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1  Uvod

V dnes$nim svété je rakovina velice rozsifenou civiliza¢ni nemoci. Ackoli se po svété udélalo
jiz tolik vyzkumi, nikdo jesté nenalezl 1écbu, kterd by 100% fungovala na vSechny typy
nadort. Vyspélou technologii v Iékafstvi jsme vSak schopni detekovat nadorové bunky,
zaméfovat je (targeting) a zpomalit jejich rist. Uginnou 1é¢bou by vsak mohl byt nas

imunitni systém, na kterém je v podstaté zaloZena tato prace.

1.2 Rakovina obecné

1.2.1 Vznik rakoviny

V nasem téle se nachazi pres sto milionti bun¢k s riznymi funkcemi, rakovina vSak zac¢ina
riznymi zménami uvnitt bunék. Diky signaliim, které buiiky produkuji, dochéazi ke kontrole
bunécného déleni. Pokud vSak néjaky signal chybi nebo je poSkozen, buniky se mohou zacit
prehnané a nekontrolovatelné mnozit, rist a nasledné¢ vytvaret novotvary zvané¢ nadory.
Nékteré typy rakoviny napi. leukémie vznikaji z krevnich bunék, které se neformuji v
novotvary. Tyto poSkozené buiiky se hromadi v krvi a nékdy také v kostni dfeni. Riziko
vzniku rakoviny se zvySuje se vzrustajicim vékem a to diky akumulaci genetickych zmén v
bunécnych genech.

Riazné typy bunck zajistuji v téle rizné funkce, avSak jedno maji spole¢né, maji
fidici stfedisko nazyvané jadro. Uvnitf jadra se nachazeji chromozomy tvoiené dlouhymi
fetézci DNA. Sama DNA je pak sloZena z tisice gent, které ovliviiuji chovani bunék. Za
normalnich podminek geny uvnitf buiiky nebo ndS imunitni systém zajiStuji potiebné
mnozstvi téchto bunék, které nase télo potiebuje, aby zistalo zdravé. AvSak pii bunééném
déleni mize dochazet k riznym zméndm v buiice. Genové zmény uvnitt bun€k se nazyvaji

mutace.



Obvykle jsou bunky schopné tyto zmény korigovat, pokud je vSak poskozeni
nevratné, jsou schopné se samy znicit, a to apoptézou nebo jSOU rozpoznany imunitnim
systétmem jako chybné a jsou jim zabity. Tyto bunéné pochody chrani nase télo pted
vznikem rakoviny. Obvykle vSak mutace na dilezitych genech znamenaji, ze bunky
neposlouchaji pokyny a zac¢nou se nekontrolovatelné mmnozit. Nejsou schopny opravit
defekty a nepodléhaji apoptoze. Ackoli pfeménu zdravé buniky v mutovanou mize zpusobit
mnoho aspektt, jednotlivé nadory se ve své genetické vybaveé znacné lisi. Jediné, co je vSak
spojuje je, ze rakovinné builky méni Groven svého metabolismu dle své potieby, coz jim
umoziuje rychly rist a nadmérnou proliferaci.

Jak uz jsem se zminila, vznik mutace v bunkach je zplsobeny zménami DNA
V bunééném jadie. Trvalé poSkozeni DNA muze vyvolat mutageneze, jako je napiiklad
substituce bazi, inzerce/delece nebo jakékoliv chromozomalni ptestavby. Jakakoliv takovato

genova nestabilita je zakladnim krokem v rozvoji rakoviny.

1.2.2 Funkce telomerdzy v nadorovych buiikdach

Stari somatickych bunék mizeme detekovat dle délky telomer. Pokazdé¢, kdyz bunka projde
délici fazi, dochazi ke zkracovani téchto telomer, coZ ovliviiuje Zivotnost buiky. Diky
opakujicim se nukleotidovym sekvencim nedochézi ke ztraté¢ genetického materidlu. Pocty
bun&énych déleni tedy maji vliv na délku telomer. Cim vic se buiika bude délit, tim budou
telomery kratsi a tim padem 1 krat$i Zivotnost dané buiiky. Telomeraza je ribonukleoprotein,
ktery ma schopnost prodlouzit telomery chromozomi. Ve zdravém organismu se vsak
telomeraza vyskytuje pouze v proliferujicich zarode¢nych bunkach, v béZnych télnich
bunkach je jeji aktivita blokovdna. Nadorové bunky maji schopnost aktivovat funkci
telomerazy, coz znamena, Ze nedochazi ke zkracovani telomer a buiika se stdva nesmrtelnou

(Altaner, 2008).

1.2.3 Metabolismus ndadorové buriky

Na vzniku rakoviny ma zasadni vliv geneticka predispozice, onkogeny, ale 1 nas zivotni styl.
Je jiz znamo, Ze nadmérné slunéni mize piechazet v rakovinu kiize (melanom), koufeni zas
zpiisobovat zmény v plicich a nakonec i Spatna vyziva mize mit vliv na vznik rakoviny v

gastrointestinalnim traktu.



Vsechny tyto aspekty mohou nakonec zpusobit mutaci bunék a vznik rakovinného bujeni.
Aby mohla nadorova bunika neomezené¢ proliferovat ¢i invazovat do tkané, musi zcela
zménit svij metabolismus (Slaninova a Krejéi, 2013).

Nadorové buiikky zacnou akumulovat velké mnozstvi glukozy a glutaminu za jejich
velké spotieby. Ve vétsiné rakovinnych bunck tedy mlzeme najit vyrazné zvyseny
metabolismus gluko6zy, bez ohledu na zasobovani kyslikem. Toho si jiz v roce 1920 v§iml
némecky biochemik Otto Warburg. Pfedpokladal, Ze zvySena glykolyza je vyvolana
naruSenim aktivity oxidativni fosforylace a nadorové buiky ziskavaji ATP pouze
z glykolyzy (Chen et al.,, 2014). I kdyz je Warburglv efekt specificky popsan pro
metabolické zmény v nadorovych bunkach, mizeme ho naleznout i u rychle se mnozicich
bunék, vcetné¢ bunck embryonalnich. Je zndmo, Ze u rakovinnych bunck se miZeme setkat
S vy$§im podilem mitochondridlnich mutaci, coz miize mit vliv na jejich funkénost. AvSak
nevratné defekty mitochondrie jsou i u t€chto bunék velice vzacné. Je dokazano, ze pokud by
né¢jakym zplisobem byla potladena glykolyza nadorové buiiky, je buiika schopna obnovit
funkci mitochondrialniho metabolismu (Slaninova a Krejéi, 2013).

Nicméné v poslednich letech byla hypotéza, ktera tvrdila, Ze dochdzi k nevratnému
poskozeni mitochondrii u rakovinnych bunék, vyvradcena. A to v duasledku zjisténi, ze
zvySena glykolyza u mnoha druhti rakoviny neni doprovazena mitochondrialnimi defekty ani
naruSenim oxidativni fosforylace (Chen et al., 2014). Je tedy pravdépodobné, ze ve vétSing
pfipadi neméd poskozeni mitochondrie vliv na potlaceni jeji funkce. Funkce
mitochondridlniho metabolismu je regulovdana na Grovni exprese, nebo aktivity proteint
zapojenych do Krebsova cyklu ¢i dychaciho fetézce. Nikdy vSak nemtze byt uplné
zastavena, protoze vytvaii membranovy potencidl potiebny pro déleni mitochondrii a celé
buiiky (Slaninova a Krej¢i, 2013).

Kromé toho bylo zjisténo, Ze zvySeni glykolyzy mé vliv nejen na syntézu ATP, ale
také na syntézu ribonukleotidii a aminokyselin nutnych pro rist, nasledné déleni, ale také
pisobni na vznik redukovaného nikotinamidadenindinukleotidfosfatu  (NADPH)
(Chen et al., 2014). Rakovinné bunky tedy ziskavaji az 60 % ATP pomoci glykolyzy,
zatimco tvorbu ATP v mitochondrii potla¢i. Buniky tedy pfechazi na anaerobni glykolyzu a
to 1 za dostate€ného piisunu kysliku. Buika je sice schopna pomoci respiraniho fetézce
ziskat vice molekul ATP ve srovnani s anaerobni glykolyzou, avSak divodem, proc¢
rakovinné bunky ziskavaji ATP pravé anaerobni glykolyzou, je, ze glykolyza oddélend od
mitochondrialniho metabolismu je az 100x rychlejsi a v konecném disledku za dostate¢ného

mnozstvi glukdzy je bunika schopna vyprodukovat vétsi mnozstvi ATP.
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1.2.4 Pentozovy cyklus nadorovych bunék

Pentozovy cyklus je d¢j, ktery poskytuje redukované kofaktory NADPH a pétiuhlikaté
sacharidy a je napojeny na proces glykolyzy. Buiika pottebuje replikovat sviij genom,
vytvofit dostatecné mnozstvi MK pro vystavbu membran a AK pro syntézu proteinti. Aby
mohla buiika tvofit nové nukleotidy, musi z pentézového cyklu ziskat ribozu-5-fosfat, ktery
je prekurzorem pro jejich tvorbu. NADPH vznikly v pentézovém cyklu burika pouziva
k syntéze MK, lipidi a pro ochranu bunky pied volnymi radikaly. Vzhledem ke zvySenému
metabolismu rakovinnych bun¢k, dochdzi ke zvysSené tvorbé volnych radikali, které by
mohly bunkam ublizit. Glutathion je tripeptid, ktery slouzi jako ochrance pied oxida¢nim
stresem Vv bunce. AvsSak aby mohl glutathion spravné fungovat, potiebuje ke své Cinnosti
NADPH, ktery ziskéd pravé z pentézového cyklu. Proto je pentdézovy cyklus pro rakovinné

bunky velice dilezity.

1.2.5 Vznik laktdtu a jeho vliv na bunécné pochody

Rychlost glykolyzy je ovlivnéna mnozstvim NAD", ktery je v procesu glykolyzy redukovéan
na NADH (slouzici ke vzniku ATP). Za béznych podminek se NADH vraci do
mitochondrilni respirace, kde je opét pfeménén na oxidat. formu NAD". Avsak diky tomu,
ze rakovinné bunky maji utlumeny respiracni cyklus, za¢nou buiniky zvySovat produkci
laktatdehydrogenazy a preménovat pyruvat na laktat a to v cytosolu bunky. Béhem této
reakce dochazi k regeneraci NADH zpét na NAD". Vysoké mnozstvi laktatu, které v buiice
vzniklo, muze ohrozit rychlost glykolyzy, kterd by se dusledkem okyseleni mohla uplné
zastavit, proto bunika expanduje laktat z cytosolu do vnégjsiho prostfedi. Sekreci laktatu
dochazi k vnéjsSimu okyseleni prostedi, diky némuz jsou schopny nadorové buiiky pulsobit
na cytotoxické T lymfocyty a tim zabranit ataku imunitniho systému. Laktat také snizuje

adhezi bunék a tim napomaha vniku druhotnych lozisek (Slaninova a Krejci, 2013).



