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Abstrakt

Modulace nadorového mikroprostiedi pfedstavuje moznost, jak inhibovat rast nadort a
posilit protinddorovou imunitni odpovéd. V piedlozené praci jsme pouzili pro modulaci
nadorového mikroprostiedi dvé strategie. Zaprvé, jsme zkonstruovali 'VACV Kko-exprimujici
tumor supresorovy gen pro vazebny protein typu 3 pro rlstové faktory podobné inzulinu
(IGFBP-3) a gen kodujici fuzni imunogen SigE7LAMP. Exprese IGFBP-3 byla fizena bud’
casnym vakciniovym promotorem H5 nebo syntetickym casné/pozdnim (E/L) promotorem.
Zjistili jsme, ze exprese IGFBP-3 tizena HS promotorem vede K produkci vétsiho mnozstvi
proteinu nez exprese fizena E/L promotorem. Imunizace mysi r'VACV P13-SigE7LAMP-H5-
IGFBP-3 inhibovala rist nadort TC-1 efektivnéji nez imunizace kontrolnim virem P13-
SIgE7TLAMP-TK'. Zaroven indukovala také silngj§i odpovéd T-lymfocyta proti VACV
antigentim. Pozorovali jsme, Zze vysoka exprese IGFBP-3 vedla ke zvySeni miry replikace viru a
to jak in vitro, tak in vivo, coz mé¢lo za nasledek déletrvajici antigenni stimulaci. Vysoka mira
produkce IGFBP-3 rovnéz korelovala s lepsi adsorpci viru P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3 na
buniky CV-1 v porovnani s P13-SigE7LAMP-TK'. Identifikovali jsme dva rozdily ve struktuie
IMV  mezi viry P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3 a  P13-SigE7LAMP-TK".  IMV
P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3 do své struktury inkorporovaly protein IGFBP-3 a navic
obsahovaly vétsi mnozstvi fosfatidylserinu ve své vnéjsi membrané, coz pravdépodobné
zpisobilo zvyseny piijem téchto IMV buiikami prostiednictvim makropinocytoézy. Pro méfeni
obsahu PS jsme pouzili pritokovou cytometrii, kdy jsme purifikované viriony VACV
imobilizovali pomoci protilatek na mikrokuli¢kach.

Zadruhé, jsme zkonstruovali DNA vakcinu proti asparaginylové endopeptidaze legumain,
ktera je ve vysoké mife exprimovana M2 polarizovanymi TAM. Pro zvySeni efektivity DNA
imunizace proti legumainu, jsme navrhli nékolik modifikaci jeho aminokyselinové sekvence.
Tyto zahrnovaly mutagenezi RGD motivu, kterd vedla k inhibici maturace legumainu a zménu
v bunécné lokalizaci. Dale jsme provedli inzerci pomocného epitopu p30 odvozeného od
tetanového toxinu, ktery je schopny aktivovat pomocné CD4" T-lymfocyty. Obé pouzité
modifikace signifikantné posilily imunitni odpovéd’ proti legumainu. Jejich kombinace ovsem
dal$i signifikantni zvySeni nepiinesla. DNA vakcinace indukuje Tyl i Ty2 odpovéd, z nichz
pouze Tyl podporuje indukci protinddorové CD8" CTL. Pro posileni Tyl a CTL odpovédi jsme
pouzili adjuvans CpG-ODN nebo depleci Treg pomoci protilatky proti CD25. Podani
CpG-ODN nemélo zadny efekt. Deplece Treg ovSem signifikantné posilila imunitni odpovéd
indukovanou konstruktem LgmnRGG.TT1l. Imunizace za pouziti LgmnRGG.TTI1l byla
schopna signifikantné inhibovat rtist nadord, ale neovlivnila tvorbu plicnich metastaz ani pocet

TAM.



Summary

Modulation of the tumor microenvironment represents a possible way to inhibit cancer
growth and enhance anti-cancer immune responses. In the presented work we employ two
strategies for tumor microenvironment modulation. Firstly, we have constructed rVACV
co-expressing the tumor suppressor gene insulin-like growth factor-binding protein-3 (IGFBP-
3) and the fusion gene encoding the immunogen SigE7LAMP. The expression of IGFBP-3 was
regulated either by the early vaccinia virus H5 promoter or by the synthetic early/late (E/L)
promoter. We have shown that expression of IGFBP-3 regulated by the H5 promoter yielded
higher amounts of IGFBP-3 protein when compared with the E/L promoter. Immunization with
P13-Sige7LAMP-H5-IGFBP-3 was more effective in inhibiting the growth of TC-1 tumors in
mice and elicited a higher T-cell response against VACV-encoded antigens than the control
virus P13-SigE7LAMP-TK". We found that high-level production of IGFBP-3 enhanced virus
replication both in vitro and in vivo, resulting in profound antigen stimulation. Production of
IGFBP-3 was associated with a higher adsorption rate of P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3 to
CV-1 cells when compared with P13-SigE7LAMP-TK". We have identified two structural
differences between the IMVs of the IGFBP-3 expressing virus P13-SigE7LAMP-H5-1GFBP-3
and P13-Sige7LAMP-TK'. The P13-Sige7LAMP-H5-IGFBP-3 IMVs incorporate the IGFBP-3
protein and they have elevated phosphatidylserine exposure on the outer membrane that could
possibly result in increased uptake of these IMVs via macropinocytosis. The PS content of
IMVs was measured by flow cytometry using microbeads covered with immobilized purified
VACV virions.

Secondly, we have developed a DNA vaccine against the asparaginyl endopeptidase
legumain that is overexpressed in M2-polarized TAM. To enhance the efficacy of DNA
immunization against legumain, we performed several modifications of the legumain protein.
These include mutagenesis of the RGD motif that resulted in diminished maturation and
changed cellular localization of the legumain protein. Furthermore we inserted the p30 helper
epitope from the tetanus toxin, which is capable to induce CD4" helper T-cells. Both
modifications significantly enhanced the immune response against legumain. There was no
further significant enhancement of the anti-legumain response when RGD mutation and p30
insertion were combined. DNA vaccination induces both Tyl and T2 responses, of which only
Tyl promotes the induction of anti-tumor CD8" CTL. To enhance Tyl and CTL responses we
used CpG-ODN as adjuvant or depleted Treg using an antibody against CD25. Although
administration of CpG-ODN showed no effect, the depletion of Treg significantly enhanced the
immune response elicited by LgmnRGG.TT1l. We were able to show that immunization using
LgmnRGG.TT1l was capable to significantly inhibit tumor growth, but did not inhibit formation

of pulmonary metastasis nor altered the amount of TAM.
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Seznam pouzitych zkratek

disintegrin a metaloproteinaza
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adenosindifosfat

aktivaci indukovana smrt
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akutni myeloidni leukemie
adenosinmonofosfat

aktivatorovy protein 1

antigen prezentujici burnika
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solubilni core frakce virionu VACV
nesolubilni core frakce virionu VACV
fibroblasty asociované s nadory

cyklicky adenosinmonofosfat

protoonkogen b identifikovany v Casitas B-lymfomu
chemokin typu CC

chemokinovy receptor

diferenciacni skupina

bunéény protein inhibujici apoptézu podobny proteinu FLICE

transaktivator pro MHC II. tiidy

bunéény protoonkogen muskuloaponeurotického fibrosarkomu

receptor pro hepatocytarni ristovy faktor



COX cyklooxygenaza

CREB vazebny protein pro element odpovidajici na cAMP
CSC nadorové kmenové bunky

CTL cytotoxické T-lymfocyty

CTLA-4 s cytotoxickymi T-lymfocyty asociovany protein 4
CX3CL chemokin typu CX3C

CXCL chemokin typu CXC

CXCR receptor pro chemokiny typu CXC

DAMP molekuldrni motiv asociovany s nebezpecim

DC dendritické bunky

DcR3 navnadovy receptor 3 pro ligandy z rodiny TNF jako napf. FasL
DGKa diacylglycerolova kinaza a

DISC smrt indukujici signdlni komplex

DNA deoxyribonukleova kyselina

DNAM-1 aktivacni receptor NK bunék CD226

DOCK180 dedikator cytokineze 180 kDa protein

EBP elastin vazebny protein

ECM extracelularni matrix

ECP eozinofilni kationicky protein

EGFR receptor pro epidermalni ristovy faktor

elF2a eukaryoticky inicia¢ni faktor 2a

ELMO protein pohlcovani a bunééné motility

EMT epitelialné mezenchymalni prechod

EOMES eomesodermin

Erg2 ETS ptibuzny gen 2

Erg3 ETS ptibuzny gen 3

ERK kindza regulovana extraceluldrnimi signaly (MAPK)
FADD doména indukujici bunénou smrt asociovana s Fas
FAK kinaza fokalni adheze

FAP protein aktivovanych fibroblastt

FasL ligand pro Fas

FBS fetalni teleci sérum

FGF rustovy faktor fibroblastl

FGFR receptor pro FGF

FOXO0-1 protein O1 skupiny Forkhead box

FoxP3 protein P3 skupiny Forkhead box



FSC
FSP-1
GATA-3
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GM-CSF
GRAIL
GSK-3b
HB-EGF
HGF
HIF-1a
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ICAM-1
ICER
ID2

ID3

IDO
IFN

IGF
IGFBP
IGFBP-3
IGFBP-3R
IGF-R
IHD-J
IKK

IL
IL-12R
IL-13Ra2
IL-15Ra
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IL-1RII
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IL-6R0.

rozptyl svétla v pfimém sméru

specificky protein fibroblastt 1

GATA vazebny faktor 3

nederepresibilni hlavni kontrolni kinaza

protein interagujici s kindzou napojenou na G-proteiny
glukokortikoidy indukovany TNFR pfibuzny protein
tvorbu kolonii stimuluji faktor pro granulocyty a makrofagy
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3P kinaza glykogen syntazy

heparin vazajici ristovy faktor podobny EGF
hepatocytarni ristovy faktor

hypoxii indukovatelny faktor 1 a

lidsky leukocytarni antigen

vysoce mobilni protein 2 s AT haky

glykoprotein bohaty na histidin

mezibunécna adhezivni molekula 1

¢asny represor indukovany CAMP

DNA vazebny proteinovy inhibitor 2

DNA vazebny proteinovy inhibitor 3
indolamin-2,3-dioxygenaza

interferon

inzulinu podobny rdstovy faktor

vazebny protein pro inzulinu podobné rustové faktory
vazebny protein typu 3 pro inzulinu podobné ristové faktory
receptor pro IGFBP-3

receptor pro IGF

kmen VACYV International Health Department-J
kB kinaza

interleukin

receptor pro interleukin 12

receptor a2 pro interleukin 13

receptor a pro interleukin 15

antagonisticky receptor pro interleukin 1

receptor typu Il pro interleukin 1

receptor a pro interleukin 2

receptor a pro interleukin 6



ILC

ILT-2
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retikulum, sekvenci E7 onkoproteinu HPV16 a sekvenci s
lysozomy asociovaného membranového proteinu
maly latentni komplex TGF-3
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transkrip¢ni faktor
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TNF-a
TNFR
Trl
TRADD

TRAF-2
Treg
TRIF
TSC1
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TSG-6
TSLP
TSP-1
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VEGFR-3
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thymovy stromalni lymfopoietin

thrombosponidin 1
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urokinazovy typ plazminogenového aktivatoru

adhezivni molekula 1 vaskularnich bun¢k

vaskularni a endotelialni rdstovy faktor

receptor 3 pro VEGF

kmen VACV Western Reserve

protein asociovany s proteinem Yes
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1.Uvod

V soucasné dobé byla navrhnuta celd fada imuniza¢nich postupti, které umoznuji indukovat
imunitni odpoveéd’ proti antigenlim exprimovanym nddorovymi bunikami. Velkym pokrokem
poslednich let je pfedevsim rozmach rtiznych forem RNA vakcin a dostupnost nové generace
sekvenacnich technologii oznaCovanych jako Next Generation Sequencing (NGS), které
umoznily rozvoj personalizované lécby nadort. Ta spociva v identifikaci mutaci v genomu
nadorovych bun¢k, které se vyskytuji v usecich proteind, které mohou byt prezentovany na
MHC molekulach I. a II. tfidy daného jedince. Genové sekvence kodujici mutované useky jsou
nasledné transkribovany do RNA. Ta je pak zakladem personalizovanych vakcin. Mize byt
napf. vpravena do maturovanych DC, které jsou nasledné injikovany pacientovi. Zakladem
téchto metod je teorie, ktera predpoklada, ze tolerance proti télu vlastnim antigenum, zajisténa
Treg, se nemohla proti mutovanym usekiim vytvofit. Zarovenn nemohly byt v ramci negativni
selekce v thymu odstranény T-lymfocyty rozpoznavajici mutované peptidy. Ackoliv jsou do
personalizovanych protinadorovych vakcin vkladany velké nadéje, jedna se i v tomto piipade o
redukcionisticky pfistup, ktery opomiji fakt, Ze nadory jsou komplexni, organim podobné
struktury. Protinadorové T-lymfocyty interaguji s jednotlivymi komponentami nadorového
mikroprostredi, coz mize vést k inhibici jejich funkce.

Jistou moznosti, jak posilit protinadorovou imunitni odpovéd’ predstavuje pouziti protilatek
proti inhibi¢nim receptorum T-lymfocytu. Velkym milnikem z tohoto hlediska byl rok 2011,
kdy americky uUfad pro kontrolu IéCiv FDA schvalil pouziti protilatky proti CTLA-4
(Ipilimumab) pro 1é¢bu melanomu.. V roce 2014 pak nasledovalo schvaleni dvou protilatek proti
PD-1. Pouziti téchto protilatek umoziuje reaktivaci vyCerpanych T-lymfocyti v nadorovém
mikroprostiedi, které nasledné mohou opét zabijet nadorové bunky. Pouziti protilatek proti
CTLA-4, PD-1 a dal§im inhibi¢nim receptorim skyta ovSem také rizika. Ta spocivaji v aktivaci
autoreaktivnich T-lymfocytli, které mohou zah4ajit autoimunitni onemocnéni. Podani
Ipilimumabu napt. muze vést kindukci zavaznych zanétl predevSim v travici soustave.
Predmétem védeckého zkoumani je také, co se s reaktivovanymi T-lymfocyty nasledné déje. Da
se totiz predpokladat, ze reaktivované vycCerpané T-lymfocyty po jisté dobé upadaji do
senescence ¢i umiraji. Bylo naptiklad pozorovano, ze na podani anti-PD-1 protilatky odpovidaji
reaktivaci pouze T-lymfocyty se stiedni expresi PD-1, naopak T-lymfocyty s vysokou expresi
nejsou reaktivovany. Dale byli pozorovani pacienti, u nichz nedochazi k infiltraci nadort
T-lymfocyty. V takovych ptipadech ma podani anti-PD1 a anti-CTLA-4 siln¢ omezeny Gcinek.

Ptes vyse zminéné pokroky, je tfeba déale prostudovat interakce mezi imunitnim systémem a
komponentami nadorového prostedi a identifikovat regula¢ni drahy, jejichz rozruseni umozni
posilit protinadorovou imunitni odpovéd’. Vysledkem by pak mohla byt efektivni imunoterapie

schopna eliminovat naddory nebo alesponi kontrolovat jejich riist a tvorbu metastaz.
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2. Literarni prehled

Solidni nddory neptedstavuji pouze shluk transformovanych nddorovych bunék, ale jedna se
Ve své podstaté o organizované struktury podobné organiim. Jako takové jsou tvofeny rznymi
komponentami, které zabezpecuji rlist a expanzi nadorovych bun¢k, a také unik pted imunitnim
systétmem. Nadorové prostiedi obsahuje nebunééné, bunécné a subcelularni komponenty.
Nebunécné slozky nadorového mikroprostiedi predstavuji extracelularni matrix, sekretované
enzymy, rustové faktory, cytokiny a rizné metabolity produkované stromalnimi a nadorovymi
buiikami. Bunécna slozka je pfedstavovana mezenchymalnimi bunkami (napf. fibroblasty),
buitkami imunitniho systému a bufikami podilejicimi se na tvorbé cév zasobujicich nador
zivinami, jako napf. endotelialni buniky a pericyty. Dalsi slozkou jsou subcelularni komponenty,
které zahrnuji exozomy a jiné membranové mikrovezikuly hrajici nezanedbatelnou roli
v mezibunééné komunikaci. VSechny tyto slozky spolu interaguji za vzniku celé tady
pozitivnich zpétnovazebnych smy¢ek posilujicich nadorovy rist.

Jelikoz podrobna charakterizace vSech komponent nadorového prostiedi je nad ramec této
prace, budou v nasledujicim textu probrany komponenty, které nejsou v souvislosti
S imunoterapii tak ¢asto zminovany, jako napf. extracelularni matrix a fibroblasty. Z hlediska
imunitniho systému budou probrany predevsim T-lymfocyty, jelikoZ predstavuji zaklad bunécné
odpovédi a daji se ovlivnit imunizaci. Z vrozené imunity budou popsany pouze makrofagy

asociované s nadory, proti nimz byla pfipravena DNA vakcina zmin€nd Vv této praci.

2.1. Extracelularni matrix a jeji role v regulaci

kancerogeneze

Zakladni slozkou mikroprostfedi vSech organti je ECM. Jedna se o sit’ tvofenou proteiny,
proteoglykany a glykoproteiny, ktera ur¢uje mechanické vlastnosti organti. Ackoliv se slozeni
ECM lisi dle daného organu, mtizeme rozlisit dva funkéni druhy ECM, bazalni membranu a
intersticialni matrix. Bazalni membrana predstavuje specialni druh ECM, ktery slouzi
predevs§im k oddéleni endotelidlnich ¢i epitelialnich bun€k od nitra organt. Vnitfek organu je
pak vyplnén intersticialni ECM, ktera udava rigiditu organd. Tyto druhy ECM se lisi
zastoupenim makromolekularnich komponent. Zatimco bazalni membrana je tvofena piedevsim
lamininy, kolagenem IV, entaktinem/nidogenem a proteoglykany, intersticialni ECM obsahuje
predev§im  makromolekuly  fibrilirniho  kolagenu, fibronektinu a  proteoglykant
(Egeblad et al., 2010). Z hlediska funkce organti neni ECM pouhym leSenim, ale plni i dalsi
funkce, jako je modulace diferenciace bunék a bunééného ristu. Déje se tak diky interakcim

srastovymi faktory, jako napt. FGF, VEGF, PDGF a IGF (Rapraeger et al., 1991,
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Yayon et al., 1991; Park et al., 1993; Fager et al., 1992; Fager et al., 1992; Arai et al., 1996;
Bernfield et al., 1999). Krom¢ rustovych faktort existuje celd fada cytokini a chemokint, které
se mohou vazat na komponenty ECM. Nejznaméjsim ptikladem cytokinu vazajiciho se na ECM
je TGF-B, jehoz vazba je spojena s regulaci jeho biologické funkce (Taipale et al., 1994; Lyon
et al., 1997). Mezi priklady dalsich cytokint vazajicich se na rizné slozky ECM patii INF-y,
TNF-a, IL-2 a GM-CSF (Lortat-Jacob a Grimaud, 1991; Tufvesson a Westergren-Thorsson,
2002; Najjam et al., 1998; Alvarez-Silva a Borojevic, 1996). V neposledni fadé mohou slozky
ECM interagovat s buné¢nymi receptory, jejichZ nejznaméjsim piikladem jsou integriny. Tyto
mohou svou signalizaci nasledné také ptispivat k ovlivnéni rustu a diferenciace. Objevuji se
naznaky, ze ECM je vyznamnou slozkou niky kmenovych buné¢k, ktera se podili na udrzovani
kmenovosti a asymetrickém bunééném déleni (Garcion et al., 2004; Bi et al., 2007;
O'Reilly et al., 2008; Lu et al., 2012).

Je tedy evidentni, zZe v rdmci udrzovani vnitini homeostazy organd, musi byt i slozeni ECM
spravné regulovano. Ackoliv by se mohlo zdat, ze ECM je rigidni komponentou organd, neni
tomu tak. Naopak, ECM je vysoce dynamickou strukturou, jejiz sloZeni je ovlivnéno bufikami,
které se v ni nachazi. Soucasti procesti vedoucich k tvorbé nadorti je také proces remodelace

ECM, ktery umoznuje rist a expanzi nadorti do okolnich tkani.

2.1.1. Mechanické vlastnosti ECM, integrinova signalizace a

jejich vyznam pro nadorovy rist
Mechanické vlastnosti ECM zahrnuji vlastnosti jako je pevnost, elasticita, porozita, usporadani
fibril a dalsi. Informace o mechanickych vlastnostech ECM builkdm zprostfedkovavaji
integriny. Z hlediska struktury se jedna o heterodimerni receptory, které jsou tvofené jednou
a podjednotkou a jednou p podjednotkou. Lidsky genom kdduje celkem 18 a a 8 B podjednotek,
jejichz kombinacemi vznika 24 riznych integrint (Humphries et al., 2006). Integriny vytvaieji
zaklad adhezivnich komplexi, ve kterych vytvareji platformu pro vazbu dal§ich proteint. Tyto
nasledné spoustéji kaskadu zmén, kdy se vazi dal§i a dalsi proteiny, coz vede k tvorbé
maturovanych fokalnich adhezivnich spoji, podozomti nebo invadozomu (Geiger et al., 2001;
Linder a Aepfelbacher, 2003; Spuul et al., 2014). Z hlediska signalizace jsou dileZité
cytoplazmatické domény integrint, se kterymi interaguje vice nez 156 rlznych molekul
(Zaidel-Bar et al., 2007). U solidnich nadort ¢asto dochazi ke zvyseni tuhosti ECM v dasledku
zvysené produkce kolagent (Zhu et al., 1995; Kauppila et al., 1998). Zaroven se méni struktura
uspoiadani kolagenovych vlaken zrelaxovanych fibril na orientované svazky. To je dano
zvySenou aktivitou enzymu lysyl oxidazy, kterd sesitovava jednotlivé kolagenové molekuly.

Svazky kolagent nasledn¢ vytvareji cesty, po nichz mohou nadorové buiiky pronikat do okolni
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tkang. Dale toto umoziuje shlukovani integrinovych molekul a zvyseni integrinové signalizace,
ktera v nadorovych buitkdich hraje celou fadu roli (Provenzano et al., 2006;
Levental et al., 2009). Jednou z nich je funkce mechanoreceptoru, kdy jsou v disledku tuhosti
tkan¢ nadorové bunky vystaveny pusobeni riiznych sil, jako je naptf. tah. Tyto jsou vnimany
prostiednictvim integrinti a mohou vést ke zvySeni invazivity ve sméru pisobeni mechanické
sily (Menon a Beningo, 2011). Piikladem molekuly slouZici jako mechanosenzor mize byt
talin. Pfi aktivaci integrini dochazi k vazb€ molekuly talinu k intracelularni doméné¢ integrinové
podjednotky B (Calderwood et al., 1999; Tadokoro et al., 2003). Kromé toho talin interaguje s
aktinem a zprostfedkovava prvotni spojeni mezi integrinem a aktinovym cytoskeletem
(Muguruma et al., 1990; Hemmings et al., 1996; Jiang et al., 2003; Giannone et al., 2003).
V dtsledku ptsobeni mechanickych sil je molekula talinu natahovana, coz vede ke zméné
prostorového uspofadani jeji tyCovité domény (Lee et al., 2007; Gingras et al., 2005).
Ta je tvofena a-helixy, v nichz jsou ukryta vazebna mista pro vinculin, jehoZ vazba na talin dale
stabilizuje spojeni mezi integriny a aktinovym cytoskeletem (del et al., 2009;
Papagrigoriou et al., 2004; Fillingham et al., 2005). Nasledné je cela vazba dale stabilizovana
vazbou a-aktininu schopného interakce s vinculinem (Kroemker et al., 1994). Ptsobeni sily je
tak pfedano pfimo na aktinovy cytoskelet.

