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Souhrn

Imunitni reakci na nadorové builky je nutné povazovat za
posledni obrannou bariéru, kterou organizmus stavi vuci
nadorovému bujeni. Chemoterapeutika zasahuji piimymi i
nepiimymi u¢inky do néddorového mikroprostiedi a ovliviiuji
tak odpovéd’ organizmu na nadorové bujeni. Prace byla
rozdélena do dvou oddila. Cilem prvni ¢asti prace bylo popsat
rozlozeni definovanych bunéénych subpopulaci periferni krve
a neopterinu v mo¢i u Zen s karcinomem prsu a dale sledovat
zmény Vv souvislosti s podavanou 1é¢bou. Cést druhd se
zabyvala vzajemnymi vztahy mezi CD14°CD16" monocyty
periferni krve, mocCovym neopterinem a rizikovymi faktory
ateroskler6zy. Prace dokumentuje fakt, Zze jiz v obdobi
diagnézy jsou vyjadfeny zmény rozlozeni lymfocytarnich
subpopulaci viac¢i populaci bez anamnézy nadorového
onemocnéni. Prokézali jsme, Ze 1écba mize ¢astecné pozitivné
ovlivnit imunitni odpovéd’ organizmu proti nadoru. Zmény
lymfocytarnich subpopulaci u Zen s metastatickym rozsahem
onemocnéni V prubéhu 1écby jsou vyjadieny v mensi mife.
Restaura¢ni zmény imunitniho systému po ukonceni 1écby
predstavuji dlouhodoby proces. Na akcentované aterosklerdze,
jako dlouhodobé komplikaci nemocnych s karcinomem prsu,
se mize spoluuplatiiovat i systémova zanétliva odpoved
spojend s nddorem jako takovym.

Laboratory parameters in the detection of the effect of
anticancer therapy on immune system

Summary



We can consider the immune response to cancer cells as the
last barrier in carcinogenesis. Chemotherapeutics interfere
directly or indirectly with tumour microenvironment. Our
work was divided into two parts. The aim of our study was to
describe the distribution of lymphocyte subsets in peripheral
blood and urinary neopterin in breast cancer patients in
relatation to the treatment in the part one, and elucidate the
correlation between CD14+CD16+ monocytes, urinary
neopterin and risk factors of atherosclerosis in the part two.
We show that the changes of lymphocyte subpopulations are
present even at the time of cancer diagnosis. The treatment
could positively affect the anticancer response. The changes
of these lymphocytes subsets during therapy in patients with
metastatic stage of disease are less expressed. The restoration
of the immune system is a long-term process. The systemic
inflammatory response connected with tumour presence
could contribute to the accented atherosclerosis, possible
long-term complication in cancer patients.

Uvod do problematiky

Imunitni reakci na nddorové buiiky je nutné povaZovat
za posledni obrannou bariéru, kterou organizmus stavi vici
nadorovému bujeni.

Efekt chemoterapie ¢i radioterapie nelze zuzit pouze
na cytoredukéni. Chemoterapeutika zasahuji pfimymi |
nepfimymi Uc¢inky do nadorového mikroprostiedi a
ovlivilyji tak odpovéd’ organizmu na nadorové bujeni [1-3].

Pokroky v 1é¢bé nemocnych s riznymi typy nadorti se
promitaji do zlepSeni prognodzy a prodlouZeni doby pieZivani.
Doposud nebyly dostatecné zmapovany dlouhodobé
komplikace v¢. aterosklerozy Nékolik retrospektivnich studii
demonstruje zvysené riziko kardiovaskularnich piihod u
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dlouhodob¢  prezivajicich  nemocnych s nadorovym
onemocnénim [4;5]. Monocyty/makrofagy hraji dilezitou
ulohu v rozvoji poSkozeni cévni stény ateroskler6zou. Zmény
fenotypu monocyti periferni krve byly pozorovany i u
nemocnych se zvySenym rizikem aterosklerdzy. [6].

Neopterin je sloucenina produkovana aktivovanymi
makrofagy. Zvysené koncentrace prozanétlivych markera v
periferni krvi jsou spojené s aktivaci imunitniho systému a
soucasn¢ také spojeny S vyS$im rizikem aterosklerdzy a jejich
komplikaci [7].

