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Studium funkce T-lymfocyti u prasat s dédiénym
melanomem

Souhrn

Maligni melanom kiiZze vzniké neoplastickou proliferaci koZnich melanocytii. Jedna se o
nador s nejrychleji vzriistajicim se vyskytem na svété. U néckterych lidskych nadorovych
antigent byly zjiStény specifické T bunééné odpovédi. Pro studium faktorti zodpovédnych za
rozvoj nadorl a pro hledani novych, vice efektivnich terapeutickych technik, je velmi dilezité
vyuzivani zvifecich modeld. Prasec¢i melanom je v biochemickych, imunohistochemickych
a molekularn€ biologickych vlastnostech velmi podobny lidskym malignim melanomtm.
Prasata MeLiM (Melanoma bearing Libechov Minipig) maji schopnost spontanni regrese
melanomu, jejiz mechanizmus neni dosud znadmy. Predbézné vysledky ukazuji zvySené
mnozstvi proteinl teplotniho Soku a nasledné zvysSeni infiltrace tumoru T lymfocyty. U rychle
rostoucich nadorii nastava spontanni regrese ve véku tii az ¢ty méesicli, u pomalu rostoucich
nadori ve véku péti az sedmi mésica.

Byla stanovena hypotéza, Ze regrese melanocytd je spojena s aktivaci T lymfocyti,
ktera se po stimulaci nadorovym antigenem projevi zvySenou proliferaci a produkei cytokinti.
Cilem prace bylo zavést metody pro detekci specifické imunitni odpovédi v periferni krvi u
prasat s melanomem a ovéfit hypotézu.

Pro vykonané experimenty byla prasatiim rtizného stafi odebrana periferni krev z vena
Jjugularis. Pro vyhodnoceni exprese cytokinii a méfeni podilu proliferujicich CD4" T
lymfocytd byla prasata rozdélena do tfi skupin: na Ctyftydenni, devititydenni
a Sestnactitydenni. Jako kontroly, byla pouZita stejné¢ stard zdravd bild prasata. Prvni
zavadénou metodou bylo intracelularni barveni IFNy. U této metody jsem si pouze ovéfili, Ze
jsme schopni intracelularni IFNy oznalit a detekovat ho. Nasledovalo stanoveni exprese
vybranych cytokinl, méfenych po stimulaci mononuklearnich bunék PMA a ionomycinem.
Zjistili jsme, ze rozdil mezi Ctyf a devititydennimi prasaty neni statisticky vyznamny.
U Sestnactitydennich prasat byl pozorovéan vyrazny pokles relativni exprese vétSiny cytokini.
Posledni metodou bylo méfeni prolifera¢ni aktivity u CD4" T lymfocytl. Po stimulaci

mononukledrnich bun¢k lyzatem z melanomu, byly objeveny rozdily v proliferaci bun¢k ve



fazi spontanni regrese nadord. Z vysledkli je patrné, Ze narast proliferujicich bunék
u devititydennich prasat koreluje s jiz nastartovanou imunitni odpovédi proti melanomiim.
Podobng, jako u meéfeni exprese cytokinli, bylo procento proliferujicich bunck
u Sestnactitydennich prasat vyrazn¢ snizeno.

Vzhledem ktomu, Ze u nejstarSich prasat doSlo k poklesu proliferace a exprese
cytokinl, byla hypotéza potvrzena jen Castecné. Vysledky by bylo dobré ovéfit v dalSich
experimentech, pro jejichz zopakovani se jako nejvhodnéj$Si metody jevi barveni
intracelularniho IFNy a méfeni proliferaéni aktivity CD4" T lymfocytii. Zajisténi dat o rozvoji
imunitni odpovédi v ¢ase, by mohlo pomoci pfi objasfiovani mechanismu spontanni regrese

u prasat a k dal§imu vyuziti v protinddorové 1¢cbé u lidi.
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Study of T-lymphocyte function in pigs with hereditary
melanoma

Summary

Malignant skin melanoma is developed by neoplastic proliferation of skin
melanocytes. This tumor has the highest raising rate of occurrence in the world. There have
been some specific T-cells answers of human tumor antigens detected. The animal models are
very important for research of factors responsible for tumor development and searching for
new and more effective therapy techniques. The pig melanoma is in biochemical,
immunohistochemical and molecular ways very similar to the human one. The MeLiM pigs
(Melanoma bearing Libechov Minipig) have the ability of spontaneous melanoma regression.
Its mechanism is not known yet. Preliminary outcomes show higher amount of thermal shock
protein following by higher T lymphocytes tumor infiltration. The regression comes at age of
three to four months in case of fast growing tumor, in case of slowly growing one at age of
five to seven months.

There was a hypothesis determined, that regression of melanocytes is connected to T
lymphocytes activation that shows higher proliferation and cytokines production after tumor
antigen stimulation. The goal of this diploma thesis was to implement methods for detection
of specific immune answers in peripheral blood of pigs with melanoma and to verify this
hypothesis.

For executed experiments the peripheral blood from vena jugularis of pigs of different
age was removed. For evaluation of cytokines expression and proliferating CD4" T
lymphocytes share measurement, the pigs were divided to three groups by the ages: four
weeks old, nine weeks old and sixteen weeks old. The same old healthy white pigs were used
as check. The first implemented method was intracellular staining by IFNy. With this method,
we only confirm that we are able to identify and detect intracellular IFNy. The next step
was chosen cytokines expression assessment measured after PMA and ionomycin
mononuclear stimulation. The difference between four and nine weeks old pigs is statistically
insignificant. The significant decrease of expressed cytokines by sixteen weeks old pigs was
observed. The last method was proliferous activity of CD4" T lymphocyte measurement.
After stimulation of mononuclear cells by melanoma lysate, the differences in cells

proliferation in spontaneous tumor regression were discovered. There is evident that increase



of proliferating cells by nine weeks old pigs correlates with already started immune answer
against melanomas. The percentage of proliferating cells at the group of sixteen weeks old
pigs was distinctly reduced, similarly to cytokines expression measurement.

Due to decrease of proliferation and expression at the group of the oldest pigs, the
hypothesis was confirmed only partially. These outcomes are recommended to verify in other
experiments. The most appropriate methods for the repetition are intracellular IFNy staining
and measuring the proliferation activity of CD4" T lymphocytes. The real — time
immunologic answer data detection could help with pig’s spontaneous regression mechanism

clarification and further usage in antitumor treatment.

Keywords: T lymphocyte, pig, melanoma, melanoma regression, cytokines
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1 Uvod

Melanom vznika neoplastickou proliferaci melanocytl. Radi se mezi nejagresivngjsi
tumory s vysokou letalitou. Vyskyt kozniho melanomu se u clovéka kazdych deset let
zdvojnésobi. V soucasné dobé ptipadd v Evropé na 100 000 obyvatel 15 nové hladSenych
melanomi ro¢né. Kromé kiize se mlze vyskytnout i v oku, mocovém méchyii, organech
travici soustavy, plicich, vajecniku, srde¢ni svalovin¢ a zlu¢niku. VSechny formy melanomu
mohou tvofit metastadze zejména v kiizi, podkozi a lymfatickych uzlinach. Na vznik maligniho
melanomu maji vliv genetické predispozice, fenotyp a pisobeni rizikovych faktora.

Pro studium faktori zodpovédnych za rozvoj nddorti a pro hledani novych, vice
efektivnich terapeutickych technik, je velmi dulezité vyuzivani zvitecich modelii. V soucasné
dobé existuje jen par druhii vhodnych jako experimentalni modely pro vyzkum melanomu.
Mnoho z nich potiebuje pro vznik nadoru plsobeni karcinogenu a UV zafeni nebo vloZeni
znamého onkogenu. Naproti tomu u nékterych pigmentovanych plemen prasat dochazi
ke spontannimu vzniku téchto tumort. Z téchto prasat proto byla vyslechténa nova plemena,
u kterych dochézi k vysokému vyskytu tumorl jiz pfed tfetim meésicem veéku. Takovym
plemenem je MeLiM (Melanoma bearing Libechov Minipig). Prase¢i melanom je
v biochemickych, imunohistochemickych a molekularné biologickych vlastnostech velmi
podobny lidskym malignim melanomiim.

U 96 % MeLiM prasat je pozorovana kompletni spontanni regrese nadort, doprovazena
kozni depigmentaci. Mechanizmus regrese melanomu neni dosud znamy. Predbézné vysledky
ukazuji zvySené mnozstvi proteinii teplotniho Soku a nésledné zvySeni infiltrace tumoru
T lymfocyty, z ¢ehoZ se da usoudit, Ze za regresi nddoru stoji bunécna protinddorova imunita.
Objasnéni mechanismu spontanni regrese melanomu u prasat by mohlo vést k vyznamnému

posunu ve vyzkumu 1é¢by malignich melanomti u lidi.
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2 Védecka hypotéza a cile prace

Byla stanovena hypotéza, Ze regrese melanocytld je spojena s aktivaci T lymfocyti,

ktera se po stimulaci nddorovym antigenem projevi zvySenou proliferaci a produkei cytokini.

Cilem této diplomové prace je:
* zavést metody pro detekcei specifické imunitni odpovédi v periferni krvi u prasat
s melanomem: intracelularni barveni IFNy, stanoveni exprese cytokinii pomoci
PCR, detekce prolifera¢ni aktivity CD4" lymfocytii barvenych CFSE
* ovéfit hypotézu prostfednictvim stimulace T lymfocyti nddorovym antigenem

a nasledné méfenim jejich proliferace a produkce cytokinti
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3 Literarni resSersSe
3.1 Lymfocyty

Lymfocyty jsou zadkladni buiiky lymfatické tkané, lymfy a krve. Jsou to kulaté
mononukledrni buniky o priméru 7 az 12 uwm s velkym jadrem obalenym malym mnozZstvim
cytoplazmy, kterd je vétSinou bez granul (Rovensky, 2006). Jejich ukolem je specifické
rozpoznani antigenu s naslednou regulacni nebo efektorovou funkci (Toman a kol., 2009).
Na zédklad€ funkce, povrchovych znaki a ultrastruktury se lymfocyty déli do tii hlavnich
skupin: na B lymfocyty, T lymfocyty a NK buiiky (Rovensky, 2006). Mimo tyto hlavni
skupiny existuji jest¢ lymfocyty Gcastnici se cytotoxickych reakei zavislych na protilatce —
ADCC, které zabijeji bunky obalené protilatkami IgG. Dale bunky LAK (lymphokine
activated killers), jez po aktivaci vykazuji protinddorovou cytotoxicitu. Nadory taktéz
infiltruje specifickd populace lymfocyti TIL (tumor infiltrated lymfocyte). Tyto tfi skupiny
jsou aktivovany cytokinem IL — 2 (Toman a kol., 2009).

Lymfocyty, jakozto soucdst imunitniho systému, vznikaji ve vziajemné souhie
se systémem ob&hovym. Jejich kmenové buniky pochédzi z epiblastli zadni ¢asti primitivniho
prouzku. Objevuji se nejdiive v oblasti mezi aortou, mezonefros a genitalni ryhou, pozdéji
se pfesouvaji do jater. Jsou to pluripotentni buniky, ze kterych se diferencuji veskeré krevni
a imunitni buniky. V jatrech embrya dozrdvaji nejprve erytroblasty, makrofadgy, dendritické
buiiky, megakaryocyty a krevni desticky (Zon, 1995). Dale se objevuji prekurzory lymfocyta,
NK bunky a granulocyty. Nejpozdéji se objevuji prekurzory bunék specifické imunity, pro —
B bunky v jatrech a pro — T bunky v brzliku. Zralé T a B lymfocyty kooperuji ve slezing,
pozdé€ji v ontogenezi v miznich uzlindch a lymfatickych strukturdch v systému slizni¢ni
imunity (Raulet and Melchers, 2001).

Kostni dfeit je definitivnim mistem krvetvorby v postnatdlnim obdobi. Diky
adhezivnim molekulam VLA — 4 (very late antigen — 4) jsou kmenové buiky navazany
na molekuly VCAM (vascular cell adhesion molecule) stromatu kostni difené. Zde dozravaji
pod vlivem cytokinii SCF (stem cell factor), interleukini IL — 6 a IL — 12, LIF (leukemia
inhibitory factor) a mnoha transkripénich faktord. Vlivem dalSich cytokinii diferencuji
v jednotlivé linie imunitnich bun¢k (Toman a kol., 2009).

Prekurzorem lymfocytd je lymfoblast, jehoz diferenciace je fizena specifickymi
transkripénimi faktory, naptiklad GATA — 3, PU.1 a Ikaros. Dal§im stddiem je prolymfocyt,

ktery je mens$i nez lymfoblast s centrdlnim jaddrem a dobfe patrnym centralnim nukleomem.
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Zraly lymfocyt je charakteristicky velkou funkéni variabilitou a plasticitou. Jejich vyvoj je
uskuteciiovan v primarnich a sekundarnich lymfatickych organech (Penka, Tesafova a kol.,
2011).

K primarnim lymfatickym orgdntim patii brzlik a kostni dfeii. V téchto organech
buiiky vznikaji a vyzravaji. Mezi sekundéarni lymfatické organy jsou fazeny lymfatické uzliny,
slezina, lymfoidni tkdné€ ve sliznicich a mandle. Tyto struktury jsou osidleny zejména zralymi
lymfocyty, které se zde mohou seskupovat do zoén s jednim pievladajicim bunéénym typem
(Jilek, 2014).

Lymfocyty opoustéjici primarni lymfatické orgény jsou nazyvéany naivni lymfocyty.
Tyto buiiky se dosud nesetkaly se specifickym antigenem, tudiz jsou neaktivované
a nediferencované (Rovensky, 2006). Po setkani scilovymi antigeny jsou lymfocyty
pfeménény na pamétové nebo efektorové buiiky v podobé plazmatickych ¢i cytotoxickych
T lymfocyth (Penka a kol., 2011).

V krvi se vyskytuji jen asi 2 % lymfocyti, vétSina se naléza v lymfatickych organech
a intersticiu. Lymfocyty recirkuluji z krve do miznich orgdnti nebo do intersticia a lymfou
zase zpét do krve (Liillmann—Rauch, 2012). Neustale cirkuluje méné nez 10 % lymfocyti,
z nichZ ma schopnost recirkulovat asi 70 %. Tuto schopnost maji zejména dlouho Zijici zralé

T lymfocyty, ale také pamétové B lymfocyty. Zbytek ziistadva usazeny ve tkanich a organech

(Rovensky, 2006).
3.1.1 NK buiky

NK bunky, neboli pfirozeni zabije¢i, jsou soucasti nespecifické imunity, jez hraje
dilezitou roli v obran¢ hostitele. V periferni krvi tvoii 5 — 10 % z celkového poctu lymfocyth
(Barta a kol., 2008). Jsou to neadherentni lymfocyty diferencujici se ze spole¢ného prekurzoru
s T lymfocyty. V jejich cytoplazmé jsou trvale obsazena cytotoxickd granula, a proto jsou
buiiky také oznaGovany jako velké granuldrni lymfocyty (Sterzl, 1993). V granulech jsou
obsazeny specifické cytotoxické latky — perforiny a granzymy.

Primarni funkci NK bunck je zabijeni infikovanych bunck a produkce cytokind
a chemokini béhem brzké faze patogenni infekce (Assarsson et al., 2004). K dal§im funkcim
jsou fazeny likvidace nadorovych bunék, udrzeni bfezosti, regulace krvetvorby a rlstu jater.
Bunécné funkce jsou regulovany expresi receptorti, které mohou vést k inhibujicim nebo
aktivaénim signdlim. K aktiva¢nim receptorim NK bunék jsou fazeny aktivatory apoptozy
(TNFR1, CD95/Fas), adheziny (ICAM — 1, 2, 3 a intergriny), aktivator proliferace (receptor

pro IL — 2) a receptory pro rozpoznavani a 1yzu (Toman a kol., 2009). Buiiky jsou aktivovany
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interleukiny IL — 2 a IL — 12, interferony IFNa a IFNP. Samy vytvafeji mnoho cytokint,
napf. IFNy, TNF, TGF; neuroadhezini CD56, hormonti (prolaktin), neuropeptidi a opioidd,
jejichz prostfednictvim komunikuji s neurohumoralnim sytémem (Gerner et al., 2009).

Tyto lymfocyty maji schopnost rozpoznavat buiiky s chybéjicim MHC I. Pii setkani
se zdravou bunikou jsou jejich inhibi¢ni receptory navdzany na molekuly MHC I, ¢imZ je
inhibovéna lyza zdravé buiky. V piipad¢ jakykoliv zmén ¢i chybéni molekul MHC I dojde
k cytotoxické reakci (Assarsson et al, 2004).

3.1.2 B lymfocyty

B lymfocyty tvoii 5 — 15 % cirkulujicich lymfocytl. Nejvice se jich naléza v kostni
dfeni a ve sleziné, nejméné v brzliku. U mySi a Clov€ka je kostni dfen hlavnim mistem
postnatalni krvetvorby a zrani B lymfocyth. U fady hospodarskych zvifat (kralik,
ptezvykavci, prase) probiha zrani v lymfatickych tkanich stfeva (Toman a kol., 2009).

Jejich hlavni funkci je produkce protilatek a pozitivni regulace imunitniho systému
pomoci prezentace antigenu T lymfocytd. Mimo to jsou B lymfocyty schopné produkovat
1 cytokiny. Na jedné strané¢ mohou pomoci v efektorové fazi imunitni reakce tim, Ze produkuji
Skalu cytokinii (IFNy a TNFa nebo IL — 4 a IL — 13) v zavislosti na prostfedi, ve kterém
probéhlo prvni setkani B bunck s pfibuznym antigenem. Na stranu druhou mohou pfispét
k udrzeni tolerance vici n€kterym antigeniim prostfednictvim imunoregulac¢nich cytokind
IL — 10 a TGF — B (Rosser et al., 2014).

