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1 UVOD

Dle statistik, které byly uvefejnény Ceskym onkologickym programem, Zilo
v roce 2016 pouze na uzemi Ceské republiky celkem 562 329 osob, kterym bylo dany
rok nebo dfive diagnostikovano nadorové onemocnéni. Dany rok rakovinou
onemocnélo nové vice nez 96 500 osob (49 302 muzu, 47 198 Zen) a 27 261 pacienti
na nasledky onemocnéni zemielo. Bylo zjiSténo, ze rakovinou onemocni v pribéhu
svého zivota kazdy 3. obyvatel Ceské republiky a kazdy 4. na ni zemfe. Incidence
zhoubnych karcinomti v CR stale roste, na ¢emz se z &asti podili i starnuti populace

V na$i zemi.

Podle statistickych dat uvefejnénych v lednu 2019 celosvétovou zdravotnickou
organizaci WHO byla vroce 2018 globalni incidence novych piipadd 18 078 957
(17 036 901 pacientii, nezahrnujeme-li nemelanomovou rakovinu kaze). Na rakovinu
v prib¢hu roku 2018 zemielo 9 555027 pacientii. Pacientim byl nejcastéji
diagnostikovan karcinom plic (2,1 milionu, 11,6% z celku) a prsu (2,1 milionu, 11,6%
z celku), avsak nejvice pacienti umirali na nasledky karcinomu plic (1,7 milionu,

18,4% z celku) a kolorektalni karcinom (0,9 milionu, 9,2% z celku).

Tato data jsou pro vétsinou z nas velice znepokojiva a obavame se dne, kdy my
samotni nebo n¢kdo z naseho okoli onemocni rakovinou, a neni divu, data hovoii jasnég,
rakovina se podili na celosvétové mortalité 25,8% a rakovinu to tak stavi na druhou
pticku nejastéjsich pfic¢in tmrti hned po kardiovaskularnich chorobach (Dusek a kol.,
stylem a zivotnim prosttedim a pouhych 5-10 % je zpusobeno genetickymi
predispozicemi. Jako hlavni rizikové faktory zptsobujici vznik zhoubnych novotvara se
udava alkohol, koutfeni, UV zafeni, obezita, nedostatecnd pohybova aktivita, stres a

zneCisténé zivotni prostiedi (Anald a kol., 2008).

| ptes to, pokud je nékomu diagnostikovana rakovina, existuji metody, které se
vyuzivaji k 1é¢bé rakovinného onemocnéni jako je chemoterapie, radioterapie nebo
chirurgické odstranéni postizené tkané. Bohuzel velkou nevyhodou chemoterapie a
radioterapie je, ze béhem 1é¢by dochazi jak k likvidaci zhoubnych bunék, tak i zdravych

bun¢k. A prave proto mnoho védcl vklada své usili a nadéje do vyzkumu imunoterapie,



ktera funguje na principu posileni vlastnich bun¢k jak vrozené, tak ziskané imunity a

cilené likvidace nadorovych bunék.

Z tohoto divodu je ma bakalafska prace zaméfena na posileni vrozené imunity
diky ziskanym informacim, jak jednotlivé buniky vrozené imunity rozpozndvaji a

eliminuji nadorové buiiky.



2 CILE PRACE

¢ Uloha vrozené imunity v protinddorové obran¢ organismu
¢ Mechanismy rozpoznani a likvidace nadorovych bunék bunikami vrozené imunity

¢ Navrhované zpisoby nadorové imunoterapie s pouzitim bunék vrozené imunity



3 RESERSE
3.1 NADOROVA ONEMOCNENI

Nadorova onemocnéni byvaji oznacovana jako zhoubny novotvar nebo jako vice
znamé oznaceni rakovina. Vsechny zdravé somatické burky (vyjma lymfocytt) jednoho
organismu obsahuji stejny genom. U dospélého jedince nastdva bunéénd homeostaza,
nakteré se podili programovand bunéénd smrt, proliferace bun¢k a terminalni
diferenciace bunék. Tyto tii déje jsou podminéné geneticky. Dojde-li k transformaci

somatické buiiky, dojde i k naruseni rovnovahy (Petera a kol., 2005).

Piivod nadorového onemocnéni tkvi pouze Vv jedné jediné zmutované buiice,
ktera ptestala odpovidat na signdly vedouci k programované bunécné smrti a zacala se

nekontrolovatelné délit (Chabner a Chabner Thompson, 2013).

Rakovinné buiiky jsou charakterizovany svou schopnosti unikat imunitnimu
systému, snizenou citlivosti vii¢i signalim zpisobujicim programovanou bunécnou
smrt, neomezenym replikaénim potencidlem, schopnosti stimulovat rast kapiléar
(angiogeneze), necitlivosti na rust inhibujici signaly, sobéstacnosti v potiebé rastovych
signali, schopnosti Sifit se a zakladat sekundarni loziska ve vzdalenych tkéanich
(metastaze). VSechny tyto schopnosti utvafi logicky ramec slouzici k pochopeni

fungovani nadorového onemocnéni (Hanahan a Weinberg, 2011).

3.1.1 Faktory ovliviiujici vznik nadorového onemocnéni

Jako hlavni pfi¢ina ovliviiujici vznik rakoviny se uvadi nahromadéni velkého
mnozstvi mutaci, které jsou nasledkem prodluzovani veéku u lidi. Mutageny jsou vlivy,
které¢ zplsobuji mutace v buitkach a mohou byt biologického, chemického nebo
fyzikalniho charakteru (Comings, 1973). Znamymi mutageny jsou UV zafeni nebo
chemické slouCeniny obsazené jak v cigaretovém koufi, tak ve zplodinach
produkovanych automobily. Tyto faktory se podileji na zvySeném vyskytu mutaci

v bunkach, které poté zptusobuji rakovinné bujeni (Ames a kol., 1995).

3.1.2 Klasifikace nadoru

Studie ukazuji, ze v dnesni dob¢ existuje vice nez 100 druhi rakoviny (Hanahan

a Weinberg, 2011). Nadory rozliSujeme podle jejich klinického a biologického chovani



a také podle jejich vztahu k okolni tkdni na nadory benigni, maligni, semimaligni a

potencionalné maligni.

Benigni (nezhoubné) nadory jsou ohrani¢ené, neinvazivni, rostouci expanzivné
a pomalu, jsou snadno chirurgicky odstranitelné. Benigni nadory pisobi na své okoli
pouze mechanickym tlakem a jedince mohou ohrozovat, jen pokud se vyskytuji

V nepiiznivé lokaci, jako je naptiklad centrdlni nervova soustava (Rejthar a Vojtések,

2002).

Maligni (zhoubné) nadory jsou charakteristické svou invazivitou (metastazuji),
agresivitou vuci okolni tkani, jsou neohrani¢ené, rostou rychleji a jsou hife chirurgicky
odstranitelné. Pokud b&hem chirurgického zdkroku nedojde k Gplnému odstranéni
maligni tkané, dochazi poté k znovuobjeveni nadoru a k metastazovani (Rejthar a

Vojtesek, 2002).

K potenciondlné malignim a semimalignim nadorim se fadi nadory,
u kterych nelze presné urcit podle diagnostickych metod jejich malignitu ¢i benignitu
(Rejthar a Vojtések, 2002). Maligni nadory jsou pro pacienty velice nebezpecné a Casto
smrtelné (Opdenakker a Van Damme, 2004).

Nadory dale klasifikujeme podle tkané, ze které vznikaji. RozliSujeme nadory
epitelové, mezenchymové, nadory z krvetvorné tkané kostni diené, neuroendokrinni,

smi$ené, mezoteliomy, choriokarcinomy a lymfomy (Vorli¢ek a kol., 2016).

Nadory déle rozdélujeme podle organové lokalizace. U pacienti muZzeme
rozliSovat naptiklad rakovinu varlat, prsu, zaludku, tlustého stfeva, kiize, konecniku

apod. (Sell, 2004).

3.1.3 Siieni nadoru

vvvvvv

jako je imunitni odpovéd’ a embryogeneze (Kovaiikova a kol., 2004). Metastazy jsou
dcefiné bunky vytvofené buiikami primarniho nddoru za ucelem expandovat. Metastazy
se mohou vyskytovat v t€lnich dutinach, tkanich, lymfatickych uzlinach ¢i organech
(Adam a Vorlicek, 2004). Pravé metastazy jsou zodpovédné za 90% umrti (Hejmadi,
2010).



Metastazy rozdélujeme do tii skupin podle jejich zpisobu Sifeni. Lymfogenni
metastazy se Sifi lymfatickymi cestami a v disledku vyusténi lymfatickych cév
do krevniho fecisté se dale metastaze $ifi hematogenni cestou. Hematogenni metastazy
se §ifi krevnim fecistém, z tohoto divodu Casto zakladaji velmi vzdalena sekundéarni
loziska. Nejbézné€jsim piikladem je Sifeni nadorovych bunék tlustého stfeva do jater.
Implanta¢ni metastazy se nachdzeji v serdznich dutinach, jakou jsou kloubni prostory

¢i perikard (Rejthar a Vojtések, 2002; Adam a Vorlicek, 2004).

3.1.4 Nadorova terapie

V soucasné dobé je hlavnim cilem pfi 1é¢bé rakoviny prodlouzit dobu pieziti,
zlepsit kvalitu pacientova Zivota a pii nejlepSim rakovinu Gplné vylécit (Meiliana a kol.,
2016). Lécebné terapie se od dob, kdy jedinym feSenim byl pouze chirurgicky zakrok,
rapidné zmeénily. V dne$ni dobé mame velké mnozstvi kvalitni 1éc¢by, jako je
radioterapie, chemoterapie, endokrinni 1écba a nejnovéjsi a velice ucinnou

protinadorovou terapii se dnes stdva imunoterapie (Urruticoechea a kol., 2010).

Chirurgicky zakrok je nejstarsi a dodnes velmi vyuzivanou terapii (Sudhakar,
2009). Béhem chirurgického zakroku dochazi k odstranéni ¢asti nebo celého nadoru a
spadovych uzlin, ve kterych mohou byt pfitomny metastaze. Pokud je nador benigni,
chirurgicky zakrok je kone¢nym feSenim. OvSem u malignich nadord, pravé kvili
moznosti vyskytu metastdz, je chirurgickd lé¢ba doplnéna o chemoterapii nebo

radioterapii (Brada a kol., 1992).

Chemoterapie funguje na principu podavani chemickych latek (cytostatik)
pacientovi. Cytostatika jsou cytotoxické povahy a ptsobi na bunéény cyklus (bunécné
déleni) vSech rychle se délicich bunék. Diky cytotoxické povaze je tedy chemoterapie
schopna likvidovat jak nador samotny, tak metastaze. Avsak toxicita zaroven poskozuje
zdravé tkang, jako napiiklad bunky kostni diené, zarode¢né buiikky nebo vlasové

folikuly (Martins a de Oliveira, 2009).

Radioterapie (RT) nebo také 1éCba zatenim, je terapie zalozena na toku fotont
a elektrond. Fotony/elektrony jsou cilené na nadorovy utvar, kde dochazi k nezvratnym
zménam na molekule DNA a tim i k destrukci samotnych nadorovych bunék. RT je

nejucinnéjsi, pokud zasdhne bunku v G2 nebo M fazi bunééného cyklu (Adam a



Vorlicek, 2004). Ovsem ozarenim nedochézi k destrukci pouze nadorovych bungk, ale
stejn€ jako u chemoterapie dochazi k niceni i zdravé okolni tkané. Z tohoto diivodu se
RT vyuziva spiSe jako dopln€k k chemoterapii nebo chirurgické 1écbé (Hynkova a
Dolezalova, 2008). Riizné typy nadorti maji ale raznou citlivost na zafeni. Naptiklad
sarkomy a gliomy jsou naprosto radiorezistentni, kdezto nadory zarodecnych bun¢k,

leukemie nebo lymfomy jsou enormné citlivé na zafeni (Adam a Vorlicek, 2004).

Hormonalni terapie se zejména vyuziva pii 1é¢bé nadora zavislych na vyskytu
hormont. Nej¢astéjSimi naddory vyuzivajici hormondlni terapii je karcinom prostaty a
karcinom prsu (Adam a Vorlic¢ek, 2004). Rust nadorovych bunék je zavisly na vyskytu
hormonalnich receptorti vV nddorovych bunikach reagujicich s endogennimi hormony.
Z tohoto divodu je hlavnim cilem této 1écby zamezit vazbé endogenniho ligandu

na receptor (Petera a kol., 2005).

Imunoterapie vyuziva pfirozenych mechanismt imunity k aktivaci a posileni
protinadorové imunity. Velkou vyhodou imunoterapie je jeji cileni na nddorové bunky a
mirné vedlejsi uCinky. Imunitni systém chrani organismus pied cizimi antigeny, a praveé

toho vyuzivaji monoklondlni protilatky, které blokuji receptory na povrchu nadord.

3.2 IMUNITNI SYSTEM

Hlavnim uUkolem imunitniho systému je udrzovat stdlost vnitfniho prostiedi
(homeostazu). Homeostdzy systém docili diky ochrané organismu proti vnéjSim a
vnitinim  Skodlivindm tak, Ze Skodliviny imunitni systém dokaZze rozpoznat a
zneSkodnit. VSechny télu cizi bunky, jako jsou nadorové buriky, mikroorganismy a
patogeny, nesou na svém povrchu antigeny, které je na$ imunitni systém schopny
rozpoznat. Imunitni systém je tedy schopen vyhodnotit mozné nebezpeci Skodlivych
elementd jako jsou zmutované, staré nebo poSkozené bunky (Hofejsi a Bartinkova,
2009). Dojde-li k naruseni homeostazy, nastane rozvoj zanétlivé reakce (Krejsek a kol.,
2016).

Mezi zédkladni obranné mechanismy patfi obranyschopnost, autotolerance a
imunitni dohled. Obranyschopnost je schopnost organismu a imunitniho systému
rozpoznat vnéj§i a vnitini patogeny, viry, Skodliviny, mikroorganismy aj., vyhodnotit

jejich skodlivost a chranit organismus pied jejich vlivem a toxicitou. Autotolerance je

10



schopna rozpoznat sob¢ vlastni tkan¢ a udrzet vici nim toleranci. Pokud by nastala
porucha autotolerance, doSlo by ke vzniku autoimunitni odpovédi a dale ke vzniku
autoimunitniho onemocnéni, mezi které¢ patfi napiiklad roztrousend sklerdéza nebo
celiakie. Imunitnim dohledem se rozumi dohled nad vnitinim prostfedim a schopnost

rozliSovat a odstrafiovat poskozené, zmutované nebo staré bunky (Hoftejsi a kol., 2017).

Imunitni mechanismy rozdélujeme na zaklad¢ rychlosti odpovédi a specifity
nadvé hlavni skupiny, které se vzajemné dopliiuji a podileji se na eliminaci a
rozpoznani Skodlivin — mechanismy ziskané (specifické, adaptivni) a vrozené

(nespecifické) imunity (Bartinkova a Vernerova, 2002).

Ziskana imunita je sice vyvojov€ mladsi, zato je ale dokonalej$i. Systém je
zalozen na antigen specifickych reakcich, které jsou provadény pomoci T a B
lymfocytt. U ziskané imunity je typickeé, ze reakce na cizorody antigen trva del$i dobu
nez u vrozené imunity, obvykle jsou to dny az tydny, nez dojde k imunitni odpovédi
organismu. Navic béhem adaptivni imunity dochazi k tvorbé pamétovych bunck, diky
kterym pti opetovném setkdni s antigenem jiz dochézi k G¢inngj$i a rychlejsi odpoveédi

(Bartinkova a Vernerova, 2002).

Vrozena imunita je vyvojove starS$i a vyskytuje se u vSech mnohobunécnych
organismi (Medzhitov a Janeway, 1997). Tvofi mikrobialni, fyzickou a chemickou
bariéru, ale vice je vrozend imunita zndma diky jejim buitkdm (makrofadgy, monocyty,
neutrofily) a nebunéénym slozkam (proteiny akutni faze, cytokiny a komplement). Diky

témto slozkam probiha imunitni odpoveéd’ okamzité (Parkin a kol., 2001).

3.2.1 Ziskana (specifickd) imunita

Jak jiz bylo zminéno, ziskand imunita je vyvojov€ mladsi a pomalejsi nez
vrozena imunita a je zndmd az u obratlovcl. Specifickd imunita vyuZzivd rekombinaci
genovych segmentll pro tvorbu obrovské Skaly rGznych receptord, které jsou poté
schopny rozeznat specifické antigeny (Clark a Kupper, 2005). Hlavnimi slozkami
tvoficimi ziskanou imunitu jsou T a B lymfocyty a plazmatické bunky. Ziskanou
imunitu délime na humoralni slozku, kterd je zalozena na protilatkdch a na bunécnou
slozku, ktera je tvofena T a B lymfocyty (Hoiejsi a kol., 2017). Charakteristicka je pro

ziskanou imunitu tvorba pamétovych bunck, diky kterym dochéazi pii sekundarnim

11



setkani se specifickym Ag (antigenem) k siln¢jSi a rychlejsi imunitni reakci nez pfi

primarnim setkani (Delves a kol., 2012).

B lymfocyty se vytvaieji a dozravaji v kostni dieni. Na jejich povrchu se
nachazeji protilatkové molekuly — receptory, které mohou byt vazany bud’ na povrchu
nebo mohou byt sekretovany. Receptor je tvofen tézkymi a lehkymi fetézci
imunoglobulinu (lg). Na zakladé izoforem tézkého fetézce rozliSujeme IgA, IgE, IgG,
IgD a IgM (Krejsek a Kopecky, 2004). Pokud se receptor B lymfocytu setka s Ag, tak
se za piitomnosti interferonu gama (IFN-y) produkovaného Th lymfocyty a cytokint
rozdéli na dvé subpopulace: pamétové a plazmatické buitky. Ulohou plazmatickych
bunék je tvorba protilatek viic¢i danému Ag, které dany Ag bud’ opsonizuji (zvyrazni ho
pro naslednou fagocytézu fagocytarnimi buiikami), neutralizuji, iniciuji ADCC
(Antibody Dependent Cell Cytotoxicity) nebo zahaji komplementovou kaskadu.

Na druhou stranu pamét'ové bunky tvoii tzv. imunologickou pamét, jsou v téle po cely

Zivot a pii sekundarnim setkani s Ag urychluji imunitni odpovéd’ (Bonilla a Oettgen,
2010).

