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SOUHRN

Nadorové mikroprostiedi vyrazné ovliviiuje riist a metastazovani nadorovych bunék, pricemz k hlavnim faktordm patfi angiogeneze a inhibice imunitniho
systému potlacujici jeho efektorovou funkci. V nasi analyze jsme se zaméfili na stanoveni mikrovaskularni denzity (MVD), kvantifikaci FOXP3* T regula¢nich
lymfocytt (Treg) a PD-L1 lymfocytd, které jsou spojovény s mechanismem imunitniho Uniku nadorovych bunék. Vysettili jsme 95 koznich melanoma a 25
melanocytéarnich névu jako kontrolni skupinu. Melanomy byly rozdéleny do ¢tyr skupin dle klasifikace TNM - pT1 (35), pT2 (21), pT3 (21), pT4 (18). Sledované
parametry detekovany na parafinovych fezech metodou nepfimé imunohistochemie a hodnoceny svételnym mikroskopem v centru (C) i na periferii (P) nadoru
na plose Tmm?, v misté nejvétsiho zastoupeni (tzv. ,hot spot”). Zaznamenali jsme signifikantni vzestup MVD korelujici se stadiem onemocnéni, a to zejména
na periferii nadord (p=0,0001). Exprese PD-L1 na lymfocytech byla zvysena u melanomut pT3 a pT4 stadii, rovnéz zejména na periferii 1ézi (p=0,0001). MnoZzstvi
FOXP3 lymfocytl pozitivné korelovalo se stadiem onemocnéni, pficemz vyssi hodnoty byly zaznamenany v centru nadort (p=0,008). Nase prace prokazuje,
Ze stimulace angiogeneze a navozeni adaptivni imunitni odpovédi koreluji se stadiem melanomu. K nejvyraznéjsim zménam dochazi na periferii tumoru, coz
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The changes of angiogenesis and immune regulations in stromal microenvironment of cutaneous
melanomas

SUMMARY

Tumour microenvironment contributes to growth and metastasis, where angiogenesis and immune alteration suppressing its effectory function belong to
main factors. Our study is focused on an analysis of microvascular density (MVD), quantification of FOXP3*T regulatory lymphocytes (Tregs) and PD-L1 lym-
phocytes, which are associated with a tumour-cells immune escape mechanism. We examined 95 cutaneous melanomas devided in four groups according
to TNM classification - pT1 (35), pT2 (21), pT3 (21), pT4 (18) and 25 melanocytic nevi as a control group. Investigated parameters were detected on paraffin
embedded tissues by indirect immunohistochemistry, and evaluated by light microscope in central (C) and at peripheral regions (P) on a Tmm?,hot spot”
region (the area of the highest density). We found a significant MVD increase correlating with a stage of disease, mostly at the edge of tumours (p=0,0001).
Lymphocytic PD-L1 expresion was increased in melanomas of pT3 and pT4 stages, also predominantly at the periphery of lesions (p=0,0001). Numbers of
FOXP3 lymphocytes positively correlated with a melanoma stage, where higher values were observed in central areas (p=0,008). Our study documents
that stimulation of angiogenesis and induction of an adaptive immune response correlate with a melanoma stage. The most prominent changes are at
the tumour periphery confirming heterogeneity of a tumour stroma, which is more prominent in advanced tumours, and which may contribute to higher
agresivity of these stages.
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Nadorova transformace tkané je komplexni a vicestupriovy
proces, ve kterém je podstatné porusen rovnovazny stav orga-
nismu a koordinace proliferace bunék (1). Podstatnou a neod-
délitelnou soucast kazdého maligniho nddoru tvofi nenddorova
hostitelska tkan oznacovana jako stroma, které vytvafi optimal-
ni podminky pro rdst nadorovych bunék (2).

Stroma zahrnuje fibroblasty, endotelie, imunitni burnky, so-
lubilni molekuly a extracelularni matrix. Za fyziologickych pod-
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minek je stromalni mikroprostfedi povazovano za hlavni faktor
udrzujici tkdriovou homeostazu. Je zdrojem rlstovych faktord,
Zivin, kysliku, dale prostfedim pro difuzi tekutin, iont(, hormo-
nd, plynd i odpadnich produktd. U malignich nddort dochazi
k jeho vyznamnym alteracim fenotypu. Medidtory a rlstové
faktory produkované nadorovym parenchymem indukuji stro-
malni zmény, které nasledné reciprocné prispivaji k malignimu
chovéni nadorovych bunék - proliferaci, invazi, angiogenezi, mi-
graci a metastazovani (1-3).

