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Abstrakt:

Na nadory se dnes nepohlizi jen jako na uUtvar geneticky zménénych bunék s patologickou schopnosti
nadmérné proliferace, invazivity a zvysSené Zivotnosti, ale stdle vétsi vaha se pfricita také
mikroprostredi, které si nddor vytvari. Toto mikroprostfedi generuje podminky, které jsou odlisné
od podminek v normalnich tkanich. Pfikladem je lokalni hypoxie, laktatova acidéza ¢i nadorem
tkané. Ukazuje se, Ze jednim z nejvyznamnéjsich mediatord uniku imunitnimu dozoru v nadorech
jsou myeloidni supresorové burnky (MDSCs). Jedna se o heterogenni populaci bunék myeloidniho
pavodu. V aktivovaném stavu MDSCs produkuji zvysené mnozstvi kyslikovych radikal(i, sloucenin
dusiku a arginazy, coZ predstavuje mechanismy, kterymi MDSCs potlacuji protinddorovou imunitni
odpovéd. MDSCs tedy predstavuji slibny terapeuticky cil. Recentni studie vSak ukazuji i jejich
fyziologickou roli, coZ je tfeba pfi kazdé terapii, cilené na MDSCs, zohlednit.
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Nadorové mikroprostredi, teorie imunitniho dozoru, imunoeditace, myeloidni supresorové buriky,
imunosuprese v nadorech, terapeutické ovlivnéni MDSCs, fyziologicka role MDSCs



Abstract:

Today, tumors are considered not only as a complex of genetically mutated cells with pathological
function of excessive proliferation, invasiveness and increased viability, but increased attention
is paid for the tumor microenvironment created by the tumor itself. This microenvironment
generates conditions, which differ from the normal tissues — for example local hypoxia, lactic acidosis
and tumor-induced immunosupression — all these abnormalities lead to increased viability of the
tumor tissue. Myeloid-derived suppressor cells (MDSCs) seem to be one of the main mediators of the
escape from immunosurveillance. MDSCs represent a heterogenous cell population of myeloid origin.
In active state, MDSCs produce enhanced amount of reactive oxygen species, nitrogen compounds
and arginase, which represent the mechanisms of the suppression of the anti-tumor immune
response. That makes MDSCs a promising therapeutic target. However, recent studies also point out
the physiological role of MDSCs, which seems to be essential to consider for succesfull MDSCs
targeting.

Key words:

Tumor microenvironment, immunosurveillance theory, immunoediting, myeloid-derived suppressor
cells, immunosuppresion in tumors, therapeutic targeting of MDSCs, physiological role of MDSCs
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I. UVOD:

Nddorova onemocnéni predstavuji jednu z nejvyznamnéjsich civiliza¢nich chorob moderni doby.
Jednd se o heterogenni skupinu chorob, jejichz spoleénym rysem je predevsim nekontrolované
bunécné déleni. Ackoliv jsou zndmy urcité rizikové faktory, jako je napf. geneticka zatéz nebo kontakt
s nejriznéjsimi chemickymi, fyzikalnimi ¢i biologickymi karcinogeny a mutageny, rakovina je
v podstaté nepredikovatelné onemocnéni, postihujici jednotlivce bez ohledu na pohlavi a vék.
Hanahan a Weinberg definovali v roce 2000 Sest zdkladnich znakd rakoviny: 1, Nadorové burky
stimuluji svlj vlastni rlst; 2, Jsou rezistentni vici faktordm zastavujicim rdst; 3, Maji schopnost
odolavat programované bunécné smrti (apoptdze); 4, Indukuji angiogenezi; 5, Nemaji nastaveny limit
bunéénych déleni — maji neomezenou schopnost proliferace; 6, Maji schopnost invazivity
a metastaze [1].

O 11 let pozdéji vsak musel byt tento koncept na zakladé novych poznatk( rozsifen, a sice
o deregulaci bunécného energetického metabolismu a schopnosti unikat destrukci imunitnim
systémem [2]. Pravé posledni zminény mechanismus bude stéZzejnim tématem této prace.

V nadorovém mikroprostredi existuji urcité mechanismy, které zabranuji efektivni likvidaci
nadoru imunitnim systémem. Jednd se o zménu exprese marker(l slouZicich krozpoznani
patogennich nebo poskozenych bunék, o ziskani rezistence vUici apoptotickym a nekrotickym
mechanismim ¢i o pfimé potlaceni adaptivni a ptirozené imunitni odpovédi aktivovanych T bunék a
cytotoxickych imunitnich bunék. Dal$im, velmi dlleZitym mechanismem snizovani imunitni odpovédi
v nadoru muze byt i zména v zastoupeni rGznych druhd bunék pfirozené i adaptivni imunity
v nddorovém mikroprostredi [3].

Ackoliv v imunosupresivnim nadorovém mikroprostfedi operuje pomérné velky pocet
mechanismU obchazejicich fyziologickou imunitni reakci, soucasné studie naznacuji, ze by mezi nimi
mohlo figurovat nékolik stéZzejnich, na které ma predevsim vyznam zamérit 1écbu. Jeden z takovych
mechanism reprezentuji imunosupresivni u¢inky myeloidnich supresorovych bunék (MDSCs).

Cilem této prace bude vytvorit prehled nejdllezZitéjSich imunosupresivnich mechanismi
v nddorovém mikroprostfedi se zvlastnim zretelem na MDSCs. Dale se prace bude zabyvat
moznostmi terapie cilené na populaci MDSCs a zhodnocenim pfipadnych rizik a nedostatk(l takovéto

lécby.
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Il. Nadorové mikroprostredi

Soucasné moderni |écebné pfristupy jiz nepohlizeji na nadory jen jako na utvary tvorené pouze
rakovinnymi burikami, ale berou v potaz celé jejich mikroprostredi. Fakt, Ze nadory tvoti heterogenni
populace bunék, které rldznymi mechanismy pfispivaji k nadorové rezistenci vici lé¢iviim, proliferaci
a pfipadné metastazi nadorl, mize zdsadnim zplsobem ovliviiovat terapeuticky pfistup.

Mikroprostifedi nadorové tkané zahrnuje dvé zakladni struktury: nadorovy parenchym
a nadorové stroma. Prvni zminénou slozku tvoli samotné nadorové bunky. Typ parenchymalnich
nadorovych bunék uréuje i ndzev tumoru. Charakter parenchymu také urcuje stupen diferenciace
nadoru vzhledem k plvodni tkdani. Pomér mezi parenchymem a stromatem nadoru urcuje celkovou
konzistenci nddoru — pokud prevaZzuje stroma, jednd se o tuhy az tvrdy, skirhoticky nador. Pokud

naopak prevazuje parenchym, mluvime o tzv. mékkém (meduldrnim) nadoru.

2.1 Nadorové stroma

Nadorové stroma se sklada z vesmés nemalignich bunék a nebunéénych komponent. Buriky
stromatu ale pod vlivem svého okoli, nestandardnich interakci s ostatnimi bunéénymi populacemi
v nadorovém stromatu a pfimého &i nepfimého kontaktu s nadorovymi burfikami vykazuji abnormalni
fenotyp a funkce [5].

Nadorové stroma vznika paralelné s proliferaci nddorovych bunék, pficemz inicidtorem vzniku je
cytokin VEGF (vaskularni endotelidlni rlstovy faktor), uvoliovany nadorovymi i nenadorovymi
bunikami v prostifedi nadorového lozZiska. VEGF indukuje zvySenou kapilarni permeabilitu, a tim
akumulaci koagulacnich faktort. Vznika extracelularni fibrinovy gel tvofici prostfedi pro vcestovavani
fibroblastd, které posléze pod vlivem dalsich faktor( proliferuji a spoluvytvareji nadorové stroma [4].
Cilem této kapitoly bude struc¢né vyjmenovat hlavni slozky tvorici nadorové stroma a nastinit tak
dllezitost znalosti interakci mezi rdznymi bunéénymi populacemi v nadorovém mikroprostredi pro

nadorovou terapii.

2.1.1 Fibroblasty

V normalnich pojivovych tkanich predstavuji fibroblasty nejbéinéjsi bunécny typ. Produkuji
extracelularni matrix, zejména kolagen typu I, lll, V a fibronektin. Produkci kolagenu IV a lamininu
pfispivaji k tvorbé bazadlni membrany na prechodu pojivové tkané a epiteld [5]. Prostredi
extracelularni matrix a pojivovych tkani je neustdle prestavovano. Remodelace extracelularni matrix
je nezbytna pro mnoho fyziologickych pochodl (bunécny rist, proliferace, diferenciace, bunécna
migrace), ale vyskytuje se i v mnoha patologickych (metastaze, tumorigeneze) procesech.

