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1 Uvod

1.1 Nadorova onemocnéni

Ptes neustalou snahu 1ékait a védeckych pracovniki se na prednich mistech zebticka
S pfi¢inami smrti stdle drzi rakovina. Ve spojenych statech byla mezi lety 2008-2010
pravdépodobnost onemocnéni rakovinou v priabéhu Zzivota 1:2 pro muze a 1:3 pro zeny
(Siegel et al. 2014). Celosvétoveé v roce 2012 onemocnélo rakovinou 14 miliond lidi a 8,2
milionu nemoci podlehlo (Stewart and Wild 2014). Porozuméni mechanismim vzniku
nadorovych onemocnéni je klicovym krokem, aby mohly byt vyvijeny nové, G€inngjsi

terapie.

1.1.1 Pticiny nadorovych onemocnéni

Mezi zakladni charakteristiky nddorovych bunck patii rst bez plsobeni ristovych
faktord,, unikani programované bunétné smrti, schopnost neomezené¢ho rustu, stimulace
angiogeneze, neschopnost reagovat na rustové supresory a schopnost tvorby metastaz
Vjinych tkanich (Hanahan and Weinberg 2011). Ktomu dochdzi nejcastéji selhanim
regulace bunééného déleni nebo socidlniho chovani bunék. Pfi¢inou byvd mutace v urcité
casti DNA, kterd koduje opravné systémy organismu nebo tzv. protoonkogeny ¢i
antionkogeny. V piipadé protoonkogeni se jedna o jejich zvySenou aktivitu, naopak u
antionkogent je jejich aktivita snizena. Mutace v DNA mohou byt vyvolany rGznymi

faktory, které mtiizeme délit nasledujicim zptisobem:

a) Fyzikalni — znamé je negativni pusobeni rentgenového ¢i ionizujiciho zafeni,
UVA i UVB slozka slune¢niho zateni zptisobujici melanomy.

b) Chemické — do této skupiny patii tzv. karcinogeny jako napt. tézké kovy,
aromatické uhlovodiky, dale latky odvozené z dehtu obsazené v cigaretach a
zpusobujici rakovinu plic, hrtanu atd., alkohol a nékteré konzervacni latky.

c) Biologické — RNA i DNA viry (napt. lidsky papilomavirus (HPV), virus Epsteina a
Baarové (EBV), HIV), bakterie (Helicobacter pylori), mohli bychom sem fadit i
hormony, jejichz vlivu nasvédcuje zvysSeny vyskyt nadorovych onemocnéni pii
hormonalnich zménach v klimakteriu u Zen.

d) Dédi¢nost — podstatnym faktorem ovliviiujicim vznik nadorovych onemocnéni je
v n¢kterych pfipadech dédi¢nost. V poslednich letech dochazi k castéjSimu

genetickému testovani u lidi s vyskytem rakoviny v rodin¢, zejména pokud jde o



rakovinu prsu, vajecnikd, tlustého stieva nebo nékterych vzacnéjsich onemocnéni.

To napoméha prevenci vzniku onemocnéni a piipadné v€asnému odhaleni.

1.2 Protinddorova imunita

Imunitni systém mé za ukol udrzovat homeostatické prostiedi. To zahrnuje obranu
pred vnéjSimi Skodlivymi vlivy, ale 1 odstraiiovani potencidlnich vnitinich nebezpeci jako
jsou napf. staré, poskozené ¢i zmutované buiiky a v neposledni fad¢ dohlizi na to, aby nebyly
niceny bunky vlastni, zdravé. Na téchto funkcich maji podil dvé slozky imunitniho systému;
vrozend (neadaptivni, nespecifickd) a ziskand neboli adaptivni (specifickd) imunita.
Na Obr. 1 jsou znazornény buniky imunitniho systému a jejich odpovédi na nador. Obé

slozky imunity se podileji na protinadorové imunité a jejich mechanismy jsou rozebrany
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Obr. 1: Bunky imunitniho systému, jejich piisobeni na nador a na sebe navzdajem. (TRAIL=
TNF-related apoptosis-inducing lingand, ROS=reactive oxygen species, MBP=major basic
protein)(Darcy et al. 2014).



1.2.1 Adaptivni imunita

Specificka imunita je vyvojové mladsi nez nespecifickd. Vyskytuje se poprvé az u
obratlovci, reaguje na antigen v fadu dnt a vyuziva imunologické paméti, kdy po setkani
S jiz znamym antigenem je schopna odpovédét mnohem rychleji, nez pfi setkani s novym,
nezndmym antigenem. Hlavnimi slozkami adaptivni imunity jsou T- a B-lymfocyty a

humorélni mechanismy.

1.2.2 Vrozeni imunita

Evolu¢né starSi ¢ast imunitniho systému se nachéazi v riznych podobach i u mnoha
niz8ich organismi. Imunitni odpovéd’ na stimulaci antigenem je rychld — v fadu minut az
hodin a nema imunologickou pamét. Mezi hlavni efektory nespecifické imunity patii
dendritické bunky, makrofagy, pfirozeni zabije¢i (= NK bunky, z angl. natural killers) a
neutrofilni, eozinofilni a bazofilni granulocyty, znichz nejvyznamnéjsi jsou prvni
jmenované, zkrdcené nazyvané neutrofily. VétSina téchto bunék je schopna fagocytozy, coz
je hlavni obranny mechanismus piirozené imunity. Dendritické bufiky, monocyty a
makrofagy slouzi navic také jako antigen prezentujici bunky (APC = antigen presenting
cells) pro T lymfocyty, ¢imz hraji dulezitou ,,startovaci roli pro specifickou ¢ast imunitniho

systému.

a) Dendritické buiiky

Patfi mezi APC a predstavuji dalezity spojovaci ¢lanek mezi vrozenou a adaptivni
imunitou. Na svém povrchu maji MHC antigenni komplexy, které po navazani antigenu
umoziuji jeho prezentaci T-lymfocytim, ¢imz aktivuji imunitni odpovéd’ adaptivniho
systému. Tato jejich schopnost je v posledni dobé vyuzivana k aktivaci imunitniho systému
v pripad¢ vakciny proti rakovinnym onemocnénim (kapitola 1.4.1.). Nezral¢ buiilky,
monocyty, putuji z kostni dfené do tkani, kde dozravaji v dendritické bunky (¢i makrofagy)
za pusobeni interleukinu 4 (IL-4) a granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-
CSF).

b) NK buiiky

Jsou jednim z hlavnich efektort tzv. Antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity
(ADCC), coz je mechanizmus, pii kterém se receptor na povrchu NK bunék navadZe na
protilatku na povrchu cizorodé buiiky a po uskutecnéni této vazby se NK buika aktivuje.
Aktivovana NK buiika je schopna uvolnit perforin a granzym B nebo mize produkovat

tumor necrosis factor (TNF), coz ma za nasledek apoptdzu cilové buiky.



NK burnky jsou ale schopny rozpoznavat antigeny piimo, nejen ve spojitosti s ADCC,
a to diky riznym receptorim, které obsahuji na bunééném povrchu. Pfes tzv. stresové
ligandy jsou schopny rozpoznavat i nadorové bunky, u kterych doslo ke ztrat¢ MHC
molekuly. Zatimco napt. T-bunky potiebuji k rozpoznani cilové buniky lidsky leukocytovy
antigen (human leukocyte antigen = HLA) tfidy I, pro aktivaci NK bun¢k neni exprese
tohoto antigenu nutni. Aktivace NK bunck je fizena fadou inhibi¢nich a stimulacnich
signalt, které bunka pfijima prostfednictvim receptorti (mezi nejvyznamnéjs$i patii napft.
killer imunoglobulin-like receptor = KIR ¢i natural cytotoxicity receptor = NCR) (Vivier et
al. 2008). Pokud buiika exprimuje ve zvySené mife aktivacni signaly ¢i je u ni sniZena
exprese inhibi¢nich signald jako je napt. HLA I, je NK buiikou rozpoznana jako patogen.
Takové chovani se Casto vyskytuje pravé u nadorovych bungk, s jejichz rozpoznanim in vitro

pak nemaji NK buriky problém (Vivier et al. 2008).

Roli NK buné€k v protinddorové imunité naznacuji vyzkumy, které prokazuji vyssi
vyskyt spontannich nddorovych onemocnéni u mysi s deficienci NK bunék (Haliotis et al.

1985) a vyssi vyskyt metastaz (Gorelik et al. 1982).