Protilatky jsou produkovany B lymfocyty do krve po rozpoznani antigenu pomoci
membranovych receptori BCR (Coico and Sunshine, 2009). Zikladnim membranovym
receptorem je IgM. K dal§im imunoglobuliniim jsou fazeny IgG, IgA, IgE, IgD. Jednotlivé
ttidy se mezi sebou lisi délkou fetézcl, strukturou, poctem domén (smycek aminokyselin)
apoctem disulfidickych mustkti mezi lehkymi a tézkymi fetézci. Tézké polypeptidické
fetézce jsou slozeny z jedné variabilni a tii ¢i Ctyf konstantnich domén. Lehké fetézce jsou
sloZzeny z jedné variabilni a jedné konstantni domény. Variabilni domény jsou odlisné podle
antigenu, proti kterému jsou protilatky produkovany (Barta a kol., 2008).

V piipad¢ setkdni B lymfocytu s neproteinovym antigenem dochazi k rychlé reakci
bez asistence T lymfocyti. B lymfocyty, s receptory k takovému antigenu, jsou aktivovany
a nésledné proliferuji. Vzniklé dcefiné bunky se diferencuji na plazmatické bunky produkujici
rozpustné protilatky. Pfi setkdni s proteinovym antigenem je vyzadovano spolupisobeni
T lymfocytd. Prvnim kontaktem s antigenem je spusténa primarni imunitni odpovéd’, pii které

se z naivnich B lymfocyti stanou: a) plasmatické butiky produkujici protilatky s vysokou
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afinitou k antigenu, b) pamétové B lymfocyty. Dojde-li k opétovnému setkani s piisluSnym
nebo podobnym antigenem nastdvd sekunddrni imunitni odpovéd’, kterd je rychlejsi

a ucinngjsi (Lillmann—Rauch, 2012).

3.1.3 T lymfocyty

T lymfocyty jsou zasadni regulacni a efektorovou slozku imunitniho systému, nebot’
kooperaci s B lymfocyty a bunéénymi slozkami nespecifické imunity zajiStuji kompletni
obranu organismu. T lymfocyty pochazeji z lymfoidni linie vytvofené z pluripotentni
kmenové buiiky kostni diené (Bi et al., 2007). Hlavnim mistem dozravani T lymfocyti je
brzlik, ze kterého se dale ptesouvaji do sekundarnich lymfatickych organti — miznich uzlin,
sleziny, lymfatické tkan¢ stfev, lymfatické tkané bronchli a lymfatické tkdné kiize (Barta
a kol., 2008). Podil T lymfocytl u zdravého zvitete je vice nez 60 % ze vSech lymfocytu.
Populace téchto lymfocyti je znacné heterogenni a je rozdélovana podle riznych kritérii

do nékolika subpopulaci (Boon et al., 2006).

3.2 Brzlik a diferenciace T lymfocyti

Brzlik je lymfoepitelialni orgén ulozeny za horni ¢asti hrudni kosti, jehoz hlavni funkci
je dozravani T lymfocytil. K jeho dal$i funkei patii produkce faktorti s vlastnostmi hormond.
Tyto faktory ovliviiuji dozravani prekurzord T lymfocytil, expresi receptorii pro cytokiny
a jejich tvorbu, funkce a mnozeni perifernich T lymfocyti. K produkovanym faktorim jsou
fazeny: IL — 1, IL — 4, IL — 6, tymozin, tymopoetin a tymulin (Nazzal et al., 2014).

Embryonéln¢ vznika brzlik z entodermélniho tfettho a ctvrtého hltanového vacku,
ektodermu zaberni Stérbiny a mezenchymalniho pojiva. U vétSiny obratloveil dosahuje
a preménovat na retrosternalni tukovou tkan (Lavini et al, 2008).

Brzlik je rozd€len na pravy a levy lalok. Kazdy lalok je déle délen vazivovymi septy
do mensSich laliicki. Laltcky jsou tvofeny vnéjsi kiirou (kortexem) a vnitini deni (medulou).
Ve dieni se nalézaji lymfoidni buniky a Hassalova téliska. V klife jsou pocetné zastoupeny
progenitory T lymfocytli — thymocyty. V septech oddé€lujicich jednotlivé lalicky prochdzeji
krevni a lymfatické cévy a nervy (Toman a kol., 2009).

Nediferencované progenitory T lymfocytli pochazejici z kostni diené migruji pres

krevni ob¢h do fetalniho brzliku a kolonizuji korovy epitel jako takzvané pro - thymocyty.
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Zde zacnou produkovat typické znaky T lymfocyti oznaCenych jako CD3/TCR. Nejprve se
u nich za¢nou pifeskupovat geny pro TCRf a TCRd. Poté se na povrchu brzkych thymocyti
objevi pre — TCR slozeny z f fetézce (tzv. TCRa) a CD3 komplexu. Dale pokracuje
preskupovani genli pro TCRa nasledované vznikem definitivniho TCR aff a CD3. V tomto
stadiu vyvoje maji thymocyty na svém povrchu i koreceptory CD4 a CD8. Poté pfichazi
negativni selekce, pifi které se eliminuji autoreaktivni a nereaktivni bunky. Pfi pozitivni
selekci dochazi u bun¢k s nizkou afinitou k MHC k vpusténi bun€k do cirkulace a zachovani
exprese, bud'to CD4 nebo CD8 (Lanzavecchia et al., 1999).

CD molekuly vyjadfuji béhem vyvoje lymfocytl jejich dospélost a funkci. Nejméné
vyzralé jsou buikky CD4" CDS’, po nich nasleduji CD4" CD8" (double positive) a vyzralé
CD4" nebo CD8" (Penka a kol., 2011). Jejich pocet je odlisny u riznych druhd zvitat. CD
molekuly maji tyto funkce: oznaceni funkce builky, umoznéni vzdjemného rozeznani bunck,
kooperace mezi bunkami, receptory pro cytokiny, receptory pro regulatorni a pienosové
proteiny (Bérta a kol., 2008).

U nékterych autoreaktivnich thymfocyt vSak k eliminaci nedojde a vyviji se do tzv.
regulacnich T lymfocyti (Treg), které hraji vyznamnou roli pfi udrZovani tolerance k vlastnim

tkanim (Késser et al., 2008).
3.21 TCR

Komplex TCR se sklada z ¢asti rozeznavajici antigen a ze skupiny nékolika proteinti —
CD3 komplexu, ktery je diileZity pro pienos signalu. Cast komplexu rozeznévajici antigen je
strukturn€ podobnd imunoglobulinlim. Je sloZena ze dvou transmembranovych fetézcl a a B
nebo y a §. Konce téchto fetézcll jsou variabilni a vaze se na né antigen. S TCR spolupracuji
pfi rozpoznavani antigenu koreceptory CD4 a CD8 (Gerner et al., 2009). CD3 komplex ma
pét fetézet (y, 0, €, £ a n), které tvoii transmembranové proteiny, jez asociuji s protein-tyrosin
kindzami (Coico and Sunshine, 2009).

T lymfocyty nesouci TCR ofy rozeznavaji antigen vyskytujici se na povrchu antigen
prezentujicich bunék. K uplatnéni plného aktivacniho signdlu vedouciho k déleni
a diferenciaci lymfocytl je obvykle potfeba piisobeni dal§iho receptoru kostimulaéniho
signalu — CD28. Ten je schopen rozeznat na povrchu bunék produkujicich antigen
kostimulaéni molekuly CD80 a CD86. TCR yd obecné rozeznavaji rtzné povrchové

¢i rozpustné molekuly (Charerntantanakul and Roth, 2007).
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3.2.2 Alfa—beta T lymfocyty

Tyto lymfocyty jsou u vétSiny saveil vice pocetnym typem, ovSem u prasat prevladaji
voT buniky. Vyvijeji se pouze v brzliku. Je moZné je rozdélit podle toho, jestli nesou molekuly
CD4 nebo CD8 (Mingueneau et al., 2013).

Lymfocyty CD4+ rozeznavaji antigenni peptidy prezentované molekulou MHC II.
Vétsinou se jedna o prekurzory pomocnych T bunék (Th), které 1ze rozdélit podle hlavnich
cytokinil, jez produkuji. Th1 maji v jadie transkripéni faktor T — bet a produkuji zejména IL —
2 a IFNy. Th2 maji v jadie transkripéni faktor GATA — 3 a jejich hlavni produkce cytokint
jsouIL — 4, IL — 5, IL — 6, IL — 10. ThO klony je produkovana smés cytokinti Th1 a Th2. Th3
jsou charakteristické velkou produkci TGF — B. Vyznamné prozanétlivé vlastnosti ma IL — 17
produkovany buitkami Th17, jez se diferencuji z ThO (Gerner et al., 2008).

Lymfocyty CD8+ rozpoznévaji antigenni peptidy prezentované molekulou MHC 1.
Jsou to prekurzory cytotoxicky bunék (Tc) nebo builkky pamétové. Tyto buniky maji taktéz
dualezité regulacni funkce, nebot’ produkuji velké spektrum cytokinil (Késser et al., 2008).

Ve variabilnich doménach tetézch a a f se nachazeji nejvice rozliSnad mista tvoiena
aminokyselinovymi zbytky. Tyto hypervariabilni oblasti se nazyvaji komplementarni
determinujici oblasti (CDRI1, CDR2, CDR3). Oblasti CDR1 a CDR2 jsou variabilni
na zaklad¢ zarodetné DNA. Oblast CDR3 ziskava variabilitu na zaklad€ preskupovani

genovych segmentl pii dozrdvani lymfocytl v brzliku (Thorsby, 1999).
3.2.3 Gama —delta T lymfocyty

Bunky tohoto typu v sobé€ spojuji vlastnosti ptirozené i specifické imunitni odpovédi.
V lymfatickych organech se jich mnoho nenachazi, zato tvofi vyznamnou bunécnou slozku
v ktzi, sttevni sliznici a v plicich (Giraldi, 2006). Kromé brzliku se vyvijeji ve stfevnim
epitelu, pokozce, slezing a ve fetalnich jatrech.

Tato populace lymfocytl je jednou z prvnich obrannych bariér téla, kterd vykazuje
cytotoxickou aktivitu. Zarovei je slozena z bunék s regulacni funkci, které produkci cytokinil
ovliviuji af T lymfocyty (Born et al., 2006). Lymfocyty yd jsou schopné rozeznavat
antigenni podnéty, jeZ nemaji charakter peptidi. Svou skladbou se vice podobaji
imunoglobulinim neZ off T lymfocytim (Boismenu et al., 1998). S off buiikami sdileji
cytotoxickou aktivitu a produkci cytokinli IFN — vy, IL — 2, IL — 4 a TNF — a. K dalSim
vlastnostem yd T lymfocyta patii tvorba pamétovych bunck (Kabelitz et al., 1999).
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S ohledem na expresi jsou tyto lymfocyty vétSinou CD4  a CDS8'. Malé mnozstvi

lymfocytli exprimuje CD8" a jesté mensi mnozstvi CD4" molekuly (Davis, 2002).
3.2.4 Regulaéni funkce specifickych T lymfocyti

Imunitni systém se snazi udrzovat imunitni odpovéd’ v rovnovaze mezi dvéma
extrémy. Prvnim extrémem je pfehnané silnd imunitni odpovéd’, pti které je zvySené riziko
autoimunitniho onemocnéni v disledku nizké kontroly. Druhym extrémem je stav slabé, siln¢
regulované odpovédi, jez neni dostatecné silnd proti vétSin€ patogenli. V regulaci imunitni
odpovédi hraji hlavni roli regulacni T lymfocyty (Chen et al., 2005).

Bylo prokézano, ze regulacni T lymfocyty hraji podstatnou roli v ochrané pied
vznikem autoimunitnich onemocnéni a mohou zplsobovat zna¢né omezeni protinddorové
imunitni odpovédi (Kretschmer et al., 2006).

Mezi regulaéni T lymfocyty jsou fazeny pfirozené a indukované CD4" regulaéni
T lymfocyty, CD8" regulaéni T lymfocyty, dvojité negativni regulacéni T lymfocyty a 8
T lymfocyty (Vieira et al., 2004).

Pro spravnou funkci a vyvoj regulac¢nich T lymfocytl je nezbytny FoxP3 transkripéni
faktor. Neni ovSem jejich jedinym regulatorem, a proto se pii identifikaci regulacnich
T lymfocytl vyuziva jeSt¢ marker CD2S5, coZ je koreceptor pro interleukin 2 (Hill et al.,
2007).

Jsou znamy Ctyti zakladni mechanizmy potlaceni imunitni odpovédi: potlaceni pomoci
cytokintl, potlaceni zprosttedkované cytolyzou, metabolickym rozvratem a pomoci modulace
dendritickych bunék. Potlaceni pomoci cytokinti zahrnuje piedevsim produkei IL — 10, IL —
35 a TGF — B. TGF — B zaujima vyznamné misto v protinddorové imunité, nebot’ nepiimo
zprostiedkovava jeji omezeni indukci regulacnich T lymfocyti (Rubtsov et al.,2008).
Potlaceni metabolickym rozvratem vedou k potlaceni funkce efektorovych T lymfocyti (de la

Rosa et al., 2004).
3.2.5 Cytotoxické reakce

Cytotoxické T lymfocyty (Tc) CD8" jsou spolu s NK buitkami zodpovédné za eliminaci
bunck infikovanych viry nebo jinymi intraceluldrnimi parazity a bunck jinak abnormadlnich
(poskozenych stresem, nadorovych). Eliminace probiha budto pifimym kontaktem Tc

s napadenou bunikou nebo prostiednictvim sekretovanych produkti. Cytotoxické T lymfocyty
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rozeznavaji antigenni struktury prezentované na molekulach MHC 1. tfidy (Lanzavecchia et
al., 1999).

Zahajeni imunitni odpovédi nastavd v sekunddrnich lymfatickych organech po
rozeznani komplexu MHC 1. tfidy snavazanym antigennim peptidem na antigen
prezentujicich builkadch (APC) prekurzorem Tc. Zaroven musi byt pfitomny patfi€né
adhezivni molekuly a kostimulaéni molekuly — CD80, CD86 a ligandy receptoru CD28. APC
jsou danym virem bud’to infikovany, nebo pohlti antigeny, jez pochazeji z odumielych
infikovanych, stresovanych nebo nadorovych bun¢k (Watts and DeBenedette, 1999).
Prekurzor Tc zacne proliferovat a diferencovat na klony zralych efektorovych cytotoxickych
bunck. Tomuto procesu napomahaji cytokiny IL — 2 produkované buitkami Th1. Dalsi funkci
téchto bunék je stimulace dendritickych bunék kontaktem, ¢imz je dendriticka buiika schopna
stimulovat déleni a diferenciaci antigenné specifickych klon Tc. Pii této aktivaci
dendritickych bun€k maji zdsadni Ulohu adhezivni a signalizaéni molekuly — CD40L (na
povrchu aktivovaného Th lymfocytu) a CD40 (na povrchu dendritické buriky). Tyto molekuly
stimuluji expresi kostimula¢nich povrchovych bunék CD80 a CD86, a sekreci cytokint IL — 1
a IL — 12 (Farrar et al., 2002).

Efektorové Tc jsou déle roznaSeny krevnim ob&hem na mista pusobeni. Zralé Tc jiz
k aktivaci cytotoxickych mechanisml nepotiebuji kostimula¢ni signal, staci jim pouze jeden
signal pfes TCR. Mohou teda eliminovat rtizné typy infikovanych bun€k (van Leeuwen and
Samelson, 1999).

Cytotoxickd aktivita Tc je zajiStovana exocytarni drdhou. Prvni moZnosti je
nastartovani apoptézy plsobenim perforinii a granzymu. Perforiny vyloucené Tc do uzké
Stérbiny mezi navdzanymi bunikami narusi cytoplazmatickou membranu oznacené burky.
Takto naruSenou membranou proniknou granzymy, které v cytoplazmé Stépi prekurzory
protedz — kaspaz, ¢imz je aktivuje a postupné dochazi k apoptdze. Druhym mechanizmem je
také apoptotické plisobeni na cilovou buiiku. Na povrchu Tc se naléza protein Fas — ligand
(FasL), ktery se vazZe na receptor Fas (CD95) pfitomny na povrchu mnoha bunék. Navazanim
je spusténa kaskdda reakci vedouci k apoptéoze builkky. Receptor Fas je soucasti
i cytotoxickych T lymfocyt, coz je dilezity mechanizmus brzdici aktivitu Tc a casove
omezujici cytotoxické imunitni reakce. Ttetim zptisobem je produkce cytotoxickych cytokinil

— lymfotoxinu a TNF — f3, které maji podobné pusobeni jako FasL (Romagnani et al., 2000).
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3.3 Antigeny

Antigenem je kazda latka, kterd je schopnd navézat se na protilatku. Antigeny jsou
ptirozené makromolekuly proteini, polysacharidi a nukleovych kyselin. Imunogenni jsou
takové antigeny, jez jsou schopné vyvolat imunitni odpovéd’ organizmu. Rozpozndvani
antigenit pomoci T a B lymfocytih ma mnoho spole¢ného i rozdilného. T lymfocyty jsou
schopny rozpoznavat pouze linearni peptidové fragmenty antigentll, jez vznikly degradaci
kompletnich struktur v antigen prezentujicich buiikach. Tento prvni aktivacni signal musi byt
doplnén dalS$imi kostimulacnimi a ptfidatnymi signdly mezi antigen prezentujici buiikou
a antigen specifickym T lymfocytem. Oproti tomu B lymfocyty rozeznévaji antigeny v jejich
nativni konformacni podobé. K aktivaci B lymfocytil je zapotiebi dalSich pomocnych signala
zprostfedkovanych T lymfocytarnim systémem (Abbas and Janeway, 2000).

