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Abstrakt

Imunitni systém se tcastni mnoha obrannych mechanismii organismu, béhem kterych
zapojuje rizné typy imunitnich bunék. Imunitni buniky hraji vyznamnou roli pfi vzniku a pro-
gresi nadord, které infiltruji a spoluvytvaii nadorové mikroprostredi. Svou roli hraji i u one-
mocnéni asociovanych s lidskymi papilomaviry. Lidské papilomaviry jsou viry s onkogennim
potencidlem schopné infikovat fadu anatomickych lokalizaci lidského téla. Tato infekce mi-
ze vést ke vzniku benignich 1€zi, preinvazivnich 1ézi a invazivnich karcinomt. Preinvazivni
1éze Casto samovolné regreduji, u pokrocilejSich stadii mize dochézet k progresi. Regrese
nebo progrese 1ézi je dana genotypem HPV a mnozstvim, typem a lokalizaci infiltrujicich
imunitnich bun¢k. Soucinnost téchto faktorti ovliviluje prognézu onemocnéni a piipadnou
1é¢bu, a proto se ur¢eni imunologického skore stava dilezitym diagnostickym parametrem.

Poznatky o vlivu imunitnich bun¢k na buiiky nddorové se uplatiiuji pfi imunoterapeu-
tické 1écbe, kterd je zalozena na aktivaci vlastnich protinadorovych imunitnich mechanism.
Imunoterapie se v kombinaci s dalsi systémovou terapii vyuziva pro 1ébu rezidualniho one-
mocnéni a podle poslednich studii se predpoklada jeji uplatnéni i jako monoterapie prvni vol-
by.

V této praci shrnuji poznatky o imunitnich buiikach infiltrujicich preinvazivni 1éze a
nadory asociované s infekci HPV a popisuji jejich vztah k prognoéze onemocnéni. V nepo-

sledni fad¢€ zminuji moznosti imunoterapeutické 1écby téchto onemocnéni.

Kli¢ova slova: imunitni buitkky, HPV, karcinom, preinvazivni, mikroprostfedi, imunoterapie



Abstract

The immune system participates in many defence mechanisms of the body which in-
volve the action of different types of immune cells. Immune cells play an important role
in tumour development and progression. They infiltrate tumours and contribute to the tumour
microenvironment. They are also implicated in diseases associated with human papillomavi-
rus infection. Human papillomaviruses are viruses with oncogenic potential which cause in-
fection in a number of anatomical locations of the human body. Such infection can lead
to benign lesions, pre-invasive lesions, and invasive tumours. Pre-invasive lesions often re-
gress spontaneously, but at advanced stages of the disease, progression to malignancy can
occur. The tendency to regress or progress varies depending on the HPV genotype involved
in the lesion and the quantity, type, and location of infiltrating immune cells. The synergy
of these factors influences the prognosis and treatment of the disease, and, therefore, deter-
mining the immunological score as an important diagnostic parameter becomes of utmost
relevance.

The knowledge of the effect of immune cells on tumour cells is useful
in immunotherapy, which is based on the activation of the patient's own anti-tumour immune
mechanisms. Immunotherapy is used in combination with systemic therapy for the treatment
of residual disease and has the potential for use as the monotherapy in the future.

This thesis summarizes the findings about immune cells that infiltrate pre-invasive
lesions and tumours induced by HPV and describes their relationship to the prognosis of the
disease. Finally, the potential of immunotherapy for the treatment of these diseases is

pointed out.

Key words: immune cells, HPV, cancer, pre-invasive, microenvironment, immunotherapy
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1. Uvod

Imunitni systém chrani organismus ptred Skodlivymi latkami a cizimi i1 vlastnimi bun-
kami, které rozpoznéava jako potencidlné nebezpecné. Pfi obrannych procesech zapojuje nea-
daptivni i adaptivni imunitni mechanismy, jejichz rovnovaha a moznost regulace je dilezita
pro zajisténi adekvatni imunitni odpovédi. Ta je zprosttedkovana na systematické 1 lokalni
urovni riznymi typy imunitnich bunék. Lokalni ptisobeni imunitnich bunék hraje vyznamnou
roli v eliminaci nddorovych onemocnéni. Imunitni buniky spoluvytvaii nddorové mikro-
prostiedi, v rizném mnozstvi jej infiltruji, ¢imz mohou ovlivnit progresi nebo regresi one-
mocnéni a progndzu pacienta.

Nadorové mikroprostiedi se sklada z heterogennich populaci bunék protkanych hustou
cévni siti, kterou nddor kompenzuje zvySenou potiebu kysliku a glukézy. Vznik naddoru pted-
stavuje komplexni a mnohastupniovy proces, pii kterém se somatickd builka stdva bunikou
nadorovou. Na tomto procesu se mohou podilet 1 biologicti ¢initelé, jako jsou bakterie a viry.

Mezi viry s onkogennim potencidlem patii i papilomaviry (PV, z angl. papillomavi-
rus). PV jsou malé neobalené DNA viry, které¢ infikuji epitelidlni buiiky lidi i1 zvitat. Lidské
papilomaviry (HPV, z angl. human papillomavirus) mohou deregulovat bunécny cyklus a
zpusobit nadmérnou proliferaci infikovanych bunék, coz vede k navozeni transformovaného
stavu. HPV jsou pfic¢inou druhého nejcastéjSiho onkologického onemocnéni Zen, kterym je
karcinom hrdla délozniho. Dale zptlisobuji karcinomy v anogenitalni oblasti muzi a Zen a ob-
lasti hlavy a krku a mohou byt kofaktorem vzniku karcinomu ktize. Rizikovym faktorem
pro vznik téchto karcinomi a jejich preinvazivnich 1ézi je perzistence HPV infekce. Progrese
nebo regrese onemocnéni je dana funkci imunitniho systému.

Jednim ze smérli vyzkumu v soucasné dobé¢ je charakterizace rozdilti imunologickych
parametri u pacienti s HPV asociovanymi nadory a nadory s jinou etiologii lokalizovanych
ve stejné anatomické lokalizaci ve vztahu k progndéze onemocnéni. Ziskané poznatky jsou
dialezité pro vyvoj novych lécebnych postupli. U fady nadorii asociovanych s HPV infekci
nejsou tradicni zplsoby 1€cby zcela Gcinné. Inovativni moznosti se zda byt imunoterapie za-
loZena na indukci protinadorovych imunitnich mechanismd.

Cilem mé bakalatské prace je shrnout nejnovéjsi poznatky o imunitnich buiikach a
jejich funkci v preinvazivnich 1ézich a karcinomech etiologicky spojenych s infekci HPV.
V préaci se také zabyvam popisem HPV, imunitniho systému, naddorového mikroprostiedi a
nakonec vyctem nékterych imunoterapeutickych pfistupi uzivanych u nddorovych onemoc-

nénich asociovanych s HPV.



2. Lidské papilomaviry
2.1 Taxonomie a klasifikace

Papilomaviry jsou malé neobalené DNA viry s vysokou druhovou specificitou. Lidské
papilomaviry se rozdéluji do 5 roda (alfa-, beta-, gama-, mi- a ny-papilomaviry), z nichz tfi
rody (gama-, mi- a ny-papilomaviry) zahrnuji vyhradné lidské typy (Van Doorslaer, 2013).
V ramci rodi jsou jednotlivé typy PV oznacovany Cisly vyjadiujicimi poradi jejich objeveni.
PV se lisi tkanovym tropismem. VéEtSina typt infikuje bud’ kozni nebo slizni¢ni epitelidlni
bunky hostitele, ale n€které typy jsou schopné infikovat oba druhy epiteld.

Podle onkogenniho potencidlu se alfa-PV rozdéluji do dvou skupin na vysoce rizikové
(HR-HPV, z angl. high risk) a nizce rizikové (LR-HPV, z angl. low risk). Mezi HR-HPV patii
napiiklad HPV16, 18, 31, 33, 35, 45 a mezi LR-HPV patii HPV6, 11, 42, 43, 44 (Bernard et
al., 2010). V roce 2009 se také dva typy beta-PV (HPVS a HPVS8) dostaly na seznam Meziné-
rodni agentury pro vyzkum rakoviny (IARC, z angl. International Agency for Research

on Cancer) jako pravdépodobné kancerogenni viry (Bouvard ef al., 2009).

2.2 Struktura virionu, virového genomu a funkce virovych proteinii

Viriony lidskych papilomavirG jsou neobalené s ikosahedrdlni symetrii kapsidy
o velikosti cca 55 nm (Orth et al., 1977). Genom HPV je tvofen cirkularni dvouvlaknovou
DNA obsahujici oblast casnych (E, z angl. early) a pozdnich (L, z ang. late) genti oddélenych
nekddujici sekvenci LCR (z angl. long control region), kterd obsahuje regula¢ni sekvence.
Oblast casnych gent koduje Casné virové proteiny E1, E2, E4, ES, E6 a E7 a oblast pozdnich
genl koduje majoritni protein L1 a minoritni protein L2, které jsou potiebné k sestaveni viro-
vé kapsidy (Obr. €. 1). Z toho vyplyva, ze HPV obsahuje celkem 8 rtiznych otevienych Cte-
cich ramci (ORF, z angl. open reading frame), pfi¢emz vSechny ORF nemusi byt pfitomné
u vSech HPV, napft. beta-PV nemaji E5.

