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Vznik nadorov je sprevadzany aktivaciou protinadorovej imunity, ktora ma potencial ovplyviovat biologické spra-
vanie vzniknutého tumoru. Cielom predloZenej prace bolo opisat imunitni odpoved' v nadorovo transformova-
nom tkanive Stitnej zI'azy. Hodnotili sme 40 histologickych vzoriek roznych typov folikularnych lézii Stitnej zl'azy
zahrnujucich vzorky benignych folikularnych adenémov, malignych folikularnych karcinémov, ako aj nenadoro-
vych folikularnych strim. V praci sme sa zamerali na imunofenotypizaciu jednotlivych zloziek imunitnej odpove-
de. Ukazuje sa, ze protinadorova imunitna odpoved vo folikularnych léziach Stitnej zl'azy je len slaba a nevyraz-
na. V nadoroch stitnej zl'azy sme pozorovali zmieSanu chronickd zapalovu infiltraciu s dominanciou histiocytov
a B-lymfocytov s nizsim podielom T-lymfocytov, a to najma v benignych adenémoch. Napriek celkovo nizkemu
podielu T-lymfocytov vysledky realizovanej Studie ukazali signifikantny vzostup infiltracie tkaniva maligneho foli-
kularneho karcinému CD4+ pomocnymi T-lymfocytmi v porovnani s benignym adenémom a kontrolnou skupinou.
Ukazuje sa, ze protinddorova imunitna odpoved vo folikularnych léziach stitnej zl'azy je len slaba a nevyrazna.
Rozsirenie znalosti o tlohe jednotlivych buniek imunity moze predstavovat déleziti cestu vyskumu v pochope-
ni nadorovych procesov v tkanive stitnej zl'azy.
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Antitumour immunity in tumours of the thyroid gland

Tumour genesis is accompanied by the activation of antitumour immunity, which has the potential to influence
the biological behaviour of the tumour. The present study aimed to describe the immune response in transformed
thyroid tissue. We evaluated 40 histological samples of different thyroid follicular lesions, including benign folli-
cular adenomas, malignant follicular carcinomas, and non-neoplastic follicular goitre. The study focused on im-
munophenotyping of the various components of the immune response. It appears that the antitumor immune
response in follicular thyroid lesions is only weak and insignificant. The mixed chronic inflammatory infiltration
in thyroid tumours with a predominance of histiocytes and B-lymphocytes were observed. T lymphocytes were
less prominently represented. The study showed a significant increase in tissue infiltration by CD4+ helper T-lym-
phocytes in malignant follicular carcinomas compared to benign adenomas and control goitres. Expanding the
knowledge of the role of individual immune cells may represent an important perspective of research in under-
standing neoplastic transformation in thyroid tissue.
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Uvod

Ndadory stitnej zlazy patria medzi zdvazné onkologické
choroby endokrinného systému. Postihuju najma Zensku po-
pulaciu. Zahriuju Siroké spektrum nadorov, kde skora diag-
nostika ma vyznam pre prognézu pacientov. Problém pred-
stavuju pacienti s neskoro diagnostikovanou chorobou so
vzdialenymi organovymi metastazami, pripadne diagnosti-
kovani v inoperabilnom stadiu. Z histologického pohladu je
problematicka najma diferencidlna diagnostika benignych
a malignych nadorov s folikularnou diferenciaciou®.

Nadorové mikroprostredie vyznamnou mierou ovplyvnuje
biologické vlastnosti nadoru. Délezitou suc¢astou nadorové-
ho mikroprostredia je aj protinadorova imunita. Pritomnost
lymfocytov infiltrujacich tumor (TIL) sa ukazuje ako poten-
cidlne zaujimavy prognosticky a prediktivny marker invaziv-

neho spravania mnohych nadorov. Pochopenie dlohy imunit-
nej odpovede na progresiu malignity méze mat vyznamny
klinicky dosah. Tieto znalosti su stavebnym kamenom imu-
nomodulacnej terapie a potencialnej prevencie invazivneho
rastu nadorov. Ovplyvnenie vzdjomného pésobenia medzi
nadorom a imunitou jedinca predstavuje slubnu oblast vy-
skumu onkologickej terapie®@.

Délezité efektorové bunky imunitného systému zasahuju-
ce priamo nadorové bunky predstavuji najma skupiny NK bu-
niek (NK) a cytotoxickych T-lymfocytov. Svoju ulohu zohra-
va aj neSpecifickd imunita, zahrfiujuca skupiny makrofagov,
dendritickych buniek a polymorfonuklearov. Ta predstavuje
prvd obrannu liniu v boji proti transformovanym bunkam®.
Je dblezita aj pri iniciacii a nasmerovani adaptivnej imunit-
nej odpovede sprostredkovanej lymfocytmi. Klinické studie
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ukazuju, ze schopnost malignych buniek unikat pred imunit-
nym systémom a tumorom vyvolana imunosupresia predsta-
vuju vaznu prekdzku uspesnej terapie. Prostrednictvom tzv.
krycich mechanizmov su nadorové bunky schopné spolahli-
vo uniknut imunitnej odpovedi.

