Povodné prace

Protinadorova reakcia v mikroprostredi kolorektalneho karcinomu

Erika Gaalova#, Kristina Mosna', Pavel Babal'2, Andrea Janegova'?

Ustav patologickej anatémie, Lekarska fakulta, Univerzita Komenského v Bratislave
MEDIREX GROUP ACADEMY, n. 0., Trnava

3Patologickoanatomické oddelenie, Fakultna nemocnica, Trnava

“Medicyt, s. r. 0, Bratislava

Kolorektalny karciném patri medzi najcastejsie sa vyskytujice onkologické choroby s vysokou mortalitou. D6-
leZitd dlohu v spravani a progresii nddoru zohrava imunitny systém a protinadorova imunitna reakcia sprostred-
kovana lymfocytmi infiltrujicimi tumor. Cielom predloZenej stidie bolo posudit aktivaciu imunitného systému
v nadoroch hrubého ¢reva so zameranim na fenotyp zapalovych buniek. Hodnotili sme infiltraciu zapalovych bu-
niek v 23 vzorkach nadorov hrubého ¢reva. Analyzovali sme pritomnost a hustotu infiltracie cytotoxickych (CD8+)
a pomocnych (CD4+) T-lymfocytov a histiocytov (CD68+) v oblastiach s nadorovym rastom aj v okolitom tkanive
nepostihnutom naddorom. Vzorky boli spracované metédou microarray a farbené imunohistochemicky. Vysledky
sme hodnotili kvantitativhe morfometricky pomocou pocitacovej analyzy obrazu. Predlozena stidia naznacuje,
Ze v suvislosti so zvysujucim sa gradingom nadoru dochadza k poklesu intenzity protinadorovej imunitnej odpo-
vede. Tento pokles moze byt nasledkom, ale aj pri¢inou progresie tumoru. Ovplyvnenie protinadorovej imunitnej
odpovede predstavuje preto velmi zaujimavy potencialny terapeuticky pristup.
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An antitumoral reaction in micro-environment of colorectal cancer

Colorectal cancer is one of the most common oncological diseases with high mortality. The immune system and
the tumour-related immune response mediated by tumour-infiltrating lymphocytes play an important role in tu-
mour behaviour and progression. The presented study aimed to assess the activation of the immune system in
colorectal tumours with a focus on the inflammatory cell phenotype. The inflammatory cell infiltration was eval-
uated in 23 colorectal cancer samples. The presence and density of infiltration of cytotoxic (CD8+) and help-
er (CD4+) T-lymphocytes and histiocytes (CD68 +) were analyzed inside tumours as well as in the surrounding
non-neoplastic tissue. The samples were processed to microarray and immunohistochemically stained. The pos-
itivity was evaluated quantitatively by computer image analysis. The present study showed that the intensity of
the antitumour immune response decreases in connection with increasing tumour grading. The decrease might
be due to tumour progression. But it also might be the cause of this decrease. The influencing of the anti-tumour
immune response represents a very interesting potential therapeutic approach.
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Uvod

Zhubné nadory hrubého Creva patria medzi najpocetnej-
Sie maligne ochorenia vo vyspelych Statoch sveta. Slovenska
republika sa nachadza na jednom z poprednych miest v ce-
losvetovom rebri¢ku, v Eurépe ma po Madarsku a Nérsku tre-
tiu najvyssiu incidenciu a je na prvom mieste v mortalite na
kolorektalny karcindm(. Na vzniku kolorektalneho karcino-
mu sa podielaju environmentdlne aj genetické faktory. Na-
dorova transformdcia je vysledkom postupného hromadenia
genetickych a epigenetickych zmien, ktoré vedu k transfor-
macii povrchového epitelu hrubého Ereva a ovplyviuja jeho
biologické spravanie vratane maligneho potencialu.