Cile disertacni prace:

Cilem prvni cCasti nasi price bylo zmapovani rozlozeni
vybranych lymfocytarnich subpopulaci u zen
trpicich karcinomem prsu s naslednym sledovanim jejich
dalsich zmén v priab&hu podavané 1€¢by.

Druha ¢ast prace si vzala za cil vyhodnotit vztah mezi
cirkulujicimi CD14°CD16" monocyty, sérovym CRP,
koncentraci mocového  neopterinu a  vybranymi
laboratornimi parametry ateroskler6zy.

Pracovni otazky:

1. Jaké je rozloZeni vybranych bunéénych subpopulaci
v periferni krvi U nemocnych s nové diagnostikovanym
nadorem prsu?

2. Jaké je rozlozeni téchto vybranych bunéénych
subpopulaci v periferni krvi u nemocnych s metastatickou
formou onemocnéni?

3. Jak se jednotlivé skupiny od sebe lisi navzdjem a jaky je
rozdil oproti zdravym kontrolam?



4, Kjakym zméndm dochdzi v pribéhu podavani
kombinované chemoterapie?

5. Bude se u zen, u kterych bylo dosazeno dlouhodobé
remise onemocnéni, i po tfech letech liSit rozlozeni
sledovanych subpopulaci vii¢i zdravym kontroldm?

6. Jaky je vzajemny vztah mezi CD14'CD16" monocyty
periferni krve, moCového neopterinu a rizikovych faktort
ateroskler6zy, jako piipadné pozdni komplikace u
nemocnych s karcinomem prsu?

Material a metodika

V prospektivni studii byly hodnoceny vzorky periferni
krve pacientek s karcinomem prsu. Nemocné byly 1é¢eny ve
dvou skupinach: 1. skupina léfena neoadjuvantni
chemoterapii (kohorta A) a 2. skupina s metastatickym
onemocnénim (kohorta M), 1écend paliativni terapii.

Po podepsani informovaného byl pted zahijenim
chemoterapie proveden odbér vzorku periferni krve a ranni
moce. V priabéhu 1écby byly dal§i vzorky odebirany vzdy
vintervalu jednoho tydne, a to bud do ukonceni
neoadjuvantni 1é¢by ¢i do progrese u Zen S metastatickym
postizenim. Podskupina Zen, u které bylo 1écbou dosazeno
remise onemocnéni, byla po tfech letech vyzvana k odbéru
zaverecného vzorku periferni krve.

Vzorky periferni krve byly analyzoviany pomoci
Ctyfbarevné pritokové cytometrie a Stanovovany tyto
bunécné subpopulace:

CD3", CD3'8", CD3'CD4", CD3'CD69", CD8'CD69",
CD69*, CD3"CD69", CD8'CD28", CD8'CD28" CD3 CD69",



T-regulacni lymfocyty a dendritické buniky. Soucasné byla
analyzovéna koncentrace neopterinu v moci.

Statisticky byly nejprve porovnavany sledované
skupiny v ¢ase vstupu do studie. Poté pomoci linearni regrese
byly sledovany zmeény rozlozeni jednotlivych bunécnych
subpopulaci a neopterinu v prabéhu 1é¢by. V zavéru pak byla
porovnana skupina zen bez progrese onemocnéni po 3 letech
s vychozimi hodnotami a se skupinou zdravych Zen.

V druhé casti prace byla zjiStovana korelace
CD14'CD16" monocyti periferni krve, mocového neopterinu
a rizikovych faktorti aterosklerézy (CRP, spektrum lipidd,
homocystein, sérovy tokoferol-o ,UZ vysetfeni karotid),

Soubor byl zpracovan pomoci statistického programu
IBM SPSS Statistics, verze 20 a Microsoft Excel 2010.

Vysledky

Ve skupiné zen M bylo v porovnani se skupinou A
zjisténo rel. snizeni CD3'CD4" lymfocytil, imunoregulaéniho
indexu a rel. po¢tu PDC, a naopak rel. zvyseni CcD3*CD8",
rel. i abs. zvySeni CD8'CD28", rel. i abs. zvyseni
CD3"CD69" a abs. poctu CD8*CD69".