S talinem nebo piimo s integriny interaguje fokalni adhezivni kinaza (FAK), ktera rovnéz
funguje jako mechanosenzor (Chen et al., 1995; Schaller et al., 1995; Frame et al., 2010;
Lawson et al., 2012; Wang et al., 2001). Je zodpovédna za obrat komponent fokalni adheze a
tim ovliviluje migraci a invazivitu buné€k (Ren et al., 2000; Webb et al., 2004; Hsia et al., 2003).
Toto je ilustrovano na faktu, kdy delece FAK vede ke zpomaleni migra¢ni rychlosti a naopak
jeji zvySena exprese stimuluje buné¢nou migraci (llic et al., 1995; Cary et al., 1996). Migrace je
fizena predevSsim regulaci malych Rho GTPaz, které ovliviiuji dynamiku aktinového
cytoskeletu. Pfikladem jedné z drah ovlivitujicich migraci mize byt aktivace GTPazy Rac, jez
se podili na tvorbé lamelopodia. Ve sméru plisobeni mechanické sily dochazi v dusledku
shlukovani integrini k pfitahovani FAK, kterd je nasledné¢ aktivovana a vytvafi komplex
s kinazou c-Src (Frame et al., 2010). Ve vzniklém komplexu je FAK dale fosforylovana c-Src,
coz umoziuje vazbu pl30Cas, ktery je po vazbé rovnéz fosforylovan
c-Src. Fosforylovany p130 je nasledné rozpoznan SH2 doménou adaptorového proteinu Crk.
Vznik4 tak komplex p130-Crk, na ktery se vazi dalsi adaptorové proteiny DOCK180 a ELMO
fungujici jako guanin-nukleotid vyménné faktory pro Rac-1 (Lee et al., 2014). Ve vysledku tak
na vedouci stran¢ bunky dochazi k hromadéni aktivovaného Rac-1 a tvorbé lamelopodia.

Dalsi mechanickou vlastnosti, ktera mize ovliviiovat migraci nadorovych bun¢k, je vnitini
uspofadani ECM a to piedevsim velikost port. Limitujicim faktorem migrace bunék je
schopnost deformovat bunééné jadro. Pokud je ECM piili$ husta a pory jsou pfilis§ malé, mohou

buriky v dané oblasti uviznout (Wolf et al., 2013). Nadorové buniky maji k dispozici dva
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migracni fenotypy, mezi kterymi mohou volné prechazet. Prvnim z nich je mezenchymalni
migracni fenotyp, ktery siln¢ pfipomind migraci fibroblasti. Té€la bunék pohybujicich se
mezenchymalnim zpiisobem maji protahly vietenovity tvar a vychazi z nich jedno nebo vice
lamelopodii. Migrace je fizena integrinovou signalizaci, kdy po vazbé integrinii na ECM
dochazi k aktivaci signalnich drah FAK-p130Cas-Crk-DOCK180 a paxillin-GIT-PIX, které
nasledné vedou k rekrutovani GTPazy Rac do cela migrujici buiky (Cary et al., 1998;
Kiyokawa et al., 1998; Nayal et al., 2006). Aktivace Rac nasledné vede k tvorbé lamelopodia a
inhibici GTPazy RhoA, kterd je vyzadovédna az v pozdéjsich fazich tvorby adhezni struktury
(Sander et al., 1999; Ridley et al., 1992). Charakteristicka je zejména piisna prostorova kontrola
aktivity jednotlivych typtt GTPaz, v rGznych ¢astech buiiky jsou aktivni jiné molekuly. Do cela
migrujicich bunék jsou také rekrutovany enzymy schopné degradovat ECM, jako napf.
membranové vazana metaloproteinaza 14 (Wang a McNiven, 2012). Remodela¢ni enzymy
umoziuji degradovat a remodelovat vlakna ECM, ktera by piekazela bunce v migraci a
ptekonat tak i velmi hustou ECM s malymi pory. Mezenchymalné se pohybujici buniky vytvari
cesty v ECM, které¢ nasledné mohou byt pouzity nasledujicimi nadorovymi bunkami pfi
hromadné migraci (Wolf et al., 2007).

Druhou moznosti migrace je améboidni migracni fenotyp, ktery se od mezenchymalniho
typu migrace lisi v nékolika ohledech. Zaprvé je to molekularni aparat nutny pro fizeni pohybu.
Zatimco mezenchymalni buiiky se spoléhaji na integrinovou signalizaci, je exprese integrind u
améboidnich bunék snizena. S tim je spojena i snizena fosforylace dalich signalnich molekul
jako kinaza FAK (Carragher et al., 2006). Améboidni buriky také nevyuzivaji aktivace GTPazy
Rac pro formovani lamelopodii, ale dochazi u nich k aktivaci GTPazy Rho A. Ta nasledné
aktivuje kinazu ROCK, kterd fosforyluje lehky fetézec myosinu a tim ovliviiuje kontrakci
aktinového kortexu (Sahai a Marshall, 2003; Wyckoff et al., 2006). Vznikaji tak vybézky
tzv. bleby, pomoci kterych se buiika protahuje skrz péry ECM. Druhy zasadni rozdil spociva
Vv tom, ze améboidni buiky nevyuzivaji enzymy degradujici ECM, ale dochazi zde k deformaci
ECM v disledku sily generované aktomyozinem (Wolf et al., 2003; Wyckoff et al., 2006;
Rosel et al., 2008).

Nédorové builkky mohou mezi mezenchymalnim a améboidnim zptisobem migrace volné
pfechézet. Zda se, Ze dileZzitou roli v rozhodovani by mohla hrat praveé vnitini architektura ECM
(Provenzano et al., 2008; Ulrich et al., 2009). Husta ECM suzkymi poéry podporuje
mezenchymalni typ migrace, diky silné integrinové signalizaci, kterd aktivuje signalni drahy
sméfujici k aktivaci GTPazy Rac. Ta nasledné inaktivuje GTPazu Rho, ¢imz je blokovan
améboidni zptsob migrace (Sander et al., 1999). Naopak ECM s niZ$i rigiditou a vét§imi pory
vede ke snizeni integrinové signalizace, zakulaceni bunky a aktivaci signalni drahy Rho-ROCK,

kterd vede k aktivaci proteinu ARHGAP22 zvySujicimu GTPazovou funkci Rac a tim i jeho
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inaktivaci (Sanz-Moreno et al., 2008). Ve vysledku tak dochézi k blokovani mezenchymalniho

druhu migrace.

2.1.1.1. Integrinova signalni transdukce a jeji vliv na rist nadoru

ECM muze ptes integrinovou signalizaci kooperovat s ristovymi faktory a podporovat rist
nadorii. Receptory pro ristové faktory jsou smefovany do mist fokdlni adheze, kde dochézi
k jejich shlukovani a vytvafeni signaliza¢ni platformy (Plopper et al., 1995; Miyamoto et al.,
1996; Sundberg a Rubin, 1996). V dusledku aktivace integrinii jsou zde receptory pro rustové
faktory fosforylovéany, coz posiluje a prodluzuje jejich schopnost aktivovat navazujici signalni
drahy. (Miyamoto et al., 1996; Roovers et al., 1999; Schneller et al., 1997; Jones et al., 1997,
Moro et al., 1998; Moro et al., 2002). Existuje n€kolik bodl, ve kterych se signalni drahy
integrinli a receptorti pro rustové faktory piekryvaji. Jednim z nich je kindza FAK, ktera
asociuje s integriny, ale také celou fadou receptort pro ristové faktory jako napi. EGFR, c-Met,
PDGFR a VEGFR-3 (Sieg et al.,, 2000; Chen a Chen, 2006; Garces et al., 2006).
Po vazb¢ integrini k ligandim je FAK aktivovana autofosforylaci na Tyr 397 (Lipfert et al.,
1992). Na regulaci aktivace FAK kinazy se kromé integrini mohou podilet také rastové faktory,
jako je tomu napi. u EGF, PDGF a HGF (Sieg et al., 2000; Matsumoto et al., 1994).
FAK nasledn¢ pomaha aktivovat kinazu c-Src a to tak, Ze se vaze na jeji SH2 doménu, ¢imz
stabilizuje aktivni konformaci Src (Schaller et al., 1994). Aktivovana Src nasledné fosforyluje
FAK a dava tak wvzniknout signalizaénimu komplexu Src-FAK (Calalb et al., 1995;
Calalb et al., 1996). Ten pak podporuje rist a migraci nadorovych bunék aktivaci Ras-MEK-
MAPK a PI3K-Akt drahy (Aguirre Ghiso 2002; Reiske et al., 1999). Src-FAK komplex aktivuje
MAPK dréhu prostfednictvim PAK1 kindzy, ktera fosforyluje kinaizu MEK1 piedstavujici dalsi
bod prekiizeni mezi signalnimi drahami integrinti a ristovych faktord. Ackoliv mize byt MEK1
fosforylovana na zakladé signalizace rustovych faktort pies aktivaci Ras, je signalizace
vychazejici ze Src-FAK komplexu nezbytna pro piedani signalu na MAPK (Slack-Davis et al.,
2003).

Aktivace Akt drahy se d¢je prostfednictvim interakce aktivované FAK kindzy s p85
podjednotkou PI3K (Chen a Guan, 1994; Chen et al., 1996; Reiske et al., 1999).
V duasledku aktivace PI3K dochazi k tvorbé PIP3, na ktery se mize vazat kinaza PDKI.
Ta néasledné aktivuje Akt fosforylaci na Thr308 (Alessi et al., 1997). Na aktivaci Akt se ziejmé
podili také kinaza ILK, ktera se vaze s integriny a je schopna také vazat RICTOR, komponentu
mTORC?2 komplexu. Spole¢né pak aktivuji Akt fosforylaci Ser473(McDonald et al., 2008).
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2.1.2. Degradace ECM a jeji vyznam pro rist nadoru

Extracelularni matrix v pribéhu ristu a vyvoje nadortt méni své slozeni v procesu tzv.
remodelace, na kterém se podileji dva zakladni procesy. Prvnim z nich je proces syntézy ECM,
kdy je prostiedi obohacovano o komponenty podporujici nadorovy rist a expanzi, jako napf.
kolageny (Zhu et al., 1995; Kauppila et al., 1998; Levental et al., 2009). Druhym procesem je
degradace. V nadorech je ve zvySené mife pfitomna cela fada enzymd, které degraduji slozky
ECM - napt. heparanazy, endosulfatazy, serinové proteazy jako urokinaza a cysteinové proteazy
jako napf. katepsiny rodiny C1 (Ogishima et al., 2005; Ogishima et al., 2005;
Morimoto-Tomita et al., 2005; Lemjabbar-Alaoui et al.,, 2010; Swiercz et al., 1998;
Fisher et al., 2001; Podgorski et al., 2005; Wang et al., 2006). Pro degradaci ECM jsou
nejvyznamnéj$i protedzy z metzincinové nadrodiny. Jedna se o nadrodinu zinkovych proteaz,
kterd se vyznacuje pfitomnosti konzervovaného motivu HEXXHXXGXXH v aktivnim misté
(Stocker et al., 1995; Gomis-Ruth 2009). Metzinciny miZeme dale rozd¢€lit na nékolik mensich
rodin. Prvni a nejstarsi rodinou, ktera byla objevena, jsou MMP (GROSS a LAPIERE, 1962).
V lidském genomu je kdédovano 23 MMP, z nichZ jsou nekteré sekretované a jiné jako napf.
MMP 14 membranové vazané (Nagase et al., 2006). Druhou rodinou jsou tzv. adamlyziny, které
zahrnuji 2 skupiny proteaz, a ADAM a ADAMTS (Hite et al., 1992; Wolfsberg et al., 1995;
Kuno et al.,, 1997). V soucasné dobé je znamo 21 proteaz ADAM, znichz nékteré jsou
sekretované a jiné membranove vazané, a 19 proteaz ADAMTS, z nichZ jsou vSechny pouze
solubilni (Brocker et al., 2009). Do metzincinové rodiny patii také serralyziny a
astaciny(Stocker et al., 1995; Gomis-Ruth 2009).

Metzicinové proteazy $tépi fadu rdznych komponent ECM. ZvySeni jejich exprese je
souCasti procesu EMT, ktery je prvnim krokem v procesu metastazovani
(Jouanneau et al., 1991; Jechlinger et al., 2003). Hlavné piedstavitelé matrixovych
metaloproteindz se podileji na rozvolnovani okolni ECM a tvorbé cesticek, po kterych pak
dochazi k hromadné migraci nadorovych bunék (Wolf et al., 2007). Zaroven jsou vyznamnymi
hra¢i v degradaci bazélni laminy, coz je krok nezbytny pro prinik nadorovych bunék do
krevniho feCist€ a nasledné jejich extravazaci do mist, kde vzniknou metastazy
(Hotary et al., 2006; Ota et al., 2009). Jelikoz tvorba metastaz je hlavni pfi¢inou umrti u
pacientd s onkologickym onemocnénim, byla vkladana velka nadéje do vyvoje inhibitort MMP.
Pfes nad€jné vysledky v preklinickych studiich, Zadny znich Gspésné neprosel v klinickych
testech, ve kterych bud’ nebyl pozorovan zadny efekt, nebo jejich podani dokonce vedlo
ke zhorSeni onemocnéni (Coussens et al., 2002). Selhani inhibitorat MMP mize byt déano
nejméné dvéma faktory. Zaprvé, nckteré MMP mohou za ur€itych okolnosti mit protinadorovy
efekt, jako bylo pozorovano u MMP-8, MMP-12 a MMP-26 (Balbin et al., 2003;
Houghton et al., 2006; Savinov et al., 2006). Za druhé, nadorové buiiky mohou piejit na

17



alternativni améboidni zpisob migrace, ktery nevyzaduje proteolytickou aktivitu (Wolf et al.,
2003).

Degradace ECM a enzymy, které se na ni podileji, mohou mit i dalsi funkce. Degradacni
enzymy mohou z ECM uvoliovat a nasledné také aktivovat ristové faktory. Degradaci ECM
jsou vytvareny kryptické fragmenty, které mohou hrat roli v regulaci neoangiogeneze a
nadorové migrace. Nékteré z fragmentli mohou ovliviiovat také charakter imunitni odpovédi.
Degrada¢ni enzymy mohou rovnéz pfispivat k modulaci protinadorové imunitni odpovédi

Stépenim cytokint a cytokinovych receptord, popf. jinych vyznamnych molekul.

2.1.2.1. Riistové faktory interagujici s ECM a jejich uvolfiovani

remodela¢nimi enzymy

Cela fada rustovych faktori interaguje s komponentami ECM. Nejcastéji dochazi k vazbé
na heparansulfat, jako je tomu u FGF, VEGF, PDGF-A, PDGF-B, HB-EGF, HGF, TGF-p
(Faham et al., 1996; Park et al., 1993; Fager et al., 1992; Fager et al., 1992;
Raines a Ross, 1992; Higashiyama et al., 1991; Mizuno et al., 1994; McCaffrey et al., 1992).
V nékterych piipadech se rustové faktory vdzi na ECM prostfednictvim riznych vazebnych
proteint (Taipale et al., 1994; Taipale et al., 1996; Jones et al., 1993; Booth et al., 1995).
Z hlediska rtstovych faktorti plni jejich vazba na ECM né&kolik funkci. Zaprvé, vazbou na ECM
dochazi ke stabilizaci rtstovych faktori a jejich ochran¢ pfed proteolytickou degradaci
(Saksela et al., 1988; Damon et al., 1989). To umoziuje vytvofit rezervoar, ktery v pripadé
nutnosti rychle uvoliiuje rustové faktory, jako napt. pii poranéni (Schultz a Wysocki, 2009).
Diky vazbé na ECM je také regulovana jejich biologicka aktivita, kdy vazané ristové faktory
maji niz8i aktivitu nez faktory volné. V nékterych ptipadech ovSem mize byt vazba na ECM
vyzadovana pro spravnou signalizaci. Znamym ptikladem z tohoto hlediska je FGF, ktery
vyzaduje pro vazbu na svij receptor FGFR vazbu heparansulfatu jako kofaktoru
(Rapraeger et al., 1991; Yayon et al., 1991). V jinych pfipadech mize vazba na ECM
zabranovat rychlé internalizaci komplexu ligand-receptor a tak prodluzovat signalizaci, popft.
mize dochazet k posileni signalizace diky soucasnému spusténi integrinové signalizace
(Taipale a Keski-Oja, 1997; Kuemmerle, 2006). V nadorovém mikroprostfedi je zvySena
aktivita proteolytickych enzymi, jako jsou MMP a ADAM. Proteolyza v tomto pfipadé¢ mtze
slouzit ke zvySeni mnozstvi volnych rlstovych faktori nebo muize vést k jejich aktivaci
uvolnénim z neaktivniho komplexu. Piikladem ristového faktoru, ktery je uvoliiovan z ECM a
tim je zvySovana jeho biologicka dostupnost, je VEGF (Bergers et al., 2000). VEGF je
vyznamny rustovy faktor, ktery se podili na procesech angiogeneze v nadorech. Kromé role
v angiogenezi bylo popsano, Ze je schopny také ovliviiovat indukci protindadorové imunitni

odpovédi (Gabrilovich et al., 1996; Mimura et al., 2007). Je exprimovan v n¢kolika izoformach
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v dusledku alternativniho sestifihu mRNA. Jednotlivé izoformy se lisi svou schopnosti vazat se
na heparansulfatové proteoglykany (Park et al., 1993). Pokusy na modelech lidského
ovarialniho karcinomu ukézaly, ze MMP-9 a do jisté miry MMP-2 dokaze uvoliiovat VEGF
zECM (Belotti et al., 2003). Uvolnéné VEGF indukuje migraci endotelidlnich bun¢k a tak
podporuje angiogenezi (Bergers et al., 2000). Matrixové metaloproteindzy dokazi také
modulovat signalizaci §tépenim vlastniho VEGF. Bylo pozorovano, ze MMP-3 §tépi VEGF a
oddéluje pfitom matrix vazebnou doménu od receptor vazebné domény. Vznikly fragment je
schopny aktivovat VEGFR2, ale méni se charakter signdlu, kdy krat$i fragment podporuje
endotelialni proliferaci, zatimco delsi forma VEGF podporuje morfogenezi kapilar
(Lee et al., 2005). Piikladem rastovych faktord, které s ECM interaguji prostiednictvim
vazebnych proteinil, jsou TGF-B a IGF-l. TGF-B je rtstovy faktor a cytokin, ktery hraje
vV nddorovém prostiedi dvé zcela odlisné role. V rané fazi nadorového vyvoje funguje jako
supresor nadorového ristu. V pozdéjsich fazich se ovSem jeho inhibi¢ni ucinek ztraci a exprese
TGF-B rust naopak podporuje (Pardali a Moustakas, 2007). Zména v odpovédi nadorovych
bunek na TGF-B je dana nékolika faktory. Nadorové buiiky mohou v pribéhu casu ztracet
komponenty signaliza¢nich drah aktivovanych TGF-B, které vedou k inhibici buné¢ného ristu a
apotdze (Levy a Hill, 2006). Dale se na modulaci efektu TGF-p ziejmé muze podilet ECM.
Nadorové buriky rostouci na rigidngjsi ECM maji zvySenou aktivitu PI3K/Akt drahy, coz
inhibuje indukci apoptozy pomoci TGF-f (Leight et al., 2012). Kromé efektu na nadorové
bunky TGF-B ovliviiuje buitky nddorového stromatu, kdy podporuje proliferaci MSC a jejich
diferenciaci na CAF (Jian et al., 2006; Shangguan et al., 2012). Vyznamnou mérou se podili
také na inhibici protinddorové imunitni odpovédi, kdy podporuje diferenciaci supresivnich
populaci leukocyti, jako napt. Ty @ M2 makrofagi (Chen et al., 2003; Gong et al., 2012).
U cloveka se vyskytuji 3 izoformy TGF-B, které jsou exprimované jako propeptid.
Béhem sekrece dochazi k odstépeni prodomény, kterd ovSem zlstava s aktivnim TGF-f
nekovalentné asociovana v podobé¢ peptidu asociovaného s latenci (LAP)
(Miyazono et al., 1988; Young a Murphy-Ullrich, 2004). Tento SLC nasledn¢ pomoci
disulfidickych mdastki asociuje sjednim ze 4 LTBP, ktery je piibuzny fibrilinim
(Kanzaki et al., 1990; Moren et al., 1994; Yin et al., 1995; Saharinen et al., 1998). Vznika tak
LLC, prosttednictvim néhoz je TGF-p vazan do ECM. LTBP je schopny interagovat
s fibrilinem-1, coz vede k asociaci LLC s mikrofibrilami (Isogai et al., 2003). Mikroskopicka
pozorovani dale ukézala kolokalizaci LTBP s fibronektinem, kdy dochézi k interakci pomoci
domény vazajici fibronektin v N-koncové ¢asti LTBP(Koli et al., 2005; Kantola et al., 2008).
Kromé fibronektinu muze LTBP interagovat také s heparansulfatovymi proteoglykany jako
napf. perlekanem, diky nékolika heparin-vazebnym doménam (Parsi et al., 2010). Uskladnéni
LLC v ECM pfedstavuje hlavni mechanizmus regulujici aktivitu TGF-p. Zakladnim krokem

zahajujicim signalizaci prostfednictvim TGF-B musi byt tedy jeho uvolnéni z latentniho
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komplexu. Na tomto procesu se podileji vyznamnou meérou matrixové metaloproteinazy.
Jako prvni dochazi k uvolnéni LLC z ECM a rozstépeni LTBP pomoci MMP-2,MMP-3 a
MMP-9 (Dallas et al., 2002; Maeda et al., 2002). Tim je uvolnén SLC, ve kterém je TGF-f
inaktivovan vazbou LAP peptidu. V dalS$im kroku mtze dojit k rozsté€peni peptidu LAP pomoci
MMP-2, MMP-9 a MMP13 (Yu a Stamenkovic, 2000; Dallas et al., 2002). Alternativné se
mize SLC navazat na integriny prostiednictvim LAP peptidu, ktery je nasledné rozstépen
membranové vazanou MMP-14 (Mu et al., 2002). Uvolnény TGF- je jiz aktivni a mize se
vazat na své receptory.

Dal$im vyznamnym piikladem, kdy se ECM a remodela¢ni enzymy podileji na regulaci
biologické aktivity je IGF a systém jeho vazebnych proteint. IGF jsou primarné produkovany
Vv jatrech a nasledné uvoliiovany do krevniho ob&hu (Froesch et al., 1985). Dle potieby mohou
byt exprimovany také v jinych bunikach jako napf. fibroblastech (Tavakkol et al., 1992).
IGF-1 a IGF-II jsou dulezit¢ pro rdstové procesy vtéle a pro proces organogeneze
(Powell-Braxton et al., 1993). Interakci s IGF-R aktivuji PI3K a MAPK drahy, prostfednictvim
kterych bunky ziskavaji promitotické a antiapoptotické signaly (Meinbach a Lokeshwar, 2006).
Cetna pozorovani ukazuji, e IGF hraji také vyznamnou roli ve vyvoji nadorti, kdy dochazi ke
zvyseni jejich exprese. ZvySena exprese IGF ¢i receptoru IGF-R byla pozorovana napf.
v nadorech prsu, slinivky bfisni a plic (Yee et al, 1989; Bergmann et al., 1995;
Minuto et al., 1986; Weroha a Haluska, 2012). Transgenni mysi, které ve zvySené mife
exprimuji lidsky IGF-l v epidermis, se vyznacuji epidermalni hyperplazii, coz zvySuje jejich
nachylnost k tvorbé nadorid (Bol et al., 1997). Hladina IGF je v téle regulovana systémem
vysoko- a nizko- afinitnich vazebnych proteint (Kim et al., 1997). IGFBP vazi rastové faktory
IGF a chrani je pted degradaci pfi transportu v krvi (Zapf et al., 1979). Mezi nejvyznamng&jsi
regulatory aktivity patii IGFBP-3, ktery se vyznacuje vysokou vazebnou afinitou k IGF. Ta mu
umoziluje vyvazovat IGF dokonce i z IGF-R, ¢imz snizuje aktivitu IGF-R stimulované MAPK a
Akt drahy (Clemmons 1997). Ve struktute IGFBP-3 se nachazeji 2 vazebné domény pro
heparin, které¢ zprostiedkovavaji jeho interakci s ECM a umoznuji tak lokalizovat navéazané
inaktivované IGF do ECM (Fowlkes a Serra, 1996; Yamanaka et al., 1999). Pro aktivaci IGF je
nutné jeho uvolnéni z komplexu IGF-IGFBP-3. | vtomto pfipadé hraji dilezitou roli
metzincinové proteazy. In vitro pokusy odhalily, ze metaloproteinazzy MMP-1, MMP-2,
MMP-3, MMP-7, MMP-9 a MMP-19 sekretované nadorovymi bunkami a fibroblasty Stépi
IGFBP-3, coz vede k uvolnéni IGF, které nasledné aktivuje prortistovou signalizaci pies IGF-R
(Fowlkes et al., 1994; Miyamoto et al., 2004; Manes et al., 1999; Sadowski et al., 2003). Kromé¢
MMP se na degradaci IGFBP-3 mohou podilet také protedzy zrodiny ADAM, konkrétné
ADAM-12 a ADAM-28 (Loechel et al., 2000; Mitsui et al., 2006; Mochizuki et al., 2004).

