of tumor-infiltrating immune cells in
patients with a KRAS mutation in codon 13 with respect to tumor
recurrence. We identified a trend toward disease recurrence in
patients with low numbers of TILs in both the tumor epithelium
and the stroma. Moreover, patients with tumor recurrence had
more CD1a"* DCs and significantly fewer DC-LAMP" DCs in the
tumor stroma (Fig. 4). Consequently, we observed a trend toward a
higher CD1a*/DC-LAMP* cell ratio within the tumor epithelium
and a significantly higher CD1a*/DC-LAMP* cell ratio within the
tumor stroma in relapsed patients with KRAS mutations in codon
13. Similar differences between disease-free and relapsed patients
were observed in the entire cohort regardless of the KRAS muta-
tional status (Fig. 5). However, multivariate analysis revealed that
only the CD1a/DC-LAMP ratio in the tumor epithelium, proportion
of Ki-67" tumor cells, and number of intraepithelial CD8* cells
were independent prognostic factors of recurrence.

4. Discussion

Carcinogenesis is caused by both external and internal factors,
and most types of tumors require the concurrence of multiple
steps. However, despite extensive research, the mechanisms that
control cancer progression and recurrence have not been fully
characterized. Consequently, there is a strong need to establish
reliable prognostic markers for each type of cancer to properly
address postsurgical patient follow-up and identify patients who
would benefit from adjuvant therapy.

One of the recently discussed possible prognostic factors in CRC
patients is the mutational status of the KRAS gene. It has been
reported that KRAS mutations occur early in colorectal carcinogen-
esis, often before the development of polyps [3,17,18]. The percent-
age of CRC patients with mutations in KRAS varies from 30 to 50%,
most likely depending on the different techniques used for detec-
tion [7-9]. In our cohort of patients, we identified KRAS mutations
in 45.5% of tumors, including 65% in codon 12 and 35% in codon 13,
which agrees with previous studies [9,10]. Missense mutations at
these positions that result in the replacement of glycine with a
different amino acid lead to decreased GTPase activity in RAS.
Because GTP-bound RAS is involved in a wide range of cellular
processes by regulating the activation of at least 10 downstream
effector pathways, these mutations markedly affect the prolifera-
tion, differentiation, and survival of tumor cells [11].

Analyses focused on the prognostic significance of KRAS muta-
tions in CRC patients have reported conflicting results. Whereas
some studies have reported a correlation between a reduced sur-
vival rate and the presence of KRAS mutations [19-27], other stud-
ies have not confirmed this association [28-32]. Several reports
have indicated that only specific KRAS mutations may have a strong
predictive value. Indeed, KRAS mutations in codon 12 have been
observed to be associated with the mucinous histotype [9,19],
whereas codon 13 mutations have been demonstrated to correlate
with a high S-phase fraction [9] and reduced patient survival rate
[9,26]. Similarly, we observed that tumors with a mutation in codon
13 had a significantly higher proliferation rate and exhibited a
higher risk of disease recurrence than Wt tumors and tumors
with a codon 12 mutation. Because the percentage of Ki67"
tumor cells was an independent prognostic factor according to
the multivariate analysis, we suggest that tumor proliferation
rate, which reflects tumor aggressivity, may be the proximate
cause of higher risk of disease recurrence in CRC patients with
KRAS mutations in codon 13.

In addition, we observed marked variability in the pattern of
tumor-infiltrating immune cells within the group of patients with
codon 13 mutations, regardless of the mutation type. Patients who
experienced tumor recurrence had fewer lymphocytes in both the
tumor epithelium and the stroma. Additionally, relapsed patients



1026 P. Kocidn et al. /| Human Immunology 72 (2011) 1022-1028
A B C
1200 4 800 - 400
e 1000 | o e
E E 600 £ 300
< 800 | % @
= —] E
8 600 1 @ 400 S 200
-+
8 400 4 é g
200 100
[&] 5]
o 200 J_‘ w
0 ﬁ e . 0 - 0 i —
D Relapse - + E - + F = +
12 100
o~
£
T 10 £ » 80
E 4 2 3
C: B S 60
3 (5] +
o 61 ] '{é
- s ¥ 40
- 4 =3 ‘06
8 I S 3 2 20
2 ﬁ 8 L
0 0
Relapse - + - + - +
G H
o *
o 9 216, —
= LEVS
40 ]
= o 12
a +
™ =
5 g 08
E 20 3 06
¥ 2 04
o 10 F
9 & 02
0 8 00 —
Relapse - + - +

Fig. 4. Differences between patients with a codon 13 mutation of the KRAS gene with (relapse +) and without (relapse —) recurrence. (A-E, G, H) Black columns represent
immune cells infiltrating the tumor epithelium; white columns represent immune cells infiltrating the tumor stroma. (A-E) Data are expressed as the mean number of
infiltrating immune cells per 1 mm? of the tumor tissue + SEM (G, H) Data are expressed as ratios of CD8*/FoxP3* lymphocytes or CD1a*/DC-LAMP* dendritic cells + SEM
(F) Columns represent the proportion of Ki67* tumor cell nuclei + SEM. *p < 0.05 (Mann-Whitney U test).

had a significantly higher CD1a*/DC-LAMP~ cell ratio than disease-
free patients. These data are in accordance with the theory that
immune surveillance plays an essential role in cancer development
and progression [33]. Indeed, it has been convincingly demon-
strated that high densities of TILs predict a favorable outcome in CRC
patients [12-16]. Galon et al. reported that CRC patients with an
increased expression of T helper 1 adaptive immunity-associated
genes in the tumor tissue had the best prognosis. Moreover, the
presence of such an immune response seemed to be an even stron-
ger independent predictor than TNM classification [15]. The prog-
nostic impact of DC subtypes in CRC is much less clear. Dadabayev
et al. [34] demonstrated that higher densities of MHC class II-
expressing cells in the tumor stroma were associated with shorter
survival. Conversely, the presence of MHC class II* cells in the
tumor epithelium was correlated with improved survival.
Nagorsen et al. [35] observed a better survival rate in cases with
both high stromal and high epithelial DC infiltration.

In our study, the phenotype of the tumor-infiltrating DCs
seemed to be crucial. Patients with disease recurrence had higher
densities of CD1a™ cells and significantly lower densities of mature
DC-LAMP* DCs in the tumor stroma (Fig. 5). This effect was even
more pronounced in the group of patients with KRAS mutation in

codon 13 (Fig. 4). Thus, the activation status of DCs in relapsed
patients seems to be skewed toward immature DCs. Suzuki et al.
suggested that part of CD1a* tumor-infiltrating DCs migrated to
cancer stroma, lost CD1a expression during maturation, and re-
cruited T cells to form DC-lymphocyte clusters where T-cell acti-
vation occurred [36]. Similarly, we also observed aggregates of
DC-LAMP™ DCs in the tumor stroma of CRC patients, as illus-
trated in Fig. 1. On the contrary to DC-LAMP™* DCs, CD1a™" cells
were observed throughout the tumor tissue without forming any
clusters.

We suggest that our data might elucidate the discrepancies in
the analyses focused on the prognostic significance of KRAS muta-
tions. Indeed, disease-free (>50 months) and relapsed patients
(confirmed relapse <50 months from the date of surgery) with
codon 13 mutations in our cohort were markedly different in terms
of their levels of tumor-infiltrating immune cells. Thus, CRC pa-
tients with low levels of TILs, a high CD1a*/DC-LAMP* tumor-
infiltrating DC ratio, and KRAS mutations in codon 13 might be at
high risk of disease recurrence. Moreover, because these patients
cannot benefit from anti-EGFR therapy, they might also be at high
risk of cancer-related death. Because the quantification of immune
responses within the tumors indicated a strong predictive role in
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Fig. 5. Differences between patients with (relapse +) and without (relapse —) recurrence. (A-E) Black columns represent immune cells infiltrating the tumor epithelium;
white columns represent immune cells infiltrating the tumor stroma. Data are expressed as the mean number of infiltrating immune cells per 1 mm? of the tumor tissue +
SEM. (F) Columns represent the proportion of Ki67* tumor cell nuclei + SEM. *p < 0.05 (Mann-Whitney U test and Pearson »? test, respectively).

CRC patients, the combined characterization of genetic features
and immune cells might provide the foundation to identify the
group of high-risk patients who would potentially benefit from
adjuvant chemotherapy and careful follow-up.
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5.2 Dynamika imunitniho infiltratu v pr dbéhu progrese ovarialniho karcinomu.
Postupnd zn€na imunitni reakce od efektorovych Th1l7 lymfocyé

k regulaénim T lymfocytim

Ovarialni karcinom p&t mezi gynekologické zhoubné nadory s nejvyssi
mortalitou. Uvodni terapie ovarialniho karcinomwd&pajici v primarni cytoredudni
operaci v kombinaci s adjuvantni chemoterapii dogaklinické remise v 80%ijpad.
Presto zhruba u dvouetin pacientek dochazidasovém intervalu 2 — 5 let visledku
rozvoje chemorezistence rezidualnich nadorovycklblrelapsu onemoeni a umrti.
Studium imunitnich infiltr&t u pacientek s ovarialnim karcinomem prokazuje, Ze
zastoupenitznych subpopulaci imunokompetentnich #uwr nadoru hraje iezitou
roli v kontrole Gstu nadoru a predikuje dalSi klinicky osud pacikeni2osavadni prace
se zamiiuji zejména na analyzu imunitnich infilthaz hlediska stavby, lokalizace a
jejich  mnozstvi v nadoru, ale malo je zndmo o dyiseamimunitni reakce
v mikroprostedi nadoru v zavislosti na progresi nadorového auedni. Cilem této
prace bylo sledovani dynamiky imunitniho infiltrAtwzavislosti na stadiu ovarialniho
karcinomu. Vcasném stadiu ovarialniho karcinomu byly imunitniiltiraty tvoreny
zejména Th17 lymfocyty. Ve stadiu llfgvladala imunitni odpad Thl typu. U
diseminovaného onemaoam (stadium 1l a IV) byla nadorova thkaovarialniho
karcinomu infiltrovana zejména aktivovanymi Trege(ids +) spolu s vysokym gtem
monocyti/makrofagi a mDC. Intratumorozni Treg byly charakterizovanyrazre
nizkou expresi chemokinového receptoru CCR4 v p@ov s Treg izolovanymi
z periferni krve a dale demetylaci v oblasti FOXFSDR, ktera je asociovana se stabilni
expresi genu FoxP3 a je charakteristickd prisropené Treg. MnoZstvi
intratumordoznich Treg pozitivrkorelovalo s hladinou chemokinu CCL22 v nadorovém
supernatantu, coz &ki pro chemotaxi regutmich T lymfocyti z periferini krve
prostednictvim CCR4/CCL22. Chemokin CCL22 byl produkoz&ména nadorovymi
buikami, monocyty/makrofdgy a mDC v mikropriedi nadoru pod vlivem IFN-
Tato prace prezentuje zmu imunitni reakce od efektorovych Th17 lyfmacy Treg
v pribéhu nadorové progrese. Recruitment Treg z peritane pod vlivem zéagtlivych
mediatofi se vyznam& podili na imunosupresivnim mikropriedi nédoru

v pokrasilém stadiu ovaridlniho karcinomu.
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Dynamics of T-cell infiltration during the course of ovarian
cancer: The gradual shift from a Th17 effector cell response to
a predominant infiltration by regulatory T-cells
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The type of immune cells that are present within the tumor microenvironment can play a crucial role in the survival of
patients. However, little is known about the dynamics of the tumor-infiltrating immune cells during disease progression. We
studied the immune cells that infiltrated the tumor tissues of ovarian cancer patients at different stages of disease. The early
stages of development of ovarian carcinomas were characterized by a strong Th17 immune response, whereas in stage Il
patients, recruitment of high numbers of Th1 cells was observed. In disseminated tumors (Stages IlI-1V), we detected a
dominant population of Helios* activated regulatory T cells (Tregs) along with high numbers of monocytes/macrophages and
myeloid dendritic cells (mDCs). Tumor-infiltrating Tregs had markedly lower expression of CCR4 than circulating Tregs, and the
numbers of tumor-infiltrating Tregs significantly correlated with the levels of CCL22 in ovarian tumor cell culture supernatants,
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suggesting their recruitment via a CCR4/CCL22 interaction. CCL22 was mainly produced by tumor cells, monocytes/
macrophages and mDCs in the primary ovarian tumors, and its expression markedly increased in response to IFNy. Taken
together, the specific recruitment of Tregs, probably triggered by inflammatory stimuli, leads to a significant immune

suppression in the advanced stages of ovarian cancer.

Introduction

Ovarian cancer is one of the 10 most common malignancies
in females worldwide and is known to have the highest mor-
tality rate among gynecologic cancers.' Because of the lack of
sensitive and specific biomarkers and due to the fact that the
disease tends to develop and spread rapidly, almost 70% of
patients are diagnosed at an advanced stage of tumor
dissemination with poor prognosis. Although conventional
treatment leads to a significant reduction in malignant cell
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numbers in more than 80% of ovarian carcinomas, most of
the patients experience an eventually lethal relapse of the dis-
ease within 2-5 years because of the persistence of a small
number of chemotherapy-resistant tumor cells.”> To improve
the prognosis of ovarian cancer patients, there is a need for
superior prognostic markers and novel therapeutic strategies
that can identify high-risk patients and diminish the likeli-
hood of relapse, respectively.

Immune surveillance has been proposed to play a crucial
role in cancer development and progression. Experiments in
immunodeficient mice have shown that the immune system
is able to recognize and eradicate tumors.”> However,
although cancer cells can prime tumor-specific immune
responses, interactions between the tumor and the host
immune system may not result in clinical regression of the
disease but instead to the development of an immunosup-
pressive microenvironment within the tumor tissue, conse-
quently promoting immune evasion.®

Despite being unable to eradicate established tumors, the
presence of certain tumor-infiltrating immune cells can rep-
resent strong prognostic markers in cancer patients. Zhang
et al.” has reported that high numbers of tumor-infiltrating
CD3" T cells are associated with a favorable clinical outcome
in advanced ovarian cancer patients. More recent studies
have reported that improved survival is associated with
enhanced numbers of CD8" cytotoxic T cells.*” By contrast,
high numbers of CD4"CD25"FoxP3" regulatory T cells
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The types of immune cells within a tumor can play a crucial role in patient survival. In this study of ovarian cancer (0C), the
authors examined the immune cells infiltrating tumor tissues of patients at various stages of the disease. They found that the
pattern of cells shifted as the disease progressed, from an active anti-tumor immune response to one of immune suppression,
with activated regulatory T cells (Tregs) becoming the most abundant cell type in advanced OC. The authors conclude that
overcoming this suppressive microenvironment should play a role in new therapeutic protocols.

(Tregs),"’ plasmacytoid dendritic cells,"' and B7-H4" macro-
phages'? within the tumor tissue can indicate a poor progno-
sis. The role of CD4" T helper cells is less well documented;
however, there is strong evidence that Th17 cells may be sub-
stantial players in cancer immunity. Proinflammatory Th17
cells have primarily been associated with autoimmune dis-
eases and mucosal immunity."? Further studies have demon-
strated that Th17 cells are present in different types of
tumors, including ovarian cancer, head and neck cancer, gas-
tric cancer, breast cancer, colorectal cancer and prostate can-
cer.'* " Although extensively studied, the exact role of Th17
cells in tumor immunity and the survival of patients remains
controversial. On the one hand, IL-17-producing cells have
been reported to promote antitumor immunity,”>** but on
the other hand, IL-17 is known to act as an angiogenic factor
that can enhance tumor growth.>* >

Most published studies have focused on the pattern and
prognostic significance of different types of tumor-infiltrating
immune cells; however, little is known about the dynamics of
the immune response within the tumor tissue during disease
progression. In this study, we evaluated the distribution, pheno-
type and clinico-pathological significance of CD4" and CD8"
T lymphocytes, dendritic cells (DCs) and monocytes/macro-
phages in different stages of epithelial ovarian cancer (EOC).
Our findings demonstrate an alteration in the tumor-infiltrating
immune cell pattern during cancer development and clearly
show a dynamic shift from an effector Th17 cell infiltration,
which prevail over Tregs in the early stages of EOC, to a signif-
icant Treg accumulation in the advanced stages of disease.

Material and Methods
Patients and tissue samples
Peripheral blood and primary epithelial ovarian cancer speci-
mens were obtained from 44 patients undergoing initial
cytoreductive surgery at the University Hospital Motol in
Prague between March 2009 and October 2011. None of the
patients enrolled in the study had received neoadjuvant
chemotherapy prior to the surgery. All tissue specimens were
collected with patient consent, and the study was approved
by the Institutional Review Board of the University Hospital
Motol. The clinico-pathological characteristics of the patients
are summarized in Table 1.