T lymfocyty vznikaji stejné jako B lymfocyty v kostni dieni. Na druhou stranu,
ale dozravaji v brzliku, kde dochazi k dalsi selekci. Na rozdil od B lymfocyti,
T lymfocyty nerozeznavaji Ag pomoci receptoru, ale rozpoznavaji antigenni peptidy,
které jsou prezentovany v komplexu s hlavnim histokompatibilnim komplexem (MHC)
(Clark a Kupper, 2005). Po rozpoznani Ag dochazi k diferenciaci T lymfocytii na bunky
efektorové a pamétové. A soucasné¢ Se po rozpoznani Ag diferencuji na dvé
subpopulace: cytotoxické T lymfocyty (Tc) a pomocné T lymfocyty (Th) (Bonilla a
Oettgen, 2010).

Cytotoxické Tc (CD8+) buiiky rozpoznavaji Ag v komplexu s MHC 1. Tc bunky

jsou toxické pro buiky, které nesou specificky Ag pro jejich receptor. Poté, co se Ag
navaze na receptor Tc buinky, uvolni se perforin, ktery zplisobuje programovanou
bunécnou smrt (apoptozu) cizi bunky. Tohoto principu téz vyuzivaji NK buiky.
Za pritomnosti cytokint, které jsou produkovany Th lymfocyty, se Tc lymfocyty dale
diferencuji na aktivované CTL (cytotoxické T lymfocyty). CTL maji za ukol
odstrafiovat nadorové, transplantované nebo virem napadené bunky (Parkin a kol.,

2001).
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Pomocné Th (CD 4+) bunky nehraji pouze dulezitou roli pii aktivaci

B lymfocyti, sekretujicich protilatky, ale také pomahaji aktivovat Tc bunky (Parkin a
kol., 2001). Th bunky nesou na svém povrchu CD 4+ molekuly a Ag rozpoznavaji
v komplexu s MHC Il. Podle cytokint, které Th buniky produkuji se pomocné Th burnky
= ThO diferencuji na Th1l a Th2 bunky. Dal$imi minoritnimi subpopulacemi jsou Th9,
Th17 a Th22. ThO lymfocyty se pomoci cytokint IL-12, IL-18 a INF-y diferencuji
na Thl lymfocyty a IL-4 indukuje diferenciaci ThO na Th2 lymfocyty (Hofejsi a kol.,
2009).

Thl bunky maji vliv na tvorbu bunééné imunity, zejména na cytotoxické Tc
buiiky a na NK buiiky. Exprimuji IL-2, INF-y, TNF-B a diky t€émto cytokiniim plsobi
Th1 buiiky prozanétlivé (Hotejsi a kol., 2009).

Th2 bunky podporuji humordlni imunitu, aktivuji B lymfocyty, které poté
syntetizuji a vylu€uji antigen specifické protilatky. Exprimuji 1L-4, IL-5, IL-6, IL-10 A
IL-13. Th2 lymfocyty jsou zejména vyuzivany v antiparazitarni imunit¢, ale v patologii

je tato reakce Casto spojovana s alergickymi reakcemi - atopii (Krejsek a kol., 2004).

3.2.2 Vrozena (nespecifickda) imunita

Vrozend imunita je vyvojoveé star$i, rychlej§i a méné specifickd. Nema
vyvinutou imunologickou pamét, ale aktivace efektorovych bunék je velice rychla, a
tudiz pfi vstupu antigenu do téla hostitele reaguje okamzité a stejnou silou (Medzhitov a
Janewey, 2000). Nespecifickd imunita je tvofena fadou obrannych mechanismi

(bariérové, humordalni a bunééné).

Prvni mechanismus, ktery brani vstupu patogenu do organismu, jSou
fyziologické a anatomické bariéry, které jsou tvofeny mechanickou a chemickou
slozkou (Raval a kol., 2014). Mezi mechanickou slozku fadime mukdzni sliznici a epitel
plic, sliznici gastrointestinalniho a genitourinarniho traktu. Chemicka slozka zlepsuje
funkci mechanické slozky diky produkci enzymt, které jsou obsazeny v slzéach, potu,
slinach a Zaludku a tvorbé kyselého pH v Zzaludku a moci (Hofej$i a Barttinkova, 2009).

Jestlize patogen prekona prvotni obranu, dojde k aktivaci bunééné a humoralni slozky.
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3.2.2.1 BUNECNA SLOZKA

Bunéénéd slozka je tvofena fagocytujicimi buitkami (makrofiagy, neutrofily,
eosinofily, bazofily, monocyty, zirn¢ a dendritické bunky) a cytotoxickymi NK
bunkami, u kterych neni fagocytarni vlastnost vyvinuta (Beutler, 2004). Fagocytujici
buniky nespecifické imunity rozpoznavaji patogeny urcené k likvidaci diky PAMPs
(pathogen associated molecular patterns), coz jsou rtuznorodé molekuly na povrchu
cizorodych castic tvofené lipopolysacharidy (u Gram-negativnich bakterii),
peptidoglikany (u Gram-pozitivnich bakterii), mannany a glukany (houby a kvasinky)
(Hoftejsi a kol., 2017). PRRs (pattern recognition receptors) jsou receptory makrofagu,
NK bunék, neutrofilii a dendritickych bunék, rozpoznavajici PAMPs. PRRs se mohou
vyskytovat intracelularné, extracelularné (na povrchu bunky) nebo mohou byt nalezeny

v Krvi a tkanovych tekutinach (Beutler, 2004).

Rozeznavame tii typy PRRs z hlediska jejich funk¢nosti - signalni, sekretované

a endocytarni receptory.

Signalni PRR - v okamziku navéazani antigenu na signalni PRR dochazi k zahgjeni
signalni kaskady, jejimz vysledkem je tvorba cytokini. Produkované cytokiny aktivuji
vrozenou a ziskanou imunitni odpovéd’. Mezi signalni PRR fadime naptiklad NOD
(nukleotide-binding oligomerization domain) a TLR (tool-like receptor) (Neth a kol.,
2005; Krejsek a Kopecky, 2004).

Sekretované PRR - vaZzi se na bunéfnou sténu patogenu a Vtomto spojeni jsou
rozpoznavany fagocytarnimi buikami a komplementovym systémem. Sekretovanymi
PRRs jsou napiiklad SAP (serum amyloid protein), CRP (C-reactive protein) a MBL
(mannose-binding lectin) (Neth a kol., 2005; Krejsek a Kopecky, 2004).

Endocytarni PRR — jsou exprimovany na povrchu fagocytarnich bunék. V ptipadé
rozpoznani ciziho mikroorganismu dojde k vazbé PAMP-PRR a to vede k fagocytoze
mikroorganismu. Mezi endocytarni PRR patii napiiklad makrofagovy vychytavaci
(scavenger) receptor nebo mano6zovy receptor (Neth a kol., 2005; Krejsek a Kopecky,
2004).
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3.2.2.2 HUMORALNI SLOZKA

Humorélni sloZka je tvofena slozkami komplementu a cytokiny. Ulohou
humoralni slozky nespecifické imunity je obrana organismu proti extraceluldrnim
baktériim, opsonizace (navazani na mikroby a oznafeni pro fagocytujici buiiky)

(Hoftejsi a Barttinkova, 2009).

Komplement

vvvvvv

Z tficeti proteint a glykoproteint, které se nachazeji bud’ jako s membranou asociované
proteiny nebo se vyskytuji rozpusténé v krvi. Existuje celkové devét sérovych proteind

oznacovanych jako C1-C9, které jsou produkovany makrofagy a jaternimi bunikami.

C slozky, neboli slozky komplementu, se v séru nachazeji v neaktivni formé. Az
po kontaktu s aktivatorem (patogenem) se slozky kaskadovité aktivuji pomoci

enzymatickych reakci (Sarma a kol., 2011).

K aktivaci komplementu miiZze dochéazet klasickou, lektinovou nebo alternativni
cestou. Rozhodujicim mistem aktivace je St€peni C3 slozky na C3a a C3b fragmenty a
produkce MAC neboli membrane attack komplex, ktery napadd membrany

mikroorganisma (Sarma a kol., 2011).

Funkci aktivniho komplementu je opsonizace (C3b slozka se kovalentné navaze
na membranu patogenu a ozna¢i ho fagocytarnim bunkam k fagocytdze), chemotaxe
(pohyb bun¢k do mista zdnétu je zprosttedkovan slozkami C3a a C5b) a osmoticka lyze
bunék (zpisobena pomoci MAC, ktery je tvoreny slozkami C5b, C6, C7, C8 a C9)
(Hofejsi a Bartiinkova, 2009).

Cytokiny

Cytokiny jsou polypeptidové hormony, pienasejici informace mezi bunkami
pomoci specifického receptoru, ktery se vyskytuje na membrané buiiky. Cytokiny mayji
riuzné funkce, ale vétSina ma vliv na dé€leni bunky, diferenciaci, regulaci ristu, zanét a
apoptozu (Parkin a kol., 2001). Cytokiny se v téle nachazeji bud’ rozpusténé v séru nebo
jsou soucasti bunééné membrany. Pisobi bud’ autokrinné (ovliviiuji bunku, ktera je

vyloucila), parakrinn¢ (pusobi v okoli bunky, ktera je vyloucila) nebo endokrinné
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(pisobi na vzdalené bunky). Cytokiny jsou produkovany témét vSemi bunikami, avSak

nejvice Th bunkami a makrofagy (Zhang a An, 2007).

Na zakladé rozdilné funkce rozdélujeme cytokiny do mnoha skupin.
Na interleukiny (reguluji imunitni reakce), lymfokiny (aktivuji —makrofagy),
chemokiny (stimuluji regulovanou migraci neboli chemotaxi), interferony (antivirovy
ucinek), TGF (transforming growth factors — reguluji embryonalni vyvoj a nadorové
pfemény bun¢k), CSF (colony stimulating factors - stimuluji granulocyty a makrofagy)
a TNFs (Tumour necrosis factors — cytotoxicka a regulaéni funkce) (Parkin a kol.,
2001).

3.3 PROTINADOROVA IMUNITA

Nédorové buiiky vznikaji nekontrolovatelnym délenim plivodni zdravé buiky,
Z toho vyplyvé, ze nadory na svém povrchu nesou antigeny, které mohou byt rozeznané
buitkami imunitniho systému, avSak tyto antigeny jsou tolerovany jako sobé vlastni
(Klener a Klener jr., 2010). Dojde-li k rozpoznani antigenu, tak se na jeho likvidaci
podileji témét vSechny slozky vrozené (NK bunky, neutrofily, makrofagy) a ziskané
(protilatky aktivujici fagocytozu, komplement a CTL) imunity. Problémem ovsem je, ze
nadory vyuzivaji mechanismy, diky kterym se pfed imunitnim systémem schovaji
(Hofejsi a kol., 2017). Avsak v dnesni dobé muzeme laboratorn¢ prokédzat nadorové

markery, kterymi se nadorové bujeni projevuje (Abrahamova a kol., 2008).

3.3.1 Imunoeditace

Immunoeditace (cancer immunoediting) je dynamicky proces, béhem kterého
dochazi k interakci mezi nadorem a imunitnim systémem. Imunitni editace se sklada
ze tii fazi, tzv. ,,3E*“: eliminace, rovnovaha a tnik (elimination, ekvilibrium, escape)
(Cali a kol., 2017).

Béhem faze eliminace dochazi k rozpoznani a likvidaci nadorovych bunék
za spoluprace ziskané (T bunky) a vrozené (NK butiky) imunity. Buniky specifické a
nespecifické imunity jsou aktivovany cytokiny. Sekretované cytokiny infiltruji imunitni
bunky, které nasledné produkuji dalsi cytokiny, jako napfiklad IFN-y nebo IL-12.
K likvidaci nddorovych bunék dochazi pomoci NK bun¢k, které k aktivaci specifické

imunity vyuzivaji Fas ligand a perforin (Kim a kol., 2007). Nadorové buiiky se stale
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vyvijeji a vznikaji u nich mutace, které méni jejich charakter. Vznikaji nadorové bunky,

které tak unikaji eliminaci a vstupuji do dalsi faze (Cali a kol., 2017).

B¢hem faze rovnovahy nejsou nadorové bunky zcela eliminovany, jelikoz
bunky neproliferuji a jsou ve stalém konstantnim malém poctu, ktery neni klinicky
prokazatelny. Tato faze miZe trvat i roky bez jakychkoli klinickych pfiznakt. Jestlize
v této fazi dojde k transplantaci postizeného organu, hrozi propuknuti u recipienta

(Hatina, 2005).

Béhem faze dniku nedochazi k prezentaci nadorovych bunék aktivovanymi
dendritickymi buiikami T lymfocytim. K Uniku dochézi at’ uz vlivem oslabené¢ho
imunitniho systému nebo mutaci nddoru. Po uniknuti nddorovych bunék imunité se
bunky zacinaji nekontrolovatelné mnozit a zacinaji se objevovat i klinické ptiznaky

rakoviny (Dunn a kol., 2004).
3.3.2 Unik nadorovych bunék imunitnimu systému

Ukolem imunitniho systému je efektivné bojovat proti cizorodym patogentim,
na druhou stranu musi rozeznat a zachovavat nase vlastni buiiky. Na aktivitu imunitniho
systému maji vliv stimulacni a inhibi¢ni signaly. Nadorové bunky si vyvinuly mnoho
mechanismi, diky kterym je snizena imunogenita nadorovych bunék, imunitni systém
neni schopen bunky rozeznat a mohou tak pretrvat v téle hostitele. Mnoho zpiisobt

uniku nadorovych bunék se podoba Uniku infekénich mikroorganismti (Hoftejsi a kol.,
2017).

Nédorové buiky ke svému uniku pfed imunitnim systémem vyuZivaji
mechanismy, jako jsou napfiklad snizena prezentace antigenu na povrchu nadoru, a tim
zplisobend vysokd variabilita, nizkad exprese MHC I molekul, Fas ligand a produkce
faktord inaktivujici T lymfocyty. Dal§im faktorem jsou metastdze, které zmeénou své

lokace znesnadniuji zacileni imunitniho systému (Vinay a kol., 2015).

SniZena prezentace antigenu na povrchu nadoru je jednim z obrannych
mechanisml nadoru. U metastazi je snizena exprese antigenli vyssi nez u primarniho
nadoru. Mimo to mutace vzniklé v oblasti nadorového antigenu mohou vést k vyssi

heterogenité nadorovych 1ézi. Heterogenita nadorovych antigend redukuje schopnost
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imunitniho systému zacilit a zneSkodnit nadorové bunky (Vinay a kol., 2015). Nador
také vyuzivd tzv. maskovani antigenu, které je zpisobeno prekrytim antigenu

molekulami glykokalixu (napf. kys. sialovou) (Stastny a kol., 2015).

Schopnost imunitniho systému muze byt téz potlacena sniZenou expresi MHC I
molekul na povrchu nadorovych bungk, ¢imz unikaji pted CTL (Villalba a kol., 2013).
Avsak snizena exprese MHC I molekul je signél pro NK burky. Proto nadorové bunky
exprimuji pozménéné MHC Ib molekuly, které NK bunky povazuji za vlastni, coz vede

Kk vy$§imu mnozstvi vyskytu tumort a metastaz (Haynes-Gilmore a kol., 2014).

Dalsim obrannym mechanismem pied imunitnim systémem je Fas ligand. Fas
ligand (CD95L) po vazbé na Fas receptor (CD95), ktery je produkovan v thymu,
ledvinach, srdci a jatrech, spousti apoptozu. Fas ligand i Fas receptor se nachazeji
na T bunkach. Navaze-li se Fas ligand na Fas receptor, spusti se vlastni destrukce
apoptdzou. Tohoto principu vyuzivaji nddorové buiiky, které snizi expresi Fas receptoru
a burniky poté nejsou citlivé vuéi lymfocytim majicim Fas ligand. Na druhou stranu
nadorové bunky zvysSuji expresi Fas ligandu, ktery se vaze na Fas receptor lymfocytt a

tim zpisobuje jejich apoptdézu (Motz a kol., 2014).

V protinadorové imunitni odpovédi hraji dulezitou roli téz Tregs, neboli
regulacni T lymfocyty vzniklé z CD4+ (Yamagiwa a kol., 2001). Funkci je tolerance
vici vlastnim antigenim (prevence autoimunitnich chorob), regulace homeostazy
V imunitnim systému a modulace imunitni odpovédi v pribéhu infekce. Tregs tvoii 5-
10% T lymfocyti, kterou mohou zplsobovat rist nadoru a negativné ovliviiovat funkce
ostatnich T lymfocytd (Klasbusay, 2015). Tregs jsou do nadoru navadény chemokiny,
které nadorové buinky produkuji (Curiel a kol., 2004). Odstranime-li Tregs, dojde sice
k zesileni protinddorové obrany, ale na druhou stranu hrozi vznik autoimunitniho
onemocnéni (Hofejsi a Bartinkova, 2009). Regulacni T lymfocyty produkuji fadu
faktorti, jako jsou naptiklad IL-6, IL-10 nebo TGF-B, diky nimz reguluji nadorové
mikroprostiedi a inhibuji efektorové T lymfocyty (Klasbusay, 2015). Produkovany IL-10

je zodpoveédny za nadorovou toleranci (Facciabene a kol., 2012).

MDSCs (myeloid-derived supressor cells) jsou bunky vyskytujici se jak
v nadoru, tak i v krvi a lymfoidnich tkanich, potlacujici imunitni odpovéd’ (Parker a

kol., 2015). MDSCs jsou myeloidniho ptvodu a jsou produkovany v kostni dfeni.
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Produkuji IL-10, ktery potlacuje nespecifickou imunitu a zanétlivé reakce. Ddle
podporuji tvorbu Tregs, ¢imz snizuji protinddorovou T bunécnou odpoveéd (podporuji
proliferaci Th2, které maji omezenou protinadorovou funkci oproti Thl) (Perez-Gracia
a kol., 2014).

Makrofagy M2 jsou regula¢ni bunky, které snizuji imunitni odpovéd
proti nadorovym buikam. Stejn¢ jako MDSCs a Tregs podporuji mikroprostiedi nadoru
tim, Ze ovliviiuji T bunéénou odpovéd’ produkci IL-10, TGF-B a VEGF (Mantovani a
kol., 2010).

Nadorové bunky dale produkuji inhibujici molekuly jako je VEGF (vascular
endothelial growth factor), CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte antigen-4), LAG-3
(lymphocyte activation gene-3), TIM-3 (T-cell immunoglobulin and mucin-domain
containing-3) a receptor PD-1 (programmed death-1) (Perez-Gracia a kol., 2014).
VEGF inhibuje diferenciaci dendritickych bun€k a spolu s TGF-f a IL-10 inhibuji
maturaci dendritickych bunék, které se poté stavaji tolerantnimi vi¢i nadorovym

antigenum (Gabrilovich a kol., 2004).

Vsemi témito mechanismy se nador snazi skryt ptfed imunitni kontrolou.

Organismus jej tak povazuje za neskodny a z toho diivodu na néj nereaguje.