1.2.6 Volné radikdly kysliku (ROS)

Volné radikaly kysliku (ROS) a reaktivni formy dusiku hraji dvoji roli. Pisobi jak Skodlive,
tak pfiznivé na buniky naSeho téla. ROS pilisobi v bunkdch jako sekundarni poslové
intracelularnich signalnich kaskad, které vyvoldvaji a udrzuji onkogenni fenotyp
rakovinnych bunék, ale také jsou schopny vyvolat bunécné starnuti a apoptdzu a tim ucinné
pusobit proti rakovinnym bunkéam. Oxidacni stres vyvola v buiice redoxni dysbalanci, ktera
je pfitomna ve vétSiné rakovinnych bunék v porovnani s bunikami zdravymi. Redoxni
dysbalance je spojovana s onkogenni stimulaci (Valko et al., 2006). Volné radikaly se také
pouzivaji k terapii rozvinutych zhoubnych nadorti (RTG ozafovani a nékterd cytostatika);

(Holecek, 2010).

1.3 Imunoediting

Je proces, ktery se sklada z imunitniho dohledu a progrese nadoru. Je rozdélen do tii fazi:

eliminace, rovnovaha, unik.

I.  Eliminace — tato faze zahrnuje vrozené a adaptivni imunitni odpovédi na na nadorové
bunky. Vrozend imunitni reakce zahrnuje nckolik efektorovych bunék jako NK,
NKT, a yd T, které jsou aktivovany zanétlivymi cytokiny, uvoliiovanymi pii
nadorovém rastu. Do faze eliminace se také zapojuji makrofagy a stromdlni bunky,
které obklopuji nddorové bunky. Tato sekrece cytokinl pfildka dalsi bunky
imunitniho systému, které nasledné produkuji dalsi prozanétlivé cytokiny jako IL-12,
IFN-y. Adaptivni imunitni odpovéd je zprostfedkovana sekreci perforinu, FasL a
TRAIL, diky niz dochazi k ataku NK bunék na nadorové buinky (Mori et al., 1997;
Smyth et al., 2000; Takeda et al., 2001).

II.  Rovnovdzna fdze — bchem této faze jsou nadorové buiky (s neimunogennim
fenotypem), které unikly ataku imunitniho systému v eliminia¢ni fazi, selektovany

pro rust.

1. Faze uniku — b&hem této faze unikaji nddorové bunky imunitnim mechanismim,

rostou a expanduji do okoli (Kim et al., 2007).



1.4 Imunita

1.4.1 Piirozend imunita

Pfirozena imunita zajiSt'uje prvni linii obrany proti cizorodym latkdm. Jejim hlavnim ukolem
je rozpoznat struktury pro télo cizi a télu vlastni a poté zahajit obranou reakci. Aby mohly
bunky pfirozené imunity rozpoznavat struktury mikroorganismu, jsou vybaveny skupinou
receptorti. Tyto receptory se znacné lisi od receptorti adaptivni imunity. Zatimco receptory
adaptivni imunity jsou pro kazdého jedince individualni, tudiz nemizou byt dédény;
receptory piirozené imunity jsou kodovany v zdrodecné DNA. Pfirozena imunita je velmi
dilezitou slozkou protinddorové obrany a to diky schopnosti rozeznat antigen bez ptredchozi

prezentace pomoci MHC komplexu, jako je to u imunity adaptivni.

Nespecificka imunita ma schopnost rozeznavat:

I.  Vysoce konzervované bakterialni struktury zvané PAMPs diky PRR receptorim
nachdzejicim se pfedevs§im na makrofazich, dendritickych buiikach a B lymfocytech.
Rozpoznani PAMP struktur, butkami pfirozené imunity zprostiedkuje okamzitou
obranou reakci a to bez ptedchozi bunécné proliferace, jako je tomu u imunity

adaptivni.

Il.  Vzory endogenniho pivodu, které vznikaji v téle napt. béhem apoptdzy nebo pii
nekroze. Tyto buniky jsou schopny rozeznavat ACAMP (Apoptotic Cell Associated
Molecular Pattern), které jsou rozpoznavany ACR receptory nachazejicimi se na

povrchu bun¢k vrozené imunity (Krejsek a Kopecky, 2004).



Alarminy (PAMPs, DAMPs)

PAMPs tvofi riznorody soubor mikrobidlnich molekul, které sdileji tfadu rtznych
biochemickych znakl (Janeway et al., 2007). Skladaji se z latek tvoricich bakteridlni sténu
napi. peptidoglykan (gram-pozitivni bakterie), lipopolysacharid (gram-negativni bakterie),
bakterialni DNA, glukany (Krejsek a Kopecky, 2004). PAPMs jsou jedine¢né pro mikroby a
nejsou produkovany hostitelskymi bunikami (Medzhitov et al., 2002). V porovnani s nimi,
DAMPs (damage-associated molecular patterns) jsou molekuly, které iniciuji imunitni
odpovéd’ v reakci na poranéni, ischemii, poskozeni tkané a to bud’ v nepiitomnosti, nebo
pritomnosti patogenni infekce. Vétsina PAMPs a DAMPs jsou rozpoznavana PRR receptory
(Tang at al., 2012).

Tyto receptory jsou schopny rozliSovat znaky typické pro patogenni mikroorganismy.
Timto mechanismem reaguje vrozend imunita vyhradné na poSkozujici faktory vnéjSiho

prostiedi.

Dle funk¢nosti rozeznavame 3 tridy receptoru: sekretované, endocytarni a signalni.

I.  Sekretované receptory se vazi na povrch antigenil a tim iniciuji fagocytujici bunky a
komplement k rozpoznani daného antigenu. Mezi nejznamé&jsi PRR receptor tohoto
typu patti MBL (Manan Binding Lectin); (Krejsek a Kopecky, 2004). VyluCované
PRR receptory se vazou na mikrobialni bunky a oznaCuji je k destrukci

komplementem nebo fagocytézou (Medzhitov et al., 2002).

II.  Endocytarni receptory jsou exprimovany na povrchu fagocytujicich bunck a
zprostiedkovavaji vazbu fagocytti s mikroorganismy. Endocytarni receptory iniciuji
usmrcovani a rozklad mikroorganismll. Fragmenty antigent jsou nasledn¢é navazany
na molekuly HLA II. tfidy a prezentovany T lymfocytim na povrchu bun¢k
prezentujici antigen. Tato tfida receptorii zahrnuje makrofagovy receptor pro mandzu

(MMR, CD206) a Macrophage Scavenger Receptor (MSR, CD204).



[1l.  Signalni receptory aktivuji NFkB signalni systém, ktery plsobi na expresi gen.
Produkty téchto gend reguluji imunitni odpoveéd’ (Krejsek a Kopecky, 2004). Mezi
signalni receptory fadime receptory zvané Toll, které byly poprvé identifikovany u
Drozofily (Hashimoto et al., 1988). Tyto typy receptori byly objeveny i u savcu a
byly pojmenovany jako Toll-like receptors (TLRs). Toll receptor je
transmembranovy protein s extracelularni doménou, ktery je slozen z opakujicich se
domén bohatych na leucin (LRR) a z cytoplazmatické domény, kterd vykazuje
homologie s cytoplazmatickou doménou lidského receptoru pro IL-1. Dokazalo se, ze
aktivni mutant lidského Toll transfektovany do lidskych bunéénych linii muze
indukovat aktivaci NFkB a expresi NFkB regulac¢nich genl pro zanétlivé cytokiny
1L-1, IL-6 a IL-8 a stejné tak expresi kostimula¢ni molekuly B7.1, kterd je nutna pro
aktivaci naivnich T bunék. (Medzhitov et al., 1997).

Apoptotic Cell Receptor (ACR)

ACR jsou receptory vyznacujici se strukturalni heterogenitou. Mezi ACR receptory patii
skupina tzv. vychytavacich receptort, kterd je exprimovana na bunkdch vrozené imunity.
V zavislosti na typu buiiky, kterd pomoci téchto receptori identifikuje ACAMP dochazi
K rozvoji imunitni odpovédi. Pokud dochazi k identifikaci prostfednictvim makrofagi,
dochazi ke tvorbé cytokind, které obecné snizuji schopnost imunitniho systému reagovat.
Rozeznavani prostfednictvim dendritickych bunék mize vést k rozvoji imunitni reaktivity

(Krejsek a Kopecky, 2004).



Kompartmenty vrozené imunity - jejich funkce Vimunitnim systému a

protinddorové ucinky.

Mikroprostiedi nadoru, vyznacujici se chronickym zénétem obsahujicim stromdlni buiiky,
velké mnozstvi cév a zanétlivy infiltrat hraje dalezitou roli pfi vyvoji rakoviny (Coussens
and Werb, 2002; Allavena et al., 2008; Hanahan and Weinberg, 2011). Siroké spektrum
leukocytli v mikroprostiedi nddoru mize vykonévat dvoji roli v rozvoji a progresi nadoru.
Ve skute¢nosti buiky imunitniho systému mtizou pfimo potlacovat rozvoj a riist nddorovych
bunék, podilet se na indukci protinadorové imunitni odpovédi nebo mohou byt piijaty
nadorovymi bunkami, které je ovliviuji v jejich prospéch a ptiznivé pisobit na rist
nadorovych bunék. Do tohoto bunécného infiltratu spadaji mnohé bunky imunitniho

systému, véetné makrofagl a neutrofilnich granulocyta (Galdiero et al., 2013).

Vrozenou imunitu miZeme rozdélit do dvou kategorii:

I.  Bunééna slozka vrozené imunity, do které fadime — dendritické bunky, makrofagy,

eosinofilni granulocyty, zirné bunky, NK bunky, trombocyty, erytrocyty a neutrofilni
granulocyty.

II.  Humoralni slozka vrozené imunity, do které spada komplementovy systém a

interferonovy systém.

|. Dendritické buriky (DC)

DC se nachazi ve vétSin€ tkani a jejich ukolem je zachycovat a zpracovavat antigeny a
prezentovat je spolu s MHC antigeny na jejich povrchu. DC zvySuji po aktivaci antigenem
expresi gentl kostimula¢nich molekul a migruji do lymfoidnich organt (slezina a lymfatické
uzliny), kde prezentuji antigen T lymfocytim. Tyto reakce DC miiZou byt navozeny
infekénimi agens a zanétlivymi produkty. DC jsou vlastné mobilni hlidky, které prezentuji
antigeny T lymfocytiim a pusobi na expresi kostimula¢nich molekul, ¢imz indukuji imunitni
reakce. Dalsi dilezitou funkci, je schopnost vyvolavat toleranci T bun¢k vici antigentim,
které jsou télu vlastni (tzv. self-antigens), ¢imZ minimalizuji vznik autoimunitnich nemoci.
Po aktivaci T lymfocyti prostfednictvim zralych dendritickych bunék mohou T buiky

dokon¢it imunitni odpoved’.



Tyto bunky prostfednictvim interakce s B lymfocyty zajistuji tvorbu protilatek a skrz
makrofagy jsou schopny regulovat uvoliiovani cytokinli. Nezralé dendritické buiiky jsou
méné Géinnymi iniciatory imunitniho Systému, nejsou schopny aktivovat T lymfocyty.
Avsak jsou velmi dobie vybaveny pro zachyceni antigenti, coz hraje klicovou roli v indukci
imunity, protoZe tyto antigeny maji schopnost navodit zrani a mobilizaci dendritickych

buné¢k (Banchereau a Steinman, 1998).