Cielom prace bolo posudit aktivaciu protinadorovej imu-
nitnej odpovede vo folikularnych tumoroch Stitnej zlazy.
Prave folikularne tumory predstavuju zaujimavy model na-
dorovej transformdcie zahriiujuce spektrum histologicky
a fenotypicky podobnych chorobnych zmien, s benignym
ako aj malignym sprdvanim. Praca bola parcidlnou sucas-
tou diplomovej prace ,Chorobné zmeny stitnej Zl'azy, uloha
sialyzdacie a imunity v nadoroch stitnej zl'azy" obhajenej na
Lekarskej fakulte Univerzity Komenského v Bratislave v ro-
ku 2021@,

Metodika

Zakladny subor pre analyzu imunoprofilu buniek protina-
dorovej imunity v nadoroch Stitnej zl'azy tvorili pripady foliku-
larnych adenémov a folikularnych karcinomov. Ako kontrola
boli hodnotené vzorky parenchymato6znej folikularnej strumy.
Subor zahriioval 12 pripadov benignych folikularnych adené-
mov, 18 pripadov malignych folikularnych karcinomov a 10
pripadov folikuldrnych strim bez nadorovej transformacie
hodnotenych ako kontrolna skupina.

Preparaty sme farbili imunohistochemicky na pritom-
nost CD4+ pomocnych a CD8+ cytotoxickych T-lymfocytov,
CD20+ B-lymfocytov a CD68+ histiocytov. Odparafinované
rezy boli oplachnuté 3x 5 mintt v PBS (fosfatmi pufrovanom
fyziologickom roztoku, 0,005 % Tween s pH 7,2) a revitalizo-
vané s pouzitim Dako PT Link (Agilent Technologies, Santa
Clara, Kalifornia, USA) pri pH 8.0. Preparaty boli nasledne in-
kubované 1 hodinu s roztokom primarnej protilatky pri izbo-
vej teplote.

Pouzili sme:

CD4 (Agilent Technologies, Santa Clara, Kalifornia, USA)

ready to use

CD8 (Agilent Technologies, Santa Clara, Kalifornia, USA)

ready to use

CD20 (Agilent Technologies, Santa Clara, Kalifornia, USA)

ready to use

CD68 (Agilent Technologies, Santa Clara, Kalifornia, USA)

ready to use

Po preplachnuti 3x 5 mindt v PBS boli preparaty inkubova-
né 20 minut so sekundarnou protilatkou tvorenou polymérom
proti krali¢im a mySacim proteinom konjugovanym s chreno-
vou peroxidazou Envision (Agilent Technologies, Santa Clara,
Kalifornia, USA) a po preplachnuti 3x 5 minut v PBS farbené
5 minut roztokom diaminobenzidinu. Preparaty boli nasled-
ne dofarbené 40 sekind v roztoku hematoxylinu.

Infiltracia tkaniva prislusSnymi bunkami bola vyjadrena
poc¢tom buniek na 1 zorné pole (200x zvacs$enie), ratané v 5
zornych poliach. Vysledky boli normalizované voci priemer-
nému poctu zapalovych buniek v kontrolnej parenchymato6z-
nej strume.

Vysledky boli vyhodnotené Statisticky pomocou Graph
Pad Prism (ver. 9.0). Vysledky boli analyzované pouzitim
Kruskal-Wallisovho neparametrického testu s naslednym
Dunnovym posttestom a vyjadrené ako priemer + SEM. Hod-
noty p < 0,05 boli povazované za signifikantné.

Vysledky

V ndadoroch stitnej zl'azy sme pozorovali zmieSanu chro-
nicku zapalovu infiltraciu s dominanciou najma CD68+ his-
tiocytov a nasledne CD20+ B-lymfocytov. CD4+ a CD8+ T-lym-
focyty boli zastipené menej napadne.

Hodnotenie zastupenia CD8+ cytotoxickych T-lymfocytov
preukazalo slabu a loziskovu infiltraciu vo vzorkach benig-
neho folikularneho adenému a kontrolnej parenchymatoéznej
strumy. Nizsi stupen infiltracie tkaniva CD8+ lymfocytmi pri-
tomny vo vzorkach folikularneho karcinému, kde boli zachy-
tené len nepocetné CD8+ cytotoxické T-lymfocyty, nebol sta-
tisticky signifikantny.