3.3.3 Nadorové markery

Nadorové markery jsou proteinové molekuly, diky kterym lze prokazat riziko
vzniku, pfitomnost, prognézu a ucinnost nebo neucinnost terapie nadorového
onemocnéni. Jsou obsazeny v Krvi pacienta s nadorovym onemocnénim. Diagnostické
vysetfeni nadorovych markeri umoznuje odhalit tumor o hmotnosti Img, tedy 10°
nadorovych bunék. Pfi vySetfeni béZnymi diagnostickymi metodami jako je CT, RTG
nebo mammograf se odhali nador, ktery ma nejméné 10° bunék, takovy nador uz je

Vv priméru 1-2 cm velky a schopny metastazovat (Abrahamova a kol., 2008).

Nadorové markery:
¢ Onkofetalni antigeny jsou antigeny exprimované na povrchu bun¢k v pribéhu
fetalniho vyvoje. JelikoZ je po porodu tvorba téchto antigent velice slaba,
zvysena produkce u dospélého clovéka vétSinou znaci pritomnost nadorového

onemocnéni. Radime sem AFP (alfal-fetoprotein), HCG (lidsky choriovy
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gonadotropin), CAE (karcinoembryonalni antigen) a PLAP (placentarni
alkalicka fosfataza) (Abrahamova a kol., 2008).

e Tkanové a organové specifické antigeny jsou obsazeny ve zdravych organech
a tkanich, mimo se vyskytuji jen zfidka. Pfi patologickych stavech se antigeny
zatnou samovolné vylu¢ovat do krve. Radime sem PSA (prostaticky specificky
antigen), PAP (prostatickou kyselou fosfatazu), NSE (neuron specifickou
enolazu), TG (tyreoglobulin), mozkovy S-100 protein, rozpustné fragmenty
cytokeratinti (TPS, TPA, CYFRA 21-1) a SCC (antigen ze skvaméznich bunék)
(Abrahamova a kol., 2008).

e Nespecifické antigeny jsou hormony a enzymy produkované nadory. Radime
sem feritin, LDH (laktat dehydrogendzu), TK (thymidinkindzu), CRP (C-
reaktivni protein), B2- mikroglobulin (Abrahdmova a kol., 2008).

e Genetické nadorové markery prokazuji piitomnost gent, které mohou
zplisobit vznik tumoru. Radime sem PC1 (nador prostaty), BRCAI a BRCA2

(nador prsu a ovaria) (Abrahamova a kol., 2008).

3.3.4 Nadorové antigeny

Ukolem imunitniho systému je rozpoznat cizi antigen a spustit imunitni reakci.
Nédorové bunky ovSem vyvinuly mechanismy, diky kterym se pfed imunitnim
systémem skryvaji nebo je systém vyhodnoti jako bunky télu vlastni. Nador vytvafi
kolem sebe imunosupresivni prostiedi, které potlacuje Gi¢innost imunitni odpovédi a
nadorové bunky jsou tak tolerovany a chranény imunitnim systémem (podobny princip

jako u semialogenniho $tépu, aby nedoslo k potratu) (Holtan a kol., 2009).

Rozeznavame dveé skupiny nadorovych antigeni. TSAS (tumor-specific
antigens) jsou specifické pro nadorové bunky a nevyskytuji se u jinych bunek. Vznikly
z onkogennich vir nebo ze zmutovanych vlastnich protein. Maligni nadory exprimuji
TSAs jako produkt genomové nestability. (Steer a kol., 2010). TAAs (tumor-associated
antigens), neboli neoantigeny, jsou antigeny specifické pro nadorové bunky, ale
vyskytuji se i u jinych bun¢k a tkani (Vigneron a kol., 2015). Neoantigeny vznikaji
mutaci a zpusobuji zménu potadi kodujicich sekvenci aminokyselin. Tyto mutace
mohou byt poté zpracovany a prezentovany na povrchu buiiky a rozpoznany T bunkami.

Jelikoz normalni tkdné¢ nepodléhaji této somatické mutaci, neoantigenné specifické
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T lymfocyty jsou idealnim prostiedkem pii imunoterapii zacilené na neoantigeny (Lu a
Robbins, 2016). Mezi TAAs zahrnujeme onkospermatogonalni antigeny (napiiklad
diferencidlni antigeny, onkofetalni antigeny, Her2 proteiny, wild type forma p53, ESO
nebo MAGE). Antigeny se nachazeji na povrchu bunék v komplexu s MHC |I. tiidy
nebo v cytoplazmé. Kdyz buika zemie, jsou antigeny fagocytovany APC bunkami a

prezentovany na povrchu bunky v komplexu s MHC II. t¥idy (Steer a kol., 2010).

3.3.5 Nadorovy-imunitni cyklus

Nadorovy-imunitni cyklus (cancer-immunity cycle) znazoriuje potadi kroka
vedoucich k likvidaci nadorovych bun¢k (Obr. 1). Prvni krok cyklu znazornuje TAAS
(tumor-asociované antigeny) produkované nadorovymi bunikami, na které se nasledné
navazi DCs pro zpracovani. V druhém kroku DCs prezentuji navazany antigen
v komplexu s MHC | a MHC 11 T lymfocytum. Tieti krok vyobrazuje priming a aktivaci
efektorové T-bunécné linie reagujici proti specifickym nadorovym antigenim, které
jsou vnimany jako cizi. Charakter imunitni odpovédi je stanovovan pravé v tomto
stadiu, kdy je kriticka rovnovaha mezi T-efektorovymi a T-regulaénimi bunkami, ktera
urCuje finalni vysledek. Ve c¢tvrtém kroku aktivované T-efektorové buiky migruji a
v patém kroku infiltruji nadorové lozisko. Sesty krok znazoriiuje T-efektorové buiiky
specificky rozpoznévajici a vazici se na nador skrze interakci mezi T bunéénym
receptorem (TCR) a jeho pfibuznym antigenem vazaném na MHC 1. V sedmém kroku
bunky imunitniho systému zabijeji nddorové bunky. Zabiti nadorové buiiky uvolni dalsi
TAAs (zacind opét prvni krok), coz zvySi rozsah a hloubku imunitni odpovédi
V nasledujicim cyklu. AvSak u pacientl s nddorovym onemocnénim nadorovy-imunitni
cyklus nepracuje optimalné¢. Nadorové antigeny nejsou detekovany imunitnim
syst¢tmem. DCs spolu s T buiitkami nevnimaji nadorové antigeny jako cizi, a tudiz se
tvoti T-regulaéni buniky spiSe neZ T-efektorové bunky. T buiky jsou nejcastéji béhem
infiltrace nadoru inhibovany nebo nador vyplavuje faktory do svého mikroprostiedi,

¢imz dochazi k potlaceni T-efektorovych bunék (Motz a Coukos, 2013).
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Obr. 1: Nddorovy-imunitni systém (Chen a Mellman, 2013).
3.3.6 Nador a zanét

Pfitomnost nadoru V organismu zplsobuje rozvrat piirozené homeostatické
rovnovahy. T¢€lo na rozvrat reaguje aktivovanim vrozené imunity a spusSténim zanétlivé
reakce (Lu a kol., 2006). Receptory rozpoznavajici motivy (PRR, pattern recognition
receptors) spousti signalni kaskadu, ktera zpusobuje zanétlivou odpoveéd’. Vyskytuji-li
se cizorodé antigeny v téle organismu, PRR rozeznavaji PAMPs (Pathogen-associated
molecular patterns) nachazejici se na povrchu cizorodych ¢astic. Jedna-li se o nadorové
onemocnéni, PRR rozeznavaji DAMPs (Damage-associated molecular paterns)
(Takeuchi a Akira, 2010).

Doposud jsou znamé 4 druhy PRRs, které jsou tvoieny bud’ transmembranovymi
nebo cytoplazmatickymi proteiny. Transmembranové proteiny zahrnuji CLRs (C-type
lectin receptors) a TLRs (Toll-like receptors). Mezi cytoplazmatické proteiny patii
NLRs (NOD-like receptors) a RLRs (RIG-I-like receptors). PRRs jsou exprimovany
nejen napovrchu dendritickych bunék a makrofagh, ale i na neprofesionalnich

imunitnich bunkach (Takeuchi a Akira, 2010).

Za pritomnosti PAMPs nebo DAMPs dochazi k aktivaci PRRS, které zvysuji
transkripci gent, tvoficich zanétlivou odpovéd (vyjma NLRs). Transkribované geny
koduji prozanétlivé cytokiny (INF-a, INF-B, TNF-a, IL-1, IL-6, chemokiny, proteiny

upravujici PRR signalizaci a dalsi necharakterizované proteiny), které reguluji apoptozu
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bun¢k v zanétlivé tkdni a indukuji expresi proteinii akutni faze. Exprese genl zdvisi

na mnozstvi aktivovanych PRRs (Takeuchi a Akira, 2010).

3.4 ULOHA VROZENE IMUNITY V PROTINADOROVE
OBRANE

Imunitni systém zahrnuje vaci infekénim antigeniim koordinovanou odezvu
vrozenych a adaptivnich imunitnich bunék, pracujicich v souladu s mnoha regulatory
interakci a ovliviiyjicich obé ramena imunitniho systému. Presto se ale mnoho
terapeutickych strategii pro posileni imunitni odezvy proti nddorim zaméfilo prevazné
na stimulaci ziskané imunity. Nicméné rostouci pifinos buncék vrozené imunity
pro protinadorovou imunitu, zejména v kontextu kombinované imunoterapie, vede
K novym strategiim vyuZzivajicich vrozenou imunitni odpovéd’ proti rakoviné

(Moynihan a Irvine, 2017).

RozliSujeme dvé hlavni teorie imunitni odpovédi proti nadorovym bunkam.
Prvni teorii je immunosurvillance (teorie imunologického dohledu), kdy imunitni
systém rozpozndva a eliminuje nddorové builkky. Pribéh reakce mezi nadorem a
imunitnim systémem se déli do tii casti: elimination (eliminace), ekvilibrium
(rovnovaha) a escape (Unik). Diky t€émto mechanismim miize byt vznikajici nadorova

burika eliminovana efektorovymi butikami, naptiklad NK bunkami (Kim a kol., 2007).

Druhou teorii je Danger model, jenz popisuje, jak imunitni systém funguje.
Imunitni systém potfebuje antigen prezentujici builkky (APC), jako jsou aktivované
makrofagy, dendritické buiky nebo B bunky stimulujici T bunéénou odpoveéd’, aby
vyhodnotil cizi antigen jako nebezpecny. Danger model vychazi z toho, ze imunitni
systém nepovazuje nadorové buiiky za nebezpecné, a proto neni imunitni odpovéd

zahajena (Fuchs a Matzinger, 1996).

Jak jsem jiz vySe zminila, diky rychlé aktivaci bunénych a humoralnich slozek
zajist'uje vrozena imunita prvni obrannou reakci organismu proti skodlivym agens. Jako
prvni se cizi patogen potkdva s anatomickou a fyziologickou bariérou (pokozka,
lysozym, mukdza). Hlavnimi cCiniteli bunééné slozky jsou neutrofily a myeloidni
makrofagy, které fagocytuji patogeny. Dendritické buiiky spolu s makrofagy tvofi
antigen prezentujici bunky. Humoralni slozka je tvofena predevsim komplementem a

cytokiny (Beutler, 2004).
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Bunky vrozené imunity rozpoznavaji cile svého ataku diky uzplsobenym
receptorim, PRR. Témito receptory buniky vrozené imunity rozpoznavaji PAMPs
motivy, tedy motivy spojené s patogeny. Avsak zadné takovéto motivy na nadorovych
bunikach neexistuji. PRR jsou aktivovany pouze nespecificky, a to DAMPs latkami
uvoliiovanymi pii poskozeni tkan€. Pfesto je zndmo, ze bunky vrozené imunity maji
urcitou spontanni schopnost detekovat nadorové bunky a likvidovat je. Doktor Yan
popsal schopnost neutrofili ze zdravych darcii poznavat a zabijet nddorové buiiky,
nicméné neutrofily od riznych darcti se t€émito schopnostmi velmi lisily (Yan a kol.,
2014). Schopnost rozpoznat a zabit nadorové bunky bez primarni zvysené citlivosti maji
rovnéz NK buiky (Marcus a kol., 2014). Jejich G¢innému pusobeni ale brani exprese
MHC Ib molekul nanadorovych bunkach (Smith a kol., 2013). Na druhou stranu
neaktivované TAM (tumor-associated macrophages) nadory podporuji a jejich vyskyt

je spojen se Spatnou prognozou nadorovych pacienta.

Védci se diive domnivali, ze hlavni roli v protinddorové obrané hraje ziskana
imunita, pfedev§im ADCC (bunééna cytotoxicita zavisla na protilatkach). Ovsem v roce
1999 piiSel profesor Cui Stim, Ze nadory by mohly byt zni€eny bunkami vrozené
imunity. Profesor Cui provadél se svym tymem pokusy na mySich typu BALB/c,
kterym naockoval 200 tisic bun€k sarkomu S180. Avsak jedna myS$ nevykazovala zadné
pfiznaky vyskytu nadoru, a proto byla dadvka navySena na 400 tisic a poté az na 20
milionti bunék sarkomu, ale i pfesto se nador neuchytil. Odolnost mysi byla zptisobena
rychlou a masivni infiltraci leukocyti na misto vyskytu rakovinnych bunék. Leukocyty
formuji nejprve agregaty a vytvaii rosety okolo nadorovych bunék, které jsou poté
likvidovany pomoci cytolyzy, aniz by doslo k poskozeni okolni tkan¢ (Cui a kol., 2003;
Hicks a kol., 2006).

Mys, ktera byla i pfes aplikaci vysoké davky nédorovych bunék odolna
vici nadoru, byla namnozena a ukazalo se, ze 40% potomku vlastnilo tutéz resistenci
vuc¢i nadortim. Takto byla objevena dominantni mutace genu u mysi. Kromé nadorové
rezistence mutace zpusobovala navic jesté spontanni regresi. Z tohoto diivodu se mutace
genu oznacuje jako SR/CR (spontaneous regression/Cancer Resistant). Vyzkumy
ukdazaly, Ze mutace genu SR/CR je ovliviiovana stafim mysi. MyS$i mladsi 4 mésict byly

zcela rezistentni vic¢i nadoru, avSak u starSich myS$i se nador objevil. Zjistilo se, Ze
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v urCité fazi doslo ke stagnaci zmutovaného genu a poté az k samovolnému zéniku

(Hicks a kol., 2006).

Zheng Cui se svym tymem zkfizili myS se SR/CR mutaci s jinymi kmeny mysi
(bezthymové C57BL/6™/x CAST/Ei nebo C57BL/6), coz vedlo k pienosu mutace
na potomky. Diky pouziti mysi bez thymu bylo zji§téno, ze se pfi likvidaci nadorovych
bun¢k uplatiuje vrozend imunita (neutrofily, makrofagy a NK bunky). Jelikoz
T lymfocyty se u bezthymovych C57BL/6M™/M mysi vyskytovaly jen v malém
mnozstvi, bylo jasné, ze nador musel byt zlikvidovan builkami vrozené imunity.
Profesor Cui usoudil vzhledem k reakci SR/CR mysi na rakovinné bunky, ze vrozena
imunita bude hrat dtlezitou roli v odpovédi na nadorové buiiky (Cui a kol., 2003; Hicks
a kol., 2006).

3.5 MECHANISMY ROZPOZNAVANI A LIKVIDACE
NADOROVYCH BUNEK BUNKAMI VROZENE IMUNITY

Bunky imunitniho systému neboli leukocyty vznikaji z kmenovych bungk.
Kmenové bunky rozdélujeme na myeloidni a lymfoidni fadu. Z bun¢k myeloidni fady
vznikaji jak erytrocyty a trombocyty, tak buiiky imunitniho systému, jako jsou
makrofagy, neutrofily, bazofily, eozinofily, monocyty, Zirné buiky a dendritické bunky.
Lymfoidni fada dava vznik kromé lymfocytd B a T i NK bunkam (Janeway a kol.,
2001).

3.5.1 Neutrofily

Neutrofily fadime mezi leukocyty myeloidniho ptivodu do skupiny granulocyti.
Bunky pattici do fady granulocytl se vyznacuji segmentovanym jadrem a vyskytem
granul v cytoplazmé, které maji vliv na vznik jejich efektorovych funkci. Vyskyt
neutrofilti v lidské periferni krvi ¢inni 50-70% ze vSech leukocytl. Neaktivované
neutrofily cirkuluji v krevnim ob&hu zhruba 5-6 dni. Aktivované neutrofily pfezivaji jen
par hodin (Kolaczkowska a Kubes, 2013). Samotny nador ma vliv na mnozstvi
neutrofilt v téle 1 v nadoru, a proto mnoho pacientdl v pokroc¢ilém naddorovém stadiu trpi
neutrofilii. Neutrofilie je obvykle vnimana jako negativni prognosticky ¢initel (Schmidt

a kol., 2005).
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Neutrofily reaguji jako prvni na infekce a zranéni. Patogenni motivy a
endogenni produkty nekrézy, jako jsou napt. DAMPs (Damage-associated molecular
patterns) aktivuji receptory v neutrofilech. Jelikoz pokrocila stadia rakoviny jsou
ptirovnavana K ran¢, ktera se nehoji, vznikaji stavy v nadorovém mikroprostiedi jako je
- hypoxie, hladovéni Zivinami, bunéfna proliferace a nekroza, ty pak vedou
K uvoliiovani DAMPs, které mohou navodit a aktivovat neutrofily. Zatimco
V souvislosti s bojem proti infekcim je neutrofilni zanét prospésny, v mikroprostiedi
nadoru ma méné piedvidatelné ucinky. Neutrofily jsou dulezitou soucasti
imunologického sledovani, které je kritické pii ochran¢ hostitele pred rozvojem

rakoviny a progresi onemocnéni (Singel a Segal, 2016).

Pti chronickém zanétu neutrofily zhorSuji hojeni ran. Nedavna studie
u diabetického mysiho modelu ukazala, Ze tvorba neutrofilnich extracelularnich
s (NETS) zhorSuje hojeni ran, a Ze naruSenim NETozy bylo hojeni ran zvyseno (Wong a

kol., 2015).

Neutrofily, hlavni efektory vrozeného imunitniho systému, se dfive ziidka
povazovaly za protinadorovy terapeuticky nastroj. AvSak nedavné studie pouZivajici
zviteci modely a predbéZzné klinické studie vSak zdlraznily potencidlni protinadorovou

uc¢innost neutrofilti (Yan a kol., 2014).

Kromé¢ toho lidé s genetickou vadou neutrofilni myeloperoxidazové funkce
(podili se na degranulaci neutrofilt) vykazuji zvySeny vyskyt malignich onemocnéni

(Lanza, 1998).