Tumor tissue was minced with scissors, digested in PBS
containing 1 mg/ml of Collagenase D (Roche, Basel, Switzer-
land) at 37°C for 30 min, mechanically dissociated using the

Int. J. Cancer: 132, 1070-1079 (2013) © 2012 UICC

gentleMACS™ Dissociator (Miltenyi Biotec, Auburn, CA) and
passed through a 100 pm nylon cell strainer (BD Biosciences,
Franklin Lakes, NJ). Peripheral blood mononuclear cells
(PBMCs) from blood samples were isolated using Ficoll-Paque
density gradient solution (GE Healthcare, Waukesha, WI).

Cell lines

The ovarian cancer cell lines, OV-90 and SKOV3, were cul-
tured in RPMI 1640 supplemented with 10% heat-inactivated
FCS, L-glutamine and penicillin-streptomycin (all from Invi-
trogen, Carlsbad, CA) at 37°C and 5% CO.,.

Flow cytometry analysis

To detect tumor infiltrating myeloid DCs (mDCs), plasmacy-
toid DCs (pDCs) and monocytes/macrophages, single cell
suspensions were stained with specific antibodies against
CD3, CDl11c, CD14, CDl16, CD19, CD20, CD45, CD56
(Exbio, Vestec, Czech Republic), CD123 (eBioscience, San
Diego, CA) and HLA-DR (BD Biosciences). Regulatory T
cells (Tregs) were identified by surface staining with anti-
CD3 (Exbio), anti-CD4 (eBioscience), anti-CD8 (Exbio), anti-
CD25, anti-CD127 and anti-CCR4 (BioLegend) antibodies
followed by fixation and permeabilization with a Foxp3 Stain-
ing Buffer Set (eBioscience) and intracellular staining with
anti-FoxP3 (eBioscience) and anti-Helios (BioLegend) anti-
bodies. For detection of intracellular cytokines, cell suspen-
sions were stimulated with 50 ng/ml of PMA and 1 pg/ml of
ionomycin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) for 4 hr in the
presence of brefeldin A (BioLegend). After the 4-hr incuba-
tion, cells were stained with antibodies against CD3 (Exbio),
CD4 (eBioscience), and CD8 (Exbio), fixed and permeabilized
with the Foxp3 Staining Buffer Set (eBioscience) and stained
with anti-IL-17 (BioLegend) and anti-IFNy (BD Biosciences)
antibodies. For CCL22 detection, cells were cultured in the
presence of brefeldin for 4 hr and labeled with the antibodies
used for DC/macrophage identification, EpCAM (BioLegend)
and CCL22 (R&D, Minneapolis, MN) as described above.
Samples were analyzed on a BD FACSAria (BD Biosciences)
using FlowJo software (TreeStar, Ashland, OR).

Cytokine and chemokine detection

Tumor tissue-derived cell suspensions (1 x 10° cells/ml) were
cultured in RPMI 1640 supplemented with 10% heat-inacti-
vated FCS, r-glutamine and penicillin-streptomycin (Invitro-
gen) in the presence or absence of PMA + ionomycin. For
IFNYy-mediated induction of chemokines, ovarian cancer cell
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Table 1. Clinicopathological characteristics of the EOC patients in
the study

Variable No. %
Total no. of patients 44

Age

Mean 56

Range 33-83

FIGO stage

| 6 13.6
Il 5 11.4
I 32 72.7
v 1 2.3
Histological subtype

Serous 27 61.4
Mucinous 9 20.4
Clear cell 3 6.8
Other 5 11.4
Differentiation

Well 6 13.6
Moderate 9 20.4
Poor 21 47.7
ND 8 18.3

lines and primary tumor tissue-derived cell suspensions (1 x
10° cells/ml) were cultured in the presence of 10, 50 and 100
ng/ml of recombinant human IFNy (Invitrogen). After 24 hr
of incubation, culture supernatants were harvested and stored
at —80°C until use. Concentrations of IL-1p, IL-2, IL-4, IL-6,
IL-7, IL-10, IL-12(p70), IL-13, IL-17a, IL-21, IFNy and TNFa
released into the culture supernatants were determined using
a MILLIPLEX™ Human Cytokine/Chemokine Kit (Millipore,
Billerica, MA). Concentrations of chemokines (CCL2, CCLS5,
CCL17, CCL19, CCL20, CCL21, CCL22, CXCL9 and
CXCL10) were analyzed using a Quantibody® Array Kit
(Raybiotech, Norcross, GA).

Extraction of genomic DNA and quantitative real time
PCR-based methylation assay

Genomic DNA (gDNA) was isolated from a lysate containing
2 x 10° tumor tissue-derived cells using the PureLink
Genomic DNA Mini kit (Invitrogen, Carlsbad, USA). Con-
centrations of extracted gDNA were measured with a Nano-
drop® 2000c UV-Vis spectrophotometer (Thermo Scientific,
Waltham, USA). Four to five micrograms of gDNA was
treated with sodium bisulfite using the MethylCode Bisulfite
Conversion kit (Invitrogen). Quantitative real time PCR
amplification of the methylated and demethylated FoxP3
Treg-specific demethylated region (TSDR) was performed
using bisulfite-treated gDNA, 0.5 U Platinum Taq DNA poly-
merase (Invitrogen), PCR buffer without MgCl,, 3 mM
MgCl,, 0.2 mM dNTPs (each), 1 pM primers and 0.2 pM

Dynamics of T-Cell Infiltration

TagMan® probe. PCR reactions were performed using a CFX
96 cycler (BioRad, Hercules, USA). Methylation-specific and
demethylation-specific primers and TaqMan® probes were
commercially synthesized (TIB MOLBIOL, Berlin, Germany).
Amounts of methylated and demethylated FoxP3 TSDR DNA
were estimated from calibration curves by crossing points lin-
ear regression using the second derivative maximum method
as described by Rasmussen et al.*® The proportion of cells
with a demethylated FoxP3 TSDR was calculated as the ratio
of demethylated FoxP3 TSDR DNA to the sum of methylated
and demethylated FoxP3 TSDR DNA.*”*®

Plasmid constructs

DNA fragments of the methylated and demethylated FoxP3
TSDR (86 bp) were cloned into the pUC18 plasmid (Amer-
sham Biosciences, Amersham, UK) using HindIIl and EcoRI
restriction sites. The identity of the plasmid constructs was
verified by sequencing followed by plasmid DNA purification
using a Wizard Plus Midipreps kit (Promega, Madison, USA)
and dilution to seven final concentrations of 100, 10, and 1
pg/ul and 100, 10, 1 and 0.1 fg/pl, representing a range of
334 x 107 to 3.34 x 10" plasmid copies. Serial dilutions
demonstrated the specificity of the assay and were used as
standards for quantification of the methylated and demethy-
lated FoxP3 TSDR.

RNA extraction and quantitative real time PCR

Total RNA was extracted from 2 x 10° tumor-tissue derived
cells using an RNA Easy Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany).
RNA concentrations were determined with a Nanodrop®
2000c UV-Vis spectrophotometer (Thermo Scientific), and
RNA integrity was assessed using an Experion automated sys-
tem (BioRad). Complementary DNA was synthesized from
total RNA using the M-MLV reverse transcriptase (Invitrogen)
and amplified by quantitative real time PCR in the presence of
primers and TagMan® probes specific for TGFB and the B-
actin housekeeping gene, which was used as an internal refer-
ence. All primers and probes were commercially synthesized
(TIB MOLBIOL). The identity of qPCR products in each assay
was verified by sequencing. The relative expression of the tar-
get genes was normalized to the expression of B-actin.

Statistical analysis

Statistical analyses were performed using Statistica® 10.0 soft-
ware (StatSoft, Tulsa, OK). The parametric assumptions of the
data were verified using the Kolmogorov-Smirnov test for nor-
mality. The homogeneity of variances was tested by the Levene
test. Correlations between tumor-infiltrating immune cells
were evaluated using the Pearson r coefficient. The differences
between tumor tissue and peripheral blood samples were ana-
lyzed using a paired t-test. The remaining data were analyzed
using an ANOVA followed by a Scheffé test. The results were
considered statistically significant when p < 0.05.

Int. J. Cancer: 132, 1070-1079 (2013) © 2012 UICC
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Figure 1. Proportions of Th17 cells within the primary ovarian tumor tissue and peripheral blood according to the stage of the disease. (a)
Data are expressed as the proportion of Th17 lymphocytes among CD4™ T cells, — represents the mean value in each stage. (b) Dot plots

are gated on CD37CD4™ cells and show IL-17 and IFNy in two representative patients. (c) Columns represent mean levels of IL-17 and IL-21
produced by PMA + ionomycin stimulated tumor tissue-derived cells + S.E.M. (d) Columns represent mean proportions of Th17 cells in the
tumor tissue and PBMC + S.E.M. *p < 0.05, **p < 0.01 (A, ANOVA followed by Scheffé test; D, paired t-test).

Results

Th17 lymphocytes accumulate in the tumor tissue and

their proportions negatively correlate with disease
progression

Th17 lymphocytes were detected in 100% of the analyzed
ovarian tumor samples (range, 0.06-22.8%). The proportion of
Th17 cells within the CD4" T cell subset was significantly
higher in the tumor tissues obtained from patients with lim-
ited disease (FIGO Stage I) than in those from patients suffer-
ing from disseminated disease (FIGO Stages III-IV) (Figs. la
and 1b). The frequency of Th17 cells within the whole tumor-
derived single cell suspensions showed the same pattern (data
not shown), indicating that the absolute numbers of Th17 cells
significantly decreased in the advanced disease. In accord with
these findings, the concentration of IL-17 and IL-21 in tumor
tissue-derived cell culture supernatants of early stage patients
was markedly higher in both unstimulated (data not shown)
and PMA- and ionomycin-stimulated (Fig. 1c) cultures. De-
spite the significant decrease in Th17 cell proportions in the
later stages of the disease, the percentage of tumor-infiltrating
Th17 cells was still significantly higher when compared with
the peripheral blood of patients (Fig. 1d). The frequency of

Int. J. Cancer: 132, 1070-1079 (2013) © 2012 UICC

Th17 cells in the peripheral blood was not predictive of the
number or proportion of Th17 cells in the tumor tissue.

The proportion of tumor-infiltrating Tregs is enhanced in

the tumor tissue and increases with disease progression

In contrast to Thl7 cells, the proportion of
CD4"CD25"CD127 FoxP3" Tregs was significantly higher
in the tumor tissues obtained from patients with dissemi-
nated disease (FIGO Stages III-IV) when compared with the
samples from patients with Stage I disease (Figs. 2a and 2b).
The proportion of tumor-infiltrating Tregs (Ti-Tregs) was
significantly higher than that found in the peripheral blood
of patients in all stages of the disease (Fig. 2c). To better
characterize the status of Ti-Tregs, we included an analysis of
the transcription factor, Helios, which is a marker of Treg
activation. The proportion of Helios" Tregs was significantly
higher in the tumor tissue (67.8 = 2.5%) than in the periph-
eral blood (56.3 = 4.2%) of EOC patients (Fig. 2d). There
was no difference in the proportions of Helios" Tregs in the
different stages of disease. The increasing proportion of stable
Ti-Tregs during disease progression was further confirmed
using a quantitative real time PCR-based methylation assay,
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Figure 2. Proportions of Tregs within the primary ovarian tumor tissue and peripheral blood according to the stage of the disease. (a) Data
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plots are gated on CD37CD4™ cells and show CD25"FoxP3™ Tregs in two representative patients. (c) Columns represent mean proportions of
Tregs in the tumor tissue and PBMC + S.E.M. (d) Dot plots are gated on CD3"CD4" CD257CD127" cells and show FoxP3*Helios™ Tregs in
the tumor tissue of a representative patient. Box plots represent the proportion of Helios™ Tregs among CD4*CD257CD127 FoxP3™ Tregs. The
boundaries of the box indicate the 25th and the 75th percentiles, the line within the box represents the median. Whiskers indicate the 90th
and 10th percentiles. (€) Columns represent proportions of Tregs demethylated in FoxP3 TSDR among cells isolated from the primary ovarian
tumor tissue in different stages of the disease, error bars indicate S.E.M. (f) The line shows negative correlation between % of tumor-
infiltrating Tregs and Th17 cells. (g) The line shows positive correlation between % of tumor-infiltrating Tregs and the number of tumor-
infiltrating monocytes/macrophages. *p < 0.05, **p < 0.01 (a, ANOVA followed by Scheffé test; ¢, d, paired t-test).

which assessed the percentage of stable Tregs that were
demethylated at the FoxP3 TSDR in tumor tissue-derived sin-
gle cell suspensions (Fig. 2e). The proportions of Tregs and
Th17 lymphocytes were inversely correlated in the same
tumors (r = —0.44, p < 0.01) (Fig. 2f), whereas the propor-
tion of Tregs positively correlated with the number of mono-
cytes/macrophages (r = 0.47, p < 0.01) (Fig. 29).

Proportions of Th1 and CD8* T lymphocytes, DCs and
monocytes/macrophages do not show significant changes
during disease progression

In addition to Th17 cells and Tregs, we also analyzed the pres-
ence of other immune cell subsets, including Th1 cells, CD8"
T cells, pDCs, mDCs and monocytes/macrophages, in the tu-
mor tissue. Although there was a trend toward an increase in

Int. J. Cancer: 132, 1070-1079 (2013) © 2012 UICC
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Figure 3. Proportions of Th1 lymphocytes and monocytes/
macrophages within the primary ovarian tumor tissue according to
the stage of the disease. (a) Data are expressed as the mean
proportion of CD3+CD4*IFNy+ Th1 cells among CD4™ T cells +
S.E.M. (b) Columns represent the mean number of

CD45%Lineage HLA-DRTCD14™ monocytes/macrophages in 1 x
10° of isolated tumor-derived cells + S.E.M.

mDC and monocyte/macrophage proportions in the advanced
tumors (Fig. 3), none of these cell types showed any statisti-
cally significant dynamics during ovarian cancer progression.

Cytokine and chemokine profiles of tumor-derived single
cell suspensions support the recruitment of polarized Th
lymphocytes into the tumor tissue rather than their in situ
priming and polarization

To better characterize the tumor microenvironment and to
evaluate, whether the cytokine profile supports in situ pri-
ming and polarization of T lymphocytes, we assessed the
cytokine and chemokine profile in the tumor-derived cell cul-
ture supernatants. In the unstimulated culture supernatants,
only three cytokines were detected in significant amounts, IL-
6, IL-10 and TNFa (Fig. 4a). IL-2, IL-4, IL-12 and IL-23 lev-
els were below the limit of detection of the MILLIPLEX™
assay in most of the patient samples tested, and IL-17 was
only detected in cell supernatants of patients in Stage I of
disease. Importantly, only minimal concentrations of IL-1f3
(4.2 £ 2.5 pg/ml), which is crucial for Thl7 polarization,
were detected in culture supernatants from Stage I patients,
who had the highest proportions of tumor-infiltrating Th17
cells (Fig. 4c). Except for IL-17, no other significant correla-
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tions with disease progression were observed in the unstimu-
lated cultures. Upon PMA and ionomycin stimulation, most
of the tested cytokines were produced, except IL-12 and IL-
23 (Fig. 4a). The production of IL-21 was significantly
decreased in culture supernatants from patients in the
advanced stages of the disease when compared with culture
supernatants from Stage I patients (Fig. 1c). The expression
of TGF} mRNA was observed in all of the patient samples
and did not significantly correlate with disease stage
(Fig. 4d).

Unstimulated tumor-derived cells produced high amounts
of CCL20, CCL22 and inflammatory CXCL9 and CXCL10
(Fig. 4b) but low amounts of CCL2, CCL5, CCL17, CCL19
and CCL21. The levels of CCL22 (Fig. 5a4), CXCL9 and
CXCL10 (not shown) increased during disease progression;
however, these data were not statistically significant. The lev-
els of CXCL9 significantly correlated with the numbers of tu-
mor-infiltrating CD4" (r = 0.65, p < 0.01) and CD8" (r =
0.64, p < 0.01) T lymphocytes. There was no correlation
with a particular Th lymphocyte subset (not shown). Most
important, the levels of CCL22 significantly correlated with
the number of Ti-Tregs (r = 0.66, p < 0.01) (Fig. 5b). No
other correlations between the chemokines and tumor-infil-
trating immune cells were observed.

Tregs are probably recruited to the tumor tissue via a
CCL22/CCR4 interaction and proliferate in situ

As described above, the number of Ti-Tregs significantly cor-
related with the level of CCL22 in the tumor cell culture
supernatants. In accord with these observations, Ti-Tregs had
significantly lower expression of CCR4 than Tregs from the
peripheral blood (mean fluorescence intensity 6,280 * 35
and 3,487 * 333, respectively; n = 6) (Fig. 5¢). To evaluate
whether Ti- Tregs proliferated in situ, Ki67 staining was per-
formed in tumor tissue-derived cell suspensions and PBMCs.
A markedly higher percentage of Ti-Tregs expressed Ki67
when compared with Tregs in the peripheral blood (21.8 *
5.1% and 129 * 1.8%, respectively; n = 6). Ki67 was
expressed in a significantly lower proportion of conventional
CD4'FoxP3™ T cells in comparison with Tregs (7.6 * 2.7%
in the tumor tissue and 2.3 * 0.4% in the peripheral blood)
(Figs. 5d and 5e).

