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1. Abstrakt

Mikroprostredie nadoru je miesto, kde mnohokrat prevladaju lokdlne imunosupresorové
ucinky a kde je aktivne branené imunitnému systému vykonavat svoje fyziologické funkcie. Medzi
mnohymi bunkovymi typmi maju vyznamna udlohu bunky imunitného systému infiltrujuce
mikroprostredie, kedZe produkuju velké mnoistvo faktorov potlacajucich imunitni odpoved.
V nasej praci boli imunologické zmeny v priebehu rastu a chemoterapie nddorov monitorované
v mikroprostredi nddoru dvoma sp6sobmi, analyzou zastUpenia a fenotypu jednotlivych populacii
imunocytov a dalej analyzou celkovej Urovne expresie vybranych génov, ktoré su spojené
s imunosupresiou alebo charakteristické pre jednotlivé populdcie imunocytov.

Cielom nasej prace bolo u dvoch typov mysacich nadorov TRAMP-C2 a TC-1/A9 zistit, ako
5-azacytidin (5AC), cytostatikum s epigenetickymi Gcéinkami, meni percentudlne zastlpenie
leukocytov infiltrujucich nador v jeho mikroprostredi a ¢i je to sprevddzané zniZenou expresiou
imunosupresorovych génov. Dalej nds zaujimal vplyv SAC na nadory, ktoré boli uz lie¢ené
cyklofosfamidom (CY), DNA alkylaénym ¢inidlom a Siroko pouzivanym chemoterapeutikom pri
terapii nadorov. CY vo vysSich davkach potlaca imunitné reakcie tiez tym, Ze indukuje akumuldciu
myeloidnych supresorovych buniek (MDSC). Okrem percentudlneho zastipenia TIL azmeny
relativnej expresie vybranych imunosupresorovych génov, zamerali sme sa aj na zmeny relativnej
expresie génov kédujucich znaky lymfoidnej linie a dalSie imunoregulacné gény pre cytokiny IL-6, IL-
10, IL-12, IL-4 a IFNy v mikroprostredi tychto nddorovych modeloch.

5AC vyznamne spomaloval rast etablovanych TRAMP-C2 nadorov, zatial ¢o u TC-1/A9
nebol tento efekt pozorovany. U oboch nadoroch doslo k vyraznému zniZeniu relativnej expresie
imunosupresorovych génov pre ARG-1, iNOS, ROS a doslo aj k zniZzeniu percentualneho zastupenia
MDSC v mikroprostredi oboch typov nddorov. Kombinovand terapia CY spolu s 5AC vyrazne
spomalila rast TRAMP-C2 iTC-1/A9 nadorov. Po lie¢eni samotnym CY dochadzalo k zvysenej
akumulacii MDSC a dendritickych buniek. U TC-1/A9 nadoroch bola pozorovana aj zvysena
akumulacia nador-infiltrujucich makrofagov. Zvysena akumuldcia bola sprevadzand zvySenim
relativnej expresie imunosupresorovych génov pre ARG-1, iNOS a ROS. Pri naslednom opakovanom
podani 5AC po CY liecbe , doslo k potlaceniu tohto ucinku, ¢o sa prejavilo nizSou akumulaciou

myeloidnych supresorovych buniek a zniZzenou relativnou expresiou imunosupresorovych génov.

Klucové slova: nadorové mikroprostredie, imunosupresia, 5-azacytidin, cyklofosfamid, nadorova

terapia



2. Abstract

Tumor microenvironment is an area, where the local immunosuppressive effects
dominate and prevents the immune system to perform its physiological functions.
The cells infiltrating the microenvironment have an important function among many cell types since
they produce a large quantity of factors suppressing the immune response. In our work, we
monitored the immune changes in the microenvironment during tumor growth and chemotherapy.
For these purposes, we utilized the methods for analysis of the proportion and phenotype of the
distinct populations of immunocytes and for analysis of the total level of expressions of selected
genes associated with immunosuppression or with distinct populations of immunocytes.

The aim of our work was to discover, using two types of mouse tumors (TRAMP-C2 and
TC-1/A9), how 5-azacytidine (5AC), a cytostatic drug with epigenetic activity, affects the proportion
of leukocytes infiltrating the tumor microenvironment and, further, whether these changes are
accompanied by decreased expression of immunosuppressing genes. In addition, we have also
focused on the changes of relative expression of genes encoding markers of lymphoid lines and, on
other immunoregulating genes, encoding IL-6, IL-10, IL-12, IL-4 and IFNy cytokines, in the
microenvironment of these tumors.

Furthermore, we were interested in the effects of 5AC on tumors pretreated with the
cyclophosphamide (CY), a DNA alkylating agent widely used in the treatment of tumors. A higher
dose of CY suppressed the immune reaction by inducing accumulation of myeloid-derived
suppressor cells (MDSC). It has been found that 5AC significantly suppressed the growth of
established TRAMP-C2 tumors, while this effect was not noticed on TC-1/A9. The relative
expression of immunosuppressed genes for ARG-1, iNOS, ROS and percentage of MDSC in
microenvironment of both types of tumors was significantly reduced.

Combined therapy with CY and 5AC significantly inhibited growth of both TRAMP-C2 and
TC-1/A9 tumors. After the treatment with CY only, accumulation of MDSC and dendritic cells was
increased. In TC-1/A9 tumors, increased accumulation of tumor-infiltrating macrophages was also
observed. This increased accumulation was associated with the reduction of relative expression of
the immunosuppressing genes for ARG-1, iNOS and ROS. Further, subsequent therapy of CY-
pretreated mice with repeated 5AC administration, led to lower accumulation of MDSC and

reduced the relative expression of immunosuppressive genes.

Keywords: tumor microenvironment, immunosuppression, 5-azacytidine, cyclophosphamide, tumor
therapy



3. Zoznam pouzitych skratiek

5AC
AK
APC
APM
ARG-1
G
CTLA-4
cY
DAC
DC
DNMT
EGF

EL
ELISPOT
FACS
FGF
GM-CSF
HIF
IDO

IL

IFNy
IMC
iNOS
IS

LPS
M-CSF
MACS
MDSC
MF
MHC
MMP
NK
PBS

5-azacytidin

aminokyselina

antigen presenting cells

antigen presenting machinery
Argindza-1

threshold cycle

Cytotoxic T-lymfocyte-associated protein 4
cyklofosfamid

2'-deoxy-5-azacytin

dendritic cells

DNA metyltransferdzy

Epidermal growth factor

efektorové lymfocyty

The Enzyme-linked immunosorbent spot
fluorescence-activated cell sorting
Fibroblast growth factor
Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor
Hypoxia inducible factor
indolamin-2,3-dioxygendza
Interleukin

Interferony

immature myeloid cells

inducibilnd NO synthaza

imunitny systém

lipopolysacharid

Macrophage colony-stimulating factor
magnetic-activated cell sorting
myeloid-derived suppressor cells
makrofagy

Major Histocompatibility complex
matrix metaloproteinazy

natural killer cells

phosphate buffered saline



PCR
ROS
RT-PCR
STAT3
TA-DC
TAA
TAM
TCR
TGFB
Th

TIL
TNFa
Treg
VEGF

polymerase chain reaction
reactive oxygen species
real-time PCR

Signal transducer and activator of transcription 3
tumor-associated dendritic cells
tumor-associated antigens
tumor-associated macrophages
T cell receptor

Transforming growth factor

T helper cells

tumor- infiltrating leukocytes
Tumor necrosis factor a

T regulatory lymphocytes

Vascular-endothelial growth factor
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4. Uvod

Ndadory pocas svojho rastu vytvdraju mikroprostredie, zlozené z r6znych bunkovych
typov. V mikroprostredi sa nachddzaju fibroblasty, vaskuldrne bunky hladkého svalstva,
endotelidlné bunky, epitelidlne bunky & imunocyty. Casto ma imunosupresorové Gcinky aj vdaka
privolanym bunkam imunitného systému organizmu. Na tomto mieste dochadza k donuteniu
vlastného imunitného systému, aby aktivne potlacal imunitnd odpoved réznymi spésobmi ako je
uvolfiovanie inhibicnych cytokinov, zmeny v prezentdcii antigénov, nedostatocna expresia
kostimula¢nych molekdl ¢i privolanie regulacénych a supresorovych buniek. Tieto mechanizmy
a mnohé dalsie podporuju dalsi rast a prosperitu nadoru (Whiteside, 2010).

Vadsina bunkovych typov infiltrujicich nador je schopnych protinddorovej odpovede, no
v skutocnosti su zotro¢ené nadorovymi bunkami aich produktmi k podpore ich rastu a invazivite.
Nasledne samé uvolfiuji do mikroprostredia faktory spOsobujuce napriklad privolanie T
regulaénych lymfocytov (Treg) ¢i nedostatocnu aktivaciu efektorovych T lymfocytov pripadne ich
apoptdzu. Vyraznu ulohu maju populacie, ktoré su Specializované na umlcanie imunitnej odpovede.
Ide oTreg (Woo et al., 2001), myeloidné supresorové bunky (MDSC) (Serafini et al., 2006),
nadorové makrofagy (TAM) (Martinez et al., 2008) a nddorové dendritické bunky (TA-DC) (Curiel et
al., 2004). Mechanizmy ich G¢inkov su rézne. Mbze ist o priamy bunkovy kontakt, produkciu
inhibi¢nych cytokinov ako je IL-10 & TGFB (Martinez et al., 2008; Strauss et al., 2007). Dalej maju
svoj vyznam aj uvolfiované enzymy zapojené v metabolizme aminokyselin potrebnych pre aktivaciu
T lymfocytov alebo zvySena produkcia volnych kyslikovych radikalov (Nefedova et al., 2007).

Lepsie porozumenie tymto mechanizmom a vztahom medzi nadormi aimunitnym
systémom sa stava velmi dolezitym a moze viest k vyvoji nadejnejsim terapeutickym stratégiam
(Albini and Sporn, 2007). Tieto stratégie sa pravdepodobne budu zameriavat na kombinaciu
viacerych aspektov, na obnovu protinddorovych imunitnych odpovediach, zabranenie uniku
nadorom pred imunitnym systémom a naprave nadorom indukovanej supresii, aby bolo umoznené
viac efektivne kontrolovat rast nadoru (Whiteside, 2008).

V prvej Casti prace sa venujeme zmene expresie vybranych imunosupresorovych génov
v mikroprostredi nadorov v priebehu ich rastu na dvoch typoch mysSacich nadorov TC-1/A9
a TRAMP-C2. V druhej Casti sa venujeme 5-azacytidinu, cytostatiku s epigenetickymi Gcinkami a
jeho vplyvu na mikroprostredie u tychto dvoch typov nadorov. Tretia Cast je venovana vplyvu 5-
azacytidinu na nadory liecené cyklofosfamidom, o je beZne vyuZzivané chemoterapeutikum, ktoré
pri vyssich davkach ma imunosupresorové ucinky. Zaujimala nds zmena percentualneho zastupenia
jednotlivych populdcii nador-infiltrujucich imunocytov a zmena relativnej expresie vybranych génov

exprimovanych v mikroprostredi pocas terapie.
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5. Literarny prehlad

5.1 Hypotéza o imunitnom dozore

Uz v 19. storodi Rudolf Virchow poukazal na pritomnost leukocytov v neoplazmatickych
tkanivach aspojitost medzi zapalom arakovinou. R. Virchow navrhol, Ze infiltrat leukocytov
poukazuje na vznik a rozvoj rakoviny v oblastiach s chronickymi zapalovymi podmienkami (Virchow,
1863). Mikroprostredie rasticeho nadoru vytvara podmienky podobné chronickému zapalu, ktoré
zacinaju najprv ischémiou spojenou s intersticialnym opuchom, objavenim sa buniek imunitného
systému. Nasleduje narast krvnych ciev a oprava tkaniva (Aller et al., 2004; Balkwill and Mantovani,
2001). Hypotézu, Ze existuje proces, pri ktorom su nadorové bunky ni¢ené bunkami imunitného
systému (IS) organizmu predikoval v roku 1909 Paul Ehrlich a o priblizne 50 rokov neskér vedci F.
Macfarlane Burnet a Lewis Thomas tento proces pomenovali ako imunitny dozor. Ide o predpoklad,
Ze rozpoznanie a zni¢enie klonov transformovanych buniek je fyziologickou funkciou imunitného
systému, ktord sa musi uplatnit skér ako maligne bunky vytvoria Zivotu nebezpecny nador.
Transformované bunky sU rozpoznavané prostrednictvom svojich povrchovych antigénov
a nasledne eliminované imunitnym systémom (Dunn et al.,, 2002). Trvalo niekolko dekdad, kym
mohol byt tento predpoklad podporeny. Pomohli tomu nové poznatky o vrodenej a adaptivnej
imunite a boli pripravené knock-out mysi s kombinovanymi imunodeficiencami (Shankaran et al.,
2001; Shinkai et al., 1992).

Zistenie, ze imunitny systém ma svoju ulohu pri rozpoznani, ale aj vzniku, rozvoji, Uniku
primarnych nadorov viedlo k vytvoreniu konceptu oimunoeditdcii nadorov, ktory obsirnejsie
popisuje vztahy medzi nadormi a imunitnym systémom. Opisuje nielen obranné ucinky IS
organizmu pred rakovinovym bujnenim, ale aj tie neZiaduce sp6sobujlce prezivanie, ¢i dokonca aj
lepsi rozvoj nadorov. Ide o dynamicky proces, zloZeny z troch faz — eliminacia, rovnovaha a unik.
Prave faza uniku predstavuje rbézne stratégie ako sa nadory stavaju nedetegovatelnymi pre
IS. V niektorych pripadoch je IS dontteny spolupracovat a spolupodielat sa na rozvoji nadoru (Dunn
et al., 2002). K danym stratégiam patri strata nadorovych antigénov, sekrécia inhibi¢nych cytokinov
alebo znizenie expresie molekul MHC (Major Histocompatibility Complex). TakZze nedostatocna
prezentacia povrchovych antigénov s nedostatocnou kostimulaciou navodzuje imunitnu toleranciu
(Stewart and Abrams, 2008).

Nadorové bunky moézu unikndt IS dvoma spdsobmi — imunoselekciou, Cize vyberom
neimunogénnych moznosti transformovanych buniek alebo imunosupresiou imunitnej odpovede

(Hanahan and Weinberg, 2011; Swann and Smyth, 2007).
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5.2 Mechanizmy uniku nadorov

Mikroprostredie nadorov predstavuje efektivnu bariéru pred funkciami imunitného
systému. Je to z dovodu, Ze nadory nie su len pasivnym cielom hostitelského imunitného systému.
Prave naopak, aktivne reguluju fazy protinadorovych imunitnych odpovedi, vyuzivajic pritom celé
spektrum réznych stratégii a mechanizmov. Bolo identifikovanych mnoho spdsobov zodpovednych
za dysfunkciu imunocytov v mikroprostredi. Niektoré su priamo mediované faktormi
produkovanymi nadormi, kym iné su vysledkom zmien normalnych tkaniv po objaveni sa
rakovinovych buniek. NizsSie je uvedeny prehlad danych mechanizmov. (Prehlad prevzaty
z Whiteside, 2008) .

Prehl'ad mechanizmov podielajucich sa na tniku pred imunitnym systémom

A: Zdsah do indukcie protinddorovej odpovede

1. Znizena expresia kostimulaénych molekul na nadoroch alebo APC (antigen presenting
cells)

2. Zmeny TCR (T cell receptor) signalizacie v TIL (tumor-infiltrating leukocytes)

3. Expresia receptoru smrti/ ligandu na nadorovych bunkéch

4, Dysfunkcia DC (dendritic cells) a neadekvatna krizova prezenticia TAA (tumor-

associated antigens) T lymfocytom

5. Apoptdza DC v nadorom mikroprostredi

B: Neadekvdtna funkcia efektorovych buniek v mikroprostredi nddorov

Potlacenie T bunkovej odpovede vdaka Treg
Potlacenie imunitnej odpovede imunocytov vdaka MDSC

Apoptdza efektorovych T buniek v nddoroch a na perifériach

A wonN e

Mikrovezikuly (MV, exozémy) uvolfiované ludskymi nadormi aindukcia apoptdzy

CD8" buniek

C: Nedostatocné rozozndvajlce signadly

1. ZniZenie expresie povrchovej expresie molekudl MHC na nadorovych bunkach
2. ZniZenie expresie povrchovych TAA na nadorovych bunkach
3. Zmeny vexpresii molekul APM (antigen presenting machinery) komponent

v nadorovych bunkach alebo na APC

4, Potlacenie aktivity NK buniek (Natural Killer) buniek v mikroprostredi

13



D: Rozvoj imunorezistencie nddoru

1. Nedostatocna citlivost ku efektorovym bunkam
2. Vyber rezistentnych variant
3. Nadorové kmenové bunky

5.3 Uloha mikroprostredia nadoru

Pocas rastu nadoru sa vytvara mikroprostredie (Obr.1), ktoré infiltruje mnoZstvo buniek

s roznymi funkciami. Nachadzame tu efektorové bunky, schopné eliminovat nadory. Pritomné su aj

bunky s regulaénymi alebo supresorovymi funkciami. MDSC, TAM, Treg a celd skala rozpustnych

faktorov a cytokinov predstavuju klfuc¢ovu zlozku v podpore vyvoja nadorov. Zalezi na vzajomnom

pomere protinadorovych a pronadorovych ucinkov (Zamarron and Chen, 2011).