Za prestavbu matrix jsou zodpovédné predevsim protedzy ze skupiny metalloprotedaz (MMPs) [6].
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Fibroblasty rovnéz maji nezastupitelnou funkci pfi hojeni ran. Jsou prekurzory myofibroblastd,
které produkci a-SMA umoznuji stazeni rany.[7,8]. Fibroblasty samy potom pfispivaji k regeneraci
poskozené tkané zvysenou sekreci proteind extracelularni matrix, rlstovych a chemotaktickych
faktor(l, které koordinuji akumulaci zanétlivych bunék a cévnich progenitorovych bunék v misté
zranéni [5]. Aktivace tohoto hojiciho procesu probiha pod vlivem nékolika regulaénich molekul. Jedna
se napriklad o primy kontakt s infiltrovanymi imunitnimi burfikami prostfednictvim adheznich molekul
intersticidlnich bunék ICAM-1 (CD54) a VCAM-1 (CD106) [9]. Aktivace mUZe probihat déle jako pfima
odpovéd na faktory sekretované z poskozené mukosy — zejména FGF2, PDGF, EGF a TGF-B [10].

Fibroblasty tvofi hlavni komponentu nadorového stromatu. Pocet fibroblastll v nddoru muze
nékdy dokonce prevySovat pocet samotnych nadorovych bunék [5]. S nddorem asociované
fibroblasty (CAFs) jsou aktivované, stejné jako fibroblasty v misté poranéni tkané, avsak maji odlisny
fenotyp a funkci nez fibroblasty v odpovidajici normadlni tkani. CAFs se vyznacuji velkou
heterogenitou, coZ velmi ztéZuje studium jejich biologickych aktivit a mozZnosti ovlivnéni, nebot se
da jen obtiZzné definovat, jaké procento v nadoru tvofi fibroblasty s funkci CAFs na pozadi fibroblast(
s fyziologickou aktivitou [11]. Rozdil oproti “normalnim” fibroblastim je ten, Ze CAFs nepodléhaji
apoptdze ani Zadné jiné eliminaci imunitnim systémem a jsou permanentné aktivované. Marker( pro
detekci pfitomnosti CAFs je nékolik— typicka je produkce a-SMA, vimentinu, kolagenu typu | a S100A4
proteinu / FSP1 [12].

Vznik CAFs neni uspokojivé objasnén. Existuje ale nékolik hypotéz, které se ovsem nemusi
vzajemné vyluCovat. Patfi mezi né napfiklad diferenciace z residentnich tkanovych fibroblastd,
epitelo-mezenchymovy prechod (EMT) — tedy diferenciace CAFs z epitelidlnich a endotelovych bunék
a mozZna je i migrace a aktivace bunék z kostni dfené [11, 13].

CAFs se vyznacuji predevSim tim, Ze produkuji mnoZstvi rlstovych faktorl (napf. faktory
ze skupiny FGF, IGF, EGF, HGF a TGF-B [15] ), chemotaktickych latek, faktorl podporujicich
angiogenezi a metaloprotedz, coz souhrnné podporuje rozsifovani nadoru [5]. Pravé mnoZstvi
produkovanych rlstovych faktor(l cini z nddorové asociovanych fibroblastl atraktivni cil pro

potencialni terapii [16].

2.1.2 Angiogeneze v nadorech

Vaskulatura asociovand s nddorovym stromatem zahrnuje endotelové buriky, pericyty a burky
hladké svaloviny [15]. Vzhledem k neomezené proliferaci nddorovych bunék je vcelku logické, zZe
tumory maji zvySené metabolické a nutri¢ni naroky. Proto loZiska nadoru obvykle obklopuje velmi
hustd cévni sit s netypickymi vlastnostmi. K takovym vlastnostem patti naptiklad nerovnomérna
distribuce cév, nepravidelné tvarovani, nespravné vétveni nebo casty vyskyt slepé koncicich cév.
Vaskulatufe ndadori rovnéz schazi klasickd hierarchie muskuldrnich artérii, arteriol, kapilar,

postkapilarnich venul a malych a velkych zil [17].
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Cévy jsou také na mnoha mistech prodéravélé, coz vede k suboptimalnimu proudéni krve a tudiz
k podpore hypoxie, typické pro nadorové mikroprostredi [18]. Za vySe zminéné jevy je zodpovédny
v prvni fadé cytokin VEGF. Tento cévni endotelidlni rlstovy faktor je v nepatogennich tkanich
nezbytnym medidtorem pro embryonalni vyvoj a také ma nezastupitelnou roli v procesu hojeni ran
u dospélych. Zaroven vsak hraje duleZitou roli pfi nadorové angiogenezi.

V nadorovém mikroprostiedi se zda byt nejdllezZitéjsim faktorem VEGF-A [4]. Jednd se
o multifunkéni cytokin, ktery je hojné exprimovan také nddorovymi bunikami. Funguje pres receptory
VEGFR-1, VEGFR-2 a neuropilin-1, které se nachdazeji prevainé na cévnim endotelu. Mezi funkce
VEGF-A patfi zvySovani mikrovaskularni permeability, indukce migrace bunék endotelu,
pfeprogramovavani genové exprese, prevence senescence a indukce angiogeneze. Nagy et al. ukazali

také jeho schopnost navodit lymfangiogenezi prostfednictvim interakce s VEGFR-2 [20].

2.1.3 Hypoxie
V nadorovém mikroprostredi se typicky vyskytuje hypoxické prostredi. Pro normalni tkdné se

bézny tlak kysliku pohybuje mezi 54-65 mmHg, pficemz v nadorech je to zhruba o polovinu méné,
tedy kolem 23-28 mmHg [21]. Méfeni parcidlniho tlaku kysliku ve tkani prsniho karcinomu ukdzalo
jesté vyraznéjsi rozdily mezi nddorem a fyziologickou tkani. V normalni tkani se pO, pohyboval mezi
65-67 mmHg. V oblasti nadoru cinila primérnad hodnota pO, 30 mmHg a v silné hypoxickych
oblastech se hodnoty pohybovaly az mezi 0-2,5 mmHg [22]. Vaupel et al. ale rovnéz ukazali, ze
u nadorli stejného plvodu a ve stejném stupni progrese existuje pomérné vysokd variabilita v
intenzité hypoxie v rliznych mistech nadoru [22].

V nadorech tedy panuje silné hypoxické prostredi, coz vede k aktivaci proteinu p53, a tedy
k zastaveni bunécného cyklu v G1 fazi — bunky v hypoxickém prostredi tedy mnohem méné proliferuji
[23]. Hypoxie také indukuje angiogenezi, za coZ je zodpovédny jiz vySe zminény VEGF [24]. Zhusténa
vaskulatura mlze mimo jiné vést i k vysSimu riziku metastaze z dlvodu snadnéjsiho pfistupu
nadorovych bunék k cévdm a tim i migraci bunék [25].

Dalsim produktem hypoxického prostfedi je HIF-1 [26]. Je to transkripéni faktor, ktery se
ve fyziologickych podminkach podili na stresovych odpovédich. Strukturné se jedna o heterodimer
s dvéma podjednotkami HIF-1a a HIF-1B, pfiéemz aktivita celého dimeru HIF-1 je ur¢ovana stabilitou
podjednotky HIF-1a, ktera je za normalnich podminek v burice rychle degradovdna, ale ve stavu
hypoxie je tato degradacni draha blokovana. Stabilita HIF-1B na koncentraci kysliku zavisla neni
[27,28].