I ostatni IGFBP jsou substraty celé fady metzincinovych proteaz viz. Tab.1.
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Degradace IGFBP-3 nema pouze vyznam v uvoliiovani IGF, ale je dilezita také z hlediska
jeho funkci, které nejsou zévislé na IGF. Tyto zahrnuji vazbu IGFBP-3 na IGFBP-3R a
naslednou aktivaci kaspazy-8, ktera pres aktivaci kaspaz 3 a 7 indukuje apoptozu, ale také
zpusobuje degradaci p65-NF«kB, ¢imZ snizuje expresi angiogennich faktortt VEGF a IL-8
(Ingermann et al., 2010; Lee et al., 2011; Han et al., 2011). IGFBP-3 je dale internalizovan
riznymi endocytickymi drahami (Micutkova et al., 2012). Pfes endozom-lysozomalni
kompartment se IGFBP-3 dostava kjadru, do kterého je transportovan prostfednictvim
importinu B (Schedlich et al., 2000). V jadte interaguje s celou fadou vazebnych partnert, coz
vede k zastaveni bunécného cyklu v Gl fazi nebo indukci apoptozy (Kim et al., 2010;
Wu et al., 2013; Lee et al., 2005).

Tabulka 1: Stépeni IGFBP metzincinovymi proteizami

Vazebny protein pro

GE Proteaza Citace
IGFBP-1 MMP-2, MMP-3, MMP-7, (Manes et al., 1997),
MMP-11 (Nakamura et al., 2005)
IGFBP-2 MMP-1, MMP-7 (Rajah et al., 1996),
(Nakamura et al., 2005)
IGFBP-3 MMP-1, MMP-2, MMP-3, (Fowlkes et al., 1994),
MMP-7, MMP-9, MMP-19, (Miyamoto et al., 2004),
ADAM-12, ADAM-28 (Manes et al., 1999),
(Nakamura et al., 2005),
(Sadowski et al., 2003),
(Loechel et al., 2000),
(Mitsui et al., 2006),
(Mochizuki et al., 2004)
IGFBP-4 MMP-7 (Nakamura et al., 2005)
IGFBP-5 MM-1, MMP-2 MMP-7, (Thrailkill et al., 1995),
ADAM-9, ADAM-12 (Nakamura et al., 2005),
(Mohan et al., 2002),
(Loechel et al., 2000)
IGFBP-6 MMP-7 (Nakamura et al., 2005)
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2.1.2.2. Role matrikinii v angiogenezi a nadorovém rustu

Degradace ECM proteolytickymi enzymy jako jsou napi. katepsiny, MMP, vede Kk tvorbé
fragmentd, které maji biologickou aktivitu zcela odliSnou od pivodni makromolekuly. Témto
fragmentiim se fika matrikiny, popt. matrikryptiny (Schor a Schor, 2001; Davis et al., 2000).
Jejich funkce sahaji od modulace angiogeneze, bunééné migrace az po modulaci imunitni
odpovédi, ktera bude diskutovana v nasledujici kapitole.

Nejvetsi a také nejznaméjsi skupinu piedstavuji matrikiny odvozené od kolagenl a to
predevs§im endostatin. Endostatin je 20 kDa protein, ktery byl poprvé izolovan
z kondiciovaného média EOMA bungk a identifikovan jako inhibitor endotelialni proliferace in
vitro a angiogeneze in vivo (O'Reilly et al., 1997). Strukturni analyza nasledné odhalila, ze tento
fragment je shodny s NCI1 doménou kolagenu XVIII. Endostatin vznikd na zakladé
proteolytického $tépeni kolagenu XVIII prostfednictvim katepsinu L a MMP-3,-9,-12,-13-20 a
v mens$i mife také MMP-2 a MMP-14 (Felbor et al., 2000; Ferreras et al., 2000). Endostatin se
vaze na integriny, popi. na glypikany, coZz indukuje rozsahlé zmény v genové expresi, jejichz
vysledkem je inhibice proliferace a migrace endotelidlnich buné€k, coz je spojeno s inhibici
angiogeneze(Sudhakar et al., 2003; Karumanchi et al., 2001; Abdollahi et al., 2004). Déle bylo
pozorovano, ze endostatin mize inhibovat MMP-2 (Kim et al., 2000). Krom¢ endostatinu byla
identifikovana cela fada dalSich matrikin odvozenych od kolagenu, které se vyznacuji anti-
angiogenni funkci, jako napf. arresten, tumstatin, vastatin a restin (Colorado et al., 2000;
Petitclerc et al., 2000; Xu et al., 2001; Ramchandran et al., 1999). Ne vSechny fragmenty
odvozené od kolagenti maji protinddorové a antiangiogenni ucinky. Bylo pozorovano, ze MMP-
9 a v mensi mite MMP-2 vystépuji z kolagenu IV fragment, ktery angiogenezi a nadorovy rust
podporuje (Xu et al., 2001; Hangai et al., 2002).

Proteolyticka produkce antiangiogennich fragmentd byla pozorovana také u jinych
makromolekul ECM. Jednim z prvnich identifikovanych fragmentd s antiangiogennim u¢inkem
schopnym inhibovat tvorbu metastaz je angiostatin (O'Reilly et al., 1994). Jedna se o fragment
plazminogenu, ktery vznika jeho §tépenim MMP-12 a v mensi mite také MMP-7 a MMP-9
(Cornelius et al, 1998). Dalsim angiostatickym fragmentem je endorepelin
(Mongiat et al., 2003). Jedna se o doménu V proteoglykanu perlekanu, ktera je z né&j uvoliiovana
katepsinem L (Cailhier et al., 2008; lozzo a Sanderson, 2011). Endorepelin se vaze
prostfednictvim integrinu o2B1 na endotelidlni bunky, coz vede krozpadu fokalnich
adhezivnich spojt. Ve vysledku toto vede k inhibici migrace endotelialnich bun€k a tim padem i
angiogeneze (Bix et al., 2004). Krom¢ vazby na integriny se endorepelin muize vazat na
VEGFR-2 a blokovat jeho aktivaci prostfednictvim vazby VEGF-A (Willis et al., 2013). Diky
témto vlastnostem je endorepelin schopny inhibovat rust nadortt in vivo (Bix et al., 2006).

I endorepelin mize byt dale proteolyticky Stépen prostfednictvim metaloproteinaz BMP-1 a
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TLL-1. Proteolyza vede kuvolnéni domény LG3, ktera je také biologicky aktivni
(Gonzalez et al., 2005).

Kromé regulace angiogeneze byly pozorovany matrikiny, které jsou schopné ovliviiovat
migraci nadorovych bunék. Piikladem toho mohou byt fragmenty odvozené od laminint. Bylo
pozorovano, ze MMP-14 a MMP-2 uvoliuji z molekuly lamininu-5 doménu III, ktera je
podobna EGF. Tato doména se tak muiZze vazat na EGFR, coZ vede k aktivaci EGFR signalizace,
jejimz vysledkem je indukce bunééné migrace (Koshikawa et al., 2000; Schenk et al., 2003;
Koshikawa et al., 2005). Dalsi metaloproteinazou schopnou $té€pit laminin 5 je MMP-19.
Fragmenty generované MMP-19 méni integrinovou signalizaci a indukuji migraci epitelidlnich
bun¢k (Sadowski et al., 2005). V soucasné dob& byla identifikovana cela fada peptida
odvozenych od rGznych laminind, které podporuji rist nadorovych buné€k, tvorbu metastdz a
angiogenezi (Kusuma et al.,, 2011; Nascimento et al.,, 2011; Conway et al., 2013;
Kikkawa et al., 2013).

Dalsi makromolekulou ECM, od niz mohou byt odvozeny biologicky aktivni fragmenty, je
fibronektin. Fibronektin mtize byt proteolyticky degradovan MMP-9, coz vede k uvolnéni 120
kDa fragmentu, ktery se prostfednictvim svého RGD motivu vaze na a5f1 a avp6 integrin.
Vazba fragmentu na avp6 integrin stimuluje migraci bunék a vytvaii zpétnovazebnou smyc¢ku
dalsim zvySenim exprese MMP-2 a MMP-9 (Al-Hazmi et al., 2007). Krom& migrace mohou
fragmenty fibronektinu ovliviiovat také angiogenezi a tvorbu metastaz. Prvni z angiostatickych
fragmentu je fibstatin, ktery byl identifikovan na zakladé své schopnosti vazat FGF-2. Vazbou
FGF-2 fibstatin inhibuje rust endotelialnich bunék, coz je spojeno s jeho schopnosti blokovat
angiogenezi a rast nadord in vivo (Bossard et al., 2004). Druhym fragmentem je anastellin.
Ten diky inhibici RAS/MEK/MAPK drahy blokuje vstup endotelialnich bunék do S-faze a tak
blokuje angiogenezi, rist nadort a tvorbu metastaz (Yi a Ruoslahti, 2001; Ambesi et al., 2005;
Ambesi a McKeown-Longo, 2009).

2.1.2.3. Modulace protinadorové imunitni odpovédi fragmenty ECM a

remodela¢nimi enzymy

Buiiky imunitniho systému, které pronikaji do nadorti, se nevyhnuteln¢ musi setkat
s komponenty ECM. Ty vnadorech prochazi intenzivni pfestavbou katalyzovanou
sekretovanymi proteolytickymi enzymy. Ukazuje se, Ze i proces remodelace mize ptispivat k
tomu, jak bude vypadat imunitni odpovéd v nadorech. Modulace imunity se déje dveéma

mechanizmy, produkci matrikinti a proteolytickou aktivitou metzincinovych proteaz.
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2.1.2.3.1. Matrikiny, fragmenty ECM modulujici imunitni odpovéd’

Matrikiny mohou mit chemotaktické vlastnosti a mohou ptitahovat urcity druh leukocytt.
Z hlediska indukce chemotaxe mohou byt stejné ucinné jako specializované chemokiny.
Piikladem takového chovani mize byt 7S doména kolagenu IV, ktera se vaze na EBP a funguje
jako chemoatraktant pro neutrofily (Senior et al., 1989). Exprese EBP byla prokazana také na
ostatnich leukocytech (Larbi et al., 2005). Chemotaxe zprostfedkovana matrikiny muze byt
provadéna také prostfednictvim klasickych chemokinovych receptori. Bylo pozorovano,
ze acetylovany peptid Pro-Gly-Pro, ktery vznika $tépenim kolagenu I protedzami MMP-8 a
MMP-9, se vaze na chemokinové receptory CXCR-1 a CXCR-2 a mimikuje tak funkci CXCL-8
(Weathington et al., 2006; Braber et al., 2011). Také integrinova signalizace se podili na
chemoatrakci. Pfikladem je matrixovy protein entactin, ktery funguje jako chemoatraktant pro
neutrofily (Senior et al., 1992).

Krom¢ kolagenovych fragmenti a peptidi byla identifikovana cela tada peptidd
odvozenych od laminint, které mohou fungovat jako chemoatraktanty pro neutrofilni
granulocyty a makrofagy (Adair-Kirk et al., 2003; Mydel et al., 2008). Dalsim zdrojem
matrikind je matrixovy protein elastin. Jeho fragmenty generované MMP-12 funguji jako
chemoatraktanty pro monocyty a makrofagy (Senior et al., 1980; Senior et al., 1984,
Houghton et al., 2006). Kromé chemoatrakce je elastin také zdrojem matrikind, které mohou
ovliviiovat indukci imunitni odpovédi. Bylo pozorovano, Ze fragmenty elastinu mohou
indukovat expresi cytokini jako IL-1p a IFN-y, ¢imz podporuji diferenciaci T-lymfocytd
smérem k Tyl fenotypu (Debret et al., 2005; Debret et al., 2006).

I jiné makromolekuly ECM mohou ovliviiovat imunitni odpovéd’. Zajimavym piikladem
miize byt modulace imunitni odpovédi hyaluronanem. Vysledek stimulace je v tomto pfipadé
zavisly na velikosti fragmentu. Vysokomolekularni hyaluronan, jako znak intaktni a funkéni
vyrazné ucinky na Treg, kdy diky sesitovani CD44 podporuje expresi TF FoxP3, ktery je
nepostradatelny pro udrzeni regulac¢niho fenotypu (Bollyky et al., 2009). Kromé toho posiluje
schopnost Treg suprimovat expanzi efektorovych T-lymfocyti (Bollyky et al., 2007).
Vysokomolekularni hyaluronan muze skrze signalizaci pfes CD44 ovlivnit i diferenciaci
T-lymfocytt, kdy podporuje vznik Trl regulacnich T-lymfocyti produkujicich IL-10
(Bollyky et al., 2011). Naopak nizkomolekularni fragmenty hyaluronanu, fungujici jako znak
poskozené a zanicené tkané, jsou schopné aktivovat monocyty, makrofagy a dendritické bunky,
ve kterych indukuji produkci chemokinti a prozanétlivych cytokint (de la Motte et al., 2009;
Noble et al., 1993; McKee et al., 1996; Hodge-Dufour et al., 1997; Termeer et al., 2000).
Na aktivaci se podili jak signalizace z CD44, tak aktivace signalnich drah vychazejicich z TLR-
4 (Taylor et al., 2007; Termeer et al., 2002). Kromé sekrece cytokini a chemokint indukuji

nizkomolekularni fragmenty hyaluronanu expresi matrixovych metaloproteinaz, které mohou
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pfispivat k remodelaci ECM a uvoliiovani dalSich bioaktivnich fragmenti (Horton et al., 1999;
Taylor et al., 2007). Podobné¢ jako fragmenty hyaluronanu mohou produkci zanétlivych
cytokini a MMP indukovat také fragmenty fibronektinu a lamininti (Beezhold a Personius,
1992; Lopez-Moratalla et al., 1995, Marom et al, 2007, Xie et al, 1993;
Adair-Kirk et al., 2003).

2.1.2.3.2. Modulace imunitni odpovédi metzincinovymi proteazami

Metzincinové proteazy jsou schopny ovliviiovat protinddorovou imunitni odpovéd’ n€kolika
zpusoby. Prvnim z nich je tvorba chemokinovych gradientt. Cela fada chemokintl interaguje se
slozkami ECM a jeji degradace vede k mobilizaci chemokint. Pfikladem muize byt odstépovani
ektodomény transmembranového proteoglykanu syndekanu-1 MMP-7, které vede k mobilizaci
asociovaného CXCL-1 a nasledné infiltraci neutrofilnich granulocyta (Li et al., 2002).
Kromé toho miize dochazet také k mobilizaci membranoveé vazanych chemokind, jako CX3CL-1
a CXCL-16. Ty jsou z povrchu bun¢k uvoliiovany piisobenim ADAM-10 (Hundhausen et al.,
2007; Scholz et al., 2007).

I samotné chemokiny mohou slouzit jako substrdt pro proteolytické Stépeni, jehoz
vysledkem mutze byt jejich inaktivace, zvySeni biologického ucinku nebo generovani
antagonistickych fragmenttl. Ptikladem inaktivace chemokinu prostfednictvim MMP je
CXCL-12, ktery hraje roli v procesech nadorové neoangiogeneze a tvorby metastiz
(Mirshahi et al., 2000; Phillips et al., 2003). CXCL-12 je proteolyticky S§tépen piedevs§im
MMP-2, ale tak¢ MMP-1, -3, -9, -13, -14. Dochazi pfitom k odstranéni N-koncového
tetrapeptidu, ktery je dtlezity pro vazbu na receptor CXCR4 (McQuibban et al., 2001). Podobné
Stépeni chemokini CXCL-1, CXCL-4, CXCL-5 a CXCL-7 prostfednictvim MMP-9 vede
k jejich inaktivaci (Van Den Steen et al., 2000; Van Den Steen et al., 2003). Naopak $tépeni
IL-8 proteinazami MMP-8, MMP-9 a MMP-14 vede ke zvySeni jeho chemotaktické aktivity
(Van Den Steen et al., 2000; Tester et al., 2007; Tam et al., 2004). Poslednim moznym
produktem $tépeni chemokind jsou jejich antagonistické derivaty. Nejznaméjsim piikladem je
CCL-7, ktery je Stépen MMP-1,-2,-3,-13 a MMP-14, a jehoz sestfizena varianta inhibuje
chemotaxi a zanét (McQuibban et al., 2000). Podobn¢ jako u CCL-7 dochazi také pfi
proteolytickém Stépeni CCL-8 a CCL-13 proteazami MMP-1 a MMP-3 ke vzniku kratSich
antagonistd (McQuibban et al., 2002).

Stejn¢ jako chemokiny, mohou byt proteolyticky Sté€peny i nékteré cytokiny. Vysledkem
tohoto Stépeni muze byt aktivace, jako to jiz bylo popsano v procesu uvolnovani TGF-f
z latentniho komplexu v kapitole 2.1.2.1. Jinym ptikladem mize byt IL-1B. Ten je produkovan
jako inaktivni prekurzor, ktery je aktivovan odstranénim N-koncové ¢asti. Hlavnim aktivatorem
IL-1B je kaspaza 1, ale prace na mySich postradajicich kaspazu 1 odhalily, ze k aktivaci IL-1p

muze dochézet i alternativnim mechanizmem (Thornberry et al., 1992; Fantuzzi et al., 1997).
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Toto bylo potvrzeno pozorovanim na lidskych keratinocytech, které neexprimuji aktivni
kaspazu 1 (Nylander-Lundqvist et al., 1996). Pozdg&ji se ukazalo, ze pro-IL-1p mize byt St€pen
a tedy aktivovan MMP-2, -3 a -9 (Schonbeck et al., 1998). Na druhou stranu, maturovany I1L-13
mize byt dale $tépen MMP-1, MMP-2, MMP-3 a MMP-9, coz vede k jeho inaktivaci
(Ito et al., 1996). Metzincinové proteazy se také podileji na uvolfiovani membranoveé vazanych
cytokint. Prikladem je TNF-a, ktery je produkovan jako membranové vazany homotrimer.
Ve své membranoveé vazané podobé miize interagovat s TNFR-2 a zprostiedkovavat signaly
pfimym bunéénym kontaktem. V ur€itych pifipadech je ovSem vyZadovana sekrece v solubilni
podobé. Ta vznikéd predevsim diky funkci ADAM-17, ktery odstépuje extracelularni doménu
membranového TNF-a (Black et al., 1997; Moss et al., 1997). Na produkci sekretovaného
TNF-a se mohou podilet i jiné proteazy jako napt. ADAM-19, MMP-7, MMP-12 a MMP-13
(Zheng et al., 2004; Haro et al., 2000; Churg et al., 2003; Vandenbroucke et al., 2013).

Cytokinova signalizace muZze byt alternativné regulovdna odstépenim cytokinovych
receptorti z povrchu buiiky. Muze tak dochéazet ke generovani solubilnich forem receptorti, jako
napt. IL-1RII, IL-6Ra a IL-15Ra (Reddy et al., 2000; Althoff et al., 2000; Mortier et al., 2004).
Tyto solubilni receptory mohou mit zachovanou vazebnou aktivitu vii¢i cytokiniim a fungovat
jako pasti, do kterych jsou cytokiny vychytavany (Arend et al., 1994; Mortier et al., 2004).
Alternativné mohou sekretované protedzy ovliviiovat schopnost leukocytl infiltrujicich do
nadorii reagovat na cytokinové podnéty. Zakladnim bodem v indukci adaptivni imunitni
odpovédi je prezentace antigenu na antigen prezentujicich bunkach, jako napf. prezentace
prostiednictvim DC. Ty nasledné produkci cytokinovych signali urcuji, jaky typ imunitni
odpovédi bude vyvolan. Bylo zjisténo, ze MMP-2 je schopna degradovat receptor pro IFN 1.
ttidy na povrchu DC, které tak nereaguji na pfitomnost IFN-B a nasledné nejsou schopny
produkovat IL-12 potiebny pro indukci protektivni Tyl odpovédi. Misto toho indukuji
v naivnich T-lymfocytech diferenciaci v zanétlivy Ty2 fenotyp (Godefroy et al., 2011). Ani
spravné polarizované T-lymfocyty nejsou chranény pied pisobenim sekretovanych protedz.
Nédorové bunky mohou produkovat MMP-9, kterd z povrchu aktivovanych T-lymfocytl
odstépuje receptor IL-2Ra (CD25), coz vede ke sniZzeni jejich prolifera¢nich schopnosti
(Sheu et al., 2001).

Kromé cytokinovych receptordt mohou byt zpovrchu prostfednictvim metzincinovych
protedz uvoliiovany i jiné molekuly dulezité pro funkci imunitniho systému. Stresované, viry
infikované a nadorové buiiky exprimuji povrchové molekuly MICA, MICB a ULBP-2, které¢
jsou ptibuzné MHC molekuldm I. tfidy. Tyto molekuly jsou rozpoznavény aktivacnim
receptorem NKG2D exprimovanym NK bunikami a cytotoxickymi T-lymfocyty. Nadorové
burniky obchazi imunitni rozpoznani zprostfedkované NKG2D odvrhovanim MICA, MICB a
ULBP, které je zprostiedkovano $té€penim metzincinovymi protedzami (Waldhauer et al., 2008;
Liu et al., 2010; Boutet et al., 2009; Waldhauer a Steinle, 2006). Nadorové buniky exprimuji
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celou tadu dalSich povrchovych molekul, které mohou byt rozpoznany NK buikami.
Jednou znich je molekula B7-H6, ktera interaguje s aktivacnim receptorem NKp30
(Brandt et al., 2009). Nedavny vyzkum ukazal, ze i B7-H6 je z povrchu nadorovych bunék
odstépovana, a to pomoci ADAM-10 a ADAM-17 (Schlecker et al., 2014).
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2.2. Bunécné komponenty nadorového mikroprostredi

2.2.1. Buiiky mezenchymalniho ptivodu

2.2.1.1. Mezenchymalni kmenové buiky

MSC predstavuji multipotentni kmenové buinky, které se nachazeji primarné v kostni dfeni,
kde ptedstavuji prekurzory bun€k formujicich kostni dien, kost a chrupavku (Friedenstein et al.,
1987; Haynesworth et al., 1992; Pittenger et al., 1999). Krom¢ toho se ziejmé podileji na
organizaci niky hematopoetickych kmenovych bunék (Mendez-Ferrer et al., 2010). MSC
mohou byt izolovany i z jinych tkani, jako napf. z placenty, tukové tkan¢, pupe¢nikové krve
(Fukuchi et al., 2004; Zuk et al., 2002; Erices et al., 2000). Jelikoz je mozné, ze se MSC
izolované zriznych zdrojii castecné lisi, v duisledku plsobeni riznych extracelularnich
prostiedi, byla v roce 2006 navrhnuta standardni kritéria pro jejich identifikaci (Dominici et al.,
2006). MSC musi za standardnich podminek adherovat k plastovym kultiva¢nim nadobam. Z
hlediska exprese povrchovych znakli musi exprimovat CD73, CD90 a CD105, ale musi byt
negativni na CD34, CD45, HLA-DR, CD14, CD11b, CD79a, CD19. Dale musi byt schopny in
vitro diferencovat na osteoblasty, adipocyty a chondroblasty.