Obr. 1: Nadorové mikroprostredie
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Pocas rastu nadoru sa ustanovuje mikroprostredie zloZzené zo Sirokej Skaly buniek vratane buniek imunitného

systému, ktoré spolupracuju spolu s nadorovou strémou na nadorovej progresii. Tieto bunky spolu formuju

komplexnu regulaénd siet interakcii, ktord umozriuje nadoru vyhndt sa eliminacii.

Obr. prevzaty z (Kerkar and Restifo, 2012).
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Ndadorové mikroprostredie je vytvarané prevladajucimi bunkami nddoru, ktoré vytvaraju
Specifické interakcie so susednymi bunkami, aby podporovali progresiu nadoru a metastdzovanie.
Vstrdme sa nachadzaju rozne typy buniek — fibroblasty, vaskularne bunky hladkého svalstva,
endotelidlné bunky, epitelidlne bunky ¢i bunky imunitného systému. Tieto bunky zahfnaju efektory
oboch typov imunity, adaptivnej ato T- aj B-lymfocyty a imunity vrodenej, kde patria makrofagy
(MF), dendritické bunky, polymorfonukledrne bunky a NK bunky. Je to miesto, kde si nadorové
bunky prisp6sobuju podmienky k neoplazmatickym procesom, podpore proliferacie, prezivania i
migracie a vytvorena siet bunkovych a molekularnych interakcii napomaha ich progresii (Whiteside,
2008).

NielenZe nadory preZivaju a rozsiruju sa, ale dokazu aj napodobriovat niektoré signdlne
drahy imunitného systému. Tym vytvaraju dalSie podmienky, ktoré podporuju nadory v preZivani
a nastoluju nadorovu imunitnu toleranciu a tak unikaju imunitnému systému (Zou, 2005).

Infiltraty imunitnych buniek sa sice lisia vo velkosti a zloZeni od nadora k nadoru, ale ich
pritomnost je dokazom, Ze hostitelsky organizmus nie je neviimavy k vyvijajucemu sa nadoru. Prave
naopak, snazi sa zasahovat do jeho progresie. Na jednej strane je pritomnost tychto buniek
povazovana za snahu hostitela o rozpoznanie tychto buniek, ¢o umozni ich ndslednu eliminaciu
(Zitvogel et al., 2006). Skutoéne, mnoho prac potvrdzuje, Zze pritomnost zapalovych infiltatov
v nadoroch koreluje s lepSou progndzou stavu. Avsak spontanne vyliecenie je raritou (Baxevanis et
al., 1994; Kornstein et al., 1983; Pages et al., 2005). Na strane druhej, porovnatelné mnozstvo prac
uvadza nedostatok vyraznych korelacii medzi lymfocytarnou infiltraciou a dobrou progndzou (Sheu
et al., 1999; Stewart and Tsai, 1993). Tieto rozporuplné vysledky zostali nevysvetlené niekolko
rokov, az kym sa nezacali skimat funkéné vlastnosti nador-infiltrujucich leukocytov (TIL) (Mihm et
al., 1996). V takmer vsetkych pripadoch, TIL ziskané z nadorového tkaniva vykazuju inhibovanu
proliferaciu, znizend Udroven signalizacie cez T-receptor aznizenu schopnost cytotoxicity vo i
nadorom a schopnost produkovat cytokiny typu Thl (pomocné T lymfocyty 1.typu) po stimulacii
(Kiessling et al., 1996; Kuss et al., 1999; Uzzo et al., 1999).

Z faktu, Ze funkény status TIL vyrazne koreluje s progndzou a prezivanim pacientov
s rakovinou vyplyva, Ze porozumenie Ulohe mikroprostredia pri vytvarani Specifickych interakcii

ma vyznam a moze priniest terapeutické benefity (Pages et al., 2005).

5.3.1 Imunocyty v mikroprostredi nadoru aich uloha pri progresii

nadorov

Nadorové mikroprostredie je v su¢asnej dobe povazované za jedného z kltcovych hracov

pri vyvoji nddorov a uloha jednotlivych populacii starostlivo skiimana. Porozumenie interakciam
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v okoli nadorov by mohlo priniest terapeutické vyuZitie v budicnosti (Benencia et al., 2012). Nizsie

uvadzam prehlad jednotlivych populacii najéastejsie nachddzanych v mikroprostredi nddorov.

5.3.1.1 Myeloidné supresorové bunky (MDSC)

V 80-tych rokoch bola popisana nova bunkova linia, zndma ako prirodzené supresorové
bunky odlisné od T a NK buniek (Maier et al., 1989; Strober, 1984). Je to heterogénna populacia
skladajuca sa z myeloidnych prekurzorov a nematurovanych myeloidnych buniek (IMC). Neskor
boli definované ako myeloidné supresorové bunky (myeloid derived suppressor cells) kvoli ich
schopnosti potlacat imunitni odpoved (Bronte et al., 2000; Bronte et al., 1998). U mysi dochadza
kich akumulacii pri rozvoji patologickych stavov ako su infekcie (Marshall et al., 2001), chronicky
zapal, po podani cyklofosfamidu, pri nadorovom bujneni, reakcie Stepu proti hostitelovi (Bobe et
al., 1999; Highfill et al., 2010) alebo po stimulacii superantigénmi ako je napriklad stafylokokovy
endotoxin A (Cauley et al., 2000). U zdravych jedincov st IMC produkované v kostnej dreni. Rychlo
diferencuju do zrelych granulocytov, makrofagov a DC. Naopak pri patologickych podmienkach ako
je napriklad pritomnost nadoru dochadza k ¢iastocnému bloku v diferenciacii a k ich naslednému
rozsireniu. MDSC tak mbzeme najst v kostnej dreni, slezine a v mikroprostredi nadorov (Gabrilovich,
2009).

MDSC u mysi su charakterizované expresiou typickych povrchovych znakov myeloidnych
buniek ako su Gr-1 (Ly6G a Ly6C) a CD11b (Bronte et al., 1998) a expresiou povrchovych znakov
nezrelych stadii — CD31 (Bronte et al., 2000). V pritomnosti vhodnych rastovych faktorov (IL-4, GM-
CSF, TNFa + GM-CSF) m6zu MDSC diferencovat na efektivne antigen- prezentujice bunky. Pod
vplyvom tychto cytokinov dochadza k zvyseniu expresie kostimulaénych molekudl a molekul MHC 1.
triedy, takze mozu dozrievat na funkéné makrofagy alebo dendritické bunky (Bronte et al., 2000; Li
et al., 2004).

Zépal navodzuje produkciu a akumuldciu MDSC, ktoré su schopné blokovat CD4" a CD8"
T lymfocyty , tym blokovat imunitni odpoved' a viest k nadorovému bujneniu. Nadorové bunky
sekretuju Sirokd Skalu cytokinov, umoziujucich prildkanie MDSC do lymfoidnych orgdnoch a
do periférnej krvi, ¢im usmernuju ich Specializaciu na supresorové bunky (Kusmartsev et al., 2003).
Priklad toho ako zapal dokaze kontrolovat MDSC prichod, je dobre ilustrovany pri redukcii
zépalového potencidlu v IL-1R” my3i, kde nedochadza ku akumulacii MDSC ani k naslednej redukcii
nadoru a Sireniu metastaz (Bunt et al., 2007).

Existuji dve podskupiny MDSC. Monocyticka, sfenotypom CD11b* Ly6G Ly6C™&™
a granulocyticka, ktora ma fenotyp CD11b*Ly6G'Ly6C*" (Movahedi et al., 2008; Youn et al., 2008).
Daldie povrchové znaky su CD 80 (Mencacci et al., 2002), CD115 (Huang et al., 2006), CD16
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(Marshall et al., 2001). Taktiez exprimuju molekuly MHC I. triedy, ale nie MHC II. triedy (Gabrilovich
etal., 2001).

Ako uz ich nazov predpovedd, MDSC dokazu potlacat imunitni odpoved (Obr.2).
Aktivované MDSC kontroluji odpoved T buniek dvoma enzymami zapojenymi v metabolizme L-
argininu a to inducibilnd NO syntazu (iNOS), ktora ho metabolizuje na NO a L-citrulin (Kusmartsev et
al., 2000) a arginazu (ARG-1), ktora ochudobriuje prostredie o arginin tym, Ze ho premiena na
mocovinu a L-ornitin (Mills et al., 1992). Nasledkom toho, Ze T bunky pridu o L-arginin z prostredia,
dochadza k inhibicii ich proliferacie roznymi mechanizmami. Patri medzi ne zniZenie expresie génu
pre CD3{ retazec TCR, ¢im je zabranené bunkdm prendsat signdly potrebné pre aktivaciu, inhibicia
cyklinu D3 a zvysSena regulacia cyklin-dependentnej kindzy 4 (Highfill et al., 2010; Rodriguez et al.,
2007). Dal$im vyznamnym nasledkom aktivity ARG-1 je indukcia aroziirenie prirodzenych T
regula¢nych buniek (Serafini et al., 2008). Podstatny je aj mechanizmus, ktory zahfria iNOS a NO
produkciu. Tym dochadza kinhibicii STAT5 aJAK3 atym naslednej inhibicii expresie MHC Il
aindukcie apoptézy T buniek. Tieto enzymy mbzu spolupracovat. Ked ARG-1 odstrani
z mikroprostredia L-arginin, iNOS generuje super oxidy a NO, ktoré reaguju za vznikli velmi silnych
oxidantov, peroxynitratov. Ich vysoké hladiny sposobuju nitraciu TCR a CD8 molekul na T bunkach
a tymto nedokazu odpovedat na antigénnu stimuléciu (Gabrilovich and Nagaraj, 2009; Nagaraj et
al., 2007). Tento spOsob supresie zdielaju MDSC spolu so supresorovymi makrofagmi (Harari and
Liao, 2004; Jia et al., 2010). Expresia tychto dvoch enzymov na vysokych Urovniach je spustana
vystavenim MDSC Specifickym cytokinom, Th2 cytokinov TGFB aIL-10 pre ARG-1 a Thl cytokiny
IFNy, IL-1 IFNa pre iNOS (Mazzoni et al., 2002; Ochoa et al., 2007).

Dal3i mechanizmus potlacania imunitnej odpovede je nezavisly na L-arginine. Ide o
produkciu reaktivnych kyslikovych radikalov (ROS), TGFB (Transforming growth factor B) produkciu
¢i cysteinovu depleciu (Ostrand-Rosenberg and Sinha, 2009). ROS su produkované enzymom
NADPH oxidaza, ktora je pritomna vo vsetkych fagocytujucich bunkach anevyhnutna pre ich
funkciu (Nefedova et al., 2007). ROS, podobne ako peroxynitraty tieZz pbésobia ako katalyzator
nitracie TCR a tym zabranuju rozoznavat prislusné molekuly MHC (Nagaraj et al., 2007). TGFB, ktory
je produkovany aj MDSC sa spolupodiela na zvysenej produkcii ROS tymito bunkami (Sauer et al.,
2001). ROS su vo fagocytujucich bunkach produkované NADPH oxidazou. Transmembranova cast
tohto enzymu je oznacovana ako cytochrom b-245 (CYBB) (http://ghr.nlm.nih.gov/gene/CYBB).
V nasej prdci sa venujeme relativne]j expresii tejto podjednotky, ktord uvddzam pod nazvom ROS.

Podobne ako L-arginin, MDSC odstranuju zprostredia aj cystein, esencialnu
aminokyselinu pre aktivaciu T buniek, ktoré su zavislé na extracelularnych zdrojoch, pretoZze nemaju
dostatok enzymov schopnych konvertovat metionin na cystein azadrovenn nedisponuju

membranovym transportérom, ktory importuje cystin pre intraceluldarnu redukciu na cystein. Ani
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MDSC nie su schopné generovat cystein z metioninu, CiZze je vyzadovany transport cystinu pre
intracelularnu premenu na cystein. APC, hlave DC a makrofagy, slUzia ako rezervoar cysteinu pre T
bunky. Syntetizuju ho z metioninu a exportuju pocas antigénnej prezentacie T lymfocytom pre ich
vyzivu. lbaZze pritomnost MDSC vo vysokych koncentraciach, spbsobi import vdésinu volného
cystinu, ¢im dochddza k jeho nedostupnosti pre APC. Vysledkom je zastavenie exportu cysteinu,
kvoli comu T bunky nemdzu syntetizovat proteiny potrebné pre ich aktivaciu (Srivastava et al.,
2010).

Imnunoregulacny enzym indolamin-2,3-dioxygenaza (IDO) je enzym, ktory degraduje
tryptofan atym ho odstrafiuje z lokdlneho prostredia. Tato strata tryptofanu reguluje proliferaciu
a prezivanie T lymfocytov in vitro ain vivo, ¢o je dbleZity mechanizmus nastolovania tolerancie
(Mellor and Munn, 1999; Munn et al., 1999). Nadprodukcia IDO mdze byt silne imunosupresorova.
Spominany tryptofan-degradujuci protein je produkovany nadorovymi bunkami samotnymi
azaroven aj infiltrujucimi bunkami ako odpoved na pritomnost nadorov. Medzi ne patria DC,
makrofagy ci eosinofily (Mellor and Munn, 2004; Odemuyiwa et al., 2004). Expresia imunitnymi
bunkami je regulovana a indukovana rozlicnymi stimulmi ako su cytokiny (IFNy, IFNa), bakteridlne

antigény a kostimula¢né molekuly (Munn, 2006).

Obr.2: Mechanizmus ucinkov MDSC
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Medzi imunosupresorové ucinky sprostredkované MDSC, ktoré maju vplyv na adaptivnu
nadorovu imunitu patri aj polarizacia T lymfocytov smerom k Th2 fenotypu, ktora prispieva k rozvoji
nadorov. MDSC konaju prostrednictvom produkcie IL-10 a zniZzenou regulaciou cytokinu typu Thl
IL-12, ktory produkuju makrofagy. Ide o cyklus pozitivnej spatnej vazby, kde takto ovplyvnené
makrofagy navodzuju produkciu IL-10 v MDSC (Sinha et al., 2007).

Supresorové ucinky MDSC sa vztahuju aj na iné bunky. Asi najlepSie opisany
mechanizmus je indukcia de novo Treg. Tato indukcia nastdva po priamom kontakte bunka-bunka
alebo cez produkciu Specifickych solubilnych faktorov ako IL-10, TGFB ¢i argindzy (Huang et al.,
2006; Li et al., 2009). Studie na zvieratach ukdzali expresiu CTLA-4 (Cytotoxic T-lymfocyte-associated
protein 4) na MDSC ako prerekvizitu pre indukciu Treg (Yang et al., 2006).

MDSC tieZ potlacaju aktivitu ¢lenov vrodeného imunitného systému. Inhibuju aktivaciu,
cytotoxicitu a expanziu protinadorovych NK buniek tym, Ze zabrafuju produkcii IFNy tymito
bunkami cez bunkovy kontakt (Elkabets et al., 2010; Li et al., 2009; Liu et al., 2007).

Medzi ucinky MDSC su zahrnuté aj neimunitné supresorové mechanizmy, ktoré su
priamo potrebné pre samotny vyvin a rast nadorov ako je napriklad cievotvorba. MDSC su aktivne
privoldvané do nadorového prostredia, kde nielenZe uvolfiuju faktory podporujice formovanie
krvného rieciska, ale aj diferencuji do CD31" buniek, ktoré sa inkorporuju do nanovo sformovaného
endotelu (Yang et al., 2004). Ked su nadorové bunky injektované spolu s MDSC , nadory rastu
rychlejSie a maju zvySenu denzitu ciev a naopak, ked je inhibovana ich infiltracia do nadorov,

angiogenézia je redukovana (Yang et al., 2008).

5.3.1.2 Makrofagy (MF)

MF sa diferencuju z periférnych krvnych monocytov, ktoré sa vyvijaju z myeloidnych
progenitérovych buniek. Typicka je pre ne heterogénnost. Maju mnoho subtypov. ZaleZi na
prostredi, v ktorom sa nachadzaju (Obr.3). ZjednoduSene sa delia na klasicky aktivované (M1)
makrofagy, ktoré diferencuju po stimulacii Thl cytokinmi ato hlavne IFNy alebo po vystaveni
bakterialnym antigénom. Na druhej strane alternativne aktivované M2 makrofagy su stimulované
roznymi stimulmi. Th2 cytokinmi IL-4 alebo IL-23 (M2a), imunokomplexami, LPS, TLR (M2b), IL-10,
TGFP alebo glukokortikoidmi (M2c) (Martinez et al., 2009).