Ve fazi eliminace imunoeditingu hraji NK buiky dilezitou roli pfi odstrafiovani
nadorovych bun¢k. Po prezentaci p53 dojde nadorové buiika do faze senescence a produkuje

fadu cytokint, které navadi NK bunky na senescentni tumory (Iannello et al. 2013).

c) Neutrofily
Tvofi asi dvé tfetiny bilych krevnich bunék. Maji schopnost fagocytézy a hraji
dilezitou roli v pribéhu zanétu. Proces fagocytdzy je celkem dobie prozkoumany, jinak je

toho o neutrofilech znamo malo, zvlasté co se protinadorového ucinku tyce.

Fagocytujici buniky, mezi které neutrofily patii, rozpoznavaji patogen za pomoci
struktur na povrchu cizorodych bunék. Tyto struktury jsou nazyvany pathogen associated
molecular patterns (PAMPs), patii mezi né napf. peptidoglykany, glukany, manany ¢i
endotoxiny jako je tieba lipopolysacharid a vazou se na receptory na povrchu fagocytujicich
bunék nazyvané pattern recognition receptors (PRRs). Mezi nejvyznamnéjsi PRRs patii
dectin-1 rozeznavajici B-glukany (napf. laminarin), mandzovy receptor a galaktozovy
receptor. PAMPs jsou specifické pouze pro cizorodé bunky a na organismu vlastnich
bunkach se vyskytuji, pouze pokud jsou ve stavu apoptdzy. Toho vyuZzivaji nékteré terapie
zamé&fené na znaceni nadorovych bun¢k pomoci PAMPs, které pak napoméhaji rozpoznéni a

eliminaci téchto bun¢k fagocytujicimi bunikami (kapitola 1.4).
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Teprve nékolik let zpatky byl objeven novy zpusob, ktery pouzivaji neutrofily v boji
proti patogentim. Nazyva se neutrophil extracellular traps (NETs) a je zaloZen na tvofeni siti
Z chromatinovych vlaken. Tyto sité slouzi k eliminaci mikrobt, aktivaci dendritickych bun¢k
a T bunék, ale mohou se ucastnit i nckterych autoimunnich chorob (Brinkmann and

Zychlinsky 2012).

Neutrofily cirkulujici v Krvi jsou K mistu zanétu (tedy i tumoru) navadény pomoci
riznych chemokinti a cytokini (napf. TNF-a ¢i IFN-y) produkovanych jak nadorovymi
bunikami, tak 1 lymfocyty ¢i makrofagy. Granulocyty, které jiz namigrovaly do nadoru jsou
pak oznacovany jako tumor-associated neutrophils (TAN) a také maji vliv na navadéni
dalsich neutrofilti do nadoru (Kobayashi 2006). Fridlender et al. (2009) ve své praci ukazuje,
ze populace TAN muze v zavislosti na podminkach v prostiedi nadoru pusobit jako
»pronadorovd®“ (N2 fenotyp) i protinadorova (N1 fenotyp). Na to, v jaky fenotyp se
neutrofily vyvinou ma hlavni vliv cytokin TGF-B (transforming growth factor-$), za jehoz
ptitomnosti vznikd vyhradné fenotyp N2 a po jeho blokad€ naopak fenotyp N1 (Fridlender
and Albelda 2012). Pti studiu literatury je tedy tieba mit na paméti, ze za stejnych podminek
mohou vyjit naprosto odlisné vysledky podle toho, kterd populace neutrofil v onom pokuse

pfevazuje.

Pii mnoha nédorovych onemocnénich znamend zvySeny pocet neutrofilii zhorSenou
progndzu (napf. metastaticky melanom ¢i renalni karcinom). Naopak v pifipadé Zalude¢niho
karcinomu je neutrofilie spojena s piiznivou prognézou. Coz odrazi dvojakou povahu

neutrofildi ve vztahu k nddorovym onemocnénim.

d) Eozinofily

Eozinofilni granulocyty patii mezi druhé nejcastéjsi granulocyty cirkulujici v Krvi.
Jejich zvyseny pocet v krvi byva zaznamenan u riznych nemoci, jako jsou alergie nebo
neoplastické a myeloproliferativni nemoci ¢i pfi pfitomnosti n€kterych paraziti. Vi se takeé,
ze se Casto vyskytuji v nddorovém infiltratu a v mnoha ptipadech je jejich pfitomnost ve
zvySené mife brana jako piiznivy prognosticky faktor. Naopak napi. u Hodgkinova lymfomu

pfitomnost eozinofilli zhorsuje prognozu (Von Wasielewski et al. 2000).

Zvysena infiltrace eozinofilti byla prokdzana u nadorti obsahujicich nekrotickou tkan
(Stenfeldt et al. 2004). Mrtvé nadorové bunky totiz produkuji fadu faktord, které navadeji
eozinofily k nadoru (Lotfi et al. 2007). Vliv eozinofilti na regresi nadoru prokazala jiz prace

Teppera et al. zroku 1992, kde byly do mySi vpravovany nadorové bunky geneticky
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upravené tak, aby exprimovaly IL-4. VétSina nadort se u kontrolni skupiny ani neuchytila na

rozdil od mysi s imunodeficienci v oblasti eozinofilt.

Cytotoxicita eozinofili vic¢i nadorim je nejpravdépodobnéji zplsobena uvolnénim
latek, které obsahuji v granulich uvnit cytoplazmy (Caruso et al. 2011), pfesné mechanismy
ale jeste nejsou objasnény. Cytotoxicky efekt bunénych lyzati eozinofilii byl prokézan vici
mySimu melanomu B16 (Mattes et al. 2003) stejné¢ jako vaci karcinomu tlustého stifeva
(Legrand et al. 2010). Eozinofily hraji dtlezitou roli v biologickych terapiich zalozenych na

podavani cytokini, o nichz se zminuje kapitola 1.4.3.

e) NKT buiiky

Zkratka v nazvu téchto bunék je ptevzata z anglického natural killer T cells a znaci, ze
na svém povrchu obsahuji receptory typické jak pro NK bunky, tak pro T-lymfocyty. Diky
sekreci INFy a IL-4 maji nepfimy vliv na protinadorovou imunitu a pfimo se ji ucastni
prostiednictvim molekul jako je perforin, granzym B a FasL. Jejich protinadorovy efekt byl

prokazan (napt. Bellone et al. (2010)).

f) Makrofagy

Podobné¢ jako u neutrofili mizeme i u makrofagt sledovat populaci tumor-associated
macrophages (TAM) a jeji dva rizné fenotypy M1 a M2, pfiCemz fenotyp M2 opét
podporuje nadorovy rist a fenotyp M1 jej potlacuje (Allavena et al. 2008). M1 fenotyp se
vyviji za ptitomnosti IFN-y, lipopolysacharidu (LPS) ¢i cytokinu TNF-a (Mantovani et al.
2002). M2 fenotyp se ze stejnych prekurzord vyvine, pokud je pfitomen néktery
z interleukina IL-4, IL-10, IL-14 ¢i TGF-B (transforming growth factor ff) (Martinez et al.
2009).

1.3 Mechanismy uniku nadori imunitnimu systému

Imunitni systém si vyvinul celou fadu mechanismd, jakymi potlacuje vlastni imunitni
odpovéd’ a zabranuje jejich prostfednictvim autoimunitnim reakcim a dal$im nebezpe¢nym
stavim. Mezi tyto mechanismy patii: fyzikalni bariéry, ztrata antigenu ¢i MHC molekul,
sekrece inhibi¢nich cytokinii nebo tvorba supresorovych bunck. Bohuzel tyto prostiedky
zneuzivaji nadorovd onemocnéni ve svlij prospéch a s jejich pomoci unikaji imunitnimu

dohledu.