V ramci tumoru jsou jednotlivé komponenty stromatu distri-
buovény nepravidelné, coz vede k vyrazné heterogenité mikro-
prostredi. Nadorova angiogeneze, neboli tvorba novych cév je
povazovana za jeden z hlavnich procestl nezbytnych pro rist
avyzivu rychle rostouci nddorové tkéné, a dilezita je i pro vytva-
feni metastaz (4). Angiogeneze v tumoru je dynamicky proces
v ¢ase a jeji hodnoceni neni proto jednoduché (5,6).
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Do urcité velikosti tumoru, cca 1-2mm ziskavaji nadorové
buriky Ziviny difuzi z okolnich nenadorovych cév. Jakmile se ve-
likost nadoru zvysuje, zvysuji se i ndroky na vyzivu nddorovych
bunék a naddor zacina tvofrit sit svych vlastnich cév (3,7,8).

Ve stromalnim mikroprostfedi tumoru jsou tyto cévy distri-
buovéany nepravidelné a morfologicky jsou heterogenni. Ty-
picky byvaji tenkosténné, s inkompletni bazalni membranou
s redukovanym mnozstvim lamininu. Endotelie jsou aktivované
a chybi lem pericytl na periferii. Podstatnym znakem nadoro-
vych cév je jejich vysoka permeabilita. Efektivnim markerem pro
posouzeni téchto novotvorenych krevnich cév je nestin. Jednd
se o protein ze skupiny intermedialnich filament, exprimovany
kromé neuroektodermovych bunék také v bunkdch kmeno-
vych, progenitorovych a proliferujicich (9).

Kromé nestinu byl jako ukazatel aktivovanych krevnich en-
dotelii identifikovdn adhezni glykoprotein CD90 (Thy-1). Jde
o N-glykofosfatidylinositol exprimovany na bunééném povrchu
thymocytd, mesenchymovych a hemopoetickych kmenovych
bunék, NK bunék a neuronll. CD90 pusobi bunécnou adhezi
leukocytd na aktivované endotelie a jejich extravazaci. Stejnym
zplGsobem umoznuje i adhezi nadorovych bunék s jejich nasled-
nou invazi do tkani (10,11).

Morfologickym standardem pro stanoveni miry angiogeneze
je hodnoceni mikrovaskularni denzity (MVD). Je prokazano, ze
zvy$ena MVD u primarnich tumord je pfimo asociovana s me-
tastazovanim a horsi prognozou (12).

Dalsi dulezitou slozkou nddorového mikroprostiedi jsou buni-
ky imunitniho systému, z nichZ k nejdllezitéjsim patfi lymfocyty
prostupujici nddor a na jeho hranici sousedici se zdravou tkani
oznacované jako tumor infiltrujici lymfocyty (TIL) (13). Pocty TIL
se u jednotlivych tumor( vyrazné lisi. U pacientl s melanomy
s vyssi lymfocytarni koncentraci je prokazano az trojndsobné
delsi pétileté preziti, nez u melanomu s absenci TIL. Slozeni lym-
focytarniho infiltratu vsak neni homogenni, ale je tvoreno rdz-
nymi podtypy lymfocytt (14).

Za hlavni soucast efektivni protinadorové bunécné imunitni
odpovédi jsou povazovany zejména cytotoxické CD8* T lymfo-
cyty, jejichz aktivaci je navozena specifickd destrukce nadoro-
vych bunék. DuleZitou roli v generovani a udrzovani imunitni
reakce proti nddorovym burikdm vsak maji i CD4* T lymfocyty.
Tyto lymfocyty plsobenim cytokinl zvysuji cytotoxicky efekt
CD8T lymfocytl (15). Ukazuje se vsak, ze tyto buriky mohou mit
v imunité nadorl i protichldnou, imunosupresivni roli. Jedna
se zejména o T regulacni lymfocyty (Treg), které predstavuji pfi-
blizné 5-10% CD4* bunék (16,13). Treg jsou populaci T lymfocytd
s vysokou hladinou exprese proteinu CD25. Druhym, neméné
dulezitym, proteinem tvorenym na povrchu regula¢nich T lym-
focytd byl transkripéni faktor FOXP3. Jeho exprese predstavuje
klicovy mechanismus fizeni diferenciace a imunosupresivnich
funkci CD4*CD25* T regulacnich lymfocytl a mutace nebo de-
lece genu kédujiciho FOXP3 zpusobuiji tézké autoimunitni cho-
roby (17).