Vo vzorkdach kontrolnej parenchymatéznej strumy a benig-
neho folikuldrneho adenému boli pozorované len nepocet-
né CD4+ pomocné T-lymfocyty. Signifikantne vyznamnejsiu
infiltraciu pomocnych T-lymfocytov, a to najma s vnitrona-
dorovou lokalizaciou, sme zachytili v pripadoch maligneho
folikuldrneho karcinému.

Hodnotenie zastupenia CD20+ B-lymfocytov nepreuka-
zalo signifikantné rozdiely medzi skupinami, CD20+ lym-
focyty boli pritomné len ojedinele, fokdlne sme zachytili
konglomeraty CD20+ B-lymfocytov, lokalizované najma pe-
rivaskularne.

Tkanivo S§titnej zlazy bolo najvyraznejSie infiltrované
CD68+ histiocytmi, ktoré vykazovali difuznu pozitivitu. Vo
vzorkach folikularneho adendmu bola badatelnd pravidelna
a stredne silnd infiltracia histiocytmi, a to najma v okoli ciev.
Nepozorovali sme rozdiely medzi hodnotenymi skupinami.

Diskusia

Viaceré vedecké Studie uz v minulosti preukazali, ze na-
dorova transformacia vedie k vzniku novych proteinov, ktoré
nie su vlastné samotnému organizmu. Organizmus ich vni-
ma ako cudzorodé a dochadza k aktivacii imunitného sys-
tému. Pochopenie principov protinadorovej imunity sa v su-
Casnosti stava vyzvou pre vedecky vyskum a otvdra nové
moznosti terapie nadorovych choréb. Realizovana praca
mala za ciel posudit protinddorové imunitné mikroprostre-
die v roznych nadoroch stitnej zlazy. Vychodiskom prace boli
poznatky o zmendch sialyzacie bunkovych glykokonjugatov
pocas patologickych zmien v tkanive stitnej zl'azy®®, ked-
Ze prave povrchova sialyzacia vyraznou mierou ovplyviuje
schopnost imunitného systému rozpoznavat antigény.

Infiltracia Stitnej zl'azy zapalovymi bunkami je znamy fe-
nomén sprevadzajuci pomerne ¢asté autoimunitné zapaly
stitnej zlazy. Imunitny systém zohrava ulohu aj v patogené-
ze nadorovych choréb. Pomala progresia nadorového proce-
su pri diferencovanych karcindmoch méze byt scasti vysvet-
lend podielom imunitnej odpovede, ktora limituje rast tumoru
a proces metastazovania®. V nasej studii sme vsak ukazali,
Ze protinadorova imunitnd odpoved vo folikularnych |éziach
stitnej Zl'azy je len slaba a nevyrazna.

Pri hodnoteni zastupenia buniek imunity pri nadoroch stit-
nej zlazy sme pozorovali klesajuci trend infiltracie tkaniva
CD8+ cytotoxickymi T-lymfocytmi v zavislosti od nadorovej
transformdcie. Pripady folikularneho karcindmu vykazovali
len velmi slabu a nepravidelnu infiltraciu. Rozdiel sice nebol
signifikantny, ide vSak o zaujimavy nélez, ktory méze mat vy-
znam pri regulacii imunitnej odpovede v organizme. Jednou
z pricin moze byt prave vzostup sialyzacie bunkovych glyko-
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Obrazok 1. Infiltracia tkaniva Stitnej Zlazy CD8+ cytotoxickymi
T-lymfocytmi. CD8+ cytotoxické T-lymfocyty boli pritomné v tka-
nive len ojedinele. Nepozorovali sme signifikantny rozdiel v infil-
trdcii medzi jednotlivymi skupinami.
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Obrazok 3. Infiltrdcia tkaniva Stitnej Zlazy CD20+ B-lymfocyt-
mi. Nepozorovala som signifikantné rozdiely v infiltracii tkaniva
CD20+ B-lymfocytov medzi jednotlivymi skupinami.
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konjugatov v malignych nadoroch stitnej zl'azy, ktora dokaze
maskovat ich rozpoznavacie miesta®.

Infiltracia tumorov §titnej zI'azy bunkami protinddorove;j
imunity je podla realizovanych vyskumov asociovana s lep-
§im prezivanim pacientov?®. CD8+, CD4+ T-lymfocyty ako
aj infiltracia B-lymfocytmi sa dava do spojitosti s mensimi
rozmermi nadorovej masy®. UvaZzuje sa, Ze by nizsia infiltra-
cia tkaniva lymfocytmi pri karcindmoch mohla byt asociova-
na s horSou progndézu prezivania ako aj vacsimi nadorovy-
mi léziami z dévodu deprivacie protinadorovej imunity. Na
druhej strane vsak predstavuje pritomnost CD8+ T-lymfocy-
tov nezavisly rizikovy faktor recidivy choroby®. Autori uva-
Zuju ze prdave ich vysoky podiel vedie k tomu, Ze sa stavaju
nereaktivnymi proti nddorovému antigénu a neparticipuju na
destrukcii nadorovych buniek. Z toho hladiska nemusi nami
pozorovany trend poklesu infiltracie tkaniva CD8+ cytotoxic-
kymi T-lymfocytmi naznacovat nevyhnutne schopnost malig-
nych buniek unikat pred rozpoznavacou schopnostou imu-
nitnych mechanizmov jedinca a moze skor poukazovat na
zmenenu regulaciu protinddorovej imunity v tkanive.