3.5.1.1 ROZPOZNANI

Neutrofily vyskytujici se béZzn¢ v krevnim fecisti jsou v neaktivni formé, aby
nedoslo k samovolné degranulaci granul do extracelularni matrix a neposkodila se tak
okolni tkan. Aktivace neutrofilll nastava jen v pfipadé pfitomnosti urcitych signald,
napt. cytokini (GM-CSF, TNF-a) nebo bakterialnich produkti. Béhem aktivace
neutrofilu je na jeho povrch nasyntetizovan receptor, zvySuje se jeho afinita a indukuje
transkripci novych cytokini a receptori. Nové nasyntetizované receptory jsou ukotveny
v granulich (Woodfin a kol., 2009).
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Existuji spole¢né mechanismy zprostfedkovavajici Sifeni neutrofili do ran a
nadort. Priliv neutrofili do nadorového mikroprostfedi je pod vlivem samotnych
neutrofila (CCL3, CXCL1,2,6), tumor infiltrujicich lymfocyti a makrofagia (CCL3,
IL 8) (Fridlender a Albelda, 2012) a chemokini produkovanych nadorovymi
buiikami (IL 8, CXCL6, GM-CSF, G-CSF) (Gijsbers a kol., 2005).

Peroxid vodiku je prvni atraktant uvolnény poskozenou tkani (Niethammer a
kol., 2009). Ten je vniman neutrofily Src rodinnou kindzou Lyn, ktera je nutna

pro ¢asnou neutrofilni odezvu na zranéni (Yoo a kol., 2011).

Dalsi signaly uvolnuji lipidové mediatory, jako LTB4. Na mySich pokusech
bylo prokazano, ze LTB4 aktivuje neutrofily K migraci do mista poskozené tkané

(Lammermann a kol., 2013).

Obecné plati, ze neutrofily hraji hlavni roli pfi zan€tu v nadoru, protoze jsou
ptitahovany ligandy CXCR2 jako jsou CXCL1, CXCL2 a CXCL6 (Coffelt a kol.,
2016). Nekroticka tkan uvoliiuje po poskozeni ATP, aktivuje inflammazom NLRP3
prostiednictvim receptoru P2X7, ktery muze zprostfedkovat chemokinovy gradient
CXCL2 (MIP-2) a CXCL1 (McDonald a kol., 2010). CXCL2 je regulovan TLR2 a
S100A9 a zprostiedkovava nabor neutrofili (Moles a kol., 2014). Krom¢ toho bylo
prokdzano, ze CXCL1 a G-CSF lokalné rekrutuji neutrofily do oblasti s poranénim
srdce (Anzai a kol., 2015). Navic chemokiny jako CXCLS8 a IL-8 rekrutuji neutrofily
prostiednictvim chemokinovych receptori CXCR1 a CXCR2 k poSkozenym tkanim
(de Oliveira a kol., 2013).

Receptory spojené s G-proteinem se také podileji na naboru neutrofild. Bylo
zjisténo, ze pii zanétu jater a sterilnim poSkozeni zprostfedkovavaji nabor neutrofilti

receptory formylpeptidu Fprl a Fpr2 (McDonald a kol., 2010; Liu a kol., 2014).

Poskozena tkan a hypoxie vedou k produkci VEGF-A, jez rekrutuje neutrofily
exprimujici pro-angiogenni MMP9 (Matrix metallopeptidase 9), coz pfispiva
k revaskularizaci zranéné tkan¢ (Christoffersson a kol., 2012). MMP9 je také dulezita

pro remodelaci kolagenu po poskozeni tkdné, které podporuje reparaci a regeneraci

tkan¢ (LeBert a kol., 2015).
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Existuje nékolik skupin receptorti exprimovanych na povrchu neutrofild,
zahrnujici G-protein transmembranovy receptor, Fc-receptor, adhezivni molekuly jako
selektiny, integriny, rizné cytokinové receptory, TLR a lektiny typu C. Aktivace téchto
receptort vede ke komplexnim procesim aktivace a eliminace bunck, jako je
fagocytoza, exocytdéza intracelularnich granuli, produkce kyslikovych radikali,
uvoliovani neutrofilnich extracelularnich pasti (TRAPs), chemotaktickd migrace nebo

uvoliiovani chemokinti a cytokind (Futosi a kol., 2013).

3.5.1.2 LIKVIDACE

Je prokazano, Ze neutrofilovd schopnost zabit builkky je velmi specifickd a

netransformované bunky neutrofily vétsinou ignoruji.

Vyzkumy Yan a kol. ukazaly, ze neutrofily nékterych zdravych darct maji
ptirozen¢ silnou aktivitu zabijeni transformovanych bunék. Zjistily, Zze u péti lidskych
rakovinnych  bunéénych linii, vcetné¢ bunék karcinomu prsu (SKBR-3),
nemalobunééného karcinomu plic (A549), karcinomu d¢lozniho cipku (Hela),
karcinomu vaje¢nikti (SKOV-3) a karcinomu pankreatu (Capan-1), které byly pouzity
jako cilové buiiky, byly vsechny cilové nadorové bunky nachylné k usmrceni zdravymi
neutrofilnimi bunikami ziskanymi od zdravého darce. Tim se zjistilo, Ze aktivita zabijeni
zprostfedkovana neutrofily je specifickd pro nadorové bunky, jelikoz neutrofily
vykazovaly malou nebo Zadnou cytotoxicitu proti netransformovanym prsnim
epitelidlnim bunkdm nebo primdrnim epitelidlnim bunkdm. DalSim vyznamnym
zjisténim bylo, Ze nckteti jedinci maji velmi aktivni neutrofily a neutrofily jinych
pacientll nevykazovaly téméf zadnou protinadorovou aktivitu. Toto zjiSténi dokazuje, ze
neutrofily jsou velmi dilezitou soucasti imunologického dohledu, jez je kritické

pfi rozvoji rakoviny a progresi onemocnéni (Yan a kol., 2014).

Navic bylo zjisténo, Ze kombinace f-glukanu a protinadorové mAb
(monoklonalni protilatky - ty jsou tvofeny nesmrtelnymi myelomovymi bunkami a
B lymfocyty produkujici specifické protilatky) primarné aktivuje neutrofily a vyvolava
silnou aktivitu zabijeni proti iC3b-opsonizovanym nadorovym bunikam (Xiang a kol.,

2012).
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Neékteré druhy rakoviny mohou byt zvlasté citlivé na 1é¢bu, kterd zvySuje nebo
obnovuje funkci neutrofilt u pacienti s nadorovym onemocnénim, jako je GM-CSF
(také znamy jako CSF 2) nebo G-CSF (znamy jako CSF3). Piedchozi klinické studie
pouzivajici GM-CSF prokazaly tplnou nadorovou remisi (Arellano a Lonial, 2008).
Kromé toho byly protinddorové ucinky posileny prodlouzenym uzivanim G-CSF, ktery
stimuluje intenzivni a trvalou neutrofilii s masivni nadorovou infiltraci neutrofily (Souto

a kol., 2011).

Zranitelnost nadorovych bun¢k vii¢i neutrofilnim Gtoktim mize byt dale posilena
pfidanim mTOR inhibitord (rapamycin), které inhibuji riist a proliferaci nddoru (Yan a

kol., 2014).

Neutrofily likviduji cil tfemi zpisoby: fagocytdézou, frustrovanou fagocytézou

nebo tvorbou NETS.

Prvnim mechanismem likvidace cizorodych bunék neutrofili je fagocytoza a
zabijeni cizorodych materialti pomoci uvolnénych aktivovanych defensinii a cytokint
(TNF-a, IL-1, IFNs) (Mantovani a kol., 2011). V prabéhu fagocytozy dojde k pohlceni
cizorodého organismu, poté vznikne fagosom uvniti neutrofilu, do kterého se uvolnuji
ROS (reactive oxygen species) a azurofilni granula vzniklé NADPH oxidazou
ve fagosomu (DeLeo a kol., 1999). Ulohou ROS je poskozeni membrany cizorodého
organismu a tim ochranit hostitele (Fialkow a kol., 2007). ROS mohou mit bud’
cytotoxicky (vedouci k regresi tumoru) nebo genotoxicky efekt (iniciace poSkozeni
DNA) (Giingor a kol., 2010). Z fagosomu vznika fagolysozom, uvnité kterého dojde
k degradaci pohlceného materidlu. Fagolysozom obsahuje enzymy redukujici
molekularni kyslik do Oz , diky kterému vznika ROS. Pomoci neutrofil-specifického
enzymu myeloperoxidazy obsazeného v azurofilnich granulich, mtize byt superoxidovy

radikal s chlorem katalyzovan na kyselinu chlornou (Fialkow a kol., 2007).

Druhym typem likvidace bunck je frustrovna fagocytoéza, oznacujici proces,
kdy neutrofil neni schopen pohltit cilovou cizorodou strukturu v diisledku jeji velikosti.
Nésledkem toho dochézi k uvolnéni ROS a obsahu neutrofilnich granul exocytdzou
do okoli bunky (Herant a kol., 2006). Tento proces zpusobuje poSkozeni burnky
bez zptsobenych poruch okolni tkan¢ (Labrousse a kol., 2011). Velikost cilové buiky
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pravdépodobné neutrofily rozpoznédvaji pomoci fagocytarniho receptoru dectin-1

(Branzk a kol., 2014).

Tretim druhem likvidace bunék je tvorba extracelularnich neutrofilnich siti,
NETS, jez tvoii sitovitou strukturu zachycujici mikroby a branici jejich rozsifeni
z mista infekce. NETs tvoii plochu 10x az 15x vétsi nez je velikost piivodni buiky
(Brinkmann a kol., 2004). NETs vyuzivaji neutrofily k likvidaci velkych cila, které
nemohou fagocytovat. NETs vznikaji procesem NETo6zy. NET6za je forma apoptdzy,
jejimz vysledkem je vznik vldknité sité jaderného chromatinu nesouciho globularni
domény, jez obsahuji proteiny z primarnich (elastaza, MPO, katepsin G), sekundarnich
a tercidlnich granuli (gerlatindza a laktoferin). Tvorba NETs pozaduje primarni
stimulaci napt. TLR4 mikrobialnimi produkty a pfemosténi receptoru CR3 (Brinkmann
a Zychlinsky, 2012).

Aktivované neutrofily prodélavaji morfologické zmény. Béhem prvni minuty
po aktivaci dochazi ke zplo§téni neutrofilu a k jeho pfipojeni k podkladu. V prubéhu
prvni hodiny dojde k rozpadu jadra, dekondenzaci chromatinu, k oddéleni vnitini a
vngjsi jaderné membrany a rozpadu granuli. Po prvni hodiné se nukleoplasma a
cytoplasma méni v homogenni masu a jaderny obal se separuje do vezikuld. Zavérem se

buiika vypoukne, membrana praskne a bunécny obsah se vylije do extracelularniho

matrix, kde vznikaji NETs, jez vyzaduji vyskyt ROS (Fuchs a kol., 2007).

NETs nejsou obaleny Zzadnou membranou. Tubulin a aktin v NETS nejsou
obsazeny (Brinkmann a kol., 2004). NETs byly dfive pozorovany pouze u infekei,
avsak dnes jiz byla jejich pfitomnost prokazana i v nadorovém mikroprostiedi (Urban a

kol., 2006; Park a kol., 2016).

3.5.1.3 TVORBA NETs A RAKOVINA

Trombdza je druhou nejcastéjsi pfi¢inou smrti u pacientd s rakovinou (Rickles a
kol., 1992). Hlavnimi rysy chronické myelogenni leukémie (CML) je piebytek
granulocytarnich myeloidnich bunék s riznymi stupni zrani (Champlin a kol., 1985) G-
CSF je cytokin produkovany leukocyty a endotelem a Casto je spojovan s leukocytdézou
a neutrofilii. G-CSF je také produkovédn rliznymi nadory a rakovinnymi bunikami

(Kowanetz a kol., 2010), véetné leukemickych bun¢k pacientti s CML v chronické fazi
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(Jiang a kol., 1999). G-CSF aktivuje neutrofily, stimuluje oxida¢ni metabolismus
(Avalos a kol., 1990) a zvySuje agonisty indukovanou agregaci trombocytid €X Vivo
(Spiel a kol., 2011).

Dtive se domnivali, ze NETS funguji pouze jako mechanismus zabijeni bakterii
(Brinkmann a kol., 2004). Pozd¢ji vsak bylo zjisténo, ze NETS podporuji trombozu
(Brill a kol., 2012) a koagulaci (Massberg a kol., 2010). Pii kontaktu s bakteriemi se
aktivuji neutrofily a jejich primarni odezvou je pohlceni patogent do fagosomi. Kromé
toho in vitro aktivace lidskych neutrofild se silnym stimulem, jako je forbol-12-
myristat-13-acetat nebo peroxid vodiku vede k tvorbé NETs (Fuchs a kol., 2007). Stejny
ucinek je pozorovan pii kombinaci slabsich podnétd, jako je GM-CSF a LPS nebo C5a
(Yousefi a kol., 2009). Protoze zvySeni neutrofild je charakteristickym znakem CML,
predpoklada se, ze maligni neutrofily mohou byt nachylnéjsi k formovani NETS.
Pomoci modelt ukotvenych nadorti se ukazalo, ze rakovina muze vyvolat zvySeni
neutrofili v periferni krvi, které jsou senzibilizovany vuéi tvorb&é NETS, a ze spontanni
trombodza je spojena s generaci NETS in vivo. Ukazuje se také, Ze G-CSF asociovany
s rakovinou predisponuje hostitele ke zhorSené vrozené imunitni odpovédi, ktera vede
k protrombotickému stavu. Tento nalez vysvétluje souvislost rakoviny s trombdzou
(Demers a kol., 2012).

3.5.1.4 NEUTROFILY A RAKOVINA

Neutrofily slouzi jako bezpe¢nostni opatfeni eliminujici rakovinné bunky
ve velmi raném stadiu iniciace nadoru a neoplastické progrese (Schreiber a kol., 2011).
Nicméné specifické reakce neutrofili mohou podporovat progresi nadoru
prostiednictvim fady urcitych onkogennich signalizacnich cest, vcetné interakce

s nadorem (Singel a Segal, 2016).

Bylo zji§téno, ze rakovina zpisobuje stav neutrofilni anergie a Ze jedinci
s vadnou aktivitou zabijeni malignich bunék zprostfedkovanou neutrofily mohou mit
na prvnim mist¢ zvysené riziko vzniku rakoviny. Je tfeba poznamenat, Ze mnoho
dalSich faktorti by mohlo pfispét k nizs§i uCinnosti protirakovinového zabijeni, které
vykazuji neutrofily odvozené od pacientti s rakovinou. Naptiklad kutacky Zenského

pohlavi mély vyrazné¢ snizenou funkci neutrofili (Sato a kol., 2011).
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Neutrofily vyskytujici se Vv okoli nadoru oznacujeme jako TAN (tumor
associated neutrophils) a mohou mit jak protumorovou, tak protitumorovou funkci).
Rozeznavame dva fenotypy TAN, N1 fenotyp (prozéanétlivy, protinadorovy) a N2
uzitku. AvSak na druhou stranu lze tento charakter vyuzit i v imunoterapeutické 1é¢be.
Rozdil mezi TAN a kmenovymi neutrofily je ten, ze TAN produkuji az stokrat vice
cytokinli nez nativni neutrofily. Dr. Fridlender se domnivéa, Ze hlavni roli neutrofili je

regulace imunitni odpovédi (Fridlender a kol., 2009).

N2 fenotyp TAN plni pronadorové funkce, jez se mohou vyvinout u neléceného
nadoru a svou funkci plni zejména v procesu jeho ristu. Fenotyp N2 TAN téz podporuje
angiogenezi, tlumi funkce CD8+ T lymfocytii a byl prokdzan i1 jeho vliv na prub¢h
metastazovani. Nedostatek N2 TAN vede k zastaveni ristu nadoru (Di Carlo a kol.,
2005). TGF-B je dulezitym nadorovym signalem pro N2 TAN a zabranuje degranulaci
neutrofilti. Blokovanim TGF-f dojde ke zméné N2 na N1 fenotyp TAN (Fridlender a
kol., 2009).

N1 fenotyp TAN ma za kol inhibovat rust nadoru a likvidovat nadorové buriky.
N1 TAN produkuji také vice FasL, tim oznacuji nador T lymfocytim a dochazi k jeho
nasledné destrukci. Dal§im G¢inkem N1 fenotypu je produkce prozanétlivych cytokinii a
aktivace CD8+ T lymfocyti. Vyzkumy ukazaly, ze izolované N1 TAN z nadoru
produkuji mnohem vic kyslikovych radikalti (Di Carlo a kol., 2005).

Neutrofily funguji jako dvojse€ny mec, ktery mize vykazovat jak naddorové, tak
1 inhibi¢ni vlastnosti. Komplexni porozumeéni funkénosti neutrofili v rakoviné by mohlo

vést ke strategiim, které imyslné€ vyvolavaji ,,spontanni remisi* (Souto a kol., 2011).

Neutrofily mohou usnadnit proliferaci nadorii tlumenim imunitniho systému.
CD8+ T lymfocytarni protinddorova odezva muzZe byt potlacena syntézou oxidu
dusnatého (iNOS) nebo arginasou 1 (ARG1) uvoliovanou neutrofily stimulovanymi
TGF-B (Bodogai a kol., 2015). Také produkuji MMP9, ktery hraje dulezitou roli
V iniciaci nddoru. Navic nadorova proliferace muze byt zprosttedkovana odbouravanim
inzulinového receptorového substratu 1 (IRS1) a aktivaci signalizace PI3K v disledku
transferu neutrofilni elastazy na rakovinné bunky (Houghton a kol., 2010). Je ticba

poznamenat, ze produkce iINOS muze byt také stimulovana v neutrofilech zvySenim
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regulace receptoru tyrosinkinazy MET (Finisguerra a kol., 2015). Nakonec neutrofily
mohou motivovat metastatické Sifeni tim, ze inhibuji pfirozené zabije¢ské funkce a

usnadiuji extravazaci nadorovych bunék (Spiegel a kol., 2016).