Solidne tumory vratane nadorov hrubého ¢reva st ¢asto in-
filtrované bunkami imunitného systému. Za spustanie imu-
nitnej odpovede zodpovedaju aj antigény vzniknuté v proce-
se nadorovej transformacie hromadenim bunkovych mutacii,
tzv. nadorové neoantigény. Vplyv protinadorového imunitné-
ho mikroprostredia na prognézu nadorov je v su¢asnosti pred-

metom Stadia mnohych vedeckych prac. Ukazuje sa, Ze prave
mikroprostredie transformovanych nadorovych buniek ma vy-
znam ako prognosticky faktor a podiela sa na karcinogenéze,

Za normalnych okolnosti sa imunitny systém snazi po-
tlacit nadorovu progresiu bud zni¢enim nadorovych buniek,
alebo inhibiciou ich rastu. Na druhej strane méze imunitny
systém podporit aj nddorovu progresiu vyselektovanim re-
zistentnych nadorovych buniek alebo sa paradoxne podiela
na vytvoreni imunosupresivného nadorového mikroprostre-
dia. Prave schopnost nadorovych buniek kontrolovat imunit-
ny systém a vznik imunitnej rezistencie umoznuje nadoro-
vym bunkam uniknut spod kontroly a podiel'a sa na progresii
nadorovej choroby®@.

Cielom predloZenej $tudie je zhodnotit aktivaciu imunitné-
ho systému v nddoroch hrubého éreva v zavislosti od stupna
diferenciacie nadoru a v porovnani s okolitym nadorovo ne-
postihnutym tkanivom hrubého ¢reva.
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Materialy a metody

Analyzovali sme archivne tkanivové vzorky nadorov hrubé-
ho éreva fixované formalinom a zaliate v parafine, pochadza-
juce z terapeutickych a diagnostickych bioptickych odberov
a archivované v Ustave patologickej anatémie LF UK v Brati-
slave. Vzorky boli histopatologicky posudené a bola stano-
vena patologicka diagnéza v zmysle platnych kritérii WHO.

Zakladny subor tvorilo 23 pripadov kolorektalneho karci-
nému, z toho 4 pripady dobre diferencovaného (G1), 12 pripa-
dov stredne diferencovaného (G2) a 3 pripady nizkodiferen-
covaného (G3) adenokarcinému a 4 pripady hlienotvorného
adenokarcindmu. Samostatne sme hodnotili miesta s na-
dorovym rastom a okolité tkanivo nepostihnuté nadorom.

Hodnotili sme infiltraciu tkaniva zapalovymi bunkami so za-
meranim na cytotoxické T-lymfocyty (CD8+), pomocné T-lym-
focyty (CD4+) a histiocyty (CD68+). Ich pritomnost bola hod-
notend imunohistochemicky; v kratkosti odparafinované
preparaty boli preplachnuté 5 mintt v PBS (vo fyziologickom
solnom roztoku pufrovanom fosfatmi s 10 mM, pH 7,4). Tka-
nivové epitopy boli nasledne demaskované procesom revitali-
z&cie s pouzitim Dako PT Link (Agilent, Santa Clara, CA, USA);
rezy boli inkubované v roztoku TRIS-EDTA (10 mM TRIS, 1 mM
EDTA pH 9) pri teplote 98 °C poc¢as 20 mintt. Preparaty bo-
li ndsledne inkubované 60 minat s mySacou monoklondlnou
protilatkou proti CD8 (ready to use, Agilent, Santa Clara, CA,
USA), proti CD4 (ready to use, DAKO, Carpinteria, USA) a pro-
1i CD68 (ready to use, Agilent, Santa Clara, CA, USA). Po 3-na-
sobnom preplachnuti v PBS, boli preparaty inkubované 30 mi-
nut s polymérom Histofine proti mySacim proteinom (Nichirei
Biosciences, Japonsko) a po opakovanom 3-nasobnom pre-
plachnuti v roztoku PBS farbené 5 minudt diaminobenzidinom

(DAB+, DAKO, Carpinteria, USA). Preparaty boli nasledne krat-
ko dofarbené hematoxylinom, aby sa zvyraznili jadra buniek.