Hapteny jsou malé antigenni molekuly vyvoldvajici imunitni odpovéd’ pouze, pokud
jsou navazany na vétsi nosi¢ (Medzhitov and Janeway, 2002). Obecné lze fici, Ze antigeny
s niz§i hmotnosti nez je 5 kDa jsou Spatné imunogeny, stejné jako polymery tvofené jedinou
aminokyselinou nebo cukrem. Mitogeny jsou antigeny se schopnosti aktivovat velkou cast B
nebo T lymfocytd, zpiisobuji takzvanou polyklondlni aktivaci. K nejsilngj$im mitogentim jsou
fazeny superantigeny mikrobialniho pivodu, které se vazi na variabilni doménu TCR a na
MHC molekulu mimo vazebné misto, ¢imz aktivuji velkou ¢ast lymfocytl (Toman a kol.,

2009).
3.3.1 Prezentace antigenu a imunologické funkce MHC

Prezentace antigenu specifickému receptoru T lymfocytl (TCR) je zékladni funkci
hlavniho histokompatibilniho komplexu (MHC). TCR rozeznava pouze antigeny navazané na
polymorfni molekuly MHC nebo na nepolymorfni molekuly CD1, které se vyskytuji na
membrané bunék prezentujicich antigen. Molekula CD1 mé spole¢ného piedchidce
s molekulami MHC, ke kterym ma funkcéné€ 1 strukturné velmi blizko. Vyskytuje se na
dendritickych bunkdch, makrofazich a B lymfocytech, na kterych prezentuje hydrofobni
peptidy, glykolipidy a lipidy. Tato molekula je zastoupena jako neklonédlni u vSech jedinct
v populaci savcl, zatimco MHC jsou zastoupeny jen urcitymi alelami (Yin et al., 2012).

Molekuly MHC nesou ve své struktufe vazebna mista, na néz se vazi antigenni peptidy
z endogennich nebo exogennich cizorodych ¢astic. VSechny jaderné buinky jsou po
zpracovani ve specializovanych cytosolovych organelach (proteazomech) schopné

prezentovat endogenni cizorodé ¢astice vazbou na MHC 1. tfidy. Takto navazany antigen je
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rozpoznéan subpopulaci cytotoxickych CD8" T lymfocytli. Oproti tomu schopnost zpracovat
exogenni cizorodé¢ ¢astice mé jen omezené spektrum bun€k, zvané antigen prezentujici buiiky.
Tyto buiikky nejprve proteolyticky degraduji cizorodé castice v endosomdlnich bunéénych
organeldch na antigenni peptidové fragmenty. Tyto fragmenty jsou posléze prezentovany
molekulami MHC II. t¥idy, jeZ jsou rozpoznany subpopulaci pomocnych CD4" T lymfocyth
(Van Laethem et al., 2007).

Diky vysokému polymorfismu nese na svém povrchu kazdy jedinec unikatni sestavu
molekul MHC. Tato pestrost v populaci volné se kiizicich jedincii zajiStuje, ze alesponl ¢ast
populace vyvine dostatecnou imunitni odpovéd na jakykoliv antigenni podnét. SloZeni
konkrétnich molekul MHC u jednotlived poté podminuje individudlni imunologickou
reaktivitu. VSichni jednotlivci, krom&€ homozygotnich dvojcat, vykazuji odliSnosti (Garcia,
2012).

Jakozto produkt urcité alely je molekula MHC schopna véazat jeden z mnoha tisict
peptidovych fragmentl. Peptidy se li§i ve své primarni struktufe, ale maji stejny motiv dvou
nebo tii aminokyselinovych zbytkl, které presné zapadaji do kotvicich kapes, tvofenych
aminokyselinovymi zbytky na molekule MHC. V piipadé, Ze v organismu neni pfitomna
zadna infekce, jsou vlastni bilkoviny endogenné rozkladdny, navdzany na MHC
a prezentovany na povrchu buiky. V priméru je na bufice prezentovano 100 totoznych
vlastnich antigennich fragmentii. Pokud je buiika infikovdna nebo pohlti cizorodou castici,
jsou vlastni antigenni fragmenty nahrazeny antigennimi fragmenty cizorodého nosice, ¢imz
muze dojit k imunitni odpovédi (Adams et al., 2011).

Relativné konzervované useky TCR — CDR1 a CDR2 reaguji s méné polymorfnimi
useky o helixi molekuly MHC, kde zajistuji orientaci a konfiguraci kontaktu. Velmi
variabilni kontakty tseku CDR3 a peptidového antigenniho fragmentu urcuji specifitu
interakce (Rudolph et al., 2006).

V ptipadé, ze se uvniti bunikky nenavaze na molekulu MHC Zadny antigenni peptid, tak
je molekula rychle rozloZena, aniz by byla transportovana na povrch. Pro rozvoj T bunécné
odpovédi je zapotiebi dostatetné dlouhd prezentace komplexu molekul MHC s navézanymi
antigeny a sestaveni multifunkénich signalnich komplexti, které zajist'uji etdzovitou imunitni
reaktivitu. Ta zajisti, aby imunitni systém reagoval jen na podnéty, vyzadujici imunitni

odpovéd’ (Cresswell and Lanzavecchia, 2001).
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MHC L. tfidy

Molekula MHC 1. tfidy je transmembranovy glykoprotein, sestavajici z membranoveé
vazaného fetdzce a, ktery je nekovalentnd vazan s fetézcem P. Retézec B neni zakotven
v cytoplazmatické membrané a svym slozenim je shodny pro vSechny molekuly MHC.
Strukturou je podobny molekuldm imunoglobulinll a je mezi né€ 1 fazen. Vazebné misto pro
antigenni struktury je po stranach uzavieno a vyzaduje tudiz ptesnou velikost fragmenti (8-11
aminokyselin). Molekuly MHC 1. tfidy jsou vyjadfeny v rizném poctu na povrchu jadernych
bunck. Nejvice, fadove stovky tisic molekul, se jich nachdzi na buiikdch imunitniho systému.
Vyjadieni molekul podléhd zméné vlivem cytokinli. Indukéné plisobi zejména INFy a INFa

(Feng et al., 2007).

MHC II. tfidy

Molekula MHC 1I. tfidy je taktéz fazena do imunoglobulinové rodiny. Je sloZena
z fetézcll transmembranovych glykoproteinli a a . Vazebné misto antigennich fragmentt je
oteviené a mohou se na ngj vazat delsi struktury. Molekuly MHC II. tfidy se nejvice nachéazeji
na dendritickych buiikach, B lymfocytech a na buikdch monocyto — makrofdgového ptivodu.
Tyto buiiky jsou typické pro prezentaci antigenli T lymfocytim. Za urcitych okolnosti, po
aktivaci cytokiny, mohou schopnost prezentovat antigeny ziskat i jiné bunécéné typy,

naptiklad epitelové buniky (Deng et al., 2012).

3.4 Cytokiny

Cytokiny jsou zdkladni regulatory imunitniho sytému, zajiSt'ujici komunikaci mezi
bunkami a mezi imunitnim systémem a dalSimi télnimi soustavami. Jsou to proteiny
sekretované mnoha bunikami imunitniho systému — neutrofily, monocyty, makrofagy, B a T
lymfocyty, které plsobi prostfednictvim specifickym receptori (Dinarello, 2007). Tyto
proteiny se nachézeji jak u obratlovct, tak 1 u bezobratlych (Beschin et al., 2001). Cytokiny
maji vyznamnou roli uz v pribéhu embryogeneze, kde se podileji pfi procesech histogeneze
a organogeneze.

Cytokinova signalni sit' udrZuje télni homeostazu pomoci synergistickych
a antagonistickych interakci. VétSina cytokind je ve svych ucincich pleiotropni — jeden
cytokin mé vice fyziologickych ucinkt. Déle piisobi v kaskdd¢ — jeden cytokin indukuje
tvorbu druhého, a vyznamna je také cytokinova redundantnost — rozdilné cytokiny mohou mit

stejné nebo podobné ucinky (Hill and Sarvetnick, 2002). Pisobeni vétSiny cytokind je
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autokrinni (pisobi na buiiku, ktera ho produkuje). Dalsi moznosti je parakrinni plsobeni (na
bunky v tésné blizkosti) a spiSe vyjimecné plisobi cytokiny endokrinné (sytémové). Obecné je
mozné fici, ze produkce cytokinli stoupd kratce po bunécné aktivaci. Diky vysoké biologické
koncentracich v pg/ml (Schenk et al., 2001). U zdravého jedince neni koncentrace
detekovatelna nebo je niz8i nez 1 pg/ml. Proto je detekce zvySeni jejich koncentrace
ukazatelem spojenym se zdnétem nebo rozvojem onemocnéni (Dinarello, 2000). Cytokiny
jsou tedy vyuzivany jako biomarkery napomadhajici k pochopeni a piedvidani rozvoje

onemocnéni a k sledovani ucinkti 1é¢by (Bienvenu et al., 2000).
3.4.1 Zakladni charakteristika cytokinu

Vétsinou jsou cytokiny syntetizovany ve formé prekurzord, které maji na svém
N konci hydrofobni aminokyselinové sekvence — signalni peptidy, jez jsou nezbytné pro
pfestup pfes membranu. Cytokin se stava biologicky aktivnim po odSté€peni signdlniho
peptidu z prekurzoru. Hmotnost vétSiny cytokinli se pohybuje v rozmezi 15 — 25 kDa.

Funkéné predstavuji pro buiku dodatecné aktivacni signaly podilejici se na bunécné
aktivaci, reguluji cyklus buiiky az k mitéze. Plsobenim cytokinli prodélavaji bunky znacné
membranové zmény, zejména zvySeni exprese receptorll pro cytokiny a regulaci miry exprese
kostimula¢nich a akcesornich molekul. Dale cytokiny plisobi na zmény v cytoskeletu, jez jsou
spojeny s dilezitymi efektorovymi funkcemi bunék. Prostfednictvim nékterych cytokinli
mohou v butice nastat procesy vedouci k apoptdze. Zna¢nou mérou reguluji zanétlivé reakce,
proliferaci a diferenciaci bun¢k imunitniho systému v krvetvornych orgénech (Lefkowitz and
Lefkowitz, 2001).

Vazbou na pfirozené inhibitory a solubilni formy receptori pro cytokiny jsou
koncentrace cytokini je jejich schopnost vazat se na rizné¢ makromolekuly vyjadiené na
povrsich buiiky a na mezibunéénych molekulach (Schmitz et al., 2011).

V pribéhu imunitni odpovédi jsou cytokiny uvoliiovany z lokalnich rezervoara
pusobenim enzymu. Napiiklad u¢inkem matrixovych metaloproteindz a piibuznych proteinaz
oznacovanych jako ADAM, jsou cytokiny uvoliiovany z molekul mezibunééné hmoty. Tyto
proteinazy mohou nékteré cytokiny také degradovat, ptipadné Stépit jejich receptory. Dalsi
skupina proteolytickych enzymi - elastazy, uvoliiuji navazané cytokiny z molekul

mezibunééné hmoty a zaroven nckteré cytokiny a jejich receptory degraduji. Diky
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enzymatickému rozkladu molekul mezibunééné hmoty je umoznén prostup bunék imunitniho

systému do tkani (Stetler — Stevenson, 1999).

3.4.2 Kilasifikace cytokini podle funkce

Cytokiny regulujici hematopoézu

Do této skupiny jsou fazeny strukturné i funkéné heterogenni cytokiny plisobici na
rizném stupni vyvoje krevnich elementd. Nékteré maji pouze selektivni piisobeni na urcitou
¢ast krvetvorby, jiné se naopak vyznacuji Sirokymi ucinky. V ¢asnych stupnich krvetvorby,
nejspise jiz na kmenovou krvetvornou buniku, piisobi SCF (Stem Cell Factor). Tento faktor
stimuluje proliferaci kmenovych bunck a jejich uvolnéni do periferni krve (Rieger and
Schroeder, 2012). Rozmanité ucinky méa IL — 3, produkovany zejména NK buikami
a T lymfocyty. Tento cytokin zasahuje do vyzravéani vSech krvetvornych linii, proto byva
oznacovan jako pluripotentni kolonie stimulujici faktor. Kolonie stimulujici faktory (CSF)
ovliviiyji vyzravani pfedevsim myeloidnich bunék a maji G¢inek i1 na pluripotentni kmenové
bunky. Tyto cytokiny se rozlisuji na G — CSF, stimulujici proliferaci a diferenciaci
granulocyti, GM — CSF, stimulujici diferenciaci granulocytd a monocyto — makrofagovych

bunék, M — CSF, jeZ spousti produkci monocyto — makrofagovych bunék (Lee et al., 2009).

Interferony

Interferony jsou dilezitou soucésti specifické i pfirozené imunity. D¢li se podle
struktury a funkce na interferony I. typu — IFNa a IFNPB a interferon II. typu — IFNy.
Interferony I. typu jsou po stimulaci (zejména virovou infekci) produkovany jadernymi
buiikami téla. Ve zdravé butice zajist'uji takzvanou non — permisivitu viic¢i virovym agens, pii
které builka rozklad4 virové nukleové kyseliny a zasahuje do translace virovych proteint.
K dal§im funkcim patii obecny antiproliferativni Gi€¢inek a imunomodulacni potencial (Hare
and Mossman, 2013).

IFNy je produkovan omezenym spektrem bunck. Jednd se zejména o pomocné
T lymfocyty — Thl po antigenni stimulaci a NK buiiky. IFNy projevuje dilezité protinddorové
a imunomodulac¢ni G¢inky. Na antigen prezentujicich buiikach zvysuje expresi MHC II. tfidy.
Déle ma& vyznamné postaveni v obrané¢ proti mikrobim s pfevazujicim intracelularnim
parasitismem. Je to induktor zanétu, aktivator makrofagu, zirnych bunék a fibroblasti (Bruin

etal., 2013).
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Cytokiny regulujici T a B lymfocyty

Do této skupiny je mozné zatadit mnoho heterogennich cytokind. Jednim z nich je IL
— 2, ktery je po antigenni stimulaci produkovan CD4", CD8" T lymfocyty a NK buiikami (Yui
et al., 2004). Pasobi autokrinné na T lymfocyty CD4". Dale je dilleZzitym aktivaénim
podnétem subpopulace tlumivych cytotoxickych T lymfocyti a NK bunék pies aktivaci
transkripéniho faktoru STATS (Sim and Radvanyi, 2014). IL — 2 je také druhym signalem
aktivujicim a diferencujicim B lymfocyty.

CD4" T lymfocyty se déli na tii podjednotky podle funkénich odlignosti a spektrem
produkovanych cytokint. Odlisné podjednotky dozrévaji, v zavislosti na fadé proménnych
faktord, ze spoleéného prekurzoru ThO. Pro podjednotku Thl je typickd produkce INFy
a TNFa. Podjednotka Th2 je charakteristickd produkei cytokint IL — 4, IL — 5 a IL — 13. Thl
a Th2 jsou v antagonistickém postaveni ur€ovanym prostifednictvim cytokinl (Yagi et al.,
2002). IL — 4 je velmi dobfe popsany regulator proliferace a je to cytokin, ktery ovliviiuje
vybér produkce imunoglobulinové tiidy v B lymfocytech (Ito et al., 2009).

IL — 10 je po antigenni stimulaci produkovan podjednotkami Th3, které produkuji

-----

cytokiny (Mocellin et al., 2003).

Pluripotentni prozanétlivé cytokiny

Do této skupiny je tfazen predevSim IL — 1, produkovany zejména aktivovanymi
monocyto — makrofidgovymi builtkami. Tento cytokin reguluje expresi asi 90 funkcné
vyznamnych genl. Je vyznamnym spojenim mezi imunitni a endokrinni soustavou, je to
aktivacni faktor T lymfocytl a podili se na obranné zanétlivé reakci (Santarlasci et al., 2013).

IL — 6 je produkovan zejména T a B lymfocyty, ale mohou ho produkovat i ostatni
jaderné buiiky. Funguje jako reguldtor proliferace a diferenciace B lymfocytii a syntézy
protilatek. ZajiStuje také aktivaci T lymfocytd, diferenciaci a regulaci fenotypu Th2.
Prostiednictvim tohoto cytokinu dochdzi v hepatocytech ke zvySené tvorbé bilkovin akutni

faze (Kishimoto, 2010).

Skupina tumor nekrotizujicich faktortu

Tyto cytokiny jsou po aktivaci riznymi podnéty produkovany zejména monocyto-
makrofagovymi buitkami. Jednim z nejvyznamnéjSich podnétli je navazani lipopolysacharidu
na krevni bilkovinu LBP (Lipopolysacharide Binding Protein). Po interakci tohoto komplexu

s makrofagem dochdzi k uvolnéni prozanétlivych cytokini a TNFa. TNFa je zdsadni v ¢asné
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fazi vzniku zanétu a je povaZovan za jednoho z nejvyznamnéjsich cytokinl pfirozené imunity
(MacEwan, 2002). ZvySuje prokoagulacni aktivitu endotelovych buné€k, stimuluje produkci
normalnich bunék a bilkovin akutni fdze. Vyvolava cytolytickou nebo cytostatickou aktivitu
proti nadorovym bunikam, plsobi proti virim (Gupta, 2002). TNFp je produkovan B a T
lymfocyty a ma podobné ucinky jako TNFa (Turner et al., 2014).