Transkripéni faktor HIF-1 ma vliv napfiklad také na expresi MDR1 genu a jeho produktu
P-glykoproteinu, coz vede ke zvySeni rezistence nadorovych bunék vici chemoterapeutikiim [29],
dale ovliviiuje produkci IGF-2 [30], chemokinu SDF-1 [31] a také pfrispiva k indukci telomerazové

activity prostfednictvim hTERT [32].
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Hypoxie v nadorovém mikroprostiedi souvisi s urcitymi metabolickymi abnormalitami. Napfiklad
zvySend mira glykolyzy je chapana jako jistd forma adaptace na prostredi se snizenym obsahem
kysliku a je v nadorovych burikdach uplatiovdna mnohem c¢astéji nez v normalnich tkanich [33].
Glykolyza je podstatné méné efektivni forma metabolické drahy generujici bunécnou energii
ve formé ATP v porovndni s mitochondridlni respiraci. Na jednu molekulu glukdzy, zpracovanou
glykolyzou, pripadaji dvé molekuly ATP. Oproti tomu v respiracnim mitochondridlnim retézci se
zjedné molekuly glukézy vygeneruje 36 molekul ATP, coz znamend 18 krat efektivnéjsi
metabolismus.

Glykolyzou je ve fyziologické tkani produkovano 10 % ATP oproti 90 % ATP z mitochondrii.
V nadorové tkani je dle Warburga tato rovnovaha posunuta zhruba na 50:50. Preference anaerobni
glykolyzy nastava v nadorové tkani dokonce i za pritomnosti kysliku (Warburglv efekt). Jedna se tak
zfejmé o adaptaci bunék na stfidavou hypoxii v pribéhu vyvoje nadoru [35]. Vlivem zvyseného
vyuzivani glykolyzy jako zdroje energie dochazi ve tkdni nadoru k akumulaci konecného produktu
glykolyzy, a sice laktatu. Dochazi tim k okyselovani prostredi, coZ je dalsi z charakteristik nddorového
mikroprostredi. Vedle hypoxického prostiedi, nedostatku Zivin a energie charakterizuje nador tedy

i tzv. laktatova aciddza.

2.1.4 Buriky imunitniho systému

Bunky specifické i nespecifické imunity jsou do prostrfedi nddoru pfitahovany aktivitou urcitych
cytokinGl a chemokinu. Existuje podobnost mezi akutnim zanétlivym prostfedim a nadorovou tkani.
Této skutecnosti si vS§iml uz v roce 1863 némecky lékar a politik Rudolf Virchow. Navrhl hypotézu, ze
urcité drazdivé skupiny latek spolu s poskozenim tkané a naslednym zanétem vyvolavaji déleni bunék
[36]. Ackoliv je nyni jasné, ze samotna bunécna proliferace nestaci ke vzniku rakovinného nadoru,
ostatni faktory, pUsobici v zanétlivém prostfedi maji na vznik nadorového onemocnéni skutecné
nezanedbatelny vliv. Jedna se pfedevsim o hojnost zanétlivych bunék, ristovych faktord a pritomnost
faktord poskozujicich bunéénou DNA.V zasadé bychom mohli pouzZit vystizné vyjadieni H.F.Dvoraka
v €lanku z roku 1986: nadory jsou “zranéni, kterd se nehoji” [37]. Pfi poSkozeni normalni tkané
dochazi v procesu jeji reparace k masivnimu déleni bunék, ale jakmile je tkan “spravena”, proliferace
se opét vrati do normalnich hodnot. V pfipadé nadord jsou regulacni mechanismy nefunkcni
a nadorové bunky tak ve vhodném mikroprostiedi, plném zanétlivych bunék a rdstovych faktord,
proliferuji neomezené. Ackoliv je mechanismus zanétu u poranénych normalnich tkani a nddorovych

tkani velmi podobny, existuji nékteré odlisnosti, zejména ve strukture zanétlivého prostredi. Tyto

odlisnosti shrnuje obrazek 1.
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Obrazek 1; prevzato z [38], upraveno

Q Epithelial cell and basement membrane Endothelial cells and capillary support cells e Platelets and fibrin clot
g, (pericytes, smooth muscle cells)

Neutrophils LQ;G‘ Lymphocytes Mast cells/eosinophils/basophils @ 38 Cytokines/chemokines

@ Macrophage/monocyte #Fibroblastsandﬁbrillarcollagens @ Malignant epithelial cells

A, Normdini tkarn se vyznacuje vysoce organizovanou strukturou. EpitelidIni buriky nasedaji na bazdini
membrdnu a jsou tak oddéleny od prostredi vaskularizované dermis. Pokud dojde k poskozeni tkdné, jsou
aktivovdny krevni desticky, které vytvofi krevni sraZeninu a uvolriuji vasoaktivni medidtory. Ty reguluji
vaskuldrni permeabilitu, aktivuji fibrinogen a formaci fibrinové krevni sraZeniny. Chemotaktické faktory, jako
jsou TGF-8 a rustové faktory odvozené z krevnich desticek (PDGF), iniciuji formovdni granulacni tkdné, aktivaci
fibroblast( a indukci a aktivaci proteolytickych enzym( nezbytnych pro remodelaci extraceluldrni matrix.

Dochadzi ke vstupu granulocytl, monocytt a fibroblastt, cévni systém je postupné obnovovdn a epitelovd
tkdn v je misté zranéni postupné reparovdna. Epitelidini a stromdlini buriky spolu kooperuji za u¢elem usnadnéni
procesu hojeni. Jakmile je rana zahojend, zminéné procesy opét ustupuji.

B, Invazivni karcinom vykazuje méné organizovanou strukturu. Neoangiogeneze a lymfangiogeneze
produkuje neusporddanou sit krevnich a miznich cév, kde mohou nddorové buriky interagovat s jinymi
bunéénymi typy (mesenchymdlnimi, hematopoetickymi a lymfoidnimi). Mezi normdlnim poranénim
a zanétlivym prostiedim nddoru lze pozorovat jisté paralely. Neoplastické buriky produkuji celou skalu
mitogennich  cytokinG a chemokini a/nebo chemoatraktanty pro granulocyty, Zirné  buriky,
monocyty/makrofdgy, fibroblasty a endotelidini buriky. Navic, aktivované fibroblasty a infiltrované zdnétlivé
buriky sekretuji proteolytické enzymy, cytokiny a chemokiny, které maji mitogenni ucinek na neoplastické buriky,
stejné jako maji u normdlniho poranéni endotelidlni buriky roli v aktivaci neoangiogeneze a lymfangiogeneze.
V nddorovém mikroprostfedi maji tyto mitogenni faktory vliv na podporu nddorového rustu, stimuluji

angiogenezi, zpusobuji migraci fibroblasti a umoZriuji Sifeni nddoru.
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lll. Teorie imunitniho dozoru a imunoeditace

Pocatky dohad( o tom, Ze imunitni systém m(Ze mit néjakou dozorujici roli nad nadorovou tkani,
Nobelovy ceny, Paul Ehrlich. Tato hypotéza vSak na douhd léta upadla v zapomnéni, nebot chybély
technologické postupy, které by ji prokazovaly a déle rozvijely. Znovuobjeveni ptislo az v padesatych
letech minulého stoleti. Sir MacFarlane Burnet a Lewis Thomas koncipovali tzv. teorii imunitniho
dozoru, kterd se zabyva tim, Ze nadorové bunky vznikaji pfirozené v tkanich a imunitni systém ma
schopnost je odstrariovat. Této hypotéze pfripravil pole plsobeni prfedevsim objev nadorové
asociovanych antigend, bez jejichz existence by teorie imunitniho dozoru zcela ztracela své
opodstatnéni [39].

Nicméné vzhledem k tomu, Ze vysledky testovani téchto hypotéz nebyly zcela prikazné
a pfinasely protichtdné vysledky, tato teorie byla jiZz v sedmdesatych letech prakticky zapomenuta.

Znovuzrozeni teorie imunitniho dozoru prinesla opét 90. Iéta. Na zakladé novych objev(, kdy byl
pozorovan zejména vliv IFN =y [40], perforinu [41] a interakce TCR s antigeny, vazanymi na povrch
APCs prostfednictvim MHC glykoproteint [42] na imunitni odpovédi v nadorech, se opét zacalo
hovofit o tom, Ze imunitni systém skutecné néjakou roli sehrava. Hlavnimi Ciniteli pfi vykondvani role
imunitniho dozoru jsou CD8* cytotoxické T lymfocyty (CTLs), véetné aP} T bunék a y6 T bunék, dale NK
bunky, NKT bunky a efektorové CD4* T bunky. [43] Tato faze imunitniho dozoru, kdy je nador
imunitnim systémem cilené likvidovan, nazvana elimination (eliminace) sestava ze Ctyr fazi. V prvni
fazi dochazi k iniciaci imunitni odpovédi. Buriky imunitniho systému vcestovavaji do nadoru, kde
vznika zanét. NK buriky a NKT burky zacinaji produkovat IFN-y.

