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POPIS KRATICA
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FGF — ¢imbenik rasta fibroblasta (engl. fibroblast growth factor)

GCP-2/CXCL 6 —engl. granulocyte chemotactic protein 2

G-CSF — ¢imbenik rasta kolonija granulocita (engl. granulocyte - colony stimulating factor)

GM-CSF — ¢imbenik rasta kolonija granulocita i makrofaga (engl. granulocyte-macrophage
colony-stimulating factor)

H>0> — vodikov peroksid

HPRT — hipoksantin fosforiboziltransferaza (engl. hypoxanthine phosphoribosyltransferase)
HPV — ljudski papiloma virus (engl. human papillomavirus)

ICAM 1 — medustani¢ne adhezijske molekule 1 (engl. intercellular adhesion molecule 1)
IFN — interferon (engl. interferon)

IL — interleukin (engl. interleukin)

IRS-1 — inzulin receptor supstrat 1 (engl. insulin receptor substrate 1)

MDSC — mijeloidne supresorske stanice (engl. myeloid-derived suppressor cells)

MIP20. — makrofagni upalni protein 2 « (engl. macrophage inflammatory protein 2-alpha)
MMP — matriks metaloproteinaze (engl. matrix metalloproteinases)

MPO — mijeloperoksidaza (engl. myeloperoxidase)

MRNA — glasnicka ribonukleinska kiselina (engl. messenger ribonucleic acid)

NADPH - nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (engl. nicotinamide adenine dinucleotide
phosphate)

NE — neutrofilna elastaza (engl. neutrophil elastase)

NO — dusSikov monoksid



PDGFR - receptori trombocitnog ¢imbenika rasta (engl. platelet-derived growth factor
receptors)

PI3K — fosfoinozitid 3-kinaza (engl. phosphoinositide 3-kinase)

PMN — polimorfonuklearni neutrofili (engl. polymorphonuclear neutrophils)

ROS - reaktivne kisikove vrste (engl. reactive oxygen species)

SshRNA — engl. short hairpin RNA

TAN — tumoru-pridruzeni neutrofili (engl. tumor-associated neutrophils)

T-bet — T-box transkripcijski ¢imbenik (engl. T-box transcription factor)

TGF — transformirajuci ¢imbenik rasta (engl. transforming growth factor)

TIMP — tkivni inhibitor metaloproteinaza (engl. tissue inhibitor of metalloproteinases)
TNF — ¢imbenik tumorske nekroze (engl. tumor necrosis factor)

VEGF — ¢imbenik rasta krvozilnog endotela (engl. vascular endothelial growth factor)
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UvoD

Prisustvo neutrofila u tumorima smatralo se pokazateljem poraza imunosnog sustava u
borbi s tumorima. Novija istrazivanja nepobitno dokazuju kriticnu ulogu neutrofila u
tumorogenezi. Neutrofili neizmjerno utjecu na mikrookoli§ tumora luce¢i citokine i kemokine
koji poticu novacenje 1 aktivaciju stanica upalnog puta. Takoder, drugi produkti neutrofila,
primjerice reaktivne kisikove vrste i proteinaze utjeCu na metastaze, proliferaciju stanica
tumora i angiogenezu. Broj neutrofila i ¢imbenici povezani s funkcijom neutrofila koriste se
kao dijagnosticki parametri. Medureakcija neutrofila i tumora jo$ uvijek nije do kraja
razja$njena ali postoje istrazivanja koja osim pro-tumorskog djelovanja neutrofila ukazuju na

mogucénost manipulacije njihovim svojstvima u korist domacina.

Tumorski mikrookoli$ sastoji se od mnogih vrsta stanica (imunosnih i neimunosnih;
limfociti, NK-stanice, makrofagi, fibroblasti...). Tu se nalaze i kratkoZivuci neutrofili koji su
upravo zbog tog svojstva smatrani pasivnim promatra¢ima. Prevladavalo je misljenje da tako
kratkozivuce stanice ne mogu utjecati na kroni¢nu, progresivnu bolest. Pozitivna regulacija
kemotakti¢nim tvarima koje lu¢e polimorfonuklearni leukociti bi mogla osigurati konstantno
obnavljanje tumoru — pridruzenih neutrofila koji su u moguénosti modificirati rast tumora i

invazivnost.

Uobicajena uloga neutrofila je obrana od mikroorganizama i sudjelovanje pri
zacijeljivanju rana. Invazivni patogeni koji udu u organizam izazivaju upalnu reakciju u kojoj
sudjeluju i neutrofili, obavijaju¢i patogene i eliminiraju¢i ih citotoksi¢nim spojevima.
Neutrofili mogu takoder izlu€ivati proteinaze koje mogu dovesti do oStec¢enja tkiva domacina
(autoimune bolesti). Neutrofili lu¢enjem citokina i kemokina utjeCu na novacenje stanica

upalnog procesa ali i na nepovoljnu progresiju tumorske bolesti za domacina.