Il. Eozinofilni granulocyty

Eozinofily jsou multifunkéni leukocyty tucastnici se zéanétlivych procesti, alergickych
onemocnéni a parazitarni invaze (Gleich a Loegering, 1984; Weller, 1994; Rothenberg a
Hogan, 2006). V reakci na rtizné podnéty dochazi k pronikani eozinofilti z cirkulace do
zanétlivého ohniska, kde aktivuji imunitni reakci prostiednictvim celé fady mechanismii.
Aktivace eozinofili probihd za ucasti receptori pro cytokiny, imunoglobulini a
komplementu, mize vést k vyluCovani prozanétlivych cytokinii IL-2, IL-4, IL-5, IL-10,
IL-12, IL-13, IL-16, IL-18 a TGF (transforming growth factor), chemokinti a lipidovych
mediatort (Kita, 1996). Tyto molekuly maji prozanétlivy efekt, ktery zahrnuje zvySenou
funkci adheznich systémd, aktivaci a regulaci cévni propustnosti, sekreci hlenu a kontrakci
hladkych svali.

Eozinofily mohou slouzit jako hlavni efektorové buiiky, které zpiisobuji poskozeni a
dysfunkci tkané a to uvolnénim toxickych granuli a lipidovych mediatort (Gleich a
Adolphson, 1986). Bylo také prokazano, ze eozinofily jsou schopny provadét cetné imunitni
reakce, véetné prezentace antigenu (Shi et al., 2000; MacKenzie et al., 2001). Mohou
zpracovavat a prezentovat rizné mikrobialni, virové a parazitarni antigeny (Shi, 2004) a
sekretuji celou tfadu cytokind, kterymi jsou schopné podporovat T bunéénou proliferaci a
polarizaci Thl, Th2 (Kita, 1996; Shi et al., 2000; MacKenzie et al., 2001; Marone, 2000).
IL-5 dokonce reguluje rist, diferenciaci, aktivaci a zivotnost eozinofilii a dava signal pro
expanzi a mobilizaci eozinofila (Collins et al., 1995).

U téchto bunék je také dilezité zminit jejich protinadorovou aktivitu. Ackoliv jejich
tumoricidni U¢inky nejsou dobfe znamy, Cetné studie prokazaly lepsi progndézu spojenou
s migraci eozinofilt do nadorovych tkani. Degranulované eozinofilni buiiky byly nalezeny u
nadort tlustého stfeva (Pretlow, et al., 1983; Fernandez-Acefiero et al., 2000),
spinocelularniho  karcinomu (SCC); (Dorta et al., 2002), u rakoviny prostaty
(Luna-Mor¢ et al., 1997) a mocového méchyie (Costello et al., 2005) atd.
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V okoli nadoru byla pozorovéana lipidova zrna, pochézejici pravé z degranulovanych
eozinofil, pomoci nichz byla spusténa protinadorova cytotoxickd odpovéd’ (Caruso et al.,
2011). U lidi jsou eozinofily ¢asto vyuzivany pro imunoterapii pomoci IL-2 (Huland, 1992;
Simon, et al., 2003), IL-4 (Tepper et al., 1992; Sosman et al., 1995), GM-CSF (granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor); (Bristol et al., 2003) nebo jsou vyuzivany k vyrobé
vakcin (Schaefer et al., 2010).

1.  Zirné buiiky (mastocyty)

Zirné buiiky jsou znamé jako zakladni efektorové buiiky, dastnici se alergickych reakci.
Tyto bunky obsahuji receptory pro IgE. Pfi styku s konkrétnim antigenem, ktery je rozeznan
bunéénym receptorem vazajicim IgE, dochazi k sekreci bioaktivnich medidtorti. Tyto
ptispiva k pozdni fazi zahrnujici akumulaci leukocytti a hojeni ran. Prekurzory téchto bunék
cirkuluji v krvi a lymfatickych cévach a néasledné migruji do tkén¢€, kde dozravaji a ziskdvaji
zde morfologick¢ a funkéni vlastnosti pod vlivem mikroenvironmentdlnich faktorii
(Kirshenbaum et al., 1991; Mekori et al., 1993; Rodewald et al., 1996; Metcalfe et al., 1997;
Galli, 1997; Kirshenbaum et al., 1999). Ackoli tyto buiky sdileji mnoho vlastnosti, nejsou
homogenni populaci. Obsahuji totiz rozdilna cytoplazmatické granula. Tyto buiiky se mohou
lisit velikosti, strukturou cytoplazmatickych granuli, obsahem mediatord, citlivosti na
stimulaci  ristovymi  faktory a citlivosti na rGzné farmakologické agens
(Mekori a Metcalfe, 200).

Aktivace zirnych bunék je zahajena po interakci antigenu (alergenu) s IgE
protilatkou, ktera je pfipojena k bunééné membrané prostfednictvim FceRI receptoru. Tato
vazba zpusobuje aktivaci bun¢k a spousti produkci mediatord a jejich uvolnéni (Alber et al.,

1992; Metcalfe et al., 1997; Galli, 1997; Galli a Lantz, 1999).

Aktivace ma za nasledek 3 typy biologickych ucinkii:
A. Buniky zac¢nou fizen¢ regulovat sekreci predem pfipraveného obsahu uvnitt
granuli a nasledné ho uvolni pomoci exocytézy do okoli. Béhem této
aktivace jsou uvolnovany mediatory jako je histamin, proteoglykany,

proteazy a cytokiny (napt. TNF o a IL-16).
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B. Mastocyty enzymaticky syntetizuji lipidové mediatory z prekurzori
ulozenych v bunéénych membranach. Mezi tyto mediatory patii PGD2
(prostaglandin D2), leukotrien C4 (LT) a faktor aktivujici desticky (PAF).

C. Zirné buiiky zah4ji transkripci, translaci a sekreci riiznych typt cytokint
jako jsou TNF-a, GM-CSF (granulocyte-macrophage colony-stimulating
factor), SCF (stem cell factor), IL-3, IL-4, IL-5, IL-6. IL-10, IL-13, IL-14 a
IL-16 a expresi urCitych chemokinli, napf. macrophage inflammatory
proteins (MIP) — MIP-1a a MIP-1p, T-cell activation gene 3, lymphotactin,
monocyte chemotaktic protein-1. Opét v zavislosti na typu zirnych bunék a
jejich stimulu (Galli et al., 1991; Metcalfe et al., 1997; Galli, 1997; Galli a
Lantz, 1999).

Vliv IL-3 na Zirné bunky:

Ukazalo se, ze IL-3 a c-kit ligand (ktery se vaze na SCF faktor kmenovych bunék),
podporuji proliferaci a zrani Zirnych bunék u hlodavci, zatimco IL-3 ma minimalni pfimy
uc¢inek na proliferaci téchto bunék u lidi, SCF po interakci s tyrosine kinazovym receptorem
(c-kit receptor) indukuje u lidi rust Zirnych bunék a jejich diferenciaci

(Kirshenbaum et al., 1992; Galli et al., 1993).

IV.  NK buiiky (natural killers)

NK buiky patii mezi cytotoxické lymfocyty. Po jejich aktivaci dochdzi k uvolfiovani
cytotoxickych granuli obsahujici perforin a granzymy, které zplisobi perforaci cilovych
bunék a naslednou apoptickou smrt (Lieberman, 2003; Voskoboinik et al., 2006). NK bunky
jsou schopny produkovat celou fadu cytokinii a chemokind napt. IFN-y, TNF, GM-CSF,
MIP-1a. a RANTES (regulated upon activation, normal T cell expressed and secreted)
(Biron et al., 1999; Dorner et al., 2004). Témef vSechny lidské NK buiky exprimuji CD16
marker (Perussia et al., 1984; West et al, 1977), ktery je receptorem pro Fc fragment IgG. Za
pomoci tohoto receptoru mohou NK rozpozndvat buiky potazené protilatkou
(Ojo a Wigzell, 1978).

Lidské NK bunky rovnéz exprimuji CD56 znak, ktery je ozna¢ovan jako neural cell
adhesion molecule (Lanier et al., 1991). Témé&f vSechny lidské i mysi NK buiiky exprimuji
2B4 receptor. Tento receptor je vazdn na CD48 bunécnou molekulu, ktera je obecné

exprimovana na hematopoetickych bunkach (Brown et al., 1998).
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Prostiednictvim alternativni vazby miize 2B4 fungovat jako aktiva¢ni nebo inhibi¢ni
receptor (Schatzle et al., 1999). Na NK vsak slouzi jako aktivacni receptor a mize piispivat
k 1yze hematopoetické buriky exprimujici CD48 (Nakajima et al., 1999). DalSimi aktivatory
NK bun¢k jsou NKp46, NKp44, a NKp30 receptory. NKp46, NKp30 jsou vyhradné
exprimovany NK bunkami a jakakoliv blokace téchto receptorti zhorSuje lyzu cilovych
bun¢k NK buiikami (Sivori et al., 1997; Pende et al., 1999). NK buiiky mohou byt také
nespecificky aktivovany pomoci cytokind IL-2, IL-15, and IL-18 (Perussia et al., 1996). IL-2
stimuluje NK bunky k proliferaci, sekreci cytokind, k efektivnéjsi 1yze cilovych bunck a

pomaha rozsifovat Skalu nadort, které mohou lyzovat (Kehri et al., 1988)

Rozdéleni NK bunék

Lidské NK buiiky jsou charakterizovany CD3 CD56" znaky a tvofi 5 — 20 % lymfocyti
periferni krve. Lze je rozdé&lit do dvou skupin CD56™" a CD56“™ Skupina CD56%"
prevlada v krvi (priblizné 95 % NK bun¢k), v misté¢ zadnétu vykazuje vysoky cytotoxicky

6™ prevlada v lymfatickych

potencial a exprimuje MHC 1 receptory. Zatimco skupina CD5
uzlinach (75 % NK bun¢k) a jejim hlavnim Ukolem je produkce cytokinu. V porovnani
s ptredchozi skupinou je jejich cytotoxicita rapidné niz$i a jsou povazovany za prekurzory
terminalng diferenciovanych CD56%™ (Lanier et al., 1983; Ferlazzo and Munz, 2004; Freud

and Caligiuri, 2006; Chan et al., 2007).

Schopnost NK bunék piisobit na nadorové a virem napadené buiiky

NK bunky patii mezi lymfocyty, u kterych byla poprvé identifikovana schopnost zabijet
nadorové bunky a to bez zamérné imunizace ¢i aktivace. Maji schopnost zabijet virem
napadené bunky a pfednostné napadaji bunky, které neexprimuji antigeny pomoci MHC1
komplexu. Diky aktivaci NK bunéénych receptorti a kostimula¢nich molekul jsou NK burniky
schopny rozpoznavat nadorové a virem napadené buinky. Aktivované¢ NK buiiky jsou
schopny ptisobit na dalsi buniky imunitniho systému a tim ovliviiovat imunitni odpovéd’ (Wu
a Lanier,2003). Vazba TNF receptort jako jsou Fas/CD95, TRAIL receptor a TNFR1 na
nadorovych buikdch s pozadovanymi ligandy FasL, TRAIL and TNF, které jsou
exprimovany nebo sekretovany NK bunikami, pfispiva za jistych okolnosti k cytotoxicité¢ NK

bunék (Zamai et al., 1998, 2007; Voskoboinik et al., 2006).
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NKT buiiky

NKT bunky jsou populaci T lymfocytd, které sdili nékteré charakteristické vlastnosti s NK
bunikami. Tyto buiiky nesou receptor NKR-PIA (CD161), ktery exprimuji NK bunky
(Lanier et al., 1994). Avsak slozeni TcR receptoru je odliSuje od klasickych T lymfocyta.
Diky tomuto receptoru jsou NKT bunky schopny rozeznat glykolipidové antigeny
v prezentaci CD1d molekuly (Kawano et al., 1997; Joyce et al., 1998). Nedavné studie
ukazaly, ze CDI1d vaze glykosylphosphatidylinositol (GPI). Tento glykolipid se nachazi na
povrchu mnoha bungk a slouzi jako kotva povrchovych molekul nachazejicich se na bunécné
membrang, které napt. reguluji funkce komplementového systému (Schofield et al., 1999).
Tyto molekuly se u rtiznych organismit vyskytuji v riznych modifikacich. Tyto GPI by
mohly zvySovat schopnost NKT buné€k rozpoznévat patogeny (Gumperz et al., 2000). NKT
buniky vylucuji IFNy, ktery stimuluje imunitni odpovéd’ Th1 bunék (Arase at el., 1996). Jsou
vSak také schopny produkovat znaéné mnozstvi IL-4, které stimuluji Th2 bunky (Yoshimoto
etal., 1994).