Ve druhé fazi indukuje IFN-y smrt nadorovych bunék a zdroven podporuje produkci chemokin(
CXCL9,10 a 11, které vyznamné pfispivaji k likvidaci nadoru prostfednictvim blokace angiogeneze.
Odumfelé nadorové bunky jsou poté fagocytovany dendritickymi burikami (DCs), které dale putu;ji
do lymfatickych uzlin.

Treti faze je typicka transaktivaci NK bunék a makrofagl produkovanym IFN-y a IL-12. To ma
za nasledek produkci kyslikovych radikalll a dusikovych intermediatll a dalsi apoptoticky zanik
nadorovych bunék. V lymfatickych uzlindch dochazi pomoci DCs k diferenciaci Thl bunék, které
nasledné podporuji vyvoj CD8* T lymfocytd.

V posledni fazi elimination vstupuji CD4* a CD8" T lymfocyty do nddorového stromatu, kde
dokoncuiji likvidaci nadorovych bunék [44].

Koncept teorie imunitniho dozoru se vsak zdaleka neprokazal jako dostacujici, proto byla
vytvofena nova teorie, a sice teorie imunoeditace. Sestdvd z konceptu “tfi E” — elimination,
equilibrium, escape (eliminace, rovnovaha, Unik). Prvni fdze odpovida teorii imunitniho dozoru a byla

jiz popsana vyse. Druha faze, equilibrium, vychazi z predstavy darwinovské selekce a predpoklada,
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Ze postupem c¢asu se mezi naddorem a bunkami imunitniho systému vytvoti pod vlivem mutaci jakysi
rovnovazny stav, kdy ma imunitni systém sice bunky pod kontrolou, nicméné je uz neni schopen
Uplné eliminovat. Posledni faze, escape, znamena jakési vyvrcholeni zmén naakumulovanych
v predchozi fazi — tedy k rozvoji imunosupresivnich mechanisml vedoucich k Uniku nadorovych
bunék zpod vlivu imunitniho systému. V této fazi dochazi ke vzniku klinicky detekovatelnych nadoru

[39, 45].

IV. Imunitni bunky v nddorovém mikroprostredi

V nadorovém mikroprostiedi se vyskytuji rdzné buriky imunitniho systému, které néjakym
zpUsobem plsobi bud ve prospéch nadorového rlstu nebo pfispivaji k jeho eliminaci. Do prvni
kategorie patfi CD8" a CD4* T lymfocyty, NK bunky, NKT bunky typu |, M1 makrofagy a DCs.
Mezi buriky Ucastnici se imunosupresivnich reakci spadaji hlavné regulacni T lymfocyty (Treg), NKT
je pravé schopnost nadoru posouvat rovnovahu pomérného zastoupeni jednotlivych skupin bunék
ve prospéch svého rlstu. V nadorech se tedy vyrazné zvySuje zastoupeni skupin bunék

s imunosupresivnimi ucinky [3].

4.1 T lymfocyty

4.1.1 CD4* a CD8* T lymfocyty
Aktivace adaptivni imunitni odpovédi probiha na zakladé dvou oddélenych signald. Prvni je vazba

T bunécénych receptorli naivnich T lymfocytll a antigenu exprimovaného na povrchu antigen-
prezentujicich bunék, pricemz hlavni roli zde maji DCs. CD4* T bunky se vazi na MHC glykoproteiny
I.tfidy, exprimované predevsim na antigen prezentujicih bunkach (APCs), jako jsou DCs, makrofagy
nebo B lymfocyty. T bunécné receptory a CD8* na cytotoxickych T bunkach (CTLs) se vazi na MHC
glykoproteiny I. tfidy, které jsou exprimovany na vSech savcich bunécnych typech kromé cervenych
krvinek. Druhy signal je zprostfedkovan vazbou molekuly CD28 na T burkach s molekulami B7-1
(CD80) nebo B7-2 (CD86) na povrchu APCs. Tento druhy signal muiZe byt zablokovan vazbou
kompetitivni molekuly CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocytes-associated protein 4) na molekuly B7-1 nebo
B7-2 nebo vazbou T lymfocytarniho PD-1 (programmed death-1 receptor) sligandem PD-L1
lokalizovanym na APCs. Vazba téchto alternativnich molekul na receptory druhého signdlu vede
k potlaceni signalizace, coz predstavuje mechanismus, ktery reguluje imunitni odpovéd a brani vzniku
autoimunitnich chorob. Vzhledem k tomu, Ze molekulu CTLA-4 hojné exprimuji zejména Treg, které
tak tlumi imunitni odpovéd' proti nadoru, predstavuje cilena blokace CTLA-4 slibny cil vimunoterapii

nadord [55]. Byla wvyvinuta monoklonalni protildtka ipilimumab (anti-CTLA-4), vyrabéna
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pod komercénim ndzvem Yervoy®. Tato protilatka se pomérné Uspésné pouziva pfi lécbé malignich
melanom( [14]. Samotny vyrobce udava, Ze 1écba latkou Yervoy® snizuje riziko umrti o jednu tretinu
oproti pacientlim s klasickou chemoterapeutickou Iécbou [34].

K primym cytotoxickym ucinklm CD8* T lymfocytd proti nadorovym bunkam dochazi
prostfednictvim dvou mechanismd. Prvnim, majoritnim, je Ca** dependetni mechanismus perforin -

granzym B drahy a druhym je draha Fas-Fas ligand [47].

4.1.2 Pomocné T buriky: Thl / Th2 rovnovaha
Th1 (T helper) a Th2 burky jsou subpopulace CD4+ T lymfocytd, diferencované z naivnich ThO

bunék. Cytokiny produkované Thl burikami napomahaji cytotoxické funkci M1 makrofagl, CTLs,
NK bunék a NKT bunék (jedna se o TNF-Q, IFN-y, IL-2 a IL-12). Th2 buriky jsou spojované predevsim
s astmatem a alergickymi reakcemi a produkuji interleukiny IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 a IL-13. Obé tyto
subpopulace se vzajemné ovliviiuji — cytokiny uvolfované jednou subpopulaci potlacuji diferenciaci
druhé.

Role Th2 bunék v nadorovém prostiedi spociva predevsim v inhibici T burikami mediované
cytotoxické imunitni odpovédi. Th2 také podporuji humordlni odpovéd B lymfocytd a vznik
makrofagli M2 (TAMs, tumor-associated macrophages, viz kapitola 4.2) [3]. Obecné se ma vsak za to,

Ze humoralni imunitni odpovéd nema v potlacdovani ristu nddorl zadny vyznamnéjsi efekt.

4.1.3 Regulacni T lymfocyty (Treg)
Treg jsou bunky adaptivni imunitni odpovédi exprimujici glykoproteiny CD4* a CD25*

a transkripcni faktor FoxP3. Eliminuji autoreaktivni buniky, které unikly selekci v brzliku a navozuji tak
periferni toleranci vac¢i télu vlastnim tkanim. Jsou nezastupitelnou skupinou bunék imunitniho
systému, ktera brani vzniku autoimunitnich onemocnéni. Vlivem své schopnosti blokovat efektorové
T buriky jsou vsak i jednim z klicovych mediator(i nadorové imunosuprese. Jak jiz bylo zminéno vyse,
na inhibici CD8" T bunécné odpovédi ma ziejmé vliv predevsSim exprese CTLA-4, molekuly, ktera

kompetitivné potlacuje druhy signal pfi aktivaci T lymfocytarni imunitni reakce.

4.2 Makrofagy

Makrofagy jsou mononuklearni bunky vrozené, nespecifické imunity. V ranych fazich
tumorigeneze se makrofagy fenotypu M1 béiné dostdvaji do zanétlivého prostredi nadorového
stromatu, kde potlacuji rlst vznikajiciho nadoru. Podobné jako neutrofily jsou i makrofagy vyzbrojené
inducibilni syntdazou oxidu dusnatého (iNOS), ktera po aktivaci zejména interferonem gama (IFN-v)
a bakterialnimi lipopolysacharidy [48] syntetizuje z L-argininu oxid dusnaty [49], ktery ma vyznamnou
cytotoxickou funkci a napomaha tak destrukci nddorovych bunék. Mezi negativni regulatory funkce

makrofagll patfi hlavné cytokiny TGF-B, ktery brani bunéénému déleni téchto bunék a také omezuje
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produkci superoxidového radikalu a NO, a IL-10, ktery blokuje produkci jinych cytokin(, ucéastnicich se
zanetlivého procesu [50,51].