Pfi porovnani skupin M a kontrolni skupinou bylo
zaznamenano ve skupiné M vyznamné abs. SniZeni
celkovych lymfocyti i podtu CD3", abs. i rel. snizeni
CD3'CD4", rel. zvyseni CD3'CD8", CD8'CD28,
CD3'CD69" a CD8'CD69" lymfocyti.

Pii vzajemném porovnani skupin A a kontrolni
skupinou bylo zaznamenano rel. i abs. Snizeni celkového
poctu lymfocytd, abs. snizeni CD3" a CD3"CD4", rel. snizeni
CD69", rel. zvyseni CD8'CD28", rel. zvyseni TREG a rel i
abs. snizeni CD8'CD28".



Nebylo shledano statisticky vyznamnych rozdili mezi
HER-2 pozit. a neg. zenami. TaktéZ nebyly zaznamendny
zmény v koncentraci neopterinu, ani pred zahajenim 1écby,
ani v jejim prabéhu ve vsech sledovanych skupinach.

Statisticky vyznamné vysledky regresni analyzy uvadi
nasledujici tabulky:

Tab ¢&. 1. Linearni regrese ve skupiné A pro prvni fazi 1é¢by
(AC).

B (zména parametu za jeden den léchy), statisticky vyznamné jsou
vysledky se sig. mensi nez 0.05,. R kvadrat vyjadruje relativni podil
souboru, ktery je vysvétlitelny danym modelem

Parametr B Signifikance | R kvadrat
CD3" (%) 0.175 | <0.001 0.091
CD3'CD8" (%) | 0.112 | 0.002 0.071
CD8'CD28"(%) | 0.082 | 0.006 0.055
CD3'CD69" 0.014 | 0.005 0.057

(%)

CD8'CD69" 0.009 | 0.045 0.030

(%)

Tab. & 2 Linearni regrese ve skupiné A pro druhou fazi 1é¢by.
Parametr B Signifikance | R kvadrat
CD3'CD4" (%) | -0.095 | <0.001 0.087
CD3'CD8" (%) | 0.021 | 0.024 0.029

IRI -0.005 | 0.001 0.068
CD8'CD28 0.101 | <0.001 0.160

(%)

CD8'CD28 0.002 | <0.001 0.107
(abs)

TREG (%) -0.013 | <0.001 0.104
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MDC (%) -0.001 | <0.001 0.091
MDC (abs) <0.001 | 0.028 0.027
Tab &. 3 Linearni regrese pro skupinu M

Parametr B Signifikance | R kvadrat
CD3'CD4" (abs) | 0.001 0,001 0.098
IRI 0.009 <0.001 0.132
CD8*CD28" <0.001 | 0,001 0.044
(abs)

CD3CD69" (%) -0.018 | 0.006 0.069
CD3'69" (abs) <0.001 | 0.022 0.051
TREG (%) 0.040 0.010 0.062
PDC (%) <0.001 | 0.028 0.047
PDC (abs) <0.001 ] 0.025 0.050

Statisticky vyznamné vysledky korelace CD14+CD16+ monocyti,
neopterinu a rizikovych faktoru aterosklerozy shrnuje tab ¢&. 4.

Parametr re
(jednotka)
CD14'CD16" | CD14°CD16" | Neopterin | CRP
(%0) (buiiky/pl) v modi (mg/l)
(pmol/mol
krea)
Hmotnost 0.13(0.47) 0.38 (0.03) -0.22 0.18 (0.31)
(kg) (0.22)
Monocyty -0.08 (0.68) 0.47 (0.005) -0.07 -0.09
(%) (0.71) (0.61)
Monocyty | 0.13(0.48) 0.72 -0.27 0.21 (0.24)
(buiky/ul) (<0.0001) (0.13)
HDL -0.32 (0.08) -0.54 (0.001) | 0.24(0.18) | 0.02 (0.92)
cholesterol
(mmol/l)
Triglyceridy | 0.44 (0.01) 0.43 (0.01) -0.15 0.15 (0.40)
(mmol/l) (0.40)
NAG v 0.42 (0.02) 0.20 (0.26) 0.00 (1.00) | 0.02 (0.93)
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moci
(ukat/mol
kreat)