Hlavni funkci regula¢nich bunék je navozeni tolerance imunit-
niho systému v reakci na autoantigeny i alloantigeny. Jak na my-
sich modelech, tak u lidi bylo prokazano, ze vyssi mnozstvi téch-
to bunék snizuje riziko vzniku autoimunitnich chorob (18,19).
Diky této vlastnosti maji vsak tyto buriky zaroven negativni vliv
na snizovani obranyschopnosti u naddorovych onemocnéni. Vy-
soké pocty Treg byly zjistény primo v tumorech nebo krvi pa-
cientli s nddory asociovanymi se $patnou progndzou. Zvysena
exprese FOXP3 u T regula¢nich lymfocytd byla napfiklad proka-
zana v adenokarcinomu pankreatu, Zaludku, jater a malignim
melanomu, aviak FOXP3 m{iZe byt exprimovéan téZ v samotnych
nadorovych bunkdch a tato exprese nemusi korelovat s expresi
na lymfocytech (20,21).V dalsich studiich na zvifecich modelech
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se ukazalo, Ze blokovani Treg aktivity mélo pozitivni vliv na re-
gresi tumoru a celkové preziti (22). Mechanismus imunosupre-
se je zavisly na vzdjemném bunécném kontaktu TregC s jinymi
burikami, po kterém pak granzym-dependentni nebo perforin-
-dependentni cestou dojde k inhibici proliferace T bunék pomo-
ci cytokinu IL-10 a TGFp (23,24). Plsobeni TGF ma za nasledek
jednak zvyseni senzitivity CD4 a CD8 bunék pro ucinek Treg,
dale u téchto regulacnich lymfocytl zvysuje expresi FOXP3 (25)

Absolutni pocty Tregl nelze povazovat za nezavisly prognos-
ticky marker onemocnéni, jak uvadéji nékteré studie, proto byl
pocitan pomér CD3*/FOXP3*.

Slibnym terapeutickym cilem se jevi blokdda imunitnich
kontrolnich bodt dilezitych pro udrzeni imunotolerance. Jed-
nim z dalezitych proteinl je protein programované bunécné
smrti (PD-1). PD-1 je transmembranovy glykoprotein typu 1
patfici do velké imunoglobulinové rodiny proteind CD28/B7.
Na vnitini strané membrany se nachazi intracelularni doména
receptoru se dvéma konzervovanymi tyrozinovymi motivy -
ITIM (immunoreceptor tyrosin-based inhibitory motif) neboli
inhibi¢ni motiv receptoru imunitniho systému zalozeny na ty-
rozinu — a ITSM (immunoreceptor tyrosin-based switch motif)
neboli,,prepinatelny” motiv receptoru imunitniho systému za-
loZzeny na tyrozinu. Inhibi¢ni funkce PD-1 je vazana predevsim
na ITSM motiv a jeho vyznam byl potvrzen nalezenim mutace,
ktera potlacila inhibi¢ni schopnost PD-1. Naopak mutace v se-
kvenci ITIM funkci PD-1 neovlivnila a pfedpoklada se, ze ITIM
je pravdépodobné zapojen do jinych regula¢nich déji nesou-
visejicich s aktivaci T lymfocytd. PD-1 je exprimovan pfedevsim
na aktivovanych T a B lymfocytech, monocytech, NK burikéch,
dendritickych burnkach a na tumor infiltrujicich lymfocytech.
K expresi PD-1 mGze dochazet taky u Tregli a to na membrané
i v cytoplazmé. Za klidovych podminek byla pozorovéna jen
minimalni exprese PD-1. Pravdépodobné nejdulezitéjsi funkci
zaujima tento protein jako inhibi¢ni receptor na T lymfocytech
(26). PD-1 se vaze na dva rdzné ligandy, PD-L1 a PD-L2, jejichz
exprese se vyrazné lisi. PD-L1 je exprimovan na relativné 3i-
rokém spektru bunék, od klidovych i aktivovanych T bunék
(v¢etné Tregu) pres B buriky, dendritické bunky az po nehema-
topoetické bunky (napf. endotelové ¢i epitelové bunky), coz
ukazuje na dulezitou roli PD-L1 v regulaci periferni tolerance
a v prevenci autoimunitnich onemocnéni. Oproti tomu PD-L2
exprese je spise omezend na hematopoetické bunky (hlavné
dendritické bunky a makrofagy). Prozanétlivé signaly véetné
INF-y indukuji expresi PD-L1 a ukazuje se, ze celd fada nado-
rd exprimuje PD-L1 molekulu jako ,ochranu” pfed protinado-
rovou odpovédi T bunék. Po vazbé PD-1 na své ligandy tedy
dochazi k ,vypnuti” imunitni odpovédi, ke snizené produkci
cytokinU a inhibici proliferace. Zajimavé je vsak zjisténi, Ze blo-
kdda PD-1 monoklonalnimi protildtkami nejen zvrati anergii
na urovni T bunék, ale je naopak schopna i vyvolat zesilenou T
bunécnou odpovéd. Na zakladé preklinickych a klinickych stu-
dii je blokdda téchto interakci vhodnym terapeutickym cilem
fady tumor( (27-29).