Protein E1 se uplatiiuje pii replikaci viru, slouzi jako helikdza a véze se do oblasti
replikacniho pocatku. Protein E2 je transkripéni faktor, ktery hraje roli jak pii transkripci, tak
1 nepfimo pfi replikaci, protoze umoznuje navazani E1 proteinu na ori sekvenci. Protein E4
ptispiva k destrukei keratinocyti a k uvolnéni virionu z buiiky (Doorbar et al., 1991). Protein
ES, podle poslednich studii, pisobi jako minoritni onkoprotein (Miiller ef al., 2015). Udrze-
nim keratinocytti v proliferacnim stavu a navozenim vhodného bunééného prostiedi pro viro-

vou replikaci napomaha onkoproteiniim E6 a E7 (Bouvard et al., 1994). Hlavni funkci protei-
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ni E6 a E7 je interakce s produkty bunécnych tumor-supresorovych gent (viz kapitola 2.4).
Dale E6 degradaci proapoptotického proteinu Bak (z angl. Bcl-2 homologous antagonist
killer) inhibuje apoptozu infikovanych bunc¢k (Thomas & Banks, 1998) a E7 duplikaci cent-
rozomi pfi tvorbé mitotického aparatu zpusobuje nestabilitu chromozémi (Duensing et al.,

2000).

Oncoproteins

LCR

Major capsid

protein DNA helicase

Viral DNA replication

Minor capsid

rotein
5 . Transcriptional control

Tethering of viral episome
Viral DNA replication

h

Genome amplification Genome amplification
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Obr. ¢. 1: Schematické znazornéni genomu HPV 16, ptevzato (D’Abramo & Archambault,

2011).

2.3 Zivotni cyklus

Zivotni cyklus HPV zagina infekci epitelidlnich bunék bazalni vrstvy, s jejichZ po-
stupnou diferenciaci je uzce spojen. V bazélnich bunkach dochazi k nizké expresi Casnych
genl. Exprese pozdnich gent, replikace genomu, kterd je zavisla na bunééném replikaénim
aparatu, a morfogeneze virionu probihaji az ve vrchnich vrstvach diferencovanych keratinocy-
th (Obr. €. 2). V pribéhu diferenciace ztraci epitelidlni buiniky jadro a schopnost se mnozit,
coz je esencialni pro vyvoj HPV, a proto virus pomoci proteinii E6 a E7 udrzuje keratinocyty
v proliferaCnim stavu a zabrafiuje jejich terminalni diferenciaci (Miinger ef al., 1989). Viriony
se z bunék uvoliuji pfirozenym procesem pii odlupovani klize, nejedna se tedy o lytickou
infekci. Infekce je lokalni a nevyvolava viremii.

Genom HPV se v infikovanych buiikkdch nachazi v extrachromosomalni formé¢, ale

za urcitych okolnosti je schopen se zac¢lenit do genomu hostitelské bunky, coz hraje dilezitou



roli pii zah4jeni transformac¢niho procesu (Pirisi ef al., 1987). Integrace neni nezbytnou pod-
minkou pro vznik karcinomu, ale buiiky s integrovanym genomem HPV jsou vlivem neregu-
lované kontinudlni exprese proteini E6 a E7 chromozomalné nestabilni a zvySuje se u nich
riziko kumulace mutaci vedoucich k maligni transformaci bunky (White et al., 1994; Pett et
al., 2004).

Pravdépodobnost integrace zvySuje pritomnost zanétu vyvoléavajici tvorbu reaktivnich
forem kysliku (ROS, z angl. reactive oxygen species) a dusiku (RNS, z angl. reactive nitrogen
species), které jsou schopné navodit zlomy hostitelské DNA. Ke vzniku karcinomu délozniho
hrdla tak mohou pfispivat 1 jina sexualn¢ prenosna onemocnéni zptsobujici zanét, jako je in-
fekce bakterii Chlamydia trachomatis (Anttila et al., 2001; Paba et al., 2008) nebo herpetic-
kymi viry (Szostek et al., 2009). ZvySena pravdépodobnost integrace HPV16 do genomu hos-
titele byla prokazana u koinfekce virem herpes simplex virus typu 2 (Smith et al., 2002),
cytomegalovirem a virem Epstein-Barrové (Szostek et al., 2009).

Za normalnich okolnosti jsou zlomy dsDNA opravovany DNA-dependentni protein
kinazou (DNA-PK, z angl. DNA-dependent protein kinase) pfispivajici k vétsi stabilité chro-
mosomil a k mensi pravdépodobnosti integrace HPV. Ale u pacientek s karcinomem hrdla
d¢lozniho Someya a kol. (2006) prokazali v lymfocytech periferni krve, v porovnani se zdra-
vymi Zenami, niz8i aktivitu DNA-PK, zatimco u karcinomt hlavy a krku tyto rozdily nebyly

pozorovany.

2.4 Transformace bunék

Transformacni potencidl miZze byt spojen s integraci virového genomu do genomu
hostitelské bunky (Pirisi et al., 1987), kdy ve vétSiné ptipadl, zatim z neznamych divoda,
dochazi k naruseni genli £/ a E2. Inaktivace E/ nebo E2 genu a s tim spojend nepfitomnost
E2 proteinu jako transkripéniho regulatoru vede k nadmérné expresi onkogenti £6 a E7, coz
prispiva k nadorové transformaci (Jeon et al., 1995). V poslednich letech se zjistilo, ze inte-
grace neni esencidlni pro zahajeni onkogeneze a funkce proteinu E2 miZze byt inaktivovana i
jinym mechanismem a to metylaci jeho vazebnych mist v ¢asném virovém promotoru iniciu-
jicim expresi £6 a E7 (Chaiwongkot et al., 2013; Cheung et al., 2013).

k naruseni bunécné genové exprese a bunééného cyklu. Proteiny E6 a E7 interaguji s produk-

ty bunécnych tumor-supresorovych genti (onkosupresorti), s proteinem o molekulové hmot-



nosti 53 kDa (p53, z angl. protein 53) a s retinoblastomovym proteinem (pRb, z angl. retino-
blastoma protein) (Obr. €. 2).

V aktivovaném stavu je pRb negativnim reguldtorem bunécného cyklu, tudiz ma anti-
prolifera¢ni uc¢inek. Protein E7 vaze jeho hypofosforylovanou formu. V dusledku této vazby
dojde k uvolnéni transkripéniho faktoru E2F (z angl. E2 factor) z komplexu pRb/E2F a na-
sledné k navozeni S-faze bunééného cyklu (Dyson et al., 1989). Inaktivace pRb vede k ne-
kontrolovanému déleni bunky.

Protein p53 kontroluje poskozeni DNA a jeji spravnou replikaci, je schopen bunécny
cyklus pozastavit v G1/S a G2/M kontrolnich bodech a indukovat buné¢né opravné mecha-
nismy. Pokud k reparaci DNA nedojde, p53 navodi apoptdzu buiiky. Protein p53 je vazan
komplexem proteinu E6 a hostitelskym proteinem spojenym s E6 (E6AP, z angl. E6-
associated protein). E6GAP je ubiquitin ligaza, kterd po navazani E6 vytvari polyubiqitinovou
znacku smétujici p53 k proteazomalni degradaci (Scheffner et al., 1990). Ztrata p53 umoznu-

je hromadéni genetickych mutaci a snizeni citlivosti vii¢i apoptdze.
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Obr. &. 2: Schematické znazornéni Zivotniho cyklu HPV. Vlevo: vyvoj HPV v pribéhu dife-
renciace keratinocytil na priifezu epitelu, vpravo: pisobeni HPV na bunécné a molekularni

urovni, ptevzato (Andersen ef al., 2014).



2.5 Epidemiologie

Urogenitalni HPV infekce patfi k nejcastéjSim sexudlné pfenosnym onemocnénim
(Satterwhite et al., 2013). Virus vstupuje do lidského organismu skrze poranéni sliznice nebo
kuaze.

Infekce HPV a vznik onemocnéni souvisi se sexudlni aktivitou a poctem sexudlnich
partnert. Zaroven bylo zjisténo, Ze vznik genitalnich HPV infekci u Zen je ovlivnén sexudl-
nim chovanim nejen doty¢énych zen, ale i jejich muzskych partnert (Burk ez al., 1996a). Pou-
ziti kondomu sice snizuje riziko vzniku HPV infekce, avSak neposkytuje stoprocentni ochra-
nu, protoze prenos mize probchnout i pfes okolni tkdné¢ nechrdnéné kondomem (fit', pysky,
Sourek) (Burd, 2003).

Kromé sexualni aktivity je i vék dulezitym faktorem HPV infekce. Vyssi riziko HPV
infekce je u mladsich zen (Ho et al., 1998), u zen starSich 45 let prevalence HPV infekce kle-
sd (Burk et al., 1996b). Naopak prevalence cervikdlnich 1¢ézi roste se zvySujicim se vékem
pacientek (35+), coz souvisi s perzistenci infekce, kterd zvySuje riziko progrese 1¢zi (Adam et
al., 2000). Pokud nejsou tyto zavazné léze vcCas odstranény, mohou progredovat
do invazivniho karcinomu.