Preparaty boli hodnotené vo svetelnom mikroskope. Mie-
ra infiltracie tkaniva zapalovymi bunkami s prislusnym fe-
notypom bola hodnotena kvantitativne v 3 ndhodnych po-
liach s pouzitim histomorfometrického softvéru ImageJ,
v. 1,51 g® a vyjadrena ako percento proti celkovej ploche.
Vysledky boli vyhodnotené Statisticky pouzitim Statistického
softvéru Graph Pad Prism s pouzitim one-way ANOVA testu
s naslednym Turkey post-testom, hodnoty p < 0,05 boli pova-
Zované za signifikantné.

Vysledky

V nadoroch hrubého éreva aj v okolitom nepostihnutom tka-
nive pozorujeme pritomnost CD8+ cytotoxickych T-lymfocytov,
CD4+ pomocnych T-lymfocytov (obrdzok 1) aj CD68+ histiocy-
tov (obrazok 2), s dominanciou CD68+ buniek. So stipajlicim
gradingom nadoru sme v nasom subore pozorovali signifikant-
ny pokles CD4+ (1,6 + 0,43 % v G1 verzus 0,33 0,08 % v G2, ver-
zus 0,42 +0,17 % v G3,G1/G2 p < 0,001, G1/G3 p < 0,05) aj po-
kles CD8+ cytotoxickych T-lymfocytov (3,1 £ 0,38 % v G1 verzus
1,7+0,3%v G2verzus 0,61+0,14 % v G3,G1/G2 p < 0,05,G1/
G3 p <0,01). Pokles CD68+ histiocytov (5,3 + 0,46 % v G1 ver-
zus4,1+0,51 % v G2 verzus 3,44+ 0,67 % v G3,G1/G2p =0,05)
bol na hranici signifikantnosti (graf 1).

Nepozorovali sme ziadne zmeny v podiele jednotlivych ty-
pov lymfocytov v okolitom tkanive nepostihnutom naddorom
(graf 2). Nepozorovali sme odlisny profil zapalovych buniek
v sUvislosti s mucinéznou diferencidciou nadoru, t4 dosaho-
vala uroven priblizne rovnaku ako nadory so strednou diferen-
ciaciou (G2).

Obrazok 1. Infiltracia adenokarcinému hrubého creva CD8+ cytotoxickymi a CD4+ pomocnymi T-lymfocytmi. So stdpajucim gradingom
nadoru pozorujeme signifikantny pokles CD8+ cytotoxickych a CD4+ pomocnych T-lymfocytov (Sipka) v tkanive adenokarcinému hru-

bého creva; G1 adenokarciném (A, resp. C), G3 adenokarciném (B, resp. D), IHC-Px, DAB, 200x
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Obrazok 2. Infiltrdcia adenokarcindmu hrubého creva CD68+ histiocytmi. So stupajucim gradingom nadoru pozorujeme pokles CD68+
histiocytov (sipka) v tkanive adenokarcinému hrubého Creva, ktory je na hranici signifikantnosti; G1 adenokarciném (A), G3 adenokar-

ciném (B), IHC-Px, DAB, 200x

Graf 1. Pritomnost zépalovych buniek v nddore hrubého ¢reva v z&-
vislosti od gradingu. So stupajucim gradingom nadoru sme v nasom
subore pozorovali signifikantny pokles CD4+ pomocnych T-lymfocy-
tov, CD68+ histiocytov aj pokles CD8+ cytotoxickych T-lymfocytov. *

Graf 2.

Pritomnost zépalovych buniek v okolitom tkanive nepo-
stihnutom nadorom, v zavislosti od gradingu pévodného nado-
ru, uvedené % * SEM
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Diskusia

Kolorektalny adenokarciném patri medzi najéastejSie sa
vyskytujuce gastrointestindlne malignity s vysokou mortali-
tou napriek dostupnej lieCbe. Ukazuije sa, Ze samotny staging
zalozeny na TNM klasifikacii kolorektalneho karcinému nie je
dostatocne presny z hladiska predikcie prognézy pri vsetkych
stadiach choroby®. Stucasny vyskum vedie k hladaniu prog-
nostickych markerov, ktoré by lepSie stratifikovali pacientov.
Prospesné by mohlo byt aj hodnotenie pacientov zaloZené na
imunologickom profile nadorového mikroprostredia®.