1.3.1 Imunoediting

Jiz na zacatku minulého stoleti piiSel Ehrlich (1909) s mySlenkou, Ze ma imunitni
systém mechanismy, kterymi se brani proti nadorovym onemocnénim. V té dob¢ to byla
myslenka dosti radikalni a nebyly zadné prostredky, jak ji potvrdit ¢i vyvratit. Béhem
nékolika nasledujicich dekad se teorii nevénovala pfilisna pozornost. Az koncem padesatych
let se tématem =zacal zabyvat Burnet (1957) a dal procesu ndzev imunitni dohled
(immunosurveillance). Od té doby pfibyvaly vyzkumy potvrzujici tuto teorii. Bylo vSak
odhaleno, Ze imunitni dohled ma i svou ,,stinnou stranku®, ktera naopak podporuje rust
nadoru a muze ovliviiovat jeho vyvoj (Shankaran et al. 2001). To naznacovalo, ze cely
tzv. ,,cancer immunoediting™ a cely proces byl rozd€len na tii hlavni faze: elimination,

equilibrium, escape = eliminace, rovnovaha a tnik (Dunn et al. 2002, 2004).

a) Eliminace - Schopnost eliminovat nador byla odhalena pii pokusech
s imunodeficientnimi mySmi, kdy bylo prokazano, Ze témto mySim se po injikovani
metylcholantrenu (MCA) vyvijely nadory castéji a rychleji nez kontrole (Shankaran et al.
2001). Vtom samém pokusu byl testovan i vznik spontannich nador, opét byla u
eliminace hraji svou roli jak adaptivni, tak pfirozena imunita. (Podrobné&ji v kapitolach 1.2.1

~1.2.2)

b) Rovnovaha — Poté¢, co je odstranéna vétSina nadorovych bunék, nékteré s odlisSnymi
mutacemi mohou piezit a tyto jsou pak vice odolné vué¢i zbranim imunitniho systému. U lidi
je znam ptipad, kdy dva pfijemci ledviny od stejného darce onemocnéli melanomem do dvou
let po transplantaci (MacKie et al. 2003); pozdéji se ukézalo, Ze darce byl 16 let pred smrti
lé¢en na melanom a v dobé€ darovéni ledvin byl prohlasen za zdravého. To dokazuje, ze stav
nadorové necinnosti mize byt dlouhodoby. Ptesto, Ze je druha faze imunoeditingu ze vSech
tii fazi asi nejméné prozkoumana, je zndmo, Ze klicovou roli v ni hraji IL-12 a I1L-23, které
pusobi antagonisticky (Teng et al. 2012). Divodem malého poctu vyzkumil a poznatkl
Vtéto oblasti je tézké napodobeni tohoto stavu na modelovych organismech ¢i1 v

laboratornich podminkach.

ey

¢) Unik — Buiiky, které pieziji fazi eliminace, jsou bdhem fize nadorové neéinnosti
utvareny tak, aby unikly imunitnimu systému, a to jak adaptivni slozce, tak ptirozené. Pokud

se tedy buiika dostane do posledni faze Gniku, nddor mlize rist neomezené a bez jakékoliv



obrany imunitniho systému. Pravé v této fazi se nejcastéji nadorové onemocnéni zacne
projevovat klinicky a byva zahajena 1écba. Z tohoto divodu je porozuméni uUnikovym

mechanismim nadora kli¢ové pro vyvoj novych terapeutickych postupi.
Mezi zptusoby uniku nadorovych bun¢k imunitnimu systému patii napf.:

» produkce inaktivujicich ¢i blokujicich faktort (napt. TGF B, IL-10, VEGF)

= ztrata nddorovych antigenti ¢i MHC I molekul, pomoci nichz jsou nadorové
antigeny prezentovany

» puasobeni T regulacnich lymfocytt (Treg), které za normalnich okolnosti brani
pred autoimunitnimi mechanismy, ale v pfipadé nadort je jejich funkce spise
Skodliva

= vznik MDSC (myeloid-derived suppressor cell), které potlacuji imunitni reakce

= exprese FasL nddorovymi buiikami; tato molekula vyvolava apoptézu u Tc
lymfocytt

= amnohé dalsi...

1.4 Terapie nadorovych onemocnéni

Cim vice se dozvidame o mechanismech tniku nadort imunitnimu systému, tim 1épe
se miZzeme na tyto mechanismy soustfedit a cilit na né 1écbu tim, ze je obejdeme ¢i
zabranime nadoru jejich zneuZziti ve vlastni prospéch. V diivESich letech byla 1écba
soustfedéna hlavné na chemoterapie ¢i radioterapie, které maji nepiijemné vedlejsi ucinky
vV podobé¢ eliminace zdravych bunék. V soucasné dobé jsou tyto metody stale na vrcholu
zebticku Cetnosti pouzivani, ale velky rozvoj nastava v oblasti imunoterapii, coz jsou metody
zamétené na povzbuzeni imunitniho systému pacienta tak, aby proti rakovinnym bunikam byl
schopen bojovat za pomoci vlastnich imunitnich mechanizmi. Velkou vyhodou téchto
metod je, ze v porovndni s chemoterapiemi neposkozuji zdravé buiiky a vedlejsi u€inky jsou
minimalni. Nize se tedy zaméfim na nejdulezitéjsi metody z oblasti imunoterapie

nadorovych onemocnéni.

1.4.1 Bunécna terapie

V roce 2010 byla schvalena lécba rakoviny prostaty pomoci dendritickych bunék u
muzil s kastracné rezistentni formou nemoci. Nezral¢ dendritické buniky z periferni krve
pacienta se nechaji dozrat in vitro v prostiedi s GM-CSF a prostatickou kyselou fosfatazou a

poté jsou injikovany zpé€t pacientovi. Lécba vykazuje zvySeni pramérné¢ho doziti az o 4,1



mesice (Kantoff et al. 2010). Na podobném principu stavi i imunoterapie ¢eskych védci,
ktera se aktualné nachdzi ve treti fazi klinického testovani a ma slibné vysledky (Bartiitkova
et al. 2014). Vyhodou jsou zanedbatelné vedlejsi ucinky, a tak je timto smérem orientovano
mnoho vyzkumi. Dals$i strategii, jak rozvinout plny potencial dendritickych bunék je
inhibice napf. SOCSI1, coz je latka blokujici produkci cytokinli a tim omezujici rozvoj
imunitni odpovédi (Evel-Kabler et al. 2006). Nedavno se povedlo vyvinout linii
dendritickych bun€k, coz napoméha budoucim vyzkumim, pfestoze je stale nutné mit na
paméti morfologické odliSnosti mezi mysimi a lidskymi dendritickymi bunikami (Marraco et

al. 2012).

1.4.2 Terapie za pomoci protilatek

Protilatky jsou hlavni u¢innou slozkou Vv boji proti patogenim a krom¢ toho casto
stimuluji dal§i builky imunitniho systému. Diky objevu technologii na vyrobu
monoklonalnich protilatek je nyni mozné vyrobit protilatku proti téméf jakémukoliv
antigenu, a tak je timto smérem orientovano velké mnozstvi vyzkumut. V nadorové
imunoterapii se vyuzivaji bud’ samotné protilatky anebo jsou protilatky spojeny
s radioizotopy ¢i toxickymi latkami, které maji cytotoxicky efekt a diky vazbé na nadorovou
buiiku je jejich efekt cileny a zdravé buniky zasahuje minimalné. Tzv. naked antibodies
neboli holé protilatky se vaZou na antigeny nadorovych bunék a tim proti nim navadéji
efektorové buniky imunitniho systému (pfipadné vazbou blokuji antigeny, pomoci nichz se
nadorova bunka snazi uniknout). Tim je vyuzivana ADCC (Antibody-dependent cell-
mediated cytotoxicity), coz je hlavni obranny mechanismus NK bunék (vice v kapitole
1.2.2).

Prvni monoklonalni protilatky (MAbs) byly mysi, coz znacné¢ omezovalo jejich
cytotoxicky ucinek Vv lidském téle a casto dochazelo k alergickym reakcim (Stern and
Herrmann 2005). Mysi MADs jsou dobfe poznatelné podle nazvu, ktery ma koncovku —omab
(napt. Tositumomab). Postupem ¢asu byly vyvijeny humanizované a chimérické protilatky
(koncovky —ximab a —zumab), druhé jmenované maji variabilni ¢ast mysiho pivodu a
konstantni lidského, humanizované protilatky jsou lidského ptavodu z 95% (Stern and
Herrmann 2005) a vétSina v soucasné dob¢ pouzivanych protilatek je prave z této kategorie.
Od humanizovanych protilatek byl jiZ jen kriicek k vyvinuti plné lidskych, které dnes jiz také

nejsou vyjimkou (napft. Ipilimumab).



1.4.3 Terapie za pomoci cytokinu

Princip metody je zalozen na vpraveni cytokini vyvolavajicich migraci ¢i proliferaci
bunék imunitniho systému do téla pacienta, pfevazné intravenozné. Nejbeéznéji se pouziva
rastovy faktor interleukin-2 (IL-2), coz je cytokin ovliviiujici dozravani leukocytu,
predevsim T-lymfocytl. I ptes znacné vedlejsi ucinky je bézné pouzivan pii 1€cbé malignich
melanomu a renalniho karcinomu. Dalsi pouzivany cytokin je IL-25, jeho plisobeni ma také
za nasledek eozinofilii a diky tomu supresi nddoru (Benatar et al. 2010); nebo IL-21, ktery
aktivuje T-buniky a NK buriky, ale na rozdil od IL-2 ma mensi vedlejsi uc¢inky (Davis et al.
2009).