NOVACENJE NEUTROFILA U TUMORE

Neutrofili mogu ¢initi znatnu koli¢inu upalnog stani¢nog infiltrata u mnogim tipovima
tumora i dokazano je da tumorske stanice samostalno poti¢u novacenje neutrofila u tumore.
Neutrofili pridruzeni tumoru (engl. tumor-associated neutrophils, TAN) u misa nose
specificne povrsinske biljege CD11b i Ly6G. Tumorske stanice induciraju jedinstvene
fenotipske promjene u perifernim krvnim monocitima stvarajuci mijeloidne supresorske (engl.
Myeloid Derived Suppressor Cells, MDSC) stanice koje karakterizira CD11b+, CD33+,
CD66+ biljeg. Dokazano je da MDSC ulaze u tumore i tamo se diferenciraju u TAN koji se
razlikuju epigeneticki i funkcionalno od naivnih ili klasi¢no definiranih neutrofila. MDSC i
TAN, prepisuju vece kolic¢ine citokininske i kemokinske glasnicke ribonukleinske kiseline
(engl. messenger ribonucleic acid, mMRNA) (medustani¢ne adhezijske molekule 1 (engl.
intercellular adhesion molecule 1, ICAM-1), CXCL-1 i 2, CCL-17) od cirkuliraju¢ih

neutrofila.

Neutrofili kao i svi drugi leukociti sele iz krvi u tkiva pod utjecajem specifiénih
kemokina (KC/CXCLL1 i makrofagni upalni protein 2 « (engl. macrophage inflammatory
protein 2-alpha, MIP2a)/CXCL2 u misa), citokina (¢imbenik tumorske nekroze (engl. tumor
necrosis factor, TNF) i interferon (engl. interferon, IFN)) i stani¢nih adhezijskih molekula na
njihovoj vlastitoj povrSini (CD11b) 1 povrSini endotelnih stanica (selektini, unutarstanicne
adhezijske molekule 1 i trombocitno-epitelne staniéne adhezijske molekule 1). Cimbenici
rasta mogu takoder imati ulogu u kemotaksiji neutrofila u tumor. Za ¢imbenik rasta kolonija
granulocita (engl. granulocyte - colony stimulating factor, G-CSF) je dokazano da indirektno
potie ekstravazaciju neutrofila u krvi preko aktiviranja CXCL2 - CXCR2 osi. Cimbenik rasta
kolonija granulocita i makrofaga (engl. granulocyte-macrophage colony-stimulating factor,
GM-CSF) ima antiapoptotic¢ki ucinak na neutrofile, uzrokujuéi neutrofiliju. Mnoga novija
istrazivanja pokazuju da GM-CSF moze takoder biti jak kemoatraktant za neutrofile in vivo
iako jo§S manjkaju dokazi koji ga specificno povezuju s novacenjem stanica u tumore.
Nedavno su autori Ueha i sur. (1) pokazali da CXCR2 i CXCR4 kooperativno reguliraju
otpustanje neutrofila iz koStane srzi, te da je infiltracija tumora neutrofilima bar djelomi¢no
vodena autokrinom produkcijom CXCL2. Fridlander i sur. (2) dokazali su da je ekspresija
CXCL2 u TAN poveéana 188 puta u odnosu na neutrofile kostane srzi. Cini se da zbog toga
neutrofili iniciraju pozitivnu povratnu spregu izlu¢ivanjem neutrofilnih kemoatraktanata kako
bi novacili jo§ viSe neutrofila u tumor. Jo§ jedan kemokin se pokazao vaznim u novacenju

neutrofila u melanomske tumore - GCP-2/CXCL 6 (engl. granulocyte chemotactic protein 2).



Primjena specificnih anti — CXCL6 monoklonalnih protutijela dovodi do smanjenog

.....

Blokada receptora transformiraju¢eg ¢imbenika rasta B (engl. transforming growth
factor B, TGF- B) povecava broj neutrofila u tumoru. Ovaj uc¢inak se pojavljuje kroz sva tri
dijela procesa novacenja ukljucuju¢i povecanu ekspresiju mRNA za CXC kemokine, CC
kemokine i aktiviranje citokina u tumoru kao i povecanu regulaciju ICAM-1 i proteinske
ekspresije na endotelnim stanicama. Zanimljivo, neka istrazivanja pokazuju da TGF-B
inhibira endotelnu adhezivnost neutrofila i netrofilsku transmigraciju kroz endotel in vitro i u

razliitim upalnim stadijima bolesti.