NKT bunky mohou bud’ potlacit protinadorovou odpovéd’ prostiednictvim IL-13 nebo ji
zprostiedkovat pomoci IFNy. IFNy miiZze podporovat funkci CTL (cytotoxickych lymfocytit)
a aktivovat NK bunky pravdépodobné pies Thl bunéénou indukci. Na druhou stranu, po
odstranéni Thl bunék, za ptfedpokladu zvySené imunitni odpovédi prostiednictvim Th2
bun¢k,  dochizelo  kinhibicti ~CTL a  potlaeni  protinddorové  imunity
(Smyth a Godfrey, 2000). Dalsi protinadorova ¢innost NK bun¢k byla prokazana na pokusu
s mySmi pomoci a-GalCer ligandu. Tento ligand patii mezi glykosfingolipidy a inhibuje riist

nadoru prostiednictvim aktivace NKT bun¢k (Giaccone et al., 2002).

V. Makrofagy

Makrofagy jsou Siroce distribuované buiiky imunitniho systému, které hraji nezastupitelnou
roli v udrzovani homeostizy a v obrané proti patogenim. V piipadé vrozené imunity
zajistuji makrofagy okamzitou ochranu proti patogenliim a koordinuji infiltraci leukocyti.
Makrofagy zptsobuji fagocytézu a naslednou degranulaci apoptickych bunék, mikrobfi,
ptipadné neoplastickych bunék (Gordon, 2003). Tyto procesy probihaji nezavisle na imunitni
bunécné signalizaci. Odstranéni zastaralych nebo apoptickych bunék vede k minimalni nebo

nulové produkci imunitnich mediatorti nestimulovanymi lymfocyty (Kono a Rock, 2008).
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Mezi receptory, které zprostiedkovavaji fagocytozu a tim zajistuji homeostaticky
stav patfi scavenger receptors, fosfatidylserinové receptory, thrombospondin receptor,
integriny a komplementové receptory (Erwig a Henson, 2007).

Aktivace makrofagi mize mit bud’ prozanétlivé nebo protizanétlivé ucinky, piispiva
k destrukci nebo regeneraci tkané a k hojeni ran (Mantovani et al., 2005). Makrofagy
vykazuji znacnou plasticitu a mohou zménit svou fyziologii Vreakci na signdly z
mikroprostiedi. Tyto zmény mohou vést ke vzniku rtznych populaci téchto bunék a to
s odlisSnymi funkcemi (Mosser a Edwards, 2009). U mysi mohou byt monocyty
(= makrofagy v krevnim feciSti) rozliSeny na zéklad¢ exprese markeri na bunééném

povrchu:

l. zanétlivé mysi monocyty jsou definovany jako CCR2"* (CC-chemokinovy
receptor 2), CX3CR1"" (CX3C- chemokinovy receptorl) a GR1*
. rezidentni monocyty CCR?, CX3CR1hi, GR1 (Geissmann et al., 2003).

Lidské monocyty, které se svou fyziologii zna¢né odliSuji od mySich monocyti,
muzeme také rozdélit na zakladé¢ exprese markeri na bunééném povrchu
(Strauss-Ayali et al., 2007). Klasické monocyty CD14", CD16™ nebo neklasické monocyty
CD14", CD16". Pfiblizné 90 % lidskych monocytii exprimuje na svém povrchu klasické
markery, zatimco u mySsi populace jsou tyto markery zastoupeny rovnomeérné
(Passlick et al., 1989). Makrofagy muzeme rozd¢lit do dvou skupin a to na M1 — Kklasicky

aktivované makrofagy a M2 — alternativné aktivované makrofagy (Gordon, 2003).

Klasicky aktivované makrofafy (M1)

Kombinace dvou signala IFNy (interferon-y) a TNF (tumor-necrosis factor) aktivuje
makrofagovou populaci, ktera zvysi sekreci prozanétlivych cytokind a mediatort (Mackanes,
1977; O'Shea a Murray, 2008). Dilezitym zdrojem IFNy jsou NK bunky (natural killers).
NK bunky reaguji na stres a infekci produkci IFNy, ktery muize iniciovat makrofagy
k sekreci prozanétlivych cytokind, produkci zvySeného mnozstvi superoxidovych aniontii a
kyslikovych a dusikatych radikalti, ¢imz zvysuje jejich schopnost zabijet (Dale et al., 2008).
Avsak produkce IFNy NK buiikami je obvykle pifechodnd, a proto je dilezité udrzet populaci
aktivni a to za pomoci produkce IFNy Thl bunkami (T helper); (Nathan, 2008; Mackaness,
1997; Gordon a Taylor, 2005; Gordon, 2007; O'Shea a Murray, 2008).
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Pro klasicky aktivované makrofagy je typicka produkce IL-1, IL-2 a IL-3, kterd ma
vliv na vyvoj Th17 (Langrish et al., 2005; Veldhoen et al., 2006; Bettelli et al., 2006).

Alternativné aktivované makrofagy (M2)

M2 podskupina byla nadale rozdélena diky obrovskym rozdilim v biochemii a fyziologii
téchto bun¢k (Edward et al., 2006). Délime je tedy na makrofagy ucastnici se hojeni,
regulaéni makrofagy a tumor asociované makrofagy (TAMS); (Mosser a Edwards, 2009).

TAMs (tumor asociované makrofagy)

Tyto buiiky se vyznacuji svymi imunosupresivnimi vlastnosti a infiltraci do nadorové tkané.
Produkce IL-10, TGF-B a PGE rakovinnymi buiikami a TAMs butikami piispiva k potlaceni
protinadorové aktivity (Sica et al., 2002). TAMs jsou znamé svou nizkou produkci NO a
nizkymi cytotoxickymi vlastnostmi (Dinapoli et al., 1996). Exprimuji nizké hladiny
prozanétlivych cytokinti IL-12, IL-1B, TNF-0, alL-6 a maji nizkou aktivitu jako antigen
prezentujici buiikky (Mantovani et al., 2002). Avsak byla u nich objevena i protinddorova

aktivita, viz. niZe.

V1.  Neutrofily

Dnes je znamo, ze neutrofily jsou kli¢ovymi buiikami vrozené imunity a hraji dalezitou roli
Vv zamezeni vlivu a odstranéni pocate¢nich Skodlivych podnétd (Jaillon et al., 2013).
Neutrofilni granulocyty tvofi 50 — 70 % leukocyt cirkulujici krve. Tyto polymorfonuklearni
granulocyty migruji do tkani na popud chemotaktickych signald (Nourshargh et al., 2010).
Po ptichodu neutrofil do mista signalizace zastavaji neutrofily celou fadu antibakteridlnich
funkci, jako jsou vyroba ROS, fagocytéza patogenli, mrtvych a umirajicich tkani,
degranulace s uvolnénim riznych druht toxickych latek a parakrinni signalizace dal$im
bunéénym typum (Kolaczkowska et al., 2013).

Aktivované neutrofilni granulocyty produkuji rastové faktory, rtzné cytokiny
jejich tvorbou u mononuklearnich fagocyti, je u neutrofilnich granulocyti zna¢né¢ mensi.
Avsak tuto nevyhodu pted¢i pocet neutrofilnich granulocytl, ktery znacné piesahuje
mnozstvi mononuklearnich fagocytii a navic v mistech obranného i1 poSkozujiciho zanétu

dochazi k jejich akumulaci.
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Bakterialni produkty jako jsou LPS, N-fromylované oligopeptidy nebo biologicky
aktivni komponenty hub, indukuji tvorbu cytokinli u neutrofilnich bunék (Krejsek a
Kopecky, 2004). Neutrofily vimaji zanétlivé podnéty a okolni prostfedi prostfednictvim
bunéénych povrchovych receptort, a to zejména receptori spfazenych s G proteinem (GPCR

rodina).

Regulace angiogeneze

Neutrofily také exprimuji Sirokou Skalu angiogennich faktorti, které jsou schopné
zpusobovat nadorové angiogeneze. Za uCasti chemoatraktatntu CXCL1 / MIP-2, ktery
zpusobi priliv neutrofilti, uvoliuji biologicky aktivni latku VEGF-A (vascular endothelial
growth factor A), coz vede k angiogenezi in vivo (Scapini et al., 2004). AvSak mohou
pusobit i protichtidné a to prostfednictvim anti-angiogennich mediatorti napft. elastazy, ktera
zpusobi degradaci biologicky aktivnich latek (VEGF-A, bFGF - basic fibroblast growth
factor, a-defenzin) pfispivajicich k angiogenezi (Scapini et al., 2002; Chavakis et al., 2004;
Ai et al., 2007). Neutrofily jsou také schopny exprimovat TRAIL ligand (TNF-related
Apoptosis-Inducing Ligand), ktery je zndmy svou protinadorovou aktivitou (Cassatella,
2006; Tecchio et al., 2013).

TAN (tumor-associated neutrophils)

V analogii s makrofagy, TAN (tumor-associated neutrophils) mohou uplatiovat
protinddorové i1 pronadorové funkce. Vyzkumy také naznacuji, Ze neutrofily miZou byt
polarizovany na odliSny fenotyp v reakci na odliSné nadorové signaly (Fridlender et al.,
2009, Mantovani, 2009 and Mantovani et al., 2011).
Pronadorova aktivita TAN se vyznacuje mechanismy, jako jsou — piestavba extracelularni
matrix, posileni invazne a metastazujiciho ristu nadorovych bunék, angiogeneze, bunécna
proliferace nadorovych buné¢k, lymfangiogeneze a inhibice protinadorového imunitniho
dohledu (Mantovani et al., 2008; Qian and Pollard, 2010; Mantovani et al., 2011).
Protinddorova aktivita TAN a TAM - tyto buitky mohou vyvijet protinddorovou
aktivitu prostfednictvim piimé cytotoxické aktivity proti nddorovym buikdm a také skrze
produkci velkého mnozstvi mediatort (napf. cytokinti, chemokinli a rlstovych faktori),
které zpusobi infiltraci a aktivaci bun¢k adaptivni a pfirozené imunity. (Mantovani et al.,

2002; Tecchio et al., 2013).
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1.4.2 Adaptivni imunita

Mezi hlavni slozky adaptivni imunity patii T a B-lymfocyty, které prostfednictvim receptort
pro antigeny aktivuji imunitni reakce. Tyto lymfocyty jsou schopné rozeznavat znacné
mnozstvi antignnich struktur diky rekombinanci genovych segmentti kodujicich jejich
receptory. Dal§im hlavnim znakem specifick¢é imunity je imunologicka pamét. Diky
imunologické paméti jsou schopny zvysSovat imunitni reaktivitu po opakovaném setkani

s antigenem. K jejimu rozvoji dochazi az béhem Zivota.