V nadorovém prostredi se vsak vyskytuji také TAMs (tumor-associated macrophages), coz? je typ
odpovidajici fenotypu makrofagd M2. Ty jsou ovliviiovany a pritahovany do nadorového prostiedi
nejriznéjsSimi chemoatraktanty, produkovanymi nadorovymi burikami, CAFs a dalSimi s nadorem
asociovanymi bunkami [52]. TAMs vcestovavaji zejména do hypoxickych oblasti nadoru,
kde prostfednictvim produkce VEGF, angiopoetinu 1 (ANG1) a ANG2 stimuluji angiogenezi. Také
rekrutuji do nadoru Zirné bunky a neutrofily, které posléze plni podobnou funkci. TAMs dale
podporuji invazivitu nadoru produkci metaloproteindzy 9 (MMP9) a dalsich faktor(, které maiji
schopnost prestavby stomalni matrix. Metastazi podporuji TAMs prostfednictvim produkce
nejraznéjsich rastovych faktor a chemokinl — EGF, TGF-B, TNF-a a IL-8. Mohou také pfimo pfrispivat
k mutagennimu prostfedi prostfednictvim produkce reaktivnich kyslikovych a dusikovych radikald

[53,54].

4.3 Dendritické buriky (DCs)

DCs jsou vyznamnymi antigen-prezentujicimi burikami. Pfi imunoeditaci nador( se podileji
na likvidaci nadoru tim, Ze fagocytuji rozpadlé nadorové burky a nasledné prezentuji nadorové
antigeny bunkdm adaptivni imunitni odpovédi. Pfitomnost vyssiho poctu DCs k v periferni krvi také
pfiznivé koreluje s lepsi progndzou pacientll [56,57].

V zanétlivém prostfedi nadoru vsak dochazi k poskozovani antigen-prezentujici funkce DCs
prostfednictvim cyklooxygenazy 2 (COX2). Ta dava vzniknout prostaglandinu E; (PGE,), ktery zvysuje

produkci IL-10, coZ vede ke snizeni funkci DCs [58].

V. Myeloidni supresorové burky (MDSCs)

MDSCs jsou heterogenni bunécnou populaci, kterd vznika z myeloidni linie, do které dale patfi
DCs, makrofagy a neutrofily. V aktivovaném stavu se MDSCs vyznacuji zvySenou produkci kyslikovych
radikall, sloucenin dusiku a arginazy, coz vede k jejich hlavni funkci - indukci imunosuprese. Nezralé
myeloidni buriky se normalné vyskytuji v kostni dfeni i za fyziologickych podminek. Do sekundarnich
lymfoidnich organu vsak v hojnéjsim mnoZstvi vycestovavaji az pfi zanétu. Nejvyznamnéjsi souvislost
mezi MDSCs a imunosupresivnimi efekty je popsana u nadorového onemocnéni. Vzhledem k tomu,
Ze jde o heterogenni populaci bunék, jsou spiSe nez morfologicky charakterizovany svou biologickou
funkci, kterd obecné spocivd v imunosupresi. Pfesto vsak Ize najit spolené membranové markery,

kterymi miZzeme MDSCs charakterizovat, pficemz existuji rozdily mezi mysim a lidskym modelem.
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5.1 Fenotyp mysSich MDSCs

U mysi se MDSCs vyznacuji soucasnou expresi povrchovych markerli CD11b (monocytarni
marker) a Gr-1 (granulocytarni marker) [60]. Dale bylo zjisténo, Zze MDSCs se déli na dvé skupiny,
odlisné fenotypem i svymi biologickymi funkcemi. Granulocytarni (polymorfonuklearni)
CD11b*Ly6G*Ly6C", které se vyznaluji vysokou produkci kyslikovych radikdld a nizkou produkci
oxidu dusnatého a monocytarni CD11b*Ly6GLy6C"e", které se naopak charakterizuje vyznamna
produkce NO a nedetekovatelné ROS [61]. Monocytarni MDSCs (mMDSCs) maji oproti
granulocytarnim MDSCs (gMDSCs) schopnost relativné silnéjsiho atlumu imunitni odpovédi [62].

Ve vétsiné nadorl jsou gMDSCs majoritni skupinou — tvoii 70-80 % vSech nadorem asociovanych
MDSCs [61]. Recentni studie vSak naznacuji, Ze granulocytarni a monocytarni MDSCs jsou spiSe nez
plné diferencované, zcela odliSné subpopulace, pravdépodobnéji pouze buriky nachazejici se

v rliznych stupnich diferencia¢niho vyvoje.

5.2 Fenotyp lidskych MDSCs

Ackoliv fenotyp lidskych MDSCs neni zcela presné urcen, pravdépodobné se jedna o burky
CD33*CD11b*HLA-DR°Y" [62]. MDSCs zarover neexprimuji Zadny ztypickych znak(i hlavnich
lymfocytdrnich linii, jako jsou napf. znaky T a B bunék.

RGzné studie se vsak mohou lehce lisit. Naptiklad Eruslanov et al. ve své studii zabyvajici se
urotelidlnim karcinomem definuji myeloidni buriky infiltrované v nadoru jako CD11b*HLA-DR* pro
monocytarni typ a CD11°'CD15*HLA-DR" pro typ granulocytdrni. V periferni krvi potom detekovali
granulocytarni myeloidni bufiky jako CD15 M&"CD33 '° a monocytarni jako CD15 '°“CD33 "&" Obé

skupiny exprimovaly také klasicky marker myeloidnich bunék CD11b [64].

5.3 MDSCs za fyziologickych podminek

MDSCs maji svou nejzndméjsi roli pti indukci Utlumu imunitni reakce. V nadorovém
mikroprostfedi tato populace zahrnuje nezralé prekurzory DCs a makrofagu, jejichz dalsi diferanciaci
zde brani patologické podminky chronického zanétu. Je vsak vysoce pravdépodobné, ze MDSCs maji
v imunitnim systému i fyziologickou funkci, kdy zabranuji nadmérné imunitni reakci. GM-CSF
(granulocyte/macrophage colony-stimulating factor) je vyznamny aktivaéni a diferenciacni cytokin,
ktery se také podili na stimulaci APCs, podporuje tedy vznik imunitni odpovédi [70]. Serafini et al.
vSak ukazali, Ze pfi prekroceni urcité prahové davky GM-CSF dochazi k aktivaci MDSCs, které nasledné
nadmérné aktivovanou imunitni odpovéd utlumi [73]. Skute¢né, mysi, kterym byla zablokovana
signaliza¢ni drdha pro aktivaci MDSCs a byla u nich vyvolana polymikrobialni sepse, vykazovaly
mnohem vyssi mortalitu v disledku sepse spojené se zvySenou produkci zanétlivych cytokin nez

naivni mysi [75].
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Vedle predpokladané funkce MDSCs jako regula¢niho mechanismu zabranujicimu nadmérné
Nékteré studie ukazuji, Ze zatimco omezeni funkce MDSCs u nadorovych onemocnéni mze byt
slibnym terapeutickym néstrojem, v jinych pfipadech, zejména u traumat a sepsi, mizou byt MDSCs
naopak pfi lécbé Zadouci diky tomu, Ze produkuji kyslikové a dusikové radikaly, coz jsou mechanismy,
které vyuziva pfirozena imunitni odpovéd — podporuji tedy aktivni imunitni odpovéd organismu proti

infekcim [77].

5.4 MDSCs v patologickych podminkach

MDSCs jsou nejvice prostudovény u nadorovych onemocnéni a pfi chronickém zénétu. Cetné
studie dokazuiji, ze pfi vyskytu nddoru se zvysuje hladina MDSCs nejen v okoli nddoru, ale i v periferni
krvi [65]. V pritomnosti nadorového onemocnéni tvori MDSCs u mysi az 20-40 % vsech jadernych
splenocytll. V porovnani s normaini slezinou je to zhruba 10 nasobny nardst [66].