Interferon o (IFNa) je cytokin produkovany buitkami pfirozené imunity. Jeho Gc¢inky
se projevuji predevsim v reakci na virové infekce, ale jeho vyuziti je i v protinddorové
terapii. Podporuje proliferaci B bungk, aktivuje NK bunky a zvySuje expresi MHC antigend.
Jeho pouziti je schvéleno pro 1é€bu leukémii, melanomu ¢i lymfomt (Dunn et al. 2006).
Podobné ucinky ma i pouziti INFP a IFNy, u které¢ho byla neddvno prokézdna schopnost

zastavovat rist melanomovych bunék (Braumiiller et al. 2013).

1.4.4 Terapie ve fazi vyzkumu
Imunoterapie proti nddorovym onemocnénim je v posledni dobé velmi rychle se
rozvijejici oblast, a tak jsou rizné nové piistupy ve fazi vyzkumu ¢i klinického testovani.

Nize jsou uvedeny nékteré z nich, které se zdaji byt na dobré cesté.

Takzvana adoptive T cell therapy vyuziva T-lymfocyty k zapojeni imunitniho systému
a podniceni trvalé imunitni odpovédi proti nddorovym buikam. Pfi terapii jsou vyuZivany
rizné druhy T-lymfocyti jako napf. tumor infiltrujici lymfocyty (TILs) ¢i T-lymfocyty
riznym zpuisobem upravené ex-vivo. Jiz pies dvacet let se usp€sné pouziva inkubace T-
lymfocytd s IL-2 (LAK buiiky). Po navraceni takto upravenych lymfocytli pacientovi
dochdzi k trvalé imunitni reakci zvlasté v pfipadé metastazujictho melanomu ¢i renalniho
karcinomu (Klapper et al. 2008). V soucasné dobé se k této terapii pouzivaji tumor
infiltrujici lymfocyty ziskané z nadorové tkané (Rosenberg et al. 2011). T-lymfocyty jsou
vyuzivany i v dalSich léebnych postupech. Jednim z nich je pouziti T-lymfocytl geneticky
upravenych tak, aby exprimovaly receptory pro nadorové specifické antigeny. Receptory
jsou bud’ klasické, bézné se vyskytujici u T-bun€k (TCR) nebo tzv. chimérické antigenni
receptory (CARs), které jsou slozené ze dvou Casti; jedna se vaze na T-bunku (nejcastéji na

CD3 receptor) a druhd na nadorovou buitku pfes nddorové specificky antigen. Tim je
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zajiSténa vazba T-lymfocytl k nadorovym buitkdm a je kombinovéna cytotoxicita CD8+ T-
lymfocyti a na MHC molekulach nezavisla rozpoznavaci schopnost monoklonalnich
protilatek (obzvlasté vyznamné u leukémii jako je napi. chronicka lymfaticka leukémie). Pii
klinickych testech dokonce nékteré takto upravené bunky pretrvaly v téle pacienta jako

pamétové bunky, ¢imz byla zajisténa jejich trvala funkce (Kalo set al. 2011).

Jedna z terapii proti nadorovym onemocnénim se zaméfuje na MDSCs (z angl.
myeloid-derived suppressor cells), coz je heterogenni populace myeloidnich bun¢k
vznikajicich v prostfedi chronického zanétu. Produkci riznych cytokint inhibuji proliferaci a
aktivaci T-lymfocyti a v zanétlivém prostiedi (coz zahrnuje i oblast nadoru) potlacuji
protinadorovou imunitu (Gabrilovich et al. 2012). Inhibici funkce ¢i proliferace MDSCs je
mozné zvysit imunitni odpovéd’ proti nadorovym buiikam a v soucasné dob¢ je jiz nékolik
takovych inhibitori pouzivano a rizné dalsi jsou ve fazi klinického testovani (Wesolowski et

al. 2013).

Nédorové bunky prezentuji na svém povrchu CD47 molekulu, kterd po interakci
s SIRPa inhibi¢ni molekulou na makrofazich funguje jako ,,don’t eat me* signal a zabranuje
tak eliminaci nadoru. Pfi blokaci CD47 monoklondlni protilditkou dochazi ke zvySené
fagocytoze nadorovych bunék makrofagy (Willingham et al. 2012). Tato terapie ma
nepiijemny vedlejsi ucinek ve form¢e anémie, jelikozZ CD47 je pfitomen i na erytrocytech. Jiz
se ale pracuje na vyvoji latky pro blokaci SIRPa, kterd by méla mit podobny efekt bez
vedlejsich G¢inkd na erytrocyty. (Weiskopf et al. 2013)

Vakciny proti nddorovym onemocnénim stavi na stejném zakladu jako ockovani proti
infekénim nemocem. Princip spoc€iva v rozvinuti imunologické paméti pomoci ockovani, aby
Vv pfipad€ styku s patogenem organismus reagoval jeSté pfed rozvojem nemoci. V piipadé
rakovinnych onemocnéni lze tento preventivni princip pouzit u té€ch, které jsou zpiisobeny
viry a jiz je bézné napt. ockovani proti viru HPV ¢i HBV. Dalsi vakciny nemaji preventivni
funkci, ale spiSe stimula¢ni a jsou aplikovany az v pribéhu nemoci. Stavi na injikovani
peptidd, proteinti, rekombinantnich mikroorganismt, podani mrtvych nadorovych bun¢k ¢i

stimulovanych dendritickych bungk, jak jiz bylo popsano v kapitole 1.4.1.

Jednim z novych piistuptl je i tzv. immune checkpoint blokade, coz by bylo mozné
ptelozit jako blokace kontrolnich bodl. Jedna se zvlasté¢ o dva body a to antigen CTLA-4

(cytotoxic T-lymphocyte-associated antigen 4) a membranovy protein programované
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bunécné smrti PD-1, ktery mé dva ligandy — PD-L1 a PD-L2. Prvni jmenovany slouZzi jako
inhibitor imunitni reakce a jeho blokace mé pozitivni vliv na funkci T-lymfocyti proti
nadoru. Receptor PD-1 na povrchu imunitni buniky se za normalnich okolnosti vaze na PD-
L1, ¢imz se zastavi imunitni funkce buiiky. Nadorové bunky jsou schopné exprimovat na
svém povrchu PD-L1, ¢imz se vyhybaji utoku T-lymfocyti. Blokaci kontrolnich bodi
dochdzi ke zvysené protinadorové imunitni odpovédi a v piipadé CTLA-4 jsou jiz n€kolik let
uspésné pouzivany terapie zalozené na tomto principu. Léky zaméfené na blokaci PD-1 jsou
zatim ve fazi vyzkumu a ukazuje se, ze soucasné zablokovani obou kontrolnich bodi ma

synergické ucinky (Wolchok et al. 2013).

Jiz vice nez 10 let je zkouman vliv agonistti bunéénych receptorti na imunitni odpovéd’
proti naddoru. Principem této metody je navazani ligandu na nadorovou bunku, ¢imz je bunka
oznacena jako cil pro buiikky imunitniho systému. V nékolika pracich bylo prokédzano, ze
ligand Toll-like receptoru (TLR) lipopolysacharid (LPS) ma signifikantni vliv na regresi
nadoru (Chicoine et al. 2001, Mariani et al. 2007). Proti vysledklim jejich praci se stavi
relativné Cerstva prace Janotové et. al (2014), kterd poukazuje na vysoké koncentrace LPS
pouzité v téchto testech. Vysledky tak spiSe potvrzuji toxicitu samotného LPS, nez jeho
navadéci funkci pro buniky vrozené imunity. V té samé praci Janotova et al. (2014) ve svém
pokusu potvrzuje vliv LPS i jako agonisty s dirazem na jeho nizkou, netoxickou koncentraci
a pouziva jej spolu s ligandy fagocytarnich receptort. Vysledky prace jsou velmi pozitivni a
ukazuji dlouhotrvajici preziti az u 80% testovanych mysi. Tato studie je zatim ale pouze
v zaCatku a vyzaduje podrobngj$i prozkoumani problematiky in vitro a nahrazeni pro

¢lovéka toxického LPS jinou latkou.
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2 Cile prace

e Podrobna literarni reSerSe o imunité proti nadorim

e Prokazani protinadorového ucinku ligandu fagocytarniho receptoru laminarinu

navazané¢ho na nadorové buiiky rozpoznavané bunikami pfirozené imunity in vitro

e Nalezeni vhodné metody na urcovani cytotoxického efektu bunék prirozené imunity

na nadorové buniky s navazanymi ligandy fagocytarnich receptorti
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3 Material a metody