Ovarian cancer cell lines produce chemokines, including
CCL22, upon IFNy stimulation

To assess whether ovarian cancer cell lines were able to pro-
duce CCL22, OV-90 and SKOV3 cells were cultured either
without stimulation or upon stimulation with recombinant
human IFNY, as IENy has been shown to induce CCL22 pro-
duction in breast cancer cell lines.”” In contrast to primary
tumor-derived cell suspensions, spontaneous CCL22 secretion
was undetectable in the ovarian cancer cell lines, a result that
was similar to most of the other chemokines measured in
this study. The SKOV3 cell line spontaneously produced
small amounts of CXCL9 (Fig. 6a), whereas unstimulated
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Figure 4. Cytokine and chemokine profiles of tumor-derived single cell suspensions. (a) White columns represent the mean spontaneous
cytokine production; black columns represent cytokine production upon PMA and ionomycin stimulation. (b) Columns represent mean
spontaneous chemokine production. All error bars indicate S.E.M. (c) The plot expresses the dynamics of the mean spontaneous
production of Th17 polarizing cytokines and IL-17 during the disease progression. (d) The plot indicates the dynamics of TGFf mRNA
expression during the disease progression presented as the mean proportion of B-actin mRNA expression.

OV-90 cells produced high amounts of CXCL9, CXCL10 and
CCL20 (Fig. 6b). The addition of IFNYy induced robust secre-
tion of CCL19, CCL21 and CCL22 in both of the cell lines
tested. Surprisingly, production of CXCL9, CXCL10 and
CCL20 increased in SKOV3 but decreased in OV-90 cells
upon IFNY stimulation (Figs. 6a and 6b).

Primary ovarian tumor-derived cells have markedly
increased CCL22 production upon IFNy stimulation

To evaluate the effect of IFNy on primary tumor-derived sin-
gle cell suspensions, cells isolated from patient tumor tissues
(n = 6) were cultured in the presence of IFNy. As shown in
Figure 6c, only CCL21, CCL22 and CXCL10 concentrations
increased in the tumor cell culture supernatants upon IFNy
stimulation, with the most significant increase observed for
CCL22. As the source of the CCL22 secretion, EpCAM+ tu-
mor cells, monocytes/macrophages and mDCs were identified
in unstimulated as well as stimulated cultures (Fig. 6d).

Discussion
The presence and prognostic value of different types of tumor-
infiltrating immune cells within tumor tissues have been exten-
sively studied; however, little is known about the alterations in
immune cell patterns within the tumor tissue during disease
progression. To investigate the dynamics of immune cell distri-
bution within cancer tissues, adequate selection of patients
with both early and advanced disease is essential. However,
with less than 15% of EOC patients diagnosed at Stage 1,°%*'
it is very challenging to study the microenvironment of the
early ovarian cancer lesions in prospective studies. Despite the
extremely low availability of fresh tumor tissue samples from
early disease patients, we were able to analyze six tumor sam-
ples from Stage I patients together with 38 tumor samples
from patients with more advanced disease (Stages II-IV).

We found that different subsets of CD4" T cells, but not
other immune cell types, were present and exhibited a signifi-
cantly different pattern during disease progression. Indeed, the

Int. J. Cancer: 132, 1070-1079 (2013) © 2012 UICC
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early stages of EOC were characterized by a strong Thl7
immune response (Fig. 1a), whereas in advanced stages of dis-
ease, a dominant population of regulatory T cells was detected
(Fig. 2a). Surprisingly, CD8" T lymphocytes and pDCs did
not show any substantial alterations, whereas the proportions
of mDCs and monocytes/macrophages appeared to increase
during disease progression. The proportion of Thl cells
slightly increased in the Stage II tumors and then decreased
again in the advanced stages of disease (data not shown).
However, neither the alterations in mDCs and monocytes/
macrophages nor those in Thl cells were statistically signifi-
cant. A similar kinetics of CD4" effector T cells, i.e., an early
burst of Thl7 cells that was replaced by high numbers of
IFNYy-producing cells, has been described in mouse models of
EAE and infection.”® Consistent with these observations,
Lohr et al** transferred antigen-specific T cells into transgenic
mice expressing the antigen recognized by the T cells and
found the sequential development of Th17 and then Thl effec-
tor cells followed by Treg development in the late phase of
disease. As far as we know, this dynamic has not yet been
described in the microenvironment of human tumors.

Int. J. Cancer: 132, 1070-1079 (2013) © 2012 UICC

Notably, the origin of the tumor-infiltrating Th17 cells
and their exact role in tumor immunity remain controversial.
Kryczek et al."> has reported that macrophages isolated from
EOC tissues are capable of inducing Th17 cells in vitro. How-
ever, because IL-1pB, IL-6 and IL-23 are supposed to be essen-
tial for the differentiation of human Th17 cells,”>*° the cyto-
kine profile of the tumor microenvironment that was
observed in our study, especially the very low levels of IL-1f3
in stage I patients together with the complete lack of IL-23
(Fig. 4c), does not support the hypothesis of Th17 polariza-
tion in situ. It has been shown that Th17 trafficking could be
mediated via the CCR6/CCL20 axis.”” Surprisingly, in our
study we have not observed any correlation between the
numbers of Th17 cells and CCL20 levels in the tumor tissue.

In comparison with Th17 cells, many more studies have
focused on the trafficking properties and prognostic signifi-
cance of Tregs in tumors. Curiel et al. has shown that Tregs
infiltrating ovarian cancer tissues effectively inhibit TAA-spe-
cific immunity in vitro and in vivo and contribute to tumor
growth. These authors also suggested that Treg tumor traf-
ficking could be mediated by CCL22."° Treg recruitment into
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the tumor tissue via CCL22/CCR4 has recently been con-
firmed in breast cancer patients.**®

In this study, we showed that Ti-Tregs were mainly Heli-
os" activated Tregs. A significant number of these Ti-Tregs
was demethylated in the FoxP3 TSDR. Naturally occurring,
but not in vitro TGFB-induced, Foxp3™ Tregs have been
shown to display stable Foxp3 expression that is associated
with selective demethylation of the TSDR.*® Similarly, the
Ikaros family member, Helios, has been reported to be a
marker useful for discriminating between naturally occurring
thymic-derived Tregs (nTregs) and those peripherally
induced from naive CD4" T cells (iTregs),40 but these find-
ings have very recently been questioned by Akimova et al.*!
Thus, rather than discriminating between nTregs and iTregs,
Helios appears to be useful for indicating activated Tregs
regardless of their origin.*' Taken together, the high expres-
sion of Helios together with the demethylation of the TSDR
found in the Ti-Tregs in the EOC tissues in our study indi-
cate the stability and highly activated status of these cells.

In accord with the studies concerning Treg tumor traffick-
ing, we demonstrated that the number of Ti-Tregs signifi-

cantly correlated with the concentration of CCL22 in the
ovarian tumor cell culture supernatants. Consistently, Ti-
Tregs had significantly lower expression of CCR4 than circu-
lating Tregs. As shown by Gobert et al.,”® low levels of CCR4
reflect its internalization due to an active engagement with
CCL22. We also observed that a large proportion of Ti-Tregs
(21.8 £ 5.1%) expressed the proliferation marker, Ki67, indi-
cating their extensive local expansion.

Faget et al.”® has demonstrated that IFNY triggers produc-
tion of CCL22 by breast tumor cells. Indeed, the cooperation
between tumor cells and the immune cell infiltrate (especially
macrophages and NK cells) has been shown to be essential
for inducing high quantities of CCL22. Similarly, we observed
that ovarian cancer cell lines produced chemokines, including
significant levels of CCL22, upon IFNY stimulation. Most im-
portant, in primary ovarian cancer tissue-derived cells,
recombinant IFNy selectively augmented CCL22 production
with only a small effect on the other chemokines tested (Fig.
6¢). Tumor cells, monocytes/macrophages and mDCs were
identified as the key source of CCL22 in the cancer tissue
samples in our study.

Int. J. Cancer: 132, 1070-1079 (2013) © 2012 UICC
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highly dynamic. In the early stages of the disease, a strong
recruitment of Th17 cells is observed, which is followed by a
recruitment of Thl cells, monocytes/macrophages and mDCs.
In the later stages of EOC, enhanced levels of IFNYy, probably
produced by the immigrating cells, together with increased

In summary, our data suggest that the development of the
antitumor immune response in ovarian cancer patients is

proportions of monocytes/macrophages and mDCs may favor

the production of CCL22 and the recruitment of Tregs via
CCL22/CCR4, thus promoting the development of a suppres-
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5.3 K-ras mutace a nadory infiltrujici lymfocyty u karc inomu kolon, sowasnost
a vyhledy

Tato prace fedstavuje zkracenodeskou verzi fivodniho ¢lanku otisSéného
v recenzovaném zahrgnim tisku s impakt faktorem. Prail@zita zjiSéni pouzitelnd i
v kazdodenni klinické praxi bytlanek zpistuprén ceskym chirurgm uvedenim
publikace weském jazyce v Chirurgickych rozhledech. Cilem pgtice bylo stanoveni
mutace v onkogenu K-ras a analyza imunitnichékunfiltrujicich nadorovou tk& u
pacienti s kolorektalnim karcinomem ve vztahu krelapsu noo@eni. Do
retrospektivni studie bylo razeno 44 pacieaits kolorektalnim karcinomem, kie
podstoupili radikalni chirurgicky vykon v obdobi @B-2009. Primarh byli vybrani
pacienti s recidivou onemoémi (n=16) a soubor byl dopin o pacienty ze stejného
obdobi bez recidivy. V parafinovyclfezech karcinomu byly stanoveny mutace
vonkogenu K-ras a provedena imunofluoregnénanalyza imunitnich bk
infiltrujicich nadorovou tk& (CD3, CD8, FoxP3, CD1la, DC-LAMP). VSichni pacienti
podstoupili radikalni chirurgicky vykon (RO resekc#lutace v onkogenu K-ras byla
prokazana u 45,5 % (n=20) karcindm65 % v kodonu 12 a 35 % v kodonu 13.
PrestoZze mutace vonkogenu K-ras v kodonu 13 bylaci@&na s relapsem
onemocgni, vyskytovala se i ve skupirpacient v remisi. Zasadni rozdily byly ale
prokazany mezi atma skupinami pacie@itve sloZeni imunitnich infiltrét Ve skupir
pacienti s relapsem onemoéni byl prokadzan trend ke klesajicimu mnoZstvi tumor
infiltrujicich lymfocyti a pouze malé mnoZstvi zralych dendritickych dkuDC-
LAMP+) a naopak velké mnoZstvi nezralych dendritadkburgk (CD1a+) v porovnani
se skupinou pacieintv remisi. Pacienti s mutantni formou kodonu 12kaiu denzitou
TILs a vysokym por&rem CDla+/DC-LAMP+ bugk v naddorové tkani maji vysokeé
riziko rekurence onemoéni. Vzhledem ke skutmosti, Ze tito pacienti jsou rezistentni
na I&€bu inhibitory EGFR, a tudiz vystaveni vySSimu rizikimrti na nadorové
onemocgni, neli by byt po radikalnim chirurgickém vykonu indikémi k adjuvantni
onkologické 1€b¢ a pe&livéemu follow-up.
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Souhrn

Uvod: Prognéza kolorektalniho karcinomu v soucasné dobé vychazi z TNM Klasifikace, kterd je zdrovei uréujicim kritériem pro in-
dikaci adjuvantni onkologické 1é¢by. Aktudlnim tématem je hledani novych prognostickych a prediktivnich biomarkert, které povedou
k selekei rizikovych pacientti a racionalizaci adjuvantni onkologické 1é¢by. Vedle fady molekularnich biomarkert je jednou z moznos-
ti analyza lymfocytt infiltrujicich nadory. Cilem studie je stanoveni mutace K-ras a analyza imunitnich bunék infiltrujicich nadorovou
tkan u pacienti s karcinomem kolon ve vztahu k recidivé onemocnéni.

Materidl e metodika: Do retrospektivni studie bylo zafazeno 44 pacientti s karcinomem kolon, ktefi podstoupili radikdlni chirurgic-
ky vykon (RO resekce) v obdobi 2004-2009. V parafinovych fezech karcinomu kolon byly stanoveny mutace K-ras a provedena imu-
nofluorescenéni analyza imunitnich bunék infiltrujicich naddorovou tkan (CD3, CDS8, FoxP3, CD1a, DC-LAMP).

Vysledky: Vsichni pacienti s karcinomem kolon (n=44) podstoupili radikalni chirurgicky vykon (RO resekce). U 16 pacienti doslo
k recidivé onemocnéni (36,4 %). Mutace K-ras byla prokdzana u 45,5 % (n=20) karcinomi: 65 % v kodonu 12 a 35 % v kodonu 13.
Prestoze mutace K-ras v kodonu 13 byla frekventni zejména mezi pacienty s recidivou onemocnéni, vyskytovala se i ve skupiné paci-
entll v remisi. Pfi podrobngjsi analyze pacient s mutantni formou kodonu 13 byly nicméné mezi pacienty s recidivou onemocnéni a pa-
cienty v remisi zji§tény zdsadni rozdily v zastoupeni imunitnich bunék infiltrujicich nddorovou tkdn. Byl prokdzan trend ke klesajicimu
mnozstvi lymfocytl infiltrujicich nadory ve skupiné pacientil s recidivou onemocnéni. Navic u pacientl s recidivou onemocnéni bylo
v nadorové tkdni detekovdno pouze malé mnoZstvi zralych dendritickych bunék (DC-LAMP+) a naopak velké mnozstvi nezralych
dendritickych bunék (CD1a+) v porovnani se skupinou pacienttl v remisi.

Zdvér: Pacienti s mutantni formou kodonu 13, nizkou denzitou lymfocytl infiltrujicich nddory a vysokym pomérem CD1la+/DC-
LAMP+ bunék v nddorové tkdni maji vysoké riziko rekurence onemocnéni.

Kli¢ovd slova: kolorektdlni karcinom — K-ras — lymfocyty infiltrujici nadory

Summary

Kocién P, Sedivcova M, Drga¢ J, Cerna K, Hoch J, Kodet R, Bartiiikova J, Spisek R, Fialova A.
K-ras mutational status and tumour-infiltrating lymphocytes in human colon cancer: state of the
art and future perspectives

Introduction: Nowadays, the prognosis of newly diagnosed colorectal cancer patients relies mostly on the tumour-node-metastasis
(TNM) classification which is also a determining criterion for the indication of adjuvant oncological treatment. Currently, new prognostic
and predictive biomarkers are sought after in order to more precisely define prognosis and better predict the benefits of adjuvant treatment
in colorectal cancer. Besides several molecular biomarkers, such as mutations in the proto-oncogene K-ras, analyses of tumour-infiltrating
lymphocytes have shown promising prognostic value. The aim of the study is to examine the correlations between K-ras mutational status
and tumour-infiltrating immune cells in colon cancer patients with respect to colon cancer recurrence.

Material and methods: Formalin-fixed paraffin-embedded specimens were obtained from 44 patients with surgically resected colon can-
cer (RO resection) treated between 2004 and 2009. K-ras mutational status was detected using PCR amplification of exon 1 followed by di-
rect sequencing and K-ras StripAssay. Tumour-infiltrating immune cells were detected by immunofluorescence staining using monoclonal
antibodies against CD3, CD8, FoxP3, CDla and DC-LAMP.

Results: All 44 patients in our cohort underwent radical resection of colon cancer. In 16 patients the tumour relapsed (36.4%). K-ras mu-
tations were found in 45.5% (n=20) of the primary carcinomas: 65% in codon 12 and 35% in codon 13. Although codon 13 K-ras mutations
were associated with disease relapse, they were present in both disease-free and relapsed patients. However, disease-free and relapsed pati-
ents differed markedly in their patterns of tumour-infiltrating immune cells. There was a trend towards decreased density of tumour-infiltra-
ting lymphocytes within the group of relapsed patients. In addition, relapsed patients with codon 13 mutations had markedly lower levels of
tumour-infiltrating mature DC-LAMP+ dendritic cells and higher frequency of CD1a+ cells compared to disease-free patients.

Conclusion: Colon cancer patients with low levels of tumour-infiltrating lymphocytes, a high CD1a+/DC-LAMP+ tumour-infiltrating
DC ratio and a K-ras mutation in codon 13 are at a high risk of disease recurrence.