M1 sekretuju velké mnozstvo prozdpalovych a imunostimulaénych cytokinov (TNFa, IL-
1, IL-6, IL-12, IL-23) (Sindrilaru et al., 2011). Taktiez mdZu uvoltiovat velké mnoZstvo enzymu iNOS,
ktory metabolizuje arginin na NO a citrulin. NO sa méZe spolupodielat na protinddorovej obrane
ako jeden z prostriedkov, ktoré MF pouzivaju v boji s parazitmi (Modolell et al., 1995). Produkuju
reaktivne kyslikové radikaly (Sauer et al.) , dusikaté intermediaty a mézu mat cytotoxické ucinky

voci transformovanym bunkam (Gordon and Martinez, 2010). K typickym znakom expresie M2
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makrofagov patri expresia IL-10, ktorda ma svoj vyznam pri nadorovej progresii (Sindrilaru et al.,
2011). M2 indukuju expresiu arginazy |, ktord metabolizuje arginin na L-ornitin a mocovinu.
Polyaminy odvodené z L-ornitinu su z jednym vyZivovym faktorom pre proliferaciu nadorovych
buniek (Auvinen et al., 1992; Odegaard and Chawla, 2008).

TAM (tumor-associated macrophages), ako dominantna zlozka infiltrujicich leukocytov,
maju ulohu v nadorovom raste (Balkwill et al., 2005). Ich uloha je stdle kontroverzna. Bolo zistené,
Ze u kolorektalnych karcindmov st TAMy prozapalové, maju protinadorovu Glohu a ich pritomnost
znamena dobru progndzu. Exprimuju cely rad prozdpalovych cytokinov ako su IFNy, IL-1, IL-6, ktoré
aktivuju Thl odpoved (Ong et al., 2012). Na druhej strane u mnohych nadorov su TAMy povaZované
ako protizdpalové akoreluju so horSou prognézou. Epidemiologické Studie naznacuju, Ze
mikroprostredie bohaté na makrofagy vyvinie agresivny nddor svysokym potencidlom

metastazovat (Nardin and Abastado, 2008).

Obr.3: Polarizacia makrofagov a ich funkcie
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MF ako velmi heterogénna populdcia mozu byt schematicky rozdelené na dve hlavné triedy — M1 a M2.
Monocyty diferencujua na M1 (klasicky aktivované MF). Produkuju vysoké hladiny IL-12,IL-1, IL-23, TNFa a su
charakteristické cytotoxickou aktivitou. Bojuju proti mikroorganizmom a transformovanym bunkdm. Na
strane druhej si M2 MF (alternativne aktivované), ktoré diferencuju tiez z krvnych monocytov za inych
podmienok. Uvolfiuju velké mnozstvo latok okrem inych cytokin IL-10. M2 zbieraju vzniknuty odpad, su
zapojené v cievotvorbe, remodeldcii aoprave zni¢eného tkaniva. Ked sa nahromadia v nadorovom
mikroprostredi, vykonavaju rovnaké funkcie atym napomahaju samotnému nadoru. M2 makrofagy

kontroluju zapal , ktory zapocinaju M1 makrofagy. Obr. prevzaty z (Solinas et al., 2009).
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Makrofagy infiltruju neoplastické lézie uz od skorych $tadii tumorigenéze. Bunky nadoru
a stromy sekretuju mnozstvo chemoatraktantov, ktoré prilakaju cirkulujice monocyty. Na mieste
monocyty diferencuju na MF hlavne vdaka pritomnosti M-CSF (macrophage-colony stimulating
factor), produkovaného nadorovymi bunkami. Tieto MF nadobudnu vlastnosti imunosupreorovych,
pronadorovych efektorov (Smith et al., 1995).

TAM limituju cytotoxicitu v prostredi okolo nadorov, ¢o napomaha samotnému nadoru.
TAM su typu M2, ktoré sekretuju velké mnoizstvo IL-10, ktory suprimuje cytotoxicku aktivitu T
buniek inhibovanim Th1 buniek simultdnne s NK bunkami (Guruvayoorappan, 2008). Dalej IL-10
posobi aj autokrinne a suprimuje produkciu IL-12, potencidlneho protinadorového cytokinu
(Matsuda et al., 1994). Liecba tymto cytokinom redukuje uvolfiovanie M2-asociované chemokiny a
sposobuje narast tvorby M1-indukovanych chemokinov (Watkins et al., 2007; Watkins et al., 2009).
IL-10 dokaze zaroveri inhibovat uvolnenie IFNy, cytotoxického faktoru stimulujicého diferenciaciu T
buniek (Wyckoff et al., 2004).

Pbésobenie TAM na mikroprostredie méze spOsobit aj zvySenie invazivity buniek.
Makrofagy su pravdepodobne najaktivnejsim ¢lenom pri remodeldcii matrix v okoli nddorov vdaka
svojej produkcii MMP (matrix metaloproteinazy) ainych proteolytickych enzymov (Mason and
Joyce, 2011). Hagemann akol. demonstrovali kultivaciou TAM a nadorovych buniek zvySenu
expresiu MMP, ktoré degraduju proteiny extracelularnej matrix a tym napomahaju metastazovaniu
(Hagemann et al., 2004).

TAMy produkuju velké mnoZstvo rastovych a aktivacnych faktorov pre nadorové
a stromalne bunky ako su EGF (Epidermal growth factor), FGF (Fibroblast growth factor), VEGF
(Vascular endothelial growth factor) a TGFP. Tieto faktory priamo ovplyviuju proliferdciu
nadorovych buniek a zvySuju rezistenciu voci apoptotickym stimulom (Kalluri and Zeisberg, 2006;
Mantovani et al.,, 2008). Taktiez su zdrojom IL-6, ktory poskytuje signdly pre prezivanie
a proliferaciu malignych buniek nadorov epitelidlneho a hematopoetického povodu (Grivennikov et
al., 2009; Ribatti and Vacca, 2009). IL-6 aktivuje STAT3 (Signal transducer and activator of
transcription 3) signdlnu drahu. V nadorovych bunkach STAT3 indukuje expresiu génov potrebnych
pre postup bunkovym cyklom (cyklin D) a potlacenie apoptdzy (Bcl-XL, Bcl-2) (Liu et al., 2010).

Vyraznym spésobom sa podielaju na cievotvorbe. TAM sa akumuluju v hypoxickych
oblastiach nadorov. Ked sa adaptuju na hypoxické mikroprostredie, zaéni produkovat rdzne
proangiogénnych faktory ako si VEGF, bFGF a glykolytické enzymy, ktoré si pod kontrolou
transkrip¢nych faktorov HIF-1 a HIF-2 (Guruvayoorappan, 2008).

V zavislosti od stupria aktivacie a od tkanove] lokalizacie sa liSia expresné znaky na
povrchu TAM, preto je naroéné ich identifikovat (Hashimoto et al., 2011). VSeobecne mo6zu byt

ludské aj mysie TAM identifikované prietokovou cytometriou vdaka vysokej expresii CD11b, CD14
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a klasickych antigénov pre leukocyty ato CD45. Mysacie TAMy sa bezZne identifikuju expresiou
F4/80, ¢o je transmembranova molekula nezndmej funkcie (Joyce and Pollard, 2009).

Makrofagy su dobrym cieflom pre biologicku protinadorovu terapiu. V sucasnej dobe sa
uvazuje nad odstranenim TAM z mikroprostredia, inhibiciou putovania monocytov do nadorov,

antianiogenéziou ¢i konverziou M2 typu na M1 (Hao et al., 2012).

5.3.1.3 CD8" T lymfocyty

Cytotoxické T bunky predstavuju jeden z najdoleZitejSich efektorovych mechanizmov
v protinadorovej obrane (Titu et al., 2002). Rozozndvaju povrchové antigény, ktoré su na povrchu
prezentované pomocou molekul MHC I. triedy. Po rozpoznani Ag klonalne proliferuju a diferencuju.
Sucastou diferenciaénych procesov je vytvorenie velkého mnoZstva modifikovanych lyzozémov
naplnenych perforinom a niekolkymi typmi granzymov (Loose and Van de Wiele, 2009). Takto
aktivované cytotoxické bunky mézu sprostredkovat S$pecificki destrukciu rozpoznanych buniek
vypustenim lytickych komponentov. Tieto komponenty porusia membranu cielovej bunky a aktivuju
apoptotickd drahu (Atkinson and Bleackley, 1995).

Aktivita CD8" buniek je obmedzend na pritomnost molekul MHC I. triedy, a preto strata
expresie tychto molekdul je nepochybne hlavnou Unikovou cestou nddorovych buniek, vdaka ktorej
sa mnoho MHC I. triedy deficientnych karcinédmov stava agresivnejsimi a invazivnejsimi (Levin et al.,

1991).

5.3.1.4 CD4" T lymfocyty

Zlozka adaptivnej imunity, ktord ma ulohu pri imunithom dozore. Tieto bunky
rozoznavaju ag prezentované na molekuldch MHC Il. triedy, pritomnych na APC. V zavislosti na
cytokinovom profile sa tieto bunky rozdeluju na dve podskupiny a to pomocné T bunky 1.typu (Th1)
alebo pomocné T bunky 2. typu (Th2). Thl bunky su podstatnou podmienkou pre proliferdciu
cytotoxickych T lymfocytov, nakolko su producentmi IL-2, ktory je nenahraditelny pre ich aktivaciu.
(Loose and Van de Wiele, 2009).

Medzi mnohymi faktormi, ktoré produkuju Th1l a CD8" bunky sa javi, Ze IFNy je jednym
z najvyznacnejSich cytokinov, ktoré ochranuju pred vznikom a brania vyvoju rakoviny (Zamarron

and Chen, 2011).

5.3.1.5 Natural Killer bunky (NK)
Aktivacia CD8" cytotoxickych buniek vyZaduje &as, ktory poskytuje nddorovym bunkam

vyhodu a mozZnost uniknu tak pred eliminaciou. Preto sa uplatriuje zloZka vrodenej imunity a to NK

22



bunky. Tieto bunky nie si obmedzené na pritomnost molekil MHC, ¢ize ich velkou prednostou je
fakt, Ze dokazu eliminovat nadory, ktoré neexprimuju molekily MHC na svojom povrchu. Tieto
molekuly interaguju sich inhibiénymi receptormi, killer cell imunoglobulin-like receptor (KIR)
a inaktivuju ich (Lanier, 1997). NK bunky exprimuju na svojom povrchu niekolko ligandov rodiny
TNF (Tumor necrosis factor), vdaka ktorym dokazu indukovat apoptdézu v malignych bunkach, ktoré
su fagocytované dendritickymi bunkami a makrofdgmi a spracované pre prezentaciu antigénov. Na
svojom povrchu konstitutivne exprimuju aj receptor pre IL-2 apreto su schopné reagovat na
stimulaciu prostrednictvom IL-2 zvySenou cytotoxicitou (Loose and Van de Wiele, 2009).

Strata alebo zniZenie expresie molekdal MHC |I. triedy prindasa karcindmom vyhodu
v podobe odolnosti vo&i CD8" bunkdm, zaroven sa v3ak stavaju cielom NK buniek (Gati et al., 2004).

Stile nie je Uplne jasné, ako sa dari nddorovym bunkdm preZivat selekciu CD8"
lymfocytov a NK buniek. Zda sa, Ze karcindmové bunky dokazu najst rovnovdhu medzi
pritomnostou molekul MHC, tak aby sa vyhli NK cytotoxicite a stratou expresie MHC, ¢im sa stanu
neviditelnymi pre CD8+ bunky. Kompletna strata molekul MHC na svojom povrchu je raritou, ¢o sa
vysvetluje prave potrebou nadorovych buniek inhibovat aktivitu NK buniek (Passlick et al., 1996;

Redondo et al., 1991).

5.3.1.6 T regulacné lymfocyty (Treg)

Imunosupresorové CD4" CD25" Foxp3* dokaZu inaktivovat efektorové, pomocné T bunky
a B lymfocyty. Pre svoju aktivaciu, Treg produkuju protizapalové cytokiny IL-10 a TGFB, taktiez
exprimuju povrchové molekuly CTLA-4, ktoré viazu molekuly rodiny B7 na APC, ¢oho vysledkom je
inhibicia T aj B lymfocytov. Mnoho Studii poskytuje informdacie o zvySenej pritomnosti Treg buniek
v krvi onkologickych pacientov v porovnani so zdravymi darcami atiez o ich pritomnosti priamo
v nadorovych lézidch, kde okrem iného produkuju velké mnoZstvo imunosupresorového cytokinu
TGFB (Woo et al., 2001). Prave zvySené mnozstvo Treg v mikroprostredi moze hrat jednu z hlavnych
Uloh pri navodeni imunotolerancie voc¢i nadorovym bunkam, ktoré ich moézu nasledne vyuZivat ako
efektivnu stratégiu na unik pred imunitnym systémom (Esendagli et al., 2008; Griffiths et al., 2007,
Liyanage et al., 2002).

Pritomnost Treg v mikroprostredi je spojena s nezrelymi DC, Th2 typickym cytokinovym
profilom, prostaglandinom E2 a aktivitou indolamin-2,3-dioxygendzy (Witkiewicz et al.), ktord
sposobuje lokalne odstranenie tryptofanu (Kaporis et al., 2007; Sharma et al., 2003; Sharma et al.,

2005; Witkiewicz et al., 2008).
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5.3.1.7 Th17 lymfocyty

Su to T bunky produkujice mnozstvo IL-17. Naivné CD4" T lymfocyty preferenéne
diferencuju na Th17 ako odpoved na pritomnost TGFB a IL-6, sprostredkovane cez Stat3 aktivaciu.
Dal$im vyznamnym faktorom je IL-23, neddvno identifikovany prokarcinogénny cytokin (Kortylewski
et al., 2009), podporujuci zapal, angiogenézu a v mikroprostredi redukuje infiltraciu CD8* buniek
(Langowski et al., 2006). Pritomnost Th17 v mikroprostredi méze mat opaény u¢inok ako Th1l CD4 *
lymfocyty, ktoré produkuju IFNy (Littman and Rudensky, 2010).

Pritomné a aktivované Th17 bunky vytvaraju chronické prostredie so zdpalovymi
faktormi, ktoré aktivuju TAM a podporuju samé seba a preZivanie nadorovych buniek (Zamarron

and Chen, 2011).

5.3.1.8 Dendritické bunky (DC)

Specializované antigén prezentujice bunky, ktoré pohlcuju, spracovavaju a prezentuju
antigény typické pre nadory T bunkam. Rozozndvame dve odlisné skupiny DC a to myeloidné (MDC)
—CD33" CD11c" a plazmacytoidné (PDC)- CD123'CD45R*CD11c. Vznikaju v kostnej dreni ako nezrelé
iDC a dozrievaju po tom, ¢o pohltia cudzi Ag. Putuju do lymfatickych uzlin atam prezentuju
pohltené Ag T bunkdm a tym iniciuju ich aktivaciu (Gottfried et al., 2008).

DC su pritomné aj v mikroprostredi nadorov (TA-DC ,tumor-associated dendritic cells).
Pod vplyvom IL-10, VEGF a prostadlandinu E2 majd imunsupresorové ucinky, su neschopné
indukovat SpecifickG imunitni odpoved a dokonca maju svoj podiel pri rozsireni Treg. Na svojom
povrchu vykazuju nizku expresiu kostimulacnych molekul. Okrem imunitnej ,paralyzy”, su tiez
schopné produkovat angiogénne faktory atym podporit cievotvorné procesy v mikroprostredi
(Curiel et al., 2004; Fainaru et al., 2010). Ked'su kultivované v pritomnosti nddorovych faktorov, tak
prechddzaju procesom endotelializacie (Conejo-Garcia et al., 2004).

Bola vyvinutd znac¢na snaha k vyuZzitiu DC, tak aby indukovali nador-specifickd imunitu
(Ridgway, 2003). Zamerom vakcin zaloZenych na DC pre protindadorovu terapiu je urobit z DC ucinne
APC atym stimulovat antigén 3pecificki CD4" a CD8" T bunkovl odpoved. Aj ked su vakciny
zalozené na DC schopné indukovat imunitni odpoved' u pacientov, tak len zriedkavo maju pozitivne
klinické wvysledky. Hlavnhym dévodom je pravdepodobne inhibicny efekt nadorového
mikroprostredia, ktoré pdsobi svojimi imunoregulaénymi aj imunosupresorovymi bunkami
arozpustnymi faktormi. Preto jednou znajnovsich stratégii ako pripravit Gcinnd vakcinu je

preprogramovanie supresorového mikroprostredia nadorov (Gilboa, 2007).
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5.3 Nadorova terapia a mikroprostredie nadorov

Bezne pouzivané terapie, radio- a chemoterapie, nie su nadorovo Specifické s maju
neZiaduce ucinky na normdlne tkaniva. Preto sa v suéasnej dobe uvaZzuje nad viac Specifickymi
moznostami. Nas imunitny systém je schopny rozoznat nadorové bunky a ma délezitd dlohu ich
kontrole, no zdroven aj progresii. T lymfocyty, protildtky Specifické na TAA a zlozky neSpecifickej
imunity beZzne nachadzame u pacientov s rakovinou (Bindea et al., 2010; Knutson and Disis, 2005).