3.1 Chemikalie

o Azid sodny

o DOPE - N-(Succinimidyloxy-glutaryl)-L-a-phosphatidylethanolamin, Dioleoyl
(NOF Corporation, Japonsko)

o EDTA - kyselina ethylendiamintetraoctova (Sigma- Aldrich, USA)

o FCS - fetalni bovinni sérum (Sigma-Aldrich, USA)

o Chroman sodny - roztok (Na,>*CrO,) (PerkinElmer, USA)

o L-glutamin (PAA-The Cell Culture Company, USA)

o Laminarin- z Laminaria digitata (Sigma-Aldrich, USA)

o Merkaptoetanol - (PAA-The Cell Culture Company, USA)

o Penicilin/streptomycin antibiotika (PAA-The Cell Culture Company, USA)

o Phorbol 12-myristate 13-acetate

o PBS - fosfatovy pufr s chloridem sodnym (pH 7,3-7,4), (Sigma-Aldrich, USA)

o RPMI 1640 (Sigma- Aldrich, USA)

o Scintilaéni roztok - Ultima Gold™ (PerkinElmer, USA)

o Thioglykolatové medium (Difco Fluid Thyogycolate medium, 3% roztok ve vodg,
Becton, Dickinson, USA)

o Triton X-100 (Serva, Némecko)

o Trypanova mod¥ (Sigma-Aldrich, USA)

o Trypsin (Sigma-Aldrich, USA)

o Ziva™ Tox Ultrasensitive Cytotoxicity Assay (Jaden BioScience Inc., USA)

3.2 Laboratorni zvirata

V pokusu byly pouzity mysi C57BL/6N, samice ve stafi cca 6 tydnd, od Charles River
Laboratories. Byly chovany ve sterilnich boxech za neomezeného pfistupu ke sterilni pitné
vodé a krmivu ve formé suchych pelet. V mistnosti byla zajisténa konstantni teplota 22°C,
relativni vlhkost 65% a fotoperioda 12/12 hodin.
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3.3 Bunécna linie

Pii pokusech byla pouzivana buné¢na linie mySiho melanomu B16-F10. Kultivace
bunck probihala v kultivacnim médiu RPMI 1640 s 10 % fetalniho bovinniho séra (FCS) s
piidavkem 1% antibiotik, 1% glutaminu a 0,1% merkaptoetanolu p#i 37°C v termostatu v 5%

CO, atmosfére.

3.4 Priprava bunék na cytotoxicky test

Do mysiho peritonea byly injekéné vpraveny 2ml 3% roztoku thioglykolatového
media. Po cCtyfech hodinach byla myS$ usmrcena zlomenim vazu a peritoneum bylo
vyplachnuto 4ml chlazeného PBS. Takto ziskané neutrofily byly pievedeny do media
(RPMI, 10% FCS), spocitany v Biirkerové komurce (za pomoci roztoku trypanové modfi,

ktery byl pfidan k bunécné suspenzi v poméru 1:1) a nafedény na koncentraci 10° bunak/ml.

Bunky mysiho melanomu B16-F10 v kultiva¢ni lahvi byly 2x oplachnuty PBS,
uvolnény pomoci 2ml roztoku versenu s trypsinem (0,02% trypsin a 0,02% EDTA v PBS) a
po pétiminutové inkubaci v termostatu (37°C, 5% COy) ptevedeny do media. Dale byly
spolitany a nafedény na koncentraci 5x10%/ml. Polovina bungk byla centrifugovana (5min,
4°C, 1000rpm) a resuspendovana do objemu lml media. K témto bunikdm bylo nésledné
ptidano 100ul 2mM roztoku laminarinu DOPE, smés byla inkubovana v termostatu po dobu
30min za ob&asného protiepani, aby se zamezilo adhezi bun€k. Po skonceni inkubace byly
buiikky 2x promyty mediem, aby se odstranil nenavazany ligand a opct byly nafedény na

koncentraci 5x10* bun&k/ml.

V samotném cytotoxickém testu byl k inkubaci pouzivan 96-jamkovy panel s kulatym
dnem (Nunc, Dansko) umistény v inkubatoru (37°C, 5% CO,). Buiky byly do panelu
davkovany v objemu 100ul/jamku (neutrofily i buiky melanomu) v poméru efektort k cilim
20:1 (bylo zajisténo, aby vysledny objem suspenze ve vSech jamkach byl stejny; v jamkach,
kde chybéla néktera slozka, byla nahrazena mediem RPMI s 10%FCS). Vsechny kombinace
byly v pokusu zastoupeny ve tfech opakovanich. Inkubace probihala po dobu 4 hodin.
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3.5 Princip cytotoxického testu za pouZiti izotopu °'Cr

Testovani cytotoxicity zalozené na uvolnéni radioaktivniho chromu (51Cr) je
dlouholetou osvédcenou technikou. Princip testu spocivd v inkubaci cilovych bunck za
pFitomnosti **Cr, &imz je radioaktivni latka vstiebana do bun&&éné cytoplazmy. Cilové buiiky
jsou nasledn¢ inkubovany spolu s efektorovymi a po lyze bunky je radioaktivni chrom
uvolnén do okolniho media. Mnozstvi uvolnéného chromu je pak zméfeno jako mnozstvi

gama zafeni vyzafované supernatantem.

V této praci bylo pomoci scintilatniho pocitace (Tri-Carb® 2900TR Liquid
Scintillation Analyzers; Packard) méfeno beta zateni, které *'Cr vyzatuje také, ale v mensi
mife nez zafeni gama. Tento postup vyzadoval pfidani scintilacniho roztoku ke vzorku
supernatantu, coz zpusobilo pfeménu beta zafeni na zareni svételné, které bylo nasledné

zmgéfeno na scintilaénim pocitaci.

Do testu je nutno zahrnout i kontroly spontanniho uvolnéni chromu (jamky, kde jsou
obsazeny pouze cilové buiiky) a maximélniho uvolnéni chromu (jamky s cilovymi buiikami,

které jsou uméle lyzovany za pomoci Tritonu X-100).

3.6 Princip cytotoxického testu Ziva Tox

Cytotoxické testy se pouzivaji k urCeni toxického efektu ur¢itého agens (bunééného i
nebunééného) na cilovou buiku. Jsou zalozeny na barvivech, kterd neni mrtva buika
schopna vyloucit (napf. trypanova modf), na uvolnéni latek, které byly pfedtim do bunék
uméle vpraveny (napf. “*Cr) anebo na uvolnéni latek, které buitka za normalnich okolnosti
obsahuje (napf. LDH). VSechny tyto metody zavisi na naruSeni bunééné stény. Naproti tomu
Ziva-Tox méfi miru inhibice syntézy bunécné DNA a tato metoda se ukazala v piipadé

cytotoxického efektu neutrofili na buiky melanomu jako idedlni.

Test za¢ind navazanim BrdU - znacici latky na cilové bunky. Pfidani BrdU se provadi
bud’ ve stejném okamziku, kdy ptidavame i efektorové builkky anebo aZz po pisobeni
efektorovych bun¢k po zamyslenou dobu. Proliferujici buniky inkorporuji BrdU do nové
vznikajici DNA misto thyminu. Cim je tedy mira inkorporovaného BrdU vyssi, tim vice

dochazelo k proliferaci bun¢k. Navazovani probiha po dobu 2-24 hodin.
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Nasleduje fixace, kdy se k bunkam piida fixacni roztok, ktery zajisti, aby se bunécna
DNA rozvolnila na jednofetézcovou a v této podob¢ se zafixovala na povrch jamek v panelu.
Pokud inkubace efektort s cili probihala v panelu s U-jamkami, tak se v tento okamzik

obsah jamek pievadi do bilého panelu s plochym dnem (Corning, USA).

Po fixovani se vzorky proplachnou a pfipravi na dalsi krok, jimz je navazovani
protilatky. Protilatkou je konjugat anti-BrdU-antibody a alkalické fosfatazy. V dalSich

krocich jsou vzorky dikladné promyty, aby byla odstranéna nenavazana protilatka.

Do jamek mikropanelu se dale piidava chemiluminiscenéni substrat, jehoZz signal je po

dané inkubac¢ni dobé zméien na luminometru.