Keywords: colorectal cancer— K-ras— tumour-infiltrating lymphocytes
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UVOD

Kolorektdlni karcinom je civilizacnim onemocné-
nim s vyznamnym socioekonomickym dopadem. Prog-
néza kolorektdlniho karcinomu v soucasné dobé vy-
chazi z TNM klasifikace, kterd je zdroven urcujicim
kritériem pro indikaci adjuvantni onkologické 1écby.
Zatimco pacienti v klinickém stadiu III (pfitomnost
uzlinového postizeni) po radikdlnim chirurgickém
vykonu z adjuvantni chemoterapie jednoznacné profi-
tuji, role adjuvantni 1é¢by v klinickém stadiu 11 zusta-
va stale diskutabilni [1-3]. Pfi rozhodovani o indikaci
adjuvantni 1é¢by ztistava v dnesni dobé jedinou moz-
nosti posouzeni klinickych a histopatologickych rizi-
kovych faktorti (nddor velikosti T4, angioinvaze, lym-
fatickd invaze, perineurdlni §ifeni, stanoveni NO na za-
kladé vySetfeni mensiho poc¢tu lymfatickych uzlin nez
12, nizk4 diferenciace nadoru G3-4, pozitivni resekéni
okraje, obstrukce ¢i perforace stieva jako prvni projev
nddoru, zvysend hladina onkomarkeru CEA). Aktudl-
nim tématem je hledani novych prognostickych a pre-
diktivnich biomarkerti, které povedou k selekci riziko-
vych pacientd napfi¢ obéma klinickymi stadii a racio-
nalizaci adjuvantni onkologické 1é¢by. Jinymi slovy
na zdkladé laboratorniho vySetfeni téchto biomarkert
predurcit, zda bude dal§i onkologicka 1écba pro paci-
enta piinosnd ve srovndni s pouhym sledovanim po ra-
dikdlni chirurgické resekci. V soucasné dobé jedinym,
rutinné pouzivanym molekuldrnim biomarkerem je
stav mutace K-ras. Tato mutace se vyskytuje pfiblizné
u 30-50 % kolorektalnich karcinomi [4-6] a ve vice
nez 90 % pripadi je lokalizovana v kodonu 12 a 13
[7]. Stanoveni mutace K-ras je jednoznacnym marke-
rem absence 1écebné odpovédi (non response) na léc-
bu inhibitory EGFR, tj. cetuximabem ¢i panitumuma-
bem (prediktivni biomarker)[8—10]. Naopak prognos-
ticky vyznam mutace K-ras zdstdva stale kontroverzni.
[11-13] Vedle fady molekularnich biomarkert je jed-
nou z moznosti analyza lymfocytl infiltrujicich nado-
ry (TILs). Existuji dikazy pro to, Ze imunitni systém
je schopen kontrolovat rdst nadorovych bunék, a to ze-
jména v ranych stadiich karcinogeneze. V boji proti
nddorovym bunikdm pouZzivd imunitni systém ob¢ hlav-
ni slozky — systém prirozené imunity i systém imunity
adaptivni (specifické T a B lymfocyty). Spojkou mezi
obéma systémy jsou buiiky dendritické, které hraji kli-
¢ovou roli v procesu zahdjeni plnohodnotné imunitn{
reakce. Nedavno publikovand data ziskana od pacientl
s kolorektdlnim karcinomem prokazuji, Ze pfitomnost
TILs je asociovéna s pfiznivou prognézou onemocnéni
[14-18]. Cilem této prace je stanoveni mutace K-ras
a analyza imunitnich bunék infiltrujicich nddorovou
tkan (vCetné dendritickych bunék) u pacientt s karci-
nomem kolon (zejména klinické stadium II a IIT) ve
vztahu k relapsu onemocnéni.

MATERIAL A METODIKA

Do retrospektivni studie bylo zatazeno 44 pacienti
s karcinomem kolon, ktefi podstoupili radikdlni chirur-
gicky vykon (RO resekce) na Chirurgické klinice 2. LF
UK a FN v Motole v obdobi 2004-2009 (Tab. 1). Pri-
mérné byli vybrdni pacienti s recidivou onemocnéni
a soubor byl doplnén o pacienty ze stejného obdobi bez
recidivy. Zadny pacient neabsolvoval neoadjuvantni on-
kologickou 1é¢bu. Medidn doby sledovani byl 55 mésict
pro pacienty v remisi a 20 mésicd pro pacienty s recidi-
vou onemocnéni. V parafinovych fezech karcinomu ko-
lon byly vySetieny mutace K-ras pomoci PCR amplifi-
kace exonu 1 ndsledované pfimym sekvenovanim a K-
ras StripAssay. Zastoupeni jednotlivych subpopulaci T
lymfocytt a dendritickych bunék, infiltrujicich nadoro-
vou tkan, bylo identifikovano imunofluorescenénim zna-
¢enim parafinovych fezd pomoci monoklonalnich proti-
latek proti povrchovym a intracelularnim znakim (CD3,
CDS8, FoxP3, CDla, DC-LAMP). Nadorové buiiky byly

Tab. 1: Klinicko-patologicka charakteristika pacient
Tab. 1: Clinicopathological features of patients

n Yo
Pohlavi
Zena 19 432
muz 25 56.8
Lokalizace nadoru
pravé kolon 14 31.8
levé kolon 8 18.2
sigmoideum 22 50.0
pT stadium
pT1 0 0
pT2 4 9.1
pT3 34 773
pT4 6 13.7
pN stadium
pNO 20 455
pN1 15 34.0
pN2 6 13.7
NX 3 6.8
Vzdalené metastazy (M)
ne 42 955
ano 2 4.5
Grade
1 7 159
2 28 63.6
3 9 20.5
K-ras mutace
Wt 24 54.5
kodon 12 13 29.5
kodon 13 7 16.0
Recidiva
ano 16 36.4
ne 28 63.6
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DC-LAMP

Obr. 1: Imunofluorescencni znaceni parafinovych fezu
Fig. 1: Immunofluorescent staining of paraffin sections

charakterizovdny pomoci protildtek proti cytokeratinu
a proti proliferacnimu markeru Ki-67. Kvantitativni ana-
lyza imunitnich bunék infiltrujicich nddorovou tkdn (in-
traepitelidlni a stromdlni lokalizace) byla provedena po-
moci fluorescenéntho mikroskopu Olympus FV300
(Obr. 1).

VYSLEDKY

VSichni pacienti s karcinomem kolon (n=44) podstou-
pili radikalni chirurgicky vykon (RO resekce). U dvou
pacientli byla pfitomna v dobé diagndzy solitarni syn-
chronni metastdza v jatrech. V obou piipadech byla ja-
terni metastdza zresekovdna v jedné dobé s primdrnim
karcinomem a bylo dosazeno RO vykonu. U 16 pacientl
doslo k recidivé onemocnéni (36,4 %). Mutace K-ras by-
la prokdzdna u 45,5 % (n=20) karcinomti: 65 % v kodo-
nu 12 a 35 % v kodonu 13. Karcinomy s mutantni for-
mou kodonu 13 vykazovaly signifikantné vySsi proli-
feréni aktivitu (vyS$$i pomér Ki67+ nddorovych bunék)
ve srovndni s karcinomy s mutantni formou kodonu 12
a wild-type karcinomy (bez mutace)(Graf 1). 57 % paci-
entll s mutantni formou kodonu 13 bylo asociovéano s re-
cidivou onemocnéni ve srovnani pouze s 30,1 % a 33,3
% pacienttl s mutantni formou kodonu 12 a wild type
mutaci (Graf 2). PfestoZze mutace K-ras v kodonu 13 by-
la frekventni zejména mezi pacienty s recidivou onemoc-
néni, vyskytovala se i ve skupiné pacientli v remisi. Pfi
podrobnéjsi analyze pacientt s mutantni formou kodonu
13 byly nicméné mezi pacienty s recidivou onemocnéni
a pacienty v remisi zjiStény zdsadni rozdily v zastoupeni
imunitnich bunék infiltrujicich nddorovou tkan. Byl pro-

@D1a + Cytokeratin

kdzéan trend ke klesajicimu mnoZstvi TILs ve skupiné
pacientt s recidivou onemocnéni (Graf 3). Navic u paci-
entl s recidivou onemocnéni bylo v nadorové tkani dete-
kovéano pouze malé mnoZzstvi zralych dendritickych bu-
nék (DC-LAMP+) a naopak velké mnoZstvi nezralych
dendritickych bunék (CDla+) v porovnani se skupinou
pacientl v remisi. Pacienti s recidivou onemocnéni méli
signifikantné vySSi pomér nezralych/zralych dendritic-
kych bunék (CDla+/DC-LAMP+ ratio) v nddorovém
stromatu v porovndni s pacienty v remisi (Graf 4).
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Graf 1: Zastoupeni Ki67+ nadorovych bunék ve vztahu
k mutaci K-ras

Wt (wild-type), pacienti bez pfitomnosti mutace n=24; G12,
pacienti s mutaci v kodonu 12 n=13; G13, pacienti s mutac{
v kodonu 13 n=7.

Graph 1: Proportions of Ki67+ tumour cells according to
K-ras mutational status

Wild-type (Wt) patients, n=24; patients with a mutation in co-
don 12 (G12), n=13; patients with a mutation in codon 13
(G13), n=7.
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Graf 2: Pomér pacientd v remisi/s recidivou ve vztahu
k mutaci K-ras

Wt (wild-type), pacienti bez pfitomnosti mutace n=24; G12,
pacienti s mutaci v kodonu 12 n=13; G13, pacienti s mutaci
v kodonu 13 n=7. Bil¢ sloupce — pacienti v remisi, ¢erné sloup-
ce — pacienti s recidivou.

Graph 2: Proportions of disease-free versus relapsed pati-
ents according to K-ras mutational status

Wild-type (Wt) patients, n=24; patients with mutation in codon
12 (G12), n=13; patients with a mutation in codon 13 (G13),
n=7. Columns represent the proportion of disease-free (white
columns) or relapsed (black columns) patients classified accor-
ding to K-ras mutational status.

DISKUZE

V dobé biologické terapie jiZ nelze spoléhat na klinic-
ké stadium podle TNM systému jako na jediny prostfe-
dek pro stratifikaci nemocnych s kolorektdlnim karcino-
mem. Je to pravé biologicka 1écba, kterd vyvoldva nalé-
havou potfebu novych prediktivnich a prognostickych
biomarkeri, které povedou k dal§imu zdokonalovani
v oblasti optimalizace a individudlni specifikace adju-
vantni chemoterapie. U pacientl s kolorektalnim karci-
nomem je za timto icelem velmi intenzivné studovana
mutace K-ras. Panuje Sirokd shoda, Ze pravé aktivaéni
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Graf 4: Pomér nezralych/zralych dendritickych bunék
(CD1a+/DC-LAMP+) v nadorové tkani u pacienti s recidi-
vou a u pacientt v remisi s mutaci v kodonu 13

(¢erné sloupce — nddorovy epitel, bilé sloupce — nddorové stro-
ma)

Graph 4: Ratio of CD1a+/DC-LAMP+ dendritic cells in pa-
tients with a codon 13 mutation of the K-ras gene with (re-
lapse) and without (relapse) recurrence

(black columns — immune cells inltrating the tumour epithe-
lium; white columns — immune cells inltrating the tumour
stroma)

mutace K-ras na kratkém rameni chromozomu 12 v ko-
donu 12 a 13 patii mezi nejbéZznéj$i mutace u lidskych
malignich onemocnéni. V piipadé kolorektdlniho karci-
nomu se mutace K-ras vyviji v ¢asné fazi tumorigeneze,
béhem progrese z adenomu na karcinom [19-21]. Vys-
kyt K-ras mutace u kolorektdlniho karcinomu se pohy-
buje mezi 30-50 %. V nasi kohorté pacientd s karcino-
mem kolon byla prokdzdna mutace K-ras v 45,5 % pfi-
padi: 65 % v kodonu 12 a 35 % v kodonu 13, tedy v sou-
ladu s literdrné uddvanymi daty [4—7]. Vzhledem k vy-
znamu K-ras v rdmci signdln{ kaskady receptoru pro epi-
dermdlnf rastovy faktor (EGFR) je stanoveni mutace K-
ras jednoznaénym prediktivnim markerem absence 1¢-
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Graf 3: Rozdily v zastoupeni imunitnich bunék infiltrujicich nadorovou tkarn mezi pacienty s recidivou a pacienty v remi-

si s mutaci v kodonu 13

(¢erné sloupce — nddorovy epitel, bilé sloupce — nddorové stroma)

Graph 3: Differences between patients with a codon 13 mutation of the K-ras gene with (relapse) and without (relapse) re-

currence

(black columns — immune cells inltrating the tumour epithelium; white columns — immune cells inltrating the tumour stroma)
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¢ebné odpovéedi (no response) na lé¢bu inhibitory EGFR,
tj. cetuximabem ¢i panitumumabem [8—10]. Pfitomnost
mutace K-ras vede k rezistenci nadoru vuci ptisobeni
monoklondlnich protildtek namifenych proti EGFR, a te-
dy pouze pacienti s nemutovanym K-ras (wild-type K-
ras) jsou vhodni pro tento druh terapie a Ize u nich oce-
kdvat pozitivni terapeutickou odpovéd (prediktivni mar-
ker). Naopak prognosticky vyznam mutace K-ras zGsta-
vé stdle kontroverzni [11-13]. Bazan et al. v prospektiv-
ni studii publikovali hor$i parametry preziti u pacientl
s kolorektalnim karcinomem s mutantni formou kodonu
13, zatimco pacienti s mutantni formou kodonu 12 byli
asociovani s mucinéznim typem karcinomu [4]. Obdob-
né v nasi studii pacienti s karcinomem kolon s mutantn{
formou kodonu 13 byli asociovani s recidivou onemoc-
nénf a jejich karcinomy vykazovaly signifikantné vyssi
proliferacni aktivitu (vy$si pomér Ki67+ nadorovych bu-
nék) ve srovnani s karcinomy s mutantni formou kodonu
12 a wild type karcinomy. Mezi pacienty s mutantni for-
mou kodonu 13 byly dédle prokdzdny zdsadni rozdily
v zastoupeni imunitnich buné€k infiltrujicich nddorovou
tkan. U pacientt s recidivou onemocnéni bylo v nadoro-
vé tkani (epitel, stroma) zastiZzeno pouze malé mnoZzZstvi
lymfocytd (TILs) a signifikantné vys§i pomér
CD1a+/DC-LAMP+ bunék (nezralé/zralé dendritické
buniky) ve srovndni s pacienty v remisi. Tyto vysledky
podporuji teorii protinddorového imunitniho dohledu —
podle néhoz imunitni systém kontinudlné rozpoznava
a odstraniuje maligni buniky v dobé jejich vzniku [22].
Neddvno publikovand data ziskana od pacienti s kolo-
rektdlnim karcinomem prokazuji, Ze pravé piitomnost
efektorovych T lymfocytd v nddorové tkéni je asociova-
na s pfiznivou prognézou onemocnéni [14—18]. Naopak
prognosticky vyznam dendritickych bunék infiltrujicich
nddorovou tkan nenfi stdle objasnén [23]. Dendritické
bunky patfi mezi nejicinnéjsi antigen prezentujici buni-
ky, které hraji kli¢ovou roli v procesu zahdjeni plnohod-
notné imunitni reakce. V organismu se vyskytuji ve dvou
vyvojovych stadiich — jako zralé a nezralé dendritické
bunky. Zralé dendritické butiky jsou jediné, které doka-
Zou aktivovat naivni T lymfocyty a tim zahdjit primarn{
specifickou imunitni odpovéd’, naopak v nezralém stavu
se podileji na indukci regulac¢nich T lymfocytt, které
specificky potlacuji imunitni odpovéd proti vlastnim tka-
nim [24]. V souladu s vySe uvedenym koreluji vysledky
i nasi studie, u pacientt s recidivou onemocnéni bylo
v nadorové tkani prokdzdno malé mnoZzstvi zralych
dendritickych bun¢k (DC-LAMP+) a velké mnozstvi ne-
zralych dendritickych bunék (CDla+) ve srovndni s pa-
cienty v remisi. Pacienti s mutantni formou kodonu 13,
nizkou denzitou lymfocytt (TILs) a vysokym pomérem
CDla+/DC-LAMP+ bunék v nddorové tkdni maji vyso-
ké riziko rekurence onemocnéni. Tito pacienti jsou
vzhledem k pfitomnosti K-ras mutace navic rezistentni
na 1é¢bu inhibitory EGFR, a tudiZ vystaveni vy$§imu ri-
ziku dmrti na nddorové onemocnéni. Kombinaci mole-
kuldrnich biomarker@ s analyzou imunitnich bunék in-

filtrujicich naddorovou tkan lze ziskat slibny prognostic-
ky faktor, pomoci kterého bude mozné identifikovat rizi-
kové pacienty s karcinomem kolon a racionalizovat ad-
juvantni onkologickou 1écbu. S cilem porovnat infiltraty
imunitnich bunék u pacientd v remisi a s recidivou one-
mocnéni, byli do souboru primarné vybrani pacienti s re-
cidivou onemocnéni (36,4 %) a soubor byl doplnén o pa-
cienty ze stejného obdobi bez recidivy. Pro statistiku by-
lo potfebné ziskani podobného poctu pacientl s recidi-
vou a bez recidivy onemocnéni.