V nasi praci jsme se zaméfili na sledovani mikrovaskularni
denzity aktivovanych krevnich cév a zmén tumor infiltrujicich
lymfocytt (TIL), se zaméfenim na jejich imunosupresivni funkce.
Vzhledem k vy3e zmifiované heterogenité stromalniho prostre-
di v rdmci nddord, byly zmény hodnoceny jak uvnitf 1ézi, tak na
jejich hranici s okolni nenadorovou tkani.

MATERIAL A METODIKA

V nasem souboru jsme vysetfili 95 koznich superficidlnich
a nodularnich melanomd rozdélenych podle TNM klasifikace
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Tabulka 1. Souhrn hodnot sledovanych parametri. Tabulka ukazuje srovnani hodnot median(i mezi skupinami pT1-pT4 u melanomi a melanocytérnich
néva v centru (C) a na periferii (P). Hodnoty byly statisticky vyhodnoceny pomoci Kruskal-Wallisova testu (p). Exprese PD-L1 u nddorovych bunék byla hodno-

cena pomoci tzv. H-skore.

IHC barveni Sledované struktury
10 12 13 27 4

cévy C 0,0001
Nestin

cévy P 18 23 38 30,5 4 <0,0001

cévy C 0 0 3 5 0 <0,0001
CD90

cévy P 0 1 4 4 5 <0,0001
D3 lymfocyty C 72 127 393 120 38 0,006

lymfocyty P 238 317 180 122 22 0,001

lymfocyty C 22 45 52 18,5 5 0,008
FOXP3 Y 64

lymfocyty P 6 15 12 2,5 0 0,001

lymfocyty C 4,9 4 5,6 7,35 7.7 0,141
CD3/FOXP3

lymfocyty P 75 23,3 12,8 51,65 20 0,003

nddorové buriky 1 1 3 4,5 0 0,0065
PD-L1 lymfocyty C 0 2 7 2 0 <0,0001

lymfocyty P 3 6 16 48 0 <0,0001

lymfocyty C 69 102 44 48,5 0 0,074
CD3/PD-L1

lymfocyty P 20 68 13,2 6 22 0,0001

do ¢tyi skupin — pT1 (35), pT2 (21), pT3 (21) a pT4 (18) a 25 pig- VYSLEDKY

mentovych névu. Vechny vysetifované vzorky byly standardné
fixované formalinem, zality do parafinovych bloc¢kl a po nakra-
jeni na 5um silné fezy nasledné barveny metodou nepfimé
imunohistochemie v imunoautomatu (VENTANA BENCHMARK
XT). Jako primarni protilatku jsme pouzili monoklonalni krali¢i
anti-FOXP3 protildtku (Novus Biologicals, clone SP97, NBP2-
12498, fedéni 1:150, ¢as inkubace 20 min.), polyklonalni kralici
protilatku anti-CD3 (DakoCytomation, kdd 1580, fedéni 1:50, ¢as
inkubace 32 min.), monoklonalni krali¢i protilatku anti-PD-L1
antibody (Abcam, klon 28-8, ab205921, fedéni 1:50, ¢as inkuba-
ce 16 min.), monoklonalni protilatku anti-Nestin (Millipore, klon
10C2, redéni 1:75, ¢as inkubace 20 min.) a monoklonalni krali¢i
protilatku anti-CD90 (Abcam, klon EPR3133, fedéni 1:100, ¢as
inkubace 30 min.). Pro detekci protilatek Nestin, CD90, FOXP3
a CD3 byl pouzit detek¢ni kit VENTANA (VENTANA iVIEW™ DAB
Detection Kit, Katalogové cislo 760-091), pro protilatku PD-L1
detekcni kit VENTANA (OptiView DAB IHC Detection Kit, Ventana
Medical System, Katalogové cislo 760-700). Exprese vsech sle-
dovanych parametr( pak byla vyhodnocovana svételnym mi-