Transformujici rustové faktory

Rodina transformujiciho ristového faktoru beta (TGFp) je tvofena fylogeneticky
starymi cytokiny, které se vyskytuji u vSech obratlovcl v riznych isoformach. Jsou to ristové
a diferenciacni faktory podilejici se na morfologickych procesech, histogenezi a organogenezi
(Massagué et al., 2000). TGFB reguluje adhezi bunék, expresi tkanovych metaloproteinaz
a tkédnovych inhibitort proteolytickych enzymt. Podileji se na regulaci obnovy poskozenych

v

tkani. Uplatiiuje se v indukci a pozd¢&jsi inhibici zdnétu a v inhibici proliferacni aktivity T a B
lymfocyt. Protizanétlivé cytokiny TGFB a IL — 10 jsou produkovdny pomocnymi
T lymfocyty, které se vyc€leniuji do podjednotky Tr. Tato podjednotka ucinné tlumi nezddouci
aktivitu Thl (Eickelberg, 2001). Dysfunkce v signalizaci TGF hraji hlavni roli u riznych
druhil rakoviny, naptiklad melanomu (Hsu et al., 2005).

Soucasti rodiny TGFP jsou i biologicky aktivni molekuly — aktiviny a inhibiny. Tyto
molekuly jsou produkovany riiznymi bunkami a reguluji procesy embryogeneze a funkce

reprodukénich organi (Barakat et al., 2012).

Chemokiny

Chemokiny jsou malé cytokiny s hmotnosti do 10 kDa, jejichZ zékladni funkci je regulace
usmérnéného pohybu bunéénych populaci. Dal§imi funkcemi jsou prozanétlivé uc€inky,
produkce mezibunééného tmelu, angiogeneze a proliferace hemopoetickych prekurzort.
Chemokiny jsou produkovany vSemi jadernymi bunikami. Diky tomu, miZe byt
prostfednictvim chemokinl stimulovana imunitni odpovéd’. Indukce chemokinli miize byt
vyvolana exogenné, napiiklad ptisobenim mikrobialniho povrchu, nebo endogenné plisobenim
cytokinil, vznikajicich v pribéhu zanétu (Moser et al., 2004).

Podle polohy terminalnich cysteind, 1ze chemokiny rozdélit do ¢tyf skupin: C — X — C,
C-C CaC - X;— C. Do skupiny C — X — C patii chemokiny regulujici migraci
neutrofilnich granulocytii, T a B lymfocytli (Nomyiama et al., 2013). Jednim ze zastupci této
skupiny je IL — 8. IL — 8 je chemoatraktant a aktivitor granulocytl, zesiluje jejich

metabolické vzplanuti a degranulaci (Das et al., 2010).
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3.4.3 Receptory pro cytokiny

Cytokiny se vaZzou na specifické receptory membrany buiky, které jsou pifesné
regulované. Existuji také rozpustné receptory slouzici pouze k ptenosu cytokinového signalu.
Cytokiny jsou na své specifické receptory vazany s vysokou afinitou. Exprese receptorii se
radoveé zvySuje po aktivaci buniky. Podle strukturnich podobnosti jsou receptory pro cytokiny
déleny do péti zakladnich rodin (Thle and Kerr, 1995).

Vazby cytokinu na povrchovy receptor je spojena s konformacni zménou receptorové
molekuly. Toto se projevi v intracelularni ¢asti receptoru a zahdji se tim ptenos signdlu do
buiiky. VétSina receptoril je nekovalentné asociovéana s cytoplazmatickymi protein kindzami,
po jejichz aktivaci jsou spustény signalizacni kaskady. Tyto kindzy se oznacuji jako Janusovy
kindzy (JAK). Aktivované JAK fosforyluji receptorové podjednotky na tyrozinovych
zbytcich, ¢imz umozni vazby dalSich cytoplazmatickych signdlnich molekul oznacenych jako
STAT. Fosforylované molekuly STAT spolu vytvaii homo nebo heterodimery a za pomoci
transportnich bilkovin pfechazi do jadra, kde se navazuji na regulacni sekvence genti. Tady
funguji jako sekvencné specifické aktivatory prepisu gent (Villarino et al., 2015).

Receptory pro chemokiny jsou proteiny oznacované jako serpentinové molekuly, které
sedmkrat pronikaji cytoplazmatickou membranou. Receptory chemokinl jsou asociovany

s trimernimi G — proteiny (Murphy et al., 2000).
3.5 Imunitni systém prasete

V poslednich letech zna¢né vzrostl zajem o vyzkum prase¢iho imunitniho systému.
Prase je dulezity model pro vyzkum transplantaci a jinych fyziologickych pochodu.
Morfologie praseci klize je srovnatelna s lidskou, proto se vyuziva pro studium perfuze kize
a hojeni ran, absorpce kozné podavanych léktu atd. Pro vyuziti prasat v experimentech je

nutnd znalost a pochopenti jejich imunologie (Rothkotter, 2009).
3.5.1 Morfologické a funk¢ni zvlaStnosti imunitniho systému prasat

Slezina ma dvé hlavni funkce: kontrolu bunécné funkce erytrocytli v ¢ervené pulpé
aindukci imunitni odpovédi proti systémovym infekcim v bilé pulpé. Je to vyznamny
lymfopoeticky organ u selat a misto velké recirkulace lymfocyti (Reihner and Brismar,

1995).
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Mizni uzliny maji ptevracenou strukturu. Kira je uloZena centraln€, parakortex a dien
na periferii. Tkéan postrada vétsi medularni oblasti a je sloZena spiSe z kortexu a parakortexu.
Migrace lymfocytd do uzlin probihd pfes aferentni lymfu proudici kolem tramcii do
centralniho kortexu a poté pres parakortex do diené. Lymfocyty opoustéji uzliny pies endotel
kapilar. Dfeft nem4 zadné provazce ani sinusy, obsahuje hodné¢ makrofagli a omezuje pohyb
lymfocytt (Binns and Pabst, 1994).

Lymfatické tkan ve stievé je pfitomna bud’to jako samostatné lymfatické folikuly nebo
jako skupina lymfatickych folikulti — Peyerovych plakii. Kontinudlni Peyeriiv plak v koncové
casti tenkého stieva obsahuje asi desetkrat vic B lymfocytd nez T lymfocytl, dosahuje az
jednoho metru délky a involuje okolo jednoho roku stafi prasete (Barman et al., 1997).

Ve stfevni sliznici se také nachdzi mnoho odliSnosti. Kromé organizovanych
lymfatickych struktur maji prasata ve stievé jeSté dvé populace lymfocytl, dilezité pro
slizni¢ni imunitni odpovéd: lymfocyty lamina propria a intraepitelidlni (Blumberg and
Neurath, 2006).

Intraepitelialni lymfocyty migruji do stievniho epitelu po narozeni a ve véku dvou
mésict je jejich pocet srovnatelny s dospélym prasetem. Ve stfevé se nachazeji zejména
CD3'CDS8" lymfocyty. Pocet v/5 T lymfocytii je ve stievni sliznici nizky, piestoze v periferni
krvi se nachdzi v mnohem vétsim mnozstvi (Rothkotter et al., 1999). Na rozdil od ostatnich
druhli nemaji enterocyty prasete MHC II molekuly. Tyto molekuly se naopak objevuji po
aktivaci T bun¢k, eozinofili a endotelu (Toman a kol., 2009).

Lymfocyty v lamina propria jsou dilezitou soucasti slizni¢ni imunity, kde vykonavaji
zejména efektorovou funkei k udrZeni stfevni bariéry. Po narozeni neobsahuje hluboka vrstva
lamina propria zadné T a B lymfocyty, az ve véku kolem jednoho tydne do ni zacnou
vstupovat CD4" T buiiky. U dospélych prasat prevazuji pod epitelem CD8" T lymfocyty
a uprostied lamina propria klkéi CD4" T buiiky. B lymfocyty se nachazeji kolem stfevnich
krypt a ve folikulech (Solano — Aguilar et al., 2000). Stfevni sténa obsahuje vétSinu
plazmatickych bun€k produkujicich IgA, proto je stfevo hlavnim zdrojem IgA, ze kterého
jsou protilatky uvoliiovany do krevni plazmy (Vaerman et al., 1997).

Lymfocyty prasete se odliSuji v expresi nékterych znakii a v procentudlnim zastoupeni
v krvi. Periferni krev mladych prasat obsahuje vyssi pocet y/6 T lymfocytl, které tvoii vétSinu
CD4CDS8 T lymfocytt v krvi. Kolem jednoho roku véku se pomér y/6 a o/f T lymfocyth
obraci a ptevazuji o/f T buiiky (Yang and Parkhouse, 1996). T lymfocyty o/p se déli na ¢tyti
subpopulace. Jednou z nich jsou i CD4'CDS8" buiiky, které u prasat funguji jako pamétové

buiiky. Tato populace se jinak vyskytuje pouze u mysi a lidi s fyziologickymi poruchami
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(Sinkora et al., 2002). B lymfocyty s membranovym IgM mohou produkovat CD2 znaky,
které jsou u vétSiny savcll znakem T lymfocytd. NK butiky neexprimuji znaky CD3 a CD4,
vyjadiuji CD2 a slabé CDS8 (Gerner et al., 2009).

Hlavni histokompatibilni komplex prasat (SLA) je lokalizovany na sedmém
chromozomu a zahrnuje velky pocet riznych gend. Rozpéti umisténi gentd pro SLA 1., I
a III. tfidy je nejmensi mezi vSemi savci, ktefi byli dosud zkoumani (Piriou — Guzilack and
Salmon, 2008). Ze sedmi az deseti genll I. tfidy (sedmi z klasické a tfemi z neklasické) jsou
sérologicky prokazovany tfi polymorfni lokusy: SLA — A, B, C, jejichZ struktura a distribuce
je podobna lidskym MHC. Oblast II. tfidy je velmi komplexni. Exprimuje antigen prezentujici
molekuly SLA — DR, — DQ, — DM, — DO. Jejich struktura je shodna s MHC molekulami
jinych druhti. Fylogenetické analyzy prokazaly, Ze sekven¢ni homologie s lidskym MHC je
mnohem vy$§i nez s jinymi druhy. Proto byly SLA II. tfidy pojmenovany po jejich lidskych
prot&jscich. Usek genti pro SLA IIL. tiidy obsahuje mnoho diileZitych genti pro mechanismy

imunitni obrany, jako jsou TNF nebo komplementové molekuly (Lunney et al., 2009).

3.6 Protinadorova imunita

K nadorové transformaci buiiky miize dojit riznymi zplsoby v disledku selhdni mnoha
ruznych mechanizm regulace bunééného déleni a regulace socialniho chovani bun¢k. Takové
poruchy jsou obvykle vyvoldny mutaci v genech, které kontroluji bunécénou proliferaci
a diferenciaci. U takto postizené builky mize dochazet k nekontrolovatelném dé¢leni, uniku
z bézného tkanového umisténi, usazeni do jinych tkéni a rastu v nich (Koebel et al., 2007).
Zmutovand buiikka potom produkuje proteiny, které mohou byt za urcitych okolnosti
rozeznany imunitnim systémem. VéEtSinou jsou odliSnosti od normalnich bun¢k pfili§ malé na
to, aby je imunitni systém rozeznal, nebo nddorové builky pouzivaji mechanizmy umoznujici

paralyzovat n€které u¢inky imunitniho systému (Smyth et al., 2006).
3.6.1 Geneticka podstata nadori

Proliferace a diferenciace bunky je regulovdna nékolikastupniovymi mechanizmy
obsahujicimi intraceluldrni 1 extracelularni kontroly. V pribéhu bunééného cyklu se
uskuteciuje kontrola integrity genomu. Bunécny cyklus i procesy v ném probihajici jsou
geneticky kontrolovany. Mutace v genech fidicich procesy replikace DNA a jeji distribuce do
dcefinych bunc¢k maji fatdlni nasledky. Naproti tomu mutace v genech fidicich bunécnou

proliferaci, jsou slucitelné se Zivotem a vedou k nekontrolovatelné proliferaci. Nejvyraznéjsi
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dopad maji mutace postihujici G1 kontrolni bod bunééného cyklu. Tyto buiiky jsou zcela bez
kontroly a zlstavaji aktivni v bunééném cyklu. Nemohou tedy fadné terminalné diferencovat
a funkéné vyzrat (Sherr, 2000).

Vznik nadort je chapan jako proces vedouci k akumulaci genetickych poruch v buiice,
ktery je aktivovan bunéénymi protoonkogeny a inaktivovan antionkogeny. Genomické
poskozeni mize byt zplsobeno budto poskozenim biopolymeru DNA, anebo chybami
odehravajicimi se v enzymatickém apardtu, ktery zpracovava genetickou informaci
v buikdch. DNA mize byt poskozena vlivem riiznych faktorii exogenni i endogenni povahy.
normalniho bunééného metabolismu — hlavné kyslikové radikaly, chyby v pribéhu replikace.
Mezi exogenni pfi€iny patii ionizujici zafeni, UV svétlo, pisobeni riznych chemickych
slou€enin a infekéni procesy (Bartkova et al., 2005).

Vzhledem k velké rozmanitosti poSkozeni DNA neexistuje univerzalni reparacni
mechanismus, jenZ by zajistil integritu genomu. V pribéhu evoluce se vytvotfilo mnoho

reparacnich mechanizmi, které jsou vysoce konzervované (Krejsek a Kopecky,2004).

Onkogeny

V genomu normalni bunky se vyskytuji protoonkogeny kodujici bilkoviny, jez
se podileji na pfrenosu rastovych a diferenciacnich signdli z bunécného povrchu
do cytoplazmy a jadra. Dojde-li k abnormalni aktivaci protoontogenu, nastane zvySena
exprese nebo hyperaktivita proteinu, jez se podili na vzniku nddorové buiiky. Takto
zmutovand forma se nazyvd onkogen (Collado and Serrano, 2010). Existuje néckolik
mechanizmil, jejichZ pisobenim mohou byt protoonkogeny zménény. Jednim z mechanizmt
je inzerce retrovirli, které mohou zptsobit odchylné vyjadieni protoontogent. DalSimi
mechanizmy jsou bodova mutace, genova amplifikace a translokace do transkripcné aktivniho
mista, jejimz disledkem mohou byt zkrdcené ¢i flzované geny. Zménou protoontogent
koédujicich ristové faktory, dochazi kjejich intenzivni proliferaci a tim 1 k vétsi
pravdépodobnosti genetické chyby. U rliznych nadort je nejcastéji zjistitelnd zvySena exprese
téchto rastovych faktorii: protoonkogen c-sis kodujici B fetézec cytokinu PDGFf a cytokin
EGF (Chial, 2008).

Na néddorové pfeméné bunky se rovnéz podileji abnormalni receptory pro ristové
faktory, jez jsou produktem protoonkogent. Dal§im ¢astym znakem nadorovych bun¢k jsou
zmény genl kodujicich molekuly, které podmitiuji bunécnou diferenciaci a vyvoj (Thomas et

al., 2007).
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Antionkogeny

Prvni podminkou onkogeneze je genetickd porucha protoontogent. Druhou
podminkou je porucha tumor — supresorovych genii neboli antionkogend. Antionkogenni
produkty jsou bilkoviny, podilejici se na kontrole bunééného rlstu a diferenciaci bunky.
V nadorovych bunkéch tyto geny indukuji apoptézu a/nebo zastaveni bunééného cyklu
(Opalka et al., 2002). Hlavnim ptedstavitelem je gen p53, ktery je zodpovédny za detekci
poskozeni DNA a nésledné za zahdjeni oprav nebo indukci apoptdzy. Abnormélni gen p53
se vyskytuje u vice nez poloviny lidskych nadorti. Protein p53 zasahuje do biochemickych
drah mnoho genovych skupin, které reguluji rist a diferenciaci bunék. Tento protein
negativné reguluje ptechod z G, do S faze bunétného cyklu (Brooks and Gu, 2011). Na
zvitecich modelech bylo pozorovano, Ze po vneseni genu p53 do genetické informace nastala

regrese a inhibice ristu naddord (Dolivet et al., 2002).
3.6.2 Nadorové antigeny

Ptitomnosti nadorovych bunék v téle dochézi k indukci komplexni imunitni odpovédi.
Tato odpoveéd vSak nemusi byt ochrannd, at’ z divodu slabé imunogennosti nadorovych
antigenll nebo dusledkem abnormélnich regulaci imunitni odpovédi. V sou€asné dobé je
identifikovano mnoho nadorovych antigenii, které je mozné rozliSit do dvou zakladnich
skupin: antigeny specifické pro nddory a antigeny asociované s nadory (Adam et al., 2003).

Antigeny specifické pro nadory byly u lidi rozd€leny do tfi typi: antigeny kdédované
geny v nadorovych bunkich a nevyjadifenymi v normdlnich builkkdch (kromé& varlat
a placenty), diferenciacni antigeny melanocyti a melanomovych bun¢k a antigeny specifické
pro individualni nadory, pravdépodobné vzniklé mutaci ubikvitarné vyjadienych gent (Jager
et al., 2001). U nadorovych bun&k se vyskytuji zmény v expresi obou tfid MHC.
U nadorovych bunék je typicka velmi sniZzena exprese MHC 1. tfidy. Naopak u gend pro
MHC II. tfidy je pozorovano navozeni jejich syntézy u bunék, které byly pivodné¢ MHC
II. tfidy negativni (Selliger et al., 2002).