Diskuse

Vzajemné porovnani sledovanych skupin Zen v ¢ase nule

Piedchozi data ziskand u Zen s karcinomem prsu
ukazuji na rozdilné =zastoupeni bunéénych subpopulaci
Vv periferni krvi nemocnych. Pfi porovnani skupiny zen s nové
diagnostikovanym karcinomem prsu a kontrolni skupinou jsme
v souladu s literarnimi tdaji zaznamenali snizeni relativniho i
absolutniho celkového poctu lymfocytl a sniZeni absolutniho
poétu CD3" lymfocytd a souéasné zvyseni relativniho poétu T
regulac¢nich lymfocyt.[8]. NaSe skupina dale vykazovala jiz
V pocatecnich stadiich onemocnéni zndmky imunosuprese ve
formé sniZeni absolutniho poétu CD3"CD4 lymfocyti, sniZeni
relativniho poétu  CD69" lymfocytli. Zvyseni relativniho
zastoupeni CD8'CD28" lymfocytli pfi soucasném snizeni
absolutniho i relativniho podtu CD8'CD28  lymfocytii by
mohlo byt casteéné vysvétlitelné vcasnou diagnostikou
nadoroveého onemocnéni, kdy antigenni stimulace nadorovymi
antigeny neprobihala jeSté dostate¢né dlouhou dobu tak, aby
dochazelo ke statisticky vyznamnému sniZzeni exprese
molekuly CD28 [9].

V ptipad€ karcinomu prsu byly nalezeny i rozdily na
zakladé dalSich molekularné-biologickych charakteristik
nadoru. Muraro et al. popsal, u HER-2 negativnich nadort
zvySenou piitomnost NK bun¢k a T regulacnich lymfocytl a
snizeni poméru CD4'/CD8" lymfocyti v periferni krvi u
pacientii s Her-2 negativnim typem nadoru. [10]. Nam se
vSak nepodafilo zjistit zadnych statisticky vyznamnych
rozdilt ve sledovanych parametrech mezi Her-2 pozitivnimi a
negativnimi nemocnymi.
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U pacientdl s metastatickym postizenim  jsou
k imunosupresi vedouci zmény vyjadieny vyraznéji, coz
dokazuje popsané vyznamné snizeni CD4" T lymfocyt [11]
a nartst poctu T regulacnich lymfocytt [12]. Myeloidni i
plasmocytoidni DC jsou sniZzené, pievazuji nezral¢ formy,
které jsou Cetné funkéné defektni [13]. V souladu s dal§imi
autory bylo tedy i v nasem souboru zaznamenano relativni
snizeni CD4" T lymfocyt a PDC.

Zmény v prubéhu neoadjuvantni a paliativni 1é¢by

I pfesto, ze je chemoterapie povazovana za vyznamny
imunosuprimujici faktor, jiz byla podana fada diikkazli o tom,
ze vykazuje 1 pozitivni imunogenni vlivy s tumoricidnimi
disledky.

Piedchozi prace u nemocnych s karcinomem prsu
prezentovala zvyseni absolutniho po¢tu CD3*, CD3'CD4",
CD3'CD8" a CD8'CD28" lymfocyti jiz po podani jediného
cyklu kombinované chemoterapie doxorubicin/paclitaxel
[14]. Potvrdili jsme, Ze tyto nastolené trendy setrvavaji po
celou dobu faze AC, kdy jsme zaznamenali signifikantni
vzestup relativniho poétu subpopulaci CD3*, CD3"CD8",
CD8'CD28",CD3"CD69" a CD8'CD69" lymfocytii

V pribéhu 1écby trastuzumabem bylo zaznamenano
zvyseni poctu NK bunék se zvysenou produkce granzymil ve
srovnani s kontrolni skupinou [15], snizeni poctu T-
regulac¢nich lymfocytd a naopak navyseni produkce IL-17 [16-
18].