Ako bolo spominané v predchadzajucej ¢asti, nddory vytvaraju vo svojom okoli Specifické
prostredie, kde c¢asto dochadza kvytvoreniu imunosupresorovych podmienok. A prdve tieto
podmienky, ktoré umoziuju nadorovu progresiu, spdsobuju zniZzenie efektivnosti imunoterapie.
Preto ma vyznam porozumiet mechanizmom a interakciam, spdsobujice potladenie imunitnej
odpovede. Pretoze ich pochopenie modze priniest nové stratégie, ktoré by mohli oslabit tuto
navodenu toleranciu (Whiteside, 2010).

Je ¢im dalej, tym viac jasné, Ze k vyvinutiu Uspesnej protinadorovej terapii sa bude
pravdepodobne zakomponovat mnoho rdznych protinddorovych mechanizmov, aby dokazali
prekonat imunosupresorové mikroprostredie. Medzi hlavné stratégie patri ochrana efektorovych
buniek pred regulacnymi bunkami Treg a MDSC a pred cytokinmi, ktoré produkujd. Inhibiciou
metabolickych intermedidtov dosiahnut ¢o najdlhsiu aktivaciu a prezivanie efektorovych buniek.
Zaroven sa mbzu rézne imunosupresorové mechanizmy lisit od nadora k nadoru alebo sa menit
v priebehu progresie. Preto nacasovanie a ,usitie na mieru” stratégie imunoterapie bude vyZzadovat
presny prieskum kedy a ako dané mechanizmy ucinkuju (Stewart and Smyth, 2011).

Dalej sa venujem popisu chemoterapeutik, ich G¢inku a vplyvu na mikroprostredie, ktoré

boli pouzité v pokusoch.

5.4.1 Pouzita chemoterapia

5.4.1.1 5-azacytidin (5AC)

Karcinogenéza moze tieZ vzniknut ako nasledok réznych aberacii tykajucich sa metylacie
DNA ato vzmysle hypermetylacie promdtorov alebo prvych exénov  génov zapojenych
v rakovinovom bujneni atie mdéziu mimikovat Ucinky mutécii nador-supresorovych génov Ci
proonkogénov a globdlnej hypometylacie (Motoyama and Naka, 2004).

5AC (Obr. 4) bol prvykrat syntetizovany v roku 1964 a testovany ako pyrimidinovy analég
s klinickou Specificitou pre akdtnu myelogénnu leukémiu (Sorm et al., 1964). Momentdlne je
schvaleny Uradom pre kontrolu potravin a lie¢iv (FDA) ako lie¢ivo na myelodysplasticky syndrém.

Napriek desatrociam snahy je stdle mechanizmus jeho Ucéinku a jeho interferencii s RNA

a DNA metabolizmom nejasny (Kiziltepe et al., 2007).
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Obr. 4: Struktura cytidinu a 2'-deoxy-cytidinu a ich analdgy 2'-deoxy-5-azacytidin a 5-azacytidin
Obr. prevzaty z (Sampath et al., 2003)
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Priblizne 80-90% 5AC je inkorporovanych do RNA pozdi# celej sekvencie, ¢o nakoniec
vedie krozpadu polyribozémov, poruchdm metyldcie a akceptorovych funkcii tRNA, inhibicii
translacie, rozvrateniu mRNA a proteinov anasledne kapoptdze. Mald frakcia 10-20% 5-
azacytidinu monofosfatu (5AC-CMP) je cez intermediat 5AC difosfat (SAC-CDP) je premenena na 5-
aza-dCDP enzymom ribonukleotidova reduktaza (RR), nasledovand fosforylaciou na 5AC dCTP (-5-
aza-2'-deoxycytidin trifosfat DAC). Ten sa inkorporuje do DNA akovalentne viaze DNA
metyltransferazy (DNMT) a tym inhibuje ich aktivitu (Obr.5). DNMT pridavaju metylové skupiny na
cytozin v ramci CpG dinukleotidov v promdtorovych oblastiach, ¢im ho hypermetyluju a spbsobia
epigenetické umlcanie expresie génov. 5AC je hypometylacné Cinidlo (Kiziltepe et al., 2007;

Kuykendall, 2005).

Obr.5: Navrhovany mechanizmus 5AC pri AML
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5AC je fosforylovany na SAC-CTP a inkorporovany do RNA. Cast frakcie SAC je cez medziprodukt SAC-CDP
konvertovana na 5AC-dCDP enzymom RR, fosforylovany na 5AC-dCTP (DAC), ktory sa podla predpokladu

inkorporuje do DNA. Obr. prevzaty z (Aimiuwu et al., 2012)
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Dalo by sa ocakavat, Ze po ovplyvneni DAC, bude jednoducho dochadzat k redukcii
metylacie DNA. IbaZe spdsob demetylacie 5AC sa zda byt zloZitejsi, pretoze sa ukazalo, ze jeho
Uc¢inky maju dudlny charakter. Okamzity cytotoxicky Uucinok je nasledovany indukciou
hypometylacie DNA. Ktory Gc¢inok bude prevladdat zavisi na podanej davke (Gowher and Jeltsch,
2004). Ked su k bunkam pridané tieto latky, tvorba kovalentnych formacii DNMT zastavuje
replikaciu a transkripciu a indukuje DNA opravy s vysokym stupfom homolognych rekombindcii.
V zavislosti na mnoZstve podanej latky, bunky bud’ preziju tuto fazu alebo umieraju, ¢o vysvetluje
cytotoxicitu zavisli na davke. Prezivajuce bunky maju nedostatok ucinnych DMMT a to sp6sobuje
globalnu hypometylaciu novo syntetizovanej DNA (Juttermann et al., 1994) .

Epigenetické Cinidla ako je prave 5AC su slubnym cytostatickym lieCivom nielen kvéli ich
vplyvu na nddorové bunky. Ich dalsim uc¢inkom je zniZzovanie mnozstva MDSC v rastucich nddoroch
¢i v nadoroch po liecbe cyklofosfamidom (CY) ako ukazuju nase predbezné vysledky. Mechanizmus,
preco je tomu tak ostava stdle neobjasneny. 5AC spbsobuje signifikantnl znizenu regulaciu JAK
(Janus kinase)/STAT3/STATS signalnej drahy. Proteiny rodiny STAT maju dvojakd ulohu. Niektoré,
ako napriklad STAT1 sa podielaju na zvySenej protinddorovej imunite. Ostatné maju svoj podiel pri
rozvoji nadorova okrem iného aj na expanzii MDSC, a to prave STAT3, STAT5 ainé (Xiong et al.,
2009).

Bol preukdzany vplyv 5-azacytidinu na interakcie nddorovych buniek s bunkami
imunitného systému a jeho ucinky na imunocyty (Tomasi et al., 2006). Liecba 5AC obnovila
expresiu molekul MHC l.triedy na MHC I.-deficientnych nadorovych bunkdch a ucinila ich tymto
pristupnymi pre cytotoxické T-lymfocyty (Manning et al., 2008; Simova et al., 2011) a mala vplyv aj
na maturaciu DC (Stepanek et al., 2011). TieZ sa ukdzalo, Ze liecba 5AC sp6sobuje diferencidciu
nezrelych CD11b" myeloidnych buniek na zrelé bunky, schopné antigénnej prezentdcie (Daurkin et
al., 2010).

Kinkorporacii ainhibicii DNMT dochddza pocas replikacie. Preto su tieto cinidla
potencionalnymi protinddorovymi liecivami, kedZe su ucinne v bunkdch, ktoré sa aktivne delia
(Constantinides et al., 1977). V sucasnosti je vyuzivana epigenetickd manipulacia gendmu nielen
ako nadorova terapia ale aj pre iné ochorenia. Jednym z pristupov je prave inhibicia DNMT
k dosiahnutiu demetyldcie DNA z dovodu reaktivacie aberantne umléanych génov, ¢o sa da
dosiahnut pouZitim tychto analdgov. IbaZe su cytotoxické a mutagénne, ¢o obmedzuje ich aplikaciu.
Dal3ou zjavnou nevyhodou je fakt, e nep6sobia na urcité vybrané gény, ale spdsobuji globalnu
demetylaciu gendmu. Je to tolerovatelné u rakovinovej terapie, kde je jednym z cielov napriklad
indukcia apoptdzy reexpresiou uml¢anych génov, no nie u menej zavaznych ochoreni (Gowher and

Jeltsch, 2004).
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5.4.1.2 Cyklofosfamid (CY)
Alkylac¢né cinidlo CY (Obr.6) sa rozsirene pouziva ako protinddorové liecivo ato bud
samotné alebo v kombindcii sinymi lieCivami (Emadi et al., 2009). Alkyla¢né cinidla sposobuju

prekrizenie oboch DNA retazcov, ¢o vedie k ich zlomu a tym k smrti bunky (Colvin, 1999).
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Tiez sa pouziva pred transplantdciou kostnej drene. LieCenie CY spbsobuje vazine

Obr.6: Struktura cyklofosfamidu

poskodenia hematopoetickych a lymfoidnych tkaniv, ¢o vedie k zavainym leukopéniam. Ked' je CY
aplikovany samostatne, hematopoetickd obnova nastane vidy, dokonca aj pri najvyssich
aplikovatelnych davkach, ¢o poukazuje na relativnu rezistenciu kmenfovych buniek na cytotoxické
efekty cyklofosfamidu (Botnick et al., 1976).

Ked' sa poda mensia davka CY ako sa rutinne podava v klinickej lie¢be, tak sa moze zvysit
protinddorova odpoved, napriklad odstranenim Treg (Machiels et al., 2001) ¢i zvySenou expresiou
maturacnych markerov DC (Wada et al., 2009).

Po aplikacii CY narastd hladina IFNy a dalSich prozapalovych cytokinov v sére a zvysuje
mnoiZstvo CD11b" myeloidnych supresorovych buniek in vivo (Curiel et al., 2004; Shimizu et al.,
1999; Shimizu et al., 2002). Hromadenie MDSC nastava aj po aplikacii vysSej davky CY, ale vysledky
o ich funkcii su kontroverzné. Myeloidné bunky zo slezin mysi, ktoré sa hromadili po ovplyvneni CY
mali nador-inhibi¢ny efekt u mysieho modelu prsného karcindmu (Pelaez et al., 2001). No na
druhej strane, bolo tiez publikované, ze cyklofosfamidom indukované nezrelé myeloidné bunky su
schopné potlacat delenie T lymfocytov (Angulo et al., 2000).

MDSC akumulované po podani CY (CY-MDSC) sa fenotypovo aj funkéne lisia od tych,
ktoré sa akumuluju pocas rastu nddoru (TU-MDSC). MDSC nahromadené po CY obsahovali vyssie
percento monocytarnych myeloidnych supresorovych buniek (MO-MDSC), ktoré vykazuju CD11b*
Ly6G * Ly6C " IL-4Ra’ fenotyp. TU-MDSC sa skladali najma z polymorfonukledrnych MDSC (PMN-
MDSC), ktoré maju CD11b* Ly6G* Ly6C"® IL-4Ra’ fenotyp (Youn and Gabrilovich, 2010) a tie? z
populacie MO-MDSC. Rozdiel medzi danymi MO-MDSC populdciami nebol velmi dramaticky, ale
predpoklada sa, Ze ma to svoj biologicky vyznam vzhladom k faktu, Ze PMN-MDSC maju vyssiu
expresiu imunosupresorovych génov v porovnani s MO-MDSC. Napriek rozdielu v expresii tychto

génov aj TU- aj CY-MDSC urychlovali rast nadoru (Mikyskova et al., 2012; Movahedi et al., 2008).
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6. Ciele prace

Progresia nadorov aich chemo- ¢i imunoterapia je spojend so zmenami v zastUpeni
a aktivite jednotlivych bunkovych populacii v mikroprostredi nddoru, ¢o je spojené so zmenami
v expresii génov charakteristickych pre tieto populdcie, pripadne kodujucich proteiny, ktoré
sprostredkovavaju imunosupresiu. Cielom tejto prace bolo na mysacich modeloch TRAMP-C2 a TC-
1/A9 charakterizovat zmeny v zastUpeni vybranych populacii imunocytov a dalej zmeny v celkove;j
expresii vybranych génov kddujucich proteiny dolezité pre imunosupresiu v priebehu rastu alebo
chemoterapie nadorov.

Jednotlivé ciele boli:

1. Zistit zmenu expresiu vybranych imunosupresorovych génov v mikroprostredi pocas
rastu nddorov TRAMP-C2 a TC-1/A9

2. Zistit percentudlne zastUpenie jednotlivych TIL v mikroprostredi nadorov TRAMP-C2
a TC-1/A9 po terapii 5AC

3. Zistit zmenu relativnej expresie vybranych imunosupresorovych génov agénov
kddujucich znaky typické pre lymfocytdrnu liniu po terapii 5AC

4. Zistit percentudlne zastupenie jednotlivych TIL v mikroprostredi nadorov TRAMP-C2
a TC-1/A9 po terapii CY a po kombinovanej terapii CY + 5AC

5. Zistit zmenu relativnej expresie vybranych imunosupresorovych génov a génov
kdédujuce znaky typické pre lymfocytarnu liniu v mikroprostredi nddorov po terapii CY apo

kombinovanej terapii CY+5AC
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7. Material a metody

7.1 Mysi

Pre in vivo experimenty boli vyuzivané samce kmerna C57BL/6 (B6), staré osem az desat

tyzdriov (Anlab Co.). Vietky experimenty boli schvalené Komisiou UMG pre ochranu zvierat.

7.2 Bunkové linie

Linia TC-1/A9 bola ziskanda z nddorov vyrastenych po podani buniek TC-1 mysiam, ktoré
boli opakovane imunizované DNA vakcinou proti HPV 16 E7 onkoproteinu (Smahel et al., 2001). Na
rozdiel od parientalnej linie TC1 je zniZzena expresia molekdl MHC I. triedy na povrchu buniek TC-
1/A9 detekovatelna prietokovou cytometriou.

TRAMP-C2 linia je odvodena od heterogénneho adenokarcindmu prostaty trangénnych
mysi Pb-T ag C57BL/6 (TRAMP). Mysi model vznikol vnesenim konstruktu zlozeného z potkanieho
promdtora pre protein probasin, ¢asti neprekladanej sekvencie a génu pre T antigén SV40 do
gendmu mysi C57BL/6. Maju zhodny klinicko-patologicky priebeh nadorovej progresie

s karcindmom prostaty u [udi (Foster et al., 1997).

7.3 Praca s bunkovymi liniami

7.3.1 Kultivacia buniek

Bunkové linie boli pestované v prislusnom médiu. Pre TC-1/A9 to bolo RPMI 1640
doplnené s 10% FCS, 2mM L-glutaminom a antibiotikami (Sigma). Pre TRAMP-C2 liniu bolo
pouzivané D-MEM doplnené s 5%FCS, Nu-Serum |V (BD Biosciences, Bedford, MA, USA), 0,005
mg/ml, hovadzi inzulin (Sigma), 10nM dehydroizoandrostreron (Sigma) a antibiotika. Kultivacia
prebiehala v plastovych kultivaénych flasiach (75 cm?, vyrobca Corning) v CO, inkubatore (37°C, 5%
CO0,). Pasadzovanie bolo robené priemerne trikrat tyzdenne v sterilnom prostredi Biohazard boxu. Po
zliati média boli bunky najprv opldchnuté PBS a potom boli uvolnené z dna nadoby pomocou
trypsinu (0,5% v PBS u TC-1/A9 a 2% v PBS a 10% EDTA pre TRAMP-C2). Jeho aktivita sa zastavuje
pridanim dvojndasobného mnozstva média s FBS. Po homogenizacii bola suspenzia centrifugovana
(1100 rpm, 10 min.), pelet buniek bol resuspendovany v médiu a pocet buniek v 1 ml stanoveny
pomocou Biirkerovej komorky. Do kultivacnej flase s 35 ml média bolo nasadenych asi 3,5 mil

buniek.
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7.3.2 Pocitanie buniek

Pocet buniek v 1 ml bol stanoveny tak, Ze 0,1 ml bunkovej suspenzie bol zmieSany s 0,1
ml trypanovej modrej, ¢ast zmesi bola prenesena do Birkerovej komorky aZivé bunky pod

mikroskopom pocitané. Trypanovd modra farbi domodra mrtve bunky.

7.3.3 Zamrazovanie buniek

Pre potrebu dlhodobejsieho uchovavanie bol pelet buniek vzniknuty po centrifugacii
pomaly resuspendovany v zmrazovacom roztoku 10% DMSO v FBS. Do 1 ml roztoku bolo pridanych
najviac 20 mil buniek, suspenzia bola prenesena do zmrazovacich ampuliek (2 ml, vyrobca Corning),
ktoré boli umiestnené do -70°C na 24 hod v $pecidlnej polystyrénovej krabicke, aby sa postupne
zamrazili a potom boli odtial vybrané a prenesené do kontajnera stekutym dusikom (-196°C)

v pripade dlhodobého zamrazenia alebo ponechané v -70 pre kratkodobé mrazenie.

7.3.4 Rozmrazovanie buniek

Ampulu so zamrznutymi bunkami bola vloZzena do zohriatej vody (cca 30°C). Rozmrazena
bunkova suspenzia bola zo zmrazovacej ampule pomaly nakvapkdvana do kyvety s predhriatym
médiom. Potom bola suspenzia centrifugovana (1100 rpm, 10 min), pelet buniek resuspendovany
v médiu a vzniknutd suspenzia prenesend do kultivacnej flaSe s médiom dopredu vytemperovanym

na 37°C.