kroskopem na jednotce plochy Tmm? v mistech nejvétsiho za-
stoupeni (tzv.,hot spot”). A to jednak v centru |éze (C) a déleina
jeji periferii (P). Za periferii byl povaZovan invazivni okraj nddoru
celkové site 1 mm, zahrnujici jak periferni oblast nadoru, tak
pfilehlé, tésné naléhajici stroma (30). V nasi studii jsme také vy-
hodnotili pomér lymfocytl CD3*/FOXP3* a CD3*/PD-L1*. Kvan-
tifikace PD-L1 byla vyhodnocena pomoci tzv. H-skore slozeného
zintenzity a denzity barveni. Denzita je oznacena jako kategorie
A a bodovéna 0-3 (0=0-4%, 1=5-24%, 2=25-49%, 3=50-100%).
Intenzita (negativni, nizka, stfedni, silnd) oznacena jako skupina
B bodovéna taktéz 0-3 body. Bodové hodnoceni obou skupin
bylo navzajem vyndsobeno (AxB) do vysledného H-skore (0 =
negativni, 1-2 = nizka exprese, 3-5 = stfedni exprese, 6-9 = silnd
exprese) (31).

Vysledky byly statisticky vyhodnoceny pomoci Kruskal-Walli-
sova testovani s Bonferroniho korekci, p-hodnoty 0,05 nebo niz-
$i byly povazovany za statisticky signifikantni.
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Souhrn hodnot sledovanych parametrd je uveden v tab.1.

Hodnoceni mikrovaskularni denzity protilatkami anti-Nes-
tin a anti-CD90

MVD pfi hodnoceni exprese Nestinu (obr. 1) v zastoupeni cév-
nich lumin na jednotkové plo3e byla velmi nizka v melanocytar-
nich névech s medianem 4 na Tmm?, shodné v centru i na peri-
ferii |éze. Jeji signifikantni nardst zaznamendn zvlasté na periferii
melanomd, s maximem u pokrocilych stadii, a je tak patrnd pozi-
tivni korelace mezi MVD a hloubkou invaze (p=0,0001). U proti-
latky CD90 (obr. 2) nebyly detekovany zadné pozitivni cévy v me-
lanocytarnich névech. Zcela ojedinéle byla pozorovana u nizsich
stadii melanomu (pT1, pT2). Jeji narlst bez rozdilu mezi centrem
a periferii (p=0,0001) je patrny u melanomu stadii pT3 a pT4.

Obr. 1. Imunohistochemicky prikaz protilatky anti-Nestin v novotvofenych
kapilarach na periferii tumoru (zvétseni 200x).
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Obr. 2. Imunohistochemicky priikaz protilatky anti-CD90 v novotvofenych
kapilarach na periferii tumoru (zvétseni 200x).

Hodnoceni tumor infiltrujicich lymfocyti

U mnozstvi CD3* T lymfocytl je patrny narlist mezi skupi-
nami pT1-pT3 s ndhlym poklesem u skupiny pT4 a to jak na
periferii (p=0,001) tak v centru (p=0,006). Podobné zmény
v medianu exprese jsme zaznamenali také u Tregl (obr. 3)
s vyznamym nardstem u skupin pT1-pT3 zvlasté v centru léze
(p=0,008) s jejich vyraznym poklesem ve skupiné pT4. Zajima-
vym zjisténim je snizovani poméru CD3*/FOXP3+*Treg, které
je signifikantni u skupin pT1-pT3 obvzIasté na jejich periferii
(p=0,003).