Mnohé préace vsak ukazuji, Ze MDSCs se nevyskytuji pouze u nddorovych onemocnéni, ale také
pfi jinych patologickych stavech spojenych s akutnim a chronickym zanétem, traumatickym stresem
a bakterialni a parazitickou infekci. Zvysend hladina MDSCs byla napfiklad nalezena u Chagasovy
nemoci (tj. infekce prvokem Trypanosoma cruzi) [67], toxoplazmdzy (Toxoplasma gondii) [68]
a kandidézy (Candida albicans) [69]. Dale se ukazuje, Ze zvySend hladina MDSCs se vyskytuje
i u autoimunitnich chorob, napfiklad u experimentdlni autoimunitni encefalomyelitidy (EAE),
traumatickych sepsi a popalenin. [71,74,77] Existuji vak i vyjmky — u nékterych patologickych stavi
asociovanych se zanétlivym prostfedim zvysena hladina MDSCs neni. Jedna se napfiklad o chronickou
obstrukéni plicni nemoc (CHOPN/COPD — Chronic Obstructive Pulmonary Disease) [72].

Zatimco v chronickém zanétlivém prostfedi dochazi k nezaddouci imunosupresi, v akutnim zanétu,
ktery ma jen relativné kratké trvani, zanikne imunosupresivni role MDSCs v celkovém rozsahu

imunitni reakce [66].

5.5 Expanze a aktivace MDSCs

Nezralé myeloidni buriky se vyskytuji v kostni dfeni i za fyziologickych podminek. Pokud se vsak
v téle objevi zanét, dochazi k produkci rlznych faktord, které vedou k expanzi a aktivaci MDSCs. Tyto
faktory mohou byt produktem rliznych typ( bunék, napfiklad je mohou uvolfiovat nadorové burky,
nadorové stromalni buriky, aktivované T lymfocyty a makrofagy a patogeny infikované buriky. Lze je
rozdélit do dvou skupin. Prvni skupina jsou faktory, které jsou produkované predevsim nadorovymi
bunkami a vedou k expanzi MDSCs skze stimulaci myelopoézy a inhibici diferenciace nezralych
myeloidnich bunék. Druha skupina faktorl je produkovana hlavné aktivovanymi T lymfocyty

a burikami nddorového stromatu a ucastni se pfimo aktivace MDSCs [66].
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5.5.1 Expanze
Faktory indukujici expanzi MDSCs zahrnuji naptiklad COX2, rlizné prostaglandiny, SCF (stem-cell

factor), M-CSF (macrophage colony-stimulating factor), IL-6, GM-CSF a VEGF [73, 78, 80, 81, 82].
VSechny signalni drahy iniciované témito rdznymi faktory posléze vyuZivaji dvou stejnych ciniteld,
asice Janusovy kinazy (JAK) a transkripéniho faktoru STAT3 (signal transducer and activator
of transcription 3) [84], cozZ jsou molekuly zahrnuté mj. v signalizaci pfi indukci bunécné proliferace,
diferenciace a apoptézy. MDSCs maji v porovnani s normalnimi nezralymi myeloidnimi bunkami
mnohem vétsi podil fosforylované formy STAT3 [83]. Kultivace hematopoetickych progenitorovych
bunék v médiu simulujicim prostfedi nadoru vede k aktivaci JAK2 a STAT3 a nasledné expanzi MDSCs,
zatimco inhibice exprese STAT3 v hematopoetickych progenitorech vede k blokaci této expanze [85].
Recentni studie ukazuji navic dal$i moznosti této aktivacni osy, nedavno byl napfiklad popsan IRF-8
(interferon regulatory factor-8) jako negativni regulator expanze myeloidnich supresorovych bunék
a oznacen tedy jako mozny terapeuticky cil [86].

Ukazuje se, Ze k cilovym genim STAT3 patfi geny pro proteiny z rodiny S100 vapnik vazajicich
proteinll, konkrétné S100A8 a S100A9 proteiny, které maji v normalnich podminkach cetné dulezité
funkce v dynamice cytoskeletu, bunécéném rastu a diferenciaci a také v zanétlivém prostredi [87].
MDSCs maji navic na svém povrchu receptory pro tyto proteiny. STAT3 dependentni zvySeni exprese
S100A8 a S100A9 vede k expanzi MDSCs u mysi s naddorem, zatimco naopak mysi s deficitem téchto
protein(i Zddné zvySeni poctu MDSCs v periferni krvi a sleziné nevykazuji. Tyto proteiny maji dale roli
v blokaci diferenciace myeloidnich nezralych bunék na dendritické bunky [88,89]. Recentni studie
ukazuji, Ze vyznam v tomto fenoménu ma ziejmé TNF-a, ktery ma vliv na zvySeni exprese protein(

S100A8 a S100A9 a jejich receptoru RAGE [90].

5.5.2 Aktivace
Na aktivaci MDSCs se podileji zejména faktory uvolfiované z aktivovanych T bunék a z komponent

nadorového stromatu. Tyto faktory zahrnuji IFN-y, IL-13, IL-4 a TGF-B. Aktivuji nékolik rdznych
signalnich drah v MDSCs, které zahrnuji STAT6, STAT1 a nuklearni faktor kB (NF-kB) [66].

IFN-y je cytokin produkovany aktivovanymi T-lymfocyty. Prostfednictvim aktivace transkripcniho
faktoru STAT1 dochazi k zvySeni exprese ARG1 a iNOS, coZ vede k potlaceni T bunécné imunitni
odpovédi [91]. V synergii s touto signdlni drahou je i draha IL-4Ra — STAT6. Receptor IL-4Ra miZe byt
aktivovan interleukinem IL-4 i IL-13. Tato signalni draha vede stejné jako v pripadé IFN-y — STAT1
ke zvyseni exprese ARG1 [92]. Tento mechanismus mUiZe navic zvySovat produkci interleukinem-IL-
13- indukovanou produkci TGF-B1 prostfednictvim MDSCs, coz vede k oslabeni imunitniho dozoru

[93].
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5.6 Diferenciace MDSCs

Diferenciace myeloidnich bunék je v podminkdch chronického zanétu v nadorech odlisna
od dradhy, kterd v normalnich tkanich vede k terminaini diferenciaci zralych makrofagli, DCs
a granulocytd. V nadorech je upfednostnén vznik MDSCs. Jedny z hlavnich mediator( jsou PGE,,
bakterialni LPS (v ptipadé bakteridlnich infekci), prozanétlivy IL-1B a IFN-y. Tyto mediatory aktivuji
expresi monocytarni COX2, coz vede k blokovani diferenciace monocytl ve zralé DCs a indukci PGE;,
IL-4a, IDO1, iNOS a IL-10, coZ jsou typické faktory asociované s MDSCs [66]. DalsSim medidtorem
vzniku MDSCs je extracelularni cytokin TNF-a, pUsobici skze indukci S100A8 a S100A9 proteind
a jejich koreceptoru RAGE [90].

5.7 Imunosupresivni ucinky MDSCs

5.7.1 Arginaza 1
Argindza 1 (ARG1) je enzym, ktery konvertuje L-arginin na ureu a L-ornitin [94]. Aktivované

MDSCs jsou schopné produkovat znaéné mnoizstvi tohoto enzymu, stejné jako L-argininového
transportéru CAT2B. Zvysené mnozstvi ARG1 tak zaroven znamend zvySeni intenzity katabolismu
L-argininu. L-arginin je aminokyselina, kterd je potrebna pro sprdvnou funkci T lymfocytd, jeji
nedostatek sniZuje expresi (-fetézce CD3 komplexu, coZ je hlavni signal-transdukujici komponenta
TCR komplexu nezbytnd pro jeho spravné sloZeni [62]. Zda se, Ze ARG1l-indukovana deregulace
CD3 C-retézce koreluje s inaktivaci T bunék a je zasadni pro Unik nadoru imunitnimu dozoru. Podani
inhibitoru pro ARG1, nor-NOHA (N-hydroxy-nor-L-arginine), vedlo k obnové funkce TCR receptoru
atedy k vyssi aktivité T bunék a v disledku ke zpomaleni nadorového rlstu u modelu plicniho
karcinomu [95].

Dalsi funkci L-argininu v T-lymfocytech je jeho role pfi proliferaci. Absence L-argininu vedla
k neschopnosti zvysit regulaci exprese cyklinu D3 a cdk4 (cyklin dependentni kindza). Naopak doslo
ke zvySeni exprese cdk6. Bunky tak byly uvéznény v Go-G; fazi bunécného cyklu. [96] Tento
s renalnim karcinomem vedla k znovuobnoveni proliferace T-bunék a exprese CD3 {-fetézce [106].