T lymfocyty

Tyto bunky vznikaji v kostni dfeni a poté migruji do brzliku, kde probiha jejich maturace.
Rozpoznani antigenu probiha vyhradné ve spojeni s MHC molekulami.
Rozeznavame dva druhy:

I.  Th lymfocyty (CD4", helper cells) — jsou typické pro svou sekreci cytokini
prostiednictvim nichz stimuluji imunitni reakce. Mizeme je rozlisit na Thl, jejichz
cytokiny aktivuji mononuklearni fagocyty, NK buiiky a cytotoxické T lymfocyty
k usmrcovani mikrobu.

Th2 jsou lymfocyty Ucastnici se boje proti parazitim a jsou schopny stimulovat
B lymfocyty a dal$i buniky imunitniho systému (Bonilla a Oettgen, 2010).

II.  Tc lymfocyty (cytotoxic T cells, CD8") — jejich tiloha je monitorovat a zabijet
buiiky, které jsou potencialni hrozbou pro hostitele. Napt. buiiky napadené virem a

nadorové bunky (Andersen et al., 2006).
B lymfocyty
Vznikaji z hematopoetickych kmenovych bunék v kostni dfeni. V jejich membrané je
zakotvena protilatka, ktera slouzi jako receptor pro antigen. Po rozpoznani antigenu, jsou

B lymfocyty schopny se za pomoci T lymfocytarni stimulace diferencovat na plazmatické

bunky, které produkuji protilatky proti specifickému antigenu (Bonilla a Oettgen, 2010).
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1.5 Reakce imunitniho systému na nadory

Diky komplexnimu systému imunitni obrany (produkce cytokinli, chemokinii atd.) je nase
télo schopno rozeznavat rizné cizorodé latky a nésledné aktivovat imunitni systém, ktery
vede k destrukci daného antigenu. Diky molekulovym strukturam, které se nachazeji na
nadorovych buiikach by mélo dochazet k indukci imunitni odpovédi. Tyto struktury by mély
mit antigenni charakter, to znamend iniciovat imunitni systém k obran¢ a aktivovat slozky
imunitniho systému. Pfitomnost nadorovych bun¢k vede opravdu k aktivaci imunitniho
systému, ale ten vzdy nemusi mit protektivni charakter. Nadorové bunky jsou schopny
pusobit na buiiky imunitniho systému a stimulovat je k onkogenezi. To, Ze imunitni systém
nereaguje na nadorové antigeny, muze byt zplisobeno diky slabé imunogenité téchto

antigend nebo abnormalni regulaci imunitni odpovédi.

1.5.1 Nadorové antigeny

Jsou latky, které jsou produkovany nadorovymi buiikkami a spousti imunitni odpovéd
organismu. Tyto antigeny jsou uzitecnymi markery pro identifikaci nadorovych bunék.

Dé¢lime je na naddorove specifické (TSA) a tumor asociované antigeny (TAA).

TSA nadorové specifické antigeny jsou latky, které se vyskytuji vyhradné na
nadorovych bunkach (Philipps et al., 1985). Byly prokdzany u nadorti vyvolanych
chemickymi a fyzikalnimi vlivy. Protinadorové odpovédi na tyto antigenty se ti¢astni CD4"
a CD8" T lymfocyty, které jsou aktivovany vazbou antigenu na MHC complex
(Toes et al., 1999).

TAA (antigeny spojené s nadory) Ize lokalizovat nejen na bunkach nadorovych, ale
muizeme je pozorovat i na normdlnich télnich bunkéach. Pfitomnost v télnich buikach je
specificka svou nizkou koncentraci (Old a Chen 1998). Patfi mezi né napi. MAGE
(melanom asociovany antigen), ktery je sice typicky pro melanomové buiiky, mize byt vSak

exprimovan i na béznych zdravych bunkach (Chomez et al., 2001).
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1.6 Mechanismy uniku nadorovych bunék utoku imunitniho

systému

Nizka imunogenicita - vzhledem Kk tomu, ze nadorové buiky vznikaji mutaci vlastni
bunééné tkané, mizou byt pro rozvinuti imunitni odpovédi nedostate¢né

imunogennii.

Porucha prezentace antigenu — mutace nebo snizena regulace nadorovych antigend;
mutace nebo nepifitomnost MHC gent potfebnych pro prezenci antigenu imunitnimu
systému; chybné zpracovani antigenu (napiiklad nedostatek TAP = transporter

associated with antigen processing).

Exprese imunosupresivnich faktor a molekul — cytokint (TGF-B, IL-10, VEGF),
prostaglandind. Pomoci TGF-B dochézi k potlaceni ataku cytotoxickych lymfocyti.

Apoptoticka rezistence — exprese anti-apoptickych molekul nebo mutace apoptickych
molekul (Igney a Krammer, 2002).
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1.7 N-formyl peptidy

Mezi prvni chemotaktické faktory, které byly strukturalné definovany, patii N-formyl
peptidy. Na rozdil od jinych leukocytovych chemoatraktantd, by mohly N-formylové peptidy
puvodné pochazet z endogennich zdroji, jako jsou mitochondrialni proteiny prasklych
hostitelskych bun€k nebo z exogennich zdrojli, jako jsou naptiklad proteiny napadajicich
patogentl.

Studie naznacuji, Ze N-formylova skupina byla rozhodujici determinantou vazby
ligandu na FPR a protoze bakteridlni a mitochondrialni proteiny jsou jediné zdroje N-formyl
peptidi v pfirodé. Ma se vSeobecné za to, ze tyto receptory byly vyvinuty, aby
zprostifedkovavaly migraci fagocytti do mist bakterialni invaze nebo poskozené tkan¢ (Le et

al., 2002).

1.8 Formyl peptidové receptory (FPR) a jejich déleni

Tyto transmembranové receptory jsou schopné véazat formylové peptidy, které se vyskytuji
Vv organismu pfi vzniku infekce. Jsou umistény piedev§im na leukocytech (Fu et al., 2006).
Migrace leukocytd do mista bakterialni infekce a néslednd realizace imunitni kaskady se
uskutecnuje tak, aby doslo k zabranéni Sifeni patogenni invaze (Dorward et al., 2015).

Prvni GPCR (receptor sptfazeny s G proteinem), ktery byl popsan u lidskych
neutrofild, byl formyl peptidovy receptor (FPR), ktery pii aktivaci spousti celou fadu kaskad,
jako jsou chemotaxe, degranulace, produkce ROS a fagocytdza (Boulay at al., 1990; Ye RD,
2009). Prvni specificky agonista, ktery byl popsan pro tento receptor je eicosanoid. (Fu et al.,
2006). Eicosanoidy hraji dilezitou roli v regulacich imunitni odpovédi a zanétlivém procesu
(Krejsek a Kopecky, 2004). V dnesni dobé je znamo mnoho agonistid pro tyto receptory.
Funkéni odpovéd’ neutrofild je spousténa ligaci téchto receptorti (Le et al., 2002).

Obecné plati, Ze chemoatraktantni receptory se sklddaji z jednoho fetézce slozené¢ho
z 350-370 aminokyselin, ktery prostupuje 7x skrz bunéénou membrinu. Tento
aminokyselinovy fetézec obsahuje N-konec se tfemi smyckami, které jsou nezbytné pro
interakci s ligandem a jsou umistény na extracelularni strané membrany a C-konec, ktery
obsahuje dals$i tfi smycky, je dualezity pro intracelularni signalizaci a je umistény na

intracelularni strané¢ membrany (Murphy, 1994 a 1997).
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1.8.1 Lidské FPRs

Lidské formyl peptidové receptory predstavuji tfi typy receptorti a to FPR1, FPR2/ALX a
FPR3. Tyto receptory vykondvaji rizné role v iniciaci, propagaci a rozliSeni zanétu. Pomoci
low-strigency hybridizace s FPR, kde cDNA byla pouzita jako hybridiza¢ni sonda, byly
klonovany z mRNA knihovny neutrofild, receptory puvodné nazyvané FPR-like 1 (FPRL1)
a FPR-like 2 (FPRL2). Diky odlisnym biochemickym a fyziologickym rolim, byly tyto
receptory prejmenovany na FPR2/ALX a FPR3. Vsechny tyto receptory jsou seskupeny na
chromozomu 19q13.3 a sdileji vyznamné sekvencni homologie (Bao et al., 1992). Diive se
myslelo, ze tyto receptory se vyskytuji pouze na fagocytujicich bunkach, tento pohled byl
vsak ptehodnocen z diivodu vyskytu téchto receptort i na jinych bunkach (Fu et al., 2006).
Formyl peptidové receptory jsou piitomny na nékterych epitelovych buiikach, zvlasté téch,
které maji sekre¢ni funkce a na nekterych bunikach endokrinnich jako jsou napft. folikularni

bunky stitné zl1azy a bunky ktry nadledvin, neurony a hepatocyty (Becker et al., 1998).

. FPR1

Tento receptor je exprimovan na povrchu klidovych neutrofili. Exprese FPR1 je rapidné
zvySovana v reakci na zanétlivé podnéty. Vin vitro pokusech tyto podnéty zahrnuji
lipopolysacharid (LPS), faktor aktivujici desti¢ky, tumor necrosis faktor alfa a CpG
oligonukleotid (O'Flaherty et al., 1991; Sengelov et al., 1994; Kitchen et al., 1996; Hayashi
et al., 2003). ZvySena exprese FPR1 receptoru byla také popséana u cirkulujicich neutrofilti u
pacientl s emfyzémem, Cronovou chorobou a sepsi (Tennenberg a Solomkin, 1988; Anton
et al., 1989; Stockley et al., 1994). Tato rychla exprese FTR1 ukazuje, ze dochéazi k syntéze
FPR1 béhem neutrofilni maturace. V reakci na agonisty pak dochézi k samotné mobilizaci
téchto receptorti (Sengelov et al., 1994; Cowland a Borregaard, 1999).

Mezi endogenni ligandy FPR1 patii cathepsin G, annexin Al a za hlavni exogenni ligand
FPR1 je povazovan fMLF (formyl-methionyl-leucyl fenylalanin); (Cooray et al., 2013;
Wang et al., 2014).
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1. FPR2

FPR2 v porovnani s FPR1 vaze fMLF snizkou afinitou (He et al., 2014). Tento typ
receptorti je schopny vazat proteiny, peptidy a proteiny s ligandy véetné sérového amyloidu
A, lipoxinu A4 a Annexinu A1(Ann Al) (Dufton a Perretti, 2010; Bozinovski et al., 2013;
Yang et al., 2013). Dilezitym rysem téchto ligand-specifickych interakci, je schopnost
s FPR2/ALX vyvola zanétlivou reakci, dochdzi k aktivaci neutrofildi, uvolnéni cytokinti a
dojde ke zvySenému toku neutrofilti do mista zanétu (EI Kebir et al., 2007; Wan et al., 2011).
Na rozdil od vazby s AnnAl, ktera inhibuje migraci neutrofildi, podporuje jejich apoptézu a
nabada makrofagy ke snizenému prozanétlivému fenotypu (Li et al., 2011). Lipoxin A4, opét
skrz vazbu s FPR2/ALX vyvolé inhibici neutrofilni migrace za doprovodu zvysujiciho se

naboru monocytt (Cooray et al., 2013).