Mezi rizikové faktory pro indukci nddort hlavy a krku patii koufeni, které nezavisle
na HPV infekci, zvySuje pravdépodobnost vzniku orofaryngedlniho karcinomu

(Anantharaman et al., 2016).

2.6 Onemocnéni spojena s infekci papilomaviry

HPYV infekce byva v pfevazné vétsing piipadi asymptomatickd a do dvou let obvykle
spontann¢ vymizi (Plummer et al., 2007). AvSak u ¢asti infikovanych jedinct (10-15 %) in-
fekce pretrva a zvysuje riziko vzniku malignich onemocnéni (Rodriguez et al., 2010).

Rozvoji malignit predchazi vyskyt transformujicich (dfive prekancerdznich) 1ézi, coz
jsou oblasti bunék se zménénou morfologii a zvysSenou proliferaci, které se mohou postupem
Casu transformovat v nadorové builkky. AvSak ne kazda transformujici léze se vyvine
v malignitu, protoze vlivem bun€k imunitniho systému mtize dochdzet k jejich regresi.

Oznaceni 1ézi hrdla d€lozniho se historicky nékolikrat ménilo. V soucasné dob¢ se
doporucuje oznacovat 1éze jako produktivni a transformujici, pficemz produktivni 1éze odpo-
vidaji cervikdlnim intraepitelidlnim neoplaziim (CIN, z angl. cervical intraepithelial neopla-

sia) prvniho a druhého stupné, které se téZ oznacuji jako léze nizkého stupné (LGL, z ang.



low grade lesion), a 1éze transformujici odpovidaji CIN 2 a 3, které jsou téz oznacované jako
léze vysokého stupné (HGL, z angl. high grade lesion). Produktivni 1éze maji obecné maly
transformacni potencidl. U transformujicich 1€zi je jiz riziko maligniho zvratu vysoké. Prein-
vazivni léze se mohou vyskytovat v riznych anatomickych lokalizacich a dle toho jsou i
oznacované: cervikalni (CIN), vulvarni (VIN, z angl. vulvar), vaginalni (VAIN, z angl. vagi-
nal), analni (AIN, z angl. anal) a penilni (PIN, zangl. penile) intraepitelidlni neopldzie
(Sarhanis et al., 1996).

v karcinom, maji HR-HPV. Az 70 % vSech karcinomii déloZniho hrdla je zplisobeno nejcasté-
ji se vyskytujicimi typy HR-HPV, a to HPV16 a HPV18 (Clifford ef al., 2003). Vyzkum Vi-
nokurové a kol. (2008) prokazal, Ze preinvazivni 1éze zpisobené HPV typy 16, 18 a 45 maji
schopnost se rychleji vyvinout v karcinom hrdla délozniho nez 1éze s HPV typy 31 a 33. HR-
HPV také zplisobuji Cast dalSich anogenitalnich nadorth muzi a zen a ¢ast nadort hlavy a kr-
ku, pfedevsim v orofaryngedlni lokalizaci. V oblasti hlavy a krku vSak nejsou, ve valné vétsi-
né ptipadul, preinvazivni léze detekovatelné.

LR-HPV zpusobuji benigni genitalni bradavice a respiracni papilomatéozu. V téchto
1ézich se témér vyhradné nalézaji HPV6 a HPV11 (Abramson ef al., 1987). Oproti tomu in-
traepitelidlni neopldzie nizkého stupné (CIN1, VINI1, VAIN1, AINI, PIN1) vyvolava cela
fada LR-HPV typt.

Typy HPVS5 a HPVS z rodu beta plisobi u pacienti s koZznim onemocnénim Epidermo-
dysplasia verruciformis jako vysoce rizikové (Majewski & Jablonska, 1997) a mohou ptisobit
jako kofaktor pifi progresi téchto 1ézi do spinocelularniho karcinomu kize (Orth, 1986).
V neposledni fadé HPVS5 a HPV8 mohou u imunosuprimovanych jedinct spoleéné s UV za-
fenim pisobit jako kofaktory nemelanomového karcinomu kize (Purdie et al., 2005; Forslund
et al., 2007). U zdravych jedinct je role HPV pfii vzniku koznich malignit stdle kontroverzni

(McLaughlin-Drubin, 2015).



3. Imunitni systém

Imunitni systém je regulacni soustava buné€k a signalnich molekul, jejichz hlavni funk-
ci je ochrana organismu pied Skodlivymi latkami a mikroorganismy. Chrani nés
pted potencialné nebezpenymi buiikami ciziho ptivodu, ale i pfed vlastnimi bunikami, které
jsou rozpoznané jako abnormadlni, poskozené ¢i staré. Existuji dva typy imunitnich mecha-
nismu, adaptivni (specifické) a neadaptivni (pfirozené). Oba se skladdaji z humoralni a bunéc-
né slozky a reaguji na antigeny, coz jsou latky proteinového, lipidového, nebo i sacharidového

puvodu stimulujici imunitni odpovéd.

3.1 Neadaptivni imunitni systém

Neadaptivni imunitni systém ma vrozenou schopnost rozeznavat cizorodé struktury a
mikroorganismy. VSichni zdravi jedinci v celé zivocisné tisi se rodi jiz s aktivnim nespecific-
kym systémem, jelikoz je nezavisly na pfedchozi stimulaci patogenem. Nespecificka imunita
je zaloZena na funkci tzv. profesionalnich fagocytl, bun¢k schopnych fagocytézy, mezi které
patfi neutrofily, monocyty, makrofdgy, Zzirné buniky a dendritické buinky (Delves & Roitt,
2000a) (Obr. €. 3). K tomuto typu imunity se fadi i kiize a sliznice slouzici jako ptirozené
bariéry organismu pied vnéjSimi vlivy. Na povrchu bunék pfirozené imunity se nachazeji spe-
cifické receptory PRRs (z angl. pattern recognition receptors) rozeznavajici molekularni vzory
spojené s infekénimi patogeny (PAMPs, z angl. pathogen-associated molecular patterns), jako
jsou lipopolysacharidy, lipoproteiny a prokaryotické nebo virové nukleové kyseliny. Vy-
znamnou skupinou PRR jsou toll-like receptory (TLRs), jejichZ aktivace spousti signalni
drahy vedouci k produkci cytokinii a chemokinti. Dvé nejCastéji aktivované drahy jsou
MyD88-z4avisla (z angl. myeloid differentiation protein 88) draha vedouci k produkci proza-
nétlivych cytokini a MyD88-nezévisla draha vedouci ke stimulaci interferonu beta (IFN-f3,
z angl. interferon) a maturaci dendritickych bun¢k (Medzhitov & Janeway Jr, 1997).

Dendritické bunky (DC, z angl. dendritic cell), které na svém povrchu exprimuji MHC
(z angl. major histocompatibility complex) glykoproteiny II. tfidy, jsou bunikami prezentuji-
cimi antigeny (APC, z angl. antigen presenting cell) pro T lymfocyty (Guermonprez et al.,
2002). Zralymi se stavaji az po setkdni s abnormalnimi bunkami pfedstavujicimi potencialni
nebezpeci pro organismus. Funguji jako spojka mezi nespecifickou a specifickou imunitou
(Palucka & Banchereau, 1999). Makrofagy jsou plné funkéni az po aktivaci cytokiny produ-

kovanymi T lymfocyty. Jejich hlavni funkci je odstranéni odumftelych bunék, cizich i vlast-



nich, a jsou schopné zabijet intra 1 extracelularni bakterie. Do neadaptivniho imunitniho sys-
tému patii i NK buniky (z angl. natural killer cell), které nici nadorové buiiky nebo buiiky infi-
kované virem, které na svém povrchu vykazuji nedostatek MHC glykoproteini I. tfidy (Kérre

et al., 1986; Ljunggren & Kérre, 1990; shrnuto v Kérre, 2002).

3.2 Adaptivni imunitni systém

Adaptivni imunitni systém reprezentuje ziskanou schopnost obrany pfed patogeny,
kterym byl jiz organismus vystaven. Tento imunitni systém se objevuje az u obratlovct, je
evoluén€ mladsi a vyspélejsi. Adaptivni mechanismy vyuZzivaji jevu zvaného imunologicka
pamét, kterd se vyviji v prub&hu Zivota a pfispiva k rychlejsi a u€¢innéjsi imunitni odpovédi
pii opétovném setkani s patogenem. Cinnost tohoto typu imunity je zajisténa dvéma typy bu-
n¢k, B a T lymfocyty, které vznikaji v kostni dfeni z lymfoidniho progenitoru (Galy et al.,
1995).

B lymfocyty dozravaji v plazmatické buiiky slouZici k tvorbé specifickych protilatek,
imunoglobulind. Cast B lymfocytd se pfeméfiuje na pamétové buitky. T lymfocyty se
od B lymfocytii odliSuji svou neschopnosti reagovat s antigenem piimo. Jejich kontakt s anti-
genem zprostiedkovavaji APC. APC fagocytuji proteinovy antigen a jeho peptidové fragmen-
ty poté vystavi pomoci MHC glykoproteintl I. nebo II. tfidy na svém povrchu.