7.4 In vivo experimenty

7.4.1 Transplantacia nadorovych buniek

Pri transplantécii nadorovych buniek bolo pouZitych 5x10* TC-1/A9 buniek v 0,3 ml
média alebo 10° TRAMP-C2 buniek v 0,3 ml média. Bunky boli mysiam injektované subkutdnne na

chrbat, miesto vpichu bolo vopred dezinfikované etanolom.

7.4.2 Chemoterapia

Ked' experimentalne nadory dosiahli velkost cca 0,5 cm?, boli my$iam podané

chemoterapeutika:
1.

cyklofosfamid (Endoxan, Baxter Oncology GmbH, Halle, Germany) v davke 200mg/kg

intraperitonealne a po siedmich drioch bol nador odobrany
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5-azacytidin (Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, Germany) v davke 100 pug/mys
intra/peritumoralne (6-9 davok kazdy druhy den v priebehu 14-21 dni v zavislosti na
experimente)
> Kombindcia CY + 5AC: 1. defi: 200mg/kg CY;
2.,4., 6. den: 100ug/mys 5AC

7. den: odobranie nadoru

5AC (3x tyzdenne 100ug/mys peritumoralne). Dva dni po poslednej liecbe 5AC (alebo 7

dni po CY), boli mysi usmrtené a nadory odobrané pre dalsiu analyzu.

7.4.3 Meranie velkosti nadorov

Pri sledovani in vivo Gcinku chemoterapeutik bola Cetnost (pofet mysi s nddorom
v skupine) a velkost merana dvakrat tyzdenne. Ako velkost nadoru bola povazovana plocha v cm” na
priereze najvacsim miestom nadoru, meranou ako sucin najdlhsieho rozmeru arozmeru nan
kolmého. Vysledky boli statisticky vyhodnotené. Bol pouzity Studentov t-test. Pre vyhodnotenie in
vivo experimentov bola vyuZitd Analyza variancii (ANOVA) Turkey-Kramer test od NCSS, Number

Cruncher Statistical System (Kaysville, Utah, USA).

7.4.4 Odstranenie nadorov

Ked' nadory dosiahli pozadovanu velkost, mysi boli usmrtené (cervikalnou dislokéciou)
anador odobrany ztela. Po ocisteni bol rozstrihany na malé kuisky, odvdieny a pouzity na

prietokovu cytometriu, izolaciu RNA.

7.4.5 Homogenizacia nadorov pre prietokovu cytometriu

Vzorka nadorového tkaniva bola homogenizovana podla Tumor Dissociation Kit od
MACS Milteyi Biotec. Kombinaciou mechanickej disociadcie s enzymatickou degradaciou bola ziskana
jednobunkova suspenzia. Do gentleMACS C tub bol pridany mix enzymov a nastrihany nador na
malé kusky. Tesne uzavreté C tuby boli prenesené na gentle MACS Dissociator a bol pouzity
program m_impTumor_02. Po skonéeni programu sa vzorky nechali inkubovat na 40 min pri 37°C
pri stdlej rotdcii vinkubatore. Po inkubdcii boli vzorky v C tubach prenesené na gentle MACS
Dissociator a program m_impTumor_03 bol zapnuty. Po skonceni programu boli vzorky kratko
centrifugované. Resuspendované vzorky boli prefiltrované do 15 ml skimaviek a bunky boli
premyté s10 ml média. Suspenzia bola centrifugovana (300 rpm, 7 min), resuspendovan3,

spocitana a pripravena na separaciu na MACS a prietokovu cytometriu.
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7.4.6 Magneticka separacia

Pre separdciu CD45" pozitivnych buniek bola vyuZitd magnetickd separacia na MACS
(magnetic-activated cell sorter). K bunkam bol najprv pridany 10 ml MACS pufor a boli stocené
(1200 rpm, 10 min). Po zliati média k nim bolo pridanych 400 ul pufru a 50 pl Macs protilatky proti
CDA45, ktora je naviazana na kovové gulicky. Zmes bola pretrepand a ponechand k inkubacii 15 min
v chladnicke. Po inkubdcii bola zmes premyta nadbytkom MACS pufru (cca 20 ml) a stocena (1100
rom, 10 min).Po zliati supernatantu bol pridany 2-2,5 ml pufor a prefiltrovany cez filter a vyslednu
zmes bola vzatd na separaciu na magneticky separator AutoMACS Pro (Miltenyi Biotec), kde bola vo
vysledku ziskand pozitivna frakcia so separovanymi CD45 * bunkami a negativna frakcia, kde boli

zvysné bunky.

7.4.7 Prietokova cytometria

Percentudlne zastupenie CD4", CD8", CD11c", CD11b*, F4/80" bunkovych populécii medzi
izolovanymi CD45" leukocytmi boli analyzované prietokovou cytometriou. Vybrané povrchové
molekuly boli oznacené monoklonalnymi protildtkami konjugovanymi s florochromami FITC, PE
alebo APC, ktoré boli zvolené tak, aby jedna vzorka obsahovala protilatky vidy znacené r6znymi
flourochromami.

Suspenzia buniek (5x10° buniek) bola najprv premytd RIA pufrom apo centrifugacii
(1100 rpm, 10 min) boli bunky resuspendované v RIA pufri na koncentraciu 1 mil/0,1 ml.

Pre minimalizaciu neSpecifickej vazby na Fc receptory bola k bunkdm pridana protilatka
anti- CD16/CD32 v mnoistve 1 ul/0,5 mil buniek. Bunky boli prenesené na 96-jamkovu platnicku. Do
kazdej jamky bolo danych 50 pl bunkovej suspenzie, tj. 5x10° buniek.

Do kazdej jamky boli pridané prislusné protilatky v mnozstve 2 ul na jamku. Jedna vzorka
kazdej skupiny bola oznacend relevantnymi protildtkami izotypovej kontroly konjugovanymi
s prislusnymi florochromami (1gG,, k konjugovana s PE). Ostatné vzorky boli oznacené naslednou
kombindaciou protilatok:

Gr-1 (PE) + CD11b (FITC) + CD45 (APC)
CD4 (PE) + CD8 (FITC) + CD45 (APC)
CD11c (APC) + CD45 (PE)

F4/80 (PE) + CD45 (APC)

96-jamkova platnicka bola potom inkubovana 30 min v tme a na lade a nasledne bolo ku
vzorkdm pridanych 150 upl RIA pufru adosticka bola scentrifugovanad (1100 rpm, 5 min)
a supernatant bol odstraneny. Takto boli vzorky premyté trikrat a nakoniec bol pelet buniek

rozsuspendovany v 150 pl FACS pufri a takto pripravené vzorky boli analyzované na prietokovom
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cytometri BD LSR Il (Becton Dickinson, USA). Vysledky ziskané zmeranim 10 000 buniek z kazdej
vzorky boli vyhodnotené pomocou programu WinMDI 2.8 (USA) avyjadrené ako priemerna

intenzita flourescence (MFI) negativnej kontroly a vzorky.

7.4.8 Homogenizacia tkaniva pre RNA izolaciu

K celkovej homogenizacii nadorov pre izoldciu RNA bol pouZivany protokol od MACS
Milteyi Biotec. Po odvazeni 0,1 * 0,02 g nastrihaného nadoru bol preneseny do M tub a boli
pridané 3 ml lyzaéného pufru temperovaného na izbovu teplotu. Pevne uzavreté M tuby boli
prenesené na gentle MACS Dissociator a program RNA_01bol pouZity. Po ukonéeni programu boli
M tuby centrifugované (2000 rpm, 1 min). Nasledne bol homogenat premiestneny do 15 ml

skimaviek a z neho izolovali RNA.

7.4.9 Izolacia a purifikacia RNA

Ku vzorkdm po homogenizacii bolo pridané ekvivalentné mnozstvo 70% etanolu ako

lyzaéného roztoku (3 ml). Dalej sa pokracovalo podla PureLink™ RNA Mini Kit (Invitrogen).

7.4.10 Reverzna transkripcia

RNA bola prepisand do komplementarnej cDNA pomocou kitu GeneAmp RNA PCR
(Applied biosystems). Reakcia prebiehala v celkovom objeme 20ul, ktory vznikol zmieSanim 11 pl
Master Mixu (MMix+), 1ug RNA a doplnenim objem PCR vodou. Pre kazdu vzorku bola pripravena
negativna kontrola ato pripravenim Master Mixu (MMix-), v ktorom bola reverzna transkriptaza
nahradena PCR H,0. Touto negativnom kontrolou bola vylié¢ena kontamindcia genédmovou ¢i inou

DNA.

Master Mixy:

MMix+ MMix-
25mM MgCl, 4 ul 4 ul
10x PCR pufor Il 2ul 2 ul
dNTP (10nM) 2ul 2 ul
Inhibitor Rnaz (20U/pl) 1ul 1l
MulLV reverzna transkriptaza (50U/ul) 1u oul
Oligo d(T)16 (50 uM) 0,5 ul 0,5 ul
Nahodné hexamery (50 uM) 0,5 ul 0,5 ul
PCR H,0 oul 1u
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Reverznd transkripcia prebiehala vtermocykle GeneAmp PCR System 2700 (Applied

Biosystems) podla teplotného profilu:

42°C 45 min
99°C 5 min
10°C 5 min-oo

Po prebehnutej reakcii bola kazda vzorka nariediend PCR vodou 4- 8x.

7.4.11 Kvantitativna PCR (qPCR)

Pre gPCR bola vyuZitd komeréna zmes iQ SYBR Green Super mix (Bio-Rad). Jej stéastou je
interkalacné farbivo Sybr Green I, ktoré po vdzbe na dvojretazcovd DNA mnohondasobne zvysuje
svoju florescenciu, ato Umerne mnoistvu produktu vznikajucemu behom reakcie. Vlastnd PCR
prebieha v celkovom objeme 10 pl. Reakéné zmesi boli pripravené pre kazdy gén zvlast,
rozpipetované do PCR dosticky a potom kaZzda jamka doplnena 4 pl prislusnej cDNA. Pre kontrolu
Cistoty reakcie bola v negativnej kontrole cDNA nahradena 4 ul PCR H,0.

Reakéna zmes:

iQ SYBR Green Super Mix (Bio-Rad) 5ul
Forward primer 0,05 ul
Reverse primer 0,05 ul
PCR H,0 0,9 ul
+cDNA 4 ul

Zoznam sekvencii pouZitych primerov:

PRIMER SEKVENCIE (5'=>3’); Forward, Reverse
CCAGAGCAAGAGAGGTATCC

B-aktin
GAGTCCATCACAATGCCTGT
CTCCAAGCCAAAGTCCTTAGAG

ARG-1

AGGAGCTGTCATTAGGGACATC

GTTCTCAGCCCAACAATACAAGA

iNOS2

GTGGACGGGTCGATGTCAC

GGTTGGGGCTGAACATTTTTC
CYBB

TCGACACACAGGAATCAGGAT

CAGGCCAGAGCAGCATCTTC
IDO

GCCAGCCTCGTG ATTCC
CD4 GGTGGAGTTGTGGGTGTTCAA
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CAGGCTCTGCCCTTGCAA

CCTACCACAGGAGCCGAAAG
CD8

TGGGCTTGCCTTCCTGTCT

CCC AGG AAA GACAGCAACCTT
FOX P3

TTCTCA CAACCA GGCCACTTG

Vlastna amplifikacna reakcia prebiehla na 384 — jamkovej dosti¢ke na pristroji LC 480

(Roche) so softwarom LCS480 1.5.0.39.

Relativna expresia vybranych génov bola posudzovand na zaklade ziskanych C; hodn6t
(treshold cycle), ktoré oznacuju cyklus v priebehu reakcie, v ktorom dochadza k akumuldcii
amplifikovaného produktu ajeho florescencia dosahuje nastavenu hranicu detekovatelnosti
signalu. Hodnoty suU zbierané v priebehu exponencidlnej faze PCR. Génovda expresia bola
normalizovand vzhladom k referenénému génu, a to B-aktinu. Relativna expresia konkrétneho génu
bola vyjadrena z nameranych C; pre B-aktin a cielovy gén pomocou vzorca 2CTt2ktin-CTicelowy gén)
hodnoty boli statisticky vyhodnotené (Studentov t-test, SD) a graficky spracované.

Produkty reakcie boli skontrolované pomocou kriviek topenia, ktoré na zaklade

charakteristickych teplot topenia (T,,) odliSia reakéné produkty od nespecifickych.

Teplotny profil qRT-PCR:

Denaturacia 1x 95°C 6 min
95°C 30s
Cyklus 45x
60°C 1 min
72°C 1 min
95°C 30s
Krivka topenia 1x 60°C 1 min
55-95°C Meranie kazdych 0,5°C
Chladenie 1x 40°C 10s

7.5 Zlozenie médii a roztokov

PBS (1x s fenolovou cervenou)
NaCl 8 g/I; KCI 0,2 g/I; KH,PO, 0,2 g/I; Na,HPO, 1,15 g/I; 2 ml/I fenol. ¢erven ,4%
Roztok pre zamrazenie buniek
10% dimethylsulfoxid (DMSO, Serva) ve fetdlnim telacom sére(PAN Biotech)
Trypsin (0,5% v PBS)
NaCl 8 g/I; KCI 0,2 g/I; KH,PO,4 0,2 g/I; Na,HPO, 1,15 g/I; trypsin 5 g/I
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Ndaraznikové systémy

RIA pufor: PBS, Azid(0,01%), 4% FBS/albumin

Kultiva¢né médium pre TRAMP-C2  DMEM (Sigma-Aldrich)

5% tepelne inaktivované fetdlne telacie sérum (PAN Biotech)

5% tepelne inaktivované Nu-sérum (Nu-Serum IV Culture

Supplement, BD Bioscience)

0,005 mg/ml hovedzi inzulin (Sigma-Aldrich)

10nM dihydroepiandrosteron (DHEA, Sigma-Aldrich)
gentamicin 40 pg/ml (Sigma-Aldrich)

amphotericin B 0,5 pug/ml (Sigma-Aldrich)

Kultivatné médium pre TC-1/A9 RMPI 1640 (Sigma-Aldrich)

Protilatky
Na MACS:
Na FACS:

10% tepelne inaktivované fetdlne telacie sérum
(PAN Biotech)
gentamicin 40 pg/ml (Sigma-Aldrich)

amphotericin B 0,5 pg/ml (Sigma-Aldrich)

CD45: Milteyi Biotec, MICRO BEADS, Mouse

Gr-1 (PE) BD Farmigen Rat Antimouse
CD11b (FITC) BD Farmigen Rat Antimouse
CD45 (APC) BD Farmigen Rat Antimouse
CD4 (PE) BD Farmigen Rat Antimouse
CD8 (FITC) BD Farmigen Rat Antimouse
CD11c (APC) BD Farmigen Hamster Antimouse
CD45 (PE) BD Farmigen Rat Antimouse
FA4/80 (PE) Biolegend Antimouse
CD16/CD32 BD Farmigen Rat Antimouse
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8. Vysledky

8.1 Zmena relativnej expresie vybranych

imunosupresorovych génov pocas rastu nadorov

Na Obr. 1 je znazornena velkost nadorov TRAMP-C2 (cm?) a TC-1/A9 (cm?) odobranych
po 30, 37 a45 droch rastu. Na tychto grafoch sa da pozorovat, ze TC-1/A9 rastu rychlejsie
v porovnani s TRAMP-C2 nadormi. Preto v ramci experimentov su TC-1/A9 odoberané skér ako
TRAMP-C2. Néadory boli odoberané v dany deri ztroch mysi. Vynimku tvori 30, deri uTC-1/A9

nadorov, ked'ich bolo odobranych 5.

Obr. 1: Velkost nadorov odobranych v 30., 37., a v 45.den

4,5 1 p<0.05;
30.denvs. 45.den
4 A u TRAMP-C2

0<0,05;

3 4 30.deri vs.37 dent

uTC1/A9 MP-C2
25 - T TRAMP-

m TC1/A9

Plocha nadorov (cm?)

30. den 37.den 45, den
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Na Obr. 2 je porovnana relativna expresia génu v mikroprostredi nddorov pre ARG-1 pri
roznych velkostiach nadorov TRAMP-C2 a TC-1/A9. Produkt tohto génu potlaca imunitné reakcie
odstranenim lokalneho zdroju L-argininu. Z grafu vyplyva, Ze relativna expresia génu pre ARG-1 sa
zvySovala pravidelne so zvadsujlcou sa velkostou u nddorov typu TRAMP-C2, ale nie u TC-1/A9.
Oznacenie ex vivo oznacuje RNA z nddorovych buniek explantovanych z mysi do tkanovej kultuary,
¢ize uz neobsahuju infiltrujice bunky. Bola skimana aj relativna expresia génu pre ARG-1
u nadorovych buniek TRAMP-C2 kultivovanych ex vivo podmienkach a porovnavali ju s relativhou
expresiou v mikroprostredi nadorov. Vysledkom bolo, Ze relativna expresia génu pre ARG-1 sa
priblizovala nulovej hodnote.