lako je poznato da smanjenje brojnosti CD8+ T-stanica smanjuje tkivni utok neutrofila
u infektivnim bolestima, samo par istrazivanja ispituje utjecaj CD8+ T-stanica na novacenje
neutrofila u tumorima. U jednom istrazivanju je pokazana korelacija izmedu smanjenja
brojnosti TAN i potrosnje CD8+ T-stanica na modelu tumora u Kkojem su stanice
transducirane da izrazavaju G-CSF. Mehanizam kojim T-stanice privlace i/ili aktiviraju
neutrofile jo§ uvijek nije poznat, ali ukljuuje sposobnost tumor-stimuliranih aktiviranih T-
stanica da proizvode GM-CSF, KC/CXCLL1 i MIP2a /CXCL2 ili citokine kao $to su TNF-a i
IFN-y. Ovi citokini mogu sluziti novacenju neutrofila stimuliraju¢i tumorske makrofage ili
endotelne stanice da proizvode prikladne kemokine i stani¢ne adhezijske molekule. Richards i
sur. (3) su pokazali da T-regulatorne stanice mogu igrati ulogu u inhibiranju novacenja
neutrofila na mjestu tumorske inokulacije. Ovaj u¢inak je postignut smanjenom ekspresijom
neutrofilskih kemoatraktanata CXCL1 i CXCL2. Suprotno navedenom, prema radu Himmel i
sur. (4) ljudske regulatorne T-stanice mogu zapravo promovirati novacenje neutrofila
sekrecijom interleukin-8 (engl. interleukin-8, IL-8). U ljudi IL-8/CXCLS8 je jaki neutrofilski
kemoatraktant koji veze CXCR1 i CXCR2. Eksprimiran je u brojnim tipovima karcinoma
ukljucuju¢i leukemiju, karcinom dojke, karcinom cerviksa, melanom... Melanom ¢ije su
stanice transducirane s IL-8 je pokazivao pove¢anu TAN infiltraciju. Suprotno tomu, u IL-8
,knockdown linijama raka dojke (stanice s nedostatkom IL-8) doslo je do redukcije
infiltracije neutrofila. Pojednostavljena shema ¢imbenika koji utjeCu na novacenje neutrofila

prikazana je na Slici 1.
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Slika 1. Pojednostavljeni shematski prikaz stanica i ¢imbenika koji utjeGu na

novacenje neutrofila u tumore. (Preuzeto i prilagodeno iz Fridlender i sur. 2012.)



DJELOVANJE TUMORU-PRIDRUZENIH NEUTROFILA PROTIV DOMACINA U
TUMOROGENEZI

Istrazivanja koja su primjenila uniStavanje neutrofila koriste¢i Gr-1 protutijela
pokazuju da dolazi do inhibicije rasta tumora, broja metastaza i redukcije novacenje epitelnih
stanica u tumore $to dokazuje da neutrofili djeluju protiv domacina u tumorogenezi. Drugi
istrazivaci su uspjeli inhibirati nakupljanje neutrofila u tumorskom mikrookolisu blokiranjem
receptora za IL-8, CXCR-1 i 2 $to vodi smanjenju tumora i njihovog napredovanje, bez jasnih
mehanizama. CXCR 1 i 2 su smjeSteni na tumorskim stanicama (autokrini rast), endotelnim
stanicama (angiogeneza) i neutrofilima (novacenje). Zbog toga relativni doprinos
polimorfonuklearnih  neutrofila (engl. polymorphonuclear neutrophils, PMN) IL-8
posredovanom rastu tumora zahtijeva vise sofisticiranih istrazivanja kako bi se specificno

uklonili CXCR-2 s neutrofila.

Temeljem anti i pro-tumorogenih znacajki TAN, dijelimo ih u dvije podklase; N1 i
N2. Eksperimenti u misijem karcinomu plu¢a pokazuju da intratumorski neutrofili inicijalno
pokazuju anti-tumorski fenotip N1 a kako tumor napreduje TAN naseljavanjem tumorskog
tkiva preuzimaju N2 fenotip. N1 TAN izazivaju upalu luceci citokine (IL-1p, TNF- o, IL-6,
IL-12) i reaktivne Kisikove vrste (engl. reactive oxygen species, ROS) koje uzrokuju osteéenje
tkiva. Kako god, ove funkcije su potisnute kako tumor napreduje i N2 fenotip postaje

dominantan.

Klini¢ka istrazivanja ukazuju da prisustvo neutrofila oznacava loSu prognozu; npr.
kvantifikacija TAN u pacijenata sa bubreznim karcinomom pokazala je da Sto je vise
neutrofila veéa je smrtnost. Drugi primjer; povecéane razine PMN u bronhoalveolarnom
prostoru ljudi sa bronhoalveolarnim karcinomom oznacavaju lo§ ishod. Zamjetno IL-8 razine
su povezane sa PMN akumulacijom 1 smanjenim preZivljavanjem pacijenata i to ima vazne

terapeutske mogucnosti koje su dalje objasnjene.



MEHANIZMI KOJIMA POLIMORFONUKLEARNI LEUKOCITI POSREDUJU
PROGRESIJU TUMORA

Neutrofili imaju ograni¢en broj nacina kojima mogu djelovati, pozitivno ili negativno,
na rast tumora kroz mehanizme koji ukljucuju citokine i/ili kemokine, reaktivne kisikove vrste
i matriks-razarajuce proteinaze. TAN stanice koriste¢i navedene spojeve djeluju na imunosno

nadziranje tumora, metastaziranje, angiogenezu i stani¢nu proliferaciju.

Genotoksi¢ne reaktivne kisikove vrste

Tumoricidna uloga neutrofila pripisuje se reaktivnim kisikovim vrstama. Fagolizosomi
neutrofila sadrze nekoliko enzima (npr. nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (engl.
nicotinamide adenine dinucleotide phosphate, NADPH) — oksidazu) sposobnih reducirati
molekularni kisik u superoksidne radikale (O2"). Dodatno, superoksidni radikali mogu biti
pretvoreni u vodikov peroksid (H202) koji potom mozZe biti pretvoren u hipoklornu Kiselinu
(HOCI) posredstvom neutrofil-specifi¢nih enzima mijeloperoksidaza (engl. myeloperoxidase,
MPO). Iako su se razvili da uni$te bakterijsku membranu (tj. naprave smetnju u njoj) kao dio

obrane domacina, ROS mogu takoder nespecifi¢no djelovati na tkivo samog domacina.