Exprese ARG1 je v MDSCs zvySovana prostrednictvim IL-4 [105].

5.7.2 Syntaza oxidu dusnatého 2
Syntaza oxidu dusnatého 2 (NOS2) oxiduje L-arginin na oxid dusnaty (NO) a citrulin [94]. Obecné

je indukovana IFN-y a normalné je asociovana s makrofagy typu M1, kde se U¢astni akutniho zanétu

[98, 99] Neméné dulezZita je vsak jeji role v nadorové imunosupresi. Mechanismus tlumeni imunitni
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odpovédi spociva v interferenci se signalni kaskadou interleukinu IL-2 [100], cytokinu, ktery je pfi
zanétu produkovan pomocnymi T burnkami a ma roli ve vyvolani masivni proliferace dalsich
Tlymfocytlh a B lymfocytl. Vysoka koncentrace NO miize mit navic na T lymfocyty pfimy

pro-apoptoticky efekt [62].

5.7.3 Vzajemny vztah ARG1 a NOS2 a vznik peroxynitritu

Ackoliv se dlouho myslelo, Ze ARG1 a NOS2 jsou enzymy, které mohou byt vzhledem ke stejnému
substratu jen velmi fidce exprimovany spolecné, tato domnénka byla pozdéji vyvracena. [62] ARG1
a NOS2 se pfi nizké hladiné L-argininu vzdjemné ovliviiuji, ale svou pfitomnost nevylucuji. Pokud
v daném prostiedi klesne za pfitomnosti obou téchto enzymi hladina L-argininu, ARG1 “prepne”
aktivitu NOS2. Ta pak produkuje misto NO superoxidové radikdly [101].

Superoxidovy radikal spontdanné reaguje s dalSimi molekulami a generuje reaktivni dusikové
intermediaty (RNI, reactive nitrogen intermediates). Pokud napftiklad zreaguje s NO, vznikne jeden
z nejucinnéjsich oxidantli, peroxynitrit (ONOO ), ktery indukuje nitraci cysteinu, methioninu,
tryptofanu a predevsim tyrosinu. Schopnost peroxynitritu modifikovat a inaktivovat rlizné proteiny
(nitraci aminokyselin) z néj Cini faktor, ktery skze tento mechanismus pfimo podporuje progresi
nadoru [105].

Dals$im vyznamnym produktem spontannich reakci superoxidovych radikal( jsou ROS (reactive
oxygen species). Myeloidni buriky predstavuji nejvyznamnéjsi zdroj téchto kyslikovych radikala.
MDSCs zpUsobuji produkci ROS oxidativni stres, ktery plsobi zejména jako inhibi¢ni faktor antigenem
indukované proliferace T bunék [107] a v naivnich T lymfocytech m{ze inhibovat CD3 -fetézec [103].
Mezi aktivatory produkce ROS patfi Sirokda skala cytokinl vyskytujicich se v nadorovém
mikroprostfedi, mezi nejznaméjsi patfi napriklad TGF-B, IL-10 a IL-6 [105]. U mnoha nadorovych
onemocnéni byla zvySena hladina ROS pozorovana v pfimém vztahu s zvySenou tumorigenezi,

metastdzemi a neoangiogenezi [108,109].

5.7.4 Cysteinova deprivace

Cystein je dalSi aminokyselina nezbytna pro aktivaci T lymfocytd. T bunky postradaji
cystathionazu, enzym odpovédny za konverzi methioninu na cystein. Nemaji ani x. prenasec pro
import cystinu, ktery by mohly intracelularné redukovat na cystein [102]. Jsou tedy plné zavislé na
na exportu cysteinu z APCs do extracelularniho prostfedi. Exportovany cystein potom T lymfocyty
importuji pomoci prenasece neutralnich aminokyselin z rodiny ASC (ASC neutral amino acid
transporter) [62].

MDSCs buriky maji schopnost exprimovat x. prenase¢, mohou tedy importovat cystin, ktery
posléze konvertuji na cystein. Postradaji vSak ASC pfenasec, nejsou tedy schopné exportovat vznikly
cystein do extraceluldrniho prostfedi. Pfitomnost MDSCs bunék je tedy pro hladinu cysteinu
v extracelularnim prostiedi kritickd. MDSCs kompetuji s APCs o extraceluldrni cystein, coz vede

k cysteinové deprivaci a k limitaci jejich aktivace a funkce [104].
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5.8 Interakce MDSCs s hlavnimi subpopulacemi imunitnich bunék

V predchozi kapitole bylo zminéno nékolik mechanism, kterymi MDSCs pfispivaji (at uz pfimou
¢i nepfimou cestou) kimunosupresivnimu charakteru naddorového mikroprostiedi. Mezi ty pfimé
mechanismy patfi zejména produkce radikald, a tim vytvareni mutagenniho prostfedi. Naopak mezi
ty nepfimé patfi ovliviiovani vzajemného poméru subpopulaci imunitnich bunék v nadoru
prostfednictvim interakce s jednotlivymi bunécnymi typy a posun jejich pomérného zastoupeni
ve prospéch imunosuprese, coz? je prakticky nejvyznamnéjsi zplsob Gniku imunitnimu dohledu.

Inhibice proliferace CD4* a CD8* T lymfocytl jiz byla zminéna v predchozich kapitolach, stejné
jako mechanismy, kterymi MDSCs proti témto bunéénym liniim plsobi. Kromé pfimého ovlivnéni
vSak MDSCs déle posouvaji rovhovahu Th1/Th2 bunék ve prospéch tumorigenni populace Th2. Vliv
maji i na blokaci funkce NK bunék [3].

Dalsim prikladem vlivu MDSCs na vzdjemny pomér bunécnych subpopulaci je dysbalance mezi
M1/M2 makrofagy [110]. Jak jiz bylo zminéno dfive, M1 fenotyp ma protinddorové ucinky, zatimco
M2 makrofagy k rlstu nadoru spiSe prispivaji. M1 makrofagy produkuji po aktivaci za normalnich
podminek nizkou hladinu IL-10 a naopak vyznamné mnoZstvi IL-12, coZz vede k podpore
Th1 lymfocytd a ma také vliv na maturaci DCs. Ackoliv exprese MHC-II neni u makrofagl tak vysoka
jako u DCs, v antigenni prezentaci makrofagl maji rovnéz nezanedbatelné uplatnéni. V pfitomnosti
vySsi hladiny IL-10 vsak vlivem pfimého kontaktu mezi MDSCs a M1 makrofagy dochazi
k dramatickému sniZzeni APC aktivity, z dGvodu sniZeni transkripce IL-12 a MHC-Il. To ve svém
dasledku vede k oslabeni specifické imunitni odpovédi v nddorovém mikroprostredi. IL-12 je zfejmé
natolik rozhodujicim faktorem, Ze jeho pfitomnost byla schopna vyvolat transformaci TAMs
na funkéni makrofagy s protinddorovou aktivitou [111].

Interakce MDSCs s DCs je spiSe teoreticka. Vzhledem k tomu, Ze MDSCs predstavuji de facto
nezralé vyvojové stadium myeloidni linie (viz kapitola 5.6), lze predpokladat, Ze bude existovat
moznost, jak donutit MDSCs vyvojovou fadu dokoncit. Skutec¢né, bylo zjisténo, Ze transformaci
MDSCs na DCs vyvolava kyselina all-trans retinova (ATRA) [112]. Zjednodusené muZeme tedy fici,
Ze interakce MDSCs s DCs spociva ve vzajemném poméru jejich zastoupeni — MDSCs tedy “zmensuji”
pocet DCs tim, “Ze se jimi samy nestdvaji“.

Dllezity vztah probiha rovnéZz mezi MDSCs a Treg. Proliferace Treg totiz zavisi na pritomnosti
cytokinl TGF-B a IL-10. Tyto latky jsou MDSCs hojné produkovany, v jejich pritomnosti tedy dochazi

k narlstu mnoZstvi Treg v nddorovych tkanich i periferni krvi [113].