Na Obr. 3 je porovnana relativna expresia génu pre iNOS pri réznych velkostiach
nadorov TRAMP-C2 a TC-1/A9. Produkt tohto génu potlaca imunitné reakcie obdobnym sp6sobom
ako argindza ato odstranenim lokalneho zdroju L-argininu. Z grafu vyplyva, Ze expresia génu pre
iNOS sa zvysovala pravidelne so zvac¢Sujlcou sa velkostou u nadorov typu TRAMP-C2 . Kym u TC-
1/A9 sa korelacia s velkostou nenasla. Expresia v 37. defi sa dokonca zniZila. Relativna expresia génu
pre iNOS nadorovych buniek TRAMP-C2 kultivovanych ex vivo sa pribliZovala nulovej hodnote.

Volné kyslikové radikdly si tvorené NADPH oxiddzou. Bola sledovand expresia
podjednotky tohto enzymu CYBB. Pre lepsi prehlad v grafoch aj v texte je uvedeny nazov ROS. Gén
tohto proteinu je produkovany v mikroprostredi oboch nddorovych typov. U TRAMP-C2 jeho miera
expresie koreluje so zvaésujucou sa velkostou. U TC-1/A9 je jeho produkcia zvy$end, no nie je tu
zachovany trend podobny ako u TRAMP-C2 nadorov. Pokusy ex vivo ukazali, ze ROS je produkovany
v tkdnovej kultdre nadorovymi bunkami TRAMP-C2 (Obr. 4).

Pokusy boli robené na biologickych tripletoch.

Obr. 2: Relativna expresia génu pre ARG-1 v mikroprostredi TRAMP-C2 a TC-1/A9 nadorov s r6znou

velkostou
35 +

30 A T
25 -
20 A

= TRAMP-C2
15 A TC1/A9

10 -

0 aT . = T

30. den 37.den 45, den ex vivo
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Obr. 3: Relativna expresia génu pre iNOS v mikroprostredi TRAMP-C2 a TC-1/A9 nadorov s réznou

velkostou

16 -

14 -

12 -

10 -

8 - ® TRAMP-C2
p<0.05; TC1/A9

6 - 30.den vs. 37.den
u TRAMP-C2

4 _

2 - '[ T -

o N | . | | |

30. den 37.den 45, den ex vivo

Obr. 4: Relativna expresia ROS v mikroprostredi TRAMP-C2 a TC-1/A9 nadorov s réznou velkostou

2,5 -

[ = TRAMP-C2
L. TC1/A9
0,5 -
O T T T 1
30. den 37.den 45. den ex vivo
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8.2 Vplyv epigenetickej liecby 5-azacytidinom na
mikroprostredie nadorov

8.2.1 Vplyv epigenetickej lieCcby 5-azacytidinom na mikroprostredie

nadorov TRAMP-C2

5-azacytidin je cytostatikum s epigenetickym efektom na metylaciu DNA. Na Obr. 5 je
zobrazeny jeho vplyv na velkost nadorov pocas ich rastu. 5AC bol podavany peritumoralne trikrat
tyzdenne v davke 100ug/mys. Prva davka bola podand mysiam s hmatatelnym nadorov (priemer
cca 0,5cm?,35 deri). Vysledkom bolo signifikantné (p<0,05) spomalenie rastu oproti nelie¢enym
kontrolnym nadorom TRAMP-C2.

Po zmerani plochy odobranych nadorov po ukonéeni terapie, bola plocha lie¢enych
nadorov  TRAMP-C2 signifikantne mensia (p<0,05) v porovnani s nelieéenymi nddormi (Obr. 6).

V kazdej skupine boli minimalne tri nddory. Nadory boli odstranené v 65.der.

Obr. 5: Velkost nadorov TRAMP-C2 pocas terapie 5AC
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Obr. 6: Plocha nadorov TRAMP-C2 po ich odobrani z mysi po terapii 5AC
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Pri liecbe 5AC dochadzalo k spomaleniu rastu nadorov (Obr. 5 a Obr. 6), no 5AC vplyval
aj na zloZenie mikroprostredia. Nelie¢ené TRAMP-C2 nddory boli infiltrované priblizne 14,5% CD45"
bunkami. U liecenej skupiny doslo k zniZzeniu tychto buniek na cca 5% (Obr. 7).

Nasledne boli pomocou magnetickej separacie oddelené CD45" bunky (TIL) (Obr. 8)
a z tejto frakcie robena analyza jednotlivych populdcii. Gr-1 a CD11b su charakteristické znaky pre
MDSC (Obr. 9). Zo v3etkych CD45" buniek ich bolo cca 26% u kontrolnych nadorov. Epigeneticka
lie¢ba 5AC spoOsobila ich Ubytok takmer na polovicu a to na 12,5%.

Nelie¢ené nadory boli infiltrované CD4" a CD8" T lymfocytmi (Obr. 11 a Obr. 12). Pri
analyze nadorov lie¢enych 5AC bolo ich percentualne zastlpenie pod hranicu 1%. Rovnaky pripad
nastal aj u CD11c" bunky, ¢o je znak pre dendritické bunky (Obr. 10). Pokusy boli robené z troch

nadorov spojenych do jednej vzorky.

Obr. 7: Percentudlne zastupenie infiltrujlcich CD45" buniek v mikroprostredi nddorov TRAMP-C2

TRAMP-C2 TRAMP-C2 +5AC
8% CD45*

14,6% CD45*
) j2d
£ £
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Obr. 8: Frakcia nador-infiltrujacich CD45" buniek v mikroprostredi nddorov TRAMP-C2 po separacii

na magnetickom separatore AutoMACS Pro
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Obr. 9: Percentudlne zastupenie Gr-1'/CD11b* buniek v mikroprostredi nddorov TRAMP-C2 pred

a po terapii 5AC
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Obr. 10: Percentudlne zastupenie CD11c’ buniek v mikroprostredi nddorov TRAMP-C2 pred a po

terapii 5AC
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Obr. 11: Percentudlne zastupenie CD8" buniek v mikroprostredi nddorov TRAMP-C2 pred a po

terapii 5AC
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Epigeneticka liecba nadorov znamenala signifikantny pokles (p<0,05) relativnej expresie
génu pre ARG-1. Taktiez nastal nesignifikantny pokles relativnej expresie génov pre iNOS, ROS
av mensej miere aj expresie génu pre IDO. Ide o imunosupresorové gény, ktoré maju vyznamny
podiel v potlaceni aktivacie T lymfocytov. Na Obr. 13 je viditelné, Ze epigeneticka liecba zmiernila
ich expresiu, ¢o korelovalo so znizenym percentudlnym zastipenim MDSC v mikroprostredi nddorov
TRAMP-C2.

Nasledujuci graf (Obr. 14) ukazuje, Ze epigeneticka liecba 5AC nemala vplyv na zmenu
expresie znakov typickych pre T lymfocytov v mikroprostredi TRAMP-C2 nadorov. Ide o znaky jak
cytotoxickych (CD8"), pomocnych (CD4") a regulagnych (Treg) lymfocytov, ktoré st zndme svojimi
regulaénymi ucinkami a expresiou znaku FoxP3. Analyza z prietokovej cytometrie (Obr. 10 a Obr.
11) to vyvracia, pretoze tieto bunky, sice v malom zastupeni boli ndjdené v infiltrate u neliecenych
nadoroch, no po terapii 5AC nebola ich pritomnost preukazana.

Z Obr. 15 vyplyva, Ze liecba 5AC nepbsobila na relativnu zmenu expresiu génov pre
cytokiny IL-4, IL-6, IL-12 a IFNy. Nastalo zvySenie expresie génu pre IL-10, cytokinu zndmeho svojimi
supresorovymi Ucinkami, uvolfiovany najma nddor-infiltrujucimi makrofagmi. Vzhladom k velkému
rozptylu hodnét toto zvySenie nebolo signifikantné.

Celkova mRNA bola ziskand z troch nadorov v kazdej skupine.

Obr.13: Relativna zmena expresia imunosupresorovych génov v mikroprostredi nadorov TRAMP-C2

po liecbe 5AC
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Obr.14: Relativna zmena expresie génov urcujucich bunkové populdcie lymfoidnej rady

v mikroprostredi TRAMP-C2 po liecbe 5AC
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Obr.15: Relativna zmena expresie imunoregulacnych génov v mikroprostredi TRAMP-C2 po liecbe

5AC
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8.2.2 Vplyv epigenetickej liecby 5-azacytidinom na mikroprostredie

nadorov TC-1/A9

Na Obr. 16 je znazornend rastovd krivka kontrolnych nadorov TC-1/A9 a nadorov

lieCenych 5AC. Ukazuje ucinok 5AC, ktory bol v sérii pokusov poddvany rovnako ako u TRAMP-C2

nadorov a to k hmatatelnym nddorom subkutanne, peritumordlne trikrat tyzdenne v ddvke 100

ug/mys.

Dané krivky ukazuju vplyv 5AC, ktory spOsobuje nesignifikantnu inhibiciu rastu. Na Obr. 17

je zobrazend ich plocha po odobrani z mysi, ktora ukazuje, ze 5AC nemal signifikantny vplyv na

spomalenie rastu nadorov TC-1/A9 v porovnani s nadormi TRAMP-C2 (Obr. 6 a Obr. 7). Experimenty

boli robené na troch nadoroch v kazdej skupine. SlieCbou sa zacalo v 12.defi anadory boli

odstranené v 25. den.

Obr. 16:

Obr. 17:

Velkost nadorov TC-1/A9 po terapii 5AC
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Analyza nador-infiltrujucich buniek u TC-1/A9 nadorov potvrdila Uc¢inok 5AC na TIL, ktory
bol pozorovany u TRAMP-C2. Nastalo znizenie ich percentudlneho zastlpenia aj ked nedochadza
k spomaleniu rastu pocas terapie. Po jeho aplikécii do3lo k zniZzeniu CD45" buniek z 29,1% na 14,5%
infiltrujucich imunocytov, ¢o je priblizne polovica (Obr. 18). Z frakcie separovanych CD45" buniek
kleslo percentudlne zastipenie Gr-1°/CD11b" buniek z 35% na 20% v priebehu terapie S5AC (Obr.
19). Analyza CD4" a CD8" buniek sa nerobila, vzhladom k mnoZstvu pod 1%. S5AC spdsobil mierne
zvy$enie percentudlneho zastipenia CD11c" buniek zo 6,8% v mikroprostredi nelie¢enych nadorov
na 8,3% CD11c’ buniek v mikroprostredi TC-1/A9 nadoroch lie¢enych 5AC (Obr.20). Vysledky su
ziskané z troch nadorov v kazdej skupine. Pre analyzu na prietokovej cytometrii boli nddory z kazde;j

skupiny spojené do jednej vzorky.

Obr. 18: Percentudlne zastUpenie CD45" buniek v mikroprostredi nddorov TC1/A9 pred a po lie¢be

5AC
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Obr. 19: Percentudlne zastipenie Gr-1°/CD11b"* buniek v mikroprostredi nddorov TC1/A9 pred a po
lie¢be 5AC (z CD45" buniek)
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Obr. 20: Percentudlne zastipenie CD11c" buniek v mikroprostredi nadorov TC1/A9 pred a po lie¢be

5AC (z CD45" buniek)
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Terapia 5AC priniesla podobne ako u TRAMP-C2 aj unadorov TC-1/A9 signifikantné
znizenie (p<0,05) relativnej expresie génu pre ARG-1. ZniZenie expresie dalSich vybranych
supresorovych génov pre iNOS, ROS, IDO nebolo signifikantné (Obr. 21). Vysledky ukazuju
imunostimulaény efekt 5AC. Znizenie expresie tychto génov koreluje so znizenou infiltraciou MDSC.

Ani v pripade tychto nadorov, nemal 5AC vplyv na expresiu génov typickych pre T
lymfocyty. Nedochadzalo k zmene relativnej expresie génov pre CD4, CD8 a ani FoxP3 (Obr. 22), ¢o
aj potvrdzovali vysledky z prietokovej cytometrie, ktoré poukazovali na fakt, Zze v mikroprostredi
bola infiltracia pomocnymi a cytotoxickymi T lymfocyty len priblizne okolo 1% (data nezobrazené).

Dalo by sa povedat, Ze epigeneticka liecba 5AC spbsobila mierne zvySenie expresie
imunoregulacnych génov pre cytokiny IL-4 aIL-12 (Obr. 23), ¢o su cytokiny vyznamné svojimi
stimulaénymi ucinkami pre imunitny systém a protinddorovd odpoved. TieZz doslo k zvySeniu
expresie IFNy. No vzhladom k velkym odchylkam, tieto vysledky neboli signifikantné.

Pokusy boli robené na biologickych tripletoch.

Obr. 21: Relativna zmena expresie imunosupresorovych génov v mikroprostredi nadorov TC-1/A9

po liecbe 5AC
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Obr. 22: Relativna zmena expresie génov urcujucich bunkové populacie lymfoidnej rady

v mikroprostredi TRAMP-C2 po lie¢be 5AC
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Obr. 23: Relativha zmena expresie imunoregulacnych génov v mikroprostredi TC-1/A9 po liecbe

5AC
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8.3 Vplyv CY a kombinovanej terapie na mikroprostredie

nadorov

8.3.1 Vplyv CY a kombinovanej terapie CY+5AC na mikroprostredie
TRAMP-C2 nadorov

Rastovd krivka kontrolnych nddorov TRAMP-C2, nddorov lieCenych CY a nadorov
lieCenych CY+5AC ukazuje na fakt, Ze pri kombinovanej terapii hmatatelnych rastucich nadorov
pomocou CY+5AC doslo k eSte vacsiemu spomaleniu rastu v porovnani s monoterapiou (Obr. 24)
a ze velkost odobranych lie¢enych nadorov bola signifikantne (p<0,05) mensia ako nelie¢ené nadory
TRAMP-C2 (Obr. 25). Mysiam nesuUce nadory bola podana peritonedlne jednorazovd davka
cyklofosfamidu (200mg/kg, 22. der) apotom trikrat tyZzdenne im bol poddvany 5-azacytidin
intratumoralne (od 27 dna, 100ug/mys). Pokusy boli robené na biologickych tripletoch, odobrané

v 30. den po injektovani.

Obr. 24: Velkost nadorov TRAMP-C2 pocas terapie CY a kombinovanej terapie CY+5AC
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Obr.25: Plocha nddorov TRAMP-C2 po odobrani z mysi po terapii CY a kombinovanej terapii CY +
5AC
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Percentudlne zastipenie CD45" (Obr. 26) buniek preukazuje G¢inok CY, ktory vo vy33ej
davke ma imunosupresorové Ucinky (200mg/kg) a spdsobuje vyssiu akumulaciu imunocytov
v mikroprostredi nadorov. Nelie¢ené nadory boli infiltrované 14,1% CD45" bunkami po terapii
cyklofofamidom ich percentudlne zastupenie stuplo na 26,2% a po kombinovanej terapii ich bolo
17,5%. CD45" bunky boli oddelené na magnetickom separatore AutoMACS Pro anasledne
analyzované dalSie bunkové populdcie. Vplyv cyklofosfamidu je viditelny najma u MDSC. Ich
percentudlne zasttpenie stiplo z 25,7% na 42,8% z celkového mnozstva CD45" TIL po lie¢be CY. Po
kombinovanej terapii sa ich percentudlne zastuipenie zniZilo na 29,6% (Obr. 28). Ich percentualne
zastupenie poukazuje na fakt, Ze aj ked je knadorom liecenym CY priddvany 5AC, tak stale
prevladaju ucinky CY, ale nie v takej miere ako ked bol aplikovany samotny.

Pri_kombinovanych terapidch bola robend analyza aj F4/80" bunky, ¢o je jednym zo
znakov pre makrofagy (Obr. 30). Mono- aj kombinovana terapia sposobili len mierne zniZenie ich
percentualneho zastupenia.

CY pdsobil aj na CD11" bunky (Obr. 29). Po jeho samostatnej aplikdcii sa ich infiltracia
zvysSila a po kombinacii s 5AC doslo k zniZeniu ich percentudlneho zastupenia. U nelieCenych
nadoroch bol ich mnoZstvo 10,8%. Po lieceni CY stuplo ich percentudlne zastupenie na 17,1%
a kombinovana terapia sp6sobila ich zvysSenie oproti kontrolnym nadorom na 14,3%.

V mikroprostredi sa opat nenasli takmer Ziadne CD4" bunky (Obr. 32). Bolo pritomnych
priblizne 10% CD8" T lymfocytov (Obr. 31). Terapia spdsobila zniZenie ich poctu na cca 2%. Analyza

bola robend z troch nadorov v kazdej skupine spojenych do jednej vzorky.