U slucaju karcinoma ROS u zajedni$tvu s infiltriranim neutrofilima izraZavaju
genotoksiéne uéinke utje¢uc¢i na deoksiribonukleinsku kiselinu (engl. deoxyribonucleic acid,
DNA) tumora i citotoksi¢ne uéinke koji vode ka regresiji tumora. Na primjer; u in vitro
pokusima s pluénim epitelnim stanicama A549 dokazano je da je HOCI mutagen koji pri
fizioloskim koncentracijama generira znaajnu pojavu mutacija u hipoksantin
fosforiboziltransferazi (engl. hypoxanthine phosphoribosyltransferase, HPRT). Takoder su
uocene dodatne tockaste mutacije, pucanje lanaca DNA i 8-hidroksi-2-deoksigvanozin (engl.
8-hydroxy-2'-deoxyguanosine, 8-OhdG) premaligne lezije u kokulturi neutrofila s velikom
raznoliko$¢u ciljanih stanica. Sasvim suprotno, HOCI djeluje na tumorske stanice citotoksi¢no
direktnim razaranjem membrane $to je dokaz dvojake i kontradiktorne uloge ROS-a u slucaju

tumorskih bolesti.

Dodatni mehanizmi direktne inhibicije

Jo§ dva mehanizma kojima su neutrofili sposobni izravno inhibirati tumorske stanice
su Fas-ligand zdruzena apoptoza (povezana s povecanim postotkom N1 TAN i Fas pozitivnih
stanica) te stani¢na citotoksi¢nost ovisna o protutijelima (engl. antibody-dependent cellular
cytotoxicity, ADCC) kao dio mehanizma vezanja monoklonalnih protutijela panitumubab i

zalutumubab na receptor epidermalnog ¢imbenika rasta.

10



Neutrofilni integrini potpomaZu metastaziranje

Neutrofili, kao i druge upalne stanice sposobne razarati membrane, dugo se smatraju
medijatorima tumorske invazije i formiranja udaljenih metastaza. Prije dva desetljeca je
dokazano da neutrofilni enzimi za razgradnju bazalne membrane kao $to su kolagenaza — IV |
heparanaza pomazu rasprostanjivanje tumorskih stanica, to¢nije sudjeluju u procesu
metastazirana. Nedavno su Huh i sur. (5) dokazali da je broj metastaza melanoma u plu¢ima
povecéan prisutnos¢u PMN u alveolarnim kapilarama. Stanice melanoma izluc¢uju IL-8 koji
inducira adheziju PMN na krvozilni endotel i pojacanu ekspresiju B2 integrina
(CD11b/CD18). Stanice melanoma tada koriste svoje ICAM-1 molekule da se vezu na PMN i
pobjegnu iz cirkulacije, prijedu krvozilni endotel i emigriraju u plu¢no tkivo. Sli¢ni rezultati

zabiljezeni su i u modelima karcinoma dojke.

Dok su u cirkulaciji neutrofili utjeCu na prezivljavanje tumora poticuc¢i medustani¢no
povezivanje i nakupljanje (engl. cell-to-cell agregation) i na taj nain zasticuju membrane
tumorskih stanica od imunosnog odgovora. Animalni modeli ukazuju da injekcija stani¢nih
nakupina tumorskih stanica rezultira u viSe metastaza nego injektiranje rasprSenih tumorskih
stanica. Nakupina tumorskih stanica smanjuju povrSinu membrana tumorskih stanica koje su
izlozene djelovanju imunosnog sustava. U cirkulacijskoj fazi TAN se nakupljaju oko

tumorskih stanica kako bi ih zastitili od imunosnih odgovora.

Proteinaze polimorfonuklearnih leukocita pomazu u progresiji tumora putem matriks-

ovisnih ili neovisnih nacina

Granule tumoru-pridruzenih neutrofila sadrze serinske proteaze, neutrofilske elastaze,
matriks metaloproteinaze i katepsin G. Svi navedeni enzimi igraju ulogu u pospjeSavanju
tumorske proliferacije i metastaziranja. Kada su izluCene, neutrofilske proteinaze mogu
obraditi i razgraditi Sirok spektar citokina, kemokina i njihovih receptora, uz dodatak njhove
dobro opisane sposobnosti da preoblikuju izvanstani¢ni matriks. Na ovaj nacin proteinaze
mogu imati jak ucinak na proliferaciju tumora, gustoc¢u tkiva i metastatski potencijal.

Karakteristike proteinaza navedene su u daljnjem tekstu.