5.9 Terapeutické ovlivnéni MDSCs

Nadorova terapie zahrnuje nékolik typl |é¢by. Mezi nejznaméjsi patti chemoterapie, radioterapie

nebo imunoterapie, kterd se dnes pouZiva spiSe jako podpora klasické chemoterapeutické lécby.
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Chemoterapii Ize dale délit podle cile svého pusobeni. Lécéiva tak Ize délit napfiklad na ta, kterd
zpuUsobuji pfimou smrt nadorovych bunék, na léciva blokujici angiogenezi, na |éciva, kterad blokuji
pro-tumorigenni faktory, jako jsou napriklad IL-6, TGF-B a za urcitych podminek i TNF-a. Dalsi
moznosti lé¢by nadorovych onemocnéni spocivaji v podpore bunék imunitniho systému asociovanych
s nddorovym mikroprostfedim ¢i v potlaceni potlaéeni bunék simunosupresivnim charakterem.
Do posledni skupiny fadime i cileni na MDSCs [115].

MDSCs maji prokazatelné velky vliv na charakter nddorového mikroprostfedi. Zvyseny pocet
téchto bunék koreluje se Spatnou prognoézou a umrtnosti pacientl s rGznymi typy nadord [114]. Neni
tedy divu, Ze se v posledni dobé objevil vyznamny pocet studii, které se snazi vyvinout terapii cilenou
pfimo na MDSCs.

Jednim ze zajimavych zplsobl terapie je nepfimé ovliviiovanim MDSCs pomoci cileného
snizovani hladiny TNF-a. Tento cytokin byl poprvé izolovan v sedmdesatych letech minulého stoleti
a popsan jako faktor, zplsobujici nekrotizaci nadorové tkané [116]. Pozdéji se vsak zacaly ukazovat
jeho cetné role. Zjistilo se, Ze TNF-a pfimou ¢i nepfimou cestou ovliviiuje maligni buriky — zvysSuje
proliferaci a prezivani nadorovych bunék, hraje roli pfi poSkozovdni DNA, zvySuje angiogenezi,
nadorovy rlst a schopnost metastaze [117]. TNF-a se tedy zahy stal potencidlnim cilem
pro nddorovou terapii. Otazkou vsak i nadale zlstavalo, zda ma tento cytokin vliv také
na imunosupresivni charakter nadoru. V roce 2012 ukazal Zhao et al., Zze pod vlivem TNF-a dochazi
k akumulaci MDSCs v misté nadoru [118]. Signalizace TNF-a pfes receptor TNFR-2 vedla ke zvySeni
exprese anti-apoptotickych FLICE inhibi¢nich proteinl (c-FLIP), coZ mélo za nasledek inhibici aktivace
apoptotické kaspazy-8, a tedy zvySenou akumulaci MDSCs v misté nadoru. Skute¢né, dalsi vyzkum
prokazal, Ze pfi podani etanerceptu, inhibitoru TNF-a, v ranych fazich chronického zanétu doslo
k redukci imunosuprese zplsobené MDSCs a zaroven byla patrnd tendence MDSCs k dozravani

na DCs a makrofagy [119]. Cetné Gcinky TNF-a na MDSCs shrnuje obrazek 2.
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Obradzek 2, pfevzato z [115], upraveno

TNF-a je v prostredi chronického zdnétu hlavni reguldtor MDSCs. Tento cytokin podporuje prostrednictvim
signalizace pres TNFR-2 aktivitu MDSCs tim, Ze zvysuje expresi anti-apoptotickych FLICE-inhibitornich proteinu
(c-FLIP). Tyto proteiny inhibuji aktivitu pro-apoptotické kaspdzy-8 a silné tak omezuji programovanou bunécnou
smrt v MDSCs. TNF-a také kontroluje diferenciaci a aktivaci MDSCs tim, Ze inhibuje zrani MDSCs na makrofdgy
a DCs zvysenim exprese pro-zdnétlivych proteini S100A8/9 a jejich receptoru RAGE. TNF-a také kontroluje

produkci imunosupresivnich komponent, jako je NO a ROS.

r
C
/s
Immune

[I function

\\9
o

]

Arginase

u Cleaved
caspase-8

Na druhou stranu, pacienti trpici revmatoidni artritidou (zanétlivé autoimunitni onemocnéni),
ktefi byli 1éceni protilatkami proti TNF-a, vykazovali mnohem wvyssi ndchylnosti k onemocnéni
oportunnimi infekcemi ve srovnani s pacienty lé¢enymi jinymi metodami [120]. Cilena eliminace
MDSCs je tedy ziejmé zaleZitosti individudlniho pfistupu. DalSi otdzkou je i efektivita samotné
inhibice MDSCs. Deplece MDSCs pomoci monoklonalnich protilatek anti-Gr-1 nebo anti-Ly6G
(v mysim modelu) sice vede k omezeni rlistu nadoru, ale nikoliv k jeho Gplnému vymizeni. Z hlediska
[écby nddorG se vsak zdd byt dlouhodobéjsi eliminace MDSCs neproveditelna, vzhledem
k neustalemu rekrutovani novych MDSCs z kostni dfené v pfitomnosti nadoru. Konvencni |écba
doprovazena depleci MDSCs se zda byt ale na druhou stranu naopak velmi uc¢inna. Podplrna
imunoterapie je navic zfejmé zcela zasadni pro trvalou eradikaci nddoru. Optimalnim fesenim se tedy
zda byt kombinace klasické chemoterapie a imunoterapeutické deplece MDSCs [19].

Mezi dalsi |éCiva zasahujici pfimo MDSCs patti napfiklad Sunitinib, inhibitor receptoru tyrosin

kinazy, a Axitinib, inhibitor tyrosin kinazy VEGFR [115]. Inhibi¢ni u¢inky na MDSCs maji vsak i néktera
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konvencné pouzivana chemoterapeutika. Pocet MDSCs snizuje napfiklad pyrimidinovy analog
5-fluoruracil (5FU) nebo gemcitabin, analog cytidinu [121, 79]. Naopak, nékterd chemoterapeutika
vliv na MDSCs nevykazuiji, prikladem muZze byt cyklofosfamid [76].

Alternativni pristup k ovlivnéni populace MDSCs muzZe predstavovat podpora jejich diferenciace.
Vyse jiz byla zminéna schopnost ATRA navozovat diferenciaci MDSCs v granulocytdrni buriky, a tim
snizovat jejich schopnost tlumit imunitni reakce [112]. Funkci navozovani diferenciace MDSCs maji

také nemetylované CpG oligonukleotidy [59].
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VI. Zavér:

V dnesni dobé ¢im dal tim vic nahlizime na nadory jako na komplexni onemocnéni, spiSe nez jen
jako na proces probihajici lokdlné v abnormalni tkani. Nadory si vytvareji specifické mikroprostredi
s charakteristickymi vlastnostmi (hypoxie, nadmérna angiogeneze, apod.). Ukazuje se, Ze abychom
byli schopni nddorové onemocnéni spravné popsat a byt tak schopni nalézt efektivni |é¢bu, musime
uvazovat celé toto mikroprostredi se viéemi jeho specifickymi vlastnostmi. Jednim ze stéZejnich rysi
nadorového mikroprostfedi jsou i zmény ve vlastnostech bunék a mechanismU imunitniho systému.
Nadory jsou schopny modifikovat vlastnosti imunitniho systému a potlacovat imunitni odpovéd' vidi
vznikajicimu nadoru.

MDSCs jsou heterogenni populaci bunék myeloidni fady, které k supresi imunitnich reakci
v nadorech vyrazné prispivaji. Deplece MDSCs ma pfi terapii nador(i vyznamny, ale ¢asové omezeny
efekt. Vlivem neustdlého vycestovavdni myeloidnich bunék z kostni dfené do nadoru vSak nema
tento druh Iécby trvalejsi efekt a samotna terapie cilend na MDSCs na eradikaci nddoru nestadi.
V kombinaci s konvenéni chemoterapii ale naopak mize blokada aktivity MDSCs predstavovat slibny
posun v nadorové terapii.

Mnozstvi nezodpovézenych otdzek stale nabizi fyziologickd role MDSCs. Recentni studie ukazuji
jejich podparnou funkci pti regulaci akutniho zanétu a MDSCs maji zfejmé roli i v tlumeni nadmérné
imunitni odpovédi. K vyuZiti ovliviiovani poc¢tu nebo aktivity populace MDSCs pro zlepSeni |écby
nadorovych onemocnéni je tedy nejprve potfeba plné pochopit jejich fyziologickou roli, abychom byli

schopni vyloucit rizika spojena s dlouhodobym potlacovanim funkce téchto bunék.
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