Obr.26: : Percentudlne zastUpenie CD45" buniek v mikroprostredi nddorov TRAMP-C2 pred a po

lieCbe monoterapiou CY a kombinovanou terapiou CY+ 5AC
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Obr. 27: Frakcia CD45" buniek v mikroprostredi nddorov TRAMP-C2 pred a po lie¢be monoterapiou

CY a kombinovanou terapiou CY+ 5AC po separacii na magnetickom separatore AutoMACS Pro
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Obr. 28: Percentudlne zasttpenie CD45°/CD11b" buniek v mikroprostredi nddorov TRAMP-C2 pred

a po liecbe monoterapiou CY a kombinovanou terapiou CY+5AC
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Obr. 29: Percentudlne zastupenie CD45"/CD11c" buniek v mikroprostredi nddorov TRAMP-C2 pred

a po liecbe monoterapiou CY a kombinovanou terapiou CY+ 5AC
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Obr. 30: Percentudlne zasttpenie CD45"/F4/80" buniek v mikroprostredi nddorov TRAMP-C2 pred
a po liecbe monoterapiou CY a kombinovanou terapiou CY+ 5AC
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Obr. 31: Percentudlne zastupenie CD8" buniek v mikroprostredi nddorov TRAMP-C2 pred a po

liecbe monoterapiou CY a kombinovanou terapiou CY+ 5AC
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Obr. 32: Percentudlne zasttpenie CD4" buniek v mikroprostredi nddorov TRAMP-C2 pred a po
liecbe monoterapiou CY a kombinovanou terapiou CY+ 5AC
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Terapia cyklofosfamidom spdsobuje akumuldciu MDSC atym aj zvySenu expresiu
supresorovych génov pre ARG-1, iNOS, ROS, IDO. Pridavany 5AC zmiernil jeho ucinky potlacajlce
imunitu a sposobil pokles expresie tychto génov, no stdle bola hladina expresie tychto génov
zvysena oproti kontrolnym nadorom (Obr. 33). Po aplikacii CY doslo k signifikantnému zvyseniu
expresie (p<0,05) u génov pre ARG-1 a iNOS. ZniZenie po 5AC nebolo signifikantné.

Ani chemoterapia pomocou CY nepriniesla Ziadne zmeny v expresii génov pre
povrchovych znaky CD4, CD8 ¢i FoxP3. Kombinovand terapia mala vplyv akurat na expresiu
typického povrchového znaku pre pomocné T bunky. Expresia génu pre CD4 sa znizila, no analyza
na prietokovom cytometri nepreukdzala, Ze CD4" boli vébec pritomné v mikroprostredi (Obr. 34).

Monoterapia a ani kombinovana terapia nepriniesla vyraznli zmenu v expresii génov pre
cytokiny IFNy, IL-4 a IL-12. CY mal vplyv na expresiu génov pre supresorové cytokiny a to na IL-6
a IL-10. Nastalo ich nesignifikantné zvysSenie aj ked v pripade IL-10 velmi vyrazné zvySenie. Na IL-6
pbsobila kombinované terapia zniZenie expresie, no na IL-10 nemala vplyv (Obr. 35). Celkova RNA

bola ziskana z troch nddorov v kazdej skupine.

Obr. 33: Relativna zmena expresia imunosupresorovych génov v mikroprostredi nddorov TRAMP-C2

po liecbe monoterapiou CY a kombinovanou terapiou CY+ 5AC
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Obr. 34: Relativna zmena expresie génov urcujucich bunkové populacie lymfoidnej rady

v mikroprostredi TRAMP-C2 po monoterapii CY a kombinovanej terapii CY+5AC
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Obr. 35: Relativna zmena expresie génov urcujucich bunkové populacie lymfoidnej rady

v mikroprostredi TRAMP-C2 po monoterapii CY a kombinovanej terapii CY+5AC
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8.3.2 Vplyv CY a kombinovanej terapie CY+5AC na mikroprostredie
TC-1/A9 nadorov

Na rastovej krivke kontrolnych nadorov TC-1/A9, nadorov lieéenych CY a nadorov
lie¢enych CY+5AC je viditelné, Ze pri kombinovanej terapii hmatatelnych rasticich nadorov
pomocou CY+5AC doslo k vyraznejSiemu spomaleniu rastu v porovnani s monoterapiou (Obr. 36).
Ndadory boli lie¢ené rovnakym spésobom ako TRAMP-C2. Bola im podana jednorazova davka
cyklofosfamidu (200mg/kg, 11 derl) a potom trikrat tyzdenne im bol podavany 5-azacytidin
(100pg/mys, zaciatok terapie v 18.deri). Pokusy boli robené na biologickych tripletoch a odobrané
v 25. den po injektovani.

Na Obr. 37 je zobrazena plocha nadorov po odobrani. Je viditelné, Ze nadory TC-1/A9
lieCené kombinovanou terapiou su vyrazne menSie ako nadory nelieCené. Nadory liecené CY
dosiahli velkosti nachadzajucej sa medzi nadormi nelieenymi a nadormi lie€enymi kombinovanou

terapiou.

Obr. 36: Velkost nadorov TC-1/A9 pocas liecby monoterapiou CY a kombinovenou terapiou CY+

5AC
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Obr.37: Plocha nadorov TC-1/A9 po odobrani z mysi po terapii CY a kombinovanej terapii CY + 5AC
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CY zvysil infiltrdciu CD45" buniek zo 14,9% na 69,3% v mikroprostredi TC-1/A9 nadoroch
a kombinovana terapia ich percentudlne zastipenie este dokonca zvysila na 74,5% (Obr. 38). Okrem
cytostatického Gcinku ma CY vo vysSich davkach (200mg/kg) imunosupresorové ucinky a
spdsobuje vy3iu akumulaciu niektorych populdcii CD45" buniek. Viditelné je to najma u MDSC, ked'
sa ich infiltracia zvysila zo 6,2% na 35,9%. Kombinovana terapia priniesla znizenie ich infiltracie na
19,5% v porovnani s nadormi lie¢enymi CY (Obr. 40). Ukazalo sa, ze aj ked' je k TC-1/A9 nadorom
lie¢enym CY priddvany 5AC, tak stale prevladaju ucinky CY, v pripade MDSC dosSlo k zmierneniu
tychto akumulaénych uc¢inkov MDSC (Obr. 40) oproti nadorom lie¢enym monoterapiou.

Analyza expresie znaku F4/80 ukazala, Ze aj terapia CY aj kombinacia CY s 5AC zvysila
expresiu daného znaku (Obr. 42). CY pbsobil aj na DC (Obr. 41). Ich pocet sa zvysil jak po
monoterapii, tak aj po kombinovanej terapii.

Bola robend aj analyza pritomnosti CD4" a CD8' T lymfocytov v mikroprostredi. CD4"
neboli pritomné a CD8" len v mnoZstve 1,5% a po terapii neboli pritomné takmer vdbec (data

nezobrazené). Analyza bola robena na troch spojenych nadoroch do jednej vzorky.

Obr. 38: Percentudlne zastupenie CD45" buniek v mikroprostredi nddorov TC1/A9 pred a po lie¢be

monoterapiou CY a kombinovanou terapiou CY+ 5AC
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Obr. 39: Frakcia CD45" buniek v mikroprostredi nddorov TC1/A9 pred a po lie¢be monoterapiou

CY a kombinovanou terapiou CY+ 5AC po separacii na magnetickom separatore AutoMACS
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Obr.40: Percentudlne zastipenie Gr-1"/CD11b" buniek v mikroprostredi nddorov TC1/A9 pred a po

lieCbe monoterapiou CY a kombinovanou terapiou CY+ 5AC
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Obr. 41: Percentudlne zasttpenie CD11c" buniek v mikroprostredi nddorov TC1/A9 pred a po lie¢be

monoterapiou CY a kombinovanou terapiou CY+ 5AC
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Obr. 42: : Expresia F4/80 znaku v mikroprostredi nadorov TC1/A9 pred a po liecbe monoterapiou

CY a kombinovanou terapiou CY+ 5AC
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Terapia cyklofosfamidom sp6sobuje akumulaciu MDSC a TAM a tym aj zvySenu expresiu
supresorovych génov. Pridavany 5AC zmiernil jeho supresorové ucinky a tato kombindcia sp6sobila
pokles expresie tychto génov. Po kombinovanej terapii nastala signifikantna zmena (p<0,05)v
expresii génov pre iNOS a ROS (Obr. 43).

Obr. 44 ukazuje, Ze monoterapia nepriniesla takmer Ziadne zmeny v expresii génov pre
znaky charakteristické pre T lymfocyty (CD4, CD8, FoxP3), no kombindcia 5AC a CY priniesla jej
zvysenie, ¢o nekoreluje s vysledkami z prietokovej cytometrie, kde nebola zaznamena pritomnost
pomocnych T lymfocytov. Ani cytotoxické lymfocyty neboli pritomné v mikroprostredi nadorov TC-
1/A9 po terapii.

Na Obr. 45 je graf, ktory zobrazuje vplyv terapie na zmenu expresie imunoregulacnych
génov. Monoterapia pomocou CY priniesla velmi mald, takmer zmenu expresie. KdeZto
kombinovana terapia spdsobila nesignifikantné zvySenie expresie génov pre cytokiny IFNy, IL-4 a IL-
12. V pripade cytokinu IL-12 velmi vyrazne. Pri porovnani s grafom na Obr. 23, kde je sledovana
zmena expresie po samotnom 5AC, mbzeme vidiet, Ze zmena expresie nastala v tych istych génoch

pre cytokiny. Analyza bola robena z celkovej RNA izolovanej z troch nddorov v kaZzdej skupine.

Obr. 43: Relativna zmena expresie imunosupresorovych génov v mikroprostredi TC-1/A9 po

monoterapii CY a kombinovanej terapii CY+5AC

p<0,05;

4 - iNOS CY vs.

iNOS CY+5AC p<0,05;

3 - ROS CY vs.
ROS CY+5AC
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Obr. 44: Relativna zmena expresie génov urcujucich bunkové populdcie lymfoidnej rady

v mikroprostredi TC-1/A9 po monoterapii CY a kombinovanej terapii CY+5AC
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Obr. 45: Relativna zmena expresie imunoregulaénych génov v mikroprostredi TC-1/A9 po

monoterapii CY a kombinovanej terapii CY+5AC
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0. Diskusia

V priebehu progresie nadorov aich chemo- alebo imunoterapie dochddza k zmendm
v aktivite jednotlivych bunkovych populacii infiltrujacich nadory. To je spojené so zmenami
v expresii génov charakteristickych pre tieto populdcie, pripadne kdédujuce proteiny, ktoré
sprostredkovdavaju imunosupresiu alebo naopak efektivnu protinadorovi odpoved.

Cielom nasej prace bolo vypracovat na dvoch mysacich modeloch metodiku monitoringu
rastu aterapie experimentalnych nadorov zhladiska sledovania délezitych imunologickych
parametrov.

Boli vyuZzité dva pristupy, fenotypova analyza bunkovych populdcii TIL na zaklade ich
charakteristickych povrchovych znakov a dalej analyza expresie vybranych génov, kddujucich
proteiny doblezité pre imunosupresiu (ARG-1, iNOS, ROS, IDO) alebo charakterizaciu bunkovych
populdcii s regulac¢nou funkciou (FoxP3, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, IFNy). Ciefom bolo ohodnotit vplyv
chemoterapie 5-azacytidinom, cyklofosfamidom a rastu na mikroprostredie naddorov TRAMP-C2 a
TC-1/A9. Ktomu bola pouzitd celkovd RNA izolovand z nadorov, zahffiajuca RNA z nadorovych
buniek aj z buniek strémy, vratane TIL.

Pocas rastu nadoru TRAMP-C2 dochadzalo k zvysenej relativnej expresii génov pre ARG-
1, iNOS a ROS, no tento trend nebol pozorovany uTC-1/A9 nadorov. ARG-1, iNOS aj ROS su
produkované v mikroprostredi nadorov a nie je jednoduché urcit z ktorého zdroja st produkované.
Preto bola pre kontrolu porovnavand expresia tychto génov v mikroprostredi nadorov s expresiou
nadorovych buniek TRAMP-C2 kultivovanych ex vivo. Relativha expresia génov pre ARG-1 a iNOS
kultivovanych nadorovych buniek TRAMP-C2 bola v porovnani s expresiou tychto génov v in vivo
podmienkach takmer nulova. Bolo zistené, Ze bunky nadoru prostaty mézu produkovat ARG-1
(Gannon et al., 2010) aj iINOS (Aaltomaa et al., 2001). V nasej praci sa tieto poznatky nepotvrdili.
Gén CYBB kéduje protein s ndazvom cytochrém b-245. Ide o transmembranovu podjednotku
komplexu NADPH oxidazy, dolezitého enzymu fagocytujucich buniek, ktoré produkuju reaktivne
kyslikové radikaly ako odpoved na pritomnost patogénov (http://ghr.nlm.nih.gov/gene/CYBB). Fakt,
Ze ndadory produkuju velké mnozstvo ROS je znadme (Szatrowski and Nathan, 1991). Bolo to
pozorované aj na ludskych nddoroch prostaty (Brar et al., 2003). Nase vysledky potvrdzuju tento
poznatok. Nadorové bunky kultivované ex vivo exprimovali podjednotku enzymu zapojeného
v produkcii ROS, ale v mensej miere ako nadory rastice v mysiach.

5AC ma velky potencidl ako protinddorové chemoterapeutikum aj vdaka jeho vplyvu na
zvySenie imunogenicity nadorov, ¢im sa stavaju ciefom cytotoxickych T lymfocytov (Manning et al.,

2008). Ked je 5AC pridany k malym, este nehmatatelnym nadorom TC-1/A9, tak dochadza
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k signifikantnému spomaleniu rastu oproti neliecenym kontroldm (Simova et al., 2011). Nas
zaujimal jeho vplyv po lie¢eni uz hmatatelfnych nadorov. Doslo k vyraznému spomaleniu rastu
u TRAMP-C2, ale nie u TC-1/A9 nadorov. Kombinovana terapia 5AC s cyklofosfamidom priniesla
signifikantné spomalenie rastu oboch typov nddorov. Aj monoterapia CY priniesla spomalenie rastu
oboch typov nadorov.

Epigeneticka lietba mala vplyv na percentudlne zastipenie CD45" buniek. Doslo kich
znizeniu ako u TRAMP-C2 nadorov, tak aj u TC-1/A9. Doslo k znizeniu poctu infiltrujicich MDSC
v oboch pripadoch. U TRAMP-C2 nebola zaznamenana vyraznd pritomnost CD4", CD8" a ani CD11c”
buniek. U TC-1/A9 neboli detegované ani CD4" aani CD8" T lymfocyty, no v men3ej miere boli
pritomné CD11c" bunky. Bolo zdokumentované, ?e nador-infiltrujice MDSC méZu diferencovat
v pritomnosti demetylacného cinidla 5AC (Daurkin et al., 2010) aj ked nase pozorovania izolovanych
MDSC ovplyviiovanych 5AC skor zaznamenadvali jeho cytotoxicky efekt pred diferenciaénym.
Pritomnost dendritickych buniek v mikroprostredi TC-1/A9 eSte nemusi znamenat zvySenu aktivitu
imunitného systému, kedZe neboli pritomné ani pomocné ani cytotoxické lymfocyty. Pre bliZsie
porozumenie v buducnosti by bolo vhodné zistit ¢i exprimuju kostimulaéné molekuly potrebné ku
krizovej prezentacii.

Cyklofosfamid bol syntetizovany pred viac ako patdesiatimi rokmi a je v praxi beine
pouzivané chemoterapeutikum. Je znamy aj tym, Ze md vo vysSich koncentraciach
imunosupresorové ucinky (de Jonge et al., 2005). Nas zaujimal efekt 5AC na nadory liecené CY.

Monoterapia CY zvys$ila percentudlne zastipenie CD45" buniek. DoSlo aj k nérastu
infiltrdcie MDSC. Bolo popisané, Zze CY sp6sobuje zvySenu akumuldaciu tychto buniek a tym prispieva
k zvy$eniu imunosupresorovych ucinkov (Angulo et al., 2000; Mikyskova et al., 2012; Pelaez et al.,
2001). Nasa praca tento vplyv CY potvrdila. Kombinovand terapia spdsobila zmiernenie tohto
ucinku. Expresia znaku F4/80, ¢o je znak pre makrofagy klesla len mierne u TRAMP-C2 nadorov po
terapii CY a eSte viac po CY+5AC, no u TC-1/A9 nadorov nastal opacny efekt. Po terapii CY stupla
expresia tohto znaku a po kombindcii lieCiv bola tato expresia eSte vyssia. Bolo zistené, Ze mnoZstvo
TAM po liecbe CY stipa a spdsobuju regresiu nadorov (Evans et al., 1984). MnoZstvo TAM stupalo
len uTC-1/A9 nadorov a to hlavne po lieceni spolu s 5AC. No to méZe byt znakom, Ze MDSC pod
vplyvom 5AC maturuju do zrelych makrofagov. Dendritické bunky sa mierne hromadili v
mikroprostredi po liecbe CY uoboch typov nadorov. Kombinovana liecba sp6sobila pokles ich
percentudlneho zastipenia u TRAMP-C2 v porovnani s monoterapiou. U TC-1/A9 kombinacia lieciv
sposobila este vadsie percentudlne zastipenie CD11c" buniek. Bolo zdokumentované, Ze po lie¢be
CY nastdva zvy$enie poctu buniek exprimujucich znak CD11c’ v mikroprostredi nddorov (Radojcic et
al., 2010), ¢o nasa praca potvrdila len u TC-1/A9. Néadory sice boli infiltrované CD8" T lymfocytmi

u oboch typov nadorov, no CY sposobil zniZenie ich percentudlneho zastUpenia. Medzi ucinky
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cyklofosfamidu patri aj odstranenie Treg (Machiels et al., 2001), no praca Radojcica a spol., 2010
poukazala na fakt, Ze po tejto deplécii dochddza opit k ich expanzii. To mdze spbsobit nedostatok
CD8'T lymfocytov aj napriek faktu, Ze dolo k zvy3enej infiltracii DC.