Kwvili vypoctu vyslednych procent specifické cytotoxicity bylo tteba do testu zahrnout
nasledujici kontroly:
RLU spont. = smés cilovych bunék s 0,1% roztokem azidu sodného a BrdU bez efektort
(100% inhibice syntézy DNA)
RLU max. = pouze cilové bunky s BrdU bez efektord (maximalni syntéza DNA)
RLU exp. = smés cilovych bunék s efektory a BrdU
RLU eff. = pouze efektorové buriky s BrdU bez cilovych bun¢k

3.7 Analyza dat
Vysledné hodnoty zméfené na luminometru Synergy H1 (BioTek Instruments, USA)

byly pfepocitany dle nasledujiciho vzorce na vypocet procenta specifické cytotoxicity.

RLU exp — RLU spont— RLU ef f
RLU max—RLU spont—RLU eff

% Specificke Cytotoxicity = 1- [ ] x 100%

Hodnoty zmétené na scintilacnim pocitaci byly na cytotoxickou aktivitu prepocitany

podle tohoto vzorce:

aktivita vzorku—spontanni uvolnéni

Cytotoxicka aktivita = x 100%

maximalni uvolnéni—spontanni uvolnéni

Tato procenta pak byla vyhodnocena v programu STATISTICA pomoci dvouvybérového
Studentova t-testu.
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3.8 Pokus €. 1: Porovnani cytotoxického efektu neutrofilit na melanomové

buiiky s navazanym ligandem laminarinem DOPE a bez ligandu

Buiiky melanomu B16-F10 a neutrofily byly pfipraveny zptisobem, ktery byl popsan
v kapitole 3.4. Do 96-jamkového panelu s kulatym dnem pak byly pfidany buiky v rtiznych
smésich, jejichz rozlozeni na desti¢ce ukazuje Obr. 2. Do vsech jamek bylo ptidano 20ul
BrdU labeling solution z cytotoxického testu Ziva-Tox, poté probihala c¢tyfhodinova
inkubace v termostatu (37°C, 5% CO) a dale se postupovalo podle navodu pro vyhodnoceni
cytotoxického testu, ktery je ve stru¢nosti popsan vySe. Pokus ve stejném schématu byl

opakovan pétkrat, ve vysledcich je zahrnut pouze reprezentativni vysledek.

1 2 3 4 5 6 7 8
B B16-F10 +
B16-F10 + B16-F10 + T
L | B16-F10 +| Laminarin
0,1%roztok |B16-F10| Laminarin | Neutrofily ]
neutrofily DOPE +
azidu sodného DOPE _
D neutrofily
E
F
G

Obr. 2: Schéma 96-jamkového panelu s rozlozenim bunék. Melanomové bunky (B16-F10),
efektorové bunky (neutrofily) a ligand (laminarin DOPE).

3.9 Pokus €. 2: Porovnani cytotoxického efektu neutrofili na buiiky melanomu

S navazanym laminarinem a za pritomnosti volného laminarinu

Pro vylouceni cytotoxického efektu samotného ligandu byla do pokusu zafazena smés
bunék obsahujici neutrofily, melanomové bunky a ligand bez kotvici ¢asti DOPE; stejn¢ jako
dal$i smés obsahujici melanomové burniky a ligand bez kotvici ¢asti. Volny laminarin byl
ptidavan v objemu 20ul/jamku o vysledné koncentraci 0,02mM a byl pfitomen po celou

dobu inkubace. Dalsi schéma pokusu zistalo stejné, jako v pokusu piedchozim.
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3.10 Pokus ¢. 3: Zjistovani cytotoxického efektu metodou pocitani bunék

Vv Biirkerové komurce

Jako alternativu K cytotoxickému testu jsme zkouSeli bufiky pocitat mechanicky
Vv Biirkerové komirce za pomoci barveni trypanovou modii. Neutrofily a bunky B16-F10
byly pfipraveny stejn¢ jako na cytotoxicky test. Pomér efektorovych bun€k k cilovym byl
20:1, priemZ buiiky melanomu byly v koncentraci 10° bundk/ml a neutrofily 2x10°
bunék/ml, do panelu byly buriky rozplnény v objemu 100ul/jamku. Inkubace probihala ptes
noc v termostatu (37°C, 5% CO,). Po skonceni inkubace byly jamky 2x proplachnuty PBS a
trypsinovany v 50ul roztoku versenu a trypsinu po dobu 5 minut. Pdsobeni versenu a
trypsinu bylo zastaveno pfidanim 150ul media. Kazda jamka pak byla dikladn€ promichéna
pipetou a bylo odebrdno 50ul, které se smichaly v poméru 1:1 s trypanovou modii a
melanomové buiiky byly pocitany v Biirkerové komtrce. Kazda jamka byla pocitana trikrat.
Mrtvé buiiky se do vysledkll nezapocitavaly a diky odlisné velikosti bylo snadno poznatelné,
zda se v komurce jedna o neutrofil ¢i melanomovou buiiku. Zaznamenany pocet bunék byl
nasledné prepocitdn na pocet bunck v jednom mililitru a tyto vysledky byly statisticky

vyhodnoceny.

3.11 Pokus &. 4: Zjistovani cytotoxického efektu pomoci izotopu *'Cr

Melanomové buiiky byly pomoci versenu s trypsinem sklizeny, nafedény na pottebnou
koncentraci a prevedeny do objemu 50ul media RPMI s 10% FCS. K této suspenzi pak byl
piidan chroman sodny (Na,>’CrQy) o aktivité 50uCi a smés byla inkubovéana pal hodiny
Vv termostatu (37°C, 5% CO,). Po 30 minutach byl ptidan 1ml media, smé&s byla rozdé€lena na
dv¢ Casti a jedna dopln€na jesté¢ o 50ul 2mM roztoku laminarinu DOPE, nasledovala
inkubace dalSich 30min za stejnych podminek. Po celkové hodinové inkubaci byly obé smési
bun¢k 2x promyty mediem RPMI s 10% FCS kvuli odstranéni pfipadného nenavazaného
ligandu a neabsorbovaného chromu. Neutrofily byly pfipraveny stejnym zptsobem, jako jiz
bylo uvedeno vyse. Efektory s cili byly smichany v poméru 10:1 (SXIO5 neutrofilti/jamku;
5x10* nadorovych bunék/jamku) ve vysledném objemu 200ul/jamku. Inkubace probihala 4
hodiny v termostatu (37°C, 5% CO,), poté byla desticka centrifugovana (5min, 4°C,
1000rpm), z kazdé jamky bylo odebrano 30pl supernatantu do zkumavky, smichano s 250ul

scintila¢niho roztoku a takto pfipravené vzorky byly méfeny na scintilacnim pocitaci.
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4  Vysledky

4.1 Pokus ¢. 1: Porovnani cytotoxického efektu neutrofili na melanomové

butiky s laminarinem DOPE a bez ligandu

V tomto pokuse byl sledovan vliv navazaného ligandu (laminarin DOPE) na
cytotoxicky efekt neutrofilii na melanomové buiiky ve ctythodinovém testu. Vysledky jsou
uvedeny na Obr. 3. Z grafu je patrné, Ze ve skupin¢ 2, kde byly obsazeny efektorové buriky a
melanomové bunky s navazanym ligandem, maji neutrofily vyssi cytotoxicky efekt nez ve
skuping€, kde byly pouzity nadorové bunky bez ligandu. Rozdil mezi obéma skupinami je

statisticky vyznamny (P<0,05).
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Obr. 3: Porovnadni cytotoxického efektu neutrofilii na melanomové bunky samotné

(skupina 1) a na melanomové bunky s navazanym laminarinem DOPE (skupina 2)

(P<0,05).
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4.2 Pokus ¢. 2: Porovnani cytotoxického efektu neutrofilii na buiiky melanomu