1.  FPR3

Na rozdil od ostatnich ¢leni FPR rodiny, patii FPR3 k nejméné probadanym receptortim.
Tento typ receptorti se nevyskytuje na neutrofilech, avSak byl nalezen na eozinofilnich
bunikach, monocytech, makrofazich a dendritickych bunkach (Devosse et al., 2009). Mezi
ligandy FPR3 patii F2L, coz je vysoce konzervativni acetylovany peptid odvozeny z amino-
terminalniho rozpadu hem vézajiciho proteinu (Gao et al., 2007). Aktivace FPR3 je vyvolana
nizkou nanomolarni koncentraci F2L. F2L indukuje intracelularni tok vapniku, fosforylaci
ERK 1,2 (ERK = Extracellular signal-regulated kinase). Fosforylace téchto kinaz zpusobi
jejich dimerizaci a vstup do bunéfného jadra. Internuklearni ERK fosforyluje tadu
transkripcnich faktorfi, které v konecné fazi plisobi na expresi cyklinu D1, ktery interaguje
s Rb (retinoblastoma protein). Rb je tumor supresorovy protein, ktery je nefunkcni u
nékolika hlavnich druht rakoviny. Jeho funkci je zabranéni nadmérnému bunéénému ristu
inhibici bunééného cyklu do té doby, nez je bunika pfipravena se rozdélit. Vzajemna
interakce mezi FPR3 a F2L ligandem indukuje chemotaxi a ma vliv na produkci IL-12
v dendritickych bunikach, ¢imz brani v jejich maturaci (Cibula a Petruzka, 2009).
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1.8.2 Mysi FPRs

FPR1 byly pospany u nékolika druhti (kon¢, kralici, hlodavci) s vyraznymi rozdily ve
funk¢éni odpovédi na formyl peptidy (Richard et al., 2009). V porovnani se titemi FPR
lidskymi receptory jsou v my$im genomu kodované mnohondsobné FPR ptibuzné receptory
(Fprl, Fpr 1-8 ptibuznych sekvenci) z chromozomu 17A3.2. (Tiffany et al., 2011). Fprl ma
s lidskym FPR1 77 % homologii, je exprimovan na podobnych bunéénych typech a stejnym
efektem indukuje chemotaxi neutrofill, degranulaci, produkci cytosinii a fagocytozu (Gao et
al., 1998). Geny Fpr2 a Fpr3 spole¢n¢ koduji receptory, které napodobuji lidské FPR2/ALX
(Richard et al., 2009). Fpr piibuzné sekvence 3, 4, 6 a 7 maji ziejm¢ Ulohu jako
chemoreceptory ve vomeronazalnich neuronech (Jacobsonliv orgén) navazujici na ¢ichovy
lalok (Riviére et al., 2009). Ackoli lidsky FPR1 vykazuje relativné velkou homologii s mysi
Fprl, hlavnim rozdilem je jejich afinita k fMLF, ktera je pfiblizn¢ 100x mens$i u mysi nez u
Clovéka (He et al., 2013). Tento rozdil v afinit¢ je pficitin zménam v konformaci
transmembranovych a extracelularnich domén (Gao a Murphy, 1993). Je ale tieba
podotknout, Ze i kdyz se lisi afinita receptoru pro fMLF, odvozeného od E.coli, afinita
myS$iho Fprl zlstava pro ostatni bakterialni formylové peptidy (napi. Staphylococcus
aureus, Listeria monocytogenes, a mitochondrialné odvozené formyl peptidy) vysoka (He et
al., 2013).
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1.9 Terapie nadori

I.  Chirurgické odstranéni — problém vSak nastane, je-li tumor lokalizovan v mistech,

kde odstranéni nelze provést.
Il.  Radioterapie — k 1é¢bé je vyuzivano y-zafeni, rentgenové paprsky, protony, neutrony.

1. Chemoterapie — 1écba pomoci cytostatik, které zabiji predev§im dé€lici se bunky,

nevyhodou je, ze nepiisobi pouze na nadorové buiiky, ale ptisobi i na bunky zdravé.

IV.  Hormondlni terapie — nékteré hormony ovliviiuji rist nddorti zejména prsu a prostaty,

zablokovanim funkce téchto hormonti mize dojit ke zpomaleni ¢i zastave rustu.

V. Imunoterapie — tento druh terapie je zaloZen na stimulaci imunitniho systému.
Imunoterapie zahrnuje aktivaci lymfocytd, podavani hotovych protilatek, pouziti

cytokinti (IL-2, IFN-y), blokace TGF-bp , vyroba vakcin z nadorovych bunék.

Byla provadéna studie zkoumajici biologickou aktivitu vakciny, ktera obsahovala
ozafené autologni bunky melanomu upravené tak, aby sekretovaly Granulocyte-Macrophage
Colony-stimulating Factor (GM-CSF) u pacientd s metastatickym melanomem. Byla
provadéna resekce metastatickych 1ézi pied a po vakcinaci. Zatimco u metastatickych 1ézi, u
kterych byla provadéna resekce pred vakcinaci, byla infiltrace bun€k imunitniho systému
minimalni u vSech pacientli, metastatické léze resektované po vakcinaci byly husté
infiltoravany
T lymfocyty a plazmatickymi bunikami a ukazovaly zna¢nou destrukci nadoru (alespon
80 %), fibrézu a otok u vétSiny pacientl. Tyto vysledky ukazuji, Ze vakcinace za pomoci
ozafenych autolognich melanomovych bunék iniciovanych k produkci GM-CSF aktivuje

protinadorovu imunitu u lidi s metastazujicim melanomem (Soiffer et al., 1998).

25



Cil prace

Podrobna literarni resSerse.

Cytotoxicky efekt neutrofili na nadorové buiky s navazanym ligandem (fMLF-

DOPE).

Porovnani dvou cytotoxickych testii (Ziva "™ TOX Ultrasensitive Cytotoxicity Assay

a *'Cr release assay) pro hodnoceni protinadorové aktivity neutrifilti in vitro.
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3.1

Material a metody

Chemikalie

Azid sodny

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

Chroman sodny — roztok (Na, *'CrO4); (PerkinElmer, USA)

EDTA — kyselina ethylendiamintetraoctova (Sigma-Aldrich, USA)

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

f-MLF - N-formyl-methionin-leucin-fenylalanin (Sigma- Aldrich, USA)
L-glutamin (PAA-The Cell Culture Company, USA)

Merkaptoetanol (PAA-The Cell Culture Company, USA)

PBS - fosfatovy pufr s chloridem sodnym (pH 7,3-7,4), (Sigma-Aldrich, USA)
Penicilin/streptomycin antibiotika (PAA-The Cell Culture Company, USA)
PMA — phorbol 12-myristate 13-acetate (Sigma-Aldrich)

RPMI 1640 (Sigma- Aldrich, USA)

Scintilaéni roztok — Ultima Gold ™ (PerkinElmer, USA)

Thioglykolat (Becton Dickinson, USA)

Triton X-100 (Serva, Némecko)

Trypanova modi (Sigma-Aldrich, USA)

Trypsin (Sigma-Aldrich, USA)

Ziva ™ TOX Ultrasensitive Cytotoxicity Assay (Jaden BioScience, USA)
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3.2 Laboratorni zvirata

V laboratornich pokusech byly pouzity mysi kmene C57BL/6, samice z chovu Charles River
Laboratories. Mysi byly umistény v jednotlivych sterilnich boxech, v mistnosti s teplotou
22 °C. K jidlu jim byly podavéany granule a k piti mély k dispozici pitnou vodu ve sterilnich
lahvich. Véha mysi byla okolo 20 g.

3.3 Nadorové bunky

V pokusech byly pouzivany melanomové buitkky B16-F10, které byly kultivovany v médiu
RPMI 1640, které obsahovalo 10 % fetalniho bovinniho séra, 1 % antibiotik, 1 % glutaminu,
0,1 % merkaptoetanolu. Bunécnd kultivace probihala v termostatu pii teplot¢ 37 °C

V atmosféres 5% CO,.

3.4 Piiprava bunék a cytotoxicky test Ziva '™ TOX

(Ultrasensitive Cytotoxicity Assay)

Jako efektorové bunky, byly pouzivany neutrofilni granulocyty ziskané z peritonea mysi.
Mysi byl intraperitonealné podan thioglykolat (1 ml 3% roztoku ve vodé¢), ktery zptisobil
zmnozeni a migraci neutrofilti do peritonea. Po 4 hodinové inkubaci byla mys vyplachnuta

4 ml vychlazeného PBS a veskery peritonealni exudat byl odebran injekéni stiikackou.
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Postup:

A) Nadorové buiiky B16-F10 byly nejfive nékolikrdt promyty sterilnim pufrovanym
fyziologickym roztokem (PBS). K promytym bunkdm byla pfidana trypsiniza¢ni smeés
(0,02% trypsin a 0,02% EDTA v PBS), kterd zplsobila uvolnéni bunék. Po dobu
trypsinizace byly buiiky umistény v termostatu - 10 minut. Pak byly bunky resuspendovany
v kultivaénim mediu. Poté byly builkky obarveny trypanovou modii (5%) a spocteny.
Spoctené bunky byly centrifugovany 5 minut pii teploté 4 °C a nasledné nafedény na
koncetraci 5x10*/ml. Po nafedéni bylo k 1 ml nadorovych bundk pfidao 100pl ligandu
fMLF-DOPE (c= 0,5 mM) a smés byla inkubovana po dobu 30 minut pii teploté 37 °C. Pak
byly bunky 2x promyty mediem.

B) Ptipravené buiiky byly rozplnény do jamek 96 jamkového panelu s kulatym dnem (Nunc,
Dansko) v poméru 20:1 (E:C), v koncentraci - B16-F10 — 5x10%/ml, neutrofily — 10°/ml po
100 pl na jamku. Schéma destic¢ky je znazornéno nize (Tab. I). Do sloupce ¢. 2 (Tab. 1),
bylo k nadorovym bunkam ptidano 20 pl azidu (0,1%), ktery zpuobil totalni inhibici
replikace DNA. Do sloupce ¢. 5 a 8 bylo k melanomovym bunkéam ptidano 20ul volného
ligandu fMLF (c= 0,5mM) a nakonec do sloupce €. 9 bylo ptidano 20 pl PMA (c= 1 mg/ml,
fedéno 10 000x) jako pozitivni kontrola. Do vSech jamek byl pfidan BrdU Labeling Solution
fedény v poméru 1:100 (20 pl na jamku) a desti¢ka byla inkubovéana 4 hodiny pfi teploté
37 °C, v atmosfére s 5% CO,.

C) Po uplynuti inkubacni doby byla desticka zcentrifugovana a supernatant vylit. Do kazdé
jamky (kromé& kontroly) bylo pfidano 50 pl Fix Solution (zpusobuje rozvolnéni DNA a jeho
fixaci k desticce). Obsah jamek byl promichan a pfenesen do 96 jamkového bilého panelu
s plochym dnem (Corning, USA) a do desti¢ky byla pfidana pozitivni kontrola od vyrobce
(50 upl). Desticka byla ve tmé inkubovana 10 minut. Dale bylo pfidano 200 ul Strigency
Solution, opét inkubovano ve tmé po dobu 10 minut. Poté bylo pfidano 350 pl Preparation
Solution (fedéno 2:1 destilovanou vodou), inkubace 2 minuty ve tmé. Po 2 minutach bylo
ptidano 50 pl anti-BrdU Antibody Conjugate Solution (fedéno 1:100 s Antibody Conjugate
Diluent) a inkubovdno ve tm¢ 20 minut. Mezi jednotlivymi kroky byla desticka 3-4x
promyta promyvacim pufrem (jamky musi byt naplnény po okraj). Po promyti bylo pfidano
2x Preparation Solution, 350 ul, opét byl vylit obsah, desticka byla osusena a na zavér bylo
pfidano 50 pl CDP Star. Po ptidani CDP Star byla desticka piemisténa do tmy a inkubovéna
30 minut.
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Vysledna cytotoxicita efektorovych bunék byla méfena luminometrem (Synergy H1, BioTek

Instruments, USA) a vypocitana dle nasledujiciho vzorce.