T lymfocyty se pod vlivem odlisnych stimulac¢nich signdlii a na zaklad¢ funkénich
rozdild déli do nékolika subpopulaci. Pomocné T Ilymfocyty (Th, z angl. helper
T lymphocyte) existuji ve dvou zékladnich variantach, Thl a Th2 (Del Prete et al., 1991,
Mosmann & Sad, 1996). Thl indukuji bunéénou imunitni odpoveéd’ produkei cytokinii, kon-
krétné interleukinu 12 (IL, z angl. interleukin) a IFN-y, ktery aktivuje makrofagy, NK bunky a
DC. Th2 bunky pomoci IL-4, 5, 6, 10 a 13 aktivuji B lymfocyty k produkci protilatek, které
predstavuji humoralni imunitni odpoveéd’ (Delves & Roitt, 2000b). Dale byly nezavisle
na vyvoji Thl a Th2 popsany Thl7, pro které je charakteristickd produkce prozéanétlivych
cytokind IL-17 a IL-22 (Park et al., 2005). Cytotoxické T lymfocyty (Tc, z angl. cytotoxic
T lymphocyte) jsou schopné nicit buniky prezentujici cizorodé antigeny. Regulacni T lymfo-
cyty (Treg, z angl. regulatory T lymphocyte) kontroluji imunitni reakce a tlumi efektorové
T lymfocyty, ¢imZ zabranuji reakcim proti vlastnim buitkdm. Specidlnim typem T lymfocytl
jsou NK T lymfocyty a y0 T lymfocyty. NK T lymfocyty maji na svém povrchu kromé of3-
receptorti 1 stimula¢ni a inhibi¢ni receptory typické pro NK bunky. y6 T lymfocyty exprimuji
mensinovy typ receptorti T lymfocyti, a to yd-receptory. NK T lymfocyty a yo T lymfocyty se
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kvili své podobnosti s NK bunikami nachdzi na rozhrani neadaptivni a adaptivni imunity
(Obr. €. 3) (Mak & Ferrick, 1998; Taniguchi ef al., 2003). NK T lymfocyty se dale ¢leni
na typy [ a II. Typ I je dllezitym reguldtorem imunitnich odpovédi, rychle produkuje cytokiny
a je schopny degradovat cizorodé antigeny. Typ II se vyznacuje imunosupresivni funkci a je
tedy negativnim regulatorem imunitni odpovédi (Eberl et al., 1999). y6 T lymfocyty identifi-
kuji konzervované struktury, aktivuji adaptivni imunitu a jsou schopné fungovat i jako APC a
regulovat tak imunitni odpovéd’ zaloZenou na afy T lymfocytech (Brandes et al., 2005).

T lymfocyty se, kromé vlastnosti a funkei, odliSuji 1 svymi povrchovymi molekulami.
Kazdy leukocyt mé na vnéjsi stran¢ plazmatické membrany skupinu diferenciacnich antigenti
(CD, z angl. cluster of differentiation), které jsou pro n¢j charakteristické (Engel et al., 2015).
Tyto antigeny slouzi jako receptory, ligandy a molekularni ,,znacky* k rozpoznani typu bui-
ky. CD3 a CD45 molekuly se standardné vyskytuji na povrchu vSech T lymfocytl. Zaroven
pro vétsSinu cytotoxickych lymfocyth je charakteristickd pfitomnost CD8 molekul a
pro vétsinu pomocnych lymfocytli je charakteristickd pritomnost CD4 molekul. Regulacni
T lymfocyty na svém povrchu exprimuji CD4 a CD25 receptory. Dal§imi molekulami Treg
jsou CTLA-4 (z angl. cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4), GITR (z angl. glucocor-
ticoid-induced tumour-necrosis-factor-receptor-related protein) a transkripéni faktor Foxp3 (z
angl. forkhead box P3), ktery ptedstavuje rozhodujici selektivni znak pro Treg (Hori et al.,
2003).
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Obr. €. 3: Slozky neadaptivni a adaptivni imunity, pievzato (Dranoff, 2004).
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3.3 Imunitni systém a HPV

HPV infikuji pouze epitelidlni buiky, které nelyzuji. Produkce virovych proteini je
zavisla na diferenciaci keratinocytil, a proto HPV exprimuji malé mnozstvi az do pozdni faze
zivotniho cyklu. JelikoZ HPV nemaji viremickou fazi a v epitelech se nachazi pomérn¢ malo
imunitnich bungk, jsou HPV pro imunitni systém Spatné viditelné. Prvni obranou proti HPV
je neadaptivni imunitni systém, ktery se v prvnich fazich infekce snazi napadené buiky zne-
Skodnit vyvolanim prozanétlivé odpovédi. Poté builky vrozené imunity aktivuji adaptivni
imunitni systém. Spoluprace vrozené (NK buriky, fagocyty) a ziskané¢ imunity (B lymfocyty a
T lymfocyty) je dilezitym faktorem pro uc¢innou protinddorovou imunitni odpovéd’. Spravna
regulace imunitnich odpovédi a rovnovaha mezi efektorovymi a supresorovymi funkcemi
imunitniho systému ovliviiuje progresi nebo regresi 1ézi (Sautés-Fridman et al., 2011).

HPV k tniku pied imunitnim systémem vyuziva i schopnosti ménit hladinu cytokin
v misté infekce. Onkoproteiny E6 a E7 dereguluji genovou expresi IFN-a a IFN-B a snizuji
jejich produkci v keratinocytech (Nees et al., 2001). Onkoprotein E5 je schopen sniZzovat
mnozstvi MHC glykoproteind I. tfidy na povrchu infikovanych bun¢k (Campo et al., 2010).

Dal8i mechanismus tniku HPV pfed imunitnim systémem je zaméfen na Langerhan-
sovy buiky (LC, z angl. Langerhans cell), které se nachazeji v pokozce hostitele. LC v kiizi
maji stejné jako DC v lymfatickych uzlinach funkci APC pro T lymfocyty. HPV inhibuji ak-
tivaci LC a tim zabrafiuji spuSténi protivirovych imunitnich mechanismt (Fausch et al.,
2002). Za neschopnost HPV aktivovat LC je zodpovédny minoritni kapsidovy protein L2,
ktery brani maturaci LC (Fahey et al., 2009).
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4. Nadorové mikroprostiredi a HPV

Nadorové mikroprostiedi je tvofeno nadorovymi buitkami a nadorovym stroma, které
zahrnuje fibroblasty, endotelové buniky a imunitni buiiky hostitele a jejich molekularni pro-
dukty, mezi které patii cytokiny, chemokiny, ristové faktory a enzymy (Obr. ¢. 4). Nadorové
buiiky jsou odvozené od vlastnich bunék organismu. Maji povrchové i vnitrobunééné antige-
ny, které se s rozdilnou expresi mohou nachéazet i v normélnich bunikach, tzv. antigeny asoci-
ované s nadory (TAA, z angl. tumor-associated antigen). Druhou skupinou nadorovych anti-
genu jsou antigeny specifické pro nadory (TSA, z angl. tumor-specific antigen) vyskytujici se
pouze v nadorovych buitkach. Mezi TSA patfi 1 virové onkoproteiny E6 a E7.

Nadorové stroma vznikd po zvySeni permeability cév a ndsledném tniku koagula¢nich
faktori zplisobenym zéanétem. Dusledkem je vytvoteni extracelularniho fibrinového gelu,
do kterého se zacleni fibroblasty. Ty nasledné proliferuji a vytvoti nadorové stroma. Kli¢ovou
roli, ktera ovliviiuje proliferaci nadorovych bunék, rist nddoru a metastdzovani, hraji enzymy
souhrnné nazyvané matrixové metaloproteazy (MMP, z angl. matrix metalloprotease), které

vznikaji ve fibroblastech stroma (Stamenkovic, 2000).
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Obr. ¢. 4: Nadorové mikroprostiedi, ptevzato (Hanahan & Weinberg, 2011).
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Pro nadorové mikroprosttedi je kvili nadmérné proliferaci transformovanych bunék
typickd zvysSend potieba kysliku a glukézy. Uplatituje se tzv. Warburgiiv efekt, pfi kterém
nadorové bunky k ziskani energie upfednostiiuji anaerobni glykolyzu i za pfitomnosti kysliku
(Warburg, 1956). Pro preménu fosfoenolpyruvatu na pyruvat nadorové buiky preferencné
vyuzivaji izoformu pyruvat kindzy (tzv. pyruvatkindzu M2), ktera je mén¢ efektivni, ¢imz
napomahd hromadéni intermediati glykolyzy. Vznikly pyruvat je v cytoplazmé piednostné
utilizovan procesem mlécného kvaseni na laktat, ¢astecné vSak miize dochézet k jeho ptenosu
do mitochondrii, kde je dale zpracovavan oxidativni dekarboxylaci. Laktat neboli kyselina
mlécna je transportovana z bunky a akumuluje se v okoli nadoru, které okyseluje. Takto sni-
zené pH naruSuje metabolismus a schopnost migrace T lymfocyti (Haas et al., 2015) a tim
potlacuje funkci imunitniho systému. Zaroven studie zabyvajici se nadory hlavy a krku pro-
kazala, ze laktat podporuje migraci transformovanych bunék, ktera je spojena s vyssi pravde-
podobnosti vzniku metastaz (Goetze et al., 2011).