Nédor produkuje chemokinové a cytokinové signaly, jez zplsobuji opusténi
neutrofilii z kostniho feCisté a jejich vstup do tkani. Neutrofily jsou v kostni dfeni
Vv neaktivni forme¢ a aktivace nastava az po jejich vstupu do tkané. Aktivované neutrofily
jsou schopné vykonavat svou funkci. Neutrofily uvolnuji chemokinové receptory
CXCR1 a CXCR2, kter¢ jsou dilezité pro chemotaxi (Murphy, 1997). Nadorové bunky
exprimuji pro tyto receptory ruzné ligandy usnadnujici nabor TAN. TAN jsou
nadorovym mikroprosttedim stimulovany k produkci cytokinl, jez zpisobuji pfiliv
dalsich neutrofilt. Timto vzniké tzv. pozitivni smycka, jez vede k potlaceni nddorového
bujeni (Fridlender a kol., 2009). Naopak ptikladem protumorového cytokinu je
v souvislosti s neutrofily (jinak puasobi protinadorové) GM-SCF (Granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor), ktery je produkovan rakovinnymi buiikami prsu
a Vkultivanich experimentech vyvolavd u neutrofild produkci onkostatinu M.
Onkosantin M poté mize zvySovat produkci VEGF (Vascular endothelial growth
factor) a tim tak zvysit invazivitu nadoru (Queen a kol., 2005). Mysi T-bunéény
lymfom a buiky Lewisova plicniho karcinomu (LLC) exprimuji LXR (Liver X
receptor) oxysterolovy ligand, u kterého bylo prokazano, Ze najiméd neutrofily

prostiednictvim CXCR2 (Tab. 1) (Raccosta a kol., 2013).
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Tab. 1: Faktory aktivujici nabor neutrofilii a jejich vliv na nadorové mikroprostiedi.

NADOROVY PROTEIN/ NADOROVY/ DRUH AUTOR
PROCES FAKTOR  TKANOVY TYP
Nabor TAN, pro- nadorovy rust, Oxysterol T-bunéény mys Raccosta a kol.,
tumorova angiogenees lymfom, LLC 2013
Nabor TAN, pro- EMT/invaze, CXCL5 HCC mys, ¢lovék Zhou a kol., 2012;
tumorova slaba prognoza Zhou a kol., 2015
Nabor TAN, pro- iniciace nadoru TNF-a kuze mys Moore a kol., 1999
tumorova
Nabor TAN, pro- nadorovy rust, IL-17 karcinom prsu mys Coffelt a kol., 2015;
tumorova metastaze Benevides a kol.,
2015
Nabor TAN, pro- nadorovy rust H20, kize Danio rerio Feng a kol., 2010
tumorova
Nabor TAN, pro- nadorovainvazea HGF adenocarcinom mys, ¢lovék Wislez a kol.,
tumorova migrace plic, LLC 2003; Finisguerra a
kol., 2015
Nabor TAN, pro- nadorovainvazea VEGF/VEG karcinom mys$, Danio Nozawaa kol.,
tumorova angiogeneze FR pankreatu rerio xenograft ~ 2006; He a kol.,
2012
Pro-tumorova angiogeneze MMP9 spontanni kute Bekes a kol., 2011,
metastaze Nozawaa kol., 2006
Pro-tumorova nadorova invaze a  Onkostatin karcinom prsu a mys, ¢lovék Queen a kol., 2005
angiogeneze M plic
Pro-tumorova EMT/invaze CXCR2 kuze Danio rerio Freisinger a kol.,
2014
Pro-tumorova proliferace Prostaglandi  kize Danio rerio Feng a kol., 2012
nadorovych bunék n E2
Pro-tumorova inhibice T bunék Arginaza 1 NSCLC mys, ¢lovék Rotondo a kol.,
2009
Pro-tumorova Metastaze, CXCL1/2, karcinom prsu mys Acharyya a kol.,
chemorezistence CXCR2 2012
Nabor TAN, pro- nadorovy rust, CXCLS6 melanom mys Verbeke a kol.,
tumorova metastaze 2011
Pro-tumorova nadorovy rust NE plice mys Houghton a kol.,
2010
Pro-tumorova inhibice T TGF-B plice mys Fridlender a kol.,
/anti-tumorova buné&k/aktivace, 2009
cytotoxicita
Anti-tumorova aktivace T bunek  OX-40L, 4-  plice clovek Eruslanov a kol.,
(CD8+, CD4+) 1BBL 2014

Nedavné studie ukazaly, ze pisobeni neutrofilii na nddorovou imunitu je velmi

slozité. Bylo zjisténo, Ze neutrofily N1 mohou byt vlivem plsobeni TGF-B, jez je

vylu¢ovéan buitkami naddorového mikroprostfedi, pfeménény na N2 neutrofily podobné

jako makrofagy, o ¢emz se zminuji nize (Fridlender a kol., 2009).

3.5.2 Makrofagy

Makrofagy jsou podskupinou leukocyti a hraji dialezitou roli v tkanové

homeostaze a imunité. Hraji klicovou roli ve vyvoji krevnich cév, odstraiuji apoptické
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buiky bcéhem tvorby koncetin. Navic wudrzuji hematopoeticky ustdleny stav
pohlcovanim neutrofill a eozinofill v jatrech a slezin¢ (Wynn a kol., 2013). Makrofagy
fagocytuji cizorodé agens oznacené komplementem nebo protilatkou a produkei oxidu
dusnatého jej zabiji. Spoluucastni se zanélivé reakce a granulomatoznich procesu

(Chaplin, 2010).

Makrofagy hraji pii zanétlivych reakcich dvoji roli.  Pocate¢ni sekreci
zanétlivych mediatoru, jako je TNF-a, IL-1P a oxid dusnaty, aktivuji antimikrobialni
obranné mechanismy, jez likviduji invazivni agens. Avsak i piesto, ze jsou zanétlivé
makrofagy zpocatku prospésné, vyvolavaji také podstatné poskozeni tkani a musi byt
tedy rychle kontrolovany, jinak se stanou patogennimi a piispivaji k progresi

agresivnimi patogeny.

Makrofagy asociované snadory (TAM) jsou polarizovdny na dva odlisné
fenotypy podle vzniku a vlivu na nador. Prvni fenotyp TAM je oznafovan jako M1
makrofagy, je aktivovan IFN-y a LPS a je spojen s produkci prozanétlivych cytokind
(IL-12, IFN-y a TNF-0) s prezentaci antigent, tvorbou reaktivnich druhi kysliku a
schopnosti eliminovat patogeny a bunky. M1 makrofagy zprostfedkovavaji obranu
proti bakteridlnim patogentim, exprimuji MHC Il na povrchu a prezentuji antigeny T
lymfocytim.

Druhy fenotyp TAM oznacovany jako M2 makrofagy je aktivovan IL-4, IL-10
(Biswas a kol., 2010; Biswas a kol., 2013). M2 makrofagy se produkuji u parazitarnich
infekci a nadort a exprimuji IL-4 (Martinez a kol., 2013).

V zavislosti na aktivacnich signalech mohou makrofagy ziskat rizné fenotypy a
funkce, a poté fenotypy M1 a M2 piedstavuji extrémy tohoto spektra (Murray a kol.,
2014). M1 a M2 aktivace makrofagl je spojena s Thl a Th2 lymfocyty, IFN-y
(Schroder a kol., 2004) a IL-4 jako mediatorem. Rizné aktivacni stavy vyzaduji odlisné
transkrip¢ni faktory. M1 polarizaci indukuji IRF (transcription factor family): STAT1 a
IRF5. M2 polarizaci indukuji IRF: STAT6 a IRF4 (Lawrence a Natoli, 2011).
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Jednotlivé makrofagové buiky se navzdjem vyrazné lisSi a méni své funkce
Vv zavislosti na davkach a kombinacich agonistd a ¢asu. A proto jsou dodnes zptisoby a

dasledky aktivace neobjasnéné (Hume, 2015).

3.5.2.1 ROZPOZNANI

Makrofagy exprimuji velké mnozstvi plazmatickych membranovych receptorti
zprostiedkovavajicich interakce s pfirozenymi a pozménénymi vlastnimi slozkami
hostitele, ale i celou fadu mikroorganismi. Rozpoznani je nasledovano povrchovymi
zménami, vychytdvanim, signalizaci a zménénou expresi genu, pfispivajici
k homeostaze, obrané hostitele, efektorovym mechanismiim a indukci ziskané imunity
(Taylor a kol., 2005). Makrofagy jsou schopné detekovat produkty bakterii a jinych
mikroorganismii pomoci systému rozpoznavajiciho receptory, jako jsou Toll-like
receptory (TLR). TLR se mohou specificky vazat na rtizné slozky patogend, jako jsou
cukry (LPS), RNA, DNA nebo extracelularni proteiny (napiiklad flagellin
z bakterialnich flagel).

SRs (Scavenger receptors) se vyskytuji pouze na buinikach myeloidnich linii a
jsou exprimovany na zralych tkanovych makrofagach a na dendritickych bunkach
pochazejicich z kostni dfené (Hughes a kol., 1995). Zprosttedkovavaji endocytozu
odpadnich produktd a cizich patogent. SRs vazi LDL (low density lipoproteins) a
rozpoznavaji velkou $kalu ligandi. SR-A je nejvice prostudovany diky své roli
v aterosklerdze, kde se podili na metabolickych zménach ovliviiujicich makrofagy, které
jsou vystavené vysokému obsahu tuku a oxidativnimu stresu (Horiuchi a kol., 2003).
Funkce SR-A muze byt relevantni pro jiné nemoci se zakladnimi metabolickymi a
oxidativnimi zmeénami, vcetné rakoviny (Chiurchit a Maccarrone, 2011). SR-A
zprostiedkovava adhezi makrofagti (Maxeiner a kol., 1998). Bylo potvrzeno, ze SR-A
byl exprimovan na TAM u pacientu s rakovinou vaje¢niku (Hagemann a kol., 2006).
Exprese SR-A na makrofagach je dulezitd pro progresi nadoru a metastaz in vitro a
in vivo. Avsak konkurence se SR-A ligandem miZe snizit invazivitu nadorovych bun¢k
vyvolanou makrofagy. Dalsi funkci SR-A je snizuni regulace aktivace makrofagi
produkci TGF-B a PGE (Chang a kol., 2008). Bylo prokazano, ze pfitomnost SR-A

na makrofagach zprosttedkovava podporu invazivity nadorii, a ze konkurence se SR-A

36



ligandem muze snizit invazivitu nadorovych bunék indukovanou makrofagy (Neyen a
kol., 2013).

MARCO (Macrophage Receptor With Collagenous Structure) fadici se do SR-
A skupiny receptorti, zprostiedkovava fagocytdozu nezéavislou na opsoninu. MARCO
zprostfedkovava aktivaci IL-12 (Sutterwala kol., 1998), ktery ovliviiuje zvySeni
cytotoxické aktiviny NK bun¢k a CD8+ cytotoxickych T lymfocyti. Vyzkumy ukazaly,
ze ztrata MARCO vede ke snizeni cytotoxické aktivity NK bunék a T lymfocytt, a tudiz
dojde ke zvyseni nadorové multiplicity (Jozefowski a kol., 2005).

Dalsim scavengerovym receptorem je stabilin-2, jenz vykazuje protonovou
aktivitu diky své schopnosti pohlcovat kyselinu hyaluronovou, bohaté se vyskytujici
Vv extracelularni matrix. Inhibici stabilinu-2 dojde ke zvyseni cirkula¢ni hladiny kyseliny
hyaluronové a to vede ke sniZeni invazivity nadoru v plicich (Hirose a kol., 2012).

Z tohoto divodu ma stabilin-2 protumorovou funkci.

Povrchové receptory makrofagh reguluji fadu funkci (Tab. 2) vcetné
diferenciace, ristu a preziti, adheze, migrace, fagocytozy, aktivace a cytotoxicity
(Gordon, 2003). Jejich schopnost rozpoznat Sirokou $kalu endogennich a exogennich
ligandi a vhodné reagovat, je hlavni funkci pro udrZzeni homeostazy, stejné jako

obranou hostitele pfi autoimunité a imunopatologii (Kaufmann, 2004).
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(Taylor a kol., 2005).

Receptorova rodina

Receptor

Tab. 2: Piehled makrofagovych receptort, podilejicich se na imunologickém rozpoznavani

Funkce

Scavenger receptory (kolagenni)

Scavenger receptory
(nekolagenni)
GPl-kotvené

Integrin

Ig superrodina

Sedmi transmembranova

NK-like C-typ lektin-like
C-type lectin (samotny CTLD)
Mnohonasobny CTLD

TLR

3.5.22 LIKVIDACE

SR-A

CD36

CD14
CR3

(CD18/11)

FcR (ITAM/ITIM)
TREM-1 (ITAM)
CCR1

ChaR
EMR2(EGF-TM7)

Dectin-1 (ITAM-like)
DC-SIGN
MR

TLR2
TLR4

Fagocytoza, apoptoza,
enocytoza modifikovaného
LDL, adheze

Fagocytoza, apoptoza,
rozpoznan diacyl lipidu bakterii
LPS-vazajici protein, TLR
signalizace, rozpoznani
apoptotickych bunék
Komplementovy receptor
(C3bi) zprostredkovavajici
fagocytozu

Endotelialni adheze

Na protilatce zavisla vazba,
absorpce, zabijeni
Regulace zanétu

Receptor pro MCP-1
Chemotaxe, degranulace

Adheze myeloidnich bunék,
vazba chondroitin sulfatu
B-glukanovy receptor, TNF-a
uvolnéni/interakce TLR2
Rozpoznani patogenu, I[CAM
adheze

Alternativni aktivace, antigenni
transport?

Odpoveéd na peptidoglykan
Odpoveéd na LPS

PrCR (Macrophage-mediated programmed cell removal) je dilezitym
mechanismem eliminace nemocnych a poskozenych bun¢k pied apoptézou (Chao a
kol., 2012). Indukce PrCR pomoci ,,eat me* signali na bunkach nadort je potlacena
,don't eat me* signaly, jako je CD47 (Kim a kol., 2012). CD47 je regulovan nadorem a
chrani jej pted PrCR. CD47 vaze makrofagovy signal-regulacni protein a (SIRP @), jenz
inhibuje fagocytozu (Obr. 2). Blokaci signalu CD47 na nadorovych bunkach je
umoznén vznik signalu ,.eat me* za ucelem vyvolani PrCR s naslednou eliminaci
nadorové bunky. Aktivace signaliza¢nich cest TLR (Toll-like receptor) v makrofagach
spolupracuje s blokovanim CD47 na nadorovych buinkach za tucelem zvySeni PrCR
(Chao a kol., 2012).
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Vyzkum Mingye a kol. ukazal, Ze aktivace cest TLR v makrofagach indukuje
fosforylaci Btk (Burtonovy tyrosinkyndzy), ktera katalyzuje odhaleni kalretikulinu
na povrchu nadorovych bunék. (Mingye a kol., 2015). Kalretikulin, ktery ma funkci
jako signal ,eat-me* na rakovinnych buikach, interaguje s LRP proteinem, jenz se
vyskytuje na povrchu makrofagt (Obr. 2) (Miyanishi a kol., 2007). Kalretikulin
aktivovany pomoci TLR a Btk vede nadorové bunky K cilené eliminaci fagocytozou

(Gardai a kol., 2005).

Dale makrofagy eliminuji maligni buniky produkci rozpustnych faktorti (napf.
Oxidu dusnatého a TNF-a), které mohou indukovat apoptézu nadorovych bunck

(Nathan, 1987).

Makrofagy na svém povrchu exprimuji Fc receptory, které se vazi na nadorové
bunky, které jsou oznacené protildtkou a tim dochdzi k likvidaci naddorovych bunék

(Obr. 2) (Grugan a kol., 2012).

“Don’t
eat”

N”

CD47 SIRPa

complex

Cancercell

Cancercell

Macrophage

Obr. 2: Makrofiagova regulace ,,eat me“ a ,,don’t eat me* signalu (Long a Beatty, 2013).

Zpusoby likvidace cizich antigenu:

1. PFimé zabiti uvolnénim $kodlivych produkti (napi. kyslikové radikaly).

2. Prima cytolyza nadorovych bunék pomoci ADCC (antibody dependent
cellular cytotoxicity).

3. Nepfimé zabiti nadorovych bunék aktivovanim dal§ich bunék

imunitniho systému schopnych lyze.
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3.5.2.3 MAKROFAGY A RAKOVINA

Jak jich bylo vySe zminéno, makrofagy se déli na dva fenotypy TAM na M1 a
M2 makrofagy. Pficemz M1 makrofagy plisobi protinadorové a M2 makrofagy

pronadorove.

Kyselina mlécna produkovana nadory nebo sekretované imunosupresivni
cytokiny (IL-4, IL-10 a IL-13) z rGznych bunék v mikroprosttedi nadorti ovliviiuji vznik
M2 makrofagn (Colegio a kol., 2014). M2 makrofagy se nachazeji uvniti hypoxickych
oblasti nadoru a uptfednostiiuji jeho rist a angiogenezi sniZzenim regulace signalizace
PlexinA1/A4 zprosttedkované neuropilinem-1 a semaforinem 3A (Dandekar a kol.,
2011). M2 makrofagy uvniti hypoxickych oblasti maji snizenou expresi MHC Il, a tudiz
neprezentuji antigen T lymfocytim (Laoui a kol., 2014).

Makrofagy vykazuji nékolik protumorovych funkci, které hraji dalezitou roli
pii vyvoji a progresi rakoviny, jako je schopnost exprese cytokint a indukce nadorové
angiogeneze (Grivennikov a kol.,, 2010). M2 makrofagy jsou zdrojem nador
podporujiciho cytokinu IL-6. Produkce IL-6 podporuje proliferaci nadorovych bunék
sttev a ochranu pied apoptdzou prostiednictvim aktivace STAT3 (Signal transducer
and activator of transcription 3) (Bollrath a kol., 2009; Grivennikov a kol., 2009).

Makrofagy jsou také dulezité pro nadorovy angiogenni vyvoj, produkci VEGF-
A (vascular-endothelial growth factor A) a PIGF (placental growth factor). Avsak
protilatkou zprostiedkovana neutralizace angiopoietinu 2, ligandu pro receptor Tie2
nebo makrofagova deplece, blokuje nadorovou angiogenezi a omezuje progresi nadoru

u mysiho modelu rakoviny prsu (Lin a kol., 2006; Mazzieri a kol., 2011).

Makrofagy hraji klicovou roli pfi:
e rezistenci na chemoterapeutickou 1é€bu: makrofagy jsou povazovany za hlavni
zdroj IL-10 a bylo zjisténo, ze IL-10 inhibuje expresi IL-12 v dendritické bunce
a nasledné redukuje aktivaci cytotoxickych CD8+ T bunék. Je zajimavé, Ze
protilatka zprostiedkovand neutralizaci IL-10 v kombinaci s chemoterapii

zvysuje citlivost na chemoterapeutické 1écby (Ruffell a kol., 2015).
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¢ r0zvoji metastaz: stimulovanim signalnich drah pro pfeziti bun¢k rakovinnych
bunék a vyvolanim vzniku metastatického mista v sekundarnim misté

po diseminaci nadorovych bun¢k (Vanharanta a kol., 2013).