RLU exp.—RLUspont.—RLUeff.
RLUmax—RLUspont—RLUeff

% specifické cytotoxicity = 1- ( )x 100

RLU exp = signal cytotoxickych bunék + cilovych bunék + BrdU

RLU spont = signal cilovych bunék + azid+ BrdU (nejmensi mnozstvi BrdU, které muize
byt inkorporovano)

RLU max = signal cilovych bun¢k + BrdU (maximalni mnozstvi BrdU, které mlze byt
inkorporovano)

RLU eff = signal ze samotnych efektorovych bun¢k + BrdU
V nasledujici tabulce je zndzornéno schéma desticky s pouzitymi bunikami a chemikaliemi.

Tab. I: Schéma desticky

1 2 3 4 5 6 7 8 9
B16+ N Bl16 | B16+ | B16+ | B16+N B16 + B16 + B16+
azid fMLF | fMLF fMLF+N fMLF N+

volny volny+N | PMA

Jednotlivé slozky byly pipetovany v péti opakovanich.
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3.5 Priprava bunék a cytotoxicky test s pouzitim *ICr

Buniky byly pfipraveny stejnym zpusobem jako pro Ziva TM TOX Ultrasensitive
Cytotoxicity Assay stim rozdilem, Ze pied tim nez byl na bunky navazan ligand, byly
nadorové buiiky v objemu 50 pl inkubovany s 50 ul *'Cr po dobu 30 minut. Po navazani
ligandu a °!Cr byly buitky 3x promyty mediem a potiebné koncentrace (B16-F10 —
5x10%/ml, neutrofily — 5x10°/ml na jamku, pomér C:E = 1:10) byly rozd&leny po 100 pl do
96 jamkového panelu s kulatym dnem (Nunc, Dansko). Desti¢ka byla inkubovana po dobu 4
hodin a nasledn¢ stocena (5 minut). Do jedné triplikace byl k B16-F10 pfidan Triton X-100
30 pl/jamku (celkové uvolnéni >*Cr). Jednotlivy obsah jamek byl promichan a 30 ul z kazdé
jamky bylo pfeneseno do mikrozkumavek s 250l scintilaéniho roztoku (k pfeméné p zéateni
na zafeni svételn¢). Vzorky byly méfeny na scintilaénim pocitac¢i Tri-Carb 2900TR Liquid
Scintillation Counter; Packard (PerkinElmer, USA) a vysledna cytotoxicita byla spoctena dle

nasledujiciho vzorce:

E u
Cytotoxicita (%) = (m) x 100

Eu = experimentalni uvolnéni >'Cr

Su = spontalni uvoln&ni *'Cr

Mu = maximalni uvolnéni *Cr
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3.6 Princip testu Ziva ' Tox

Cytotoxické testy se vyuzivaji v celé fadé dulezitych lékarskych vyzkumii. Cytotoxicita
odkazuje na schopnost ur¢itého agens (bunécného nebo nebunécného) cytotoxicky pisobit
na cilovou bunku a tim ji zabit. Metody, které se pouzivaji pro detekci cytotoxicity nebo
bunécné smrti jsou napt.: pfijem barviv (trypanovd modr), uvolnéni endogennich molekul
(napt. LDH a DNA fragmenty). Kazda z téchto metod je zavisla na naruseni bunécné
membrany nebo na rozpadu bunky jako vysledek cytotoxickych ucinkd. Udalosti, které

vedou k poskozeni buné¢né membrany, jsou zavislé na druhu bunééné smrti.

Ziva ™ Tox je ultrasenzitivni cytotoxicky test, zalozeny na bazi ELISY, ktery
pouziva chemiluminiscencni substrat pro detekci BrdU (znadici latka), zac¢lenéné do DNA
aktivné proliferujicich bunck. Tento test stanovuje procento cytotoxického Uc¢inku na
targetované¢ buiiky stanovenim rozsahu inhibice DNA syntézy cilovych bunék. To je
provadéno mefenim rozsahu zaclenéného BrdU, inkorporovaného do cilovych bunék
ovlivnénych cytotoxickymi bunikami, béhem nebo po cytotoxickém ucinku. Za normalnich
podminek dochézi k rapidni proliferaci nddorovych bunck, které pii kazdém déleni zacleni
BrdU misto thyminu. AvSak plsobenim efektorovych bun¢k (v tomto ptipadé neutrofilnich
granulocytil) dochazi k naruSeni déleni nebo membrany cilovych bunék, tudiz dojde ke
zpomaleni nebo zastaveni d€leni bez dal§i inkorporace BrdU do DNA. Fixacni roztok
zpiisobi uvolnéni DNA z bunék a navazani na desti¢ku. Inkorporovany BrdU je detekovan
specifickou protilatkou znacenou alkalickou fosfatazou. Pak je do jamek ptidan

chemiluminiscenéni substrat, jehoZz signal je poté méten luminometrem.
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3.7 Princip cytotoxické analyzy s pouzitim *ICr

Test je zalozeny na uvolilovani radioaktivniho chromu z nddorovych bunck. Béhem
inkubace pronika radioaktivni chrom do cytoplazmy nadorovych bunék, kde se vaze na
proteiny intracelularniho prostoru. Diky cytotoxické aktivité neutrofili dochazi k uvolnéni
ey z cilovych buné¢k. Nasledné piidani scintilacniho roztoku zplsobi pfeménu -zafeni na

zateni svételné, které je méfeno za pomoci scintilaéniho pocitace.

3.8 Analyza dat

K analyze dat byl pouZzit program STATISTICA, konkrétné dvouvybérovy studentiiv T-test.

3.9 Pokusy

3.9.1 Pokus¢. 1

Cytotixicky ucinek neutrofilit na melanomové buiiky B16-F10 S navdzanym

ligandem (fMLF-DOPE).

V tomto experimentu byl porovnan cytotoxicky ucinek neutrofili na melanomové bunky
Vv zavislosti na navazaném ligandu fMLF — DOPE.

Bunky melanomu B16-F10 a neutrofily byly pfipraveny zptisobem, ktery byl popsan
Vv kapitole Material a metody. Do 96 jamkového panelu s kulatym dnem pak byly ptidany
bunky v rtiznych smésich, jejichz rozloZeni na desti¢ce ukazuje Tab. I. Do vSech jamek bylo
piidano 20 pl BrdU labeling solution z cytotoxického testu Ziva-Tox, poté probihala
¢tyfhodinova inkubace v termostatu (37 °C, 5% CO,) a dale se postupovalo podle navodu
pro vyhodnoceni cytotoxického testu, ktery je popsan vyse. Pokus ve stejném schematu byl

opakovan 5x, ve vysledcich je zahrnut pouze reprezentativni vysledek.
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3.9.2 Pokus ¢é. 2

Cytotoxicky ucinek na melanomové buiriky Bl16-F10 zaloZeny na uvolnéni

radioaktivniho chromu.

Buriky byly na tento pokus pfipraveny stejnym zpisobem jako pro Ziva ™ Tox s vyjimkou
jamek s azidem (Tab. 1). Melanomové buiiky byly oznageny **Cr a inkubovany s neutrofily
4 hodiny. Maximalni uvolnéni *'Cr bylo ziskano pfidanim Tritonu X-100 K cilovym
bunkam. Cytotoxicita zptisobena efektorovymi buiitkami byla poté méiena podle B-zafeni

uvolnéného *'Cr pomoci scintilacniho pocitace.

3.9.3 Pokus ¢ 3

Porovndni cytotoxického efektu neutrofilit na busiky s navizanym a volnym

ligandem.

Bunky pro tento pokus byly pfipraveny stejnym zpusobem jako v pokusu ¢. 1. Byl zde
porovnavan cytotoxicky efekt neutrofilnich granulocyti na nadorvé bunky B16-F10, které na
svém povrchu mély zakotveny ligand fMLF pies kotvu DOPE s cytotoxickym efektem na

nadorové buiiky, ke kerym byl pfidan volny ligand bez ukotveni.
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4  Vysledky

4.1 Pokus¢.1

Cytotoxicky ucinek neutrofili na melanomové buiiky B16-F10 S navdazanym

ligandem (fMLF-DOPE)

Z grafu (obr. 1) je patrné, ze cytotoxicky efekt, neutrofilnich granulocytti byl vysSs$i na
nadorové bunky, které na svém povrchu nesly ligand. Rozdil cytotoxického uc¢inku mezi
témito skupinami (B16-F10+N / B16-F10+N+fMLF-DOPE) dosahl statistické vyznamnosti
(p = 0,03). Obrazek (obr. 1) také znazorujé pusobeni PMA, ktery aktivoval neutrofilni
granulocyty k cytotoxickému efektu na nadorové buiky a je dikazem, Ze cytotoxicky test

Ziva ™ Tox opravdu funguje. PMA slouzi totiz jako pozitivni kontrola testu.
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Obr. 1: Cytotoxicky efekt neutrofili na nadorové bunky (skupina 1), na nadorové buinky
s navazanym fMLF-DOPE (skupina 2) a na nadorové buiky s PMA (skupina 3 — pozitivni

kontrola).
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4.2 Pokus €. 2

Cytotoxicky ucinek neutrofilit na melanomové buiiky B16-F10 méieny pomoci

uvolnéni radioaktivniho chromu

Vysledky tohoto pokusu nepotvrdily vysledky ziskané testem Ziva '™ TOX. Cytotoxicky
efekt neutrofilnich granulocytii byl vétsi na bunky, které na svém povrchu nenesly zadny
ligand ve srovnani s bunkami, které na své membrané¢ nesly fMLF-DOPE. Rozdil

V cytotoxicité mezi obéma skupinami se blizil hladin¢ vyznamnosti (Obr. 2).
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Obr. 2: Cytotoxicky efekt neutrofilnach granulocytti na buiky B16-F10 (skupina 1) a na
B16-F10 + fMLF-DOPE (skupina 2) zaloZeny na uvolnéni **Cr.

P=10,08
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4.3 Pokus¢.3

Porovndni cytotoxického efektu meutrofilic na buiiky s navdazanych a volnym

ligandem

Po srovnanni téchto dvou skupin je patrné, Ze volny ligand (fMLF-volny) stimuloval
neutorifilni  granulocyty k vétSi  cytotoxicité, v porovnani s ligandem vazanym

(fMLF-DOPE) ; (Obr. 3).
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Obr. 3: Cytotoxicky efekt neutrofilnich granulocyti na buitky B16-F10 s vazanym liganden
fMLF-DOPE (skupina 1) a za pfitpmnosti volného ligandu fMLF (skupina 2). M¢éteno

testem Ziva ™ Tox.