Béhem vyvoje nddoru pfi zanétlivych imunitnich procesech a opravach poskozené
tkan¢ hraji roli zirné buniky neboli mastocyty. V oblasti nddoru reguluji expresi riznych typi
vaskularnich endotelialnich ristovych faktort (VEGF, z angl. vascular endothelial growth

factor) angiogenezi a piestavbu tkan¢ (Detoraki et al., 2009).

4.1 Imunitni bunky

Imunitni buiiky infiltrujici nadory se studuji jak v oblasti nadoru, tak i v periferni krvi
pacienta, pficemZ se zkouma jejich mnoZstvi, fenotyp a vztah ke klinickym parametrim a
prognodze. Vsechny studie vSak nemaji stejnou vypovédni hodnotu, protoze diive se nékteré
imunitni bunky, pfedev§im Treg, charakterizovaly jen omezenym poc¢tem povrchovych znakt
(Woo et al., 2001), o kterych se dnes vi, zZe je exprimuji 1 jiné buiiky. Zaroven studie vyuzivaji
ruznych metodickych postupii. V dnesni dobé se bunééné slozeni nadoru i slozeni periferni
krve charakterizuje vétSinou pomoci prutokové cytometrie, kterd umoziuje detekovat vice
znakli imunitnich bunék najednou a piesnéji urci typy bunék, které se v nich nachéazeji. Prito-
kova cytometrie vSak nerozlisi lokalizaci ¢i moznou kolokalizaci bun¢k a celkovou architek-
turu nadoru, nebot’ vstupnim materidlem je bunééna suspenze. Proto dalsi dulezitou metodou
je imunohistochemie, béhem které se pomoci specifickych protilatek na fezech nadoru znaci
vybrané buné¢né znaky, ¢imz jsme schopni imunitni buniky identifikovat a urcit jejich presné
rozmisténi. Tato metoda se n€kdy oznacuje jako cytometrie in situ. Jind metoda, in situ hybri-

dizace (ISH, z angl. in situ hybridization), pomoci identifikace specifickych tisekli DNA a
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mRNA také ur¢i lokalizaci bun€k v nadoru. V imunohistochemii nékteré védecké prace vyu-
zivaji metodu TMA (z angl. tissue microarray). Jeji vyhoda spoc¢ivd ve finan¢ni a Casové
uspofe a téz ve standardizaci, protoze vyse¢ nékolika vzorki je uloZena v jednom parafino-
vém bloku a nasledné je fez z tohoto bloku zpracovan jako jeden vzorek. Nevyhodou mize
byt, ze vyse€ ze vzorku nemusi, diky své velikosti, zobrazovat nddorové stroma a periferii, ale
pouze centralni ¢ast nddoru. Pouziti této metody neni téZ vhodné pro morfologicky hetero-
genni nadory. Kvili metodickym rozdilim nelze jednotlivé studie jednoduSe porovnavat.

Nédory mohou byt infiltrovany riznymi typy imunitnich bun¢k, napt. B lymfocyty,
T lymfocyty, NK buitkami, dendritickymi bunikami, makrofagy. Souhrnné se nazyvaji lymfo-
cyty infiltrujici nador (TIL, z angl. tumor infiltrating lymphocyte) a délime je podle lokalizace
do tii skupin: (i) intratumoralni nachdzejici se v centralni ¢asti nadoru, které jsou v pfimém
kontaktu s nadorovymi bunkami, (ii) peritumoralni nachazejici se na hranici invazivniho kar-
cinomu a (ii1) stromalni vyskytujici se v nadorovém stroma. TIL piedstavuji pfirozené indika-
tory ucinnosti protinadorové imunitni odpovédi a slouzi jako prognostické faktory. Avsak je
dilezité rozliSovat rizné typy infiltrujicich T lymfocytd, protoze maji odlisny vliv na vyvoj
nadoru (Gooden et al., 2011).

Prognostickd vyhoda CD8+ T lymfocytli byla prokazana u karcinomu vaje¢niki
(Zhang et al., 2003; Sato et al., 2005; Leffers et al., 2009) a kolorektalniho karcinomu (Prall
et al., 2004). Th17 a neutrofily produkci IL-17 negativné ovlivituji prognézu onemocnéni. IL-
17 zvySuje angiogenezi tkdn¢ (Numasaki et al., 2003) a pocet tésnych spojii mezi buiikami,
¢imz zlepsSuje jejich kontakt a podporuje rast nadoru predevsim v Casnych fazich onemocnéni
(Kinugasa et al., 2000). Dalsi mozny prognosticky faktor piedstavuji CD4+ TIL, které zahr-
nuji Th a Treg. Pouziti CD4+ TIL ke stanoveni progndzy onemocnéni je ale kontroverzni,
protoze se tyto buniky diferencuji v rizné subpopulace T lymfocytt (Kim & Cantor, 2014).

Treg jsou vlivem CCL22 chemokinu (z angl. chemokine C-C motif ligand 22) produ-
kovanym makrofagy a dendritickymi bunikami (Tsujikawa et al., 2013) pfesouvany a akumu-
lovany v nadorech (Curiel et al., 2004), kde produkci IL-10 a transformujiciho ristového fak-
toru beta (TGF-B, z angl. transforming growth factor) potlacuji efektorové T lymfocyty
(Bergmann et al., 2008). Treg tak svoji aktivitou snizuji u¢innost imunitniho systému a pfi-
spivaji k nddorovému bujeni (Fujimoto et al., 1975; Berendt & North, 1980). Wolf a kol.
(2005) u karcinomu vajecnikti a Visser a kol. (2007) u karcinomu hrdla délozniho prokazali,
ze imunosupresivni vlastnosti regulacnich TIL zhorSuji prognézu onemocnéni. Oproti tomu
Zhang a kol. (2010) ve své praci zaméfené na nasofaryngealni karcinom zjistili, ze regulacni

T lymfocyty slouzi v pozdé€jsi fazi rozvoje onemocnéni jako nezavisly prognosticky faktor a
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souvisi s lepSimi vysledky 1é€by. Tyto vysledky naznacuji, ze prognosticky vyznam TIL se
muze liSit dle lokalizace naddoru a stadia onemocnéni. V soucasnosti je tak funkce Treg v na-
dorovém mikroprostiedi stale jesté nejasna.

V poslednich letech byl navrzen jako vyznamnéjsi ukazatel prognézy solidnich nadori
pomér mezi cytotoxickymi (CD8+) a pomocnymi (CD4+) buiikkami, pfipadné pomér mezi
cytotoxickymi (CD8+) a regulacnimi (Foxp3+) bunikkami (Gooden et al., 2011).

Makrofagy asociované s nadory (TAM, z angl. tumor-associated macrophage) mohou
byt dvojiho typu, makrofagy typu 1 (M1) a typu 2 (M2). M1 produkci IL-12 a faktoru nado-
rové nekrézy alfa (TNF-a, z angl. tumor necrosis factor) potlacuji rist nadoru a M2 produkci
produkuji fadu dalSich latek, kterymi ovliviiuji nadorové mikroprostiedi (Obr. €. 5). V nado-
rech se vétSinou vyskytuji M2, které na svém povrchu exprimuji vEétsSi mnozstvi receptoru
CDI163 a tvoti hlavni sloZzku imunitnich bun€k pfitomnych v nddorovém stroma (Mantovani
et al., 2002). Ptitomnost TAM negativné ovliviiuje prognézu (Movahedi et al., 2010), protoze
tyto bunky rozpoznévaji nadorovou tkan jako poSkozenou a ptispivaji k jejimu obnoveni a tim
1 k proliferaci nadoru. Na mysim modelu vedlo odstranéni M2 k inhibici ristu nadoru a

ke stimulaci CD8+ T lymfocyta (Lepique ef al., 2009).

Tumor Survival
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TAMs Secrete Growth Factors &
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YEGF (Vascular Endothelial Growth Factor)
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Degrading Proteclytic Factors

Obr. ¢. 5: Funkce TAM, kterymi podporuji nadory, ptevzato a upraveno (Sica et al., 2014).
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Tumorogenni potencial B lymfocytd spoc¢iva ve schopnosti produkce TGF-B, jehoz
vlivem dochdzi k pfeméné CD4+ T lymfocytii na Treg (Olkhanud ef al., 2011) a v potlaceni
aktivity CD8+ T lymfocyth skrze sekreci IL-10 (Schioppa et al., 2011). Studie Tanga a kol.
(2016) na mysim modelu karcinomu hrdla délozniho zbaveného B lymfocytl prokézala, ze
jejich absence vede k aktivaci CD4+ a CD8+ T lymfocytl a potlaceni riistu nadoru.

NK bunky infiltrované v nadorech predstavuji pouze malou ¢ast TIL. Pfitomnost
NK bun¢k koreluje s lepsi progndézou HPV pozitivnich (karcinom vulvy a orofaryngu)
(Sznurkowski et al., 2014; Wagner et al., 2016) 1 HPV negativnich karcinomil (karcinom ko-
lorekta a plic) (Coca et al., 1997; Villegas et al., 2002). Pozitivni vliv NK bun¢k je zalozen
na cytotoxickych mechanismech, které zahrnuji schopnost indukovat apoptézu nadorovych
bun€k produkci TNF nebo exocytéozou granuli obsahujicich proteiny perforin a granzym
(Shresta et al., 1995).