Mezenchymalni kmenové bunky exprimuji také celou fadu chemokinovych receptord,
prostiednictvim kterych mohou byt mobilizovany a mohou migrovat do mist poranéni a zanétu
(Dwyer et al., 2007; Ringe et al., 2007). JelikoZ je i nadorové mikroprostiedi ve své podstaté
zanétlive, patii MSC k bunkam nadorového mikroprosttedi. Kromé chemokinovych signalt je
nadorové prostfedi bohaté také na celou fadu rustovych faktord, jako napt. PDGF a EGF, které
rovnéz pfitahuji MSC (Nakamizo et al., 2005; Spaeth et al., 2008). Cetnd pozorovani na
modelech nadort prostaty, tlustého stieva, prsu a melanomech, ukazala, ze pfitomnost MSC v
nadorech podporuje jejich rast (Ye et al., 2012; Jung et al., 2013; Shinagawa et al., 2010;
Karnoub et al., 2007; Suzuki et al., 2011). MSC mohou rist nadortt podporovat nékolika
zpusoby. Prvni moznosti je podpora neoangiogeneze (Zhu et al., 2006;
Beckermann et al., 2008). Mezenchymalni kmenové buiky infiltrujici do nadorového
mikroprostfedi jsou vystaveny pisobeni hypoxie a zanétlivych cytokini ¢i peptida
(Coffelt et al., 2009; Liu et al., 2011). Ukazuje se, ze MSC na tyto vnéjsi podnéty reaguji
sekreci pro-angiogennich faktoru, jako jsou IL-6, IL-8, HGF, TGF-B, FGF a hlavn¢ VEGF
(Kinnaird et al., 2004; Potier et al., 2007; Beckermann et al., 2008; Crisostomo et al., 2008;
Herrmann et al., 2011; Suzuki et al., 2011).

Dal$i mozZnosti predstavuje inhibice imunitniho systému, podpora tvorby metastaz a
diferenciace na komponenty nadorového prostiedi. VSechny tyto moznosti budou popsany

v samostatnych podkapitolach.
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2.2.1.1.1. Inhibice imunitniho systému

Imunitni reakce zacina aktivaci vrozené imunity v disledku rozpoznani PAMP nebo
DAMP. Neni-li vrozena imunita schopna nebezpeci neutralizovat, jsou antigeny pfijimany
antigen prezentujicimi bufikami, jako jsou makrofagy a DC. Tyto je nasledné prezentuji
naivnim T-lymfocytiim, které jsou na zakladé obdrzenych signald aktivovany a diferencuji na
efektorové bunky. Ukazuje se, ze MSC mohou ovliviiovat vSechny kroky, vedouci k aktivaci
adaptivni imunitni odpovédi a tak chranit nadory pted zni¢enim. MSC produkuji chemokiny,
které do nadorti mohou pfitahovat monocyty jako napt. CCL-3, CCL-4, CCL-12 a CXCL-12,
ale nasledné blokuji jejich diferenciaci na DC produkci IL-6 a PGE, (Djouad et al., 2007,
Chen et al., 2008; Spaggiari et al., 2009; Deng et al., 2014). Navic sekretuji TSG-6, ktery
blokuje proces maturace DC a tedy zvySeni exprese kostimula¢nich molekul a produkei 1L-12
(Liu et al., 2014). Druhym typem APC jsou makrofagy. MSC neblokuji jejich diferenciaci
Z monocytu, ovliviiuji ovSem jejich fenotyp. V piitomnosti MSC dochazi preferenéné k indukci
M2 makrofagt, které se podileji predev§im na procesech regenerace a jsou imunosupresivni
(Kim a Hematti, 2009; Maggini et al., 2010). Maji snizenou expresi MHC II. tfidy, expresi
IL-12 a IL-23, naopak produkuji hodn¢ IL-10. Na indukci M2 fenotypu se podileji PGE,, IDO a
COX2 produkované mezenchymalnimi kmenovymi bunkami (Nemeth et al., 2009;
Maggini et al., 2010; Francois et al., 2012).

Dulezitou roli v pfirozené imunité hraji rovnéz NK bunky, které jsou schopny rozpoznat
transformované nadorové buiiky a tyto lyzovat. MSC jsou schopny inhibovat proliferaci NK
bunék a snizovat expresi aktivacnich receptori Nkp30, Nkp44 a NKG2D
(Spaggiari et al., 2008). Dulezitou roli v inhibici NK bunék hraje vtomto ptipadé sekrece
TGF-B, PGE, a také IDO (Sotiropoulou et al., 2006; Spaggiari et al., 2008). MSC sekretuji
navic HLA-G, ktery interaguje s inhibi¢nimi receptory NK bunék. Toto ma za nasledek snizeni
exprese INF-y a blokaci uvolnéni granzymu a perforinu, tedy jejich lytickou aktivitu
(Selmani et al., 2008).

V dusledku inhibice maturace DC a indukce M2 makrofagt, dochdzi k zablokovani tvorby
efektorovych T-lymfocyti, které¢ by mohly rozpoznat nadorové buiiky. Samotné MSC produkuji
IDO, ktera blokuje proliferaci T-lymfocyti a €ini je nachyIngjsi k apoptoze (Ren et al., 2009;
Lee et al.,, 2002). V dusledku nedostatku tryptofanu dochazi ke snizeni exprese & fetézce
v komplexu T receptoru, coZ je spojeno se snizenou cytotoxickou aktivitou CD8" T-lymfocyti.
Navic nedostatek tryptofanu upfednostiiuje indukci Treg znaivni T-lymfocyti
(Fallarino et al., 2006). Nedavny vyzkum odhalil, Ze MSC mohou inhibovat T-lymfocyty také
prostiednictvim stimulace PD-1 (Chinnadurai et al., 2014). MSC produkuji solubilni faktory,
jako TGF-B, PGE,, kterymi moduluji imunitni odpovéd’. Blokuji funkci Tyl, Tyul7 a
cytotoxickych CD8" T-lymfocytli a naopak podporuji expanzi a funkci Treg a T2 lymfocytil
(Rasmusson et al., 2003; Aggarwal a Pittenger, 2005; English et al., 2009;
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Patel et al., 2010; Luz-Crawford et al., 2013). Kromé TGF-p a PGE; se na expanzi Treg rovnéz
podili SHLA-G sekretovany MSC (Selmani et al., 2008). Expandované regula¢ni T-lymfocyty
pak vytvaieji pozitivni zpétnovazebnou smycku, kdyz podporuji prezivani a proliferaci MSC

(Zhou et al., 2014).

2.2.1.1.2. Podpora nadorového ristu a tvorby metastaz

Béhem iniciace nadorového rustu dochazi k produkci ristovych faktorti a cytokint, které
mobilizuji MSC z kostni diené (Xu et al., 2009; Liu et al., 2011). Ty nasledné infiltruji do
nadort, kde produkei solubilnich faktorti podporuji rist nadort a jejich schopnost metastazovat
(De et al., 2013; Zhang et al., 2013; Song et al., 2014).

Za normalnich fyziologickych podminek se MSC podileji na organizaci niky
hematopoetickych kmenovych bunék (Mendez-Ferrer et al., 2010). Ukazuje se, ze podobnou
funkci zastavaji MSC i v nadorech, kde se podileji na utvafeni niky CSC (Liu et al., 2011,
Li et al., 2012). Nedavny vyzkum odhalil n€kolik signaliza¢nich drah, kterymi dochazi ke
komunikaci mezi MSC a CSC. Centralni roli v signalizaci hraji zanétlivé cytokiny IL-1p a IL-6
produkované v nadorovém mikroprostiedi. Interleukin-1 produkovany nadorovymi butikami
indukuje v MSC expresi PGE,, ten se vaze na receptory EP2 a EP4 na povrchu MSC a spole¢né
S IL-1B indukuje expresi IL-6, IL-8 a CXCL-1. Samotné PGE, pusobi také na CSC, v nichz
stimuluje fosforylaci a aktivaci Akt. Akt nasledné fosforyluje a inaktivuje GSK-3f, coz vede
k aktivaci p-cateninové signalizace, ktera je dalezitd pro regulaci kmenovych buné&k
(Li et al., 2012; Reya a Clevers, 2005). Kromé toho dochazi pod vlivem PGE, ke sniZeni
exprese E-cadherinu fungujiciho jako negativni regulator PB-cateninu.(Orsulic et al., 1999).
Dals§im vyznamnym faktorem zajistujicim interakci mezi MSC a CSC je IL-6. Ten pisobi pies
IL-6R na MSC. Aktivuje v nich STAT-3, ktera nasledné spousti signalni kaskady vedouci
k aktivaci dalSich TF jako Twist a NF-xB (Cheng et al., 2008; Lee et al., 2009). Ty nasledné
podporuji expresi IL-6 a dalSich cytokint, coz vede ke vzniku pozitivni zpétnovazebné smycky
(Sullivan et al., 2009). Na zaklad¢ stimulace IL-6 produkuji MSC mimo jiné CXCL-7, ktery
nasledné pisobi na CSC a piispiva k jejich expanzi (Liu et al., 2011). Kromé uzavieni
autokrinni zpétnovazebné smycky miuize IL-6 produkovany MSC ovliviiovat také CSC, v nichz
rovnéz aktivuje STAT-3 a tak podporuje jejich expanzi (Marotta et al., 2011; Tsai et al., 2011).
Ve vysledku tak dochazi ke zvétSeni populace nadorovych kmenovych bunék, coz je spojeno
s lepsim rustem (Liu et al., 2011; Li et al., 2012).

Nadorové kmenové bunky jsou uzce spojeny s tvorbou metastaz. Prvni fazi v diseminaci
nadorovych bun€k je proces EMT, pii kterém ziskavaji plvodné epitelialni bunky
mezenchymalni fenotyp. Zaroven tyto bunky ziskavaji vlastnosti kmenovych bunck
(Mani et al., 2008). MSC vyznamnou mérou piispivaji k EMT nadorovych buné€k, produkuji
TGF-B, IL-6, a PGE, (Jing et al., 2012; Li et al., 2012). Tyto faktory spolu kooperuji a vedou ke
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snizeni exprese E-cadherinu a zvyseni exprese hlavnich TF regulujicich EMT Twist a Snail
(Cheng et al., 2008; Yadav et al., 2011; Jing et al., 2012). Ve vysledku tak dochazi ke zvyseni
metastatického potencialu nadorovych bungk. Navic bylo pozorovano, ze produkci chemokint,
jako napt. CXCL-12 a CCL-5, mohou MSC usnadnovat vstup nadorovych bun¢k do kosti dfen¢
a plic (Corcoran et al., 2008; Xu et al., 2009; Karnoub et al., 2007).

o 4

2.2.1.1.3. Diferenciace MSC na jiné bunécné typy nadorového mikroprostiredi

MSC mohou na zakladé signalt znadorového prostiedi diferencovat na celou fadu
bunéénych typt jako napf. adipocyty, fibroblasty a dalsi (Barcellos-de-Souza et al., 2013).
Jejich schopnost diferencovat na endotelialni buiiky je zatim pfedmétem védecké diskuze,
jelikoz byly publikované studie, které tato pozorovani vyvraci (Oswald et al., 2004,
Cao et al., 2005; Beckermann et al., 2008). Jiné studie zase naznacuji, ze MSC nediferencuji na
endotelialni buiky, ale na pericyty, které stabilizuji vzniklé cévy (Au et al., 2008;
Bexell et al., 2009; Birnbaum et al., 2011). Vyznamna je piedev§im schopnost MSC
diferencovat na CAF. Ptredpoklada se, ze by diferenciaci MSC mohlo vznikat 20 — 70% CAF
(Direkze et al., 2004; Kidd et al., 2012). Takto vzniklé fibroblasty pak mohou pomahat
Vv procesech rastu a tvorby metastaz (Shinagawa et al., 2010; Jung et al., 2013). Mechanizmy,
kterymi CAF ovliviwuji nadorové mikroprostiedi a pfispivaji kK rozvoji nadortd, budou popsany
Vv nasledujici kapitole.

Dalsi vyznamnou skupinou bunék, na kterou mohou MSC diferencovat, jsou adipocyty.
Adipocyty asociované s nadory maji pozménény fenotyp, ktery se vyznacuje snizenim obsahu
tukovych vakuol a snizenou expresi znakil terminalni diferenciace, jako jsou lipaza sensitivni na
hormony, adiponectin a restin (Dirat et al., 2011). Dal§im znakem je zvySend exprese
prozanétlivych cytokind IL-1p, IL-6, IL-8 a CCL-2. Pomoci nich adipocyty zvySuji invazivitu
nadorovych bunék a podporuji tvorbu metastaz (Dirat et al., 2011; Nieman et al., 2011;
Carter a Church, 2012). Motilita nadorovych bunék je dale posilena expresi MMP-11 adipocyty
na invazivni strané¢ nadort (Andarawewa et al., 2005). Krom¢ degradace ECM hraje MMP-11
dilezitou roli v regulaci adipocyti, jelikoz jeji exprese je spojena s dediferenciaci adipocytu,
¢imz zfejme€ pfispiva k ziskani fenotypu adipocytti asociovanych snadory. Signalni drdhy
indukované adipocyty také zvysuji odolnost nadorovych bunék viici ptisobeni chemoterapeutik
(Behan et al., 2009).

Rychly rust nadort je spojen s vysokymi naroky na pfisun zivin a energie. Nadorové bunky
toto feSi tvorbou metabolické sité, v niz se chovaji jako parazité. Indukuji ve stromalnich
bunkach katabolické procesy, které generuji zdroje energie, jako pyruvat, laktdit a mastné
kyseliny. Samy se pak specializuji na vyuziti téchto zdroji anabolickymi procesy
(Martinez-Outschoorn et al., 2012). V adipocytech pod vlivem nadorovych bunék dochazi

K lipolyze a uvolnéni mastnych kyselin do prostfedi. Tyto volné mastné kyseliny jsou pfijimany
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nadorovymi bufikami a vyuzivany v procesu p-oxidace pro zisk energie (Gazi et al., 2007;
Nieman et al., 2011).

2.2.1.2. Fibroblasty asociované s nadory

CAF jsou nejpocetngjsi populaci bunék nadorového stromatu. Pfedstavuji architekty
nadorového mikroprostfedi, ve kterém plni celou fadu funkci, jako napf. remodelace ECM,
sekrece riistovych faktorti podporujicich rast nadorovych bunék a modulace imunitni odpovédi.
Populace CAF vznikd z nékolika rozdilnych bunécnych typt. Zakladnim zdrojem jsou ziejmé
fibroblasty rezidentni v tkani, které jsou pfitahovany a inkorporovany do nadorti, v nichz pod
vlivem TGF-B1 diferencuji na CAF (Ronnov-Jessen et al., 1995; Vaughan et al., 2000).
Rostouci nddory sekretuji solubilni faktory schopné mobilizovat z kostni dien¢ MSC.
Ty infiltruji do nadorového stromatu a nasledné diferencuji na fibroblasty (Direkze et al., 2004;
Kidd et al., 2012). Dalsi zatim stale diskutovanou moznosti, je diferenciace CAF z nadorovych
bungk, které prosly EMT a ziskaly mezenchymalni fenotyp (Oldfield et al., 2001;
Petersen et al., 2003; Nightingale et al., 2004). Podobny proces byl popsan také u endotelialnich
bunék (Zeisberg et al., 2007). Dale byly jako mozny zdroj CAF identifikovany adipocyty a
pericyty(Bochet et al., 2013; Armulik et al., 2011). Je ovSem nutné zdlraznit, Ze neni
vylouceno, Ze se jedna o artefakt zpisobeny chybénim specifickych znakt pro CAF.

Z hlediska fenotypu se CAF lisi od rezidentnich tkanovych fibroblasti. Expresi a-SMA se
ovSem podobaji aktivovanym myofibroblastim (Lazard et al., 1993). CAF dale exprimuji
vimentin, paladin, FAP, FSP-1, PDGFRa a B (Sugimoto et al., 2006; Ronty et al., 2006;
Strutz et al., 1995; Rettig et al., 1993; Paulsson et al., 2009). Zadny z téchto znakd ov§em neni
zcela specificky, coz naznacuje, Ze CAF pfedstavuji heterogenni populaci. Tato heterogenita
mize byt dana druhem néadort a specifickym prostfedim, ve kterém CAF diferencuji, nebo

jejich rozdilnym ptvodem.

2.2.1.2.1. Podil CAF na remodelaci ECM

Tkanové fibroblasty jsou hlavnimi producenty komponent ECM. Toto plati i pro aktivované
CAF, které pod vlivem TGF-B produkovaného nadorovymi buitkami zvysuji expresi kolagent,
fibronektinu a lamint, ¢imz prispivaji ke zvySeni tuhosti tkané (Verona et al., 2007,
Kauppila et al., 1998; Bremnes et al., 2011). Produkuji také celou fadu enzymi podilejicich se
na zmén¢ architektury ECM. Exprimuji lysyl oxidazu, kterd zprostfedkovava sesitovani
kolagenovych vlaken a vytvaii tak cesty pro migraci nddorovych bunc¢k do okolni tkané,
zarovenn dochazi timto zplisobem ke zvySeni integrinové signalizace, ktera podporuje riist
nadorovych bunék (Trivedy et al., 1999; Provenzano et al., 2006; Levental et al., 2009).
Prostiedi obohacené o fibronektin aktivuje signaliza¢ni drahy vychazejici z integrinu aSp4,

ktery je VCAF exprimovan ve zvySené mife (Coulson-Thomas et al., 2010).
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Aktivovana integrinova signalizace spolu se zanétlivymi cytokiny TNF-a a TGF-B stimuluje
CAF k produkci MMP-2, MMP-9, MMP-13 a MMP-14 (Huhtala et al., 1995; Saad et al., 2002;
Stuelten et al., 2005; Singer et al., 2002; Lederle et al., 2010; Bisson et al., 2003). Pomoci
MMP pak CAF pronikaji do okolni tkan¢ a vytvaieji drahy, po ktery migruji nadorové bunky
(Gaggioli et al., 2007). MMP ovsem plni i dalsi funkce diskutované v kapitole 2.1.2.

Pod vlivem ristovych faktor nadorového mikroprostredi, jako napt. bFGF, EGF, HGF,
IGF-1, dochazi rovnéz k indukci exprese UPA, ktery se podili na degradaci ECM, podporuje
angiogenezi a tvorbu metastaz (Noskova et al., 2009; Nielsen et al., 1996; Nielsen et al., 2001;
Dass et al., 2008). Znakem CAF je exprese FAP. Jedna se o serinovou proteazu schopnou
degradovat kolagen, ¢imz se podili na reorganizaci ECM a podporuje migraci nadorovych
bunék (Park et al., 1999; Christiansen et al., 2007; Lee et al., 2011).

2.2.1.2.2. CAF podporuji nadorovy rist a tvorbu metastaz

Nédorové bunky sekretuji TGF-p, BMP, PDGF, IL-1§ a dalsi faktory, které vedou
k aktivaci ptitomnych fibroblasti a jejich diferenciaci v CAF (Cai et al., 2012;
Calon et al.,, 2012; Owens et al.,, 2013; Pietras et al., 2008; Erez et al., 2010;
Muerkoster et al., 2004). Tyto nasledné¢ podporuji proliferaci, angiogenezi, lymfangiogenezi,
migraci a invazivitu nadorovych bunék (Hwang et al., 2008; Grugan et al., 2010;
Stuelten et al., 2010; Zhang et al., 2011). Pfitomnost CAF rovnéz zvySuje odolnost nadorovych
bunék vici ptisobeni chemoterapie a radioterapie (Muerkoster et al., 2004; Hwang et al., 2008).
D¢je se tak na zaklad¢ produkce ristovych faktor(, mezi které patii TGF-B, VEGF, FGF, HGF,
PDGF, IGF-I, IGF-1I (Stuelten et al., 2010; Fukumura et al., 1998; Dong et al., 2004;
Pietras et al., 2008; Grugan et al., 2010; Crawford et al., 2009; Cullen et al., 1991,
Giani et al., 1996; Tavakkol et al., 1992). Tyto pisobi pfimo na nadorové buiky, ve kterych
mohou stimulovat proristové drahy jako MAPK a Akt (Hwang et al., 2008;
Subramaniam et al., 2013). Rostouci nadory maji ovsem zvySené pozadavky na cévni zasobeni
a prisun energie. CAF sekretuji VEGF, PDGF, FGF, které podporuji nadorovou angiogenezi
(Dong et al., 2004; Pietras et al., 2008; Pietras et al., 2008). Navic CAF sekretuji CXCL-12
schopny pfitahovat prekurzory endotelialnich bunek z kostni dfené (Orimo et al., 2005).

Stejn¢ jako MSC, se podili CAF také na procesu EMT, ktery predstavuje prvni krok
ve tvorb¢ metastaz. Bunky prochéazejici EMT se vyznacuji expresi znakti kmenovych bun¢k a da
se tedy predpokladat, ze se jedna o CSC (Mani et al., 2008). CAF v prvni fazi expanduji CSC.
Pod vlivem zanétlivého nadorového prostiedi dochazi v CAF k aktivaci NF-kB a nasledné
indukci exprese COX-2 produkujici PGE,, ktery expanduje CSC (Erez et al., 2010). PGE, dale
autokrinnim zptisobem posiluje expresi IL-6 v CAF. Sekretovany IL-6 nasledné posiluje ucinek
PGE; na expanzi CSC (Rudnick et al., 2011). Mimo to vytvaii zpétnovazebnou smycku, pii niz
v CAF aktivuje STAT-3. To vede k dalsimu posileni sekrece IL-6, ale také indukuje expresi
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CCL-2. CSC pod vlivem CCL-2 zvysuji expresi Notch-1, ktery iniciuje signalni drahu
podporujici sebeobnovu kmenovych bunék (Tsuyada et al., 2012). V dalsi fazi poskytuji CAF
faktory podporujici EMT. Produkci TGF-B indukuji v nadorovych butikach expresi HMGA-2,
ktery aktivuje expresi hlavnich regulatort EMT, jako Snail, Slug, Twist (Thuault et al., 2006).
TGF-p dale v CAF indukuje expresi IL-11, ktery spoleéné se sekretovanym IL-6 aktivuje
v nadorovych bunkach STAT-3-Twist drahu podporujici EMT (Calon et al., 2012; Cheng et al.,
2008). Krom¢ toho IL-6 indukuje v CAF expresi MMP, ¢&imz rovnéz podporuje EMT
(Giannoni et al., 2010). Diky produkci MMP vytvati CAF degradaci ECM cesty, po kterych
putuji nadorové bunky (Gaggioli et al., 2007). Sekretuji navic rustové faktory HGF a FGF
podporujici migraci (Grugan et al., 2010; Henriksson et al., 2011). Sekrece HGF je dulezita
mimo jiné i pro preziti migrujicich bunék, jelikoz signalizaci ptes c-Met inhibuje anoikis, tedy
buné¢nou smrt zpuisobenou ztratou mezibunéénych kontaktd (Kanayama et al., 2008). Indukce
EMT je dale posilena oxidativnim stresem. Nadorové bunky sekretuji IL-18 coz v nadorovych
fibroblastech indukuje expresi iINOS produkujici NO (Muerkoster et al., 2004). Produkovany
NO nésledné¢ v nadorovych buiikach indukuje oxidativni stres, na ktery odpovidaji expresi
HIF-1a a aktivaci B-cateninové signalizace, které podporuji EMT (Luo et al., 2013). Zvyseny
oxidativni stres vyvolava expresi HIF-1a i v CAF, coz indukuje produkci karboanhydrazy 9.
Ta zplsobuje acidifikaci extracelularniho prostiedi podporujici aktivaci MMP-2 a MMP-9,
které se rovnéz podileji na procesu EMT (Fiaschi et al., 2013).

Migrujici bunky ve vzdalenych organech zakladaji metastatickou niku, v jejimz formovani
hraji roli fibroblasty. Pod vlivem nadorovych bunék indukuji fibroblasty expresi osteopontinu
schopného vazat ligandy Wnt. V metastatické nice se tak zvySuje lokalni koncentrace Wntl a
Wnt3A, ¢imZz je posilena aktivace Wnt drahy, kterd je dileZitda pro sebeobnovu CSC
(Malanchi et al., 2012).

2.2.1.2.3. CAF potlacuji protinadorovou imunitu

Prvni slozkou, se kterou se setkavaji buiikky imunitniho sytému pii infiltraci do nadord, je
ECM. Ta behem vyvoje nadorl prochazi zna¢nou piestavbou, na niz se podileji CAF, které
méni slozeni ECM zvysenou syntézou kolageni. Kolageny mohou fungovat jako inhibitory
imunitni odpovédi, jelikoZz jsou rozpoznavany inhibicnim receptorem LAIR-1 (CD305)
(Lebbink et al., 2006). Ten je exprimovan prakticky na vSech bunikdch imunitniho systému
(Meyaard et al., 1997). Aktivace LAIR-1 je schopna inhibovat cytotoxickou aktivitu a
proliferaci NK buné¢k a efektorovych T-lymfocyti (Meyaard et al., 1997; Poggi et al., 1997;
Meyaard et al., 1999). Snizuje také signalizace pfes B-receptor, coz je spojeno se Snizenim
exprese imunoglobulini a cytokini (van der Vuurst de Vries AR et al, 1999;

diferenciace na DC (Poggi et al., 1998).