Antigeny asociované s nadory nejsou piimo specifické pro nadorové buiky, ale
nachazeji se i u nékterych zdravych bunék. Od normalnich bun¢k se mohou liSit v kvantité
¢idob¢é exprese nebo expresi na abnormalnim misté. Stanoveni jejich tkanovym nebo
bunéénym vyjadienim v periferni krvi jsou vyuzivana jako pomocné diagnostické markery.
Néadorové markery jsou produkovany budto piimo nddorovymi buitkami, nebo jsou
syntetizovany normalnimi buiikami, na které pisobi nddorové buniky. Nadorové markery se

mohou nachézet na povrchu nadorovych bunék, ptipadné to mohou byt cytoplazmatické ¢i
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jaderné struktury uvnitf nadorové bunky. Pfitomnost a mnozstvi nadorovych markerii
v télnich tekutindch umoziuji odhadnout rozsah nddorového procesu (Grijalva et al., 2015).
K nejzndméjSim antigentim asociovanych s nddory patfi: onkofetdlni antigeny, které jsou
pfitomné v normélnich embryondlnich buiikach, v postnatdlnim obdobi zmizi a opét se objevi
v ptipad€ né€kterych nadorovych onemocnénich; melanomové antigeny — MAGE — 1a Melan
— A jsou silné exprimovany na melanomovych bunkach (Ogata et al., 2010); antigen
HER2/neu je receptor riistového faktoru epitelidlnich bunék, silné exprimovany na nékterych
nadorech mlééné Zlazy (Mironova et al., 2014); EpCAM je adhezivni molekula epitelidlnich

bunék, kterd se vyskytuje ve velkém mnoZzstvi na nadorovych metastazich (Sun et al., 2014).
3.6.3 Protinddorova imunitni odpovéd’

Vétsina spontanné vzniklych nadord je antigenni, ale jen malé mnozstvi je
imunogenni. Standardné fungujici imunitni systém muZe riist nddoru zpomalit nebo zastavit,
anebo ho mlze podpoftit. Imunitni reakce proti nadorové buiice mlize vzniknout v ptipadé, ze
dendritické buiiky aktivované v nefyziologickém prostfedi prezentuji nadorovy antigen
T lymfocytim. Po rozpoznani nddorovych bunék imunitnim systémem se na jejich potlaeni
mohou podilet vSechny hlavni imunitni mechanismy — antigenné specifické i nespecifické
(Dranoft, 2003).

Nédorové buitkky maji na svém povrchu abnormalné sestavené mozaiky molekul, které
se nenachazeji v normalnich bunikéch. Tyto mozaiky jsou identifikovany receptory bunék
pfirozené imunity a rozpustnymi slozkami pfirozené imunity. Identifikace vede k aktivaci
bunck pfirozené imunity, které poté mohou prezentovat nadorové antigeny T lymfocytim.
Nésledkem vyssi spotfeby kysliku a horSimu cévnimu zdsobeni nddorovych bunck dojde
k hypoxii (Schmaltz et al., 1998). Hypoxie pak spolu s plisobenim TNF - B vede v nadorové
tkani k nekrotickym procesiim. B&hem nekrdzy je pomoci vystaveni imunitniho systému
biologicky aktivnim latkdm stimulovana zanétova reakce (Chu, 2013). Aktivované bunky
pfirozené imunity, zejména makrofdgy a dendritické buiiky, zpracovavaji a prezentuji
nadorové antigeny. T lymfocyty jsou schopné se aktivovat a klondln¢ expandovat pouze
v piipad¢, Ze rozpoznaji antigenni fragmenty v optimalnim prostiedi zajisténém pftirozenou
imunitou (Castellino et al., 2006). V pribéhu migrace dendritickych bun€k do sekundarnich
lymfatickych organti, dochéazi ke zpracovani nddorovych antigenti. Zralé dendritické bunky
vytvafeji v lymfatickych wuzlindch shluky sT lymfocyty. V pfitomnosti prozanétlivych
cytokini TNFa a GM — CSF, dochazi ke zvySeni exprese molekul CD40 na dendritickych
bunkach. Interakci mezi molekulami CD40 a CD154, pfitomné na T lymfocytech, dochazi
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k produkci IL — 12 dendritickymi buiilkami. Tento cytokin stimuluje vyzravani ThO do
podjednotky Thl, ktera je zodpovédna za cytotoxickou bunécnou reaktivitu v obranné reakci
proti nddorovym bunikam (Heath and Carbone, 2009).

Dilezitou soucasti protinddorové imunity jsou NK buiiky. Ty rozpoznavaji nddorové
buiiky prostfednictvim molekulové rozmanitych membranovych receptorit (Deauvieau et al.,
2015). Pomoci téchto receptorti jsou vysilany cytotoxickym buitkdm aktiva¢ni nebo inhibi¢ni
signaly. Pfi spusténi aktivacnich signalli nastava spusténi lytickych mechanismi, vedoucich
k usmrceni nadorovych bunék. V piipadé pfevladnuti inhibi¢nich signald, unikaji nadorové
bunky cytotoxické aktivité. NejvyznamnéjSim kritériem je absence MHC 1. ttidy, pfi které je
spusténa cytotoxicka aktivita NK bun¢k (Lanier, 2005).

Dalsi vyznamnou soucasti protinddorové imunity je pusobeni interferont. Nadorové
buiiky a jejich produkty stimuluji buiiky imunitniho systému i dal$i jaderné elementy k tvorbé
interferontl. Interferony plisobi na mnozici se nadorové buiiky antiproliferativné
a cytotoxicky, a formuji protinddorovou imunitu. Cytostatické plsobeni je zaloZeno na jejich
schopnosti indukovat rozklad RNA a interferovat s proteosyntézou (Robb and Hill, 2012).
Prevladajici imunomodulaéni G¢inky se nachéazeji u IFNy. Jeho prostfednictvim dochédzi na
povrchu nadorovych bunék k zesileni exprese molekul MHC 1. tfidy. Tim dojde k vétsi
vnimavosti vii¢i nadorové specifickym CD8" T lymfocytim a k G¢inngj§imu zpracovani
a prezentaci nadorovych antigenii. IFNy zvySuje aktivitu monocyto-makrofagovych bunék,
coz vede k tvorbé prozéanétlivych cytokini. Jeho plisobenim dochazi ke zvySenému dozravani
dendritickych bunck, ¢imz se stavaji nejicinnéjsi antigen — prezentujici buiikou (Frasca et al.,
2008).

CD8" T lymfocyty mohou likvidovat nadorové buiiky lyticky za pomoci perforini
a granzymdu, anebo prostiednictvim FasL proteinu. Tento protein se vaze na receptor Fas

(CD95), ptitomny na riznych bunkach, ¢imz aktivuje buné¢nou apoptdzu (Yang et al., 2014).
3.7 Prasata s dédicnym melanomem

3.7.1 Maligni melanom

Maligni melanom kize vznika neoplastickou proliferaci koznich melanocytl. Jedna se
o nador snejrychleji vzrlstajicim se vyskytem na svété. Kazdych deset let se pocet
onemocnéni zdvojnéasobi (Vincent — Naulleau et al., 2004). V soucasné dobé ptipada v Evropé
na 100 000 obyvatel 15 nové hlaSenych melanomt roéné (Fikrle a Pizinger, 2010). Kromég

kize se miize vyskytnout i v oku, mocovém méchyfi, organech travici soustavy, plicich,
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vajecniku, srde¢ni svaloviné a Zluéniku. VSechny formy melanomu mohou tvofit metastaze
zejména v kiizi, podkozi a lymfatickych uzlinach. Pti dalSi progresy nddord jsou metastaze
rozesety nejcasteji do jater, plic, mozku a kosti (Povysil a kol., 2007).

Melanom, v porovnani s jinymi néadory, se nevyznacuje lokalnim destruktivnim
rustem, ale nebezpe¢im Casného hematogenniho ¢i lymfogenniho metastazovani. Primérny
vek pacienta s melanomem pfi stanoveni prvni diagnozy je 56 let, obé pohlavi jsou postizena
témer stejné, ale s rozdilnou anatomickou distribuci (Fikrle a Pizinger, 2010). Na vznik
maligniho melanomu maji vliv genetické predispozice, fenotyp a plsobeni rizikovych faktort.
Asi 10 % melanomi se vyskytuje u rodin s genetickou zaté€Zi pro toto onemocnéni (Geffrotin
et al., 2004).

Dulezitou roli hraji mutace jednotlivych chromozomi. U 50 % piipadi maligniho
melanomu je detekovana delece na chromozomu 9 v oblasti 9p21, coz je misto kodujici
dilezité regulacni proteiny bunééného cyklu. K dalSim castym genetickym pfi¢indm patii
mutace BRAF a NRAS, které vedou k podpote Zivotaschopnosti a déleni zmutovanych bunék.
Casté jsou také mutace tumor-supresorového genu p53 (Curtin et al., 2005).

Faktory podilejici se na vzniku maligniho melanomu jsou: atypické névy (kozni Gtvary
vzniklé nahromadénim melanocytil); imunosuprese; fototyp kiize; UV zafeni — zejména UVB
zateni, které v kiizi indukuje imunosupresivni G¢inek, vznik volnych kyslikovych radikali
a postizeni DNA melanocyti (Stork a kol., 2008).

Prvni fazi melanomu je melanom in situ — nddorové melanocyty se nachazeji jen
v epidermis. Dalsi fazi je horizontalné-radialni rast, kdy atypické melanocyty pronikaji do
dalsich vrstev epidermis a horizontdln¢ do vzdalenéjSich epidermélnich oblasti. Tteti fazi je
vertikdlni rist, kdy melanomové buniky pronikaji do Skary a dale se v ni mnozi. Klinicky se
rozliSuji Ctyfi typy maligniho melanomu - lentigo maligna melanom, povrchové se Sifici
melanom, akrolentigin6zni melanom a nodularni melanom (Fikrle a Pizinger, 2010).

U nékterych lidskych néadorovych antigenii byly zjistény specifické T bunécné
odpovédi. U melanomovych antigenit NY — ESO — 1, MelanA/MART - 1, SSX4, MELOE —
1 a TRAG - 3 byly detekovany CD4" Thl lymfocyty (Bioley et al., 2006). Th2 buiky
specifické pro MAGE — 3, CAMEL a MAGE — 6 byly objeveny u melanomi v pokroc¢ilej$im
stddiu (Tatsumi et al., 2002). Treg buniky specifické pro Sirokou $kalu nadorovych antigenti
byly nalezeny u melanomovych metastazi (Vence et al., 2007). CD8" T lymfocyty se
vyskytuji ve velké mife u melanocyti s antigeny MelanA/MART — 1 (Zippelius et al., 2004),
gp100/Pmel 17, MAGE — 1, gp75/TRP — 1 a tyrozindza (Jager et al., 2001).
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3.7.2  Zvireci modely

Pro studium faktori zodpovédnych za rozvoj nadorit a pro hledani novych, vice
efektivnich terapeutickych technik je velmi dulezité vyuZzivani zvifecich modeld. V soucasné
dobé neexistuje mnoho druhti vhodnych jako experimentalni modely pro vyzkum melanomu.
Mnoho z nich potiebuje pro vznik nadoru plsobeni karcinogenu a UV zafeni nebo vloZeni
znamého onkogenu. Ktizenci sttedoamerické sladkovodni ryby rodu Xiphophorus jsou stejné
nachylni ke spontannimu i karcinogeny indukovanému vzniku melanomu. Tento model je
cenny pfi vyzkumu genetickych a environmentalnich pficin vzniku melanomu. Nicméné
odlisny plivod prekurzorovych melanomovych bunék, nizky vyskyt tumoru, biologické
a histologické rozdily oproti lidskému melanomu a nedostatek vysetfovaného biologického
materidlu limituji vyuziti tohoto modelu (Vincent — Naulleau et al., 2004). U hlodavci jsou,
krom& nékterych kmenid kiecka syrského, spontanné vzniklé melanomy vzacné. Vznik
melanomu muze byt indukovdn samotnymi karcinogeny (morce, piskomil, kiecek syrsky,
krysa) nebo v kombinaci s dal§im ¢inidlem, jako je UV zafeni. Byly vySlechtény geneticky
modifikované mysi, které nesou geneticky zabudované 1éze homologni s lidskymi. Tyto mysi
by mohly byt uzite¢né pii studiu molekuldrnich mechanizmi hrajicich roli u predispozic
k melanomu, role nckterych genli pii progresi melanomu a plisobeni rizikovych faktorh
zivotniho prostfedi (Bardeesy et al., 2000). AvSak pivod prekurzorovych bunék melanomu
u mysi se 1isi od ¢loveka, jehoZz melanomové prekurzory pochéazeji z bazélni vrstvy pokozky
nikoliv ze Skary (Vincent — Naulleau et al., 2004). Ze stejného divodu je limitovano vyuziti
jihoamerické vacice (Monodelphis), kterd je jedinym geneticky nemodifikovanym savcem
nachylnym k melanomu pouhym plsobenim UV zafeni (Bardeesy et al., 2000). Kozni
melanom se rovnéz vyskytuje u domdcich zvitat. Je pomémné bézny u pst, koni a nékterych
plemen prasat. U psi a koni se melanom obvykle vyskytuje az v pozdéjsim véku a ma
odlisnou patologickou charakteristiku od lidské (Fleury et al., 2000; Roels et al., 1999).
U prasat byly vrozené pifitomné novotvary pozorovany zejména u dvou pigmentovanych
plemen — duroc a hampshire, ovSem s nizkym vyskytem. Proto byla vySlechténa nové
plemena, u kterych dochézi k vysokému vyskytu melanomi jiz pted tietim mésicem véku.
Mezi takto vyslechténd plemena patii: hormel, sinclair, mnichovské miniaturni prase

a melanom nesouci Libéchovska prasata (Miiller et al., 2001).
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3.7.2.1 MeLiM

Miniaturni prasata MeLiM (Melanoma bearing Libechov Minipigs) jsou chovana
v Ustavu Zivo¢isné fyziologie a genetiky Akademie véd Ceské republiky v Libéchové. Sem
bylo vroce 1967 dovezeno pét prasat plemene hormel, kterd zde byla kiiZzena s plemeny:
landrace, bilé uslechtilé, cornwall, viethamské a gottingenské miniaturni prase pro vyzkum
krevnich skupin (Du et al., 2007). Jejich kiizenim vzniklo na 2 000 potomkli bez znamek
melanomu. Nicméné v roce 1989 se v této geneticky heterogenni populaci vyskytlo nékolik
cerné pigmentovanych prasat s melanomy. Tato prasata pochazela z kiizeni dvou bratrii a Ctyt
ptibuznych samic, jez neméli zddné viditelné melanomy (Fortyn et al., 1998). Postupné tak
selektivnim Slechténim na vyskyt melanomu vznikl kmen MeLiM. Kmen byl Slechtén na
nizkou hmotnost (v jednom roce véku 35 kg) a brzkou pohlavni dospé€lost (okolo ¢tvrtého
meésice véku). Barva zvitat je variabilni od bilé¢ s cernymi nebo Cervenymi fleky po zcela
cerné nebo rezave Cervené. Nadory se vyskytuji u obou pohlavi bez rozdilu. Tento model je
charakterizovan mnohacetnymi koZnimi nadory, metastazemi v riiznych organech a vysokym
vyskytem nddorti. Melanomy jsou vizualné rozpoznatelné jako cerné pigmentované 1éze na
ktzi (Hordk et al., 1999). Prase¢i melanom je v biochemickych, imunohistochemickych
a molekuldrné biologickych vlastnostech velmi podobny lidskym malignim melanomtm.
Slechtitelské analyzy ukazaly, Ze se melanom dédi autosomélné recesivnim zptisobem. Zatim
bylo identifikovano pouze né€kolik gent, podilejicich se na vzniku melanomu. Naptiklad gen
MITF se podili na proliferaci melanomovych bunék (Bourneuf et al., 2011).

Melanom u kmene MeLiM je I1écCitelny pomoci devitalizace. Devitalizace je
jednoduché chirurgické technika, zaloZzend na ischemizaci nddoru pomoci piekryvajicich se
steh. Rozpad melanomovych bunc¢k a pfeména nadorové tkdné na vazivovou, trva rizné
dlouhou dobu. Devitalizace jednoho z n¢kolika nadoru je dostacujici pro UspéSnou terapii.
Zbyvajici kozni melanomy, stejné jako metastdze, zmizi za nékolik mésicl. Spontanni
i devitalizacni regrese nddoru je doprovdzena kozni depigmentaci. Mechanizmus regrese
melanomu neni dosud zndmy. Piedbézné vysledky ukazuji zvySené mnozstvi proteind
teplotniho Soku a nésledné zvySeni infiltrace tumoru T lymfocyty. Z toho se da usoudit, Ze za
regresi melanomu stoji bunécnd protinddorova imunita (Hruban et al., 2004). U rychle
rostoucich nadorii nastava spontanni regrese ve véku tii az ¢ty mesicli, u pomalu rostoucich
nadorll ve v€ku péti az sedmi mésicii. Kompletni spontanni regrese nadoru nastava u 96 %

prasat (Vincent — Naulleau et al., 2004).
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U lidi je kompletni spontanni regrese velice vzacnd. UvaZuje se o rlznych
mechanizmech spoustéjicich regresi melanomu: imunitni odpovéd’, virova infekce
nadorovych bunék, apoptéza indukovana cytokiny, velké mnozZstvi stresovych hormond,

hypoxie, telomerazové zlomy a genové mutace (Rambow et al., 2008).
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4 Materialy a metody

4.1 Detekce antigen specifickych bunék barvenim intracelularnich

cytokint

4.1.1 Ziskavani periferni krve a izolace PBMC

Periferni krev byla odebrana punkci vena jugularis miniaturnim prasatim MeLiM
s dédi¢nou formou melanomu ve stadiu progrese a spontanni regrese nadord. Kvili zabranéni
koagulace byla krev odebrdana do plastovych zkumavek obsahujicich KsEDTA (Vacuette,
Greiner). Odbér krve probihal v souladu s platnou legislativou dle zdkona ¢. 359/2012 Sb., na
»ochranu zvifat proti tyrani®, a vyhlasky ¢. 299/2014 Sb., o ,,ochran¢ pokusnych zvitat®.