3.5.3 NK bunky

NK bunky (Natural killer cells) pochéazeji jako jediné bunky z vrozené imunitni
odpovédi z lymfoidni vyvojové linie. Jsou znamé svou schopnosti rozpoznat a rychle
eliminovat infikované nebo transformované bunky. V disledku toho jsou NK bunky

zasadni pro ochranu hostitele pifed virovymi infekcemi a malignitami (Guillerey a

Smyth, 2016).

Rozpoznavani bunék se déje dvéma mechanismy. Bud’ dojde ke vzniku vazby
imunoglobulinovych receptord (FCR) s cilovymi strukturami, které nesou protilatky, a
tim se aktivuje cytotoxicka NK bunééna odpoveéd’. Nebo, nedojde-li k vazbé na receptor
MHC 1, zahaji NK bunky automaticky lyzi cilové bunky (Parkin a kol., 2001).

V cytoplazmé NK bun€k se vyskytuji velka granula, jez obsahuji bunééné
aparaty nezbytné k perforaci a indukci apoptozy citlivych cilovych bunék (Vivier a kol.,
2008). Dv¢ primarni molekuly zapojené do tohoto procesu jsou perforin a granzym-B a
jsou ptedem vytvoieny v klidovych, nestimulovanych NK buikach (Timonen a kol.,
1981). Kromé lytickych enzymi produkuji NK buiiky zanétlivé cytokiny (TNF-a, IFN-
vY), které jsou po stimulaci rychle sekretovany a vyvolavaji silnou zanétlivou odpovéd
(Cooper a kol., 2001) a rustové faktory (G-CSF a GM-CSF) (Vivier a kol., 2011).
Sekrece IFN-y NK buikami plisobi jako mulstek mezi vrozenou a adaptivni imunitou
indukovanim zvySené regulace MHC I na okolnich bunkach (Wallach a kol., 1982), coz
zvySuje rozpoznavani cila CD8+ T bunkami (Martin-Fontecha a kol., 2004). NK
sekretovany IFN-y mtze dale regulovat molekuly MHC I stejné¢ jako PD-1 ligandy
na nadorovych buikach. TNF-o miZze mit pfimou cytotoxickou aktivitu vyvoldnim
apoptozy zprostiedkované kaspazou 8 (Peter a Krammer, 2003). Navic kombinace IFN-
vy @ TNF-a muze fidit nadorové bunky K procesu starnuti (Braumuller a kol., 2013).
Takze cytokiny sekretované vrozenymi bunikami mohou mit pfimé protinadorové

aktivity.
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NK bunky také moduluji aktivitu jinych leukocytd, jako jsou dendritické bunky
a T bunky, prostfednictvim sekrece cytokind nebo riznych interakci receptoru a ligandu
(Martin-Fontecha a kol., 2004; Moretta a kol., 2005). Ackoli spoluprace mezi riznymi
leukocyty nebyla doposud do hloubky prozkoumana v kontextu nadorové imunologie,
neddvna zprava naznacuje, ze NK buiikkami produkovany IFN-y polarizuje makrofagy

smérem k protinadorovému stavu M1 (O'Sullivan a kol., 2012).

3.5.3.1 ROZPOZNANI

NK bunky neidentifikuji cilové buniky na zakladé jejich prezentace virovych
nebo nadorové specifickych antigenti. Misto toho vyuzivaji receptory zakodované
v zarodecné linii, které rozpoznavaji ligandy prezentované na bunkach, které vznikly
v dtsledku stresu bunék nebo poskozeni DNA, ke kterym dochézi béhem virové infekce
nebo transformace nadord (Raulet a Guerra, 2009). Jelikoz NK buriky rozpoznavaji své
cile na zaklad¢ zarode¢nych linii, jsou jejich odpovédi piisné regulovany, aby se
minimalizovalo usmrceni zdravych bun€k a tkdni. Tato regulace je fizena jemnou
rovnovahou mezi aktivaénimi a inhibi¢nimi signaly, jez jsou produkovany aktivacnimi a

inhibi¢nimi receptory na povrchu NK bun¢k.

MHC I poskytuje inhibi¢ni signal NK bunikam a brani jejich reakci na cilovou
bunku, i pies pfitomnost aktivaéniho ligandu (Ljunggren a Karre, 1990). Pouze kdyz
MHC I chybi nebo je snizena jeho regulace na burce, je schopna NK burika reagovat.
Aktivace NK bungk a inhibi¢ni receptorova exprese se méni v zavislosti na podskupiné
NK bungk, stejné jako na cytokinech a rozpustnych ligandech pfitomnych
Vv mikroprostfedi nadoru nebo v jeho blizkosti. Ligandy pfitomné na nadorovych
bunkach se také 1isi v zavislosti na typu nadoru a stavech v mikroprostredi (Obr. 3)

(Davis a kol., 2017).

AKTIVACE NK BUNEK

NK buiky také exprimuji fadu aktivacnich receptori kodovanych zarode¢nou
linii, které zahrnuji NCR (natural cytotoxicity triggering receptors) (napt. NKp30,
NKp44, NKp46 a NKp80), receptory rodiny SLAM (napi. 2B4 a NTB-A), lektiny typu
C (tj. NKG2D a NKG2C/CD9%4) a Fc receptor s nizkou afinitou (CD16=FcyRIII) (Obr.
3) (Lanier, 2008).
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Je dilezité vymezit Glohu CD16 od ostatnich aktivacnich receptord, jelikoz
CDI16 nerozpoznava bunécné exprimovany ligand. Naopak CD16 liguje Fc cast IgG
protilatek vazanou na buiiku. CD16 poskytuje prostiednictvim ligace dostateéné silny
aktiva¢ni signal k piekonani v&tSiny inhibi¢nich signald k vyvolani ADCC (antibody
directed cell-mediated cytotoxicity) bez potieby ko-ligace dalSich aktiva¢nich receptort
(Long a kol., 2013). Bylo prokazano, ze aktivace NK bun¢k aktivuje matricovou
metaloproteazu ADAM-17, ktera je zodpovédna za St€peni CD16 na povrchu NK

bunck, coz by potencialné omezilo NK zprostiedkované¢ ADCC odpovédi.

Ze zminénych receptori je c-lektinovy homodimer NKG2D nejlépe
charakterizovany. Tento receptor rozpoznava molekuly regulované na povrchu bunék,

které prosly poskozenim DNA nebo bunéénym stresem (McCann a kol., 2007).

Existuji také receptory aktivujici NK bunky, které rozpoznavaji ligandy
konstitutivné¢ exprimované na zdravych bunikach. DNAM-1 (CD226) rozpoznava
ligandy CD155 (PVR) a CD112 (Nektin-2), které jsou exprimovany na mnoha
endotelialnich bunikach, stejn¢ jako v klidovych CD4+ a CD8+ T bunkach (Levin a kol.,
2011; Mendelsohn a kol., 1989). Podobn¢ je NK koaktivac¢ni ligand NTB-A zasadné
exprimovan na vSech NK, T a B buiikdch. Pevna regulace aktivacnich drah, zejména
vV mistech, kde jsou pfitomné aktivaéni ligandy na zdravych buiikéach, je integralni

sloZkou nezbytnou k prevenci autoimunity zprosttedkovanou NK buikami.

INHIBICE NK BUNEK

Negativni regulace funkce NK bunck je fizena fadou inhibi¢nich receptorti

(Obr. 3). NK inhibi¢ni receptory délime do ¢tyt hlavnich kategorii:

1. zabijejici imunoglobulinové receptory (KIR)

2. lektinové receptory typu ¢ (NKG2A/CD94)

3. leukocytové imunoglobulinové receptory (LILRS)

4. checkpoint receptory (PD-1, TIM-3, LAG-3a TIGIT)

Ligandy pro mnoho z téchto inhibi¢nich receptort jsou hlavnimi molekulami
MHC 1. KIR rozpoznani MHC 1 je vysoce specifické v tom, ze urCité KIR maji
definované molekuly MHC I jako své ligandy. KIR2DL1 rozpoznava molekuly HLA-
C2, zatimco KIR2DL2/3 rozpoznava HLA-C1 (Malnati a kol., 1995). KIR3DL1
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rozpoznava molekuly HLA-B-Bw4 epitop (Wan a kol., 1986; Gumperz a kol., 1995).
Lektin typu c, heterodimer, NKG2A/CD9%4 rozpoznava molekuly HLA-E (Miller a kol.,
2003; Petrie a kol., 2008). I pfesto, ze ma LIR-1 (ILT-2/CD85j/LILRB1) fadu

vazebnych partnerti, vykazuje HLA-G nejsilnéjsi vazebné charakteristiky (Shiroishi a
kol., 2003).

Indukce inhibi¢ni signalizace prostiednictvim exprimovanych MHC I ligandu je
kritickym aspektem regulace NK bunécné odpovédi. Vzhledem k tomu, ze zdravé
bunky exprimuji molekuly MHC |, tak i pfes to, Ze mohou konstitutivné exprimovat
nékteré¢ aktivacni ligandy, bude dominantni inhibi¢ni signal, ktery vede k inhibici
funkce NK bunék a k udrzeni tolerance. Je dulezité poznamenat, ze NK burky jako
populace jsou velmi rozmanité ve smyslu jejich inhibi¢ni receptorové exprese. Ne kazda
NK burika exprimuje kazdy inhibi¢ni receptor. Napfiklad zatimco CD56°"9" NK buiky
vSechny exprimuji NKG2A/CD94, postradaji expresi KIR. Pouze piiblizné 50-60%
CD56%™ NK bun¢k exprimuje NKG2A/CD94, zatimco piiblizné 70-75% exprimuje
KIR. CD56%™M NK buiiky jsou dale rozdéleny podle toho, které KIR exprimuji
(Sternberg-Simon a kol., 2013).

Immunological
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Obr. 3: Interakce mezi nddorovymi ligandy a NK receptory a jejich aktivacni X inhibicni funkce (Davis a
kol., 2017).
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3.5.3.2 LIKVIDACE

Zda NK buiky zabiji cilové buiky, zavisi na rovnovaze signall z aktivacnich a

inhibi¢nich receptorti na povrchu NK bunék, jak jsem jiz zminila vyse.

Koligace s koaktiva¢nim receptorem jako NTB-A nebo 2B4 vede k degranulaci
NK bun¢k (Bryceson a kol., 2006). Perforin a granzymy pak vytvateji pory v cilovych
bunkach a spousteji kaspazy vedouci k apoptéze cilové buiky (Millard a kol., 1984,
Keefe a kol., 2005).

3.5.3.3 NK BUNKY A RAKOVINA

NK buniky jsou nejlépe studované mediatory vrozeného imunitniho dohledu
nad rakovinou. NK buriky jsou charakteristické svou silnou schopnosti zabijet nadorové
buniky in vitro bez ptredchoziho podrazdéni. Mnoho transplantovanych nadorovych
bunék je odmitnuto zplisobem zavislym na NK buikach (Diefenbach a kol., 2001;
Ljunggren a Karre, 1985; Seaman a kol., 1987). Experimenty naznacuji, ze produkce
perforinu NK bunikami chrani my$§ pted methylcholantrenem (MCA) indukovanym
sarkomy (van den Broek a kol., 1996). Klinické dikazy naznacuji, ze infiltrace NK
bunék v biopsii nadorli jsou spojeny s piiznivymi progndézami u pacientll s nddorovym

onemocnénim (Coca a kol., 1997; Ishigami a kol., 2000).

Nicméné nadorové mikroprostiedi miize potlacit funkci NK bunék, coz vede
Kk uniku nadoru a k progresi onemocnéni. Navzdory nedavnému pokroku v cytokinové
terapii @ NK bunééném adoptivnim pienosu, tumorova exprese ligandi k NK
exprimovanym kontrolnim receptorim muze stale potlacovat lyzi nadoru (Obr. 3)

(Davis a kol., 2017).

Studie ukazuji, Ze rizné abnormality NK bunék koreluji se zvySenym rizikem
vyskytu nékterych typta rakoviny (Imai a kol., 2000). Navic NK buiky s aberantni
funkei se Casto objevuji u pacientl s rakovinou, coz ¢ini funkei NK bunék potenciadlnim

biomarkerem pro rakovinu (Roder a kol., 1980; Gineau a kol., 2012).

Rakovinné bunky jsou bunky vyznacujici se neregulovanym délenim. Toto
neregulované déleni je diisledkem poskozeni DNA v genech, které fidi bunécny cyklus
(Gerlinger a kol., 2012). Aktivace odpovédi na poSkozeni DNA (DDR) nastava

v mnoha nédorovych buiikach a prekancerdznich 1ézich, coz vede k indukci liganda
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NKG2D a DNAM-1 (Cerboni a kol., 2007; Croxford a kol., 2013). Exprese téchto
ligandi by méla vyvolat lyzi NK bun¢k. Nicmén¢, rakovinné buniky mohou zrusit
aktivaci NK bun¢k fadou prostiedki. Jednim z mechanismusmi, kterym nadorové
bunky vylucuji odpovéd” NK bunék, je pies regulaci MHC | (Wang a kol., 2013).
Zatimco mnoho nadord reguluje urcité molekuly MHC 1, aby se vyhnuly odpovédi
T bunék, neklasicka molekula MHC |, HLA G, je cCasto na povrchu nadoru vice
regulovana (Lin a Yan, 2015). Jak bylo uvedeno vyse, tato molekula HLA pusobi jako
ligand pro NK-exprimovany inhibi¢ni receptor LIR-1 (Gonzalez a kol., 2012).
Vysledkem je silny inhibi¢ni signdl poskytovany NK builkdm exprimujicim LIR-1,
¢imz jim brani zprostfedkovat jejich cytotoxickou funkci navzdory pfitomnosti

aktivacnich liganda (Heidenreich a kol., 2012).

Nédorové buiky exprimuji na svém povrchu ligandy NKG2D (MIC a ULBP)
(Chitadze a kol., 2013). Rozpustné proteiny MIC a ULBP byly identifikovany v séru
pacientll s riznymi druhy rakoviny véetné plic, tlustého stfeva, prsu, vajecniki, gliom,
neuroblastomu, melanomu a leukemie (Salih a kol., 2006; Yamaguchi a kol., 2012).
Nadorové bunky unikaji NK bunéénému receptoru NKG2D diky procesu, b&hem
které¢ho dojde ke snizeni exprese ligandu na povrchu nadoru a tim se snizi nachylnost
nadoru k usmrceni NK bunikami. (Lundholm a kol., 2014). Nicméné, bez ohledu
na uvoliovani ligandi NKG2D, sérum od pacienti s nadorovym onemocnénim
obsahuje dal$i imunosupresivni faktory, jako je TGF-B, o kterém se vi, Ze snizuje

expresi NKG2D a NCR NKp30 na NK bunkach (Rouce a kol., 2016).

Imunosupresivni bunky, jako jsou myeloidni supresorové builkky (MDSC) a
regulacni T (Treg) bunky, které se nachdzeji v nddorovém mikroprostiedi, mohou také
ucinné omezit protinadorovou funkci NK bunék. MDSC se vytvareji v kostni dieni
hostiteltt nesoucich nador a poté migruji do lymfatickych a nadorovych tkdni pomoci
chemoatraktantt, jako jsou CCL2 a CCLS. Tyto burnky jsou jednou z hlavnich slozek
nadorového mikroprostiedi a bylo prokdzano, ze potlacuji proliferaci T lymfocytd,
stejné jako blokuji vstup CD8+ T bunék do nadoru (Marvel a kol., 2015). MDSCs
zprostfedkovavaji nékteré své funkce prostfednictvim sekrece imunosupresivnich
cytokind IL-10 a TGF-B (Ostrand-Rosenberg a Sinha, 2009). Jak jiz bylo zminéno vyse,
TGF-B snizuje expresi NKG2D na NK bunkach (Sarhan a kol., 2016).
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Vysoky podil Tregs, téz pravdépodobné zapojeny do bunétné imunosuprese
NK bun¢k v mikroprostiedi nadoru, byl korelovan s progresi rakoviny (Orentas a kol.,
2006). Bylo prokazano, Ze tyto vysoké podily byly doprovazeny snizenym poétem a
funk¢nosti NK bunék (Betts a kol., 2012). Naopak terapeutické 1é¢ebné postupy, které
indukuji snizeni poctu Tregt, jako je 1écba nizkymi davkami cyklofosfamidu nebo 1écba
Lenalidomidem a Pomalidomidem nebo piimou depleci Tregs za pouziti IL-2
difterického toxin fazniho proteinu, vedly ke zvySené funkci NK bunék (Davies a kol.,
2001; Bachanova a kol., 2014). Tregs mohou zprostiedkovat inhibici NK buné¢k
prostiednictvim kontaktu membranové véazaného TGF-f a rozpustného TGF-
(Pedroza-Pacheco a kol., 2013). Jak jiz bylo zminéno, TGF-B muze snizit expresi
NKG2D na NK bunkach, ale mize také pomoci vyvolat expanzi Tregs v supresivnim
mikroprostfedi nadoru. Dal§i mechanismus, kterym Tregs potlacuje funkce NK bunék,
je omezenim piistupu NK bunék k IL-2 prostiednictvim jeho spotieby (Gasteiger a kol.,
2013).

MoZné mechanismy nddorového tniku NK buné&éné odpovédi (Marcus a kol., 2014):

1. Ztrata exprese aktiva¢nich ligandt pro NK receptory, jako jsou NKG2D, NKp46
nebo DNAM-1.

2. VyluCovani/uvoliiovani rozpustnych ligandi pro aktivaci NK receptorti, napf.
NKG2D, ¢imZ se redukuje exprese ligandu na povrchu nadoru a v nékterych
pfipadech inhibuje rozpoznavani a funkce NK bunék.

3. Persistentni stimulace NK bunék v nepfitomnosti zanétlivych cytokint
indukujici stav NK bunécné anergie.

4. Ztrata nadorovych supresord indukujicich sekreci chemokinu, které aktivuji
NK burky.

5. Modulace mikroprostiedi nadori vedouci k sekreci imunosupresivnich cytokint,

napiiklad IL-10 a TGF-8.

3.5.4 Dendritické bunky

Dendritické bunky (DCs) vznikaji v kostni dfeni, nezralé migruji do tkani a
aktivuji se az po kontaktu se signaly nebo motivy jako jsou PAMPs, tkanové faktory a

cytokiny (Chain, 2003). Jsou hlavnimi regulatory adaptivni imunitni odpovédi a jako

47



takové jsou nezbytné pro imunitni odpovéd’ zprostiedkovanou T bunkami. DCs fadime
mezi antigen prezentujici buniky (APC), jez poskytuji antigeny a ko-stimulacni signaly
bunkam adaptivniho imunitniho systému (Shortman a Naik, 2007). V rovnovazném
stavu jsou DCs z velké casti pritomny jako nezralé a slabé APC charakterizované
vysokou schopnosti zachytit antigeny, nizkou expresi kostimula¢nich molekul a
omezenou sekreci cytokinti (Trombetta a Mellman, 2055; Steinman a kol., 2003). Rtzné
podnéty spojené s bakteriemi, viry a poskozenymi tkanémi mohou indukovat aktivaci a
zrani DCs. Aktivované DCs jsou charakterizovany snizenou regulaci aktivity
zachycovani antigenu, zvysenou expresi MHC II a kostimula¢nich molekul a CCR7 (C-
C chemokine receptor type 7), vysokou schopnosti produkovat cytokiny a aktivni
migraci do lymfatickych uzlin. DCs jsou silnymi induktory T bunééné odpovédi a jiz
dlouhou dobu povazovany za kritickou slozku protinadorové imunity (Veglia a
Gabrilovich, 2017).