Stanoveni exprese PD-L1

Exprese tohoto proteinu byla sledovana jednak u nadoro-
vych bunék (obr. 4) a také u TIL (obr. 5). U melanom niZsich
stadii pT1 a pT2 byla exprese nizka. Napadné bylo zvyseni
exprese u pokrocilych stadii pT3 a pT4 (p=0,0065). Podobné
rozdily exprese jsme zaznamenali téz u lymfocytl zvlasté na
periferii 1éze se signifikantnim narldstem u skupin pT3 a pT4
(p<0,0001). U névli nebyla exprese PD-L1 zaznamenéna. Po-
mér CD3*/PD-L1* ukazuje postupny pokles na periferii tumoru
mezi skupinami pT1-pT4 (p=0,0001).
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Obr. 3. Imunohistochemicky prikaz protildtky anti-FOXP3 u T regula¢nich
lymfocytt na periferii tumoru (zvétseni 200x).

DISKUZE

Maligni nadory si vytvareji vlastni,aktivni” stroma, které pod-
statnym zpUsobem pfispiva k progresi tumoru prostfednictvim
fady intercelularnich interakci, produkci solubilnich faktord, re-
modelaci extraceluldrni matrix a neoangiogenezi (32). Dochazi
k alteraci imunologického dozoru a zméné bunécného meta-
bolismu, coz vede k replika¢nimu stresu, genomové a chro-
mozomové nestabilité. Bylo prokdzano, Ze nadorové prostredi
vyznamné pfispivd k bunécné plasticité a heterogenité nejen
mezi jednotlivymi tumory, ale i v rdmci tumoru jednoho. K jed-
nomu z klicovych faktord ovliviujiciho prognézu je nddorova
neoangiogeneze. Mnozstvi cév prevazné u high grade nadord
je dllezitym prognostickym faktorem, ktery koreluje s celkovym
prezitim napf. u nadord mlécné zlazy, ovaria, jicnu, Zaludku, me-
lanomu a nemalobunécnych plicnich tumorG. Na druhé strané
tyto nadory s bohatou vaskularizaci jsou dobrymi kandidaty pro
antiangiogenni terapii (9).

Angiogenezi jsme sledovali pomoci MVD. Bézné uzivanymi
protildtkami pro jeji stanoveni jsou CD34 a CD31. Bylo v3ak pro-
kazéno, ze volba endotelidiniho markeru maze ovlivnit zavéry,

Obr. 4. Imunohistochemicky priikaz protilatky anti-PD-L1 v nadorovych
burikdch melanomu (zvétseni 200x).
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Obr. 5. Imunohistochemicky priikaz protilatky anti-PD-L1 v tumor infiltruji-
cich lymfocytech na periferii tumoru (zvétseni 200x).
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protoze rdzné markery maji odlisnou specificitu (5). V nasi studii
jsme pouzili protildtky nestin a adhezni protein CD90 (Thy-1),
které jsou typicky exprimovany u aktivovanych endotelii krev-
nich cév. U obou proteinl jsme zaznamenali signifikantni zvy-
seni MVD v pfimé korelaci se stddiem onemocnéni. Denzita vas-
kularni sité byla vyssi na periferii tumord, oproti centralnim ob-
lastem, coz potvrzuje heterogenitu stromalniho mikroprostie-
di, ktera navic koreluje se stadiem onemocnéni. Heterogenni
distribuce krevnich cév ma za nasledek rozdilnou koncentraci
kysliku a zivin v rlznych oblastech tumoru. V souvislosti s po-
klesem kyslikového a nutri¢niho gradientu dochazi k vytvoreni
selektivni subpopulace bunék se zpomalenym bunéénym cyk-
lem, lokalizovanych pfevazné v centru tumord, ve vétsi vzdale-
nosti od cév. Tyto buriky jsou vysoce agresivni, nabyvaji chovani
kmenovych bunék a maji zvyseny metastaticky potenciél. U me-
lanomu se predpoklada, Ze tyto buriky predstavuji pouze 0,5-
5% celé naddorové populace (33,34). Tyto klidové bunky vykazuji
i vysokou miru Iékové rezistence, jsou rezistentni na inhibitory
MAPK, které typicky plsobi na populaci s vysokym proliferac-
nim fenotypem. Bylo prokazano, Ze jednim z mechanismu od-
povédnym za zmény fenotypu jsou zmény hladin faktoru MITF
(microphtalmia-associated transcription factor), jehoz vysoké
hodnoty (MITF"9h) u proliferujicich nadorovych bunék se vlivem
hypoxie sniZuji a dochazi k prepnuti fenotypu na buriky (MITF")
se zpomalenym bunéénym cyklem (32,33).