ZAVER

Pacienti s mutantni formou kodonu 13, nizkou denzi-
tou lymfocytd (TILs) a vysokym pomérem CD1a+/DC-
LAMP+ bunék v nddorové tkdani maji vysoké riziko re-
kurence onemocnéni. Vzhledem ke skutecnosti, Ze tito
pacienti jsou rezistentni na léc¢bu inhibitory EGFR, a tu-
diZ vystaveni vy$§imu riziku imrti na nddorové onemoc-
néni, méli by byt po radikdlnim chirurgickém vykonu
indikovani k adjuvantni onkologické 1é¢bé a peclivému
follow-up.

Seznam zkratek:

CEA - carcinoembryonic antigen

EGFR - epidermal growth factor receptor

K-ras — kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog
PCR - polymerase chain reaction

TILs — tumor infiltrating lymphocytes

TNM - tumor node metastasis
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5.4 Imunitni systém a kontrola nddorového bujeni: Mechaismy zahajeni

imunitni odpovédi a role imunitniho systému v obraré proti nAdoram

V této préaci jsou shrnuty recentni poznatky o madmech zahajeni imunitni
odpowdi. Dale byly shrnuty tkazy o tom, Ze imunitni systém je schopen kontrai@
regulovat @ist nadorovych bufk, zejména v ranych stadiich karcinogeneze. Vysledk
ze studii na lidskych modelech také potvrzuji, @ainitni systém &inné potlaiuje
nadorové onemoeni v casnych fazich, ve stadiu preneopléziefiaipiku nadorovych
burgk imunitnimu dohledu je jiz imunitni reakce n¢éatinna. Tyto nalezy podporuji
ideu, Ze pokusy o aplikaci protinadorove imunoterappraxi maji nej§tsi nadji na
aspEch, jestlize bude imunoterapie aplikovan&gagnych fazich onemoémni, nejlépe ve
stadiu preneoplazie. Lze dokonce uvazovat o protirédvé imunoterapii u pacient
s vysokym rizikem vzniku nadoru dokonce fegted rozvojem onemo¢ni - jako
imunoprevence. tkovani proti vim, které zfsobuji naddorova onemoam, jasr
ukazuje, Ze imunoprevence ube Vvést k zdsadnimu sniZeni ¢po nadorovych

onemocgni.
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Souhrn

V této praci jsou shrnuty recentni poznatky o mechanismech
zahajeni imunitni odpovédi. Déle diskutujeme diikazy o tom, Ze
imunitni systém je schopen kontrolovat a regulovat rdst nadoro-
vych bunék, zejména v ranych stadiich karcinogeneze. Vysledky
ze studif na lidskych modelech také potvrzuii, ze imunitni systém
ucinné potlacuje nadorové onemocnéni v ¢asnych fazich, ve
stadiu preneoplazie, a pfi Uniku nadorovych bunék imunitnimu
dohledu je jiz imunitni reakce méné ucinna. Tyto nalezy pod-
poruiji ideu, ze pokusy o aplikaci protinadorové imunoterapie
Vv praxi maji nejvetsi nadgji na uspéch, jestlize bude imunotera-
pie aplikovana v ¢asnych fazich onemocnéni, nejlépe ve stadiu
preneoplazie. Lze dokonce uvazovat o protinadorové imunote-
rapii u pacientll s vysokym rizikem vzniku nadoru dokonce jes-
té pred rozvojem onemocnéni — jako imunoprevenci. Ockovani
proti virdm, které zpUsobuji nddorova onemocnéni, jasné uka-
zuje, Zze imunoprevence mdze vést k zasadnimu snizeni poctu
nadorovych onemocnéni.

Summary

In this review, we first summarize current knowledge about the
initiation of the immune response. We then discuss recent fin-
dings on the role of immune system in protection from cancer.
We discuss the current understanding of the interactions between
tumours and cells of the immune system particularly at the ear-
ly stages of carcinogenesis. A growing body of data suggests
that these interactions help sculpt the eventual development of
tumours. Recent data from human and mice studies clearly show
that the immune system is capable of detecting and eliminating
the smallest expansions of transformed cells, well before the de-
velopment of clinical cancer. These advances suggest a need to
change the current emphasis for harnessing anti-tumor immunity
from therapy of advanced disease to the immunotherapy of early
lesions preferably even to the prevention of cancers.

Klic¢ova slova

nadorové onemocnéni ® imunitni systém ¢ imunoterapie
¢ imunitni dohled proti nadorim

Key words

tumours ¢ immune system ¢ immunotherapy
e immune control of tumours
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Uvod do problematiky

Hlavnim Ukolem imunitniho systému je obrana proti infekcim.
Infekce byly v historii lidstva az do objevu ucinnych antimikro-
bidlnich 1ékd nejcastéjsi pricinou smrti. Obratlovei maji pro Ucin-
nou obranu proti infekcim k dispozici dvé hlavni slozky imunitni-
ho systému — systém prirozené (nespecifické) imunity a systém
imunity adaptivni (specificke).

Slozky nespecifické imunity, at jiz bunécné (makrofagy, NK bun-
ky, granulocyty), nebo humoralni (komplement, antimikrobialni
peptidy, cytokiny) jsou schopny rychlé detekce pritomnosti pa-
togenu v organismu. Obranna reakce je v pfipadé nespecifické
imunity velmi rychla, uniformni a ¢asto vede k Uplné eliminaci
patogenniho agens bez nutnosti zapojeni specificke imunity.
Dullezitost pfirozené imunitni reakce v obrané organismu proti
infekcim je podlozena studiem vrozenych defektd imunity u li-
di i na mysich modelech.) Pfi poruse funkce nékterych slo-
zek vrozené imunity je znacné zvySena nachylnost organismu
k infekcim, a to i tehdy, jsou-li sloZzky specifické imunity plné
funkeni. Nespecificka imunita ovSem nema mechanismy, které
by zabezpecily vznik imunologické paméti.

Klicovym mechanismem pro funkci specifické imunity je proces
vzniku antigen-specifickych receptord na B a T lymfocytech.
Vysledkem ndahodného preskupovani genovych segmentt u ge-
nd pro T a B bunécné receptory (TCR a BCR) je existence ob-
rovského mnoZzstvi receptord s presné definovanou specifitou,
coz vede k faktu, ze témer pro kazdy antigen existuje v organis-
mu specificky lymfocyt. Dani za tuto velkou zasobarnu antigen-
specifickych lymfocyt ovSem je, Ze lymfocytd pro jeden urdity
antigen je velmi malé mnoZstvi. Frekvence lymfocytl pro urcity
antigen se nejcastéji pohybuje kolem 1-2krat 10°. Tak maly po-
Cet bunék specifickych pro antigen je pro ¢asnou obranu proti
infekcim nepouzitelny. Pro aktivaci specifického lymfocytu must
nejprve dojit ke klonalni expanzi a teprve po vytvoreni dostatecné
populace efektorovych bunék dojde k rozvoji primarni specifické
imunitni reakce. Tento proces vétsSinou trva 4-7 dni a po tuto
dobu je tedy potreba, aby obranu zajistila nespecificka imunita.
Pri opakovaném setkani se stejnym patogenem je jiz situace
odlisna. V organismu jsou jiz vytvoreny pamétove T a B lymfocyty
a sekundarni imunitni odpoveéd' je mnohem rychlejsi.

Krome toho, Ze rozvoj primarni specifické imunitni odpovedi trva
dlouho, je jesté dllezité zdtraznit, Ze samotna aktivace antigen
specifickych T lymfocytt je pomérné sloZity proces, ktery je pod
velmi pfisnou kontrolou. Je to nezbytné proto, ze aktivace ne-
spravnych lymfocytl mdize mit fatalni nasledky, napt. v podobé
autoimunitnich onemocnéni. Béhem vyvoje T i B lymfocytl je fa-
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Obr. 1 — Morfologie dendritickych bunék. A. Fluorescencné obarvené dendritické buriky v kizi. B. Morfologie in vitro pripravenych dendritickych bunék. Obrézek ze svételného
mikroskopu. C. Dendriticka burika oznac¢ena protilatkou proti HLA II. tfidy (zelené), ktera pohiltila apoptotické nadorové bunky (Cerveng).

da autoreaktivnich bunék eliminovana, ale presto Ize v periferni
krvi detekovat vyznamna mnozstvi T i B lymfocytl, které nesou
receptory specifické pro autoantigeny. Tyto potencialné nebez-
pecné bunky drzi pod kontrolou nékolik mechanismd. Jde pre-
devsim o sit regulacnich T lymfocytd, které Ize identifikovat pod-
le pfitomnosti transkripéniho faktoru FoxP3.@ Dalsim klicovym
kontrolnim mechanismem je fakt, Ze T lymfocytdm pro aktivaci
nestaci pouha pritomnost antigenu. Pro ucinnou aktivaci musi
byt antigen predkladan v lymfatickych uzlinach antigen prezen-
tujicimi bunikami (APC), které na svém povrchu nesou fragmenty
antigent v komplexu s MHC molekulami I. a Il. tfidy v pfitom-
nosti tzv. kostimulacnich molekul. Nejucinngjsim predstavitelem
APC jsou dendritické buriky, které jediné dokazi aktivovat naivni
(panenské) T lymfocyty. V poslednich 15 letech byla objasné-
na rfada mechanismd, jez bunkam umozni rozeznat pritomnost
mikroba ¢&i jiného nebezpedi v perifernich tkanich a zajisti, ze je
zminéna informace prenesena do lymfatickych uzlin, kde jsou
poté stimulovany specifické T lymfocyty.

Dendritické bunky tedy plni roli jakéhosi prostfednika mezi sys-
témy nespecifické a specifické imunity, bez kterého nedojde
k rozvoji plnohodnotné imunitni reakce.®

Zakladni charakteristiky a zivotni cyklus
dendritickych bunék

Dendritické bunky maji mezi APC vysadni postaveni, protoze
jediné mohou aktivovat naivni T lymfocyty, a tim zahajit primarni
specifickou imunitni odpoved. Dendritické bunky byly pojmeno-
vany podle charakteristické morfologie s mnozstvim vybézka,
dendritd. (Obr. 1) V periferni krvi cirkuluji dendritické bunky
také ve velmi malém mnozstvi. Zasadni zlom ve studiu dend-
ritickych bunék nastal v poloviné 90. let, kdy byly publikovany
protokoly, popisujici kultivaci dendritickych bunék z monocytl
nebo kmenovych hematopoetickych bunék zdravych darct za
pritomnosti rliznych cytokind, predevsim GM-CSF (Granulocyte-
Monocyte-Colony stimulating factor) a IL-4.

Dendritické burky se diferencuji z kmenovych hematopoetic-
kych bunék v kostni dfeni, odkud jsou jiz jako nedélici se bun-
ky vyplavovany do krevniho obéhu. Z krevniho obéhu vstupuii
do tkani, kde se vyskytuji predevSim v takzvaném nezralém
stavu. Nezralé dendritické bunky exprimuji na svém povrchu
velké mnozstvi molekul umoznujicich pohlcovani nejriiznéjsich
antigennich castic (viry, baktérie, infikované, nadorové &i od-
umrelé bunky). V tomto nezralém stavu maji na svém povrchu
pouze malé mnozstvi MHC a kostimulacnich molekul, které ne-
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dostacuje k zahajeni imunitni odpovédi. Navic antigen speci-
fické lymfocyty jsou lokalizovany v sekundarnich lymfatickych
organech a pro jejich aktivaci je tedy nutné, aby se dendritické
bunky prezentujici antigen presunuly z periferie napr. do lymfa-
tickych uzlin.®

Proces, béhem kterého se z nezralé dendritické bunky sta-
ne profesionalni APC, je nazyvan maturace (zrani) dendritic-
ké bunky. Tento proces je zahajen poté co dendriticka bunka
pomoci specifickych receptorll rozpozna hrozici nebezpedi,
nejc¢astéji pranik infekéniho agens do organismu. Proces ma-
turace je charakterizovan vymizenim schopnosti fagocytovat
antigeny. Dochazi k vyraznému zvySeni exprese MHC mole-
kul I. a Il. tfidy, CD83 a kostimulacnich molekul CD80, CD86.
Na povrchu dendritickych bunék se objevuje molekula CCR7,
ktera je receptorem pro chemokin MIP-3B, ktery se vyskytuje
v lymfatickych uzlinach. Zrajici aktivovana dendriticka burika
migruje do lymfatickych uzlin, kde ucinné predklada antigeny
na svém povrchu T lymfocytlim, aktivuje je a zahajuje imunitni
reakci, ktera v optimalnim pripadé vede k eliminaci patogenu
(Obr. 2).

Subpopulace dendritickych bunék

Stejné jako v pripadé lymfocytd, i mezi dendritickymi burikami
Ize rozlisit fadu subpopulaci. Situace je ponekud odlisna u mysi
a Vv lidském organismu. U obou druht Ize nicméné odlisit funké-
neé i morfologicky dva zakladni podtypy. Plazmacytoidni dend-
ritickeé burnky byly pojmenovany podle morfologie pfipominajici
plazmatické bunky. Lze je identifikovat podle exprese CD123
(receptoru pro IL-3) a jejich hlavni funkcf je rozpoznani virovych
infekei a obrana proti nim. IL-3 je také dUleZitym rdstovym fakto-
rem plazmacytoidnich dendritickych bunék.©

Myeloidni dendritické buriky jsou druhou subpopulaci a pat-
fi mezi né také Langerhansovy bunky v epidermis. Jejich cha-
rakteristickym znakem je exprese CD11c a absence moleku-
ly CD14, charakteristického markeru monocytd a makrofagd.
Langerhansovy bunky se vyznaduiji expresi langerinu (CD207)
a molekuly DEC-205 (CD205). Nejpocetnéjsi populaci myelo-
idnich dendritickych bunék jsou intersticialni dendritické bun-
ky, které Ize nalézt ve vSech tkanich. Tyto bunky jsou nejvice
podobné dendritickym bunkam pfipravenym in vitro diferenci-
aci z monocytd v pritomnosti GM-CSF a IL-4, a proto je o nich
nejvice informaci. Jednotlivé subpopulace dendritickych bunék
maji rliznou vybavu pro rozpoznani patogenl a kazda je tedy
specializovana v obrané proti rdznym infekcim.
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Cyklus dendritickych bunék v organismu
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Prezentace antigenu

Zpracovani a prezentace antigent

Po pohlceni jsou antigeny zpracovavany a prezentova-
ny klasickymi cestami na MHC molekulach 1. a Il. tridy.
Dendritické buriky ovSem disponuji také specifickym
mechanismem, ktery umoznuje zpracovani exogen-
nich antigenl a jejich prezentaci na molekulach MHC
|. tfidy. Tento proces je dnes nejcastéji oznacovan ja-
ko zkfizena prezentace (cross-presentation), protoze
jde viastné proti klasickym imunologickym dogmatim.
Z terminologického hlediska je dlilezité dale zminit, ze
termin cross-presentation nefika nic o konecném vy-
sledku imunitni odpovedi. Pro rozliSeni aktivace imu-
nitni reakce nebo naopak jejiho potlaceni se uzivaji
vyrazy cross-priming a cross-tolerance.

Role nezralych bunék v indukci

periferni tolerance

Nezralé dendritické bunky tedy neustale monitoruji
slozeni vnitiniho prostredi a v nepfitomnosti aktivac-

Obr. 2 — Schematické zndzornéni Zivotniho cyklu dendritickych bunék v organismu

Nezralé dendritické buiiky

Pohlcovani antigenii

Ve vétsing tkani se dendritické bunky vyskytuiji v tzv. nezralém
stavu a na svém povrchu nemaji molekuly nezbytné pro aktiva-
ci T lymfocytl, jako naptr. CD40, CD54, CD80, CD86 a znaky
typické pro zralé dendritické bunky. Jejich ukolem v tomto sta-
diu neni U¢inna stimulace T lymfocytd. DlleZit&jsi je, aby byly
schopny predat organismu informaci o skladbé vnitfniho pro-
stfedi a aby véas upozornily na hrozici nebezpeci. Pro tento ukol
jsou nadmiru dobre vybaveny.

Nezralé dendritické bunky jsou v organismu lokalizovany v peri-
fernich tkanich a na sliznicich, tedy v mistech, kde je nebezpe-
¢&f vstupu infekce. Lze je nalézt v kiZi, faryngu, jicnu, sliznicich
gastrointestinalniho i respiracniho Ustroji. Sit' dendritickych bu-
nek zde funguje jako senzor pro pripadné nebezpeci. Nezralé
dendritické buriky maji vysokou schopnost fagocytdzy a kon-
tinualné monitoruiji okolni prostredi. Exprimuji na svém povrchu
velké mnoZzstvi receptort umoznuijicich pohlcovani nejriiznéjsich
antigennich ¢astic (viry, baktérie, infikované, nadorové ¢i odum-
relé bunky).

Dendritické bunky velmi ucinné pohlcuji okolni antigeny née-
kolika réznymi procesy. Zakladnim procesem je fagocytoza.
Mohou také tvorit velké pinocytarni vezikuly obsahuijici latky
rozpusténé v extracelularni tekutingé. Pro fadu mikrobl ex-
primuji dendritické bunky na svém povrchu receptory umoz-
nujici specifickou endocytézu. Do této skupiny receptor(
patii predevsim zastupci skupiny C-lektind, které rozpozna-
vaji sacharidové molekuly. Nejvice studovanymi C-lektiny jsou
DEC-205 (CD205), mandzovy receptor (CD206), DC-SIGN
(CD209) a langerin (CD207). DC-SIGN je napriklad recepto-
rem pro HIV, virus dengue, cytomegalovirus, mykobaktérie
a kandidy."