Neutrofilna elastaza (NE)

Cini oko 2% suhe tezine neutrofila i smatra se velikim efektorom njihove funkcije.
Glavna fizioloSka uloga NE je uklanjanje invazivnih mikroorganizama. Pokazuje Sirok opus

supstrata Sto ukljucuje citokine i citokinske receptore, integrine, zapravo gotovo sve
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komponente izvanstanicnog matriksa (engl. extracellular matrix, ECM) ukljucujuéi i
uglavnom inertna elasti¢na vlakna. In vitro istrazivanja pokazuju da NE izrazava razliCite
ucinke na tumorske stanice, ovisno o koncentraciji. Gregory i sur. (6) su pokazali da obrada
sa skromnom koli¢inom NE vodi prema proliferaciji A549 pluénih epitelnih tumorskih
stanica, dok su vise doze dovodile do stanicne smrti. Eksperimenti kolokalizacije su zabiljezili
da NE ulazi u tumorske stanice putem klatrin-prekrivenih pora i putuje ranim endosomima.
Kada ude u ciljnu stanicu NE ima veliki raspon potancijalnih supstrata na raspolaganju medu
endosomskim i endosom-pridruzenim proteinima. Medu ovim potencijalnim supstratima
Gregory i sur. (6) su otkrili inzulin receptor supstrat-1 (engl. insulin receptor substrate 1,
IRS-1) kao metu za NE-provedenu razgradnju. IRS-1 je poznati vezajuci partner p85
regulatorne podjedinice fosfoinozitida 3-kinaze (engl. phosphoinositide 3-kinase, PI3K). Zbog
IRS-1 razgradnje koli¢ina dostupnih p85 je povecCana i slobodna da povezuje s vise
potencijalnih ¢imbenika rasta, najvjerovatnije receptora trombocitnog ¢imbenika rasta (engl.
platelet-derived growth factor receptors, PDGFR). Ova hiperaktivnost PI3K vodi ka

nekontroliranoj proliferaciji tumora.

Matriks metaloproteinaze

Angiogeneza je klju¢na za kontinuirani rast tumora. Jednom kad tumor dosegne 2-3
mm? povrSine nove krvne Zile su potrebne kako bi pruzile dovoljno nutrijenata i kisika bez
kojih se tumor ne moze dalje razvijati. TAN potiu angiogenezu putem sekrecije
proangiogenih ¢imbenika i posljedicno povecana infiltracija TAN povezana je s povecanim

intenzitetom angiogeneze.

Metaloproteinaze matriksa (engl. matrix metalloproteinases, MMP) su enzimi koji
dijele Siroku specifi¢nost, zajednicke strukturalne domene i inhibirani su tkivnim inhibitorima

metaloproteinaza (engl. tissue inhibitor of metalloproteinases, TIMP)

Matriks metaloproteinaza 9 jedan je od klju¢nih cimbenika koji sudjeluju u
neutrofilima posredovanoj angiogenezi. Eksprimirana je u mnogim stani¢nim tipovima u
tumorskom mikrookolisu ukljucuju¢i hematopoetske stanice i fibroblaste. U neutrofilima
MMP-9 je smjestena u sekundarne granule i zanimljivo; neutrofilna MMP-9 nema pridruzen
TIMP sto je ¢ini sklonijom aktivaciji. MMP-9 posredovano razaranje ECM oslobada vezane
angiogenetske ¢imbenike; Cimbenik rasta krvozilnog endotela (engl. vascular endothelial
growth factor,VEGF) i ¢imbenik rasta fibroblasta (engl. fibroblast growth factor, FGF) iz

ECM-a. Doprinos MMP-9 tumorskoj proliferaciji bio je prvi put opisan od strane Coussens i
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sur. (7) koji su zapazili da miSevi bez MMP-9 izrazavaju reduciranu hiperproliferaciju
keratinocita u ljudskom papiloma virusu (engl. human papillomavirus, HPV-16)
epidermalnom modelu tumora. Uklanjanje neutrofila Gr-1 antitijelima dovodi do redukcije u
displaziji pankreaticnih otoka u RIP1-Tag2 tumoru guSterace na modelu misa. Prateca
redukcija u bioaktivnhom VEGF-u i angiogenetske lezije takoder su zabiljezene nakon ove
obrade. Ovo istrazivanje, (Gregory i sur. (6)) predlaze da su neutrofili bili jedini proizvodaci
MMP-9 zato §to je koriSteno antitijelo speifi¢no za neutrofile Sto dokazuje da su TAN izvor

bioaktivnog MMP-9 u tumorskom mikrookoliSu.

Opis povecanog tumora koze u miseva kojima nedostaje MMP-8 bio je prvi
zabiljezeni slu¢aj djelovanja MMP povoljnog za domacina. To¢an mehanizam kojim MMP-8
usporava rast tumora ostaje nepoznat. Npr. samo su miSevi muskog spola bili zaSti¢eni od
7,12 — dimetilbenz(a)antracenom (engl. 7,12-dimethylbenz[a]anthracene, DMBA) -
induciranog raka koze. Misevi s nedostatkom MMP-8 su izrazavali povisenu razinu neutrofila
Sto potice rast tumora u tom modelu iako to¢ni nacini na koje MMP-8 utjeCe na novacenje
upalnih stanica jo§ nije opisan. MMP-8 ima zastitni u¢inak u Lewisovom karcinomu pluca

potvrdujuéi za domacina dobru prirodu enzima.