34



Dalsi komponentou ECM produkovanou CAF, ktera se podili na modulaci imunitni
odpovédi je tenascin C (Chiquet-Ehrismann et al., 1994). Schopnost tenascinu C ovliviiovat
imunitu je dana zfejm& vazbou na fibronektin, ¢imz blokuje jeho interakeci s integriny na
bunkach imunitniho systému. Tenascin C timto zplisobem blokuje migraci monocytd v reakci
na leukotrien B, a IL-8 (Loike et al., 2001). SniZuje tak pravdépodobné mnozstvi monocyti a
makrofagi v nadorech, které by mohly fungovat jako antigen prezentujici bunky
(Talts et al., 1999). Maskovanim vazebnych mist na fibronektinu dale blokuje adherenci a
aktivaci T-lymfocyta, které postradaji kostimula¢ni signaly zintegrini VLA-4, VLA-5
(Hauzenberger et al., 1999; Hibino et al., 1998).

Soucasti ECM je rovnéz fibroblasty produkovany multifunkéni protein TSP-1
(Jaffe et al., 1983). Ten interaguje s CD47 a integriny na leukocytech. Zatimco vazba na
integriny je zodpovédna za chemotaxi, vazba na CD47 ovliviiuyje funkéni vlastnosti
(Li et al, 2002). TSP-1 tak do nadort pfitahuje T-lymfocyty a monocyty
(Mansfield a Suchard, 1994). Interakci s CD47 ovSem blokuje produkci zanétlivych cytokint
IL-6, IL-12, TNF-0, GM-CSF a maturaci DC (Demeure et al., 2000). Zaroven blokuje aktivaci,
proliferaci a diferenciaci Tyl lymfocyti, zatimco diferenciaci Ty2 lymfocytd, obecné
povazovanych za pronadorové, neovliviiuje (Li et al., 2001; Beppu et al., 2001;
Avice et al., 2000).

CAF sekretuji do nadorového prostiedi celou fadu proteolytickych enzymd, které degraduji
ECM a maji dalsi funkce, jimiZ mohou ovliviiovat imunitni odpoveéd’, viz. kapitola 2.1.2.3.

Pod vlivem zanétlivych cytokinii dochazi ve fibroblastech k aktivaci NF-kB a jejich
diferenciaci v prozanétlivé CAF (Erez et al., 2010). Ty produkuji chemokiny a cytokiny,
kterymi mohou inhibovat pfirozenou i adaptivni protinddorovou imunitu. CAF patii mezi
producenty IL-6, jehoZ zvySena koncentrace v krvi vede k uvoliiovani neutrofili z kostni diené
(Silzle et al., 2003; Erez et al., 2010; Ulich et al., 1989). Navic zvySuje expresi adhezivnich
molekul ICAM-1 a VCAM-1 na endotelialnich bunkach, ¢imz ptispiva k jejich extravazaci do
nadori (Romano et al., 1997; Modur et al., 1997). Chemoatrakce neutrofilli do nadort je dale
posilena produkci chemokind, ktera je indukovana IL-6 aktivujicim STAT-3-NF-kB drahu
(Cheng et al., 2008; Lee et al., 2009). Infiltrované neutrofily nasledné pod vlivem TGF-f, jehoz
vyznamnym producentem jsou CAF, diferencuji na N2 fenotyp podporujici naddorovy rist
(Kojima et al., 2010) (Fridlender et al., 2009). Nadorové prostfedi je rovnéz bohaté na
monocyty, K jejichz infiltraci dochazi na zakladé IL-6 indukované produkce chemokinti v CAF
(Silzle et al., 2003; Erez et al., 2010; Qian et al., 2011). Monocyty piedstavuji prekurzory
makrofagi a myeloidnich DC. IL-6 produkovany CAF zvySuje v monocytech expresi receptoru
pro M-CSF, ¢imz podporuje M-CSF tizenou diferenciaci v makrofagy a blokuje tvorbu DC
(Chomarat et al., 2000). Vzniklé makrofagy nasledné pod vlivem IL-6, CCL-2 a TGF-p
diferencuji na pro-nadorovy M2 fenotyp (Roca et al., 2009; Gong et al., 2012;
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Sierra-Filardi et al., 2014). Dojde-li k diferenciaci DC, maji tyto v dtsledku ptisobeni TGF-$ a
CCL-2 tolerogenni fenotyp, ktery podporuje diferenciaci Treg (Bekeredjian-Ding et al., 2009;
Kudo-Saito et al., 2013). Navic TGF-p inhibuje migraci DC bun¢k z nadort do lymfatickych
uzlin.(Weber et al., 2005) Timto zpusobem mohou CAF ovliviiovat sloZeni a funkci APC, které
jsou nepostradatelné pro indukci adaptivni protinadorové imunity.

Dalsi slozkou inhibovanou CAF jsou NK buiikky. CAF prostiednictvim produkovaného
PGE, snizuji na infiltrujicich NK bunkach expresi aktiva¢nich receptori NKp44, NKp30, a
DNAM-1. Efekt PGE, je navic posilen piimym kontaktem CAF sNK bunkami
(Erez et al., 2010; Balsamo et al., 2009). Na inhibici NK bun¢k se podili také TGF-, ktery
blokuje jejich maturaci a produkci IFN-y (Marcoe et al., 2012). Produkce IFN-y je ptitom
dilezitd pro plnou aktivaci DC a produkci cytokini indukujicich Tyl odpovéd
(Laouar et al., 2005). CAF potlacuji Tyl imunitni odpovéd’ a upiednostiuji indukci odpovédi
typu T2, kterd podporuje rast nadori (Liao et al., 2009). VyuZivaji k tomu nékolik
mechanizmt. Produkuji CCL-2 a IL-6, ktery podporuje expresi IL-4 a tim polarizuje lymfocyty
smérem k T2 fenotypu (Karpus et al., 1997; Gu et al., 2000; Rincon et al., 1997). IL-6 navic
inhibuje Tyl polarizaci zvySenim exprese SOCS-1, coz je spojeno s inhibici fosforylace
STAT-1 (Diehl et al., 2000). Dalsim inhibujicim cytokinem je TGF-B. Jeho pfitomnost vede k
inhibici exprese TF T-bet fidiciho diferenciaci Tyl lymfocytd (Gorelik et al., 2002).
TGF-fp ovSsem inhibuje také diferenciaci Ty2 lymfocyti inhibici TF GATA-3
(Gorelik et al., 2000). Naopak v naivnich T-lymfocytech podporuje expresi FoxP3 a tim jejich
diferenciaci v Treg, které dale inhibuji protinadorovou imunitni odpovéd” (Chen et al., 2003).
Kindukci FoxP3 mize pod vlivem TGF-B dochazet také v CD8" lymfocytech
(Kapp et al., 2006). Efektorové CD8" CTL navic V piitomnosti TGF-P snizuji expresi
granzymu, perforin, FasL a |[IFN-y a dochazi wu nich kindukci apoptozy
(Thomas a Massague, 2005; Sanjabi et al., 2009). V kombinaci s IL-6 indukuje TGF-
vV naivnich lymfocytech diferenciaci na Th17 fenotyp, jehoz role v nadorech je zatim stale
kontroverznim tématem (Veldhoen et al., 2006). CAF K inhibici adaptivni imunity kromé
cytokind mohou vyuzivat i mezibunééného kontaktu. Exprimuji na svém povrchu PD-L1 a
PD-L2, kterymi mohou suprimovat efektorové T-lymfocyty exprimujici na svém povrchu
PD-1 (Nazareth et al., 2007; Pinchuk et al., 2008).

2.2.2. Buniky imunitniho systému

Nadorové mikroprostiedi je infiltrovano prakticky v§emi druhy leukocytt (Fridman et al.,
2012). V nékterych nadorech se navic mizeme setkat se vznikem terciarnich lymfoidnich
struktur, které se svou vnitini stavbou mohou podobat lymfatickym uzlinam. Mohou obsahovat

vice ¢i méné odlisSené zony B- a T- lymfocytd (Goc et al., 2013). Nadory se tak vyvijeji
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v blizkém kontaktu s imunitnim systémem a dochazi zde ke vzajemnému ovliviiovani, jehoz
vysledkem je zména imunogenicity nadorovych bungk.

Pfi pokusech s chemickym karcinogenem metylcholantrenem bylo pozorovano, ze u mysi
postradajicich funkéni lymfocyty dochazi ke vzniku nadort diive a castéji neZz u
imunokompetentnich mysi. Navic sarkomy vzniklé u mysi postradajicich lymfocyty byly pii
transplantaci do  imunokompetentnich mysi castéji odhojeny, nez sarkomy z
imunokompetentnich mys$i transplantované do imunokompetentnich mys$i
(Shankaran et al., 2001). Na zaklad¢ téchto vysledku, doslo k postulaci hypotézy tzv. nadorové
imunoeditace, ktera popisuje dualni vztah mezi nddorovymi builkami a imunitnim systémem
(Dunn et al., 2002). Proces imunitni editace je sloZen ze tii fazi, a to eliminace, ekvilibria a
uniku (Obr. 1).

Béhem faze eliminace dochazi v rychle rostoucim nadoru ke stresu, coz vede k expresi
liganda pro aktivacni receptory NK bunék, jako MICA a MICB. Rozpoznané nadorové buiilky
jsou NK buiikkami lyzovany. Dochazi tak k uvoliiovani nadorovych antigenti, které jsou
ptijimany DC. Pod vlivem cytokinti sekretovanych NK burnikami, stresovanou tkani, v niz nddor
roste, a DAMP uvoliiovanych z umirajicich nadorovych bunék, dochazi k maturaci DC. Tyto
pak indukuji adaptivni imunitni odpovéd’, ktera je schopna rozpoznat antigeny prezentované
nadorovymi butikami na MHC. Ve vysledku tak adaptivni a pfirozena imunita spolupracuji pro
eliminaci nadorovych bunék (Schreiber et al., 2011). Druhou fazi je faze ekvilibria, kterd mtze
trvat i cely Zivot nositele. Nekteré nadorové bufiky mohou uniknout destrukci imunitnim
systémem. Tyto pfeziv§i bunky jsou udrzovany za piispéni adaptivniho imunitniho systému
v dormantnim stavu (Koebel et al., 2007).

Béhem faze ekvilibria nadorové buiiky vytvaieji mala loziska, ktera jsou infiltrovdana CD4"
a CD8" T-lymfocyty a makrofagy. T-lymfocyty produkuji IFN-y a TNF-o, jimiz v nddorovych
buiikach indukuji zastaveni bunééného cyklu v G° fazi a senescenci (Braumuller et al., 2013).
Rostouci buiiky a buiky unikajici z loZisek jsou néasledn& nigeny cytotoxickymi CD8" CTL
(Koebel et al., 2007; Eyles et al., 2010). Imunitni systém ve fazi ekvilibria vytvari na nadorové
bunky selekeni tlak, ktery mtze vést ke vzniku unikovych variant a vstupu nadoru do posledni

faze uniku.
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Obr. 1: Nadorova imunoeditace (Schreiber et al., 2011)

Unik pfed adaptivni imunitou mize byt dan ztratou exprese rozpoznavaného nadorového
antigenu nebo poSkozenim systému pro prezentaci peptidi na MHC (Jager et al., 1996;
Khong et al., 2004). U nadorovych bunék byly pozorovany mutace ovliviwujici expresi
peptidového transportéru TAP i pfimo expresi MHC I (Chen et al., 1996; Restifo et al., 1996).
Néadorové buiiky mohou také exprimovat ligandy pro inhibicni receptory indukujicich anergii ¢i
apoptozu  efektorovych T-lymfocyti, jako napt. PD-1L (Dong et al., 2002).
Ztrata imunogennosti nadorti miize byt déna také zménou v produkci cytokinii a chemokint,
které mohou ménit charakter imunitni odpovédi. Prikladem mtize byt zvySeni produkce IL-6,
ktery inhibuje maturaci DC a diferenciaci Tyl lymfocytt (Park et al., 2004; Diehl et al., 2000).
Mize rovnéz dochazet k sekreci TGF-f inhibujiciho NK burniky a podporujiciho diferenciaci
Treg, M2 makrofagl a N2 neutrofild (Laouar et al., 2005; Chen et al., 2003; Gong et al., 2012;
Fridlender et al., 2009). Strategie pro unik pied NK bufikami dale zahrnuje zvySeni exprese
ligandti pro inhibi¢ni receptory, jako napi. HLA-G (Tripathi a Agrawal, 2006). Alternativné
snizeni povrchové exprese ligandi pro jejich aktivacni receptory. Zajimavym piikladem je

predevsim NKG2D a jeho ligandy MICA a MICB. Tyto jsou odvrhovany z povrchu nadorovych
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buné€k, coz ma dvoji efekt. Nadorové bunky nejsou rozpoznany NK buiikami a solubilni formy
receptort inhibuji NK buiky (Waldhauer et al., 2008; Boutet et al., 2009). Jelikoz dormantni
stav nadord je zprostfedkovan sekreci IFN-y je mozné, Ze nadorové bunky mohou v disledku
mutaci ziskat rezistenci viéi jeho ptisobeni (Dunn et al., 2005). Nadorové buiky mohou také
zvy$it odolnost vuéi indukci apoptéozy zvySenim exprese anti-apoptotickych molekul
(Hinz et al., 2000). Dalsi moznosti je zabranéni infiltrace bun¢k imunitniho systému do nadort
snizenim exprese adhezivnich molekul na endotelidlnich bunkach cév v nadorech
(Buckanovich et al., 2008).

Rozpoznani vyznamu imunitniho systému v nadorech vedlo K iniciaci snahy o zavedeni tzv.
imunoskore pro klasifikaci nadort (Galon et al., 2012). Toto hodnoceni zahrnuje kvantifikaci
dvou populaci lymfocytti jako napt. CD8" CTL a CD45RO" pamétovych lymfocyti v nadorech
a na invazivni stran¢ nadorii. Zda se, Ze by se timto zptisobem dala Iépe predikovat rekurence
nadori a prezivani pacientd (Pages et al.,, 2009). Vyznam imunoskore pravdépodobné
V budoucnu dale poroste diky vzestupu imunoterapie, kdy pomiize urcit skupinu pacientt, ktera
by profitovala z pfipadné vakcinace. Roli muze hrat také pii rozhodovani o podani nedavno
schvalenych anti-CTLA-4 a anti-PD1 protilatek blokujicich kontrolni body aktivace
T-lymfocyth. Da se predpokladat, ze jejich uc¢inek bude vyS§i u pacientl, jejichz nadory
vykazuji silnou infiltraci T-lymfocyty. Naopak u nadort, u nichz nedochazi k infiltraci butikami

imunitniho systému, bude jejich G¢inek vyrazné mensi (Gajewski et al., 2013).

2.2.2.1. Lymfocyty

V nadorovém mikroprostfedi miizeme najit lymfocyty pifedstavujici hlavni komponenty
adaptivniho imunitniho systému, vrozené imunity a rizné prechodné typy mezi adaptivni a
nesouci off T-receptor (TCR) a B-lymfocyty. Mezi zastupce lymfocyti stojici na pomezi
adaptivni a vrozené imunity patii NKT-lymfocyty a také T-lymfocyty exprimujici yd TCR.
Skupina ptirozenych lymfocyti (ILC) je z hlediska role v nddorovém mikroprostredi stale malo
prozkoumana. Vyjimku predstavuji NK-bunky, které byly identifikovany jiz v 70. letech 20.
stoleti, jako pfirozené lymfocyty schopné lyzovat transformované nadorové buiky

(Kiessling et al., 1975).

2.2.2.1.1. af-T-lymfocyty

T-lymfocyty exprimujici af TCR rozpoznavaji antigenni peptidy v komplexu s MHC.
K vazbé mezi MHC a TCR dochazi za pfispéni koreceptorit CD4 nebo CDS, které zaroven
urcyji jaka tfida MHC glykoproteinti bude rozpoznana. T-lymfocyty exprimujici koreceptor
CD4 rozpoznavaji MHC glykoproteiny II. tfidy, které jsou exprimovany na APC a slouzi

K prezentaci exogennich antigennich peptida pfijatych fagocytézou. Exprese koreceptoru CD8
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umoziuje rozpoznani MHC L. tfidy, které jsou exprimovany prakticky na vSech bunikach v téle,
které maji bunécné jadro. Funkci MHC I je piedevsim prezentace endogennich peptidii. Diky

existenci tzv. zktizené prezentace mohou ovSem prezentovat také peptidy exogenni.

2.2.2.1.1.1. CD4" T-lymfocyty

Pro aktivaci a diferenciaci naivnich CD4" T-lymfocytli je vyzadovano né&kolik signald.
Prvnim znich je rozpoznani peptidu prezentovaném na MHC Il na povrchu APC
prostiednictvim TCR. Tento signal sam o sob& ovSem nestaCi pro aktivaci a naopak vede
k anergizaci T-lymfocyt popt. indukci apoptdzy. K zabranéni anergizace je vyzadovan druhy
signal. Ten podavaji kostimula¢ni molekuly exprimované na APC (Obr. 2), které interaguji
s odpovidajicimi receptory na T-lymfocytech vtzv. imunologické synapsi. Primarni
kostimulaéni signal pro diferenciaci naivnich T-lymfocytl vychazi ziejmé z CD28 vazajiciho
CDS8O0, ackoliv bylo pozorovano, Ze pfi jeho chybéni mlize dochazet k ¢aste¢né kompenzaci
jinymi kostimula¢nimi molekulami (Shahinian et al., 1993; Chen a Flies, 2013). Tato primarni
interakce predava oboustranné signaly jak do T-lymfocytu, tak do DC, coz je spojeno S iniciaci
exprese dalSich kostimulac¢nich molekul a jejich receptort. Aktivované T-lymfocyty zahajuji
diferenciaéni  program, ktery je Fizen cytokiny piedstavujicimi  tfeti  signal.
CD4" mohou na zakladé cytokinti diferencovat na jeden z fenotypti pomocnych nebo
regulacnich T-lymfocyta.
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Obr. 2: Kostimulaéni molekuly aktivujici T-lymfocyty (Chen a Flies, 2013)
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2.2.2.1.1.1.1.Tu1 lymfocyty

K polarizaci naivnich T-lymfocytd v Tyl fenotyp dochazi pod vlivem IL-12,
produkovaného APC a IFN-y, jehoz primamimi producenty jsou NK-bunky
(Manetti et al., 1993; Scharton a Scott, 1993; Martin-Fontecha et al., 2004). IL-12 aktivuje
STAT-4, ktery nasledn¢ tidi expresi genti charakteristickych pro Tyl bunky, jako napf.
IFN-y (Thierfelder et al., 1996). Podporuje také expresi TF T-bet, ktery je hlavnim regulatorem
Tl diferenciace (Zhu et al., 2012; Szabo et al., 2000). Exprese T-bet je fizena rovnéZ signalni
drahou STAT-1 aktivovanou IFN-y (Lighvani et al., 2001). T-bet plni nekolik funkei.
Funguje hlavné jako represor, kdy blokuje diferenciaci jinych Ty fenotypl. SniZuje expresi
TF GATA-3, ktery fidi diferenciaci Ty2 lymfocytd (Usui et al., 2006). Jelikoz je GATA-3
exprimovan v nizké hladin€ jiz v naivnich T-lymfocytech, je tfeba regulovat jeho funkci na
posttranskripéni Grovni (Ho et al., 2009). D¢&je se tak piimou interakci mezi GATA-3 a T-bet,
fosforylovanym kinazou ITK. V takto vzniklém komplexu se GATA-3 nemuze vazat na genovy
lokus kodujici Th2 cytokiny (Hwang et al., 2005). Dalsim bodem inhibice Ty2 diferenciace je
vazba komplexu T-bet s TF Runx-3 na IL-4 silencer reprimujici expresi genu pro IL-4
(Djuretic et al., 2007). Kromé inhibice Ty2 lymfocytu blokuje T-bet diferenciaci lymfocytl typu
Tul7, kdy se vaze do promotoru jejich hlavniho TF RORyt a inhibuje jeho expresi
(Lazarevic et al., 2011). T-bet funguje také jako pozitivni transkripéni regulator. Vaze se na
regulacni elementy v promotoru genu pro IFN-y, ¢imz podporuje jeho expresi. Tato vazba mtize
byt dale posilena interakci mezi T-bet a Runx-3 (Djuretic et al., 2007). Produkci IFN-y je
uzaviena zpétnovazebna pozitivni smycCka, ktera dale posiluje expresi T-bet
(Lighvani et al., 2001).

Vzniklé Tyl lymfocyty se vyznamnou mérou podileji na protinadorové imunité. Rada studii
ukazala, ze pritomnost Tyl lymfocytd nebo cytokint, které produkuji, pozitivné koreluje
S pfezivanim pacientt.. Pozitivni vliv byl pozorovan napf. u nadort zaludku, tlustého stfeva,
prsu, ovaridlniho karcinomu, hepatocelularniho  karcinomu a  meduloblastoml
(Ubukata et al., 2010; Camus et al., 2009; Tosolini et al., 2011; Teschendorff et al., 2010;
Marth et al., 2004; Gao et al., 2011; Wiegering et al., 2011). Prace na mySim modelu navic
ukazala, ze v priabéhu nadorového rlstu muize dochazet k postupné ztrat€ Tyl lymfocytt
(Ghosh et al., 1995).

Tyl lymfocyty kontroluji rist nadorG nékolika zptisoby. Prvnim z nich je pfimé plisobeni
produkovanych cytokinii na nadorové bunky. Tyl bunky sekretuji IL-2, TNF-a a jsou
vyznamnym zdrojem IFN-y. TNF-a byl ptivodné identifikovan jako protein schopny indukovat
nekrozu v sarkomech (Carswell et al., 1975). Po vazbé na receptor TNFR1 mize dochazet
k sestaveni tzv. DISC komplexu tvofeného TRADD, RIPK-1, TRAF-2 a FADD, ktery
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podporuje autokatalytickou aktivaci kaspazy 8 a 10. Tyto kaspazy nasledné $tépi efektorové
kaspazy a iniciuji apoptozu(Waters et al., 2013). Néktera pozorovani ov§em ukazuji, Ze TNF-a
miuze nadorovy rust také podporovat. Signalizace pfes TNFR1 muze vést k aktivaci MAP3K
kindzy, ktera spousti signaliza¢ni kaskadu aktivujici NF-xB. Takto je indukovana exprese
prozanétlivych genl a genl pro piezivani (Yang et al., 2001; Waters et al., 2013). Zaroven
muze TNF-a ptsobit i na jiné bunky nadorového mikroprostiedi a podporovat tak angiogenezi
(Zhang et al., 2003). Krom¢ toho miiZze ménit charakter imunitni odpovédi. Bylo naptiklad
pozorovano, ze piusobeni TNF-o indukuje v T-lymfocytech Th17 fenotyp a tedy sekreci I1L-17,
coz ve vysledku vede k akumulaci myeloidnich bun¢k v nddorovém prostiedi. Tyto myeloidni
buriky nasledné podporuji rust nadort (Charles et al., 2009). JelikoZ rtizné cytokiny vytvaieji
slozité interak¢ndi sité, je nutné i TNF-a hodnotit v kontextu. V piipadé Tyl lymfocytt je TNF-a
sekretovany spole¢né s IFN-y. INF-y sam o sob¢ aktivuje signalni drahy vedouci ke zlepSeni
prezentace nadorovych antigent. Zvysuje expresi MHC | a toto zvySeni mize byt v kombinaci
s TNF-o dale posileno (Chang et al., 1992; Fisk et al., 1994; Tekautz et al., 2006; Johnson a
Pober, 1990). Dale indukuje expresi komponent imunoproteazomu LMP2, LMP7 a MECL-1
(Aki et al., 1994; Akiyama et al., 1994; Nandi et al., 1996; Groettrup et al., 2001).
Timto zplsobem je zvySena produkce antigennich peptidi, které se 1épe vazi na MHC I a jsou
jim prezentovany. Peptidy vzniklé plsobenim proteazomu v cytoplazmé musi byt
transportovany do endoplazmatického retikula. Dé&je se tak pomoci transportérového komplexu
TAP tvofeného podjednotkami TAP-1 a TAP-2. Exprese TAP muze byt v nadorovych buiikach
snizena. Signalizace indukovana IFN-y vede ke zvySeni exprese podjednotek TAP-1 i TAP-2
(Fisk et al., 1994; Traversari et al., 1997). Ve vysledku se tak nadorové burky stavaji
nachylnéjsi k rozpoznani CTL. IFN-y spole¢né s TNF-a reguluje senzitivitu bunék k indukci
senescence. Zvysuje expresi inhibitorti cyklin-dependentnich kinaz p21, p27 a aktivuje pl16 a
p53, coz mu umoznuje zastavit bunéény cyklus a navodit v nadorovych buiikach senescenci
(Mandal et al., 1998; Kominsky et al., 1998; Harvat et al., 1997; Kim et al., 2009;
Braumuller et al., 2013). IFN-y a TNF-o méni rovnéz citlivost nadorovych bunék k indukci
apoptézy zménou exprese pro- a anti-apoptotickych proteinti. Zatimco IFN-y snizuje expresi
anti-apoptotickych proteinti Bcl-2, Bcl-xL, TNF-a snizuje expresi survivinu (Zhou et al., 2008;
Liu et al., 2011). Z hlediska pro-apoptotickych proteini zvysuje IFN-y expresi proteinu Fas,
kaspaz-1, -3, -4, -5, -7, -8 a Bak (Ahn et al., 2002; Tekautz et al., 2006; Zhou et al., 2008).
Spole¢né s TNF-a pak zvysuje expresi PUMA a Bim (Barthson et al., 2011).