Pocet vedeckych dokazov podporujicich vyznam imunit-
nej odpovede pri nadorovych chorobach neustale rastie®.
Sucéasné terapeutické metddy pouzivané v lieCbe kolorektal-
neho karcindmu (cytotoxickd chemoterapia, anti-EGFR pro-
tilatky, anti-angiogénne molekuly) ¢iastocne suvisia s imu-
nomodulujicimi mechanizmami a imunoterapia preukazala
svoj potencial aj v pripadoch, ked zlyhava klasicka liecba®9,
Kolorektalny karciném je zndmy tvorbou vysokoimunogén-
nych nadorovych neoantigénov a je sprevadzany zvySenou
infiltraciou tkaniva zapalovymi bunkami, ktord sme pozo-
rovali aj v nasej $tudii. Tento mechanizmus je mimoriadne
zaujimavy najma v pripade nadorov s mikrosatelitovou in-
stabilitou (MSI), kde vznikaju presne definované nadorové
neoantigény v dosledku znamych molekularnych drah za-
siahnutych mutaciou (tzv. frameshift peptidy)(".

Lymfocyty infiltrujice tumor (TIL) a makrofagy asociova-
né s nadorom (TAM) su lokalizované v zapalovom infiltra-
te okolo nadorovych ostrovéekov a taktiez v perinadorove;j.
TAM patria medzi dominantné zapalové bunky v nadorovej
stréme. Spravaju sa ako modulatory mikroprostredia po-
mocou vyluéovania cytokinov, chemokinov, rastovych fakto-
rov a angiogénnych faktorov(. To suhlasi aj s dominanciou
CD68+ zapalovych buniek v nadorovom tkanive nami pozoro-
vanou. Uloha TAM v nadore je dvojitd. TAM mézeme delit do
dvoch podskupin: M1 makrofagy zabezpeéuju protinddorovi
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odpoved a cytotoxicitu a M2 makrofagy, ktoré, naopak, po-
tlacenim protinddorovej imunitnej odpovede podporuju na-
dorovu progresiu(*. Z TIL maju kl'déova tlohu cytotoxické
T-lymfocyty CD8+, ktoré mézu rozpoznat nadorové antigé-
ny prezentované APC bunkami. Cytotoxické T-lymfocyty sa
nasledne aktivuju pomocou kostimulatorovych molekul a sy-
netizuju a vyluéuju cytotoxické proteiny podielajice sa na
priamej destrukcii nddorovych buniek. Vysoka hustota CD8+
lymfocytov v nadorovom tkanive je spojena s lepSou prog-
nézou choroby(?.

Je zaujimavé, Ze v naSom subore sme pozorovali pokles
CD8+ lymfocytov aj ostatnych pozorovanych zdpalovych bu-
niek v zavislosti od rasticeho gradingu a stupajlicej agresivi-
ty tumoru. MéZe to podporovat predstavu o imunosupresiv-
nom p6sobeni nddorového mikroprostredia®, ktoré moze byt
doélezitym faktorom progresie choroby aj pri vzniku vzdiale-
nych metastaz(. Viaceré Studie preukazali, Ze imunitna od-
poved koreluje s lepSim prezivanim pacientov s kolorektal-
nym karcinémom(é17),

PredloZena studia naznacuje, Ze v suvislosti so zvysuju-
cim sa gradingom nadoru dochadza k poklesu intenzity pro-
tinddorovej imunitnej odpovede. Tento pokles méze byt na-
sledkom, ale aj pri¢inou progresie tumoru. Prave ovplyvnenie
protinddorovej imunitnej odpovede mdze predstavovat po-
tencidlne zaujimavy terapeuticky pristup.
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