P=0,061
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Porovnani cytotoxického efektu neutrofild na samotné nddorové bunky a buiky
inkubované s volnym fMLF ligandem ukazalo vyrazné vyssi cytotoxicitu ve skupiné
s ligandem (Obr. 4). Ve skupiné s volnym ligandem bez neutrofili byla naméfena

cytotoxicita srovnatelna s cytotoxickym ucinkem samotnych neutrofilti.
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Obr. 4: Cytotoxicky efekt neutrofili na bunky B16-F10 (skupina 2) v porovnani
s cytotoxickym efektem neutrofilti na stejné buiiky za pfitomnosti volného ligandu (skupina
3) a kontrola v podobé¢ cytotoxického efektu samotného volného fMLF na melanomové

buiiky bez efektorti (skupina 1).
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5 Diskuze

Imunoterapie se stala v posledni dob¢ dulezitou slozkou protinadorové 1éEby. Posledni
vyzkumy ukazuji, ze pasivni imunoterapie pomoci monoklonalnich protilatek (mAbs)
ptekonala aktivni imunituterapii, kterd ke své léCbe pouziva protinadorové vakciny.
Piikladem nejnovétsi pasivni terapie je terapie pomoci CTLA-4 a PD-1 (Rowdo et al., 2015).
CTLA-4 (cytotoxicky T lymfocytarni antigen) je transmembarnovy glykoprotein, ktery a
hraje dilezitou roli v homeostaze T lymfocytt a snizuje T bunéénou aktivaci (Linsley et al.,
1996). Byly vyvinuté rizné humanizované monoklonalni protilatky zaméfené na CTLA-4
(napt. Ipilimumab, IgG1 mAb, Tremelimumab, IgG2 mAb). Preklinické studie B1/BL6 na
myS$im melanomu dokazuji, Ze Gvax plus anti-CTLA-4 blokada zvysila pfiliv lymfocytt do
nadorové tkané (Quezada et al., 2006). Curran et al. (2010) na stejném experimentalnim
modelu prokazal, ze 1é¢ba s anti CTLA-4 nebo anti PD-1 zvysila pomér CD8* Teff
(efektorové T lymfocyty)/Treg (regulacni lymfocyty) asi 10x, Ze pomeér efektori k
nadorovym bunkam byl okolo 1-2/1000, ale pouze pokud obé mAbs byly kombinovany
s bunénymi vakcinami (Curran et |., 2010). Waitz et al. také pozorovali, Ze kryoablace
nadort spojend s anti- CTLA-4 terapii zvysila CD8" a CD4" infiltraci do nadori u rakoviny
prostaty na mys$im modelu (Waitz et al., 2012). Byly pozorovany rizné protinadorové
ucéinky u anti-CLTA-4 protilatek na mySich modelech, nejicingjsi byl 1gG2 subtyp (Selby et
al., 2013).

PD-1 (programed cell death protein-1) je inhibi¢ni receptor T-lymfocytt, ktery po
vazbé s PD-L1 zabrani aktivaci T lymfocytl a jejich efektorovych funkci (Yokosuka et al.,
2012). PD-L1 je vysoce exprimovan u né€kolika lidskych tumori, pfedev$im u melanomu
(Zou a Chen, 2008). U mysi je PD-1 vysoce exprimovano na Treg buinkach, které brani
likvidaci nadorovych bun¢k (Francisco et al., 2009). VétSina nadorti je oblopena pravé
témito bunikami. Blokace PD-1 mulZe tedy zvysit protinddorovou imunitni odpovéd’ a to
snizenim poctu Treg lymfocyti uvniti nadort (Pardoll, 2012).

Anti CTLA-4 a anti PD-1 monoklonalni protilatky prokazaly vyznamnou protinadorovu
aktivitu (40-50 %) u pacientd s pokroc¢ilym CM (cutaneous melanoma); (Rowdo et al.,
2015).
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DalSimi atraktivnimi cili pro protinddorovou terapii se staly NK bunky, které hraji
klicovou roli ve vytvareni protinadorové imunity prostfednictvim dendritickych bunék. NK
buniky jsou V tésném spojeni s buiitkami dendritickymi a podporuji rozvoj protinadorové
imunitni odpovédi. Nedavné studie (Lion et al., 2012) ukazaly, Zze vakcinace dendritickymi
buitkami zpiisobi aktivaci NK bunék, které stimuluji oCkované DC i DC pacienta aby
zvySovaly protinadorovou aktivitu T lymfocytd. Dale stymuluji NK bunky k pfimému
zabijeni nadorovych bun¢k a redukci nadorové hmoty.

To, Ze je pfirozena imunina vyznamnym piinosem v boji proti nadoriim, je dokazano
I ve studii Hicks et al., (2006) kde byla prokazana rezistence na nadorové buiiky S180 u
SR/CR (spontaneous regression/comlete resistence) mysi, zprostfedkovana rapidni infiltraci
leukocytl, predevs§im piirozené imunity. To, Ze rezistence vii€i rakoving je zprostiedkovana
vrozenou imunitou a to konkrétné NK buiikami, makrofdgy a polymorfonuklearnimi
leukocyty (PMN) bylo podlozeno né¢kolika fakty. Bylo zjisténo, ze slozky piirozené imunity
maji protinddorovy efekt, ktery nevyzadoval ptredchozi vystaveni antigenu. Béhem
opakovaného testovani byly buniky vrozené imuny hlavni efektorové buiiky plsobici na
redukci nadoru. Leukocyty z SR/CR mysi u€inné zabijely nadorové buriky in vitro bez
ptedchoziho setkani s nadorovymi buiikami in vivo. Tvofeni rozet s infiltrovanymi NK
bunkami, neutrofily a makrofagy, bylo nutné pro naslednou destrukci nadorovych bunck
pomoci cytolyzy. I pfes nedostatek dikazii, Ze komponenty adaptivni imunity pfispély
K rezistenci nadoru, nelze zcela vyloucit jeji pozitivni piinos v protinadorové odpovédi
(Hicks et al., 2006).

Davné studie jiz prokdzaly ucinnost IL-2 Vv protinddorové terapii. Vysoké davky
rekombinantniho IL-2, které byly poddvany pacientim s rakovinou, zpusobily zvySeni
hladiny TNFa, ktery byl u pacientll detekovan v plazmé (Mier et al., 1988).

To, Ze bunky pfirozené imunity opravdu napomdhaji protinddorovému boji, mizeme
demonstrovat na dalsi studii (Costello et al., 2005), kterd prokazala lepsi prognézu u
rakoviny mocového mechyfte, spjenou s migraci eozinofili do nadorové tkané. NK buiiky,
makrofagy a PMN jsou zas schopny zabijet nadorové bunky bez predchozi stimulace (Hicks
et al, 2006), TAN a TAM mohou pfispivat k rGstu nadoru, ale mohou vyvijet i
protinadorovu aktivitu prostfednictvim piimé cytotoxické aktivity a skrze produkei cytokint,

chemokinti a rustovych faktort (Mantovani et al., 2002; Tecchio et al., 2013).
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Diky tomu, Ze jsme dnes uz schopni objasnit dostatecné mnozstvi mechanismd,
kterymi imunitni systém bojuje proti nadorovému rdstu, nebo piispiva k jeho rozvoji,
dochazi k pokroku v imunologické 1é¢bé nadorti. Myslim si, Ze imunoterapie je nejlepsi
cestou protinddorové 1écby. Ackoliv je i chemoterapie ufinnou a stale dosti vyuzivanou
1é¢bou, jeji ucinky jsou agresivni a jeji efekt neni pfimo zaméten na nadorové buiky. Podle
mého nazoru je nejucingjsi metodou podavani uméle piipravenych monoklonalnich
protilatek, které jsou cilené proti urCitym antigenim. Tato metoda piimo plisobi na nadorové
bunky, tim, ze umoznuje lymfocytiim nadorovou buiiku rozpoznat nebo protilatky zablokuji
receptor, ktery nddorova buiika potfebuje pro svij zivot. Aktivni imunizace je dalsi, avSak
podle mne méné¢ u¢innd metoda protinadorové obrany. Diky odlisné antigenni vybavé
nadord a specifité imunity, je totiz slozité vyrobit univerzalni vakciny.

Cilém mé prace bylo prokazat protinadorovy ucinek neutrofilii na naddorové bunky s
navazanym fMLF-DOPE a in vitro pokusy pfispét k experimentu Janotové et al. (2014), ve
kterém je rozebirdna fukce tohoto ligandu na mysich modelech. Z vysledkii vyplyva, ze
vazba fMLF-DOPE na nadorové buiky, zvysSila cytotoxickou aktivitu neutrofilnich
granulocytii a tim snizila pocet nadorovych bunck. Funkcnost agonistl fagocytarnich
receptort byla prokazana i ve studii Janotové et al. (Janotova et al., 2014). V tomto pokusu
byly agonisté testovani s LPS in vivo. Diky tomu, ze LPS je agonistou TLR receptort,
dochdzelo k masivni zanétlivé reakci u nadorii. Efekt tohoto bun&éného ilnfiltratu byl veden
pfimo k buitkdm nesoucim agonisty fagocytarnich receptorli na svém povrchu. V této sérii
experimentt, pusobil ukotveny fMLF spolu s LPS silnou redukci nadorového ristu, zatimco
fMLF, ktery nebyl ukotven nemé¢l v tomto experimentu zadny efekt. Diivodem, pro¢ v mém
experimentu mély neutrofily vyssi cytotoxicky efekt po ptidani volného ligandu, by mohlo
byt to, ze pokusy in vitro mohou pouze ¢asteéné simulovat prostiedi in vivo. Jednotlivé
slozky imunity spolu reaguji a vzdjemné se ovliviiuji a tim vytvaieji u¢inny obranny efekt.
Avsak dosaZeni téchto bunéénych synergii je v pokusech in vitro téméf nemozné. Navic
jsme pii testovani in vitro zjistili, ze samotny fMLF ligand zfejmé pusobil toxicky na
nadorové bunky. Dosli jsme k zdvéru, Ze vyhodnoceni cytotoxického efektu neutrofild
pomoci uvolnéni radioaktivniho chromu, neni vhodna metoda, zatimco cytotoxicky test Ziva
™ Tox byl vhodnym testem pro detekci cytotoxicity. Je to zplisobeno tim, ze tyto dvé
metody pracuji absolutné odlisn€. Zatimco Ziva ™ Tox stanovuje inhibici replikace bunécné
DNA, test pomoci *'Cr mé&fi uvolnéni chromu navézaného na proteinech cytoplazmy. Kromé
toho se procento cytotoxicity pohybovalo vyrazné pod 10 % a nékdy dosahovalo i zapornych

hodnot. Tyto velmi nizké hodnoty jsou zatizeny velkou chybou.
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Z.aveér

Fagocytarni ligand fMLF-DOPE, ktery byl navazan na povrch nadorovych bunck

stimuloval neutrofilni granulocyty k cytotoxickému efektu na nddorové bunky.

Samotny ligand mél zifejmé toxické ucinky na nadorové bunky, vzhledem k tomu, ze

snizoval replikaci jejich DNA 1 bez pritomnosti neutrofilnich granulocytt.

Vhodny test pro stanoveni cytotoxické aktivity v in vitro pokusech se zd4 byt Ziva ™
TOX Ultrasensitive Cytotoxicity Assay, zatimco cytotoxicky test zaloZeny na
uvolnovani radioaktivniho chromu z cilovych bunck se je pro méfeni cytotoxicity

neutrofilii nevhodny.
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