V naSem souboru pribéhu druhé faze neoadjuvantni
1é¢by, kdy byl u HER-2 pozitivnich Zen v 1é¢ebném rezimu
navic podavan trastuzumab, dochédzelo ke zvySovani podilu
C8'CD28 lymfocytl, ke snizovani relativniho poctu
CD3'CD4" lymfocytd a plasmocytiodnich dendritickych
bunék. Snizovani relativniho po¢tu T regulacnich lymfocyti
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V této fazi mize mit za nasledek snizeni imunosupresivnich
tlakd v organizmu. Rozdiln¢ se chovaly HER-2 negativni i
pozitivni zeny. Zatimco u HER-2 negativnich Zen nebyly
zjistény vyznamné zmény rozlozeni jednotlivych bunéénych
supopulaci v ¢ase, u HER-2 pozitivnich zen bylo naopak
pozorovano zvySovani rel. i abs.podilu CD8'CD28
lymfocyti a vzestup aktivacniho markeru CD69 se
soucasnym poklesem relativniho zastoupeni T regulacnich
lymfocyta.

V souladu s dal$imi autory jsme zjistili u Zen
S metastatickym karcinomem prsu 1écenych paliativni terapii
pouze mirnou tendenci k relativnimu i absolutnimu zvySeni
podilu CD4" a stim souvisejictho imunoregulaéniho
indexu[19]. Zuvedenych faktd vyplyva, ze pozitivni
imunomodula¢ni plsobeni protinadorové terapie je U
nemocnych s progresivnimi stddii onemocnéni znaéné
omezeno.

Stuperi rekonstituce imunitniho systému po 3 letech

U nemocnych, u kterych doslo vlivem 1é¢by k regresi
nadoru a lécba byla jiz ukonCena, lze predpokladat
imunorestaurani ~ pochody  imunitniho  systému.[20].
V periferni krvi nemocnych s anamnézou nadorového
onemocnéni dlouhodobé pfetrvavaji nador-specifické T
lymfocyty, které si 1 fadu let po dosazeni remise zachovavaji
dobry funkéni potencial [21]. | v nasem souboru jsme
zaznamenaly tyto tendence, nicméné ani po trech letech
nebylo dosazeno shodné rozlozeni jako u zdravych kontrol.

Pfi porovnani Zen bez progrese po 3 letech se
zdravymi kontrolami se sice pocéty CD8'CD28" a
CD8'CD28 T lymfocytl jiz od sebe statisticky vyznamné
nelisily, stale vSak pfetrvavalo absolutni i relativni sniZeni
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CD3'CD4" T lymfocyti. Dale bylo popsano, Ze po ukonéeni
1écby pietrvava jesteé nékolik mésicti snizeni poctu a funkce
dendritickych bun¢k [22], za 3 roky vsSak jiz doSlo k
relativnimu zvySeni jejich poctu. Nalez zvySeného podilu T
regulacnich lymfocyti je mozno chapat jako potencidlné
rizikovy faktor pro rozvoj event. progrese zakladniho
onemocnéni [23]. Lze tedy shrnout, ze imunorestaura¢ni
pochody nebyly ani za tfi roky uplné.

Korelace CD14'CD16" monocyti periferni krve,
mocového neopterinu a rizikovych faktoriu aterosklerozy

V souladu sjiz publikovanymi pracemi nase data
potvrdila asociaci mezi poétem CD14"CD16" periferni krve a
koncentraci lipidu[24]. VSeobecné je pfijimano, ze
ateroskler6za predstavuje zanétlivy proces [25]. V fad¢ studii
je prokazéno, ze hodnota CRP predikuje riziko
kardiovaskularnich piihod[26]. Obdobna asociace byla
pozorovana i v pfipadé neopterinu[27]. Ziskana data
podporuji hypotézu, Ze se na akcentované aterosklerdze miize
u nemocnych s nadory spoluuplatiiovat i systémova zanétliva
odpovéd’ spojena s nddorem jako takovym.

Z predchozich studii byla publikovana korelace mezi
parametry lipidového metabolizmu a CD14"CD16" monocyty
ve vztahu k aterogenezi [6]. Cirkulujici CD14 antigen byl
nalezen ve zvySené mife u nemocnych s onemocnéni
korondrnich tepen ve srovnani se zdravymi kontrolami a
navic pozitivné koreloval s LDL cholesterolem a negativné
s HDL cholesterolem [28].