Requlacija T-stanica i T-stani¢na supresija inducirana tumor-pridruZenim neutrofilima

Kako bi prezivjeli, tumori moraju moci izbjec¢i imunosne odogovore posredovane T-
staniénom aktivno$¢u. Jedan od mehanizama kojim ovo postizu je privlaceéi infiltrirajuce
imunosne stanice koje posreduju u imunosupresijskoj aktivnosti. Neutrofili izolirani iz
gusterace miSeva nositelja tumora su inhibirali stvaranje efektorskin CD8+ T stanica.
Neutrofili su glavni proizvodaci arginaze 1 (engl. arginase 1, ARG1) za koju je dokazano da
je vazan ¢imbenik u imunosupresiji imunosnih stanica povezanoj s nazo¢noséu tumora. U
stanicama raka pluca, tumorski mikrookoli§ potice oslobadanje ARGI1 iz neutrofilskih
granula. Mijeloidne stanice izolirane iz mi$ijeg pluénog adenokarcinoma izrazavaju Visoku
razinu ARG koja narusava funkciju T-stanica inhibiraju¢i ekspresiju (-lanca CD3 nakon
TCR-signalom izazvane internalizacije. Ekspresija reduciranih (-lanaca i reducirana
citokinska produkcija T-stanica u pacijenata s metastazama adenokarcinoma gusterace,
kolona i dojki povezana je s prisutnos¢u aktiviranih cirkuliraju¢ih granulocita. Povecana
proizvodnja H202 u granulocitima takoder narusava aktivnost stanica T i vodi supresiji T-
stanica. Neutrofilima-posredovana supresija stanica T posljedicno vodi smanjenom
citotoksi¢nom ucinku stanica T na tumor te osiguravajuéi prezivljavanjnje i progresiju stanica

tumora.
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MOGU LI SE NEUTROFILI POLARIZIRATI U CITOTOKSICNE FENOTIPOVE?
Usprkos protumorskim funkcijama istaknutim u gornjem tekstu, nekoliko istrazivanja
je ukazalo na antitumorsku ulogu neutrofila. Vecina ovih istrazivanja je Koristila tumorske
stani¢ne linije modificirane da izluCuju prevelike razine citokina. Pretpostavlja se da neutrofili
mozda izrazavaju direktnu citotoksi¢nost prema tumorskim stanicama in vitro zbog toga §to u
prisutnosti antitumorskih protutijela neutrofili mogu lizirati tumorske stanice putem stani¢ne
citotoksi¢nosti ovisne o protutijelima. Zbog toga u umjetnim sustavima u kojima su neutrofili
potencijalno aktivirani (npr. visokim koli¢inama G-CSF ili protutijelo/FCR medureakcijom)
neutrofili mogu biti posrednici antitumorske imunosti. Nema dostatno dokaza o antitumorskoj
ulozi neutrofila posredovanoj proteinazama ili fagocitozom pri normalnim fizioloskim
uvjetima in vivo. TAN su u sustini hiperaktivni u usporedbi s naivnim cirkuliraju¢im PMN, ali

ovi ,,umjereno‘ aktivirani PMN su tumor-promovirajuci.

lako malo podataka podupire tezu antitumorske citotoksi¢nosti neutrofila u
tumorskom mikrookolisu bez imunostimulacije, nedavni podaci pokazuju da da makrofagna
(M1/M2) i T-stani¢na (Th1/Th2) polarizacija moze takoder biti inducirana i u neutrofilima.
Istrazivanja Friedlander i sur. (2) pokazuje da neutrofili mogu eksprimirati jedinstvena
polarizacijska stanja koja reguliraju njihov ucinak unutar tumorskog mikrookolisa. U ovom
istrazivanju inhibicija TGF- B u dva razli¢ita modela karcinoma u misa dovela je do spoznaje
0 prisutnosti jedinstvene populacije antitumorskih neutrofila koji su bili hipersegmentirani,
proizvodili visoke razine protuupalnih citokina i bili citotoksi¢ni za tumorske stanice.
Nestajanje antitumorskih neutrofila vodi ka inhibiciji T CD8+ aktivacije i pove¢anju tumora.
Jos jedan zakljucak izveden iz ovog istrazivanja je da antitumorske N1 stanice koje nastaju u
nedostatku TGF- B proizvode vise razine TNF-a, MIP1a, H202 i dusikovog monoksida (NO) i
citotoksi¢nije su prema tumorskim stanicama in vitro i in vivo. Medutim Gregory i sur. (6)
smatraju da povecana proizvodnja citotoksicnih produkata sama po sebi ne predstavlja
prebacivanje na jedinstven transkripcijski program, ve¢ jednostavno koriste razli¢ite razine
aktivacije kao odgovor na razli€ite podrazaje, proizvodec¢i iste produkte u ve¢im dozama za
razliku od ireverzibilnih transkripcijskih promjena i ekspresije transkripcijskih ¢imbenika; T-

box transkripcijski ¢imbenik (engl. T-box transcription factor, T-bet) (Th1) i GATA3 (Th2).