V této souvislosti je nutné zminit pomérné novy fenomén,
kterym jsou tzv. vaskulogenni mimikry. Za vhodnych podmi-
nek jsou nékteré typy agresivnich tumorl schopné tvofit pse-
udovaskularni kanaly lemované nadorovymi burikami, bez pfi-
tomnosti bunék endotelovych. Tyto pseudovaskularni struktury
byvaji lokalizovdny zejména v centrdlnich oblastech nadoru,
coz mUze umoznit vyZivu a moznost migrace bunék i v mistech
s nizs$i MVD (12,35).

Zajimavym zjisténim je fadové nizdi exprese CD90 v endotelu
cév ve srovnani s nestinem. Protein byl detekovan az v cévach
melanom stadii pT3 a pT4. Prokazali jsme takto, ze béhem pro-
grese nadoru aktivované endotelie mohou ménit svij fenotyp.
CD90 se u melanomu vyskytuje v mistech s vyssi tvorbou VEGF
a TNF-q, které ziejmé pUsobi jako jeho induktory (11). Interakci
s integrinem av33 exprimovanym na povrchu nadorovych bu-
nék melanomu usnadni jejich metastazovani. Potvrzujeme tak
model fenotypové plasticity stromalniho mikroprostiedi, ktera
koreluje se stddiem melanomu a kterd nezévisle na MVD pfispi-
vé k progresi.

Neméné dulezitou soucést stromalniho mikroprostfedi tvofi
bunky imunitniho systému, pficemz v nasi praci jsme se zaméfili
na T lymfocyty. Jejich kvantitativni hodnoceni v tumoru i jeho
okoli se poklada za nezévisly nddorovy prediktor. Bylo vsak pro-
kdzadno, ze nejen kvantita tumor infiltrujicich lymfocyt(, avsak
i jejich sloZeni jsou podstatné pro adekvatni efektorovou funkci
nebo naopak ke vzniku tolerance ¢irezistence. Aktivace T lymfo-
cytl je regulovana rovnovahou mezi ko-stimula¢nimi a inhibic-
nimi signaly oznacovanymi jako klicové body imunity. Jednim
z hlavnich regulatort omezujicim proliferaci a efektorové funk-
ce velkého mnozstvi imunitnich bunék jsou T regulac¢ni lymfocy-
ty (Treg) s transkripénim faktorem FOXP3 jako jejich ptirozenym
markerem (19,22).