Plna krev byla nafedéna s PBS v poméru 1:1, a tato smés nésledné prepipetovana do
sterilniho Falkonu (Fisher Scientific) na 3 ml hladinu Histopaque roztoku 1077g/1 (Sigma).
Toto bylo centrifugovano pii pokojové teploté¢ 30 minut pii 600g s vypnutou brzdou. Poté
byla pfenesena zakalena vrstva PBMC (na rozhrani mezi histopaquem a krevni plazmou) do
nového sterilniho Falkonu. Tato vrstva byla dvakrat promyta minimalné stejnym objemem
PBS, centrifugovana pii 400g po dobu 5 minut a byl slit supernatant. Nakonec byly PBMC
pelety rozpustény v PBS.

4.1.2 Stanoveni poctu Zivotaschopnych bunék

Bylo smichano 10 pl PBMC suspenze s 10 pl 0,4 % Trypanomové modii (Sigma)
a dikladné promichano pipetovanim. Takto pfipraveny vzorek byl napipetovan do Biirkerovy
komirky a pomoci optického mikroskopu byl spocitan pocet zivotaschopnych PBMC ve
ctytech velkych ¢tvercich. Vypocet PBMC v 1 ml byl provadén podle vzorce:

PEME e viech 4 frrercich
.-1_.

10 xr10-

4.1.3 Stimulace PBMC a barveni povrchovych markeri

Bylo ptfeneseno 200 pl bunécéné suspenze do 24-jamkové desticky tak, ze konecnd
koncentrace bunék byla 2 x 10° /ml. Poté byl pfidan roztok PMA (phorbol 12-myristate 13-

acetate, Sigma-Aldrich, kone¢na koncentrace 50ng/ml), ionomycinu (Sigma-Aldrich, kone¢na
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koncentrace 1pg/ml) a brefeldinu A (Sigma-Aldrich, kone¢na koncentrace 10ug/ml). Toto
bylo inkubovano po dobu 4 hodin pii 37°C v atmosféte s 5% CO,.

Po uplynuti inkubace byly vzorky promyty PBS. Pro identifikaci CD4+ T lymfocyti
byly buniky obarveny protilaitkou mouse anti-pig CD4 konjugovanou s PerCP-Cy5.5 (BD
Biosciences)

Dale bylo ptfidano 50 pl fixa¢niho ¢inidla a byly inkubovany 15 minut pfi pokojové
teploté. Mezitim byla nafedéna protilitka mouse anti-bovine IFNy (Serotec)
permeabiliza¢nim roztokem v poméru 1:20 (fixacni a permeabilizacni roztok z kitu IntraStain,
DAKO). Ke vzorkiim bylo pfidano 2,5 pl této protilatky a 30 minut inkubovano pti 4 °C. Po
inkubaci byly vzorky centrifugovany 3 minuty 1200 rpm a promyty 200 pl PBS.

Nakonec bylo ke vzorkim pfidano 200 pl PBS a smés ptepipetovana do proméfovacich
zkumavek pro pritokovou cytometrii. Méfeni bylo provadéno priitokovou cytometrii (FACS

Calibur, Becton Dickinson)

4.2 Stanoveni exprese cytokini pomoci PCR

4.2.1 Ziskavani a zpracovani periferni krve

Periferni krev byla odebrana punkci vena jugularis miniaturnim prasatim MeLiM
s dédi¢nou formou melanomu ve stadiu progrese a spontanni regrese nadord. Kvili zabranéni
koagulace byla krev odebrdana do plastovych zkumavek obsahujicich KsEDTA (Vacuette,
Greiner). Krev byla odebrana 15 prasatim, rozdélenych do tfi skupin podle stafi. Jako
kontrola, byla pouzita i krev 15 bilych prasat bez melanomu, pfiblizn¢ stejného staii, jako
byla prasata MeLiM. Prvni skupiné bilych i MeLiM prasat byla odebrana krev ve véku cca
Ctyt tydnd, druhé ve veku deviti tydni a tfeti ve vEku Sestnacti tydni. Veékové kategorie byly
vybrany tak, aby byly zastoupeny nadory v progresi (u ctyitydennich prasat), pocatek regrese

(u devititydennich prasat) a rozvinutd regrese nadorii (u Sestnactitydennich prasat).

4.2.2 1Izolace mononuklearnich bunék

Mononuklearni buiiky (PBMC) byly izolovany zkrve za pomoci lyzaéniho roztoku
Easy Lyse (Dako). Izolace byla provedena podle pokynii vyrobce pfidanim 19 ml destilované

vody k 1 ml roztoku Easy Lyse a 2 ml krve. Tato smés byla inkubovéna v pokojové teploté po
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dobu 10 minut. Dale byla centrifugovana 6 minut pfi 1500 rpm (Hettich, UNIVERSAL 32 R)
a proplachnuta 10 ml roztoku PBS, toto bylo jest¢ jednou zopakovano. Nakonec byly
k izolovanym mononuklearnim bunikdm pfidany 3 ml média DMEM obohaceného o 10%

fetalni bovinni sérum, antibiotika, glutamin a neesencidlni aminokyseliny.

4.2.3 Stimulace a inkubace mononuklearnich bunék

Pro stimulaci PBMC byl pienesen 1 ml bun&tné suspenze na 24-jamkovou desticku. Kazdy
vzorek byl umistén do dvou jamek. Dale se ptedfedil roztok média, PMA (phorbol 12-
myristate 13-acetate) a ionomycinu (Sigma-Aldrich, USA) v poméru 1:100, ktery se nasledné
pfidal do jedné jamky od kazdého vzorku v konecném fedéni 1:10 000. Ve druhé jamce
zUstala Cista bunécnd suspenze. Poté se vzorky kultivovaly po dobu 4 hodin pii 37 °Ca 5 %
CO,. Po inkubaci byly stimulované a nestimulované vzorky zvlast ptfeneseny do 1,5 ml
zkumavek Eppendorf. Do zkumavek se stimulovanymi buiikami bylo dale ptidano 350 pl
TRK Lysis Buffer +BME ( — Merkaptoethanol) (Omega Bio-Tek E. Z. N. A. Total RNA kit
I), které byly pfedifedény: 1 ml TRK + 20 pl BME. VSechny vzorky byly zamrazeny na
- 80 °C.

4.2.4 Izolace RNA a prepis do cDNA

RNA byla z lyzovanych bunék izolovéana pouzitim kitu E. Z. N. A. Total RNA kit I
(Omega Bio-Tek). Ke vzorkim bylo ptidano 350ul 100% etanolu, vzorky byly pfeneseny na
kolonky a centrifugovdny. Ve sterilnim boxe bylo ke vzorkiim napipetovdno 500 pl RNA
Wash Bufffer I, centrifugovano a slito. Déle byl pfidan stejnym postupem RNA Wash Buffer
IT a RNA Wash Buffer I. Nakonec byla kolonka pfenddna do zkumavky Eppendorf a ¢ista
RNA byla eluovana 40ul DEPC-water (destilovana voda oSetfend dietylpyrokarbonatem).

Nésledné bylo ptepipetovano 16,75 pl RNA z kazdého vzorku do sterilni RNase — free
zkumavky a k nim pfidano 1 pl Random Primeru (Promega). Vzorky byly poté zahtaty na 70
°C po dobu 5 minut a nasledné zchlazeny na ledu, taktéZ 5 minut. Ke kazdému vzorku bylo
pfidano 7,25 pl mastermixu sloZzeného z 5 pl M — MLV RT 5x Reaction Buffer, 1,25 pl ANTP
al ul M- MLV RT (H-) Point Mutant (vSe Promega). Déle se vzorky nechaly inkubovat 10
minut pfi pokojové teploté, 50 minut pii 50 °C a 15 minut pii 70 °C. Nasledné byly vzorky
skladovany pfi - 80 °C.
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4.2.5 Barveni a program PCR

Pro sledovani exprese gentli byla pouZita metoda barveni SybrGreen (PCR Master Mix
HotFirePol EvaGreen Supermix, Solis Biodyne). Nejprve byl do 1,5 ml zkumavky Eppendorf
vytvofen mix z RNA a vzorkll, a do druhé zkumavky mix ze stimulovanych cDNA vzork.
Od kazdého vzorku byl odebran 1 pl. Poté byly vybrany primery pro TGFp, IL — 10, IL — 8,
IL — 6, IL — 4, IL — 2 a IFNy (Generi Biotech). Tyto primery byly roziedény s vodou na
koncentraci 100pumol/l, dle instrukci vyrobce. Dale byl do 1,5 ml zkumavky Eppendorf
ptipraven Master Mix pro 100 jamek. Master Mix byl slozen z 200 pl 5 x EvaGreen qPCR
Supermix, 0,5 pl forward primeru, 0,5 pl reverse primeru a 700 ul PCR vody. Do kazdé
jamky 96-jamkové desticky bylo napipetovano 9 pl Master Mixu a 1 pl ¢cDNA. VSechny
vzorky byly pipetovany v duplikdtech. Na konec desticky byly napipetovany RNA mix,
cDNA mix a voda.

Stanoveni real — time PCR probéhlo na pfistroji Chromo4 s pouZitim software Opticon
Monitor 3.1 (Biorad). PCR program byl sloZen z inicidlnich 15 minut pifi 95 °C, 45 cykla
(denaturace 15 sekund pii 95 °C, annealing 30 sekund pii 59 °C, elongace 30 sekund pii 72
°C) a kroku stanoveni teploty tani. Relativni exprese gent byla normalizovana pouZitim house

— keeping genu HPTR (Hypoxanthine guanine phosphoribosyltransferase, Generi Biotech).

4.3 Meéreni proliferace bunék

Ziskani a zpracovani periferni krve viz kapitola 4.2.1

Izolace mononuklearnich bunék viz kapitola 4.2.2
4.3.1 Znaceni leukocyti CFSE

Na zacatku byl pfipraven roztok 2 pM CFSE (carboxyfluorescein succinimidyl ester,
Sigma) v 1 x PBS (5 ml PBS + 2 pul CFSE). Do zkumavek s izolovanymi PBMC bylo pfidano
10 ml PBS. Nasledné byly zkumavky centrifugovany na 1000 rpm 5 minut a tekutina slita.
Poté byl pfidan 1 ml PBS a 1 ml pfipraveného roztoku CFSE. Toto bylo vortexové (BIOSAN
BioVortex V1) promichdvano po dobu 8 minut. Dale byly pfidany 2 ml FBS (fetalni bovinni
sérum), stoCeno a slito stejnym zplsobem. Opét byl pfiddin 1 ml PBS. Do 48-jamkové
desticky bylo do ¢tyf jamek napipetovano 150 pl od kazdého vzorku. Prvni jamka zlstala

kontrolni, do druhé bylo pfidano 15 pl Concanavalinu A (5 pg/ml, Sigma), do tfeti jamky byl
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pfidan 1 pl lyzatu nddoru v progresi (L1) a do posledni jamky byl pfidan 1 pl lyzatu z bilé
prase¢i kiize (L4). Lyzaty byly pfipraveny rozmixovanim 50 mg tkan€¢ v 1 ml PBS za
pfitomnosti Complete protease inhibitor (Roche) a tfikrdt opakovanym zmrazenim
a rozmrazenim pii — 80 °C. Poté byla desticka vloZena na 7 dni do inkubétoru pti 37 °Ca 5 %

COa,.
4.3.2 Znaceni CD4 T lymfocyti

Po tydnu inkubace byla desticka centrifugovana na 1300 rpm 3 minuty, tekutina slita.
Dale byla ptedifedéna protilatka PerCP — Cy 5.5 Mouse Anti — Pig CD4a v poméru 1:100 (5 pl
protilatky + 500 ul 0,2 % gelatin/PBS s 0,1 % Na — azid). Nasledné bylo 20 pl této protilatky
ptfidano do kazdé jamky a desticka byla 20 minut inkubovéna v lednici pii 4 °C. Po inkubaci
byly vzorky promyty 150 pl gelatin/PBS s 0,1 % Na — azid. Ke vzorkiim bylo pfidano 150 pl
gelatin/PBS s 0,1 % Na — azid a byly pfeneseny do cytometrickych zkumavek, do kterych
bylo ptidano jesté 100 ul gelatin/PBS s 0,1 % Na — azid. Takto pfipravené vzorky byly dale
méfeny na prutokovém cytometru FACS Calibur (Becton Dickinson) se softwarem CellQuest.
Cytometrick4 data byla analyzovéna pouZitim softwaru FlowJo (Treestar). Nejprve byly na
zakladé rozptylu svétla identifikovana populace lymfocyti na dot plotu FSC/SSC, a potom
byly na dot plotu CFSE/CD4 identifikovany proliferujici Th buiiky (CD4 — pozitivni buiiky

s nizkou intenzitou flourescence CFSE).

4.4 Statistické hodnoceni

Statistické vyhodnoceni bylo provedeno pomoci softwaru NCSS 10 (NCSS Statistical
Software). Na zakladé vysledkl testi normality, byl pro hodnoceni vzorkd s normalni
distribuci pouzit Studentlv T test a pro neparametrickd data Mann Whitney U test. Za

statisticky vyznamné rozdily mezi experimentalnimi skupinami bylo povazovéano p <0, O1.
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5 Vysledky

5.1 Detekce antigen specifickych bunék barvenim intracelularniho IFNy

Detekce CD4" T lymfocytl byla provedena z mononuklearnich bunék stimulovanych
PMA a ionomycinem za pfitomnosti inhibitoru proteinového transportu brefeldinu A. Pro
identifikaci CD4+ T lymfocytl byly builkky obarveny protiladtkou (mouse anti-pig CD4
konjugovanou s PerCP-Cy5.5). Intraceluldrni IFNy byl taktéZ obarven protilatkou (mouse
anti-bovine IFNy konjugovanou s PE). K méfeni byl pouZit pritokovy cytometr FACS
Calibur.

Na grafu je zobrazen ilustracni diikkaz o funkénosti této metody. Z grafu je patrné, Ze
procento nestimulovanych bunék CD4'TFNy" (Q2) je mnohem niZ$i nez u bunék

stimulovanych.

Graf 1. Dot plot z detekce CD4" T lymfocytii metodou barveni intracelularniho IFNy

nestimulované stimulované
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Barveni intracelularniho IFNy v PBMC izolovanych z periferni krve pétimési¢niho melanomového
prasete. Bunky byly stimulovany PMA a ionomycinem 4 h za pfitomnosti brefeldinu A a analyzovany
na pritokovém cytometru.

Je zde vyobrazena populace T lymfocyti, v pravém hornim kvadrantu (Q2) je zobrazeno procento

CD4'TFNy" bunék pied a po stimulaci.
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5.2 Stanoveni exprese cytokini pomoci PCR

Hodnoceni exprese cytokinll bylo provedeno na obarvené cDNA (metoda SybrGreen),
ke které byly pfidany sledované primery. PouZitim real — time PCR bylo stanoveno
sekretované mnozstvi daného cytokinu ve vzorku, jehoz relativni exprese byla normalizovéna
pouzitim house — keeping genu HPRT. Pro Gc¢ely vyhodnoceni, byly vzorky rozd€leny do tfi
skupin podle véku u MeLiM a kontrolnich bilych prasat.. Byly porovnany hodnoty exprese
cytokinii stimulovanymi mononuklearnimi builkami mezi stejn¢ starymi selaty MeLiM a

kontrolnimi bilymi.
5.2.1 Rozdéleni MeLiM prasat do skupin

V kazdé skupiné se nachdzelo pét prasat riizného pohlavi. Byly vytvofeny tfi skupiny
podle veéku: ctyitydenni (obr. 1), devititydenni (obr. 2) a Sestnactitydenni (obr. 3). Stejnym

principem byla rozdé€lena i kontrolni bild nemelanomova prasata.

Obr. 1. MeLiM prase ve véku Ctyt tydnll v progresi (upraveno dle Planska et al., 2015)
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Obr. 2. MeLiM prase ve véku deviti tydnii na zadatku spontanni regrese (pievzato z UZFG

AV CR Libéchov)
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5.2.2 Exprese cytokini IFNy

Stimulace (PMA/ionomycin) mononukledrnich bun¢k (PBMC) vedla ke zvySeni
exprese IFNy u melanomovych Ctyftydennich a devititydennich skupin prasat a u vSech
vékovych skupin bilych prasat. U Sestnactitydenni skupiny melanomovych prasat neméla
stimulace vliv na expresi dané¢ho cytokinu. Pfi srovnani melanomovych a bilych skupin prasat
ve véku Ctyt a deviti tydnil nebyly zjiStény statisticky vyznamné rozdily v expresi IFNy.
Statisticky vyznamna vys$$i exprese byla zjiSt€éna u bilych prasat ve v€ku Sestnacti tydnd.
Skupina ¢ty a devititydennich melanomovych prasat vykazovala statisticky vyznamnou vyssi

expresi neZ Sestnactitydenni melanomova prasata (Graf 2).