TIL se vyuzivaji k urceni imunologického skore. Imunologické skore zahrnuje infor-
mace o typu, poctu a lokalizaci imunitnich bunék v primarnim nadoru. Recentni studie doka-
zuji, ze u nékterych typti nadort ma imunologické skore lepsi vypovédni hodnotu a napoméha
1 k ur¢eni nejvhodné&jsi 1écby, a proto se u nekterych typli nddort stava diagnosticky dilezitej-
$i nez dosud bézn¢ vyuzivana TNM Kklasifikace (z angl. tumor, node and metastasis). Ta popi-
suje velikost nadoru, postiZzeni lymfatickych uzlin a pfitomnost metastaz, ale poskytuje ome-
zené informace o progndze a nepiedpovida reakci pacienta na terapii (Galon et al., 2012).
Prikladem takového nddoru je kolorektalni karcinom, u kterého byl prognosticky vyznam
imunologického skore potvrzen a je dale studovan (Mlecnik et al., 2011; Park et al., 2014;
Park et al., 2017). Zalenéni imunologického skore do klinické praxe vyzaduje jeho peclivou

standardizaci pro dany typ nadoru (Galon et al., 2014).

4.2 Imunitni bunky v preinvazivnich lézich a karcinomu hrdla
déloZniho
V mikroprostiedi karcinomu hrdla délozniho se nachézi Siroky repertoar nadoroveé
specifickych CD4+ a CD8+ T lymfocyth. Vliv HPV specifickych T lymfocytt na lokélni pro-
tinddorovou imunitni odpoveéd’ se znacné 1isi (de Vos van Steenwijk et al., 2010). Imunitni
odpovéd’ zaloZend na aktivit¢ CD4+ T lymfocyti je dileZita pro odstranéni HPV infekce a je

pravdépodobné, ze nedostatek CD4+ T lymfocytl pfispivad k progresi 1ézi (Steele et al.,
2005). Zvysena hladina CD8+ TIL a zvySeny pomér CD8+/CD4+ T lymfocyt u karcinomu
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hrdla délozniho koreluje s absenci metastaz v lymfatickych uzlinach a lepsi prognoézou one-
mocnéni. Pacientky ve studii Piersma a kol. (2007) vykazovaly v intraepitelidlni i stromalni
oblasti vyss§i hladinu Foxp3+ Treg, které v tkani hrdla dé€lozniho zdravych zen nebyly témér
pfitomné. ZvySena hladina Treg mlze byt zpisobena velkym mnozstvim TGF-f (Visser et
al., 2007), ktery je produkovan nadorovymi buitkami (Sheu et al, 2001). TGF-f indukuje
vyvoj Treg z jejich prekursor (Chen et al., 2003) a jak bylo popséno vyse, mize byt produ-
kovan i makrofagy M2 a B lymfocyty infiltrovanymi v nadoru.

Déle bylo prokazano, ze Treg v nddorovém mikroprostiedi karcinomu hrdla délozniho
potlacuji cytotoxickou aktivitu NK bunéck. Inhibice NK bunék vede ke sniZzené expresi perfo-
rinu a IFN-y a neucinné protinadorové odpovédi. Snizend exprese NK bunék zaroven korelo-
vala se zvysSenou expresi Treg (Chang et al., 2016).

V porovnani s preinvazivnimi lézemi bylo u karcinomu hrdla délozniho prokazano
se zavaznosti onemocnéni. ZvySujici se infiltrace zirnych bunék také korelovala s rostouci
intenzitou angiogeneze karcinomu (Wilk et al., 2010).

Podobny jev byl zaznamenan u infiltrace makrofagy. Pocet intraepitelidlnich i stro-
malnich makrofagl se zvySoval se zvétSujicim se zanétem a progresi CIN do invazivniho kar-
cinomu. Perzistujici nebo progredujici CIN vykazovaly, oproti regredujicim lézim, vétsi
mnozstvi makrofagil, které tak predstavuje rizikovy faktor pro progresi CIN (Hammes ef al.,
2007).

Pacientky, u kterych bylo zaznamenano zvySené mnozstvim peritumoralnich neutrofi-
I, mély vyssi riziko rekurence onemocnéni (Carus et al., 2013). Studie Matsumota a kol.
(2017) toto riziko pozorovala i u neutrofilil v intratumoralni oblasti. Neutrofily by tak mohly
slouzit jako nezavisly prognosticky faktor pro rekurenci karcinomu hrdla délozniho.

Th17 byly, v porovnani se zdravou tkani, ve vét§sim mnoZstvi dokumentovany v CIN a
karcinomu hrdla délozniho, ve kterych vyssi hladina IL-17 produkovana Thl7 korelovala
s hor$i prognoézou onemocnéni. VIiv na vyvoj a progresi onemocnéni mél také nizsi pomér
Th17 a Treg (Hou et al., 2012). Naopak studie Puntové a kol. (Punt et al/, 2015) prokézala
opacny vliv Th17 na prognézu onemocnéni. Th17 v nddorovém stroma zajistovaly pouze
minoritni produkci IL-17 a spis§ korelovaly pozitivné s prognozou. V této studii prokazali, ze
IL-17 je produkovan pfevazné neutrofily a zirnymi buiikami.

Studie Prata a kol. (2015) zaznamenala u keratinocytl, makrofagti a LC v karcinomu

hrdla déloZniho a CIN stupné 2 a 3 zvySenou produkei IL-10. VEtsi mnozstvi IL-10 vedlo
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ke vzniku vysoce imunosupresivniho mikroprostiedi, které ptispiva k perzistenci HPV a pro-
gresi 1ézi. Tato studie zaroven potvrdila, Ze zvySend hladina IL-10 koreluje s vétsi virovou

nalozi (mnozstvi virové DNA).

4.3 Imunitni bunky v ostatnich anogenitalnich karcinomech

Mezi onemocnéni anogenitalni oblasti asociovand s HPV infekei patii vulvarni, vagi-
nalni, penilni a analni karcinom a s nimi spojené intraepitelidlni neoplazie. Dosud se tato pro-
blematika nejvice studovala u onemocnéni vulvy, naopak nejméné u penisu, coz je dano roz-
dilnou prevalenci onemocnéni v populaci.

Studie van Eschové a kol. (2015) prokazala, Ze infiltrace VIN CD163+ makrofagy
byla signifikantn€ spojena se zvySenym rizikem rekurence onemocnéni. Pacientky, u kterych
se rekurence doposud neobjevila, vykazovaly nizké pocty CD163+ makrofagl a véts§i mnoz-
stvi stromalnich CD8+ bunck, u kterych byl dfive prokazan pozitivni vliv na prezivani.
U VIN dokumentovali vyssi pocet intraepitelidlnich i1 stromalnich CD163+ M2, naopak u kar-
cinomu vulvy v obou lokalizacich ptevazovaly M1. Poznatky van Eschové a kol. naznacuji,
ze pro stanoveni prognozy pacientek s VIN miize byt rozhodujici pfiblizné uréeni poctu intra-
epitelidlnich makrofagu.

Studie Sznurkowského a kol. (2011) zjistila, Ze u karcinomu vulvy mnozstvi intratu-
moralnich CD4+ a CD8+ lymfocytl nekoreluje s piezivanim pacientek. CD4+ TIL se podili
na kontrole protinadorové imunitni odpovédi, ale CD8+ TIL v nddorové tkani vulvy nefungo-
valy jako ucinné efektorové buiky. I kdyz CD4+ a CD8+ TIL interagovaly s naddorovymi
bunkami, tato interakce neovlivnila progndézu onemocnéni. Naopak Sznurkowski a kol.
(2014) prokazali, ze zvySend hladina intraepitelidlnich NK buné¢k pozitivné ovliviiuje prezi-
vani pacientek s metastazujicim karcinomem vulvy.

Nadorové buniky pod vlivem IFN-y u vétSiny HPV negativnich karcinomt penisu ex-
primuji ligand 1 programované bunécné smrti (PD-L1, z angl. programmed death-ligand 1).
Receptor 1 programované bunécné smrti (PD-1, z angl. programmed death 1) je exprimovan
na povrchu T lymfocytd. Pokud se na PD-1 navaze ligand PD-L1, dojde k imunosupresivni
reakci a k anergii T lymfocytl, které tak nejsou schopné produkovat cytokiny (Obr. €. 6) (Pai,
2013). Exprese PD-L1 v nadorovém stroma karcinomu penisu korelovala s absenci metastaz
v lymfatickych uzlinach, zatimco difizni exprese byla spojena s hor$Sim pfezivanim pacientii
(Ottenhof et al., 2017). Podobny trend byl pozorovan i u karcinomu hrdla délozniho (Heeren
et al., 2016). Prace Ottenhofové a kol. (2017), ktera studovala vliv exprese PD-L1 na pieziva-
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ni pacientil s karcinomem penisu a analyzovala i HPV status v nadorech, ukézala, ze PD-L1
byl Castéji exprimovan u HPV negativnich nadori a lokalizace jeho exprese byla prognosticky
vyznamna.