Dendritické buriky mohou také fagocytovat umirajici a mrtvé
bunky ve svém okoli, at uz jde o burnky nadorové transformo-
vaneé, infikované viry nebo bunky podléhajici apoptdze behem
homeostatické obnovy tkani. Receptory specifické pro proces
pohlcovani apoptotickych a nekrotickych bunék nejsou ovsem
dosud identifikovany. Dale mohou dendritické buriky pohlcovat
komplexy antigen-protilatka pomoci aktivacnich a inhibic¢nich
Fc receptort, CD64 a CD32.
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nich signal nejsou schopny aktivovat imunitni odpo-

véd. Nejsou ovSem inaktivni, jak by se mohlo zdat.
| v nepiitomnosti aktivacnich signald migruje urcité mnozstvi ne-
zralych dendritickych bunék do lymfatickych uzlin a prezentuje
antigeny pochazejici z vlastnich tkani. Tim se Ucastni na indukci
regulacnich T lymfocytd, které specificky potlacuji imunitni od-
povéd' proti viastnim tkanim.® Tento proces je zodpovédny za
mechanismus periferni tolerance. V kombinaci s mechanismy
centralni tolerance, tj. eliminaci vétsiny autoreaktivnich T a B
lymfocytd v tymu a v kostni dreni, brani regulaéni T lymfocyty
rozvoji autoimunitnich reakci. V pripadé, ze nezralé dendritické
bunky prezentuiji antigeny pochézejici z patogent, dochazi rov-
néz k anergizaci T lymfocyt( specifickych pro prezentovany an-
tigen a indukci regulacnich T lymfocytd (Obr. 3). Napiiklad bylo
prokézano snizeni frekvence T lymfocytl specifickych proti viru
chripky po injekci nezralych dendritickych bunék prezentuijicich
antigeny pochazejici z chripkového viru. Tento mechanismus je
zrejmé dllezity pri kontrole aktivovanych T lymfocytd poté, co
byla eliminovana infekce a dalsi aktivace imunitniho systému je
nezadouci. Nezralé dendritické buriky nelze tedy vnimat jako
pouhé pasivni fagocyty, ale jako buriky, které maji velmi ddlezi-
tou funkci v regulaci homeostazy imunitniho systému.

Aktivace dendritickych bunék,
proces maturace

V nezralém stavu dendriticka burika vystavuje na svém povrchu
cely soubor antigent poskytujici reprezentativni vzorek latek
pritomnych v jejim okoli. Pro efektivni aktivaci T lymfocytl jeji
vybava ovSem nedostacuje. Tento mechanismus je pro organis-
mus velmi ddleZity. Kdyby totiz dochézelo ke stimulaci imunitni
reakce i za klidového stavu, znacné by se zvysilo riziko vzniku
autoreaktivnich klont T i B lymfocytd a z toho pramenici nebez-
peci vzniku autoimunitnich onemocnéni. Jina situace ovSem
nastava, je-li organismus konfrontovan se situaci, ktera naru-
Suje jeho integritu Ci ktera je nebezpecna pro jeho dalsi vyvo.
Nebezpedi mlze byt reprezentovano radou situaci a pro kaz-
dou z nich maji dendritické bunky rozpoznavaci mechanismy.
Rozpoznani signalll nebezpedi vede k aktivaci dendritickych
bunek, ktera se projevi celou fadou fenotypickych a funkénich
zmeén. Soubor téchto zmén je oznacovan jako maturace a ve-
de ke vzniku dendritickych bunék vybavenych k aktivaci anti-
gen specifickych T lymfocytd.©
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Kostimula&ni molekuly

Toll-like receptory jsou membranové glykoproteiny
typu I. Cytoplazmaticka ¢ast je podobna cytoplaz-
matické Casti receptoru pro IL-1 a je oznaCovana
jako TIR (Toll/IL-1R). Extracelularni ¢ast obsahuje
tandemoveé kopie repetici bohatych na aminokyseli-
nu leucin (tzv. leucin rich repeats, LRR). Tyto sekven-
ce vytvari specifické struktury podkovovitého tvaru,
o kterych se predpoklada, ze se pfimo podili na roz-
poznavani a vazbé ligandd.

TLR dovoluji dendritickym burikam rozpoznat v pod-
staté jakoukoli infekci. Zajimavé také je, ze expre-
se jednotlivych TLR vysvétluje specializaci podtypt
dendritickych bunék v obrané proti réiznym skupi-
nam patogenl. Plazmacytoidni dendritické buriky
napriklad exprimuji TLR-7 a TLR-9, které jsou akti-
vované po stimulaci virovymi nukleovymi kyselinami.
Toto zjisténi koreluje s experimentalnim zjisténim, ze

Obr. 3 - Vliv stadia aktivace dendritickych bunék na vysledek imunitni odpovédi

Signaly spoustéjici maturaci

Signaly, které vedou k aktivaci dendritickych bunék, Ize rozdélit
do nasledujicich skupin:

e Mikrobialni produkty — aktivace pres Toll-like receptory, NOD,
RIG-I, Mda5 receptory

e Signaly zprostredkované aktivovanymi T lymfocyty a cytokiny
— aktivace molekulou CD40L a cytokinovymi receptory

e Imunokomplexy — rozpoznani Fc fragmentu protilatkové mole-
kuly pomoci aktivacnich Fc receptort

e Endogenni signaly — proteiny teplotniho Soku, kyselina moco-
va, histamin, defenziny, ATP

Kazdy z téchto zminénych signall spousti odlisny typ aktiva-
ce, ale zakladni mechanismy jsou vSem skupinam spolecné.

systému je obrana proti infekcim.
Toll-like receptory

V 90. letech predstavil Ch. Janeway teorii, kde se zamyslel nad
zplsobem, jakym by mohly antigen prezentujici buriky pomoci
omezeného poctu receptorll detekovat extrémné rozmanitou
fisi patogennich organismd. Definoval nékolik kritérii, kterd by
takové receptory mely splnovat.

e Rozpoznavané struktury by mély byt specifické pro mikroby.
* Receptory by mély rozpoznavat struktury (pathogen associa-
ted molecular patterns, PAMPs), které jsou sdilené velkou sku-
pinou mikroorganismd, aby jeden receptor zabezpecil obranu
pred velkym mnozstvim infekci.

e Rozpoznavané struktury by mely byt nezbytné pro preziti mik-
roba, aby nedochazelo pri selekénim tlaku k jejich mutacim.
Tyto receptory oznacil jako PRR (pattern recognition receptors)
a v roce 1997 byl v jeho laboratori identifikovan prvni takovy re-
ceptor. Slo o prvni receptor ze skupiny Toll-like receptorii (TLR),
dnes oznaceny jako TLR-4. Tento objev byl absolutnim prelo-
mem v poznani zplsobu, jakym dendritické buriky rozpoznavaiji
pronikajici patogen, jak je zahajena aktivace dendritickych bunek
a jakym zplsobem je koordinovana aktivace specifické imunitni
odpovedi. TLR-4 specificky rozpoznava lipopolysacharid (LPS)
a diky tomuto receporu tedy dendritické burky mohou rozpoznat
v8echny gramnegativni baktérie. V rychlém sledu bylo do dnesni
doby u Clovéka popsano deset TLR a pro vétSinu z nich jsou
dnes znamy rozpoznavané struktury (Tab. 1).
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plazmacytoidni dendritické bunky hraji roli v aktivaci

protivirové imunitni odpovedi. Myeloidni dendritické
bunky exprimuiji zbylé TLR a zahajuji imunitni odpoved’ proti vi-
ram, baktériim, plisnim i parazitdm. Vétsina patogend je navic
rozpoznavana vice TLR, ¢imz je zajiSténa lepsi obrana proti in-
fekai.
Bunécna lokalizace TLR také koreluje s charakterem jejich ago-
nistd. TLR1, TLR2 a TLR4 jsou lokalizovany na bunécném po-
vrchu a po aktivaci svymi agonisty (vétSinou slozkami povrcho-
vych struktur patogentl) se dostavaji do fagozom@. Na druhé
strané TLR3, TLR7, TLR9, které vSechny rozpoznavaiji virové
nukleové kyseliny, jsou lokalizovany v membranach intracelu-
larnich kompartmentd, které fuzuiji s fagozomy. Tato lokalizace
pravdépodobné omezuje aktivaci bunéénymi nukleovymi ky-
selinami a naopak usnadniuje pristup k ligandldm patogenniho
ptivodu.
Po identifikaci TLR byly postupné identifikovany dalsi receptory,
pomoci kterych dendritické bunky rozpoznavaji patogeny, jako
napr. lektiny typu C, proteiny ze skupiny NOD a NALP.

Signaly zprostiredkované cytokiny

Byly zminény nejriiznéjsi receptory, pomoci nichZz dendritické
buriky detekuji pritomnost sloZzek patogent. Dendritické buriky
mohou vSak rozpoznavat pfitomnost ,nebezpeci i nepfimo —
detekei prozanétlivych cytokin (napr. TNF, IL-18, IFNa a IFNB)
produkovanych rliznymi bunkami, makrofagy, NK burkami,
NKT bunkami, zirmymi a endotelialnimi bunkami, které se v pri-
tomnosti patogenu aktivovaly. Timto zplsobem je déle zvySo-
vana aktivace dendritickych bunék a mohou tak byt aktivovany
i bunky, které prfimo nerozpoznaly patogen pres jejich PRR.

Je ov8em tfeba zdlraznit, Ze dendritické buriky aktivované pou-
ze zanétlivymi mediatory bez pfitomnosti TLR ligandu nejsou
kompletné maturované, nebot T bunkam nejsou schopny po-
IL-12 p70, ktery je hlavnim diferenciacnim faktorem Th, bunék,
a bylo ukazano, ze jeho produkce mdze byt vyvolana pouze
PAMPs (ligandy TLR) a nikdy ne pouze plsobenim zanétlivych
cytokinG.(9

Signaly zprostiredkované aktivovanymi
lymfocyty

Aktivované T lymfocyty exprimuiji molekulu CD40L a ta po vazbé
na CD40 aktivuje dendritické bunky, véetné produkce IL-12p70.
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Tab. 1 - Mikrobialni komponenty rozpoznavané Toll-like receptory

ND = neuréeno

Mikrobialni komponenta Druh patogenu Receptor
Baktérie

LPS gramnegativni baktérie TLR4
triacyl lipopeptidy mykoplazmy TLR6/TLR2
triacyl lipopeptidy baktérie a mykobaktérie TLR1/TLR2
LTA streptokoky skup. B TLR6/TLR2
peptidoglykan grampozitivni baktérie TLR2
Poriny Neisseria TLR2
lipoarabinomanan mycobaktérie TLR2
flagelin bicikaté baktérie TLR5
CpG-DNA baktérie a mykobaktérie TLR9

ND uropatogenni baktérie TLR11
Plisné a houby

zymosan Saccharomyces cerevisiae TLR6/TLR2
fosfolipomanan Candida albicans TLR2
Manan Candida albicans TLR4
glukuronoxylomanan Cryptococcus neoformans TLR2 and TLR4
Paraziti

tGPI-mutin Trypanosoma TLR2
glykoinositolfosfolipidy Trypanosoma TLR4
Hemozoin Plasmodium TLR9
profilin-like molecule Toxoplasma gondii TLR11

Viry

DNA DNA-viry TLR9
dsRNA viry TLRS3
ssRNA RNA viry TLR7 and TLR8
proteiny obalu RSV, MMTV TLR4
hemaglutinin protein Virus spalni¢ek TLR2

ND HCMV, HSVA TLR2
Hostitel

Heat-shock proteiny 60, 70 TLR4
Fibrinogen TLR4

NK, NKT buriky a urcité subpopulace yd T bunék, tedy populace
tzv. ,lymfocytl prirozené imunity, maji rovnéz potenciél vyvolat
maturaci dendritickych bunék, prestoze presny mechanismus
aktivace neni v tomto pfipade znam.

Endogenni signaly

Délezitym a intenzivné feSenym problémem je otézka, zda-li mo-
hou byt dendritické burky aktivovany i endogennimi signaly. To
je velmi dllezité napriklad v pripadé indukce imunitni reakce proti
nadorove transformovanym bunkam.

V literature bylo publikovano nékolik skupin molekul, které vedou
k aktivaci dendritickych bunék pri tkariovém poskozeni, pripadné
pri nefyziologické smrti buriky napr nekrézou. Jde napr. o kyseli-
nu mocovou, hyaluran, ATP, proteiny teplotniho Soku. Jde ovSem
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stéle jesté o nevyreSenou a kontroverzni oblast. V kazdém pripa-
dé je indukce imunitni odpoveédi napriklad proti nadorovym buri-
Existuji prace prokazujici, ze bunky, které zahynuly nekrotickou
smrti, dokazi predat dendritickym burikam tzv. ,danger signal®,
a tak je aktivovat. Mezi kandidatni molekuly zodpoveédné za akti-
vaci dendritickych bunék mrtvymi burikami jsou nejéasteji zmino-
vany bilkoviny tepelného Soku.

Charakteristika procesu maturace

Maturacni proces (spustény maturacnim signalem, napr. ligan-
dem TLR) je komplexni v Case probihajici proces, béhem nehoz
dojde ke zménam v expresi témér tisice gent a ktery vede ke
vzniku zralé dendritické buriky, schopné aktivovat antigen spe-
cifické T lymfocyty.(") (Obr. 3)
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Migrace dendritickych bunék

Béhem maturace dochazi k presmyku v produkci chemokinovych
receptortl. Nezralé dendritické bunky exprimuji predevsim CCR5
a jsou atrahovany do perifernich tkani chemokinem MIP-3p. Po ak-
tivaci dojde ke snizeni jeho exprese a na povrchu dendritickych bu-
nék se objevuje predevsim receptor CCR7 (v mensi mife CXCR4),
specificky pro chemokiny secernované v sekundarnich lymfatickych
organech ELC (CCL19) a SLC(CCL21). Nasledné tedy dendriticka
bunka unika z lokalniho gradientu MIP-3p a presunuje se do T zony
lymfatickych uzlin. CCR7 je také exprimovan naivnimi T lymfocyty
a hraje tedy dllezitou Ulohu ve smérovani téchto dvou bunécnych
populaci do stejného mista, ¢imz je zabezpeCena jejich interakce.

Zpracovani antigent

Dendriticka bunka prochazejici maturaci prestava velmi rychle
pohlcovat okolni antigeny a soustredi se na zpracovani téch
fragmentt, které ji aktivovaly. ZvySena transkripce gent pro
MHC I. a ll. tfidy ma za nasledek vyssi syntézu téchto molekul
a jejich zvySeny transport na membranu. Spolu se zvysenou
syntézou se na jejich zmnozeni po aktivaci podili také fakt, ze
se prodluzuie jejich stabilita. Exprese MHC molekul na dendritic-
kych bunkach je 10-100krat vySSi nez na makrofazich.

Kostimulaéni a adhezivni molekuly

Zralé dendritické burky exprimuiji celou fadu dosud znamych kos-
timulacnich molekul. Dobre popsané jsou zmeény v expresi molekul
B7.1 (CD80), B7.2 (CD86) , které vazi CD28 a CTLA-4 na T lym-
focytech. Nedavno byly popsany dalsi ¢lenové rodiny B7 molekul:
B7H-1 aB7-DC . Zralé dendritické bunky maji takeé vysokou expre-
si adhezivnich molekul podilejicich se na interakci s T lymfocyty.