Graf 2. Hodnoceni exprese IFNy mononuklearnimi butikami metodou RT — PCR
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Relativni exprese IFNy méfena na zaklad¢ pridani ptislusnych primerti k cDNA, ktera byla pfepsana
z RNA PBMC stimulovanych PMA a ionomycinem po dobu 4 h. PBMC byly izolovany z periferni
krve melanomovych a bilych prasat ve véku ¢ty (T4), deviti (T9) a Sestnacti (T16) tydnt.

** Statisticky vyznamné rozdily mezi experimentalnimi skupinami v podilu proliferujicich CD4" T

lymfocytl (p <0, 01).
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5.2.3 Exprese cytokinii IL — 2

Stimulace PBMC u ¢tyitydennich, devititydennich a bilych Sestnéctitydennich skupin
prasat vedla ke zvySené expresi IL — 2. Stimulace u melanomové Sestnactitydenni skupiny
prasat neméla vliv na expresi cytokinu. Porovnanim devititydennich skupin prasat nebyly
zjiStény statisticky vyznamné rozdily v expresi IL — 2. U &tyftydennich a Sestnactitydennich
skupin prasat byly zjiStény statisticky vyznamné vyssi exprese u bilych prasat. Skupina Ctyt a
devititydennich melanomovych prasat vykazovala statisticky vyznamnou vySsi expresi nez

Sestnactitydenni melanomova prasata (Graf 3).

Graf 3. Hodnoceni exprese IL - 2 mononukledrnimi buitkami metodou RT — PCR
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Relativni exprese IL — 2 méfena na zakladé ptidani piislusnych primert k cDNA, ktera byla piepsana
z RNA PBMC stimulovanych PMA a ionomycinem po dobu 4 h. PBMC byly izolovany z periferni
krve melanomovych a bilych prasat ve véku Ctyt (T4), deviti (T9) a Sestnacti (T16) tydnti.

** Statisticky vyznamné rozdily mezi experimentalnimi skupinami v podilu proliferujicich CD4" T

lymfocytl (p <0, 01).
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5.2.4 Exprese cytokinii IL — 4

Stimulace PBMC u ¢tyitydennich, devititydennich a bilych Sestnactitydennich skupin
prasat vedla ke zvySené expresi IL — 4. U melanomové Sestnactitydenni skupiny prasat byla
detekovéna snizena exprese dané¢ho cytokinu. Pfi srovnani exprese cytokinl Ctyitydennimi a
devititydennimi skupinami prasat, nebyly zjiStény statisticky vyznamné rozdily. Srovnanim
Sestnactidennich skupin prasat byla zjiSténa statisticky vyznamnd vyssi exprese IL — 4 u
bilych prasat. Skupina ¢tyf a devititydennich melanomovych prasat vykazovala statisticky

vyznamnou vys§i expresi neZ Sestnactitydenni melanomova prasata (Graf 4).

Graf 4. Hodnoceni exprese IL — 4 mononuklearnimi buitkami metodou RT — PCR
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Relativni exprese IL — 4 méfena na zakladé ptidani piislusnych primerti k cDNA, ktera byla piepsana
z RNA PBMC stimulovanych PMA a ionomycinem po dobu 4 h. PBMC byly izolovany z periferni
krve melanomovych a bilych prasat ve véku Ctyt (T4), deviti (T9) a Sestnacti (T16) tydnti.

** Statisticky vyznamné rozdily mezi experimentalnimi skupinami v podilu proliferujicich CD4" T

lymfocytl (p <0, 01).
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5.2.5 Exprese cytokinii IL - 6

Stimulace PBMC u obou ¢tyftydennich, melanomovych devititydennich a bilych
Sestnactitydennich skupin prasat vedla ke zvySené expresi IL — 6. U bilych devititydennich a
melanomovychych Sestnéctitydennich skupin prasat, byla detekovana snizena exprese daného
cytokinu. Srovnanim ¢ty a devititydennich skupin prasat nebyly zjiStény statisticky
vyznamné rozdily v expresi IL — 6. U Sestnactitydennich skupin prasat byla zji§téna statisticky
vyznamnd vys§i exprese u bilych prasat. Skupina ¢tyt a devititydennich melanomovych prasat
vykazovala statisticky vyznamnou vysSi expresi nez Sestnactitydenni melanomova prasata

(Graf'5).

Graf 5. Hodnoceni exprese Il — 6 mononukledrnimi buitkami metodou RT — PCR
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Relativni exprese IL — 6 méfena na zakladé ptidani piislusnych primert k cDNA, ktera byla piepsana
z RNA PBMC stimulovanych PMA a ionomycinem po dobu 4 h. PBMC byly izolovany z periferni
krve melanomovych a bilych prasat ve véku Ctyt (T4), deviti (T9) a Sestnacti (T16) tydnd.

** Statisticky vyznamné rozdily mezi experimentalnimi skupinami v podilu proliferujicich CD4" T

lymfocytl (p <0, 01).
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5.2.6 Exprese cytokinii IL — 8

Stimulace PBMC u vSech v€kovych skupin melanomovych prasat a u bilé
Sestnactitydenni skupiny neméla vliv naexpresi IL — 8. U bilych ctyitydennich a
devititydennich skupin byla po stimulaci detekovana snizend exprese dané¢ho cytokinu. Pii
srovnani skupin Ctyt a devititydennich prasat nebyly zjiStény statisticky vyznamné rozdily
v expresi IL — 8. Bila Sestnactitydenni prasata vykazovala statisticky vyznamnou vyssi expresi
neZ stejné¢ stard melanomova prasata. Skupina devititydennich melanomovych prasat

vykazovala statisticky vyznamnou vysSi expresi nez Sestnactitydenni melanomova prasata

(Graf 6).

Graf 6. Hodnoceni exprese IL - 8 mononukledrnimi buitkami metodou RT - PCR
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Relativni exprese IL — 8 méfena na zakladé ptidani piislusnych primert k cDNA, ktera byla piepsana
z RNA PBMC stimulovanych PMA a ionomycinem po dobu 4 h. PBMC byly izolovany z periferni
krve melanomovych a bilych prasat ve véku Ctyt (T4), deviti (T9) a Sestnacti (T16) tydnti.

** Statisticky vyznamné rozdily mezi experimentalnimi skupinami v podilu proliferujicich CD4" T

lymfocytl (p <0, 01).
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5.2.7 Exprese cytokini IL — 10

Stimulace PBMC u vSech vékovych skupin bilych prasat vedla ke zvySené expresi IL
— 10. U melanomovych deviti a Sestnactitydennich prasat byla detekovdna snizend exprese
daného cytokinu. U melanomové ¢tyitydenni skupiny prasat neméla stimulace vliv na expresi
cytokinu. Pfi srovndni Ctyftydennich skupin prasat nebyly zjiStény statisticky vyznamné
rozdily v expresi IL — 10. Srovnanim deviti a Sestnactitydennich skupin prasat byla zji§téna
statisticky vyznamna vyS$$i exprese u bilych prasat. Skupina ¢tyf a devititydennich
melanomovych prasat vykazovala statisticky vyznamnou vyS$$i expresi nez Sestnactitydenni

melanomova prasata (Graf 7).

Graf 7. Hodnoceni exprese IL — 10 mononuklearnimi buiikami metodou RT — PCR
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Relativni exprese IL — 10 méfena na zakladé ptidani pfislusnych primert k cDNA, ktera byla pfepsana
z RNA PBMC stimulovanych PMA a ionomycinem po dobu 4 h. PBMC byly izolovany z periferni
krve melanomovych a bilych prasat ve véku ¢ty (T4), deviti (T9) a Sestnacti (T16) tydnt.

** Statisticky vyznamné rozdily mezi experimentalnimi skupinami v podilu proliferujicich CD4" T

lymfocytl (p <0, 01).
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5.2.8 Exprese cytokini TGFp

Stimulace PBMC bilych ¢tyftydennich a Sestnéctitydennich a melanomovych
devititydennich skupin prasat vedla ke zvySeni exprese TGFB. U melanomovych
ctyftydennich a bilych devititydennich skupin byla detekovana snizend exprese daného
cytokinu. U melanomové ctyitydenni skupiny prasat je exprese cytokinu stimulovaného
vzorku srovnatelnd s nestimulovanym. Pfi srovnani deviti Sestnactitydennich skupin prasat
nebyly zjiStény statisticky vyznamné rozdily v expresi TGFp. U ¢tyitydennich skupin prasat
byla zjiSténa statisticky vyznamna vysSi exprese u bilych prasat. Skupina deviti a
Sestnactitydennich melanomovych prasat vykazovala statisticky vyznamnou vyssi expresi nez

ctyitydenni melanomova prasata (Graf §).

Graf 8. Hodnoceni exprese TGF mononuklearnimi buiikami metodou RT - PCR
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Relativni exprese TGF} méfena na zakladé ptidani pfislu§nych primerti k cDNA, ktera byla pfepsana
z RNA PBMC stimulovanych PMA a ionomycinem po dobu 4 h. PBMC byly izolovany z periferni
krve melanomovych a bilych prasat ve véku Ctyt (T4), deviti (T9) a Sestnacti (T16) tydnti.

** Statisticky vyznamné rozdily mezi experimentalnimi skupinami v podilu proliferujicich CD4" T

lymfocytl (p <0, 01).

52



5.3 Méieni proliferace CD4" bunék

Pro zjisténi proliferacni aktivity CD4" T lymfocyti byla pouZita metoda barveni
CFSE. K obarvenym bunkdm bylo pfiddno urené mmnozZstvi Concanavalinu A, lyzatu
z nadoru, lyzatu z bilé¢ kize nebo medium. Po sedmi dnech inkubace, byly buniky obarveny
protilatkou (PerCP — Cy 5.5 Mouse Anti — Pig CD4a) a takto pfipravené vzorky byly
promé&feny na prutokovém cytometru FACS Calibur. Pro Gcely vyhodnoceni byly vzorky
rozdéleny do tfi skupin podle véku u MeLiM a kontrolnich bilych prasat (viz. 1.1.). Byly
porovnany procentuélni rozdily v proliferaci riizné stimulovanych CD4" T lymfocytii u stejné
starych MeLiM a bilych selat.

Na grafu 9 je ukdzka dot plotu z méfeni proliferujicich lymfocyti na pritokovém

cytometru, ze kterého je déle ziskan idaj o podilu proliferujicich CD4" T lymfocytt.

Graf 9. Dot plot méfeni proliferujicich CD4" T lymfocytl znaéenych CFSE po stimulaci
ConA
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A Detekce lymfocytdi z mononuklearnich bunék periferni krve odebrané praseti MeLiM. Krev byla
stimulovana PMA a ionomycinem a ozna¢ena CFSE. Odliseni lymfocytarni populace probéhlo na
zéklade rozptylu svétla porovnanim FSC (forward scatter) a SSC (side scatter).

B Identifikace podilu proliferujicich CD4" T lymfocyti (Q1) na zakladé procentualniho zastoupeni
CD4" bunék (Q1) vzhledem k souétu Q1 + Q2 (CD4 'CFSE").
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5.3.1 Stimulované ConA

Stimulace ConA, vedla u vSech skupin ke statisticky vyznamnému vys$§imu procentu
proliferujicich bunék, nez u nestimulovanych vzorkl. U bilych prasat nebyly zaznamenany
zadné statisticky vyznamné rozdily v proliferaci mezi kategoriemi. Melanomova prasata
vykazovala statisticky vyznamny nérlst proliferujicich bun€k u prasat starSich ¢tyt tydnt.
Mezi devititydennimi skupinami se nalézal statisticky vyznamny vyssi podil proliferujicich

bunck u melanomovych prasat.

Graf 10. Méfeni proliferace CD4 " T lymfocytl stimulovanych Concanavalinem A

Stimulace ConA
*%
100.0 1
1 *% *%
S 2 ] -—
G & 750 ] -
sg ] L
) i —
= 2 500 | T
o ] o -
38
° 25.0 1 i T
0.0 - . 1 , : : l .
T4 T9 T16
[C] Melanomova prasata
[] Bila prasata

Proliferace CD4" T lymfocytii méfena na zékladé barveni PBMC metodou CFSE po stimulaci
Concanavalinem A u melanomovych a bilych prasat ve veku ¢tyt (T4), deviti (T9) a Sestnacti
(T16) tydnt. PBMC byly po 7 dnech inkubace oznaceny protilatkou PerCP — Cy 5.5 Mouse Anti
— Pig CD4a.

** Statisticky vyznamné rozdily mezi experimentdlnimi skupinami v podilu proliferujicich CD4"

T lymfocyta (p <0, 01).
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5.3.2 Stimulované lyzatem L1 (melanom v progresi)

U vSech vékovych kategorii bilych prasat nebyly zaznamenany statisticky vyznamné
rozdily mezi stimulaci lyzatem L1 (z melanomu), L4 (z bil¢ klze) a nestimulovanymi
bunikami. Stimulace nadorovym lyzatem, vedla u vSech vékovych kategorii melanomovych
prasat ke statisticky vyznamnému vyS$imu procentu proliferujicich bunék, nez po stimulaci
L4 a nestimulovanymi vzorky. Skupina devititydennich melanomovych prasat vykazovala
statisticky vyznamny vys$$i podil proliferujicich bunék nez ctyf a  Sestnactitydenni
melanomova prasata. U Ctyf a devititydennich melanomovych prasat se nachéazela statisticky

vyznamna vys$i procenta proliferujicich bun€k nez u stejné starych bilych prasat.

Graf 11. Méfeni proliferace CD4" T lymfocytli stimulovanych lyzatem z melanomu
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[] Bila prasata

Proliferace CD4" T lymfocytli méfena na zékladé barveni PBMC metodou CFSE po stimulaci
lyzatem z melanomu u melanomovych a bilych prasat ve véku ¢tyt (T4), deviti (T9) a Sestnacti
(T16) tydnt. PBMC byly po 7 dnech inkubace oznaéeny protilatkou PerCP — Cy 5.5 Mouse Anti
— Pig CD4a.
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** Statisticky vyznamné rozdily mezi experimentalnimi skupinami v podilu proliferujicich CD4"

T lymfocyti (p <0, 01)

5.3.3 Medium

Mezi nestimulovanymi skupinami nebyly detekovany zadné statisticky vyznamné

rozdily v bunééné proliferaci.

Graf 12. Méfeni proliferace nestimulovanych CD4" T lymfocytfi
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Proliferace CD4" T lymfocytti méfena na zakladé barveni PBMC metodou CFSE bez stimulace u
melanomovych a bilych prasat ve véku ¢tyt (T4), deviti (T9) a Sestnacti (T16) tydnt. PBMC byly
po 7 dnech inkubace oznaceny protilatkou PerCP — Cy 5.5 Mouse Anti — Pig CD4a.

56



5.3.4 Stimulované L4 (bila kiiZe)

Stimulace lyzatem zbilé kiZze nevedla u zadné skupiny prasat ke statisticky

vyznamnym rozdilim v podilu proliferujicich bunék oproti nestimulovanym bunikam.

Graf 13. Méfeni proliferace CD4 " T lymfocyth stimulovanych lyzatem z bilé kiize
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[] Bila prasata

Proliferace CD4" T lymfocytii méfena na zakladé barveni PBMC metodou CFSE po stimulaci
lyzatem z bilé kiize u melanomovych a bilych prasat ve véku Ctyt (T4), deviti (T9) a Sestnacti
(T16) tydnt. PBMC byly po 7 dnech inkubace oznaceny protilaitkou PerCP — Cy 5.5 Mouse Anti
— Pig CD4a.
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6 Diskuze

V této diplomové praci byla sledovana aktivita T lymfocytd u prasat s dédicnym
melanomem v rizném stadiu onemocnéni. Prace byla zamétena na hledani rozdild, na trovni
proliferace CD4" T lymfocyti a produkce vybranych cytokini T lymfocyty, mezi bilymi
a ¢cernymi prasaty MeLiM v prabchu progrese a spontanni regrese nadort.

Melanomové nadorové builky maji imunogenni povahu, ktera u lidi vyvolava
specifickou imunitni odpovéd’ (Rosenblatt, 2008). U prasat, dosud nebyla pfili§ zkoumana
specifickd imunitni odpoveéd’ vii¢i melanomiim, jelikoz nejsou zavedeny potiebné metody.
Jednim z cilt této prace tudiz bylo zavedeni imunologickych metod, které by se daly vyuzit
pro dal$i studium imunitni odpovédi specifické vi¢i melanomu. Byly vyuZity metody bézné
vyuzivané v infekéni imunologii — méfeni exprese vybranych cytokinii a métfeni proliferace
CD4" bungk. Dale bylo odzkouseno barveni intracelularniho IFNy k detekci antigen
specifickych bunék.

Ke sledovani byly vybrany pomocné CD4" T lymfocyty, jelikoz k jejich aktivaci
postacuje inkubace s antigennim proteinem (Krejsek a Kopecky, 2004). Antigen prezentujici
builkky v krvi jsou schopny protein internalizovat, zpracovat a nasledné prezentovat
v komplexu s MHC II na povrchu buiiky. Antigenni peptidy prezentované v komplexu
s MHC 1I jsou specificky rozpoznavany CD4" T lymfocyty. Naproti tomu, by ke sledovéni
CD8" T lymfocytii byla zapotiebi prezentace antigendi v komplexu s MHC I. Timto zptisobem
jsou prezentovany peptidy pochazejici z endogennich proteini. Proto by ke stimulaci CD8" T
lymfocytt byla zapotiebi bud'to inkubace s zivymi nddorovymi buitkami, které se v soucasné
dobé nedafti kultivovat, nebo by musela byt exprese naddorovych antigenti v jinych buitkach
vyvolana transfekci (Kédsser et al., 2008). K tomu by bylo potfeba znat specifické praseci
melanomové antigeny, jejichZ identifikace by méla byt pfedmétem dalSich studii. U lidi, na
rozdil od prasat, je znamd celd ftada specifickych melanomovych antigenti, napf.
MelanA/MART — 1, MAGE - 3, gp100/Pmel 17, tyrozinaza (Bioley et al., 2006, Tatsumi et
al., 2002, Jager et al., 2001).