Druhy mechanizmus kontroly nadorového ristu zahrnuje interakci Tyl lymfocytl s jinymi
butikami imunitniho sytému, jimZ mohou poskytovat pomoc. Asi nejdilezit&jsi je pomoc CD8"
CTL, které jsou schopné rozpoznat nadorové buiniky a tyto odstranit. Tyl lymfocyty sekreci
IFN-y indukuji v bunkach nadorového prostfedi produkci chemokind, jako jsou CXCL-9,
CXCL-10, CCL-2, -3 a -5, které podporuji infiltraci a akumulaci CTL (Bos a Sherman, 2010).
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Kromé toho se podileji také na procesu aktivace naivnich CTL. Aktivované Tyl lymfocyty
exprimuji na svém povrchu CD40L, prostfednictvim kterého interaguji s CD40 na povrchu DC.
Tato interakce zahajuje proces tzv. licencovani, pti kterém DC dale zvysuji sviyj aktivacni stav a
stavaji se lepSimi stimulatory pro CTL (Bennett et al., 1997; Ridge et al., 1998). Pti licencovani
DC dochazi ke zvyseni exprese kostimulaénich molekul (Caux et al., 1994; Cella et al., 1996;
CD80 a CD86 signalizujici pfes CD28 na CTL (Prilliman et al., 2002). Dalsi kostimula¢ni
molekula, jejiz exprese se béhem procesu licencovani zvySuje je CD70
(Bullock a Yagita, 2005). Jejim partnerem na povrchu CTL je receptor CD27. Kostimulace pies
CD70 je nepostradatelna pro indukci robustni CD8" CTL odpovédi (Taraban et al., 2004;
Bullock a Yagita, 2005; Van Deusen et al., 2010; Feau et al., 2012). Navic spole¢né se signaly
ptes receptor CD28, chrani CTL pied AICD a umoznuje jejich expanzi (Hendriks et al., 2003).
Podili se také na indukci paméfovych CD8" lymfocytd (Taraban et al., 2004;
Hendriks et al., 2005). V procesu licencovani dochazi rovnéz ke zvyseni exprese cytokinu IL-12
a IL-15, které funguji jako 3. signal pro diferenciaci a expanzi (Cella et al., 1996;
Curtsinger et al., 2003; Oh et al., 2008). Po aktivaci CTL nastava faze expanze, na niz se Tyl
lymfocyty podileji sekreci IL-2 (D'Souza a Lefrancois, 2003; Williams et al., 2006).
Produkce IL-2 v nadorovém prostiedi podporuje funkeci protinadorovych CTL, které jsou
nasledné schopny eliminovat nadorové buitkky (Bos a Sherman, 2010). Pomoc Tyl je
vyzadovana i v efektorové fazi, kdy zabranuje ptedCasné kontrakci efektorovych CTL
(Ballesteros-Tato et al., 2013). V nadorech stejné jako v pfipadé chronickych infekci se miizeme
setkat s jejich funk¢énim vyéerpanim. Vycerpané CTL ztraci schopnost produkovat cytokiny a
zabijet cilové bunky. Vyzkum na modelech chronické infekce naznacuje, Zze pfitomnost Tyl
lymfocytl dokaze do jisté miry chranit CTL pfed vyCerpanim a je nepostradatelna pro udrzeni
jejich funkénosti v delsim ¢asovém horizontu (Matloubian et al., 1994; Frank et al., 2010;
Aubert et al., 2011). Navic je pomoc zprostiedkovana Tyl lymfocyty nepostradatelna pro
udrzovani pamétovych CTL (Sun et al., 2004).

Kromé CTL se Tyl pomoci dostava i buitkdm vrozené imunity, jako jsou makrofagy, které

pod vlivem IFN-y diferencuji v protinadorovy fenotyp M1(Duluc et al., 2009).

2.2.2.1.1.1.2.Tu2 lymfocyty

Dal§im fenotypem CD4" T-lymfocytdi detekovanym v nadorech jsou T2 lymfocyty, které
jsou charakteristické expresi cytokinid IL-4, IL-5 a IL-13. Hlavnim TF fidicim jejich diferenciaci
je GATA-3, ktery se vaze do promotord a enhancert pro IL-4, IL-5 a IL-13, ¢imz podporuje
jejich expresi (Zhang et al., 1998; Kishikawa et al., 2001; Zeng 2013; Lee 2014). Navic funguje
jako represor diferenciace Tyl lymfocyti (Ouyang et al., 1998). Snizuje expresi IL-12R,
STAT-4 a inhibuje expresi Runx-3(Ouyang et al., 1998; Usui et al., 2003; Yagi et al., 2010).
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Exprese GATA-3 je detekovatelna jiz v naivnich T-lymfocytech, kde musi byt jeho funkce
kontrolovana, aby nedochazelo k samovolné diferenciaci v T2 fenotyp (Ho et al., 2009).
Na kontrole se podili dalsi TF jako FOG a Runx-1, které oslabuji funkci GATA-3 jako
transkripéniho faktoru a blokuji tak spontanni Tp2 diferenciaci (Zhou et al., 2001,
Kurata et al., 2002; Komine et al., 2003). Po setkani se zralou DC a rozpoznani antigenu
prostfednictvim TCR ziskava naivni T-lymfocyt prvni signal, ktery vede k aktivaci TF NFAT,
AP-1 a NF-kB, kter¢ spolupracuji s GATA-3 na indukci exprese T2 cytokini (Zeng, 2013).
NFAT se navic vdze rovnéz do promotoru GATA-3 a zvySuje tak jeho expresi
(Scheinman a Avni, 2009). Po primarni interakci MHC-TCR dochazi k vazbé mezi CD28 a
CD80/CD86 a k dalsi aktivaci DC a naivniho T-lymfocytu. ZvySuje se exprese kostimula¢nich
molekul a jejich receptoru. Na indukci Ty2 fenotypu se podileji predevsim kostimulaéni
molekuly ICOS, CD30, DR3, OX40, Tim-1, Tim-4 a rodina SLAM receptoru, které podporuji
expresi IL-4 a blokuji diferenciaci Tyl lymfocyta (Jenkins et al., 2007; Chen a Flies, 2013;
Kamachi et al., 2014). Kromé kostimula¢nich molekul exprimuji aktivované DC také Jagged-1
a -2, které v T-lymfocytech aktivuji signalni drahu Notch, rovnéz podporujici expresi
GATA-3(Amsen et al., 2004; Amsen et al., 2007; Fang et al., 2007; Scheinman a Avni, 2009).
Soubézné s prvotnim zvySenim GATA-3 v asnych fazich aktivace T-lymfocytu zvySuje také
exprese regulacnich faktor(, ta ovSem rychle klesa, ¢imz umoznuje iniciaci diferenciace
(Zeng 2013). Dale dochazi kiniciaci produkce IL-2, ktery pies IL-2R (CD25) aktivuje
STAT-5 (Moriggl et al., 1999). Ten zvySuje expresi IL-4R, ¢imZz zvySuje senzitivitu
T-lymfocyta vaéi IL-4 (Liao et al., 2008). STAT-5 a GATA-3 se vazi do regula¢nich mist v il4
genovém lokusu a zvySuji jeho expresi (Zhu et al., 2003; Cote-Sierra et al., 2004; Zeng 2013).
Produkovany IL-4 signalizuje pies IL-4R, coz vede kaktivaci STAT-6. Ten se vaze do
promotoru GATA-3 a zvySuje jeho expresi (Scheinman a Avni, 2009). Navic se STAT-6 vaze
na celou fadu genu dulezitych pro diferenciaci Tw2 lymfocytd (Goenka a Kaplan, 2011).
APC mohou dale sekretovat IL-6, ktery v T-lymfocytech aktivuje STAT-3 signalizaci. STAT-3
nasledné podporuje optimalni diferenciaci T2 lymfocytd tim, ze zvySuje dostupnost Ty2
genovych lokusi a schopnost STAT-6 se knim vazat (Stritesky et al., 2011). Mezi dalsi
vyznamné TF patii DEC-2, ktery indukuje expresi JunB a GATA-3, coz dale podporuje
produkci T2 cytokint (Yang et al., 2009). Exprese IL-4 je také posilena aktivitou TF c-Maf a
IRF-4, které kooperuji s NFAT na aktivaci IL-4 promotoru (Zeng, 2013).

V nadorové mikroprostiedi se vyskytuje cela fada faktorti uptednostiujicich diferenciaci
Th2 lymfocyti. Dochazi zde k ovlivnéni maturace a funkce DC. Muzeme se zde setkat
s produkci IL-10, ktery v DC sniZuje expresi IL-12 (Duramad et al., 2003). Takové DC
nasledné indukuji v naivnich CD4" T lymfocytech T,2 diferenciaci (Liu et al., 1998;
Fabricius et al., 2010). Ke snizeni produkce IL-12 dale pfispiva také nadorova hypoxie a

produkce PGE,, ktery navic zvySuje expresi OX40L dilezitého pro indukci a expanzi Th2
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lymfocytt (Yang et al., 2009; Vieira et al., 2000; Fabricius et al., 2010; Krause et al., 2009;
Jenkins et al., 2007; Kamachi et al., 2014). Na zvySeni exprese OX40L a instruovani DC
K polarizaci smérem k Tp2 fenotypu se rovnéz podili CAF, a to prostiednictvim sekrece
cytokinu TSLP (De et al., 2011; Ito et al., 2005; Kitajima a Ziegler, 2013). DC jsou dale
v nadorovém prostiedi vystaveny ptisobeni rtiznych proteaz. Tyto mohou odstépovat z povrchu
receptory pro IFN I, coz je opét spojeno s inhibici produkce IL-12 a preferenéni indukei
zanétlivych Ty2 lymfocyti (Godefroy et al., 2011). Buiiky nadorového stromatu jsou rovnéz
producenty cytokinti a chemokint, jako napf. IL-6 a CCL-2, které opét podporuji diferenciaci v
T2 fenotyp (Rincon et al., 1997; Karpus et al., 1997; Gu et al., 2000).

Preferen¢ni indukce Tp2 lymfocytd v nadorovém prosttedi naznacuje jejich roli
V podporovani nddorového ristu. Toto je rovnéz potvrzeno klinickym pozorovanim napf.
u nadori vaje¢niku, traviciho traktu a pankreatu (Kusuda et al., 2005; Tabata et al., 1999;
Ubukata et al., 2010; Tassi et al., 2008; De et al., 2011). Naopak u Hodgkinova lymfomu a
prsniho karcinomu byl pozorovan pozitivni vliv Ty2 infiltrace (Schreck et al., 2009;
Yoon et al.,, 2010). Je tedy mozné, ze T2 lymfocyty mohou mit v uréitych ptidech i
protinadorové vlastnosti.

Lymfocyty typu Tn2 jsou charakteristické produkei IL-4, IL-5 a IL-13, kterymi mohou
schopnost IL-4 inhibovat diferenciaci protinadorové Tyl imunitni odpovédi, inhibici exprese
IL-12R, STAT-4, Runx-3 (Ouyang et al., 1998; Usui et al., 2003; Yagi et al., 2010). Kromé
toho Ty2 lymfocyty prostiednictvim IL-4 a IL-13 indukuji polarizaci M2 makrofagt, které
nasledné podporuji nddorovy rist, angiogenezi, invazivitu a tvorbu metastaz (Mantovani et al.,
2004; Gocheva et al., 2010; DeNardo et al., 2009). IL-13 navic v makrofazich a myeloidnich
burnikach indukuje expresi TGF-B, ktery je vyznamny pro indukci Treg a inhibici CTL
(Fichtner-Feigl et al., 2006; Terabe et al., 2003; Chen et al., 2003; Thomas a Massague, 2005).
Tu2 lymfocyty jsou znamé piedevsim svou schopnosti regulovat eozinofilni granulocyty.
IL-4 byl ptivodné identifikovan jako diferencia¢ni faktor pro eozinofily (Sanderson et al., 1986).
Bylo pozorovéno, ze IL-4 plsobi na endotelialni burnky, na nichz zvySuje expresi adhezivnich
molekul a tak podporuje extravazaci eozinofili z krevniho feciste¢ (Schleimer et al., 1992).
Kromé toho je schopny indukovat expresi eotaxinu (Mochizuki et al., 1998; Mochizuki et al.,
1999). Podobné jako IL-4 i IL-5 funguje jako faktor podporujici diferenciaci a aktivaci
eozinofili (Yamaguchi et al., 1988). Navic podporuje prezivani maturovanych eozinofilti a
pasobi na eozinofily jako chemoatraktant (Yamaguchi et al., 1988; Yamaguchi et al., 1991).
Role eozinofilti v nadorech neni jasn¢ definovana. Mohou ptisobit protinadorové a to predevs§im
sekreci ECP, ktery vytvaii pory v cytoplazmatickych membranach a lyzuje tak nadorové buiky
(Young et al., 1986; Navarro et al., 2008). Opét je ovSem nutné neopomijet kontext. Eozinofily
kromé ECP sekretuji také ristové faktory jako b-FGF, PDGF, VEGF, TGF-, MMP-9 a dalsi
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faktory, které se mohou podilet na procesu angiogeneze(Pereira et al., 2011). VEGF a TGF-f3 se
dale mohou podilet na modulaci protinadorové imunitni odpovédi (Oyama et al., 1998;
Mimura et al., 2007; Chen et al., 2003). I samotny ECP dokaze inhibovat aktivaci T-lymfocytt
(Pereira et al., 2011). Kromé eozinofilti mohou IL-4 a IL-5 ptsobit také na bazofily a predevsim
mastocyty, které jsou povazovany za pronadorové, jelikoz mohou podporovat angiogenezi a
inhibovat protinadorovou imunitni odpovéd™ (Schleimer et al., 1992; Denburg et al., 1991,
Ishida et al., 1991; Tsuji et al., 1990; Soucek et al., 2007; Wasiuk et al., 2012).
Cytokiny sekretované Ty2 lymfocyty mohou rovnéz podporovat protilatkovou imunitni
odpovéd’. Metaanalyza studii zabyvajicich se protinadorovou protilatkovou imunitou ukazala,
ze vétSina identifikovanych antigent (68%), proti kterym byla objevena tvorba protilatek, jsou
intracelularni proteiny. Je tedy evidentni, Zze protilatky proti takovym cilim nemaji na rist
nadoril vliv, jelikoz jsou skryty uvnitf buniky. Naopak membranové vdzané proteiny, které jsou
ptistupné protilatkam, tvofily pouze 21% (Reuschenbach et al., 2009). Piikladem povrchovych
antigentl, proti kterym se mohou vytvaret protilatky s pozitivnim u¢inkem na pfeziti, jsou
MUC-1 a Her/2neu (von Mensdorff-Pouilly et al., 2000; Montgomery et al., 2005).
Tyto antigeny jsou mimo jiné exprimovany také na nadorovych bunkach karcinomu prsu.
Kromé¢ piisobeni na burniky imunitniho systému mohou IL-4, IL-5 a IL-13 pusobit pfimo na
nadorové bunky. Bylo pozorovano, Ze IL-4 podporuje riist nadorovych bunék a chrani je pted
indukei apoptdzy zvySenim exprese antiapoptotickych proteinti jako jsou cFLIP, Bcl-xL, Bcl-2
a survivinu (Prokopchuk et al., 2005; Koller et al., 2010; Todaro et al., 2008; Roca et al., 2012).
Navic ¢inni nadorové kmenové buriky rezistentni proti chemoterapii (Todaro et al., 2007).
Pokusy in vitro a na mySich modelech ukazaly, ze i v ptipadé IL-13 dochazi k podpote
proliferace, invazivity a tvorby metastaz (Fujisawa et al., 2012). Bylo napi. pozorovano, Ze
IL-13 zvySuje expresi MMP v pankreatickych bufikach (Fujisawa et al., 2009). Navic zvySena
exprese receptoru IL-13Ra2 asociuje s pozdnim stddiem a nizS§im prezivanim u kolorektalniho
karcinomu (Barderas et al., 2012). Také IL-5 muze zfejmé ovliviiovat nadorové bunky.
Bylo pozorovéno, Ze exprese IL-5 je zvySena u pacientil s karcinomem mocového méchyte
invadujicim do svali. Navic pfidani rekombinantniho IL-5 K bunéénym liniim, odvozenym od
karcinomu mocového méchyte, vedlo ke zvySeni exprese MMP a aktivaci MAPK drahy

dulezité pro bunécné prezivani (Lee et al., 2012).

2.2.2.1.1.1.3.Ty9 lymfocyty

TH9 lymfocyty byly pivodné povazovany za podskupinu T2 lymfocytt. Pozdéji se ovsem
ukézalo, Ze se jedna o samostatnou skupinu v ramci CD4" T-lymfocytd. V ramci imunitniho
systému jsou stejné jako Ty2 lymfocyty zodpovédné za obranu proti helmitim a podili se na
alergickych reakcich (Schmitt et al., 2014). Hlavnim TF fidicim Ty9 diferenciaci je PU.1
(Chang et al., 2010). Diferenciace Ty9 lymfocyta je velmi podobna Ty2 lymfocytam.
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Po rozpoznani antigenu TCR dochéazi k aktivaci NFAT, jehoz vazba do promotoru IL-9 genu ho
zpiistupiiuje pro vazbu NF-xB a aktivuje jeho transkripci (Jash et al., 2012). Dalsim TF
aktivovanym TCR podporujicim T9 diferenciaci je IRF-4, ktery se pfimo vaze do promotoru
IL-9 (Nayar et al., 2012; Staudt et al., 2010). T-lymfocyt dale piijima signaly pres kostimulac¢ni
receptory. Dillezitou roli zde stejn¢ jako v piipad¢ T2 lymfocyti hraje OX40, ktery aktivuje
NF-xB podporujici expresi IL-9. Navic blokuje signalizace ptres OX40 diferenciaci Treg a Ty17
lymfocyt fizenou TGF-B (Xiao et al., 2012). Na této regulaci se podili také signalni draha
Notch, pfi niz Notch-1 vytvaii komplex se Smad-3 proteinem, ktery je aktivovan TGF-
signalizaci. Tento komplex se pak spolecn¢ s RBP-Jk vaze do promotoru genu pro IL-9
(Elyaman et al., 2012). Pro sméfovani diferenciace jsou pak dilezité signaly z prostiedi.
Hlavnimi cytokiny fidicimi vyvoj Ty9 lymfocytt jsou IL-4 a TGF-f (Dardalhon et al., 2008).
Role IL-4 spociva v inhibici diferenciace Treg a aktivaci STAT-6 drahy, ktera dale podporuje
expresi IRF-4 a také GATA-3 (Goswami et al., 2012). Exprese GATA-3 by mohla vést
k indukci diferenciace v Ty2 fenotyp. Ta je ovSem blokovana diky expresi TF PU.1
indukovaného TGF-f, ktery interaguje s GATA-3 a inhibuje jeho funkci (Chang et al., 2010;
Goswami et al., 2012; Chang et al., 2005). Dulezita je také signalizace indukovana IL-2, ktera
vede kaktivaci STAT-5. Ten se vaze do IL-9 lokusu a zajistuje jeho expresi
(Yang et al., 2013).

Role Ty9 lymfocytt v nadorech neni je$té zcela prozkoumana. Data ziskana na mySich
modelech a za pouziti in vitro diferencovanych Ty9 lymfocytd ukazuji na protinadorovy efekt.
Bylo pozorovano, ze neutralizace IL-9 podporuje rtst nadori a naopak podani IL-9 ho
zpomaluje (Lu et al., 2012; Purwar et al., 2012). Transfer in vitro diferencovanych Tj9
lymfocytii byl schopen potlagit riist nadortt v disledku indukce robustni cytotoxické CD8*
odpovédi. Data naznacuji, ze pomoc poskytovana CTL je nepfima a je zaloZena na indukci
CCL-20, ktery podporuje indukci zanétu a infiltraci DC (Lu et al., 2012). Navic diky produkci
IL-3 zvysuji v DC expresi anti-apoptotickych proteint, jako napf. Bel-XL, a podporuji jejich
prezivani (Park et al., 2014). DC nésledné pfijimaji antigen a prezentuji ho CD8" CTL.
Aktivované CTL pak diky CCL-20 rovnéz ve zvysené mife migruji do nadora (Lu et al., 2012).
Protinadorovy efekt do jisté miry potvrzuji i klinickd data z biopsii melanomu, kdy je hladina
TH9 lymfocytl sniZzena v porovnani se zdravou kazi (Purwar et al., 2012). Na zaklad¢ téchto dat
ovsem neni mozné délat definitivni zavéry ohledné prospéSnosti Ty9 lymfocytl pro
protinadorovou imunitni odpovéd’. Bude jest¢ tfeba dalSich studii na jinych nadorovych
modelech a také klinickych pozorovani. Studium Ty9 lymfocytd by mohlo byt komplikovano

jejich fenotypovou plasticitou, ktera je v soucasnosti pfedmétem diskuze (Schmitt et al., 2014).
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2.2.2.1.1.1.4.Ty17 lymfocyty

Tul7 lymfocyty predstavuji vysoce prozanétlivé lymfocyty, které se vyznamnou mérou
podileji na koordinaci ptirozené a adaptivni imunity pii obran¢ organizmu pied bakterialnimi a
fungalnimi infekcemi (van Beelen et al., 2007; Lin et al., 2009; Chen et al., 2011,
Wu et al., 2012; Acosta-Rodriguez et al., 2007; Rudner et al., 2007; Wuthrich et al., 2011).
Byly ovSem objeveny piedev§im diky své patologické funkci v autoimunitnich chorobach
(Sallusto a Lanzavecchia, 2009; Singh et al., 2014). Biologie Tyl7 lymfocytd je vysoce
komplikovand, jelikoz maji vysoce plasticky fenotyp. Jsou cCharakteristické produkei IL-17A,
mohou ovS§em produkovat rovnéz IL-17F, IL-21, IL-22, CCL-20, GM-CSF a diky sv¢é plasticité
dokonce IFN-y (Korn et al., 2009; Codarri et al., 2011; EI-Behi et al., 2011; Kebir et al., 2009;
Kryczek et al., 2009). Diferenciace naivnich T-lymfocyti na Tpl7 fenotyp je ftizena
cytokinovymi signaly. Pro diferenciaci Ty17 lymfocyti jsou v experimentalnich podminkach
pouzivany rtizné kombinace cytokini TGF-B, IL-1p, IL-6, IL-21 a IL-23 (Mangan et al., 2006;
Veldhoen et al., 2006; Acosta-Rodriguez et al., 2007; Chung et al., 2009; Bailey et al., 2014).
Role jednotlivych cytokini a jimi indukovanych signalnich drah jsou stale predmétem
intenzivniho badani. Piedpoklada se, ze funkce TGF-B spociva predevsim v inhibici T-bet,
GATA-3, které ftidi diferenciaci jinych fenotypu (Park et al., 2005; Das et al., 2009).
Alternativou k TGF-p mize byt IL-1p, ktery podporuje diferenciaci Tyl7 lymfocytt indukei
RORyt a TF IRF-4, ktery ptispiva k transkripci gent dulezitych pro Tyl7 fenotyp, jako napf.
IL-21 (Acosta-Rodriguez et al., 2007; Chung et al., 2009; Chen et al., 2008). Druhym
cytokinem dulezitym pro diferenciaci Ty17 lymfocytu je IL-6, jehoz funkci je modulace TGF-
signalizace, ktera by jinak vedla k diferenciaci na Treg (Bettelli et al., 2006). Signalizace
vychazejici z IL-6R aktivuje STAT-3, ktery se nasledné vaze do promotoru genu pro hlavni
transkripéni faktory Tyl7 lymfocyti RORyt a RORa (Yang et al., 2007; Yang et al., 2008;
Durant et al., 2010). Spole¢né¢ pak indukuji expresi IL-17, IL-21, IL-23R a dalSich genu
(Durant et al., 2010). Kromé¢ indukce gend definujicich Ty17 fenotyp, inhibuje RORyt geny,
které by ho mohly destabilizovat (Ciofani et al., 2012). V dalsi fazi diferenciace dochazi v Ty17
lymfocytech k indukci exprese IL-21. Ten pak parakrinnim ptisobenim, mimo jiné dalsi aktivaci
STAT-3, vede k expanzi a stabilizaci Ty17 lymfocytd (Nurieva et al., 2007). Nasledné dochazi
k jejich maturaci pod vlivem IL-23, ktery je produkovan APC (McGeachy et al., 2009;
Pirhonen et al., 2002; Sheibanie et al., 2004). Signalizace vychazejici z IL-23R opét aktivuje
STAT-3, ¢imz posiluje expresi RORyt, ktery nasledné sam ¢i v kombinaci se STAT-3 zvysuje
expresi IL-17 a 1L-22 (Yang et al., 2011; Sanos et al., 2009; Zuniga et al., 2013). Bez signali
vychazejicich z IL-23R nejsou Ty17 schopny ziskat zanétlivy fenotyp (McGeachy et al., 2007;
McGeachy et al., 2009). Nejsou schopny snizit expresi IL-2, ktery po vazbé CD25 aktivuje
STAT-5 kompetujici se STAT-3 o vazebna mista v genomu (McGeachy et al., 2009;