Produkce cytokintu

Maturaci dendritickych bunék je spusténa produkce mnoha cy-
tokin{, jednak zanétlivych, které primarné funguji jako systémové
nebo lokalni signalizatory zanétu (TNFa, IL-1, IL-6), a dale cytoki-
nd imunoregulacnich (IL-12, IL-18, IFNa, IL-6, IL-10), které ovliv-
nuji T-bunky a ve vysledku urcuii typ T-bunécné odpovedi. Zrejme
produkovat bioaktivni formu IL-12, heterodimer IL-12 p70, ktery
smeéruje diferenciaci nediferencovanych ThO CD4+ bunék do fe-
notypu Th,. Sekreci IL-12 p70 indukuiji nékteré TLR ligandy a sig-
naly T bunék (CD40L). Produkce cytokinl je klicova pro uréeni
typu imunitni reakce, kterou dendriticka bunka aktivuje. Aktivace
vétsiny TLRs napriklad vede k produkci IL-12, IL-18 a IFNa, coz
jsou cytokiny, které polarizujf imunitni odpovéd smérem k typu Th,.
Méné je znamo o faktorech polarizujicich imunitni odpoved ve
sméru Th,. Elegantni prace provedena na mysim modelu pro-
kazala, Ze k Th,, typu imunitni odpovedi dochazi v nepfitomnosti
stimulace pres TLRs.? Dendritické buriky, které produkuji IL-10,
jsou dlleZité pro indukci regulacnich T lymfocytll. Zcela recentni
publikace také indentifikovaly IL-23, produkovany po stimulaci
receptoru Dectin-1 nékterymi kvasinkami, jako ddlezity polari-
zaéni faktor pro nové identifikované Th17 T lymfocyty.(19
Dendritické buiiky a urceni typu bunécné
odpovédi
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by se mohlo zdat z prfedchozi kapitoly, a je intenzivné zkou-
mano. V soucasné dobé jde moznd o vibec najaktraktivnéjsi
oblast vyzkumu v oblasti bunécné imunologie. T lymfocyty se
po své aktivaci mohou diferencovat do celé rfady funkéné odlis-
nych bunék. Dobfe popsany jsou pomocné lymfocyty typu Th,,
Th,, regulacni T lymfocyty a Th,, lymfocyty. Aktivované CD4
i CD8 T lymfocyty se mohou déle diferencovat v centralni nebo
efektorové pamétové bunky. Charakter T bunécné odpovedi
proti uréitému antigenu tedy ovliviiuje soubor faktor( plsobi-
cich v okamziku rozpoznavani antigenu na dendritické bunce.
Vysledna aktivace T bunky zavisi na kvantité a kvalité signald,
které prijmou od dendritické burky, tj. napf. na hustoté MHC-
peptidovych komplexU (davce antigenu), expresi kostimulacnich
molekul na povrchu dendritické bunky, produkci cytokin(
dendritickou bunkou, ale i dalSimi bunkami, které utvare-
ji specifické mikroprostredi v okoli imunologické synapse.
Rozhoduijici je rovnéz doba trvani interakce mezi dendritickou
bunkou a T lymfocytem.

VSechny tyto faktory jsou z&asti dany zakladnimi viastnostmi
subpopulace dendritické bunky, na které je antigen vystaven
(jejim genetickym programem), a z&asti aktivacnim stavem této
dendritické bunky. Aktivace dendritické bunky zavisi na kon-
textu, v némz byl antigen rozpoznan, predevsim pak na typu
PAMPs, které patogen obsahuie.

Navrzeny byly tfi mozné modely, které vysvétluiji, jakym zplso-
bem dendritické buriky moduluiji typ bunééné odpovedi. V praxi
je zfejmé polarizace imunitni odpovedi vysledkem kombinace
vSech téchto scénéard.

1. Rlzné populace dendritickych bunék jsou specializované na
indukci kvalitativng odliSnych imunitnich odpovédi, napf. Th, ne-
bo Th,,.

Neékteré prace prosazovaly hypotézu, ze myeloidni dendritic-
ké bunky indukuji Th, a lazmacytoidni dendritické burky Th,
typ bunécné odpovedi. Jak jiz bylo zminéno, obé subpopulace
exprimuji rzné TLRs a jsou specializovany na indukci imunitni
reakce proti rliznym antigendim.

2. Béhem procesu maturace se nejprve z nezralych dendritic-
kych bunék vyvinou zralé dendritické bunky produkujici vysoka
mnozstvi IL-12 p70 a indukuji Th, odpoved. Po urcité dobé pro-
dukce IL-12 p70 odezni a dendritické bunky profiluji odpoved
smérem Kk Th,,.

3. Jedina populace dendritickych bunék miize davat vznik rliz-
nym typdm maturovanych bunék s odliSnou schopnosti indukce
Th, nebo Th, odpovedi v zavislosti na typu matura¢niho signalu.

Vyuziti dendritickych bunék v imunoterapii
nadorovych onemocnéni

Imunoterapie nadorovych onemocnéni

V prvni Casti této prace byla shrnuta znama fakta o biologii
dendritickych bunék. Poznani klicové role dendritickych bunek
Vv procesu zahajeni imunitni reakce a moznost jejich pfipravy ve
velkém mnozstvi in vitro vedly k Uvaham o jejich vyuziti v imuno-
terapii nadorovych onemocnéni. Aktivace imunitni reakce proti
nadorovym bunkam by byla vyznamnym prinosem pro terapii
nadord. Mlze vSak byt protinadorova imunoterapie Uispé&sna?
Nadorové bunky exprimuiji nékteré antigeny, které se na jinych
bunécnych typech nevyskytuji. Téchto tzv. nadoroveé specific-
kych, resp. asociovanych antigend, je jiz popsano velké mnoz-
stvi. Problémem je, ze nadorové buriky samy nemohou fungovat
jako antigen prezentuijici bunky, protoze neexprimuiji kostimulac-
ni molekuly. Nadorové bunky maiji navic celou fadu mechanis-
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mU, kterymi mohou uniknout imunitnimu dohledu. Pro aktivaci
imunitni odpovedi je nutné, aby byla nadorova bunka pohlcena
dendritickou burikou a aby byly fragmenty nadorovych antigenti
nasledné prezentovany v lymfatickych uzlinach zralymi dend-
ritickymi bunkami. Jak bylo ovSem zminéno v kapitole o sig-
nalech schopnych aktivovat dendritické bunky, nejucinngjsimi
aktivatory jsou struktury pochazejici z infekénich agens. Jako
endogenni signaly, které mohou zptsobit aktivaci dendritickych
bunék pfi interakci s nadorovou bunkou, byly identifikovany ky-
selina mocova a proteiny teplotniho Soku.(* 19 Jejich aktivaéni
potencial je ovsem mnohem nizsi nez aktivacni potencial napr.
ligand® Toll-like receptorll. Aktivace imunitni reakce proti nado-
nim agens.

Pri imunoterapii dendritickymi burikami by byly pacientdim podéa-
vany dendritické burky prezentujici nadorové antigeny (Obr. 1c).
Aktivace by probéhla pfi pfipravé vakciny pomoci exogenné
pridanych aktivatord. V optimalnim piipadé by po vakcinaci ta-
kovou protinadorovou vakcinou doslo k aktivaci komplexni imu-
nitni reakce, ktera by vedla k eliminaci populace nadorovych
bunék (Obr. 4).

V této Casti prace jsou shrnuty soucasné znalosti o roli imunit-
niho systému v obrané proti nadorfim. Dale jsou diskutovany
predpoklady, které by mély byt spinény, aby imunoterapie na-
dorovych onemocnéni méla co nejvetsi Sanci na Uspéch.

Role imunitniho systému v obrané proti
nadorim

Zasadni pro racionalni vyuZiti imunitniho systému v 1é¢bé nadord
je predpoklad, Zze imunitni systém je schopen rozeznat neoplas-
tické bunky a znicit je dfive, nez se Klinicky projevi jako zavazné
onemocneni. Myslenka, ze imunitni systém je schopen rozeznat
a odpovidat na nadorové bujeni, byla poprvé formulovana na
pocatku dvacatého stoleti, kdyz americky chirurg W. Coley za-
znamenal vzacné regrese nadort v priibéhu bakteridlnich infekct.
V roce 1950 byly publikovany studie, které ukazaly, ze inbredni
mySi mohou byt imunizovany proti nadortim indukovanym karci-
nogeny a ze protilatky vytvorené proti odvrzenému tumoru byly
specifické. Tyto objevy vedly v roce 1957 k formulaci hypotézy
0 protinadorovém imunitnim dohledu. Hypotéza byla vyslove-
na Thomasem a Burnetem a predpokladala existenci stréaznych
bunék pochazejicich z thymu, které trvale monitoruji pritomnost
transformovanych nadorovych bungk.(1®

Existence protinadorového dohledu by tedy méla znamenat, ze
imunodeficitni jedinci maiji vy$si frekvenci nadorovych onemoc-
néni. Rozhoduijici dlikaz o roli imunitniho systému v obrané proti
nadortm poskytly studie na mysich bez funkénich gend pro re-
kombinaci T a B bunécnych receptortl RAG1 a RAG2 (RAG -/-).
Tyto mysSi nemaji T a B lymfocyty, protoze nemohou prestavit
antigenné specifické receptory. RAG -/-mySi nejenze vyvinou
chemicky indukované nadory rychleji a s vetsi frekvenci nez
imunokompetentni kontroly, ale také tvofi mnohem vice spon-
tannich tumord, kdyz pokus probiha po dostate¢né dlouhou
dobu.t”

Analogické studie na dalSich mysich modelech identifikovaly
roli dalsich bunécnych komponent imunitniho systému v pre-
venci nadoroveho onemocnéni. Selektivni eliminace NK bunék
u mysi, jimz byly podany anti-asialo-GM1 protilatky, je ¢ini tfikrat
vnimaveéjsi k chemicky indukovanym tumor@im. Podobné kmen
mysi, které nemaji NKT bunky, ma vyssi incidenci chemicky in-
dukovanych tumord.
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Podavani a-galactosylceramidu, jenz je aktivacnim ligandem
NKT bunék, v modelech chemicky indukované tumorogenese
snizilo vyskyt nadorl ve srovnani s kontrolni skupinou. Tyto stu-
die nejenze podporuiji teorii o roli imunitniho systému v kontrole
tvorby nadord, ale také odhaluji ddileZitou roli specifické i nespe-
cifické imunity v tomto procesu.

Prlikopnické studie v laboratoti prof. Schreibra na univerzité ve
Washingtonu ukazaly zasadni roli interferonu vy (IFN-y) v imunit-
nim dohledu. Ztrata funkce IFN-y pomoci neutralizace monoklo-
nalnimi protilatkami nebo pomoci genetické manipulace zvySuje
vnimavost k chemicky indukovanym i spontannim tumor@im.
IFN-y podporuje tvorbu antigen-specifickych CD4 Th1 bunék
a cytotoxickych T lymfocytl (CTL), podporuje aktivaci dendri-
tickych bunék a makrofagl a inhibuje angiogenezi. Dokonce
samotné nadorové bunky se ukazaly byt vyznamnym bunéc-
nym cilem Ucinku IFN-y, protoze tento cytokin indukuje zvySeni
exprese nekterych slozek MHC |. V dalSich experimentech byl
jako dulezitd molekula protinadorové obrany identifikovan také
perforin.

,,Cancer Immune Editing* — editace nadoru imunitnim
systémem

V ramci diskuse o existenci imunitniho dohledu proti nadoro-
vym bunkam je tfeba zminit novou hypotézu Dunna et al., na-
zyvanou ,Cancer immune editing®, tj. editace nadoru imunitnim
systémem. ('8 Jde o rozvinuti pvodni teorie Thomase a Burneta
0 poznatky ziskané béhem poslednich let pfi pokusech s RAG
deficitnimi modely. Tyto pokusy odhalily vyznamné rozdily
v imunogenicité nadord v zavislosti na hostiteli, ve kterém rost-
ly. Pokud byl tumor, izolovany z RAG-2 -/- mysi bez funkéniho
imunitniho systému, transplantovan do mysi stejného kmene,
rostl se stejnou kinetikou. Stejné tak prenos nadoru rostouci-
ho v imunokompetentni mysi do kontrolni mysi téhoz kmene
také vedl k rychlé implantaci a rozvoji véech tumord. Zajimaveé
a necekané je ovSem zjisténi, Zze témeér 50 % tumord rostoucich
v RAG-2 -/- imunokompromitovanych mysich bylo odvrzeno
po prenosu do imunokompetentniho hostitele. Nadory, které
rostou v nepritomnosti funkéniho imunitniho systému, jsou tedy
vice imunogenni nez tumory vytvorené v imunokompetentnich
hostitelich. VySe uvedené vysledky naznacuii, ze imunitni systém
vyviji na nadorove bunky neustaly selekéni tlak, ktery vede k se-
lekci takovych variant transformovanych bunék, které dokazi
uniknout efektorovym mechanismdm imunitniho systému. Dunn
navrhuje rozliSovat tfi odliSné urovné v procesu boje imunitniho
systému proti nadorovym bunkam — eliminaci transformované
bunky (elimination), ustanoveni rovnovahy mezi transformova-
nou burikou a organismem (equilibrium) a tnik transformované
bunky pred kontrolou imunitniho systému (escape).

Ve vétsing pripadl je nadorova burika rozpoznana v ¢asnych sta-
diich transformace a znicena imunitnim systémem. Cely proces
zde miize skoncit nebo prejit do dalSich fazi. Ve fazi ustanove-
ni rovnovahy hostitelsky imunitni systém a prezivajici nadorovée
bunky vchazeji do stadia dynamické rovnovahy. Nesmirmna pri-
zpUsobivost nadorovych bunék vyplyvajici z rostouci genetické
nestability nakonec da vzniknout novym genotyplim, které zmen-
& imunogenicitu a mize dojit k fazi Uniku této bunky pred vii-
vem imunitniho systému. Faze ustanoveni rovnovahy je nejdelsf
7 téchto tif procest a klinicky se nejvice shoduje s preneoplastic-
kym onemocnénim, které nejCastéji zlistava nediagnostikované.
Vysledkem stadia rovnovahy mohou byt tfi riizné situace: 1. kom-
pletni eliminace nadorovych bunék; 2. dlouhodobé, mozna sta-
|& udrZzeni dynamické rovnovahy mezi aktivni imunitni odpovedi
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Obr. 4 — Obecné schéma protinadorové imunoterapie pomoci vakciny z dendritickych
bunék

a vymezenou populaci nadorovych bunék; 3. Unik pred kontrolou
imunitni reakce a rozvoj klinického onemocnént.

Mechanismy tiniku nadorovych bunék pred imunitnim
systémem

Nadorové bunky vyvinuly Fadu strategii, pomoci nichz jsou
schopné uniknout kontrole imunitniho systému. Nadorové
bunky Gasto produkuii transformuiici rastovy faktor B (TGF- B)
a interleukin 10, tedy cytokiny, které inhibuji protinadorovou
imunitni reakci. DalSim unikovym mechanismem jsou &asté
mutace v genech, které koduji bilkoviny dllezité pro prezentaci
antigent v antigen prezentuijicich burikach. Jde napf. o mutace
v genech pro B,-mikroglobulin nebo v genech kédujicich pod-
jednotky proteazomu. Tyto mutace vedou ke vzniku rezistence
k CD8 T lymfocytdm. Tento fakt je obtizné prekonat navzdory
skutecnosti, ze snizena exprese MHC | vede k vySSi vnimavosti
nadorovych bunek k NK bunkam. Predpoklada se, ze komplex-
ni stimulace imunitni reakce, zahrnujici aktivaci CD4 T bunék
a protilatek produkovanych B burikami, mtiZze tento nedostatek
vyrovnat, jak bylo dokazano ve studiich na mysim modelu.
Kromé tohoto mechanismu je riist nadorovych bunék samozrej-
mé také ovlivhovan okolnim stromatem. Imunizace proti pro-
duktéim specifickym pro stromalni buriky také mdze ovlivnit rdist
nadoru. Prikladem miZe byt indukce imunitni odpovédi proti
proteiniim, které se Ucastni angiogeneze, jako je VEGFR2 (re-
ceptor pro vaskularni endotelidni ristovy faktor).

Preneoplasticky stav rozeznany imunitnim systémem

Pokud chceme uvazovat o imunoterapii nadord, je treba ziskat
dlikazy o tom, Ze preneoplastické a nadorové buriky jsou i u li-
di cilem specifické imunitni odpoveédi. Studium imunitni reakce
béhem rozvoje nadoru je u lidi nesmirné komplikované, protoze
vétSina preneoplastickych |ézi neni rozpoznana a diagnostiko-
van je az klinicky detekovatelny nador. A pritom pravé studi-
um preneoplastickych lezi mze poskytnout velmi cenna data.
Prvni otézkou je, zda-li je u pacientll s preneoplazii detekova-
telna imunitni odpoved proti transformovanym burikam. Pokud
ano, pak by studium antigend, proti kterym je namitena, moh-
lo pomoci identifikovat antigeny, které jsou skutecné efektivni
pro eliminaci nadorovych bunék. Preneoplazie ¢asto zlstava
po dlouhou dobu, nékdy i dozZivotné, stacionarni, a je mozné,

Postgradualni medicina, 2009, 11, €. 2

7e imunitni reakce je u ni namirfena proti jinym antigendm nez
u pokrogilych nadord. Rozdil v kvalité imunitni reakce by pak byl
zodpovédny za nekontrolovany rist nadorovych bunék u paci-
entl s klinicky rozvinutym onemocnénim a stélou dynamickou
rovnovahou mezi preneoplastickymi bunikami a imunitnim syste-
mem u preneoplazie.

Nejucelengjsi soubor dat o roli a charakteru imunitni reakce u lid-
ské preneoplazie byl ziskan u pacientt s monoklonaini gamapatif
nejasného vyznamu (monoclonal gammopathy of unknown signi-
ficance, MGUS).'9 Pacienti s MGUS maji v kostni dieni klonalni
expanzi plazmatickych bunék, které jsou podle vSech parametr(i
(cytogenetika, fenotyp, expresni profilovani genovymi Cipy) té-
mer¥ totozné s nadorovymi burikami u mnohocetného myelomu.
Zatimco MM je ovSem onemocnéni s velmi Spatnou progndzou
a bez léCby zcela infaustni, pacienti s MGUS zpravidla zCstavaji
klinicky stabilni po mnoho let, bez rozvoje MM. Studium MGUS
a MM je technicky jednodussi nez studium solidnich nadord, pro-
toze nadorové bunky i bunky imunitniho systému mohou byt po-
merne jednoduse izolovany z kostni dfene.