Prase¢i melanom je v biochemickych, imunohistochemickych a molekularné
biologickych vlastnostech velmi podobny lidskym malignim melanomim (Bourneuf et al.,
2011). Nadory se vyskytuji u obou pohlavi bez rozdilu (Horak et al., 1999). Mechanizmus
regrese melanomu neni dosud znadmy. Predbézné vysledky ukazuji zvySené mnozstvi proteint
teplotniho Soku a nasledné zvyseni infiltrace tumoru T lymfocyty. Bylo popséno, Ze je se

spontanni regresi spojena infiltrace nadoru imunitnimi buiikami, jeho postupné vymizeni a
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nahrazeni vazivem (Hruban et al., 2004). U rychle rostoucich nador nastava spontanni
regrese ve véku ti1 az ¢ty mésicl, u pomalu rostoucich naddort ve véku péti az sedmi mésict.
Kompletni spontanni regrese nadoru nastava u 96 % prasat (Vincent — Naulleau et al., 2004).
U lidi je kompletni spontanni regrese velice vzacnd (Rambow et al., 2008). Diky lidské
imunoterapii, jsou znama néktera data o vyvoji imunitni odpovédi proti melanomu v Case,
pfesto experimentalni protinddorovou vakcinaci nedochazi k vyznamné regresi a vyléceni
nadort (Russo et al., 2014). Geneticky podminéna produkce melanomovych proteini je
shodné u prasat i lidi, avSak dosud nebylo vyzkouméno, jestli maji pfi spontdnni regresi
vyznam (Shoot et al., 2015). K tomuto zkouméni, by bylo do budoucna zapotiebi zjistit
expresi specifickych antigenti v nddorech, naptiklad pouzitim real-time PCR pro detekci na
urovni mRNA, nebo imunohistochemicky na tirovni proteinu. Zjistény antigenni protein bude
dale nutno nasyntetizovat nebo pouzit n¢které molekularné¢ — biologické metody, napiiklad
transfekci bunék pro dany antigen. V ptipad¢ dostate¢né homologie mezi lidskym a prase¢im
proteinem by stalo za to vyzkouset, jestli lymfocyty melanomovych prasat reaguji na lidsky
melanomovy antigen.

Jednou z moZznych metod pro detekci specifické imunitni odpovédi je detekce antigen
specifickych bunék pomoci intraceluldrniho barveni cytokinti. K tomuto tcelu bylo vybrano
znaceni intraceluldrniho IFNy, ktery je hlavnim cytokinem Thl a cytotoxickych T lymfocyti
(Gerner et al., 2008). Cilem prace bylo zavést metodiku tohoto barveni u prasat, aby ji bylo
mozno vyuzit v dalSich studiich, coZz se podaftilo. Z vysledkl je patrny narist detekovanych
CD4'TFNy" po stimluaci PMA a ionomycinem. Tuto metodu by bylo mozné vyuzit pro
detekci rozdili v imunofenotypickém profilu mezi riznymi vékovymi skupinami a mezi
melanomovymi a zdravymi prasaty. Vyhodou této metody je, Ze diky méfeni na pratokovém
cytometru, mdme moznost sledovat pocty jednotlivych typt bunék.

Pro porovnani aktivity lymfocytd Thl byla métfena relativni exprese cytokinii IFNy
a IL — 2, kterd byla normalizovdna house — keeping genem HPRT. IFNy je produkovan
omezenym spektrem bunék. Jednd se zejména o pomocné T lymfocyty — Thl po antigenni
stimulaci a NK buiiky. IFNy projevuje dilezité protinadorové a imunomodula¢ni U€¢inky. Na
antigen prezentujicich builkdch zvySuje expresi MHC II. tfidy. Kromé toho inhibuje
proliferaci Th2 lymfocytd (Bruin et al., 2013). Stimulace mononuklearnich bun¢k (PBMC),
pomoci PMA a ionomycinu, vedla ke zvySeni exprese IFNy oproti nestimulovanym buinikam
u vSech skupin prasat kromé Sestnactitydennich melanomovych. Tento trend sledujeme témét
u vSech vybranych cytokinl. Ve v€ku ¢tyf mésici je u MeLiM prasat pln¢ v béhu spontanni

regrese melanomd, u nékterych je jiz ukoncena (Vincent — Naulleau et al., 2004). Moznym
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vysvétlenim nizké reaktivity lymfocytli na stimulaci je anergie v disledku vycerpani
imunitniho systému. Boon et al. (2006) popisuje anergii jako ztratu spontdnni T bunécné
protinadorové imunity, jez muze nastat v diisledku ztraty citlivosti na efektorové T lymfocyty
nebo ztratu vnimavosti vii€i stimulaci antigenem. Tuto hypotézu by bylo nutné ovéfit na
dalSich prasatech, ptipadné zjistit, jak dlouho tento stav pretrvava. V kazdém ptipadé by bylo
potteba vysledek potvrdit na vét§im poctu zvifat.

Srovnanim melanomovych a bilych skupin prasat ve véku Ctyf a deviti tydnl nebyly
zjiStény statisticky vyznamné rozdily v expresi IFNy. Statisticky vyznamné rozdily mezi
melanomovymi a bilymi skupinami bylo mozné pozorovat u jiz zminénych Sestnactitydennich
prasat. Rodriguez-Carrefio et al. (2001) zkoumal expresi IFNy u zdravych prasat rlizného
véku po stimulaci mononuklearnich bunék PMA. Z jeho vysledki vyplyva, Ze exprese
cytokinil vzrista od tff mésict véku dal, coz se v mé praci Castecné potvrdilo.

Kromé Thl je IL — 2 po antigenni stimulaci produkovan i CD8" T lymfocyty a NK
buiikami (Yui et al., 2004). Piisobi autokrinné na T lymfocyty CD4". Dile je dilezitym
aktivacnim podnétem subpopulace tlumivych cytotoxickych T lymfocytli a NK bunék (Sim
and Radvanyi, 2014). Il — 2 je také druhym signdlem aktivujicim a diferencujicim B
lymfocyty. Stimulovani PBMC vedlo, podobné jako u IFNy, ke zvySené expresi u vSech
ctyitydennich a devititydennich selat. Na PBMC melanomové Sestnactitydenni skupiny
nem¢la stimulace vliv. Statisticky vyznamné rozdily v expresi IL — 2 byly nalezeny pouze
mezi Sestnactitydennimi skupinami prasat.

Pro porovnéni aktivity Th2 lymfocytl byla vyuzZita stimulace exprese cytokinu IL — 4.
IL — 4 je velmi dobfe popsany reguldtor proliferace a je to cytokin, ktery ovliviiuje vybér
produkce imunoglobulinové tfidy v B lymfocytech, potlacuje zanétlivé reakce makrofagu,
potlacuje aktivitu NK bunck, pomdha diferenciaci makrofagli a monocytii na dendritické
buiiky, stimuluje proliferaci T lymfoblastl a inhibuje produkci Thl (Ito et al., 2009, Murtaug
et al., 2009). Stimulace PBMC vedla ke zvySené expresi IL — 4, avSak jsou zde pozorovany
pomérné znacné rozdily mezi jednotlivymi vzorky. Rozdily mezi melanomovymi a bilymi
prasaty stejného v€ku nejsou statisticky vyznamné, kromé Sestnactitydennich skupin.

K porovnani aktivity regula¢nich T lymfocyti byla pouzita stimulace exprese cytokinl
TGFB a IL — 10. TGFP reguluje adhezi bunck, expresi tkanovych metaloproteinaz
a tkanovych inhibitorti proteolytickych enzymu. Podili se na regulaci obnovy poskozenych
TGFB a IL — 10 jsou produkovany pomocnymi T lymfocyty, které se vycleiuji do
podjednotky Tr. Tato podjednotka uc¢inné tlumi nezddouci aktivitu Thl (Eickelberg, 2001).
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Dysfunkce v signalizaci TGFP hraji hlavni roli u rlznych druhG rakoviny, naptiklad
melanomu (Hsu et al.,, 2005). Pravdépodobné vlivem technického selhdni nefungovala
exprese TGFB uUplné¢ idedlné. Z vysledkli nejsou patrné nijak vyznamné naristy hladin
cytokinl po stimulaci. Skupina deviti a Sestnactitydennich melanomovych prasat vykazovala
statisticky vyznamnou vyssi expresi nez Ctyitydenni melanomova prasata.

IL — 10 je po antigenni stimulaci produkovan podjednotkami Th3, které produkuji 1 TGFp.
Piisobi hlavné proti Thl podjednotce a obecné jsou jimi produkovany protizanétlivé cytokiny
(Mocellin et al., 2003). I u téchto cytokinli je mozné pozorovat velkou variabilitu v jedné
skupiné. ZvySend exprese po stimulaci PBMC je pozorovana pouze u bilych
Sestnactitydennich prasat. Statisticky vyznamné rozdily v rdmci vékovych skupin se nachéazeji
u deviti a Sestnactitydennich prasat. Skupina deviti a Sestnactitydennich melanomovych prasat
vykazovala statisticky vyznamnou vy$si expresi nez ¢tyitydenni melanomova prasata.

Posledni porovndvanou skupinou byly prozanétlivé cytokiny IL — 6 a IL — 8. IL — 6 je
produkovan zejména T a B lymfocyty, ale mohou ho produkovat i ostatni jaderné bunky.
Funguje jako regulator proliferace a diferenciace B lymfocytl a syntézy protilatek. Zajistuje
také aktivaci T lymfocytl, diferenciaci a regulaci fenotypu Th2. Prostfednictvim tohoto
cytokinu dochézi v hepatocytech ke zvysené tvorbé bilkovin akutni faze (Kishimoto, 2010).
Kromé ¢ernych Sestnactitydennich prasat méla stimulace PBMC jen mirny vliv na zvySenou
expresi cytokintll. Statisticky vyznamny rozdil v expresi IL — 6 se nachazi u Sestnéctitydennich
skupin prasat. Skupina deviti a Sestnactitydennich melanomovych prasat vykazovala
statisticky vyznamnou vyssi expresi nez Ctyitydenni melanomova prasata.

I — 8 je chemokinovy chemoatraktant a aktivator granulocytii, zesiluje jejich
metabolické vzplanuti a degranulaci (Das et al., 2010). Stimulace PBMC neméla vliv na
expresi daného cytokinu. Vzhledem k nc€kolikandsobné snizené expresi u stimulovanych
bilych devititydennich prasat je mozné, Ze byly zaménény stimulované bunky za
nestimulované. Srovnanim deviti a Sestnactitydennich skupin prasat byly zjiStény statisticky
vyznamné rozdily.

Dalsi metodou bylo méfeni proliferace CD4" lymfocytil. K monitorovani imunitni
odpovédi bylo pouzito intracelularni znaceni fluorescencnim barvivem CFSE. Bylo zjiSténo,
ze CFSE je mimofadné Uc¢inné pfi monitoringu proliferace bunc¢k v riznych experimentech.
Toto barvivo bylo pivodné vyrobeno pro sledovani lymfocytd in vivo po mnoho mésici, ma
tedy minimalni destruktivni u€inky na Zivotnost a funkce bunék. Proliferace lymfocytlh mize
byt méfena pomoci pritokového cytometru obvykle az do osminasobného déleni. Poté je

fluorescence pfili§ nizka a buiiky jsou neodliSitelné od neobarvenych (Quah et al., 2007).

61



Morgan et al. (1996) mimo jiné porovnival obsah CD4" lymfocytli u melanomovych prasat
Sinclair, u kterych se bud'to vyskytovaly nebo nevyskytovaly melanomy. Do pokusu byla
vybrana prasata rtizného stafi a pohlavi a builky byly po oznaceni FITC méfeny na
pritokovém cytometru. V Morganove pokusu nebyl statisticky vyznamny rozdil mezi prasaty
s melanomem nebo bez n¢;.

V nasem pokusu byly bunky nejprve ozna¢eny CFSE, poté protilatkou PerCP — Cy 5.5
Mouse Anti — Pig CD4a a stimulovany Concanavalinem A (ConA). ConA je mitogen,
aktivujici bun&nou proliferaci prednostné u T lymfocyti (Krauss et al., 1999). CD4"
stimulované bunky u Cernych deviti a Sestnactitydennich prasat vykazovaly vyssi proliferaci
nez bunky ctyftydennich prasat. Statisticky vyznamny, je rozdil mezi bilymi a Cernymi
devititydennimi prasaty.

Dal$im stimulantem byl lyzat z prase¢iho melanomu. Nevyhodou tohoto lyzatu je, ze
obsahuje rizné neznamé antigeny. Bylo by potfeba zamé&fit se na sledovani imunitni odpovédi
vuci konkrétnim antigentim, tj. identifikovat je a izolovat. Nejvyssi proliferaci po stimulaci
vykazovala ¢erna devititydenni prasata, coz koreluje s po¢atkem spontdnni regrese nadort.
U cernych Sestnactitydennich se proliferace antigen-speficikych bunck sniZuje. Tento
prolifera¢ni pokles koreluje s vétSinou vysledki z detekce exprese cytokinil. Bylo by proto
nutné pokus zopakovat, aby se zjistila pfi¢ina tohoto poklesu. Moznym vysvétlenim je
vyCerpani imunitniho systému, nebo pfesun antigen-specifickych bunék zkrve
do regredujicich naddorti. Kromé sledovani imunitnich odpovédi v periferni krvi by proto bylo
zajimavé v dalSich studiich sledovat stejné parametry i v nadorové tkani, nebo v lymfocytech
izolovanych z nédort.

K poslednimu stimulantu PBMC patfil nddorovy lyzat ze zdravé bilé kize. Pfidani této
latky nem¢lo takika zadny vliv na spusténi imunitni reakce, a tudiz nenastaly Zadné statisticky
vyznamné rozdily v proliferaci CD4" T lymfocyti.

Zavérem je nutné zminit, Ze tato prace je pouze mald studie na malém poctu zvirat.
Vysledky by bylo zapotiebi ovétit na dalSich zvitatech, ptipadné pridat dalsi vékové skupiny,
aby bylo mozné zjistit, kdy pfesn¢ dochdzi ke sniZzeni produkce cytokinti a proliferacni
aktivity. Ptipadné, jak dlouho toto sniZeni pretrvava. Dale je zapotiebi zdlraznit, ze vyskyt T
lymfocytl pfimo v melanomech muze byt znaéné odliSny od periferni krve, naptiklad
u melanomového prasete Sinclair se v melanomu nachézi o pétinu méné CD4" T lymfocyth
nez v periferni krvi (Morgan et al., 1996). Metody intraceluldrniho barveni cytokini a méfeni

proliferace specifickych T lymfocytl jsou nyni pfipraveny pro uziti v experimentdlni praxi.
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U metody méfeni exprese cytokinli nebyla dostate¢né prokazana jeji vhodnost k vyuZiti

v praxi, bylo by zapottebi dale tuto metodu optimalizovat.
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7 Zavér

Vysledky ovéfily principidlni vhodnost pouzitych metod ve vyzkumu specifické
imunitni odpovédi vic¢i praseCimu nddoru. Vyhodou pouzitych metod je relativné snadna
dostupnost potiebnych reagencii na trhu, které jsou ovSem pomérné ndkladné. Velmi nadkladné
jsou také pfistroje pouzivané k vyhodnocovani. K $ir§imu vyuziti v praxi bude nutna dalsi
optimalizace, zejména v metodé méteni exprese cytokind.

Byla vyzkouSena metoda intracelularniho barveni cytokint u prasat. Tato metoda se
jevi jako velmi vhodna pro sledovani specifické imunitni odpovédi a je pfipravena k zavedeni
do praxe. Mohla by byt naptiklad vyuzita pti detekci specifickych nadorovych antigenti.

K porovnani rozdili ptfitomnych T lymfocytarnich bunck v periferni krvi mezi
melanomovymi a zdravymi prasaty rizného stafi, byla sledovana exprese vybranych
cytokinii. Z vysledk vyplyvé, Ze na rozdil od devititydennich prasat, nejstarSi prasata na
stimulaci nereagovala, anebo reagovala méné, neZ mladsi a bild. Metodou real — time PCR
nebyly detekovany ocekdvané rozdily v expresi jednotlivych cytokinii v krevnich
lymfocytech, lepsich vysledkli by se mohlo doséhnout pii méteni exprese piimo z nddorové
tkané.

Z divodu, Ze nejsou znamy specifické prase¢i nddorové antigeny, byly builky pro
méfeni proliferace CD4" lymfocytii stimulovany nadorovym lyzatem. Touto stimulaci byly
objeveny rozdily v proliferaci bun¢k ve fazi spontanni regrese nadorli. SniZzend proliferace
CD4" lymfocytii u Sestnactitydennich prasat koreluje s vysledky v méfeni exprese cytokini.
Tato metoda bez problémt fungovala a je vhodna pro vyuziti v dalSich experimentech.

Vzhledem ktomu, Ze u nejstarSich prasat doSlo k poklesu proliferace a exprese
cytokinl, byla hypotéza potvrzena jen Castecné. Vysledky by bylo dobré ovéfit v dalSich
experimentech. Zajisténi dat o rozvoji imunitni odpovédi v Case, by mohlo pomoci pii
objasiiovani mechanismu spontanni regrese u prasat a k dalSimu vyuziti v protinadorové 1écbe

u lidi.
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