Yang et al., 2007; Yang et al., 2011). SniZena je rovnéz jejich schopnost proliferovat, udrzet si
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expresi 1L-17 a exprimovat GM-CSF(McGeachy et al., 2009; EI-Behi et al., 2011,
Codarri et al., 2011). Ukazuje se ovSem, ze ne vSechny kombinace cytokint jsou ekvivalentni
Z hlediska funkcnosti Tyl7 lymfocytd. Pokusy na modelu experimentalni autoimunni
encefalomyelitidy odhalily, ze kombinace TGF-f1 a IL-6 sice vnaivnich T-lymfocytech
indukuje produkci IL-17A, ale pro plnou maturaci v prozanétlivy fenotyp je vyZadovana
ptitomnosti IL-23 (McGeachy et al., 2007, McGeachy et al., 2009). Bez pritomnosti IL-23
lymfocyty ziskaly spiSe tolerogenni fenotyp, kdy sekretovaly kromé IL-17A také
IL-10 (McGeachy et al., 2007; Lee et al., 2012). Navic takto diferencované Tyl7 lymfocyty
nebyly schopny udrzet vysokou hladinu exprese IL-17 a byly ovlivnény jejich efektorové
funkce (McGeachy et al., 2009). Pii pouziti TGF-p muze také dochazet k indukci exprese
ektonukleotidaz CD39 a  CD73, které produkuji  imunosupresivni  adenosin
(Chalmin et al., 2012). Oproti tomu Ty17 lymfocyty diferencované za pfitomnosti IL-1p, IL-6 a
IL-23, jsou vysoce zanétlivé a neexprimuji CD39, CD73 (Chalmin et al., 2012). Zalezi také na
koncentraci TGF-B1, jelikoz jeho piili§ vysoka koncentrace naopak funkci Tyl7 lymfocyta
inhibuje. D¢je se tak indukci FoxP3, ktery vaze a inhibuje hlavni TF Ty17 lymfocytd RORyt a
RORa (Zhou et al., 2008; Du et al., 2008). Dale dochazi k indukci imunosupresivniho cytokinu
IL-10 a sniZzeni exprese receptoru IL-23R (McGeachy et al., 2007; Zhou et al., 2008).
Ukazuje se, ze jednotlivé izoformy TGF- maji odlisny potencial pro indukci Ty17 lymfocyti.
Pti pouziti TGF-B3 dochazi oproti TGF-B1 ke zvysSeni exprese IL-23R a takto diferencované
lymfocyty jsou vysoce zanétlivé (Lee et al., 2012). TGF-B3 navic zfejmé vytvaii pozitivni
zpétnovazebnou smyc¢ku, pii niz dochazi v dusledku pisobeni IL-23 k indukci exprese TGF-$3
a ten nasledné zvysuje expresi IL-23R (Lee et al., 2012).

Jak jiz bylo zminéno, tak Tyl7 lymfocyty jsou vysoce plastickou skupinou, ktera mtize
konvertovat na zanétlivé lymfocyty fenotypem podobné Tyl lymfocytim (Lee et al., 2009;
Wang et al., 2014). Bylo rovnéz pozorovano, ze ziejmé muze dochazet ke vzajemné konverzi
mezi Treg a Tyl7 lymfocyty, kdy byly detekovany buiiky exprimujici jak FoxP3 tak RORyt,
které mely imunosupresivni charakter (Koenen et al., 2008; Valmori et al., 2010;
Obermajer et al., 2014; Lochner et al., 2008; Tartar et al., 2010; Lee et al., 2011).
Urcité vysvetleni této plasticity podava regulace diferenciace Tyl7 lymfocytd na Grovni TF.
Ta probiha ve ttech fazich. Inicidlni faze se vyznacuje transkripéni odpovédi indukovanou
casnou signalizaci jako napt. IL-6 a TGF-f. V této fazi dochazi k aktivaci TF IRF4 a BATF
(Yosef et al., 2013). TF IRF-4 se spolecné s heterodimerem BATF/JunB vaze do regula¢nich
elementti geni vyznamnych pro Ty 17 fenotyp. Tato vazba nasledné umoziiuje vazbu dalSich
inicia¢nich TF, mezi néZ patii STAT-3 (Ciofani et al., 2012; Yosef et al., 2013). Inicialni
TF nasledné kooperuji a indukuji transkripci genu Rorc, kédujiciho RORyt, ¢imz zahajuji
druhou diferenciaéni fazi (Yosef et al., 2013). RORyt nasledné funguje jako modulator

zahajeného diferenciaéniho programu, kdy reprimuje expresi gent podilejicich se na
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diferenciaci jinych T-bunéénych fenotypu. Piikladem muize byt represe IL-4RA a IL-12rb2

(Ciofani et al., 2012). Naopak podporuje expresi genti pozdni faze diferenciace, mezi které patii

je efekt RORyt na celkovou genovou expresi daleko mensi. Soustfed’uje se pfedevsim na Tyl7
specifické geny jako napf. IL-17 a IL-23R (Ciofani et al., 2012; Peters a Yosef, 2014).
Rovnéz pii utvareni Tyl7 specifickych regulacnich elementd je vliv RORyt velmi maly.
s vyjimkou n¢€kolika mist v genovém lokusu 11-17 (Ciofani et al., 2012; Peters a Yosef, 2014).
Inicia¢ni faktory IRF-4, BATF a STAT-3 spolecné vytvaieji pozitivni zpétnovazebné smycky,
které posiluji jejich expresi a expresi RORyt. Samotné RORyt se téchto pozitivnich interakci
neucastni (Ciofani et al., 2012). Zavislost funkce RORyt na inicia¢nich faktorech, ptedevsim
STAT-3, které jsou ovlivnény vné¢jsimi faktory, zfejmée ptispiva k fenotypové plasticité¢ Tyl7
lymfocytt (McGeachy et al., 2009; Ciofani et al., 2012).

Infiltrace Ty17 lymfocytl byla pozorovana u celé fady nadoru (Su et al., 2010). Nadorové
mikroprostfedi je bohaté na chemokiny, jako napf. CCL-5 a CCL-2, které Tyl7 lymfocyty
ptitahuji (Su et al., 2010). Navic nadorové buiiky a komponenty nadorového mikroprostiedi,
jako CAF, adipocyty, TAM a MDSC, produkuji cytokinové faktory podporujici diferenciaci
Tul7 lymfocytt (Su et al., 2010; Dirat et al., 2011; Kryczek et al., 2009; Chatterjee et al.,
2013). Jejich role v nadorovém mikroprostiedi piedstavuje ovsem vysoce kontroverzni téma.
V nékterych studiich byla popsana pozitivni korelace mezi vyskytem Tyl7 lymfocyti a
dlouhodobym pfezivanim, v jinych naopak korelace negativni (Fridman et al., 2012). Pozitivni
ucinek byl pozorovan piedev§im v ptipadé ovarialniho karcinomu. Infiltrace Ty17 lymfocyth
pozitivné Kkorelovala s infiltraci Tyl, CTL, NK bunék (Kryczek et al., 2009). Navic bylo
pozorovano, ze v pozd€jsich stadiich ovarialniho karcinomu dochazi k jejich ubytku a naopak
ke zvySené infiltraci Treg (Fialova et al., 2013). Podobna korelace mezi vyskytem Tpl7
lymfocytli v nadorovém mikroprostiedi a infiltraci CD8 CTL a NK bun¢k byla pozorovana u
ezofagealniho karcinomu (Lv et al., 2011). Negativni vliv T417 lymfocyti na pfezivani pacienti
byl pozorovan u kolorektalniho karcinomu, karcinomu zaludku, nadorti plic, karcinomu prsu a
hepatocelularniho karcinomu, kdy jejich vyskyt pozitivné koreloval s angiogenezi i
lymfangiogenezi v nadorech (Tosolini et al., 2011; Ye et al., 2012; lida et al., 2011,
Su et al, 2014; Chen et al., 2010; Benevides et al., 2013; Zhang et al., 2009).
Velmi kontroverzni jsou vysledky ze studii karcinomu prostaty. V jedné korelovala pfitomnost
Tul7 lymfocytl s pomalejsi progresi onemocnéni, naopak ve druhé studii s rychlejsi
(Sfanos et al., 2008; Derhovanessian et al., 2009). Kromé solidnich naddort byl negativni vliv
Twl7 lymfocyti pozorovan také u AML, kdy byla pozorovana stimulace proliferace

leukemickych bunék IL-17 (Han et al., 2014).
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Ani v piipadé nadorovych modelt neni jasné zda Twxl17 lymfocyty piedstavuji soucast
protinadorové imunity nebo slozku nadorového mikroprostiedi podporujici rust nadord.
Zatimco pokusy s adoptivnim transferem Ty17 lymfocytd ukazuji na jejich schopnost potlacit
rast ovarialniho karcinomu a eradikovat pln¢ vyvinuté nadory indukované melanomovou linii
B16, pokusy s bunécnymi liniemi odvozenymi od karcinomu tlustého stfeva ukazuji spiSe na
jejich schopnost inhibovat protinadorovou imunitu (Kryczek et al., 2011; Muranski et al., 2008;
Chalmin et al., 2012). Nejednoznaéné jsou rovnéz pokusy na transgennich mysich, u nichz byl
pomoci genové manipulace deletovan gen pro IL-17 nebo IL-17R. Bylo pozorovano, Ze tyto
mysi jsou rezistentni proti indukei koznich nadori chemickymi karcinogeny (Wang et al., 2010;
He et al., 2012). Kromé toho bylo pozorovano, Ze u téchto mysi dochazi k pomalej$imu ristu
lymfomt, karcinomti prostaty, nddord plic, mocového méchyfe a Bl6 melanomi
(He et al., 2010; Wang et al., 2009; Chang et al., 2014). V tomto piipadé je piedev§im
pozorovani inhibice melanomi vyvolanych bunécnou linii B16 velmi kontroverzni, jelikoz jiné
studie ukazuji, Ze mySi deficientni na IL-17A jsou nachylngjsi na vznik plicniho melanomu
vyvolaného B16 buitkami a Ty17 lymfocyty jsou dilezité pro indukci robustni protinadorové
CTL odpovédi (Martin-Orozco et al., 2009; Ankathatti et al., 2011).

Soucasna literatura kontroverzi ohledné role Ty17 lymfocyti vysvétluje jejich plasticitou,
kterd vyplyva z vySe zminéné transkripéni regulace jejich diferenciace. Pfedpoklada se tedy,
ze rizna nadorova mikroprostiedi indukuji rizné efektorové funkce Ty17 lymfocyti. Nadorové
mikroprostfedi, které je bohaté na IL-1B, IL-6, IL-23, popt. obsahuje TGF-B3 umoziuje
diferenciaci silné zanétlivych Tyl17 lymfocytd (El-Behi et al., 2011; Codarri et al., 2011;
Chalmin et al., 2012; Lee et al., 2012). Tyto nasledné mohou podporovat protinadorovou
imunitni odpovéd’ riznymi zpusoby. Mohou sekretovat GM-CSF, ktery je povazovan za
stimulator protinddorové imunity (EI-Behi et al., 2011; Codarri et al., 2011; Shi et al., 2006).
Je schopny podporovat maturaci DC a prostfednictvim nich indukovat robustni imunitni
odpoveéd’ (Shi et al., 2006). Zanétlivé Ty17 lymfocyty dale sekretuji IL-17F a IL-21 inhibujici
angiogenezi (Tong et al., 2012; Castermans et al., 2008). Kromé¢ toho IL-21 puisobi na celou
fadu dalsich bun€k imunitniho systému. Je schopny zvySovat proliferaci, cytotoxickou aktivitu a
produkci IFN-y NK bunék. Podporuje proliferaci CD8" CTL a podili se na diferenciaci
pamétovych bunék. Zaroven chrani CD8" lymfocyty pred senescenci (Yi et al., 2010).
Dale bylo pozorovano, ze inhibuje diferenciaci T2 lymfocytt (Lin et al., 2014).

Tn17 lymfocyty jsou povazovany za pamét'ové kmenové buniky, které mohou diky své plasticité
dat vznik i jinym fenotypim (Muranski et al., 2011; Kryczek et al., 2011). Zanétlivé Tyl7
lymfocyty tak mohou v nadorovém mikroprostiedi pod vlivem IL-12, konvertovat na
IFN-y* produkujici Ty17 lymfocyty schopné eradikovat nadory a pozd&ji na lymfocyty podobné
Twul, které jiz neprodukuji IL-17, ale pouze IFN-y (Lee et al., 2009; Kryczek et al., 2009;
Muranski et al., 2011). IL-17A spoleéné s IFN-y indukuje expresi chemokini CXCL-9 a
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CXCL-10 prostiednictvim nichz zvySuji infiltraci efektorovych CD8* CTL a NK bunék.
Zvysuji rovnéz infiltraci DC do nadorti a mnozstvi DC nesouci nadorové antigeny v lokalnich
lymfatickych uzlinach (Martin-Orozco et al., 2009). Dale bylo pozorovano, ze Ty17 lymfocyty
produkuji CCL-20 nebo mohou indukovat jeho expresi spole¢né s expresi CCL-2 v nadorovém
prostiedi a tak dale zvySovat infiltraci CTL. S témito pak mohou pfimo interagovat a aktivovat
je (Korn et al., 2009; Ankathatti et al., 2011).

Naopak Vv prostiedi, které obsahuje vysokou hladinu TGF-B1 a obsahuje men$i mnozstvi
IL-6, IL-23 a IL-1B, dochazi kindukci pro-nadorovych Tyl7 lymfocytd. Tyto mohou
exprimovat IL-10 inhibujici protinadorovou imunitu (McGeachy et al., 2007). V dusledku
pusobeni TGF-B1 exprimuji ektonukleotidazy CD39 a CD73, které produkuji adenosin
suprimujici produkci IFN-y a cytotoxickou funkci CD8" CTL (Chalmin et al., 2012).
IL-17 produkovany témito buitkami maze vést k akumulaci myeloidnich supresorovych bunék
(He et al., 2010; Wang et al., 2010; He et al., 2012; Chang et al., 2014). Krom¢ toho bylo
pozorovano, ze muze suprimovat diferenciaci Tyl lymfocyta (O'Connor, Jr. et al., 2009).
V nadorovém mikroprostiedi pak IL-17 indukuje produkci VEGF ¢imz podporuje angiogenezi
nadort (Numasaki et al., 2003; Ryu et al., 2006; Liu et al., 2011; Chang et al., 2014).
IL-17 zaroven indukuje expresi IL-6, prosttednictvim kterého v nddorovych burikach aktivuje
STAT-3. Ten pak fidi expresi protiapoptotickych proteind, jako napf. Becl-2 a Bcl-XL
(Wang et al., 2009). Timto nepfimym zplusobem zvySuje mnozstvi délicich se bunék
(Chang et al., 2014). IL-17 je schopny indukovat kromé exprese IL-6 také expresi PGE, a I1L-8
ve fibroblastech (Fossiez et al., 1996; Numasaki et al., 2003). 1L-6 a PGE, mohou podporovat
expanzi CSC (Erez et al., 2010; Rudnick et al., 2011). Sebeobnova CSC je dale posilena
CCL-2, jehoz expresi Ty17 podporuji (Tsuyada et al., 2012; Ankathatti et al., 2011). Spole¢né
pak IL-6, PGE, a CCL-2 inhibuji maturaci DC, podporuji diferenciaci M2 makrofagu
(Nemeth et al., 2009; Maggini et al., 2010; Roca et al., 2009; Sierra-Filardi et al., 2014).

2.2.2.1.1.1.5.Regulacni T-lymfocyty

Treg predstavuji vyznamnou soucast imunitniho systému, kterd je zodpovédna za udrzovani
tolerance vaci télu vlastnim tkdnim a antigenim z prostiedi, jako naptiklad potravinovym
antigenum (Sakaguchi et al., 2010). Treg jsou schopny regulovat a inhibovat funkci slozek
adaptivni a vrozené imunity, jako napt. CD4", CD8" T-lymfocyti, NK buné&k, B-lymfocytl a
APC (Sakaguchi et al., 2008).

V soucasné dobé byla identifikovana celd fada subtypd Treg. NejvyznamnéjSim a nejvice
studovanym typem jsou CD4" Treg charakteristické vysokou expresi CD25 a predeviim expresi
transkrip¢niho faktoru FoxP3 (Sakaguchi et al., 1995; Fontenot et al., 2003). Ackoliv je FoxP3

povazovan za nejspolehlivéjsi znak Treg, k jeho expresi mtize v mensi mife dochazet i béhem

aktivace  efektorovych  T-lymfocytl, které nemaji  imunosupresivni  vlastnosti
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(Morgan et al., 2005; Gavin et al., 2006; Wang et al., 2007). Pro dalsi zpfesnéni fenotypu je
mozné piidat expresi dalSich znaki jako napf. CDI127, jenz je na rozdil od efektorovych
T-lymfocyti na Treg exprimovan v men$i mife (Liu et al.,, 2006; Seddiki et al., 2006).
Fenotyp CD4"CD25"FoxP3" zahrnuje 2 skupiny Treg a to tzv. pfirozené nTreg a indukované
iTreg. Pro jejich rozliseni se da pouzit exprese Neuropilinu 1 a TF Helios, ktera je typicka
predevsim pro nTreg (Weiss et al.,, 2012; Yadav et al.,, 2012; Sugimoto et al., 2006;
Lin et al., 2013). Tyto dv¢ skupiny se lisi v nékolika ohledech a to svou diferenciaci, metylaci

genomu, expresi nékterych gent a predpokladanou funkei.

2.2.2.1.1.1.5.1.nTreg

Hlavni funkci nTreg je inhibice sebeposkozujici imunitni reakce, pii které jsou
rozpoznavany télu vlastni antigeny. K diferenciaci Treg dochazi béhem vyvoje T-lymfocyth
vthymu z CD4" thymocytil, které nesou autoreaktivni TCR rozpoznavajici komplex MHC a
télu vlastnich peptida (Jordan et al., 2001; Stritesky et al., 2012). Dle sily po¢ate¢ni signalizace
z TCR muze dojit vthymocytech kindukci FoxP3 a diferenciaci v nTreg, nebo v ptipadé
silného stimulu k deleci v ramci negativni selekce (Obr. 3). Na rozhodovani se v tomto ptipadé
podili rodina jadernych receptort Nrd4a pievad&jici silu signalu z TCR na expresi FoxP3
(Sekiya et al., 2013). Intenzita TCR signalizace nejprve reguluje expresi TF Nr4a, ktery se
nasledné vdze do promotoru FoxP3, coz je asociovdno se zménou represivnich histonovych
modifikaci na transkripéné piistupné (Sekiya et al., 2011). Pokud je ovSsem TCR signalizace
prilis silnd zvySuje se exprese Nrda dale a toto vede k indukci apoptozy (Fassett et al., 2012;
Luo a Li, 2013).

High

d Deletion

+IL-2
> Foxp3*Treg cell

_-» Deletion

Foxp3* Treg cell

“™»  Conventional T cell

TCR signal strength

» Foxp3*Treg cell

N Conventional T cell

Low

Obr. 3: Sila TCR signalizace a jeji vliv na diferenciaci CD4" thymocytii (Josefowicz et al., 2012)
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Nezralé CD4" thymocyty, které obdrzi prostfednictvim TCR silny signal jsou nejéastéji odstranény
negativni selekci. Pokud je signalizace vychazejici z TCR stfedni intenzity, mohou thymocyty uniknout
deleci a diferencuji v nTreg. Thymocyty, které obdrzely signdly nizké intenzity, davaji vznik
konvenénim naivnim T-lymfocytim. Tloustka Sipek odrazi relativni pravdépodobnost indikovanych

diferenciacnich osudu.

Jesté pred expresi FoxP3 a nasledné soubézné s ni dochazi vthymocytech pod vlivem
signalt z TCR k epigenetickym zménam dilezitym pro zajisténi stability fenotypu nTreg
(Ohkura et al., 2012; Samstein et al., 2012). Na trovni metylace CpG sekvenci je ustanoven
vzor specificky pro nTreg, ktery se vyznacuje piredevS§im hypometylaci gent dilezitych pro
funkci nTreg jako jsou FoxP3, CD25, CTLA-4, GITR (Ohkura et al., 2012). Metyla¢ni vzor
nTreg je odlisSny od metylace pozorované u iTreg, které az postupem Casu ziskévaji podobnou
metylaci dulezitych genetickych useki jako nTreg (Luo a Li, 2013). Dale dochazi ke zménam
V chromatinové struktuie, pfi nichZz jsou pomocnymi faktory ptedpfipraveny enhancerové
regulaéni elementy pro vazbu FoxP3 (Samstein et al., 2012).

Exprese FoxP3 je fizena z proximalniho promotoru a regulacnich elementi CNS1 az 3,
Z nichz kazdy plni jinou funkci. Zatimco element CNS3 je dulezity pro indukci exprese Foxp3,
CNS2 je zodpovédny za udrzeni jeho stabilni exprese. Element CNS1 je pak dilezity zejména
pro iTreg (Zheng et al., 2010). Primarni signaly pro indukci exprese FoxP3 vychazejici nejen
z TCR, ale také z kostimula¢niho receptoru CD28. Bylo pozorovano, ze my$i postradajici
funk¢éni CD28 maji vyrazné snizenou tvorbu nTreg (Tai et al., 2005). TCR spole¢né s CD28
spousti signalizaci, ktera vede k aktivaci NF-kB. Vyznamny je pfedev§im NF-kB protein c-Rel,
jehoz delece vede ke snizeni tvorby nTreg v thymu (Isomura et al., 2009). C-Rel se piimo podili
na iniciaci transkripce FoxP3 a to n¢kolika zplusoby. Vaze se na CNS3 element, coz vede
k demetylaci CpG sekvenci Vv této oblasti a umoziuje vazbu dalsich TF, jako jsou ATF a CREB
(Long et al., 2009). Prvotni vazba c-Rel na CNS3 se zfejmé podili na zpfistupnéni genového
lokusu FoxP3 pro transkripci (Zheng et al., 2010). Dale se c-Rel vaze do promotoru genu pro
FoxP3, kde organizuje tvorbu enhanceozomu tvofeného NFAT, Smad3 a CREB
(Ruan et al., 2009). Krom¢ NF-xB je v dusledku signalizace TCR a CD28 aktivovana fada
dalsich faktort jako napt. NFAT, AP-1,CREB a ATF které plni vice ¢i méné prozkoumané
funkce v indukci FoxP3 (Luo a Li, 2013).