Podrzavajuci ideju da funkcija neutrofila moze biti mjenjana in vivo, druga istrazivanja
navode sposobnost IFN-B da ,naredi” neutrofilima izrazavanje antitumorskog fenotipa.
Misevi s nedostatkom IFN-B pokazali su brzerastu¢e i viSe vaskularizirane tumore od

kontrolnih miSeva divljeg tipa. Ova razlika bila je dokinuta uklananjem neutrofila pomoc¢u
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protutijela. U ovom istrazivanju tumor-infiltriraju¢i neutrofili dobiveni iz miSeva bez IFN-3
pokazivali su vise razine proangiogeni¢nih ¢imbenika VEGF, MMP-9 i CXCRA4. Izrazaj ovih
gena bio je reverzibilan obradom neutrofila ex vivo sa IFN-B i vratio izrazaj ovih ¢imbenika
na kontrolnu razinu. Sli¢ni podaci dobiveni su inhibicijom TGF-B tako da ireverzibilna
polarizacija nije u potpunosti sigurna. Nadalje, proizvodnja visokoaktivnih i citotoksi¢nih
neutrofila bez specificnosti predstavlja veliku opasnost tkivu domacina. Sli¢no tome,
aktivirani neutrofili, kao oni nadeni u sepsama cCesto rezultiraju prekomjernim ostecenjem
tkiva domacina sa kobnim posljedicama, uklju¢ujuci smrt, u obliku akutnih ozljeda u plu¢ima

1 septickog Soka.
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NEUTROFILI KAO CILJ U TERAPIJI TUMORA

Klinicke opazanja 1 laboratorijska istrazivanja pokazala Su poveznicu izmedu
povecanog broja intratumorskih neutrofila i loSe prognoze. Ova opazanja zabiljezena su kod:
melanoma, renalnog  karcinoma, bronhoalveolarnog  karcinoma, pankreaticnog

adenokarcinoma, hepatocelularnog karcinoma, planocelularnog karcinoma glave i vrata itd.

Grupa Carus i sur. (8) iskoristila je TAN peritumorski izrazaj CD66+ u odnosu na
omjer stanica CD8+ kao prognosticki indikator u izoliranom cervikalnom planocelularnom
karcinomu, pokazuju¢i da omjer < 0,065 vodi do petogodiSnjeg povlacenja bolesti u 92%
sluc¢ajeva. Kvantifikacije koli¢ine CD66+ i CD8+ stanica kao i lokalne razine IL-8 i MMP

pokazale su se korisnima u kvantifikaciji TAN posredovane prognosticke informacije.

lako brojni dokazi ukazuju na Stetnu ulogu neutrofila u napredovanju tumora,
neutrofili kao terapeutski cilj u terapiji tumora vode brojnim poteskocama obzirom da su
kriticni medijatori obrane domacia protiv infekcije 1 nestanak ovih stanica moze rezultirati

opasnom imunosupresijom. Autori Gregory i sur. (6) iznose 2 moguca pristupa:

1. Ciljanje CXCL-8/CXCR-1/CXCR-2 osovine i posljedi¢no potpuno uklanjanje TAN iz
tijela

2. Ciljanje specificnih PMN-proizvedenih spojeva koje promoviraju rast tumora
Kao dokaz ovog pristupa, IL-8 antagonisti su uspjes$no iskoristeni u predklinickim modelima
kako bi se smanjio tumorski rast. Predklini¢ki testovi S primjenom antagonista IL-8 pokazali
Su smanjeni rast tumora, angiogenezu i metastaze. Drugo istrazivanje pokazalo je povecanje
apoptoze, smanjenje angiogeneze i smanjenje broja metastaza koriste¢i antagonist za
CXCR1/2 vazan u signalizaciji TAN. Kolorektalni karcinom izrazava CXCR1/2 receptore u
vecoj mjeri te je ovaj pristup potencijalni terapeutski cilj. Blokiranje sinteze IL-8 ovisnih
tumorskih ICAM-1 neutrofiskih integrina potencijalni je terapeutski cilj za prevenciju
metastaze u uvjetima reducirane ekstravazacije. Dokazano je da smanjena regulacija izrazaja
ICAM-1 u modelu misijeg tumora putem shRNA (engl. short hairpin RNA) reducira invaziju

kolorektalnog adenokarcinoma preko 45%.

Anti-VEGF terapija se koristi u pacijenata da bi blokirala angiogenzu i ogranicila rast tumora.
Terapija je osrednje ucinkovita u klinici iako nove anti-VEGF terapije i protokoli stalno se
pojavljuju. Neutrofili su razlog tumorske otpornosti na anti-VEGF terapiju; akumulacija
CD11b+Gr-1+ stanica i neutrofila (CD11b+Ly6G+) ¢ini tumore otpornima na terapiju na $to

ukazuje i obrada miseva sa G-CSF te posljedi¢ni porast CD11b Gr-1 stanica koje reduciraju

16



tumorski odgovor na anti-VEGF obradu. Obrnuto, inhibicija mobilizacije neutrofila je
povecala ucinke anti-VEGF terapije. Kombinacija anti-VEGF i anti-G-CSF ili anti-
prokineticin 2 (Bv8) terapije reducira broj CD11b+Gr-1+ stanica, angiogenezu i primarni rast
tumora. Zbog toga, ciljanje G-CSF ili/i neurofila u kombinaciji s anti-angiogenetskom

terapijom moze biti viSe uc¢inkovit pristup.