DCs zahrnuji nékolik podskupin heterogennich bunék definovanych specifickym
fenotypem, anatomickou lokalizaci a specializovanymi funkcemi ur¢ovanymi profilem
cytokinu (Banchereau a Steinman, 1998; Ueno a kol., 2007). DCs se diferencuji v kostni
dfeni sekvenénimi kroky zahrnujicimi CMPs (common myeloid progenitors) a MDPs
(macrophage/DC  progenitors). MDPs vytvafeji cMOPs (common monocyte
precursors) a CDPs (common DC precursors) (Fogg a kol., 2006; Merad a kol., 2013).
CMOPs pak vedou k vzniku monocytu (Hettinger a kol., 2013), které se mohou
za urcitych podminek v tkanich diferencovat na DCs (Segura a Amigorena, 2013).
V rovnovaznych podminkach se prakticky vsechny DCs v tkanich lisi od CDP (Onai a
kol., 2007). V soucasné dob¢ je rozpoznano nékolik podmnozin DCs a vyvoj kazdé
podmnoziny DCs je fizen specifickymi transkripénimi faktory (Murphy a kol., 2016).
Naptiklad transkrip¢ni faktor E2-2 podporuje diferenciaci pDCs (plasmacytoid DCs),
zatimco exprese 1d2 fidi diferenciaci cDC (conventional DCs) (Cisse a kol., 2008).
V nadorovém mikroprostiedi se pre-DCs diferencuji na dvé populace DCs: CD11b*
DCs (DC1l) a CD103* DCs (DC2). Monocyty transportované do nadorového
mikroprostiedi se diferencuji na makrofagy a Inf-DCs (inflammatory DCs). pDCs také
infiltruji nadorové mikroprostiedi. DC2s a inf-DC migruji do lymfatickych uzlin
pomoci CCR7 a prezentuji zde nadorové antigeny CD8+ T buiikdm, coz zapocina

protinadorovou odpovéd’ (Veglia a Gabrilovich, 2017).
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3.5.4.1 ROZPOZNANI

DCs mohou identifikovat patogeny pfimo rozpoznanim mikrobidlnich
molekularnich vzorkd pomoci PRRS, jako jsou naptiklad TLR (Medzhitov a kol.,
1997). Vazba TLR na mikrobialni ligandy vede k aktivaci fagocyti a pfimému zabijeni
patogentl, stejn¢ jako k uvoliiovani prozanétlivych cytokint a antimikrobialnich peptida
(Takeda a kol., 2003). Kromé¢ toho tyto molekuly aktivuji DCs a jsou proto dulezité
pfi zahdjeni adaptivni imunitni odpovédi. Vazba ligandi na TLR spousti aktivaci
signalni drahy jaderného faktoru-xB (NF-kB) potiebné k indukci zanétu. Signalizace
NF-xB indukuje expresi chemokinl, cytokind, adheznich molekul, matrixovych
metaloproteindz, syntézy oxidu dusnatého a enzymu, které reguluji syntézu prostanoidi,

coz vede ke vzniku zanétlivé odpovédi (Medzhitov a kol., 1997).

DCs na zaklad¢ jejich APC a funkci imunitni regulace vyvolavaji lokalni zanét
okolo neoplastickych 1ézi modifikaci okolnich tkani. To vede k naboru vrozenych
imunitnich bunék, jako jsou neutrofily, makrofagy, NKT (Natural killer T cells) nebo yo
T buiky, které zase podporuji nébor nezralych DCs prostfednictvim produkce
chemokinu. Nadorové antigeny dostupné pro vychytavani nezralymi DCs jsou
poskytovany smrti frakce nadorovych bunék. Smrt frakce je indukovana vrozenymi
buiikami imunitniho systému nebo cytokiny, které produkuji, jako je naptiklad IFN-y

(Zitvogel a kol., 2006).

Kromé TLR nezralé DCs exprimuji nékolik lektinti typu C, jako je mané6zovy
receptor, DEC205 a DC-specifické mezibunééné adhezivni molekuly (ICAM), které
Stépi neintegrin rozpoznavajici sacharidové struktury na patogenech (Figdor a kol.,
2002).

Déle exprimuji multifunkéni, rozpustné PRR, které se podileji na vrozené
imunité a zanétu, jako jsou kratké a dlouhé pentraxiny. Prototyp pentraxinu 3 (PTX3) je
vysoce exprimovan pomoci DCs a makrofagi. PTX3 je schopen rozpoznat mikroby,
aktivovat komplement a usnadnit rozpoznavani patogend fagocyty (Garlanda a kol.,
2005).

DCs analyzuji prostfedi prostfednictvim vicendsobnych mechanismi

vychytavani antigenu. Patii mezi né endocytéza zprosttedkovana receptory
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prostiednictvim lektini typu C a Fc receptoru (Banchereau a kol., 2000). Maji také
vysokou kapacitu endocytovat castice a soluty nespecificky prostfednictvim fagocytézy
a makropinocytozy (Sallusto a kol., 1995). Ackoli se zda, ze mnohé z téchto cest se
pouzivaji pro vychytavani molekul piibuznych s patogenem, mohou byt také relevantni

pro vychytavani vlastnich antigend (Steinman a kol., 2000).

Nezralé DCs také exprimuji avp3-integriny, avp5-integriny a CD36, které
usnadiuji kontinualni vychytavani apoptotickych bunék (Rovere a kol., 1998). Tento

mechanismus muze byt dilezity v udrzovani periferni samo-tolerance zprostfedkované

DCs (Steinman a kol., 2000).

3.5.4.2 LIKVIDACE

Mnoho nezavislych studii dokumentovalo cytotoxickou aktivitu raznych
nativnich a in vitro generovanych lidskych DCs podskupin. Mechanismy zabijeni
rakovinnych bun¢k primarné zahrnuji ligandy receptoru smrti, perforin/granzym B a
NO. Bylo zjisténo, ze cytotoxicka aktivita pDCs aktivovanych skrz TLR7 nebo 9
vyzaduje pfitomnost TRAIL (TNF related apoptosis inducing ligand) (Fanger a kol.,
1999; Hardy a kol., 2007)

Nedavné studie dale prokazaly, ze lidské pDCs produkujici IFN typu I mohou
také fungovat jako zabijaci nadorovych bunék (Tel a kol., 2012). Zjistilo se také, ze
nezralé CD4* HLA-DR*Lin" DCs vyvolavaji apoptozu rtiznych rakovinnych bunék
Ctyfmi ruznymi TNF ligandy (TRAIL, TNF, FasL a lymfotoxin (LT)-a1f2) (Janjic a
kol., 2002). Bylo gzjisténo, ze dalsi lidskda podmnozina DCs nazyvana slanDC
(charakterizovana modifikaci PSGL-1 pomoci 6-sulfo LacNAC) zabiji rdzné linie
nadorovych bunék mechaniSmem zavislym na TNF-o (Schmitz a kol., 2005) Kromé
toho fada studii prokazala, ze DCs pochazejici z monocytl generovanych ex vivo
pomoci GM-CSF a IL 4 nebo IFNa mohou zabijet nadorové buiky prostfednictvim
TNF-0, TRAIL, FasL, peroxynitritu nebo granzymu B. Vyzkumy ukéazaly, ze LPS
aktivované DCs usmrcuji rakovinné bunky mechaniSmem zavislym na peroxynitridu
(Lakomy a kol., 2011).

V Kklinickych studiich Stary a kol. bylo prokazano, ze pDCs a mDCs vykazuji

pfimou aktivitu v zabijeni nddorovych bun¢k. Nicméné mDCs byly detekovany pouze
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na periferii nadoru a exprimovaly perforin a granzym B, zatimco pDCs byly
identifikovany primarné uvnité nadorovych luzek a exprimovaly TRAIL (Stary a kol.,
2007).

3.5.4.3 DENDRITICKE BUNKY A RAKOVINA

Silnou schopnosti DCs je prezentovat antigen a diky tomu jsou povazovany
za kriticky faktor pro protinadorovou imunitu. Mnozstvi molekul nalezenych
v nadorovém mikroprostiedi inhibuje DCs aktivaci in vitro. To zahrnuje VEGF,
prostaglandin E2 (PGE2) a IL-10. Navic bylo prokazano, ze VEGF, IL-6, IL-10 a CSF-
1 inhibuji zrani progenitori & monocytii na DCs V kostni dfeni a misto toho sméruji
monocyty smérem k supresivnimu fenotypu (Zong a kol., 2016). Bylo zjisténo, ze
s nadorem spojené DCs jsou defektni v jejich diferenciaci a aktivaci, z toho divodu jsou
Spatnymi stimuldtory imunitnich odpovédi. Nedavné udaje poskytly dal§i podporu této
ptedstavé a prokazaly nové mechanismy negativni regulace funkci DCs (Obr. 4) (Veglia
a Gabrilovich, 2017).

(A) Hypoxie, akumulace adenosinu, zvysené hladiny laktatu a snizeni pH ukazuji, Ze
narusuji normalni funkci DCs. U modelu rakoviny prsu bylo prokazéno, Ze IL-10
inhibuje produkci IL-12 nadorem infiltrujicim CD103*CD11b DCs, coZz méni jejich
schopnost aktivovat antigen specifickou T bunéfnou odpovéd. Exprese IL-12 a
protinddorové odezvy byly obnoveny u mysi 1é¢enych protilatkou blokujici receptor IL-
10 (IL-10R) (Ruffell a kol., 2014).

(B) IL-10 indukuje diferenciaci tDCs (tolerogenic DCs), jez jsou charakteristické

nizkou expresi kostimulacnich a MHC molekul a vysokou produkeci IL-10.

(C) IL-10 produkovany TAM inhibuje produkei IL-12 pomoci CD103* DCs, coz vede

k zhorSené aktivaci T bunék.

(D) Exprese PD-L1 na CD103* DCs v nadorovém mikroprostiedi pfispiva k dysfunkci
DCs.

(E) Faktory odvozené od tumoru fidi diferenciaci imunosupresivniho inf-DC

(inflammatory DCs). Vyrabéji nador podporujici IL-6 a imunosupresivni galektin-1.
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(F) Abnormalni akumulace lipidd v DCs ovliviiuje jejich schopnost prezentovat
nadorové antigeny.

(G) pDCs produkuji malé mnozstvi IFN typu I, ale vykazuji vyssi expresi ligandu
OX40L a ICOSL. Exprese téchto markera je spojena s produkei IL-5, IL-10 a IL-13 T

burikami.

(H) 1DO (Indoleamine-2,3-dioxygenase) produkujici pDCs indukuji diferenciaci Tregs

bun¢k v nddorovém mikroprostredi.
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Obr. 4: Mechanismy DCs dysfunkce pri nadorovém onemocnéni (Veglia a Gabrilovich, 2017).
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3.6 ZPUSOBY NADOROVE IMUNOTERAPIE POMOCI BUNEK
VROZENE IMUNITY

Heterogenita lidskych rakovin, kombinovana s rdznorodosti mechanismu
pusobicich béhem zakladani metastaz, vede k potlaceni imunitni odpovédi. To Cini
nepravdépodobné, ze jakdkoli imunoterapie s jedinym cinidlem vyvold u vétSiny
pacientli vyznamnou regresi tumoru. Pokrok v porozuméni nadorového mikroprostredi
a protinadorové imunity vedl k idee, Ze je zapotitebi nékolika funkénich krokti imunitni
odpovédi vedouci k odstranéni nadorti véetné blokddy imunosuprese, podpory imunitni
infiltrace, aktivace APCs a zvySeni aktivity efektorovych bunék (Surace a kol., 2015).
Identifikace téchto cilovych funkcnich krokli ndm stanovuje postup pro navrhovani

kombinované 1é¢by.

Mnoho studii se zaméfilo na kombinované terapie, které podporuji
komplementarni vlastnosti aktivity T bunék (Ié¢ba vakcinami nebo protilatky blokujici
inhibi¢ni receptory) nebo které synteticky nahrazuji B buiky (protinadorové
monoklonélni protilatky). Pfirozena imunitni odpovéd’ vSak nikdy neni zaloZena pouze
na adaptivni imunité. Vrozené imunitni bunky hraji dileZitou roli pfi dopliovani
efektorovych aktivit CD4+ a CD8+ T bunék a poskytuji jedine¢né cesty k podpote

pokracujici adaptivni odpovédi.

Nejdilezitéjsi tloha vrozenych bunék v imunitni odpovédi na nadorové buiky
spociva v jejich schopnosti podporovat dal$i migraci leukocytti do nadort. Napiiklad
makrofagy polarizované na M1 fenotyp, vylu¢uji druhy oxidu dusnatého aktivujici
endotelidlni buniky a chemokiny, které spole¢né podporuji ndbor T bunék do nadort
(Klug a kol., 2013). Dalsim zptsobem podpory bun¢k vrozené imunity je kombinace
s lokalni RT. Ta by aktivovala DCs a myeloidni buriky prostiednictvim komplementu
(Surace a kol., 2015) a u M1 makrofagt by spustila vylu¢ovani faktorti normalizujici

nadorovou angiogenezi a podporu naboru T bun¢k do nadort (Klug a kol., 2013).

Vyuzivani imunitniho systému k utokiim proti nadorim nebylo jednoduché,
avSak v poslednich né€kolika desetiletich byla nasazena tada technik. Mezi né patii
zavedeni prozanétlivych cytokinti, jako jsou IL-2, [IFNa nebo nadorové antigeny, které

vyvolavaji imunitni odpovéd'.
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Neutrofilova imunoterapie

1. Pienos neutrofilt z pfedem vySetfenych zdravych darci - tato imunoterapie by

mohla byt pouzita jako G¢inna nadorova imunoterapie u pacientl s pfirozenym
deficitem funk¢nich neutrofila (Yan a kol., 2014).

2. Ptiddni mTOR inhibitorti (rapamycin) - pfidanim tohoto inhibitoru dojde

k zesileni neutrofilni reakce na nadorové buiky, tim se zvySuje zranitelnost
rakovinnych bun¢k vici utokiim netrofilti (Yan a kol., 2014).

3. Kombinovana terapie -glukanu s protinddorovou mAb - tato terapie aktivuje

neutrofily a vyvolavd silnou aktivitu zabijeni proti iC3b opsonizovanym
nadorovym bunikdm. Protilatka aktivuje klasickou cestou komplement, postupné
vznikne iC3b, ktery se navaze kovalentné na nadorové bunky. B-glukan
(produkty jeho $tépeni) aktivuje CR3 receptor neutrofilii, kterym neutrofily takto
opsonizované nadorové bunky rozpoznavaji a nasledné likviduji (Xiang a kol.,
2012).

4. Inhibice receptorové tyrosinkinazy - inhibitor tyrosinkinazy mtize indukovat

neutrofily k zprostfedkovani U¢inné protinddorové odpovédi, a tim zplsobit
naslednou regresi nadorti (Patnaik a kol., 2017). Navic inhibici tyrosinkinazy
dojde ke snizeni syntézy iNOS , 0z ma za nésledek potlaceni CD8+ T bunécné
odpoveédi (Spiegel a kol., 2016).

5. Pouziti GM-CSF - 1é¢ba pomoci GM-CSF zvysuje funkci neutrofili a zahajeni

cytotoxické likvidace nadorovych bunék. Byly prokazany ptipady Uplné remise

nadoru za pouziti GM-CSF (Souto a kol., 2011).
Makrofagova imunoterapie

Makrofagy jsou atraktivnimi cili pro imunoterapii rakoviny, protoze maji
jedine¢nou schopnost regulovat klicové prvky onkogeneze a progrese nadord, vcetné

zivotaschopnosti rakovinnych bunék, invazivity, angiogeneze a fibrozy.

1. Blokace CSF1/CSF1R zprostiedkovana protilatkami - blokadou dojde

k repolarizaci M2 makrofagti na M1 makrofagy u nadord pankreatu (Zhu a kol.,
2014).
2. Pouziti protilatky specifické pro MARCO - u mysiho modelu rakoviny prsu tato

lécba posunula rovnovahu makrofadgi ve prospéch M, podpofila se imunitni
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odpoveéd’ zavisla na T bunkach, omezila se velikost nadord a snizil se vyskyt
metastaz (Georgoudaki a kol., 2016).

Inhibice naboru makrofagi do nadoru pomoci anti-CCL2 - CCL2 je chemokin,

jenz piivadi makrofagy do mista zanétu. Jeho blokaci protilatkou anti-CCL2
dojde Kk inhibici naboru makrofagi do nadoru, a to vede ke zvyseni

protinadorové imunity, snizi se rist nadoru a metastaz (Sanford a kol., 2013).

Pouziti liposomdlnich bisfosfondti - liposomalni bisfosfonaty vykazuji
cytotoxickou aktivitu vici makrofagim. To vede k regresi nadorového ristu,
angiogeneze a metastaz (Pulaski a kol., 2009).

Zesileni NK-kB drahy - agonisté TLR (napt. Poly (I:C), LPS, monofosforyl A,
imiquimod a CpG-oligodeoxynukleotid (CpG-ODN)) aktivuji drahu NK-xB. To

vede Kk vyssi transkripci cytokint Thl odezvy a produkci TNF-a, IL-12 a IFN-y.
Timto postupem dojde k repolarizaci M2 makrofagu na M1 (Hennessy a kol.,
2010).

Blokace SIRPa - pouzitim protilatky anti-SIRPa dojde k blokaci interakce

SIRPa s CD47. Dojde k potlaceni tvorby nadorti, avSak protinadorovy tcinek
této protilatky je oslabovan ubytkem makrofagli, NK buné¢k a CD8+ T bunck.
Z tohoto divodu je dilezité dalsi studium anti-SIRPa (Yanagita a kol., 2017).

Blokace CD47 - blokaci CD47 za pomoci antagonista (HU5F9-G4, CC-90002,

TTI-621) dojde k aktivaci signaliza¢nich cest TLR, jez aktivuji fosforylaci
tyrosinkynazy, kterd nasledné¢ odkryva kalretikulin na povrchu nadorovych
bunck. Kalretikulin dava signal ,,eat me* makrofagiim, ty je rozpoznavaji LRP
proteinem a dochazi k cilené fagocytéze nadorovych bun¢k (Huang a kol.,

2017).