Opacny nélez ako pri CD8+ cytotoxickych T-lymfocytov sme
pozorovali pri analyze CD4+ pomocnych T-lymfocytoy, kde in-
filtracia tkaniva bola, naopak, signifikantne vyssia v pripade fo-
likularneho karcindmu v kontraste s nizkymi hodnotami v pri-
pade folikularneho adendmu a nenadorovej parenchymatéznej
strumy. Prave CD4+ T-bunky su Ustrednou zlozkou v riadeni
imunitnej odpovede. Naivné CD4+ T-bunky maju schopnost di-

Obrazok 2. Infiltrdcia tkaniva Stitnej zlazy CD4+ pomocnymi
T-lymfocytmi. Vo vzorkach folikuldrneho karcindmu sme pozor-
ovali signifikantne vyssiu infiltrdciu tkaniva v porovnani s kontrol-
nou parenchymatdéznou folikuldrnou strumou.
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Obrazok 4. Infiltracia tkaniva Stitnej Zlazy CD68+ histiocytmi.
Nepozorovala som signifikantné rozdiely v infiltracii tkaniva
CD68+ histiocytmi medzi jednotlivymi skupinami.
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ferenciacie na jednu zo 4 odlisnych funkénych skupin. Th1 di-
ferenciacia je dolezitd najma pre podporu cytotoxickej odpo-
vede sprostredkovanej CD8+ T-lymfocytmi. NavySe produktom
tychto buniek je IFN-y, ktory vyznamne ovplyviuje imunogén-
nost nadorovych buniek, a teda je vyznamny pri rozpoznavani
a eliminacii maligne transformovanych buniek®.

Prave CD4+ T-lymfocyty sa ukazuju dominantné aj v ma-
lignom papilarnom karcindme. Vysoké zastlUpenie CD4+
T-lymfocytov bol pozorovany najma v tumoroch vacsich roz-
merov("), Tieto poznatky by mohli podporovat aj vys$si podiel
CD4+ T-lymfocytov v pripade maligneho folikularneho karci-
nému opisaného v nasej studii.

CD20+ B-lymfocyty ani CD68+ histiocyty nejavili napad-
nejSie rozdiely pri porovnani sledovanych skupin a prevaz-
ne vykazovali len ojedinelu loziskovi pozitivitu lokalizovanu
najma perivaskuldrne, mensie zastupenie som pozorovala
v pripade parenchymatéznej folikularnej strumy a v pripa-
de folikularneho karcinému bolo zakladnou spolo¢nou ¢rtou
vzoriek zhlukovanie histiocytov.

Bychkov a spol. poukazali na rozdiely v percentualnom
zastupeni membranovej expresie CD20+ v pripade maligne-
ho papilarneho karcinému (8,4 %) a v pripade benigneho fo-
likuldrneho adenému, v ktorom uviedli kompletnu absenciu
imunoreaktivity(". V nasom pripade hodnotenie zastlpe-
nia CD20+ B-lymfocytov nepreukdzalo signifikantné rozdiely
medzi skupinami, CD20+ lymfocyty boli pritomné loziskovo
a v minimalnych intenzitach.
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Obrazok 5. Infiltracia tkaniva stitnej ZIazy imunitnymi bunkami. Vo folikuldrnych lézidch Stitnej Zlazy sme pozorovali len slabd a ne-
pravidelnu infiltraciu CD8+ cytotoxickymi a CD4+ pomocnymi T-lymfocytmi. V tkanive dominovala najma pritomnost CD68+ histiocy-
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Publikované vedecké prace zdéraznuju prevahu infiltracie
tkaniva CD68+ histiocytmi v malignych nadoroch. Opisana
bola signifikantne vyraznejsia pozitivita aj v pripadoch malig-
neho folikularneho karcindmu v porovnani s benignym foliku-
larnym adenédmom. Otazna zostdva miera délezitosti tychto
buniek v procese progresie a invazie tumoru®. V nasom su-
bore sme takéto zmeny nepotvrdili.

Blizsie pochopenie imunitného mikroprostredia je ziaduce
najma z hladiska moznosti vyuzitia tychto poznatkov v rdm-
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