Ve shodé s publikovanymi autory (36) jsme prokazali, Zze
melanom ma schopnost vytvéret ve svém stromdalnim mikro-
prostiedi mechanismy potlacujici imunitni reakce, které jsou
zavislé na expresi FOXP3;, a navic, Zze tyto zmény koreluji se
stadiem onemocnéni. Na rozdil od névq, kde byly Tregy zcela
sporadické, u melanomu jsou jejich pocty signifikantné zvy-
Seny a to zejména u stadii pT2 a pT3. ZvySeni poctu FOXP3*
lymfocytll jsme detekovali zvlasté v centrélnich oblastech na-
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dord, kde viak byla zaroven sledovana zvysujici se mnozstvi
CD3* lymfocytl, coz zpUsobilo v této lokalité stabilni hodno-
ty poméru CD3*/FOXP3*. K disproporciondlnimu slozeni TIL
ve prospéch imunosupresivni populace dochazi na periferii
Iéze. To znamend jeho invazivni oblasti. Zvy$end hustota Tre-
gl u pokrocilejsSich melanom( by tak potvrzovala navozeni
rezistence imunitniho systému, souvisejici s horsi prognézou
téchto stadii. Navic se zda, Ze zména infiltratu ve prospéch
imunosupresivniho fenotypu je nejvyraznéjsi v oblasti inva-
zivni proliferujici linie, kde nadorové burky pronikaji dale do
okoli. Ve skupiné pT4 byly pfekvapivym zjisténim nizsi hodno-
ty Tregl. Tento jev mUGze byt paradoxné povazovan za soucast
progrese onemocnéni. Pfitomnost Tregdl mize byt odrazem
alespon caste¢né zachovalé efektorové funkce imunity. Sni-
Zovani jejich mnozstvi u stadia pT4 muze byt tak vysvétleno
navozenim pro nddor dostate¢né imunotolerance a vyjadfovat
selhavani lokalni tkariové imunity. Potvrzenim by bylo i ndmi
zjisténé snizovani denzity TIL u pT4 stadia ve srovnani se stadii
nizsimi. Mnozstvi regulacnich lymfocytl se tak zda byt dyna-
mickym procesem odrazejicim adaptaci imunitniho systému.
Je logické, ze nadory vyssiho stadia maji tuto adaptaci nejvice
alterovanou (17,20,37).

V posledni dobé se ukazuje, ze ke klicovym boddm imunit-
niho sytému jsou zmény exprese PD-1 a PD-L1 vedouci k navo-
zeni tolerance vici cytotoxickym CD8* T lymfocytim (38). Mira
exprese PD-L1 se u jednotlivych nadort lisi a nejednoznacny
je i vyznam exprese proteinu ve vztahu k prognéze. PD-L1 je
exprimovan jak na nddorovych bunkach, tak na bunkach imu-
nitniho systému. Exprese na jednotlivych typech bunék mize
mit rdzny vyznam. Zvysena exprese PD-L1 stanovena pomoci
imunohistochemickych vy3etfeni v burkach solidnich nado-
rd korelovala s horsi prognézou u karcinomu jicnu a zaludku,
hepatoceluldrnich a urotelidlnich karcinom(. Naopak nékteré
kontroverzni prace (39,40) spojuji zvysenou PD-L1 expresi na
bunkach imunitniho systému s delSim prezitim pacientu s karci-
nomy hlavy a krku. Tato paradoxné lepsi prognéza se vysvétluje
alespon cCastecné zachovalou antigenni stimulaci a efektoro-
vou imunitni reakci. Asociace mezi PD-L1 expresi a progn6zou
neni jednoznacna ani u malignich melanoma (41,42). Ukazuje
se, Ze se u jednotlivych typld melanom@ muze lisit, kdyz Kraft
a kol. (43) prokdzali horsi prognézu u dezmoplastickych me-
lanom( PD-L1 pozitivnich. V nasi studii jsme prokazali jedno-
znacné zvyseni PD-L1 exprese jak na nadorovych bunkach, tak
na lymfocytech na periferni, tj. invazivni linii u melanom& po-
krocilych stadii pT3 a pT4, zatimco lymfocyty centralné a vlastni
nadorové buriky tento protein exprimuji malo. Prokdzali jsme
heterogenitu distribuce exprese tohoto proteinu v zavislosti na
stadiu onemocnéni. Zda se dilezité, aby byl protein hodnocen
zvlast na nadorovych burikach a lymfocytech. Spise nez predik-
tivni hodnota progrese, pomuze stanovovani PD-L1 exprese se-
lektovat vhodné kandidaty pro cilenou imunoterapii. | zde vsak
zUstava mnoho nejasnosti, protoZe ¢ast pacientl s negativitou
PD-L1 na lé¢bu odpovida (28). K presnéjsim zavériim bude po-
tfeba dalsich klinickych studii.

ZAVER

Prokazali jsme vyznamnou heterogenitu stromalniho mikro-
prostiedi, s nejvyraznéjsimi zménami na periferii tumoru, kde
dochazi k pfesmyku ve prospéch imunosupresivniho fenotypu.
Tato heterogenita se zvy3uje u pokrocilejSich stadii melanomu
a mGze byt jednim z mechanism0 pfispivajicich k jejich vyssi
agresivité. Zejména u téchto stadii tak bude také nejspise ucin-
néjsi cilend biologicka lé¢ba.
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