Bylo zjisténo, ze pacienti s MGUS maji v kostni dreni i v periferni
krvi lymfocyty, které jsou schopny rozpoznavat autologni nadorove
bunky a reagovat produkci IFNy. U MM takové bunky detekovat
nelze a nadorove specifické lymfocyty je mozno stimulovat az po
minimalné dvou tydnech in vitro stimulace. Tyto skutecnosti ukazu-
jf, ze lidsky imunitni systém je schopen rozpoznavat a odpovidat na
preneoplastické stadium. Prvnim z antigend, ktery je navic speci-
ficky rozpoznavan pouze u MGUS, je transkripcni regulator SOX2.
Jde o jeden ze ¢tyr transkripcnich faktort, které jsou zcela klicové
pro funkci kmenovych bunék, a je Casto exprimovan v nadorovych
kmenovych burikach.®? Tato populace bunék je v nadorové tkani
jako jedina schopna sebeobnovy a dava vznik vsem dalsim, vice
diferencovanym nadorovym bunkam. Zda se tedy, ze u MGUS je
populace nadorovych bunék ,drzena“ pod kontrolou diky imunitni
reakci, ktera specificky potlacuje progenitorovou populaci kme-
novych nadorovych bunék. V dalsich studiich je tfeba zhodnotit,
zda podobna odpoved existuje i u dalSich preneoplastickych stavt
a identifikovat dalsi antigenni cile takové odpovedi.

Klinické aplikace imunoprevence nadorovych
onemocnéni

Existuje mnoho skupin pacientt a klinickych situacf, v nichZ je
mozné uvazovat o klinické aplikaci protinadorové imunoterapie.
Primami prevence vyzaduje identifikaci osob s vysokym rizikem
rozvoje nadoroveho onemocnéni. To je dnes nejCastéji mozné
u pacientt s dédicnymi syndromy, které zvysuji zasadnim zpU-
sobem riziko rozvoje nadorl. Jde napf. o pacienty s Li-Fraumeni
syndromem, mutacemi v BRCA apod., u kterych mohou byt de-
tekovany specifické mutace, a také zvysené riziko rakoviny.@"
Dalsi skupinu kandidatd na imunoprevenci nadord predsta-
vuji pacienti s jiz detekovanym preneoplastickym onemoc-
nénim.®2 29 U téchto pacientd je dlleZitéa prevence progrese
do stadia maligniho tumoru. Jde napriklad o pacienty s kolo-
rektalnimi polypy, oralni leukoplakii, cervikalni intraepitelialni
neoplazii ¢i MGUS. Nejpocetngjsi skupinu pacientl, u kterych
bude zvazovana protinadorova terapie, budou vzdy tvorit paci-
enti s jiz diagnostikovanym nadorem. V dosud probéhlych stu-
diich byla imunoterapie testovana jako posledni pfistup u pa-
cientl, ktefi byli ve velmi pokrodilém stadiu diseminovaného
onemocneéni a kteri podstoupili chemoterapii. Neni prekvapu-
jici, ze za takovych podminek je nade€je na trvaly efekt imuno-
terapie mala. Je spise prekvapuijici a povzbudivé, ze vétSinou
doslo k indukci detekovatelné imunitni odpoveédi. Je treba, aby
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Obr. 5 — Rozdil v nacasovani protinadorové imunoterapie do ¢asné nebo pozdni faze nadorového onemocnént.

byla imunoterapie zafazena do soucasnych lécebnych sché-
mat, nejlépe u pacientd ve stadiu minimalni rezidualni nemoci,
napf. po radikalnim chirurgickém vykonu. Rozdil v charakte-
ru imunitni reakce pfi imunoterapii ¢asnych a pozdnich stadif
onemocneéni je znazornen na Obr. 5.

V optimalnim pfipadé prezentuji dendritické buriky nadorové
antigeny v lymfatickych uzlinach a aktivuji antigen specifické
T lymfocyty. Nasledné jsou aktivovany B lymfocyty a vysled-
kem je klonalni expanze nadorové specifickych T lymfocyt(
a produkce specifickych protilatek.

V pripadé protinadorové vakcinace ve stadiu preneoplazie na-
sleduje v dalsi fazi tvorba pamétovych bunék. Jestlize poté
zacne nador rlst, vyvola aktivaci mohutné sekundarni imunitni
reakce s rychlou expanzi velkého mnozstvi efektorovych bunek
a tvorbou vysokych titrd protilatek.

Ma-li byt Uspésna imunoterapie nadoroveho onemocnéeni v pokro-
cilém stadiu, musi dojit k rychlé indukci velkého mnozstvi efekto-
rovych bunék, coz je velmi nesnadny Ukol. Efektorové bunky must
poté migrovat do nadorove tkang, coz je znesnadnéno prftomnosti
imunosupresivnich latek, které produkuje nadorova tkan, a takeé
nadorovym stromatem. V pokrocilém stadiu onemocnéni je na-
vic populace nadorovych bunek heterogenni a nekteré bunky jiz
nemusi exprimovat nadorové antigeny. Tyto buriky nemohou byt
rozpoznany antigen specifickymi T lymfocyty a protinadorovymi
protilatkami a jsou rezistentni k destrukci mechanismy imunitniho
systému. Populace rezistentnich nadorovych bunék roste nezavis-
le na pritomnosti imunitni reakce a dava vzniknout nadoru, ktery je
zcela rezistentni k protinadorove imunoterapi.

Imunoterapie nadorovych onemocnéni
dendritickymi buiikkami

V souladu s vySe uvedenymi fakty je zfejme, ze v optimalnim
pripadé by méla byt protinadorova imunoterapie zahajena v co
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nejcasnejsim stadiu onemocnéni, eventualné ve fazi, kdy je v or-
ganismu pfftomno malé mnozstvi nadorovych bunék. Soucasné
terapeutické protokoly pouzivané v onkologii (chirurgie, chemo-
terapie, radioterapie) jsou relativné velmi ucinné ve své schop-
nosti zredukovat mnoZstvi nadorovych bunék. U mnoha typ(
malignit ovSem zUstévé problémem perzistence malého mnoz-
stvi bunék rezistentnich na pouzité Iéky. Tento stav se nazyva
minimalni rezidualni nemoc (MRN) a existuje zavislost mezi hladi-
nou MRN a progndézou pacienta. Prezivajici bunky daji v dalSim
prdbéhu choroby vznik nové, terapeuticky jiz tézko ovlivnitelné
nadorové populaci. Pacienti ve stadiu MRN by tedy mohli byt
vhodnymi kandidaty pro protinadorovou imunoterapii, protoze
aktivace specifické protinadorové imunitni reakce by v této fazi
mohla vést ke zlepSeni progndzy onemocnéni.

Obecné schéma imunoterapie dendritickymi bunkami je znazorng-
no na Obr. 3. Po vybéru pacientt, ktefi jsou zarazeni do studie, je
pripraveno velké mnozstvi nezralych dendritickych bunék z mono-
eyt v periferni krvi v pitomnosti cytokint GM-CSF a IL-4. Po péti
dnech dojde k diferenciaci monocytll v nezralé dendritické bur-
ky. Dalsi postup zavisi na typu nadorového antigenu, ktery je pro
imunoterapii planovan. Pii pouziti mrtvych nadorovych bunék jako
zdroje celého spektra nadorovych antigent je prvnim krokem inku-
bace dendritickych bunék s nadorovymi burikami.?* 29 Po pohlce-
ni nadorovych bunék jsou nasledné dendritické bunky aktivovany
a zralé dendritické bunky, které prezentuji nadorove antigeny, jsou
poté jako protinadorova vakcina podany zpét pacientovi.

Pri pouziti pfesné definovanych epitopli nadorovych antigenti ve
formé kratkych peptidl jsou dendritické burnky nejprve maturo-
vany a teprve zralé dendritické bunky, které exprimuiji velké mnoz-
stvi HLA molekul, jsou inkubovany s nadorovym antigenem.
Dalsi testované formy nadorovych antigenl jsou transfekce
dendritickych bunék RNA izolovanou z nadorovych bunék nebo
plazmidy kodujicimi nadorovy antigen.

Rychle po objasnéni role dendritickych bunék v indukci imunitnf
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reakce a publikaci protokolt pro jejich pripravu z monocytt bylo
provedeno nékolik klinickych studii u fady nadorovych onemoc-
neni (napf. maligni melanom, renalni karcinom, non-Hodgkinsky
lymfom a dalsi). U fady téchto studii doslo k laboratorné dete-
kovatelné indukci protinadorové imunitni odpovedi, ale i pres
nékolik popsanych regresi nadorovych lezi, nebyl klinicky efekt
vétsinou dlouhodoby.

Jak bylo uvedeno v predchozi kapitole, zasadnim problémem
provedenych studif je, ze do nich byly vylu¢né zahrmuti pacienti ve
velmi pokrodilych fazich onemocnéni, u kterych byly jiz vyCerpany
v8echny ostatni terapeutické modality. Imunitni systém byl tedy
vyrazné poskozen jak probéhlou chemoterapii, tak imunosupre-
sivnimi mechanismy nadorové tkang. Je také nutné zdlraznit, Zze
v téchto studiich byly pouZity nezralé & pouze nedokonale akti-
vované dendritické buriky. Je opét nutno zdlraznit, Ze v souladu
s teoretickymi predpoklady i experimentalnimi daty ma protina-
dorova imunoterapie nejvetsi Sanci na Uspéch v pripadé, ze bude
aplikovana pacientlim v ¢asnych fézich onemocnéni, pripadné
pacientim po radikalnim chirurgickém vykonu ve fazi minimalni
rezidualni nemoci.

Nové planované klinické studie, vCetné studii planovanych na
2. LF UK a FN Motol, také pocitaji s pouzitim dendritickych bu-
nek, které budou aktivovany ligandy TLR. Predmétem intenziv-
niho vyzkumu je ov8em fada dalSich parametr. Jde predevsim
o mnozstvi podavanych dendritickych bunék a frekvenci a cel-
kovou dobu podavani protinadorové vakciny. Roli v efektivité
podavané vakciny ziejmé hraje také zplsob podani vakciny.
Jako nejlepsi se zatim jevi subkutanni nebo intradermalni injek-
ce, ale stale je zapotrebi hledat strategie, které zaruci, ze se vét-
Sina injikovanych bunék dostane do lymfatickych uzlin. Neméné
ddlezitym problémem je také typ testl, které budou pouzivany
pro monitoraci efektu terapie.

Zavér

Béhem poslednich let byl u¢inén zasadni pokrok v porozuméni
mechanismUm zahéjeni imunitni odpovédi. Cilem protinadoro-
vé imunoterapie je vyuziti téchto poznatkd pro vyvoj imunote-
rapeutickych strategii, které by se staly soucasti standartnich
protokolll onkologické IéCby a prispély by ke zlepSeni progndzy
nadorovych onemocnént.

VWyzkum nddorové imunologie na Ustavu imunologie, UK 2. LF

je podporen Vyzkumnym zamérem Ministerstva Skolstvi MSM
0021620812.
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Seznam zkratek

APC — antigen prezentuijici burika

BCR - B bunéc¢ny receptor

Btk — Brutonova tyrozinkinaza

CTL - cytotoxicky T lymfocyt

GM-CSF - granulocyty monocyty kolonie stimuluijici faktor
IL — interleukin

IFN — interferon

LPS - lipopolysacharid

LTA — kyselina lipoteichoova

MGUS — monoclonal gammopathy of unknown significance
MHC - hlavni histokompatibilni komplex

MM — mnohodetny myelom

MRN — minimalni rezidualni nemoc

MyD88 — myeloid differentiation primary response protein
NK bunky — natural Killers (pfirozeni zabijeci)

NOD - nucleotide oligomerization domain

PAMPs — molekularni struktury asociované s patogeny
PRR — receptor rozpoznavajici molekularni struktury asociované
S patogeny

RAG - gen aktivujici rekombinaci

RNA - ribonukleova kyselina

TAP — transportér sdruzeny s antigenni prezentaci

TCR - T bunécny receptor

Th — pomocny T lymfocyt

TLR —Toll-like receptor
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6 Zavér

Diagnostika a Il&a nadorového onemosm prosla zejména v fibéhu
poslednich dvaceti let podstatnym vyvojem. V diagjite se vyuZivaji zobrazovaci
metody, metody nuklearni mediciny, laboratorni #Sd a v pipact kolorektalniho
karcinomu pedevsim endoskopie, umajgici detekci i velmiasnych 1ézi. Zakladnim a
dosud nenahraditelnym &gobem I[éby solidnich naddr je radikalni chirurgické
odstrarni nadoru (RO resekcefetne spadove lymfatické oblasti. ZvySeni chirurgicke
radikality I&by, zvySeni bezgmosti operaci a dinnéjSi adjuvantni a neoadjuvantni
lécba umoznily zvySit podil vylenych a prodlouZzit ieziti. Resto je hledani dalSich
lé¢ebnych a prognostickych moZznosti naléhavym Ukoldtodstatné zemy lze
ocekavat wasrgjSi diagnostice, detekci geneticky podsrié tumorigenezy, dkterych
momentech chirurgické ¢éy atadt aspeki neoperan¢ vedené onkoterapie. Tam fat
krom¢ (kinngjSich cytostatik také deni prognostickych a prediktivnich biomanker
které povedou k dalSimu zdokonalovani v oblasti inogizace a individudlni
specifikace adjuvantni chemoterapie. Jinymi sloayzaklad laboratorniho vyséeni
téchto biomarkel preducit, zda bude dalSi onkologick&l#a pro pacientaipnosna ve

srovnani s pouhym sledovanim po radikalni chirkdgiesekci.

6.1 Vyznam imunitniho infiltratu u kolorektalniho karci nomu a jeho korelace s

K-ras mutacemi pro prognézu onemoc#ni

Vysledky této prace u paciénts kolorektalnim karcinomenprokazaly, Ze

kombinaci molekularnich biomarker s imunologickymi daty Ize ziskat slibny
prognosticky faktor, pomoci kterého bude mozné tiflkavat rizikové pacienty

ohrozené relapsem onemeénn

* Jedna se o pacienty s mutaci v onkogenu K-ras @rkod 3, nizkou denzitou
TILs a vysokym porrem CD1a+/DC-LAMP+ bugk v nadorove tkani.

Vzhledem ke skutmosti, Ze tito pacienti jsou navic rezistentni il inhibitory

EGFR, a tudiz vystaveni vySSimu riziku amrti na orédgé onemoatni, maji byt po
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radikalnim chirurgickém vykonu indikovani k adjutah onkologické 1éb¢ a

peilivému follow-up.

6.2 Sledovani dynamiky imunitniho infiltratu v zavislogi na stadiu ovarialniho

karcinomu

Tato prace potvrdila vyraznou dynamiku imunitni kea v _mikroprosedi

ovarialniho karcinomw zavislosti na pokrdlosti onemocgni.

» Vysledky ziskané od pacientek s ovarialnim karciemmprokazaly_zrinu

imunitni reakce v gibéhu naddoroveé progrese od efektorovych Thl7 lymfibcyt

smirem k requlanim T lymfocyiim.

* Regul@&ni T lymfocyty v nadorubyly charakterizovany stabilni expresi FoxP3

(ptitomnost demetylace v oblasti TSDR) a expresi kigméniho faktoru Helios,
které potvrzujici jejich stabilitu a vysoky aktird stav Tyto vysledky dokazuji

vyznamny podil Treg na imunosupresivnim mikropedit nadoru v pokialém

stadiu ovarialniho karcinomu.

e Requl&ni T lymfocyty nebyly v nadoru indukovany in situnaivnich T

lymfocyta, ale pochazely z periferni krv€hemotaxe regutaich T lymfocyfi

z periferni  krve byla zprostdkovana pomoci interakce CCR4/CCL22.
Chemokin CCL22 byl v nadoru produkovan zejména radoni buikami,
monocyty/makrofagy a mDC pod vlivem IFN-

Hlavni udlohou Treg je zjewnzabezpé&ovat periferni toleranci a branit vzniku
autoimunitnich onemoeni, na druhou stranu Treg dokazi inhibovat protomédou
imunitni odpo¥d a tim se vyznannpodili na imunosupresivnim mikropriesdi
nadoru. Takova inhibice potétde mit pro onkologické pacienty fatalni nasledky,
neba’ jejich imunitni systém nedokaze s nadorovymikami efektivi¢ bojovat. Tyto
poznatky lze vyuZit ip vyvoji imunoterapeutickych postiapkteré by se staly soasti
standardnich protokdl onkologické |éby. Daraz by nemdl byt kladen pouze na
posileni protinadorovych mechanismimunity, ale také zejména na pctai

imunosupresivniho mikroprasdi nadoru.
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