NK imunoterapie

1.

2.

Stimulace NK bunék cytokiny (IL-2, IL-12, IL-15, IL-18, IL-21) - stimulaci NK
bunék dojde ke zvysené regulaci adhezivnich molekul NKp44 (cytotoxicky

receptor na NK bunkéch), perforinu, granzymu a FasL. Navic dojde ke zvySené
proliferaci a tvorbé cytokint (Farag a Caligiuri, 2004).
NK bunééna cytotoxicita zprostiedkovana protilatkou ADCC (antibody-

dependent cellular cytotoxicity) - NK buinky maji vys$i cytotoxicitu

proti cilovym bunkdm oznacenym antigenem (Sconocchia a kol., 1997). Vazba
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FcyRs s protilatkou opsonizuje nadorové buiiky a vede k uvolnéni cytotoxickych
granuli, které obsahuji perforin a granzym (Weiner a kol., 2010).

3. Genetické modifikace NK bunék - dojde ke zvySené expresi aktivacnich

receptort na povrchu NK bunék (Nagashima a kol., 1998).
4. Modifikace NK bunék pomoci CAR (chimeric antigen receptor) - CAR

ukotveny na povrchu NK bunék je navadi k nadorim. Zde reaguje CAR
s povrchovym nadorovym antigenem a spouSti v NK bunkach signaliza¢ni

drahy, jez vedou k aktivaci cytotoxickych mechanismi (Rezvani a kol., 2017).
DCs imunoterapie

1. Vakcinace dendritickymi buitkami - DCs jsou kultivovany ex vivo s nadorovymi

antigeny. Jakmile DCs pohlti nadorové antigeny, jsou aktivovany, maturovany a
nasledné podany pacientovi jako protinadorova vakcina. DCs poté v pacientovi

indukuji imunitni odpovéd’ prostiednictvim aktivovanych T lymfocyta (Vachelli

a kol., 2013).

Naptiklad pan doktor Zenka a kolektiv navrhli imunoterapii zalozenou na vazbé
ligandli na nadorové bunky s naslednou aktivaci nadorové fagocytdézy. Kombinaci R-
848 (TLR7 agonista u mysi, TLR7 a TLRS u lidi) s mananem ukotvenym na nadorové
bunce melanomu B16-F10 pomoci hydrofobni kotvy BAM, dosahli vyrazného snizeni
ristu nadoru. Navic po ptidani poly(l:C) (TLR3 agonista) a tepelné usmrcené Listeria
monocytogenes dosahovaly jejich vysledky 83% zotavenych mys$i. Nejprve doslo

k aktivaci vrozené imunity a nasledn¢ ziskané imunity (Caisova a kol., 2016).
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4 DISKUSE

Myslenka pouzivani imunitniho systému, ktery vede k likvidaci nadorovych
bunck, se datuje vice nez sto let, jiz od Williama Coley, ktery injektoval bakteridlni
lyzaty, aby indukoval protinddorovou odpovéd. Vice nez 18 000 clankt bylo vydano
na téma imunoterapie béhem poslednich pouhych tii let, na rozdil od pouhych 15 000
¢lanktt vydanych od roku 1900 do roku 1990 (Sturey a Patnaik, 2017). Tento
dramaticky nardst je primarné zptsoben odpovédmi na ICB (immune checkpoint
blockade) terapie, které inhibuji CTLA-4, PD1 nebo PDL1. Checkpoint inhibitory
uvolnuji zpétnovazebné ,,brzdy* imunitniho systému. To je pomérné nebezpecné, nebot’
dochazi ¢asto k rozvoji autoimunitnich onemocnéni. Navic je zdkladni podminkou, aby
imunitni reakce na urovni ziskané imunity jiz existovala, jinak neni co zesilovat. To
vSak u tzv. ,,cold” nadort neni splnéno, tudiz pouze 10-30% pacientl je schopnych
reagovat na tuto terapii (Sharma a Allison, 2015). Z tohoto divodu je velkou
vyzkumnou prioritou vyvinout mechanismy, jenz zvysi celkovy pocet vyléenych

pacientd.

Imunitni systém tvoii sehranou odezvu bunék vrozené a ziskané imunity
vuci infekénim agens. I piesto se mnoho terapeutickych strategii pro posileni imunitni
odezvy proti naddorim zameétilo pfevdzné na stimulaci ziskané imunity. Nicméné
rostouci pfinos bun¢k vrozené imunity pro protinadorovou imunitu, zejména v kontextu
kombinované imunoterapie, vede k novym strategiim vyuZzivajicich vrozenou imunitni

odpovéd’ proti rakoviné (Moynihan a Irvine, 2017).

Napiiklad vyzkumy doktora Zenky a kolektivu byly zaméfeny na komplexni
aktivaci imunitni odpovédi vychazejici primarné z ataku vrozené imunity s naslednym
zapojenim imunity ziskané. Pro tuto imunoterapii je charakteristickd uméla opsonizace
nadorovych bunék (Caisova a kol., 2018; Caisova a kol., 2016; Janotova a kol.,
2014; Waldmannova a kol.,, 2016). Nedbalova ve své praci vyuZivala kotveni
manam-BAM do membrany nadorovych bunék s néslednou aktivaci komplementu
iC3b, jez jsou pak rozpoznavany CR3 receptorem bunék vrozené imunity S naslednou
eliminaci nadorovych buné€k (Nedbalova, 2017). Pro¢ vSak nevyuzit piirozené

schopnosti vrozené imunity nadorové bunky rozpoznat a eliminovat.
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Tato bakalédiska prace shrnuje a zdaraznuje dilezitou ulohu bunék vrozené
imunity pfi rozpoznani a likvidaci nadorovych bunék. Cilem mé reSerSe bylo najit
pro tento smér podklady a porozumét dané problematice. Zjistit, co je zndmo
0 schopnostech bunék vrozené imunity Vv identifikaci nadorovych bun¢k. Zjistili jsme,
ze tyto schopnosti buiiky vrozené imunity maji. Otdzka, co identifikuji na povrchu

nadorovych bunék, je ovSem slozita.

Vyzkum Fidlera se zamétoval na in situ aktivaci makrofagh interakei s liposomy
obsahujicimi imunomodulatory. Opakovanym podanim liposoml zjistil, Ze doSlo

k eliminaci metastaz (Fidler, 1988).

Doktor Yan popsal schopnost neutrofilti ze zdravych darci poznavat a zabijet
nadorové buiky, nicméné neutrofily od riznych darcii se t€émito schopnostmi velmi
lisily. Domniva se tedy, ze na této informaci by mohla byt postavena imunoterapie
zalozend na prenosu neutrofilti ze zdravych darct do téla pacientl s deficitem funk¢nich
neutrofilli. Dal§im navrhem je imunoterapie na zaklad¢ pfidani mTOR inhibitord
(rapamycin). Touto cilenou terapii dojde k inhibici signaliza¢ni sit¢ mTOR, ktera je
v mnoha typech rakoviny poruSena. Pfidanim inhibitoru dojde k zesileni neutrofilni
reakce na nadorové buriky a tim se zvysuje zranitelnost rakovinnych bun¢k vici ttoklim

netrofild (Yan a kol., 2014).

Imunoterapie zaloZend na posileni vrozené imunity poskytuje dualezity
prostfedek k rychlé zméné mikroprostfedi nddoru prostrednictvim okamzité reagujicich
bunék vrozené imunity. S ohledem na tyto skute¢nosti, jsem se rozhodla navrhnout

cesty vedouci ke zvySeni imunitni odpovédi prostfednictvim téchto bungk.

Navrhované cesty:

1/ Instalace molekul, které jsou bufikami vrozené imunity rozpozniavany na povrchu

nadorovych bunék nebo indukce jejich exprese.

a) Oznafeni nadorové buinky peroxidem vodiku nebo LTB4 - neutrofily
rozeznavaji peroxid vodiku Src rodinnou kinazou Lyn. Tim dojde k aktivaci
neutrofilti, tvorbé NETs anésledné likvidaci nadoru. Navic LTB4 aktivuje

neutrofily k migraci do poskozené tkan¢ (Ldmmermann a kol., 2013).
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b)

d)

Oznacit nador bakteriemi, TNF-o. nebo DAMPs - tim by byla aktivovana
imunitni odpovéd’ buitkami vrozené imunity. AvSak imunoterapie vyuzivajici
usmrcené bakterie a DAMPS je jiz v dneSni dobé velmi Casto vyuZzivana
(Morales a kol., 1976). I laboratoi doktora Zenky studovala imunoterapeutické
vyuziti tepeln¢ usmrcenych mikroorganisma nebo jejich slozek (Zymosan A).
Vazbu mikroorganismii nebo jejich slozek na nadorové bunky uskutecnili
pomoci hydrofobnich fetézcu a kovalentnich vazeb. Doslo k aktivaci Toll-like
receptori a fagocytarnich receptori a vysledkem bylo smr$téni nddoru a jeho
docasné nebo trvalé odstranéni (Waldmannova a kol., 2016).

Pouziti inhibitoru SR-A - muze byt potencialnim lékem v prevenci progrese
metastaz u rakoviny, jelikoz bylo dokazano, Ze exprese SR-A na makrofagach
podporuje progresi nadoru. Moznym inhibitorem SR-A by mohl byt analog
sennosidu B: rhein, jenz blokuje funkci SR-A (Yuan a kol., 2015).

Oznaceni nadord houbou Histoplasma capsulatum - tato houba interaguje
s makrofagovymi receptory CR3 a Dectin-1. Touto vazbou dojde k uvolnéni
TNF-a a fagocytdze nddorovych bun€k (Huang a kol., 2015).

Ukotvit aktiva¢ni ligandy na nadorovych bunkach (ULBP1-6/MICA-b a
PVR/Nectin-2). Tim by doslo ke zvyseni aktivity NK bunék. S kombinaci
blokace KIR, jiz zminuji nize (3b), by mohlo jit o u¢inné posilnéni NK bunééné

cytotoxické aktivity.

2/ Inhibovat mechanismy, které brdni rozvoii cvtotoxického ataku po interakci receptort

bunék vrozené imunity s pfirozenymi nebo uméle ukotvenymi ligandy na nadorovych

bunkéch.

a)

b)

Domnivam se, Ze inhibice exprese MHC Ib (u lidi HLA-G) molekul na povrchu
nadorovych bunek by umoznila NK bunkam zahgjit cytotoxickou aktivitu.
Inhibice MHC Ib by bylo mozné dosahnou jeho genetickou modifikaci. MHC Ib
interaguje s NK bunéénym receptorem Ly49A (Sullivan a kol., 2016).
Genetickou modifikaci MHC Ib by nedoslo k jeho rozpoznani NK bunkami.
Tim by NK buiiky pfestaly povazovat MHC Ib na povrchu nadorovych bun¢k
za vlastni a mohla by se zah4jit likvidace nadorovych bunék.

Dals$i mozZnost, kterd se ndm naskytuje, je blokace KIR, jez ze 70-75% exprimuji

na svém povrchu NK bunky a jakmile se navazi na MHC (HLA u lidi) ligandy
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nadorovych bunék, dojde kinhibici NK bunék a tudiz potlaceni jejich
cytotoxické funkce. Tato blokace by ale zfejmé musela byt lokalni (v misté
nadoru), aby nedoslo k ataku zdravych bun¢k.

Blokovat u pacienti IL-10 - z informaci uvedenych vySe (3.5.2., 3.5.3.3 a
3.5.4.3.) vyplyva, ze pisobeni IL-10 na NK buiiky a dendritické buniky ptsobi
negativné. Navic napoméaha makrofaglim v polarizaci na M2 fenotyp. OvSem IL-
10 prispiva k prezivani B lymfocytl, jejich proliferaci a produkci protilatek.
Z tohoto diivodu by byly diilezité laboratorni experimenty, aby nedoslo k umrti

pacienta na zéklad¢ inhibice IL-10.

3/ Vyvolat pfeménu M2 na M1, N2 na N1.

a)

b)

N2->N1 - pfemény N2 na N1 by mohlo byt docileno blokaci TGF- (Fridlender
a kol., 2009). Jako inhibitory TGF-p by se mohly pouzit malé molekuly jako
dihydropyrrolpyrazol, imadazol, pyrazolopyridin, pyrazol, imidazopyridin,
triazol, pyridopyrimidin nebo galunisertib (jeho pouziti v imunoterapii je jiz ale
ve druhé fazi vyzkumu) (de Gramont a kol., 2017). Blokaci TGF-B by navic
nedochézelo k syntéze iNOS a ARGI1 neutrofily, jez ma za nésledek potlaceni
CD8+ T lymfocitarni odpovéd’ (Bodogai a kol., 2015).

M2->M1 - repolarizace M2 makrofagh na M1 makrofadgy by mohla byt
uskute¢néna pomoci inhibitori STAT6 (signal transducer and activator
of transcription 6) a IRF4 (interferon regulatory factor-4). STAT6 je aktivovan
IL-13 a jak jsem jiz zminila v kapitole 3.5.2., IL-13 se podili na aktivaci M2
makrofagli. MoZznym feSenim by tedy mohla byt inhibice IL-13 pomoci IL-
13Ra2, jenz slouzi jako blokovaci receptor IL-13 (Srinivasan a kol., 2017).
Inhibice IRF4 lze zase dosahnout blokaci CD30, ktery podporuje aktivitu p52 a
RqIB (to jsou podjednotky NF-xB). Tyto podjednotky poté podporuji expresi
IRF4 (Boddicker a kol., 2015).

4/ Ukotveni stresovvch ligandi (glykolipidd) na povrchu nadorovyvch bundk -

imunoterapie zaloZend na ukotveni stresovych ligandli by vedla k aktivaci bun€k

vrozené imunity (NK bunky rozpoznavaji tyto ligandy) a 1yzi nddorovych bun¢k (Woo

a kol.,

bunék.

2015). Tato imunoterapie ma potencial pro zvySeni cytotoxickych aktivit T
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5/ Blokace onkostatinu M - blokaci by doslo ke snizeni produkce VEGF, a tim by se

snizila invazivita nddoru. Tento princip by slouzil k prodlouZeni Zivota pacienta.

6/ Adoptivni transfér bunék vrozené imunity - myslim, Zze s pralomovou imunoterapii

ptisel profesor Cui, ktery vpravil granulocyty od zdravého darce do téla pacientky, ktera
m¢éla rakovinu v pokroc¢ilém stadiu s metastdzemi v plicich, jatrech, vajecnicich a panvi.
Po infuzi chodila pacientka na kontroly a jiz 4 roky jsou rakovinné buriky ve stejném
zbavena. Domnivam se tedy, Ze by bylo idedlni spojit vice metod dohromady. Myslim,
ze by bylo dobré tuto terapii kombinovat naptiklad se mnou navrhovanou terapii 2a.
Blokaci MHC Ib by doslo ke zvySené aktivaci NK bunék a tudiz i eliminaci nadorovych
bunck.

Pokud by se ale jednalo o pacienta bez zjevnych metastdz, tak bych
doporucovala misto operativniho zakroku, ktery je v dne$ni dob¢ stale velmi Casty a je
zatézi pro organismus, oznacit nador houbou Histoplasma capsulatum. Tim by doslo
k interakci s makrofagovymi receptory a uvolnil by se TNF-a. TNF-a ma vliv na nébor

neutrofild do nadorového prostiedi a na zahajeni fagocytozy.

Puvodné jsem myslela, Ze by mohla byt nadorova imunoterapie zaloZena I
na posilnéni syntézy cytokinu GM-CSF. Avsak z divodu jeho rozdilnych ucinkd, kdy
jednou pisobi jako protumorovy cytokin (napf. u neutrofili vyvolava produkci
onkostatinu M) (Queen a kol., 2005) a jindy jako protitumorovy, si myslim, ze by
nebylo vhodné jej pouzivat jako imunoterapeutikum, jelikoz by mohlo dojit

k autoimunitnim porucham a mozné smrti.

V této reSerSni praci jsem shrnula, jak jednotlivé buiiky vrozené imunity
rozeznavaji nadorové buiky a na zaklad¢ jakych receptoru, ¢i faktort je likviduji a

z jakého davodu se tak v nékterych ptipadech ned¢je.

Domnivam se, ze S nabytymi védomostmi o principech rozpoznavani a likvidace
nadorovych bunék bunkami vrozené imunity neni takovy problém oznacit primarni
nador pro bunky vrozené imunity, aby doslo k jeho likvidaci. Dnes je to pomérné
béznym principem imunoterapie, av$ak vétSina navrhovanych imunoterapii se v dnesni

dobé zamétuje predev§im na aktivaci bun¢k ziskané imunity. Nicméné si myslim, Ze
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problém mize nastat v pokrocilém stadiu rakoviny, kdy je jiz bézny vyskyt
metastazovych lozisek. Jelikoz metastaze jsou roznaseny po téle krvi, nemiizeme je tak
snadno oznacit jako centralni nador. Z tohoto divodu usuzuji, ze by bylo dobré se
zamé&fit na vyzkum kultivace zdravych bunék vrozené imunity in vitro a jejich vlozeni
do pacientova t¢la. Nebo se zaméfit, jak aktivovat apoptdézu u posSkozenych bunék.
Pokud by se podaftilo chemickou slou¢eninou aktivovat u poskozenych bun€k apoptozu,
doslo by k automatickému nastartovani vrozené i ziskané imunitni odpovédi, k likvidaci

nadoru a metastaz a uzdraveni pacienta.

Na zavér bych chtéla shrnout, ze buiiky vrozené imunity rozezndvaji nadory
mnoha receptory. OvSem nejvétsim problémem je, Ze nadory negativné ovliviwji jejich
rozeznavaci funkce (ukryvaji se pfed nimi) a maji vliv i na jejich zménu fenotypu, kdy

je preménuji, aby fungovaly ku nadorovému prospéchu.
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ZAVER

Bunky vrozené imunity jsou slibnymi kandidaty pti nddorové imunoterapii.

Byla shrnuta uloha vrozené imunity v protinadorové obrané organismu.
Vypracovala jsem resersni praci s cilem vyuzit ziskané informace o mechanismech
rozpoznavani a likvidovani nadorovych bun¢k bunkami vrozené imunity

k porozumnéni a vylepSeni postupli imunoterapie za pomoci prave téchto bunék.

Navrhla jsem potenciondlni cesty imunoterapie zalozené na posilnéni imunitni

odpoveédi prostiednictvim bunék vrozené imunity.
Za nejvétsiho kandidata imunoterapie zaloZzené na buiikdch vrozené imunity

povazuji transfer téchto bun€k od zdravého jedince do téla pacienta v kombinaci

s aktivaci NK bung¢k prostiednictvim blokace MHC 1b molekul.
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