Neopterin predstavuje indikator aktivace makrofagt
Byla pozorovana korelace mezi nizkym poctem ¢i zhorSenou
funkci lymfocytd a dendritickych bun€k a koncentraci
neopterinu[29]. V nasi studii nebyla pozorovana korelace
mezi neopterinem v moéi a poétem CD14'CD16" monocyti
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periferni krve Ci rizikovymi faktory aterosklerozy. Jednim
z moznych ovliviijicich faktort byl i nizky pocet ucastnikl
ve studii.

Zavéry

Popsali jsme, Ze se jiz v obdobi diagndzy karcinomu
prsu statisticky vyznamné od sebe 1isi rozloZeni sledovanych
lymfocytarnich subpopulaci v periferni krvi oproti zdravym
probandiim. Jednalo se pfedevsim o celkovou lymfopenii a
CD4" lymfopenii. Pfitomny byly i dal§i zmény potencialné
ptispivajici ke snizeni protinadorové odpovédi organizmu ve
formé zvySeného zastoupeni relativniho poctu T regulac¢nich
lymfocytii a snizeni exprese povrchové molekuly CD69".
V nasem souboru jsme nenalezli statisticky vyznamné rozdily
mezi zenami s, ¢i bez exprese nadorového antigenu HER-2.

Potvrdili jsme, Ze u Zen s metastatickym postizenim,
byly tyto zmény vyjadieny intenzivnéji, zejména dal$im
prohloubenim CD4" lymfopenie, sniZeni relativniho podtu
plasmocytoidnich dendritickych bun€k a sniZeni exprese
molekuly CD28 na perifernich lymfocytech.

V pribehu podéavani 1écby dochazelo v ¢ase k dalSimu
vyvoji rozlozeni sledovanych bunéénych subpopulaci. U Zen
s podavanou neoadjuvantni 1écbou dochazelo v prvni Casti
lécby k potencialné pozitivnim zménam ve formé& zvySovani
zastoupeni CD3" T lymfocytli se zvy$enou povrchovou
expresi molekul CD8, CD28 a CD69 v periferni krvi a
snizeni poctu T-regulacnich lymfocyti. Nepozorovali jsme
vSak zmirnéni CD4 lymfopenie, charakteristického znaku
nemocnych s nadory. Stejné tak zvySeni exprese molekuly
CD28 bylo pouze ptfechodné a provazelo jen prvni Cést
neoadjuvantni 1écby.
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U zZen s metastatickym postizenim nebyly az na
mirnou tendenci ke zvySovani relativniho i absolutniho poctu
CD4" lymfocytii zaznamenany statisticky vyznamné zmény
v ¢ase. Vysledky vSak vykazuji nizsi silu, protoze se jednalo
o pomérn¢ malou skupinu pacientdl s vysokym rozptylem
ziskanych hodnot.

Ve skupiné Zen snoveé  diagnostikovanym
karcinomem prsu, u kterych bylo dosazeno remise
onemocnéni, nedoslo ani po tfech letech k plnému vyrovnani
nalezti vici zdravym kontrolam. I nadéle pietrvavalo snizeni
poétu CD4" T lymfocytd v periferni krvi, snizeni exprese
molekuly CD28 a  zvySené zastoupeni T regulacnich
lymfocytl. Ztoho lze wusuzovat, Ze zmény navozené
pritomnosti nddoru a podavané 1é¢by jsou dlouhodobého
charakteru.

V posledni ¢asti prace byla popsana asociace mezi
poétem CD14"CD16" monocytii periferni krve a lipidovym
metabolizmem u nemocnych s karcinomem prsu. Zanétliva
odpovéd organizmu vede ke zvyseni CDI14°CD16"
monocytll. Data oteviraji moznost, Ze systétmova zanétliva
odpovéd’ spojena s nadorem miuze byt zahrnuta v procesu
aterogeneze u téchto nemocnych. Nebyla vSak pozorovana
7adna korelace mezi poétem CDI14°CD16" monocyth
periferni krve a koncentraci neopterinu v moci.
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