S navazanym laminarinem a za pritomnosti volného laminarinu

Cilem pokusu bylo ovéfit, zda volny laminarin ovliviiuje protinddorovy ucinek
neutrofili (Obr. 4). Efekt volného laminarinu na cytotoxicitu neutrofild nebyl statisticky
prukazny V porovnani s kontrolnimi neutrofily bez ligandu (zfejmé kvuli velkému rozptylu
hodnot), ale z grafu je patrné, Ze pfitomnost volného laminarinu ma na neutrofily vliv.
Kontrolni skupina 1 obsahovala sm¢s melanomovych bunék s volnym ligandem, z jehoz

vysledného cytotoxického efektu je patrné, ze samotny volny ligand naddorové bunky nijak

neovliviuje.
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Obr. 4: Cytotoxicky efekt neutrofilii na bunky B16-F10 (skupina 2) Vv porovnani
S cytotoxickym efektem neutrofilii na stejné burnky za pritomnosti volného ligandu (skupina 3)
a kontrola v podobé cytotoxického efektu samotného volného laminarinu na melanomové

bunky bez efektorii (skupina 1).
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Studenttiv t-test byl provadén pro porovnani skupiny 2 a skupiny 3, skupina 1 je
v grafu zahrnuta pouze jako kontrolni. Zaporné hodnoty cytotoxické aktivity u této skupiny
jsou zpusobeny tim, ze inkorporace BrdU zméfena na luminometru byla u kontrolni smési
melanomovych bunék s volnym ligandem vysSi nez u skupiny obsahujici samotné
melanomové buiky bez dalSich ptidanych latek. Tim je potvrzeno, Ze samotny volny ligand
nema na cilové bunky zadny vliv, ale zda se, ze néjakym zplsobem ovliviiuje neutrofily.
Naopak procenta cytotoxické aktivity vyssi nez 100% u skupiny 3 jsou zpiisobena tak
vyraznou inhibici inkorporace BrdU do DNA, Ze po odecteni RLU spont. a RLU eff.
vychazel ¢itatel zlomku (kapitola 3.7) zaporny, coz po jeho odecteni od jedné zpusobilo
hodnotu vyssi nez 100%. Ze tfech opakovani se hodnota vyssi nez 100% vyskytla pouze

jednou, je tedy mozné, Ze byla zplisobena chybou pii provadéni testu.
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4.3 Pokus €. 3: Zjistovani cytotoxického efektu metodou pocitani bunék

Vv Biirkerové komurce

Cilem pokusu bylo ovétit vysledky ziskané V cytotoxickém testu Ziva-Tox
alternativnim testem zalozenym na pocitani zivych melanomovych bunék. (Obr. 5). Je
patrné, ze mezi skupinou, obsahujici smés neutrofilii a nadorovych bun¢k a mezi skupinou,
kde byly netrofily spolu s nadorovymi bunikami oznaenymi ligandem, neni statisticky

vyznamny rozdil.
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Obr. 5: Porovnani cytotoxického efektu neutrofilit na bunky B16-F10 (skupina 1) a na burnky
B16-F10 znacené laminarinem DOPE (skupina 2).
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4.4  Pokus &. 4: Zjistovani cytotoxického efektu pomoci izotopu °'Cr

Tento pokus byl zaméfen na vyzkouSeni alternativniho cytotoxického testu k Ziva Tox
testu. Byl pouzit radioaktivni chrom a procenta cytotoxicity byla vypocitana podle mnozstvi
uvolnéného chromu zlyzovanych cilovych bunék. Vysledna cytotoxickd procenta
vypocitand z udajii naméfenych na scintilacnim pocitaci jsou znazornéna na Obr. 6. Mezi
neutrofily pisobicimi na melanomové buniky samotné a na melanomové bunky s navazanym

laminarinem DOPE je statisticky vyznamny rozdil (P<0,05).

12

10

Procenta cytotoxicity

Skupina

Obr. 6: Cytotoxicky efekt neutrofilit na buriky melanomu bez ligandu (skupina 1) a na buriky
melanomu s navazanym laminarinem DOPE (skupina 2), rozdil je statisticky vyznamny
(P<0,05).

Tento test ukazuje, Ze pusobeni neutrofili na melanomové builky bez ligandu je
statisticky priikazné vyssi nez jejich plisobeni na buiiky s ligandem. Je tfeba ale poznamenat,
ze vysledna cytotoxicka procenta jsou velmi nizka (prameér 6% u skupiny, kde byly buiky
bez ligandu) a u skupiny, kde byl na melanomové bunky navazan ligand, vychazely dokonce

zaporné (prumér -2%). Lze to vysvétlit relativné vysokymi hodnotami spontdnniho uvolnéni

24



radioaktivniho izotopu u bun¢k kultivovanych bez efektorti. Problém vysokého pozadi u
tohoto typu testu zminuji i Barttinkova a Paulik (2005) a poukazuji na jeho Casty vyskyt pfi

pouziti cilii ve form¢ nadorovych bun¢k.
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5 Diskuze

Cilem bakalaiské prace bylo podrobnéji se seznamit s imunitnimi mechanismy, které
se ucastni obrany proti nadorim. Z dostupné literatury je ziejmé, Ze se protinadorové
imunity neucastni pouze adaptivni imunita reprezentovana cytotoxickymi T lymfocyty, ale
vyznamnou roli ziejmé hraji i mechanismy pfirozené nespecifické imunity jako jsou NK
bunky, NKT buiky, makrofagy a rizné typy granulocyti. Oba typy imunity v protinadorové
obran¢ nepochybné spolupracuji. Na druhé stran¢ se zejména buiky pfirozené imunity

ucastni mechanismil, pomoci kterych nadory unikaji imunitni kontrole

CD4+ T-lymfocyty mizeme dé€lit na podtypy Twul, Tu2, Tul7 a Treg bunky. Kazdy
z téchto podtypli ma v protinddorové imunité svou roli a ¢asto jsou tyto role antagonistické.
Twl buiiky se vyznacuji expresi IFN-y a TNF-a, ¢imz napoméhaji protinadorové imunité,
Tn2 bunky exprimuji IL-4, -5, -6, -10 a -13, coz zplsobuje blokaci bunécné protinadorové

odpovédi, ale také mize mit vliv na aktivaci B-bunék (Parker et al. 1993).

CD4+ Tyl7 bunky jsou charakteristické expresi IL-17, -17F, -21, -22 a IL-23
receptoru (IL-23R) a jsou znamé pro svoji dvoji roli v protinadorové imunité. Mohou
podporovat jak imunitni reakci proti nadoru diky schopnosti navadéni DC, NK bunék a
CD8+ bunék k nadoru, tak naddorovy riist prostfednictvim pozitivniho vlivu na angiogenezi
(Martin et al. 2012). Zajimava je také jejich schopnost transdiferenciace na regulac¢ni T-
lymfocyty (Treg), které piisobi na imunitni systém supresivné (Feng and Wang 2010), ¢i na

Tnl-like bunky, které produkuji IFN-y a tim reduku;ji nador.

Treg buniky maji fadu schopnosti, jimiz podporuji rast nadoru jako napft.: sekrece
inhibi¢nich cytokinti (Collison et al. 2007); cytolyza NK bungk, T-bunék a DC pomoci
preforinu a granzymu-B (Cao et al. 2007) nebo inhibice funkce DC expresi molekul jako je
CTLA-4 ¢i LAG-3, které potlacuji zrani DC (Liu and Wang 2009). Neni tedy piekvapujici,
ze akumulace Treg bun¢k pii nadorovém onemocnéni znamena negativni prognozu. Jsou ale
Znamy i pfipady, kdy nahromadéni Treg bun€k pisobilo jako ptfiznivy faktor (Ladoire et al.
2011).
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Podobné jako CD4+ T-lymfocyty, i makrofagy maji vice subtypll. Protinddorové
ucinky M1 fenotypu Tumor associated macrophages (TAM) byly prokazany diky produkci
chemokint a cytokint jako je napf. IL-6, TNF-a, IL-23 a IL-12, které aktivuji NK buiky a
Tyl bunky. Na druhou stranu M2 fenotyp TAM produkci TGF-B a IL-10 inhibuje
protinadorovou imunitni odpovéd (Biswas and Mantovani 2010). Foster et al. (2007)
poukazuje na schopnost makrofagl, kterd se podobd imunitni paméti bun¢k adaptivni
imunity. Toto chovani spoc¢iva v modifikaci histon po setkani s patogenem tak, aby byla

burika adaptovana na opetovné setkani.

Analogicky Kk makrofagim maji i neutrofily dva fenotypy, které jiz byly kratce
zminény v kapitole 1.2.2. Tyto TAN maji oproti ,klasickym® neutrofilim vyznamnou
up-regulaci riznych cytokinti a chemokintl, coz naznacuje, Ze hraji dilezitou roli v navadéni
ostatnich bun€k imunitniho systému smérem k nddoru (Fridlender and Albelda 2012). Daéle
mezi protinadorové G¢inky patii jejich cytotoxicita diky ROS (reactive oxygen species). Na
druhou stranu Queen et al. (2005) popisuje, ze nadorové bunky jsou schopny stimulovat
neutrofily k produkci oncostatinu-M, ktery podporuje tvorbu metastaz a angiogenezi. TAN
mohou inhibovat funkce T-bun¢k (Fridlender and Albelda 2012) a dokonce hraji roli pfi
iniciaci vzniku nadoru (Piccard et al. 2012). Mezi protinadorové ucinky ,,béznych*
neutrofild pak patii schopnost slouzit jako antigen prezentujici buniky (APC), coZ je €ini

zodpovédné za imunitni odpoved’ Thl a Ty17 bunék (Abdallah et al. 2011).