Analni karcinom je ve vice jak 80 % ptipadt asociovan s HR-HPV (Daling et al.,
2004). Studie Grabenbauera a kol. (2006) prokazala, Ze pfitomnost CD4+ TIL je spojena
s nepfiznivou progndézou onemocnéni. Naopak Treg a makrofagy infiltrované v nadoru nemé-

ly na prognézu anélniho karcinomu vliv.
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Obr. €. 6: Aktivace PD-1/PD-L1 drdhy jako mechanismus obrany nadorovych bunéck

pied adaptivnim imunitnim systémem, pievzato (Pai, 2013).

4.4 Imunitni bunky v karcinomech hlavy a krku

Ve vétsiné nadort v oblasti hlavy a krku asociovanych s HPV infekci byly detekovany
virové specifické T lymfocyty. Pfitomnost T lymfocyta specifickych pro HPV16 byla proka-
zana nejen v nadoru, ale 1 v lymfatickych uzlinach pacienti s HPV16 pozitivnim karcinomem
orofaryngu (Heusinkveld et al., 2012).

Nizsi pomér CD8+ T lymfocytti a Treg u karcinomut hlavy a krku koresponduje s hor-
Sim vyvojem onemocnéni (Heusinkveld et al., 2012) stejné jako v pfipadé karcinomu hrdla
délozniho (Jordanova et al., 2008). Watanabe a kol. (2010) u karcinomu v oblasti dutiny Ustni

a Ndsman a kol. (2012) u karcinomu tonsil prokazali, Zze zvySena hladina CD8+ T lymfocytl
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koreluje s lepSi progndézou a slouzi jako nezavisly prognosticky faktor (Balermpas et al.,
2016).

HPV pozitivni orofaryngeélni a tonzilarni karcinomy jsou na rozdil od HPV negativ-
nich spojeny s lepsi prognézou onemocnéni (Fakhry et al., 2008; Nédsman et al., 2012). Ogue-
jiofor a kol. (2017) zaznamenali stejnou expresi PD-1 u HPV pozitivnich a negativnich orofa-
ryngeélnich karcinomi, naopak exprese PD-L1 byla vy$si u HPV negativnich karcinomti, coz
mize vést k inhibici vét§iho poctu CD8+ T lymfocytii a tim 1 hor$i prognéze onemocnéni.

Rozdilna prognéza u HPV pozitivnich a negativnich karcinomil orofaryngu by mohla
byt zplisobena 1 odlisnou distribuci tumoralnich a stromalnich TIL (Oguejiofor ef al., 2015).
Studie Oguejiofora a kol. (2017) uvedla, Ze zvySena hladina CD8+ T lymfocytl ve stromalni
oblasti HPV pozitivniho karcinomu orofaryngu, na rozdil od tumoralni oblasti, koreluje s lep-
Simi  klinickymi vysledky. U HPV negativnich pacientd vEétsi mnozstvi makrofagi
ve stromalni oblasti korelovalo s lepSim ptfezivanim.

Infiltrace CD163+ TAM v karcinomu v dutiné Ustni byla spojena s agresivnéj$im vy-
vojem nadoru, ktery se rozsifil i do lymfatickych uzlin. ZvySena exprese CD163 molekuly
v nadoru byla v této studii spojena s horsi prognézou onemocnéni (He et al., 2014).

Studie Wagnera a kol. (2016) zaznamenala u HPV pozitivnich karcinomii orofaryngu
vetsi mnozstvi NK bunék v oblasti nadoru a v nddorovém stroma. Ptitomnost NK bunék byla,
nezavisle na HPV statusu, spojena s lepsim prezivanim pacientli a miize byt tedy zvazovana
jako nezavisly prognosticky faktor u karcinomt v oblasti hlavy a krku.

Déle byl u HPV pozitivnich karcinomii orofaryngu v porovnani s HPV negativnimi
nadory dokumentovan v intraepitelidlni i stromalni oblasti niz§i pocet neutrofil. Méné& ne-
utrofilti produkovalo mensi mnozstvi IL-17, coz pravdépodobné vedlo k ucinné;jsi protinado-
rové imunitni odpovédi a pfispélo tak lepSimu piezivani HPV pozitivnich pacientii (Punt et

al., 2016).
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5. Imunoterapie

V soucasné dobé se k 1écbé onkologickych onemocnéni vyuziva zejména chirurgické
odstranéni naddorové masy, radioterapie a chemoterapie. Po urcité dob& skepse se zda, ze 1
imunoterapie nachéazi své misto v 1é¢bé onkologickych onemocnéni. Rozvoj imunoterapie je
umoznén stale detailnéjSim pozndvanim vzdjemného plsobeni nadorovych bunck a bunéck
imunitniho systému. Imunoterapie cilen¢ vyuziva imunitnich mechanismi a je zaloZena
na stimulaci protinadorové imunity. Aby byla ucinnd, je nutné, aby byly splnény alespoii
tfi zékladni podminky: imunogennost nadoru, mala velikost nddoru a funkéni imunitni systém
pacienta. Lécba musi byt téZ specifickd, aby jeji toxické ucCinky byly co nejmensi.

Hlavni role imunoterapie je v soucasnosti v 1é¢bé residualni nemoci a metastaz. Vyu-
ziva se 1 v kombinaci se systémovou lé€bou. Objevuji se vSak prvni studie, jejichz vysledky
naznacuji, ze by mohla byt v budoucnosti pouzita jako monoterapie prvni volby. Takovéto
povoleni pro pouziti jiz dostala pro solidni nadory monoklonalni protilatka pembrolizumab
(keytruda) blokujici imunitni kontrolni bod (Seiwert et al., 2016; Plimack et al., 2017).

Mezi imunoterapeutické postupy patii aktivni specifickd imunoterapie, tedy nadorové
vakciny. Zde pfes intenzivni vyzkum zatim nejsou dostupné vakciny pro klinickou praxi,
1 kdyz préve vakciny namifené proti PV jsou intenzivné zkoumany (Jia et al., 2017).

Dalsim pfistupem je aktivni nespecifickd imunoterapie, kterd spociva v podani latek
nespecificky stimulujicich imunitni systém, jako jsou napfiklad cytokiny ¢i latky aktivujici
makrofagy. Komplikaci této 1écby, napt. IL-2, byva systémova zanétliva odpoveéd’, ktera mi-
ze byt pro pacienta zivot ohrozujici. Tato terapie se vSak s uspéchem vyuziva pro lokalni apli-
kaci napf. u koznich nadorii (Anasagasti-Angulo ef al., 2009).

Pasivni imunoterapie, jako dal§i metoda, spocivd v podéani protilatek. Tento imunote-
rapeuticky ptistup je dnes asi nejvice uplatnovan v klinické praxi. Vedle pfimého ucinku pro-
tilatek blokaci cilovych molekul bylo zjiSténo, ze dochazi 1 k vyvolani cytotoxicity zprostied-
kované buiikami, coZ jeSté zesiluje protinadorovy ucinek téchto protilatek.

Poslednim pfistupem je adoptivni bunécna terapie, ktera vyuziva TIL izolované pfimo
z naddorové tkdné (Vavrova et al., 2015). Jejim cilem je zpétné injikovanymi aktivovanymi a
namnozenymi TIL zpiisobit lyzi nddorovych bun¢k vedouci k regresi az tipIné eliminaci one-
mocnéni. Podobnym typem imunoterapie je vyuZiti LAK buné¢k (z angl. lymphokine-activated
killer) ziskanych z periferni krve, které sice z¢asti potla¢i riist nddoru, ale kviili své nizsi spe-
cificité¢ jsou méné ucinné nez TILkteré jsou v eliminaci rakovinnych bunék 50-100x G¢inné;si

(Rosenberg et al., 1986).
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6. Imunoterapie u onemocnéni asociovanych s HPV

V klinické praxi pro 1é¢bu onemocnéni, v jejichz etiologii hraji roli HPV, se pouziva
fada imunoterapeutickych pfistupl. Jednim z nich je pasivni imunizace. Jedna se o monoklo-
nalni protilatky, které jsou zaméteny proti receptorim pro rustové faktory (Presta et al., 1997,
Baselga, 2000). Rustoveé faktory, mezi které patii VEGF a epidermalni ristovy faktor (EGF,
z angl. epidermal growth factor), jsou produkovany nadorovymi buiikami a jejich zvySena
exprese vede ke zvySeni proliferace a angiogeneze nadoru.

Cetuximab je monoklonalni protilatka, kterd vazbou na receptor pro EGF na povrchu
nadorovych bunék blokuje t€inky EGF, coz vede ke snizeni proliferace a k apoptdze buriky.
Vyuziva se pti 1€cbé nadort v oblasti hlavy a krku spolecné s radioterapii nebo chemoterapii
(Egloff et al., 2014; Magnes et al., 2017).

Na podobném principu je zalozena monoklonalni protilatka bevacizumab cilena proti
receptoru pro VEGF endotelu cév, jehoz inhibice snizuje angiogenezi. Vyuziva se pro 1écbu
karcinomu hrdla délozniho (Tewari et al., 2014; Tewari et al., 2017) a v kombinaci s cetuxi-
mabem byla zkousSena i u karcinomt v oblasti hlavy a krku (Argiris et al., 2013).