Bolji uc¢inak od ciljanja neutrofila je inhibiranje specifi¢nih neutrofil-proizvedenih
enzima za koje znamo da poticu rast tumora i invazivnost. IstraZivanja u laboratoriju grupe
Gregory i sur. (6) pokazala su da obrada LsL-K-ras tumorskog modela u misa sa sintetskim
NE inhibitorom ONO-5046 je smanjila rast tumora trostruko. lako je poznato da je NE bitan
medijator ubijanja bakterija neutrofilima. Istrazivanje primjene inhibitora NE u ljudskoj
akutnoj ozljedi plu¢a nije pokazalo jasan ucinak na organizam. Zoledronska kiselina, je jak
inhibitor MMP, blokira izrazaj i aktivnost MMP-9 reducirajuéi angiogenzu i rast cervikalnog

karcinoma.

Ciljanje tumorskih ¢imbenika koji novace neutrofilne stanice moze takoder uéiniti
tumore osjetljivima na iscrpljuju¢u kemoterapiju. Tako primjerice primjena kombinacije
CXCR-2 antagonista i kemoterapije je reducirala angiogenezu i tumorski rast u predklini¢kim

istrazivanjima.

Primijena stimulacije anti-tumorskog fenotipa TAN pomoc¢u IFN-f potice citotoksi¢ni
fenotip neutrofila u modelima melanoma i fibrosarkoma. U miSeva kojima nedostaje IFN-f3,
neutrofili su potakli tumorski rast. Ovaj fenotip je reverzibilan obradom neutrofila s IFN- B ex
vivo §to je obecavaju¢i pristup. Medutim ucinkovitost ovog oblika lijeCenja postize se
ravnotezom izmedu inhibicije nekih ¢imbenika, a povecanja izrazaja drugih. Visefunkcionalni
lijekovi cijje je cilj vise razlicitih ¢cimbenika suocavaju se s brojnim razvojnim problemima,

posebice dostave, u¢inkovitosti i toksi¢nosti.

Vazno upozorenje je da primjena anti-neutrofilske terapije moze voditi reduciranoj
ucinkovitosti drugih oblika terapije. Primjerice, u miSijem modelu raka prostate inhibicija
tumorskog rasta genskom terapijom s IL-2 je bila smanjene uéinkovitosti nakon nestanka
neutrofila. Takoder nestanak neutrofila moze smanyjiti terapijske ucinke alemtuzumab-a u
modelu B stanica kroni¢ne limfocitne leukemije. Autori su nasli da je zaStitna aktivnost
alemtuzumab in vivo bila primarno ovisna o0 stani¢noj citotoksi¢nosti ovisnoj o protutijelima
posredovanoj neutrofilima. Slicno tomu, rituximab, koji je takoder koriSten pri terapiji

leukemija i limfoma, je bio manje ucinkovit nakon nestanka neutrofila u modelu B stani¢nog
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limfoma. Neutropenija i osjetljivost na infekcije su druge moguée komplikacije koje nastaju
kao rezultat nestanka neutrofila. Kona¢no, generacija visoko aktivnih, citotoksi¢nih neutrofila
bez tumor-ciljane specifi¢nosti bi mogla rezultirati znatnim oste¢enjem tkiva domacina i

voditi prema septickom Soku.
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SAZETAK

Na tumorsku progresiju utjeCu brojni tipovi imunosnih stanica domacina, a vazna
uloga neutrofila nije jo§ potpuno jasna. lako rana istrazivanja pokazuju da neutrofili mogu
ispoljavati citotoksi¢nost prema tumorskim stanicama preko regulacije citotoksi¢nih stanica
T, noviji radovi pokazuju da neutrofili promoviraju progresiju tumora razaranjem matriksa i
pojacanom angiogenezom poti¢u proliferaciju tumorskih stanica i metastaziranje. Neka
istrazivanja pokazuju da neutrofili mogu biti modificirani ili ,,polarizirani* tako da postanu
viSe citotoksiéni prema tumorskim stanicama. Medutim, visoko aktivni neutrofili mogu
predstavljati opasnost 1 za tkivo domacina. Stoga novi pristup u terapiji temelji se na
inhibiranju novacenja neutrofila ili neutrofil-izlu¢enih tvari za koje se zna da poticu rast

tumora. Smatra se da je takav pristup uéinkovitiji i bez opasnosti za domacina.

SUMMARY

Tumor progression is modified with a wide range of immune cell types and important
role of neutrophils is yet to be characterised. Although earlier studies indicated that
neutrophils can express cytotoxicity towards tumor cells with their regulation of cytotoxic T-
cells, recent studies have shown that neutrophils promote tumor progression via matrix
degradation, and increased angiogenesis which enhances proliferation of tumor cells and
metastasis. Some experiments have shown that neutrophils can be modified or polarised to
become more cytotoxic towards tumor cells. However, highly activated neutrophils can also
pose danger to host tissue. Therefore a new approach in therapy is based on inhibiting
neutrophil recruitment or neutrophil-secreted substances which are known to promote tumor

growth. It is considered that such approach is more effective and without danger for the host.
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