V zéavislosti na vySe uvedenych poznatcich o fungovani imunitniho systému se
objevuji stale nové imunoterapeutické pristupy zalozené bud’ na podporovani jedné, nador
potlacujici vétve imunity, ¢i na inhibici druhé, imunosupresivni vétve. Z téchto terapii
nepochybné stoji za zminku blokace antigenu CTLA-4 (cytotoxin T-lymphocyte antigen-4)
pomoci monoklonalni protilatky. CTLA-4 je inhibi¢ni receptor exprimovany na povrchu
efektorovych T-bun€k a sniZzuje jejich aktivaci. Blokaci tohoto receptoru za pomoci
monoklonélni protilatky bylo v klinickém testovani dosaZeno zvySeni primérné doby pieziti
az o 3,5 mésice a pracuje se na optimalizaci ddvkovani a kombinaci monoklondlni protilatky
s dalSimi latkami (Shanker and Marincola 2011). S dal$im zajimavym pfistupem pfisSel Ries
et al. (2014), jehoz terapie je zalozena na podani protilatky proti receptoru pro colony-
stimulating-factor 1 (CSF-1), ktery je zasadni pro ptezivani tumor-infiltrujicich makrofagu.
Po podani protilatky dochéazi k vyrazné redukci TAM a k zvySeni poméru CD8+ bunék ku
CD4+ bunkam. Tel et al. (2012) uvadi ptekvapivou schopnost dendritickych plazmatickych
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bun¢k produkujicich interferony typu I zabijet nadorové builky. Pocatecni nadSeni pro
vyuziti téchto bunck jako vakcin proti nadorovym onemocnénim se nesetkalo s odpovédi u
pacientd v Klinickém testovani (Palucka et al. 2010), ale pfesto ma vyuziti zabije¢skych
dendritickych bunék v protinddorové terapii budoucnost minimalné€ co se rekombinantnich
chemoterapeutickych ¢i radioterapeutickych vakcin tyce (Hanke et al. 2013). Pokud budou
blize prozkouméany mechanismy pisobeni téchto bun¢k a bude mozné vyuzit jejich
kombinovany potencial jakozto bunék zaroven efektorovych a antigen prezentujicich,

vysledna imunoterapie by mohla byt velmi efektivni.

DalSim z pfistupl V imunoterapii nadorii je pouziti agonistii Toll-like receptorti pro
1é¢bu naddorovych onemocnéni a alergii (Kanzler et al. 2007). Problém v podobé rozpoznani
cile takto aktivovanymi bunikami pfirozené imunity vyfesila Janotova et al. (2014) pomoci
zkombinovani agonisty Toll-like receptoru lipopolysacharidu s agonistou fagocytarniho
receptoru navazanym na cilovou, nadorovou buniku. Vysledky jejich vyzkumu koresponduji
s jiz znamymi fakty o vzdjemném pusobeni Toll-like receptorii a fagocytarnich receptorti
(Underhill and Gantner 2004) a diky ukotveni nizkomolekularniho B-glukanu laminarinu
pfimo na povrch cilovych bunék nalézaji vyuziti tohoto ligandu v protinddorové imunit¢,

prestoze nekotveny laminarin je znam jako inhibitor dectinu-1 (Frasnelli et al. 2005).

Z vysledkll nasich pokust je patrné, Ze cytotoxické testy vyzadujici lyzu cilovych
bunék (pocitani bunc¢k v Biirkerové komdrce, cytotoxicky test pouZivajici radioaktivni
chrom) nemaji pfi stejném uspofadani pokusu shodny vysledek jako pii pouziti testu Ziva
Tox. Vzhledem k tomu, ze efekt liganda fagocytarnich receptort jsme prokazali opakované
in vitro a Janotova et al. (2014) také in vivo, zda se, Ze pro testovani cytotoxického efektu
neutrofili na melanomové buiikky jsou vhodné cytotoxické testy, které nevyzaduji lyzu
cilovych bun¢k. V piipad€ Ziva Tox testu se jedna o méfeni miry inhibice syntézy DNA, coz
by naznacovalo, ze neutrofily maji zfejm¢ dosud ne zcela objasnéné mechanismy, jakymi

mohou ovliviiovat zivotaschopnost nadorovych bungk, aniz by je piimo lyzovaly.

Frasnelli et al. (2005) ve své praci uvadi, Ze volny laminarin piisobi jako inhibitor
dectinu-1, coz by nasvédcovalo tomu, ze za jeho pfitomnosti budou obsazeny fagocytarni
receptory na neutrofilech a jejich imunitni odpovéd’ proti nadorovym buitkdm bude sniZena.
Nase pokusy ale ukazaly opacnou tendenci. Janotova et al. (2014) ve své praci, kde testuje
vliv fagocytarnich receptori (mimo jiné i laminarinu) in vivo, uvadi, Ze po vpraveni volného

laminarinu do mysiho peritonea nebyl prokdzan zadny vliv na redukci naddoru. Tento rozpor
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Vv in vivo a in vitro testech si vysvétlujeme tim, ze cely mechanismus psobeni neutrofilti na
nadorové bunky je prozkouman zatim jen minimalné a v téle mysi, kde jsou neutrofily
soucasti komplexniho ptsobeni imunitniho systému, muze dochazet k interakcim, které
nejsou Vv in vitro pokusech mozné, a tak mohou byt odli$né i vysledky. Bylo by do budoucna

vhodné timto smérem orientovat dalsi vyzkum.
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6 Zavér

e Protinadorova imunita je slozity systém, jehoz slozky mohou pisobit rizné podle
prostiedi, ve kterém se vyskytuji. VétSina bunék ma jak pronadoroveé, tak

protinadorové ptisobeni.

e Role pfirozené imunity v obran¢ proti nadoru je stale jeSté velmi malo prozkoumana,
ale porozuméni jejim mechanismiim slibuje mozné vyuziti v terapii proti nadorovym

onemocnénim.

e Ligand fagocytarniho receptoru — laminarin po navdzani na nadorové bunky

prokazatelné zvysuje cytotoxicky efekt neutrofilli na tyto bunky.

e Pro zkoumani cytotoxického efektu neutrofili na nddorové bunky se jako

v

nejvhodnéjsi jevi cytotoxicke testy, které nejsou zalozené na lyze cilovych bunék.
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7 Seznam zkratek

ADCC = Antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity, na protilatkach zavisla buné¢na

cytotoxicita

APC = antigen presenting cells, antigen prezentujici buniky

BrdU = bromodeoxyuridin

CARs = chimérické antigenni receptory

CSF-1 = colony-stimulating-factor 1 , kolonie stimulujici faktor 1

CTLA 4 = cytotoxic T-lymphocyte-associated antigen 4, antigen asociovany s cytotoxickymi
T-lymfocyty

DNA = deoxyribonukleova kyselina

DOPE = -(Succinimidyloxy-glutaryl)-L-a-phosphatidylethanolamin, Dioleoyl
EBV = virus Epsteina a Baaroveé

GM-CSF = granulocyte-macrophage colony-stimulating factor
HBV = hepatitis B virus, virus hepatitidy B

HIV = virus lidské imunitni nedostate¢nosti

HLA = human leukocyte antigen, lidsky leukocytovy antigen
HPV = lidsky papilomavirus

IFNa = interferon o

IL- = interleukin-

KIR = killer imunoglobulin-like receptor

LDH = laktat dehydrogenaza

LPS = lipopolysacharid

MADbs = monoklonalni protilatky
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MCA = metylcholantren

MDSC = myeloid-derived suppressor cell, supresorové buniky myeloidni fady
NCR = natural cytotoxicity receptor,

NK bunky= natural Killers, ptirozeni zabije¢i

NETs = neutrophil extracellular traps, neutrofilové extracelularni pasti

PAMPs = pathogen associated molecular patterns, s patogenem asociované molekulové

vzory
PRRs = pattern recognition receptors, receptory rozpoznavajici motivy patogent
RLU = relative light unit

RNA = ribonukleova kyselina

ROS = reactive oxygen species,

SIRP a = signal-regulatory protein alpha

TAM = tumor-associated macrophages, s nadorem asociované makrofagy

TAN = tumor-associated neutrophils, s nadorem asociované neutrofily

TGF-p = transforming growth factor-g, transformujici ristovy faktor 8

Tw = pomocné T-lymfocyty

TILs = tumor infiltrujici lymfocyty

TLR = ligand Toll-like receptoru

TNF = tumor necrosis factor, faktor nadorové nekrozy
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