Dalsi typ monoklonélnich protilatek zabranuje aktivaci PD-1/PD-L1 drahy, ktera patii
mezi kontrolni body imunitniho systému. Blokace PD-1 nebo PD-L1 brani atlumu T lymfocy-
tl a navozeni imunosupresivniho stavu v naddoru. Nivolumab je monoklondlni protilatka, kterd
blokuje PD-1. Jeji 1é€bou bylo prodlouzeno pieziti pacientl s karcinom hlavy a krku, ktefi jiz
podstoupili chemoterapii a jejich prognéza byla stale neptizniva (Ferris et al., 2016). Dalsi
protilatkou blokujici PD-1 je pembrolizumab, ktery se vyuziva také pro 1écbu karcinomu
v oblasti hlavy a krku (Chow et al., 2016) a letos bylo jeho vyuziti schvéaleno i jako monote-
rapie prvni volby pro inoperabilni anebo metastazujici solidni nadory se specifickymi biolo-
gickymi znaky (poruchou mismatch oprav DNA nebo vysokou nestabilitou mikrosatelitt).

Mezi dals$i metody vyuzivané v klinické praxi pro onemocnéni asociovana s HPV patii
fotodynamické terapie a imiquimod. Fotodynamicka terapie (PDT, z angl. photodynamic the-
rapy) je metoda zaloZena na pouziti fotosenzibilizatoru, latky, kterd po podani indukuje citli-
vost organismu na svétlo. Fotosenzibilizator je vpraven do téla pacienta a diky vysoké afinité
k rychle proliferujicim bunitkdm se hromadi v nadorovych bunkach. Fotosenzibilizator
po vystaveni svétlu o urcité vlnové délce indukuje produkci ROS a zplsobi cytotoxicitu
v oblasti nadoru. ROS zastavi virovou replikaci a aktivuji apoptézu nebo nekrozu transformo-
vanych bunék obsahujicich fotosenzibilizator (shrnuto v Henderson & Dougherty, 1992). Po-

Skozené nebo mrtvé buiiky v pribéhu PDT pfispivaji k aktivaci vrozeného i adaptivniho imu-
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nitniho systému (Tanaka et al., 2016). Nejcastéji pouzivanym fotosenzibilizatorem v gyneko-
logii je kyselina 5-aminolevulova, ktera se pfeménuje na porfyrin. Po expozici UV svétla do-
chézi k fluorescenci porfyrinu, kterou lze detekovat v nddorové transformovanych oblastech
(Hillemanns et al., 2000).

PDT se zkousi pii 1é€bé CIN (Fu et al., 2016), VIN a genitalnich kondylomat. U mla-
dych pacientek s VIN se PDT, oproti vulvektomii, jevi jako vhodné&j$i 1é€ba, protoze umoziu-
je zachovani pohlavnich organti a jejich sexudlni funkce (Choi et al., 2015). Studie Lianga a
kol. (2009) pfi 1écbé genitalnich bradavic ukazala, ze PDT je G€innégjsi nez CO; laserova tera-
pie, po které Castéji dochazi k rekurenci onemocnéni.

Hlavni vyhoda PDT spociva ve specificité a nizké invazivité a toxicité. Jeji pouZiti je
ale omezeno dosahem svételnych paprski, které pronikaji jen cca 1 cm pod povrch tkané.

Imiquimod je imunostimulac¢ni latka s antivirotickymi a antitumorogennimi U¢inky.
Imiquimod navéazanim na bunécné receptory, konkrétné¢ TLR-7, aktivuje makrofagy a DC.
Dochazi ke stimulaci vrozenych imunitnich mechanismi a produkci prozanétlivych cytokinil
IL-12, IFN-y a TNF-a (Slade, 1998).

Imiquimod se vyuziva pfedevsim pii 1é€bé VIN. Podle studie van Seterse a kol. (2008)
imiquimod u VIN zvySuje pocet imunitnich bun¢k v epitelu a soucasné snizuje pravdépodob-
nost rekurence (Terlou ef al., 2011). Pozitivni u¢inky imiquimodu byly pozorovany i u VAIN
(Tainio et al., 2016) a CIN. U CIN doslo k regresi onemocnéni az v 73 % (Grimm et al.,
2012). Vyzkum Torelliho a kol. (2017) potvrdil efektivnost 1écby imiquimodem u pacientil
s karcinomem penisu asociovanym s HPV infekei, u kterych bylo docileno kompletni odpo-
védi na 1écbu a absence relapsu po dobu prumérné 28 mésicii. Jednalo se vSak o malou studii,

jejiz vysledky bude tieba dale ovéfit a prokazat ic¢innost imiquimodu pii delSim sledovani.
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7. Zavér

Lidské papilomaviry jsou spojeny s nadorovymi onemocnénimi v fad¢ lokalizaci.
Pacienti s HPV pozitivnimi nddory maji odlisSnou imunitni odpovéd’ a vykazuji lepsi prognézu
oproti pacientim s nadory HPV negativnimi. Vysvétleni tohoto jevu mize byt dano tim, ze
proteiny HPV funguji jako TSA. Studium imunitnich buné€k infiltrujicich nadory je v soucas-
né dobé€ velmi aktualni, nebot’ pro diagnostiku nékterych onemocnéni zacind byt imunologic-
rizace nadorového imunitniho prostfedi je predpokladem pro mozné vyuziti imunoterapie
k 1éCeni residudlniho onemocnéni a v budoucnosti 1 jako monoterapeuticka alternativa
k chemoterapii.

Néadory asociované s infekci HPV jsou vétSinou, ze vSech imunitnich bun¢k, nejvice
infiltrovany T lymfocyty. CD8+ T lymfocyty diky cytotoxickym vlastnostem maji pozitivni
vliv na progn6zu pacienta. Navzdory intenzivnimu vyzkumu jsou regulacni T lymfocyty stale
velmi kontroverzni populaci, protoze jejich vztah k prognoze se 1isi podle lokalizace naddoru a
stadia onemocnéni. Dal$i uskali pfindsi fakt, Ze dosud publikované studie popisujici funkci
Treg nejsou zcela konzistentni v charakterizaci této populace. Ve vétsing ptipadi vSak zvysSe-
na hladina Treg piedstavuje negativni prognosticky faktor. Kromé T lymfocytl jsou nadory
infiltrovany i buiitkami vrozeného imunitniho systému. Makrofagy typu M2 infiltrujici nddory
produkuji odlisné cytokiny nez M1 a zhorSuji pfezivani pacientll. Nejvétsi mnozstvi makrofa-
gl bylo, oproti jinym lokalizacim, zaznamenano u onemocnéni vulvy. I kdyz populace
NK bun¢k byva ve srovnani s ostatnimi imunitnimi buiikami méné Cetnd, jejich pifitomnost
pozitivné ovliviluje progndzu pacientll.

Vétsina publikaci zabyvajici se vlivem imunitnich bun¢k na prognézu charakterizuje
imunitni bunky lokalizované intratumordln€¢ a nerozliSuje infiltraci bun¢k v peritumoralni
oblasti a nddorovém stroma. Publikované studie vSak naznacuji, Ze nejen fenotyp a kvantita,
ale 1 lokalizace imunitnich bun¢k v nddoru je prognosticky diilezita.

V dusledku intenzivniho studia nadorovych onemocnéni jsou stile objevovany nové
subpopulace T lymfocytii. Pochopeni jejich funkce pti indukci a proliferaci nadoru vyzaduje
dalsi studium. Vyzkum by mohl byt zaméfen i na nalezeni dalSich povrchovych a intracelu-
larnich znakd, které by slouZily ke spolehlivéjsi charakterizaci jednotlivych populaci.

I kdyZ nékteré dosud publikované prace ukazuji rozlicné vysledky, studium imunitnich
bunék u nadorti vyvolanych HPV je velmi intenzivni a umoznuje tak v nékterych ptipadech

jiz zavedeni imunoterapeutickych 1écebnych metod do klinické praxe. Nejvice uplatnovanym
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imunoterapeutickym pfistupem je v soucasnosti pasivni podani protilatek, které se vyuziva
pii lé€be karcinomu hrdla délozniho a karcinomil v oblasti hlavy a krku. Protip6l predstavuje
aktivni imunizace specifickymi nadorovymi vakcinami, které vSak nejsou dosud dostupné
pro béznou klinickou praxi. U nadori lokalizovanych do 1 cm pod povrchem tkané se vyuzi-
va fotodynamicka terapie. Pozitivni G€inky pii 1é¢bé preinvazivnich 1ézi v anogenitalni oblasti
vyvolala i imunostimulaéni latka imiquimod.

Ve své préci jsem shrnula dostupné poznatky o fenotypu, zastoupeni a piipadné i
funkci imunitnich bunék v preinvazivnich lezich a karcinomech asociovanych s HPV. V praci
nezminuji studie analyzujici imunitni buiiky v periferni krvi. Je tieba téz podotknout, ze
s rychlym vyvojem poznatkll v imunologii a technologickym postupem se méni moznosti a
doporuceni pro identifikaci subpopulaci imunitnich bun¢k, a je proto obtizné vysledky jednot-
livych studii vzajemné porovnavat. Metody analyzy bunék v nddorech se vSak stale zlepSuji.
Metoda prutokové cytometrie napomaha charakterizovat stale vétsi mnozstvi znakt a zptesnit
tak charakterizaci a funkci bunéénych populaci, vysledky imunohistochemickych metod pfi-

nasi informace o lokalizaci a moznych interakcich bun¢k v tkéni.
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