Liecba 5AC bola sprevddzand znizenou expresiou imunosupresorovych génov.
NajvyraznejSia zmena nastala u génu pre ARG-1 a CYBB, zapojeného v tvorbe ROS u oboch typov
nadorov. ARG-1 a iNOS su produkované najma MDSC (Gabrilovich and Nagaraj, 2009), ale aj TAM
(Mills et al., 1992). Doslo aj k nesignifikantnému poklesu relativnej expresie génu pre IDO u oboch
typov. Tieto vysledky naznacuji imunostimulaény potencial 5AC ako u TRAMP-C2, tak i u TC-1/A9, u
ktorych sice nedoSlo k spomaleniu rastu, ale 5AC mal vplyv na zniZenie imunosupresorovych
podmienok v mikroprostredi  tychto  nddorov. Ndarast percentudlneho  zastupenia
imunosupresorovych buniek pri liecbe CY bol sprevddzany so zvySenou expresiou
imunosupresorovych génov uoboch ndadorovych typoch. Kombinovand terapia zmiernila
imunosupresorovy ucinok cyklofosfamidu u TRAMP-C2 aj u TC-1/A9 nadorov.

Bola sledovana aj zmena relativnej expresie pre gény kddujuce znaky typické pre
lymfoidnd liniu u TRAMP-C2 aaj TC-1/A9 nadorov. Po liecbe 5AC nedoslo ku ziadnym zmenam.
Vysledky z prietokovej cytometrie poukazuju na fakt, e CD4" a ani CD8" lymfocyty boli pritomné
v mikroprostredi TRAMP-C2 len v obmedzenom mnoZstve do 1%. Pri analyze pomocou RT-PCR boli
Ct hodnoty danych znakov nad hodnotou 37, ¢o poukazuje na fakt, Ze danej mRNA bolo pritomnej
velmi malo v oboch pripadoch, ¢o odpoveda tomuto zisteniu z prietokovej cytometrie.

UTC-1/A9 nastala zmena v relativnej expresii génov kodujice znaky niektorych
bunkovych populacii. Po kombinovanej terapii doslo k vyraznému narastu relativnej expresie génu
pre FoxP3, typického znaku T regulacnych lymfocytov, ale nedoslo k zvyseniu relativnej expresie po
CY. No zaroven stupla aj relativna expresia génov pre CD4 a CD8 po kombinovanej terapii, ¢o sa
nezhoduje s vysledkami, ktoré boli ziskané z prietokovej cytometrie. Boli zdokumentovany vplyv CY
na CD8" T lymfocyty. Aj ked zvySuje citlivost nadorov voéi cytotoxickym bunkdm, paradoxne
zaroven znizuje ich mnozstvo (van der Most et al., 2009). Tomu nase vysledky neodpovedaju,
pretoze CY ich percentudlne zastipenie nemenil. Dévodom modZe byt uz spominany fakt, Ze
koncentracie mRNA pre tieto znaky boli velmi nizke, ¢o odpoveda malému percentu pritomnych
CD4" aCD8" buniek na prietokovom cytometri. Pri kombinovanej lie¢be vsak percentudlne
zastlpenie stuplo, o moézZe byt spbdsobené stimulathym vplyvom 5AC. Na druhej strane 5AC
spb6sobuje aj ndrast expresie FoxP3 znaku (Kim and Leonard, 2007). Kombindacia CY+5AC zvysila
danu expresiu podla nasich vysledkov.

Bola pozorovana aj zmena relativnej expresie imunoregulacnych génov pre vybrané
cytokiny u oboch typov nadorov. ISlo o cytokiny zndme svojou aktiva¢nou aktivitou IL-4, IL-10 a IFNy

a aj o cytokiny so supresorovou funkciou IL-6 a IL-10. U TRAMP-C2 po terapii 5AC doslo ku zvyseniu
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relativnej expresie pre I1L-10, cytokin intenzivne produkovany nadorovymi bunkami, TAM, MDSC aj
TA-DC (Martinez et al., 2008; Sindrilaru et al., 2011; Sinha et al., 2011). U tohto vysledku bola velka
smerodajna odchylka, ¢o méze byt pravdepodobne z ¢asti aj kvoli tomu, Ze boli pouZité biologické
triplety anddor nie si homogénne systémy. V mikroprostredi nddorov TRAMP-C2 bola
zaznamenana zvysena relativna expresia génu pre IL-10, ako po CY, tak aj po kombinovanej terapii.
Doslo aj k miernemu zvySeniu relativnej expresie génu pre cytokin IL-6 po liecbe CY. No pri
kombinovanej lie¢be, nastal pokles. U TC-1/A9 nenastala ziadna zmena pre cytokiny po liecbe 5AC.

Boli monitorované faktory nachdadzajice sa v mikroprostredi a neurcovali sa ktoré
komponenty infiltrujice mikroprostredie, ¢o produkovali. Tento vysledok viak moéZe naznacovat
zvySenu produkciu inhibi¢nych cytokinov myeloidnymi supresorovymi bunkami. Cytokin IL-10
spbsobuje vytvorenie M2 fenotypu u makrofagov (Sica et al., 2002) a aj ked nedoslo k zvySeniu ich
percentudlneho zastUpenia u nddorov TRAMP-C2, tak mohlo déjst k ich polarizacii smerom k M2
fenotypu atym eSte k zvySenej produkcii tohto cytokinu acytokinu IL-6. Zistit priamo ulohu
cytokinov nie je jednoduché kvéli ich pleiotropnym ucinkom. VZdy zaleZi na okolitych podmienkach,
inych faktoroch a pritomnosti urcitych buniek. IL-10 dokaze zarover inhibovat uvolnenie IFNy,
cytotoxického faktoru stimulujuceho diferenciaciu T buniek (Wyckoff et al., 2004). Nase vysledky na
TRAMP-C2 nadoroch toto tvrdenie podporuju. PretoZe nastalo mierne zniZenie expresie IFNy po
kombinovanej terapii. Relativna expresia génu pre IL-12 sa nemenila. TieZz bolo dokazané, Ze IL-10
nehra len Ulohu v pronadorovych Ucinkoch, ale ma aj protinddorovy efekt (Zheng et al., 1996).

V mikroprostredi TC-1/A9 nadoroch doslo k vyraznej zmene v relativnej expresii génov
pre IL-12 po kombinovanej terapii. Tiez bola zvySend expresia IFNy alL-4. IFNy vplyva na
repolarizaciu makrofagov k M1, ktoré produkuju vo zvySenej miere cytokin IL-12 (Krausgruber et al.,
2011). Doslo aj k zvyseniu relativnej expresie génu pre IL-4, cytokinu, ktory je produkovany najma
CD4 T lymfocytmi a o ktorom pribudaju informacie, Ze je zapojeny pri repolarizacii k M2 typu (Wang
and Joyce, 2010).

Analyza o imunoregulaénych cytokinoch pritomnych v mikroprostredi nadorov bola
robend metddou kvantitativnej PCR. V buducnosti by bolo vhodné podporit tieto vysledky inymi
vhodnymi metddami ako je ELISA alebo ELISPOT (The Enzyme-linked immunosorbent spot).

Tato praca prispela kbliZzSiemu poznaniu zloZenia mikroprostredia a mechanizmov
regulacie imunitnej odpovede behom terapie mysacich nadorov TRAMP-C2 a TC-1/A9. Je viditelné,
Zze nejde o uniformny systém a dané modely sa od seba v niektorych aspektoch lisili. Ziskané

poznatky budu vyuZité pre monitorovanie Ucinnosti réznych imunoterapeutickych protokolov.

63



10. Zaver

Progresiu nadorov neovplyviuju len nadorové bunky samotné, ale aj dalSie bunkové
typy, tkanivd a molekuly v okoli samotnych nadorov.

V tejto diplomovej praci nds zaujimal nds vplyv terapie epigenetickym Ccinidlom
a cytostatikom 5-azacytidinom a DNA alkylaénym d&inidlom cyklofosfamidom na zloZenie tychto
populdcii azmenu relativnej expresie vybranych génov. K monitoringu zmien boli pouzivali dve
metddy, prietokova cytometria a kvantitativna PCR.

5-azacytidin  dokadze potlacat imunosupresorové podmienky  previladajlice
v mikroprostredi nadorov v podobe zniZenia infitrujlicich supresorovych buniek spojené so znizenou
relativnou expresiou imunosupresorovych génov. Tento imunostimulaény G¢inok bol pozorovany aj
v mikroprostredi nddorov lie¢enych cyklofosfamidom.

Vybrané vysledky boli prezentované na 3" Intl Conference ,,Cancer Immunotherapy and
Immunomonitoring (CITIM)“ Krakow, 2013 (Priloha ¢. 1 a Priloha €.2) a su sucastou pripravovane;j
publikacie Mikyskova te al., DNA demethylating agent inhibits myeloid-derived suppressor cells

induced by tumor growth and cyclophosphamide treatment (Priloha ¢.2).
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Myeloid-derived suppressor cells (MDSC), defined in mice as Gr-1°/CD11b" cells, represent one of
the key players mediating immunosuppression owing to their ability to potently suppress T cell
responses. They accumulate in lymphoid organs and blood during tumour growth. MDSC
mobilization was also reported after cyclophosphamide (CY) therapy. We have previously reported
that although both CY-induced MDSC (CY-MDSC) and tumour-induced MDSC (TU-MDSC)
accelerated tumour growth, their phenotype and function differed. Compared to TU-MDSC, CY-
MDSC subpopulation consisted particularly of monocyte-like cells; it was accompanied by lower
Arginase-1 (ARG-1) expression and lower T-cell proliferation suppression. The aim of our
experiments was to evaluate (a) whether CY-MDSC or TU-MDSC could be in vitro modulated by 5-
azacytidine (5AC), a DNA demethylating agent with antitumour effects, and (b) whether 5AC could
also exert a modulatory effect on MDSC accumulating in the spleens and tumour microenvironment
during the treatment of established tumours, both as individual treatment or in the combination
with CY. After cultivation of MDSC in the presence of 5AC, the percentage of Gr-1°/CD11b" cells
decreased and the percentage of CD11c" and CD86"/MHCII* cells increased. This was accompanied
by lower expression of immunosuppressive genes (ARG-1, iNOS). Peritumoral treatment of TC-1/A9
or TRAMP-C2 tumours with 5AC led to the tumour growth inhibition and decrease in the
percentage of MDSC in tumour microenvironment, detected both by analysis of tumour infiltrating
cells and immunohistochemical staining. This was accompanied by a decrease in the activity (Arg-1)
of MDSC. 5AC was also used for combinatory treatment with CY. After CY administration, an
additional increase of MDSC percentage and activity in the spleens and tumour microenvironment
was noticed; this increase was subsequently inhibited by peritumoral 5AC treatment. Combination
of CY with 5AC also led to the highest tumour growth inhibition. Similar effects were observed after
intraperitoneal administration of 5AC in mice bearing large tumours or in CY-injected mice. Our
findings supported the rationale for utilization of 5AC to modulate MDSC accumulation occurring
during tumour growth or to inhibit MDSC mobilized during CY treatment of established tumours.
Grant support: Czech Science Foundation Nos. GAP301/11/P220 and 301/10/2174, and Polish-
Czech Republic Joint Research Project (2012-2014).
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Aims:

to evaluate
(a) whether spleen myeloid-derived suppressor cell from CY-treated mice (CY-MDSC) or
tumour-bearing mice (TU-MDSC) could be in vitro modulated by 5-azacytidine (5AC), a DNA
demethylating agent with antitumour effects

(b) whether 5AC could also exert in vive modulatory effect on MDSC accumulating in the
spleens and tumour microenvironment during the treatment of established tumours, both as
individual treatment or in the combination with CY

Methods:

TC-1/A9 tumour cells, MHC class l-negative variant of the TC-1 tumour cell line (developed by co-ransfection of murine C!
26,1996), were obtained after transplantation of TC-1 cells into a DNA vaccine-immunized mouse (Smahel etal., Vaccine 21: 112 3).
TRAMP-C2 tumour cells, (TRAHP) model (FosterB.A, CancerRes. 57- 3326-3330, 1897).

Preparation of CY-MDSC and TU-MDSC: CY-UDSC \CDﬂ * splenocytes) and TU-f MDQC \CDWL splenocytes)were isolated by MACS from spleens of mice 7 days after CY administration (200 mgfkg body weighti.p.) or mice bearinglarge
tumours (1.5 cmin diameter). Cells were analysed by FACS analysis forthe percentage of CD- cells

Modulation of MDSC with SAC in vitro:

CY-MDSC and TU-MDSC were cultivated in vitro for 4 days in the presence of 5
expression ofArg-1,INOS was analysed by gRT-PCR.

In vivo experiments:

5lung cells with HPV16 EGIET genes and aclivated (G12V) Havras plasmid DNA(Lin KCY etal, CancerRes. 56.21-
136,2003

AC and 10 ng/m| GM-CSF. Afer cultivation, cells were analysed by FACS analysis forthe percentage ofCD115*/Gr-1+ cells, CD11c* and CDBB*MHCII* cells. Relative

Hice dearing estaDisnid(3pp. 0.5 cmin diamsler) TC-1/AS or TRAHP-G2 tumours we reateih six doses ofAC (100 1 hiss weeks. Aferthe reatment tumors were excised andused for analysis. Tumours wer dissociatsd by
gentlelIACSTH dissocidtor using protocol for andthe percentage C (CDHbIGH 1) ool was analheed by FACS: ) wasalso
performed, qF{TPCRm tumour ygenﬂemncm esoaor sing pratacol for hornog enization oftis sue for total RNA isalation

Wice bearing established (app. 0.5 cmin diameter) or TRAMP-G2 tumours were administered with GY (200 ma/kg body weightip.y and, 7 days later, treatedwith three doses of 5AC (100 ugi t) in oneweek. Afler the treatment, tumors were

excisedandthe percentage of infilrating MDSC (CD1 ) cells was analys edas in previous experimerts

Mice bearing established (app. 1.5 cmin diameter) mice7 days after CY (200 mglkg bodyweight.p.) were ieated with 5AC (100 pgip.) andihe percentage of CDHb+/Gr-1-cells inthe spleens wasanalysedby
FACS
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Conclusions:

«After in vitro cultivation of MDSC in the presence of 5AC, the percentage of CD11b*/Gr-1* cells d: d and the p ge of CD11c*
and CD86*/MHCII* cells increased. This effect was accompanied by a decrease in relative expression of Arg-1.

+Peritumoral treatment of established TC-1/A9 or TRAMP-C2 tumours with 5AC led to the tumour growth inhibition and decrease in the
pementage of MDSC in tumour microenvironment, detected both by analysis of tumour infiltrating cells and immunohistochemical

i This was accor by a decrease in the activity (Arg-1) of MDSC.

*After CY admini: an li of MDSC p tage and activity in the sg and tumour microenvironment was
noticed; this increase and activity (Arg-1) was subsequently inhibited by peritumoral 5AC treatment Combination of CY with 5AC also led
to the highest tumour growth inhibition. Similar effects were observed after intraperi | admil ion of 5AC in mice bearing large |

‘\\ tumours or in CY-injected mice. /
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ABSTRACT

MDSC represent one of the key players mediating immunosuppression. These cells
accumulate in TME, lymphoid organs, and blood during tumor growth. Their mobilization
was also reported after CY therapy. DNA methyltransferase inhibitor 5AC has been
intensively studied as an antitumor agent. In this study, we examined, using two different
murine tumor models, the modulatory effects of 5AC on MDSC induced by tumor growth
and CY therapy. Indeed, the percentage of MDSC both in the TME and spleens of 5AC-
treated mice bearing TRAMP-C2 or TC-1/A9 established tumors was found decreased. The
changes in the MDSC percentage were accompanied by a decrease in the ARG-1 gene
expression, both in TME and spleens. CY treatment of the established tumors resulted in
additional MDSC accumulation in the TME and spleens. This accumulation was
subsequently inhibited by 5AC treatment. Combination of CY with 5AC led to the highest
tumor growth inhibition. Further, in vitro cultivation of spleen MDSC in the presence of
5AC reduced the percentage of MDSC. This reduction was associated with increased
percentage of CD11c’ and CD86"/MHCII" cells. The observed modulatory effect on MDSC
correlated with reduction of the Arg-1 gene expression. Similar, albeit weaker effects were
observed when MDSC from the spleens of tumor-bearing animals were cultivated with
S5AC. Our findings indicate that, beside the direct antitumor effect, 5AC can reduce the
percentage of MDSC accumulating in the TME and spleens during tumor growth and CY
chemotherapy, which can be beneficial for the outcome of cancer therapy.
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