Na diferenciaci nTreg se podileji také cytokiny aktivujici TF STAT-5. Jedna se ptedevsim o
IL-2, ale v men§i mife rovnéz o IL-7 a IL-15 (Vang et al., 2008). Aktivovany STAT-5 se
nasledné vaze do promotoru genu pro FoxP3, ¢imz indukuje jeho expresi (Burchill et al., 2007).
Jistou roli hraje v procesu vyvoje nTreg také TGF-B. Jeho vyznam V tomto piipadé nespociva
v indukci FoxP3, jako u iTreg, ale spoé¢iva v indukci signalizace chranici prekurzory nTreg

v thymu pied indukci apoptozy v procesu negativni selekce (Ouyang et al., 2010). Pokud tedy
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CD4" thymocyt obdrzi ty spravné signaly, dochazi k expresi FoxP3, ktery interaguje s celou
fadou proteini, napt. NFAT, NF-kB, RORyt, Runx-1, Eos. Vznikaji tak multiproteinové
komplexy spoustéjici transkripéni program charakteristicky pro nTreg (Fu et al., 2012;
Rudra et al., 2012). Vzniklé komplexy se pak podileji na inhibici exprese efektorovych cytokint
jako napft. IL-2, IL-4, IL-17, INF-y (Bettelli et al., 2005; Wu et al., 2006; Ono et al., 2007,
Ichiyama et al., 2008; Pan et al., 2009). Ptikladem mtize byt komplex NFAT a FoxP3, ktery se
vaze do promotoru genu pro IL-2, coz vede k inhibici jeho exprese (Wu et al., 2006). Naopak
v jinych piipadech mohou komplexy FOoxP3 s NFAT, NF-kB a Runx-1 fungovat jako
transkrip¢ni aktivatory, kdy iniciuji expresi CD25, CTLA-4 a GITR, které jsou na Treg stabilné
exprimovany (Wu et al., 2006; Camperio et al., 2012; Ono et al., 2007). Komplex FoxP3-Runx-
1-CBFp je dale vyznamny svou vazbou do CNS2 oblasti genu pro FoxP3, ¢imz zajist'uje jeho
stabilni expresi a funkci nTreg (Kitoh et al., 2009; Rudra et al., 2009).

Vysledkem diferenciace v thymu jsou bunky, které miizeme povazovat za naivni nTreg.
Vyznaduji se fenotypem CD4*CD25"CD127"°“FoxP3"°"CD45RA'CD45RO HLA-DR CD95
CTLA-4" a jiz maji supresivni vlastnosti (Miyara et al., 2009; Sakaguchi et al., 2010).
Tyto buniky migruji do periferie a do lymfatickych organti, kde ptetrvavaji v klidovém stavu.
Pokud dojde k aktivaci jejich TCR napf. za situace, kdy v téle pfi zanétu dochazi k odkryti télu
vlastnich antigenli, naivni nTreg rychle proliferuji a konvertuji na efektorové nTreg
(Miyara et al.,, 2009). Béhem konverze dochazi ke zvySeni exprese FoxP3 a ziskani
efektorového  fenotypu ~ CD4'CD25"CD127""FoxP3"CDRA45 CD45RO"HLA-DR'CD95"
CTLA-4" (Miyara et al., 2009; Sakaguchi et al., 2010). Ani tento fenotyp ovSem neni
definitivni. Bylo pozorovano, ze efektorové nTreg jsou vysoce fenotypové plastické.
Pod vlivem rtznych zanétlivych stimult mtze dojit k jejich dalsi polarizaci prostfednictvim
koexprese TF typickych pro efektorové T-lymfocyty jako napt. T-bet, GATA-3, RORyt, IRF-4
a STAT-3 (Koch et al., 2009; Zheng et al., 2009; Chaudhry et al., 2009; Duhen et al., 2012).
Koexprese efektorovych TF dava vzniknout nTreg, které se expresi chemokinovych receptort
podobaji efektorovym Tyl, T2 a Tyl7 lymfocytim (Duhen et al., 2012). Timto zpisobem je

zfejme zajisténo, aby se nTreg mohly dostat do stejnych mist jako efektorové T-lymfocyty.

2.2.2.1.1.1.5.2.iTreg

Predpoklada se, ze iTreg jsou zodpovédné za udrzovani tolerance proti environmentalnim
antigenim. Pfedstavuji nastroj, ktery imunitnimu systému umoznuje adaptaci na vnéjsi prostiedi
tim, ze brani vzniku sebeposkozujicich alergickych a zanétlivych reakci (Curotto de Lafaille a
Lafaille, 2009). Vyznamna je piedevsim role iTreg v regulaci imunitni odpovédi na sliznicich a
to zejména na stievni sliznici, kde se podileji na udrzovani oralni tolerance (Mucida et al., 2005;
Coombes et al., 2007). Mysi studie odhalily, Ze se ve stfevni lamina propria nachazeji DC,

které indukuji diferenciaci iTreg =z naivnich T-lymfocytd (Coombes et al., 2007;
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Sun et al., 2007). V soucasné dob¢ je rovnéz diskutovana role iTreg v udrZzovani tolerance vaci
komenzalnim bakteriim ve stievé (Lathrop et al., 2011; Cebula et al., 2013). Pro placentalni
savce jsou iTreg vysoce vyznamné v dobé téhotenstvi, kdy je tfeba udrzovat toleranci vici
paternalnim antigentim. Geneticky modifikované mysi postradajici CNS1 element ve FoxP3
lokusu nemohou tvoftit iTreg a dochazi u nich k resorpci alogenniho embrya, ktera je spojena
s infiltraci aktivovanych T-lymfocytd v placenté (Samstein et al., 2012).

K diferenciaci iTreg dochédzi za podminek, které nejsou optimalni pro vznik efektorovych
T-lymfocytt. Inicia¢nim signalem je aktivace TCR v dusledku rozpoznani komplexu MHC se
silnym agonistickym peptidem, ktery je na APC prezentovan V suboptimdlnim mnozstvi
(Kretschmer et al., 2005; Gottschalk et al., 2010; Daniel et al., 2011). Stejn¢ jako v piipadé
nTreg dochazi kaktivaci NF-kB a Nrd4a (Ruan et al., 2009; Sekiya et al., 2011;
Sekiya et al., 2013). Signalizace vychazejici z TCR dale aktivuje TF NAFT a AP-1, které se
vazi do regulacni oblasti CNS1 genu pro FoxP3 a zfejmé se podileji na indukci jeho exprese
(Vaeth et al., 2012; Xu et al., 2010). Zhlediska naroki na kostimulaéni molekuly se
predpoklada, ze kdiferenciaci iTreg dochazi za podminek suboptimalni kostimulace
(Kretschmer et al., 2005). Bylo pozorovano, ze silna kostimualce vychazejici z CD28 inhibuje
diferenciaci iTreg (Benson et al., 2007; Semple et al., 2011). Negativni vliv kostimulace
prostfednictvim CD28 mize byt vysvétlen aktivaci PISBK-Akt-mTOR drahy, ktera inhibuje
expresi FoxP3 (Battaglia et al., 2005; Haxhinasto et al., 2008). Inhibice je dana fosforylaci TF z
rodiny Foxo prostfednictvim Akt, které nasledné nemohou vstupovat do jadra, vazat se do
promotoru a CNS oblasti FoxP3 lokusu a podilet se na indukci jeho exprese
(Merkenschlager a von, 2010). Diferenciace iTreg naopak vyzaduje signalizaci vychazejici
zZ koinhibi¢ni molekuly CTLA-4 (Zheng et al., 2006).

Intenzita signali z TCR a kostimula¢nich molekul je dale modulovana vnéj$imi faktory jako
napi. TGF-B a kyselinou retinovou (Gabrysova et al., 2011). Ptitomnost TGF-B, ktery je
povazovan za hlavni cytokin fidici diferenciaci iTreg, vede kaktivaci Smad3
(Chen et al., 2003). Fosforylovany Smad3 nasledné vstupuje do jadra, kde se spolecné s NFAT
vaze do CNS1 elementu ve FoxP3 lokusu (Tone et al., 2008; Xu et al., 2010). V pozdgjsich
fazich pak Smad3 translokuje do promotoru FOXP3 genu, kde se spolecné s NFAT, NF-xB a
CREB podili na tvorb¢ enhanceozomu (Ruan et al., 2009). Diferenciace iTreg indukovana
TGF-B je dale posilovana IL-2 (Davidson et al., 2007). Ten aktivuje transkripéni faktor STAT-5
¢imz inhibuje diferenciaci Tyl7 lymfocytd, jelikoz STAT-5 kompetuje se STAT-3 o vazebna
mista (Yang et al., 2011). Navic se STAT-5 vaze do promotoru FoxP3 genu a pomaha ho
aktivovat (Burchill et al., 2007). Diferenciace iTreg je kromé cytokinti podporovana kyselinou
retinovou, ktera aktivuje jaderné receptory RAR (Coombes et al., 2007; Sun et al., 2007).
Ty néasledné migruji do jadra, kde se vazi jak do CNS1 elemetu, tak do promotoru genu pro
FoxP3 (Xu et al., 2010).
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2.2.2.1.1.1.5.3.Role Treg v nddorovém mikroprostiedi

Vétsina antigend exprimovanych nadory jsou ve své podstaté t€lu vlastni antigeny, které
jsou rozpoznavané Treg (Zou 2006; Oleinika et al., 2013). Ty pak v ramci udrzovani periferni
tolerance mohou potlacovat funkci efektorovych T-lymfocyti rozpoznavajici nadorové antigeny
(Nishikawa a Sakaguchi, 2014). Negativni vliv Treg na pribéh nadorového onemocnéni byl
pozorovan napf. U melanomt, karcinomu prsu, renalniho karcinomu, nadort plic, karcinomu
pankreatu a hepatocelularniho karcinomu (Miracco et al., 2007; Mougiakakos et al., 2010;
Bates et al., 2006; Gobert et al., 2009; Lal et al., 2013; Griffiths et al., 2007; Jensen et al., 2009;
Shimizu et al., 2010; Tao et al., 2012; Hiraoka et al., 2006; Fu et al., 2007; Gao et al., 2007).

Lze ptedpokladat, ze k ustanoveni populace Treg v nddorovém mikroprostredi dochézi ve
dvou fazich. V prvni fazi dochazi k aktivaci naivnich nTreg, které svym autoreaktivnim TCR
rozpoznavaji nadorové antigeny prezentované DC v lokédlnich lymfatickych wuzlinach
(Nishikawa et al., 2005). Aktivované nTreg pod vlivem zanétlivych stimult fidicich
protinadorovou  imunitni  reakci  exprimuji  odpovidajici chemokinové  receptory
(Duhen et al., 2012). Nadorové buniky a komponenty nadorového mikroprostiedi produkuji
chemokiny, jako napf. CCL-5, CCL-17, CCL-22, CCL-28, CXCL-10 a -12, které nasledné
nTreg ptitahuji (Tan et al., 2009; Ishida et al., 2006; Mizukami et al., 2008; Gobert et al., 2009;
Qin et al., 2009; Facciabene et al.,, 2011; Redjimi et al., 2012; Wei et al., 2007,
Jaafar et al., 2009). Aktivované nTreg pod vlivem TCR signalizace v nadorech expanduji
(Miyara et al., 2009). Expanze je dale podporovana TGF-p, ktery je sekretovan nadorovymi
burikami, nezralymi DC, MDSC a TAM (Pardali a Moustakas, 2007; Ghiringhelli et al., 2005;
Serafini et al., 2008; Biswas et al., 2006). Dulezitou roli v regulaci imunitni odpovédi hraji
rovnéz exozomy produkované nadorovymi bunikami. Tyto mohou obsahovat mMRNA, miRNA a
rizné proteiny, jako napf. nadorové antigeny, MHC |, FasL, IL-10, TGF-B. Pfi kontaktu
exozomll s Treg dochazi kjejich aktivaci a expanzi (Wieckowski et al., 2009;
Szajnik et al., 2010). Na druhou stranu bylo pozorovano, Ze pfitomnost exozomu inhibuje
CD8" CTL (Wieckowski et al., 2009). V nddorovém prostfedi dochazi rovn&z k ovlivnéni
maturace DC. Mohou tak vznikat plné¢ maturované tolerogenni DC, které se vyznacuji expresi
indolamin-2,3-dioxygenazy (IDO). Tyto tolerogenni DC blokuji expanzi efektorovych
T-lymfocytt a naopak podporuji aktivaci a expanzi Treg (Chung et al., 2009). Bylo rovnéz
pozorovano, ze IDO* DC a Treg vytvéii pozitivni regulaéni zp&tnovazebnou smycku, ktera dale
posiluje expanzi Treg. Na povrchu Treg je konstitutivné exprimovana molekula CTLA-4.
Po interakci mezi CTLA-4 a CD80/CD86 na povrchu DC, dostava DC signaly vedouci
k indukci exprese IDO (Fallarino et al., 2003). V neposledni fadé se na expanzi Treg podili IL-2
(Zorn et al., 2006; Sim et al., 2014). Jelikoz Treg IL-2 neprodukuji, di se piedpokladat, Ze pro
svou expanzi vyuzivaji IL-2 sekretovany efektorovymi T-lymfocyty Vv nadorovém
mikroprostiedi (Quezada et al., 2011).
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V druhé fazi dochazi k de novo diferenciaci iTreg z naivnich T-lymfocyti. V tomto piipadé
je vyuzivano mechanizmi popsanych Vv kapitole 2.2.2.1.1.1.5.2. Dulezitou roli hraje TGF-§
sekretovany nadorovymi butikami, ktery nasledné indukuje v naivnich CD4" T-lymfocytech
diferenciaci na iTreg (Liu et al., 2007; Valzasina et al., 2006; Yamagiwa et al., 2001,
Chen et al., 2003). Nadorové mikroprostiedi rovnéz ovlivituje maturaci a funkci DC. Mohou tak
vznikat DC s riznym stupném maturace, snizenou expresi kostimula¢nich molekul a MHC,
které v disledku suboptimalni kostimulace a antigenni prezentace indukuji diferenciaci iTreg
(Gabrilovich, 2004; Ma et al., 2012; Mahnke et al., 2003; Kretschmer et al., 2005). Na druhou
stranu mohou tyto DC exprimovat koinhibi¢ni molekuly jako napt. PD-1L, které spoleéné
s TGF-B opét podporuji indukci iTreg (Wang et al., 2008). Pii maturaci v nadorovém stromatu
(Ma et al., 2012). Tolerogenné pusobi napiiklad DC exprimujici IDO. Na indukci iTreg se
Vtomto pfipadé¢ podili nedostatek tryptofanu a zvySend hladina tryptofanovych katabolitl
produkovanych IDO (Fallarino et al., 2006). V nadorovém mikroprostiedi se mizeme setkat
S heterogenni populaci MDSC, ktera je rovnéz schopna indukovat diferenciaci iTreg z naivnich
T-lymfocyta (Hoechst et al., 2008). Ve vysledku tak dochazi ke vzniku populace iTreg, ktera
spolupracuje s expandovanou populaci nTreg na inhibici protinadorové imunity
(Zhou a Levitsky, 2007).

Populace Treg v nadorech vyuziva k inhibici vrozené a adaptivni imunitni odpovédi nékolik
mechanizm. Prvnim znich je sekrece protizanétlivych cytokini TGF-f a IL-10.
NejvyznamnéjSim cytokinem nadorového prostiedi je TGF-B, ktery je schopny modulovat
aktivaci, diferenciaci a maturaci bun€k vrozené i adaptivni imunity (Flavell et al., 2010).
Treg produkuji TGF-B v latentni forme detekovatelné na jejich povrchu po aktivaci TCR
(Ghiringhelli et al., 2005; Andersson et al., 2008). Je vyuzivan k inhibici NK bunék, které pod
jeho vlivem snizuji svou cytotoxicitu, expresi aktiva¢niho receptoru NKG2D a sekreci
IFN-y (Ghiringhelli et al., 2005; Laouar et al., 2005). Snizenim sekrece IFN-y Treg blokuji
primarni signaly poskytované naivnim T-lymfocytim pro diferenciaci na protinadorovy
Tul fenotyp (Laouar et al., 2005). Prostiednictvim TGF-f naopak v naivnich T-lymfocytech
iniciuji diferenciaci v iTreg, ¢imz dale pfispivaji k rozsifeni supresivni populace Treg
v nadorovém mikroprostredi (Andersson et al., 2008). Treg vyuzivaji TGF-p rovnéz k inhibici
protinadorovych CD8" CTL, které snizuji svou cytotoxickou aktivitu a expresi NKG2D
(Chen et al., 2005; Crane et al.,, 2010). TGF-f dale inhibuje diferenciaci centralnich
pamétovych CD8" T-lymfocytd a navic podporuje deleci protinddorovych CTL indukci
apoptozy (Takai et al., 2013; Tinoco et al., 2009; Chang et al., 2012). Treg prostiednictvim
TGF-B mohou ovliviiovat také APC burky, kdy dochazi k inhibici maturace DC a jejich
schopnosti migrovat a prezentovat nadorové antigeny v lokdlni lymfatické uzliné

(Tanaka et al., 2010; Flavell et al., 2010). Alternativné mtize v dasledku ptisobeni TGF-B dojit
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k indukci tolerogennich DC, které naopak podporuji diferenciaci a expanzi Treg
(Flavell et al., 2010). TGF-f dale ovliviiuyje TAM, kdy podporuje jejich polarizaci na pro-
nadorovy M2 fenotyp (Gong et al., 2012). Dalsim cytokinem, ktery Treg pouzivaji k modulaci
funkce APC je IL-10 blokujici jejich aktivaci (Ito et al., 2008; Mittal a Roche, 2015). Stejné
jako TGF-B i IL-10 ovliviiuje diferenciaci makrofagi, kdy podporuje jejich polarizaci smérem
k ziskani M2 fenotypu (Sica et al., 2006). Kromé& toho muze ptfitomnost IL-10 vést
k diferenciaci alternativnich regulaénich Trl lymfocytli znaivnich CD4" T-lymfocytl
cytokinu IL-35. Jeho exprese nebyla zatim v lidskych CD4"CD25'FoxP3" Treg pozorovana a je
predmétem studia (Bardel et al., 2008). Aktivované Treg kromé cytokinl sekretuji nebo na
svém povrchu vystavuji galektin-1, ktery se vaze na glykoproteiny jako napi. CD45, CD43,
CD7, coz vede kinhibici proliferace, produkce cytokini a indukci apoptézy aktivovanych
efektorovych T-lymfocytt (Garin et al., 2007). Dal§im solubilnim faktorem produkovanym
Treg je PGE,, ktery je produkovan COX-2" iTreg a je schopny inhibovat NK buiiky,
Tyl lymfocyty, CD8" CTL a naopak podporovat diferenciaci iTreg (Mahic et al., 2006;
Yaqub et al., 2008; Yuan et al., 2010; Kalinski 2012).

Dalsi mechanizmus, ktery Treg pouzivaji k inhibici imunitniho systému, spo¢iva v modulaci
hladiny ATP a produkci supresivné pisobiciho adenosinu. Pii po§kozeni tkané nebo v piipadé
rychlého nadorového ristu dochazi k nekontrolované bunécné smrti, pii niz se do prostiedi
uvoliiuje velké mnozstvi ATP, které slouzi jako signal nebezpeci schopny aktivovat imunitni
systém (Trautmann 2009). Treg v nadorovém mikroprostiedi snizuji mnozstvi ptitomného ATP
diky expresi ektonukleotidazy CD39, ktera $tépi ATP na ADP a nasledné na AMP
(Mandapathil et al., 2009; Dwyer et al., 2010; Robson et al., 1997). Vzniklé AMP pak mize byt
dalsi ektonukleotidazou CD73 konvertovano na adenosin. Zatimco u mysSich Treg byla
pozorovana koexprese CD39 a CD73, u lidskych Treg je tato situace nejasna
(Deaglio et al., 2007). Populace lidskych Treg obsahuje pouze malé mnozstvi bunck
koexprimujicich CD39 a CD73 na svém povrchu (Mandapathil et al., 2010; Schuler et al.,
2014). Je tedy mozné, ze ektonukleotiddza CD73 je skladovana intracelularné a po aktivaci
dochazi kjejimu rychlému transportu na povrch Treg, odkud se rychle uvoliluje
(Mandapathil et al., 2010; Schuler et al., 2014). Alternativn¢ bylo pozorovano, ze je mozné
izolovat dvé populace Treg CD39°CD73 a CD39 CD73", které by spolu na produkci adenosinu
mohly spolupracovat. Zdrojem CD73 mohou byt rovnéz exozomy produkované nadorovymi
bunikami ¢i buiikami naddorového mikroprostredi (Schuler et al., 2014). Produkovany adenosin
pak ptisobi na infiltrujici buiiky imunitniho systému (Antonioli et al., 2013). Je schopny
inhibovat aktivaci M1 makrofagli, kdy inhibuje produkci prozanétlivych cytokind, jako napf.
TNF-a (Kumar a Sharma, 2009). Naopak podporuje diferenciaci M2 makrofagt, v nichz
posiluje expresi IL-10 a VEGF (Kumar a Sharma, 2009; Antonioli et al., 2013). Adenosin dale

59



ovlivituje diferenciaci DC z monocytd, kdy bylo pozorovano, ze za pfitomnosti adenosinu
vznikaji bunky, které zfejmé predstavuji diferenciacni mezistupen, jelikoz exprimuji znak DC
CD209, ale maji velmi nizkou nebo zadnou expresi CDla. Na druhou stranu tyto bunky stale
exprimuji znak monocyti CD14 (Novitskiy et al., 2008). Krom¢ diferenciace je také ovlivnéna
maturace a funkce DC. Bylo pozorovano, ze pritomnost adenosinu snizuje prezentaci
nadorovych antigenti, expresi MHC II, kostimula¢ni molekuly CD86, IFN-y a chemokinu
CXCL-10, které jsou duilezité pro aktivaci a migraci protinadorovych efektorovych T-lymfocyti
(Wilson et al., 2009; Antonioli et al., 2013). Naopak podporuje vznik tolerogennich DC
vyznacéujicich se expresi COX-2, IDO, VEGF, TGF-f a IL-10 (Kumar a Sharma, 2009).
Slozkou vrozené imunity dilezitou pro protinadorovou obranu, jsou NK buiiky. Pfitomnost
vysoké hladiny adenosinu v nddorovém mikroprostiedi inhibuje schopnost NK bun¢k adherovat
k nadorovym bunikam a exocytovat cytotoxické granule, ¢imz dochazi k inhibici perforinem a
granzymem zprostfedkované apoptoézy. Inhibovand je rovnéz schopnost NK bunck lyzovat
nadorové bunky prostiednictvim FasL (Antonioli et al., 2013). Pod vlivem adenosinu dochazi
dale k supresi produkce INF-y, IL-2, TNF-a a GM-CSF (Lokshin et al., 2006). V neposledni
tfade se adenosin podili na inhibici adaptivni imunity. Bylo pozorovano, ze Treg prostiednictvim
adenosinu suprimuji protinadorové efektorové T-lymfocyty (Mandapathil et al., 2009). Dé&je se
tak na zaklad¢ ovlivnéni efektorovych funkci T-lymfocytd, kdy pFitomnost adenosinu inhibuje
produkci IL-2, IFN-y a TNF-a. V piipadé CD8" CTL adenosin inhibuje expresi FasL, granzymu
a perforinu. Zaroven je blokovana také exocytéza cytotoxickych granuli a schopnost CTL
adherovat k nadorovym bunkam (Hoskin et al., 2008).

Pro inhibici protinadorové imunitni odpovédi vyuzivaji Treg také mechanizmus
mezibunééného kontaktu. Treg na svém povrchu konstitutivné exprimuji koinhibi¢ni molekulu
CTLA-4, ktera s vysokou afinitou vaze CD80 a CD86 na DC. Vazba CTLA-4 na cilové
receptory vede k indukci signalizace aktivujici STAT-3 a snizujici NF-kB, coz ma za nasledek
inhibici maturace DC. Konkrétné dochazi ke snizeni produkce IL-12 a snizeni transkripce genti
CD80 a CD86 (Kowalczyk et al., 2014). Takové DC bunky pak nejsou schopny efektivné
stimulovat proliferaci efektorovych CD4" a CD8" T-lymfocytti (Oderup et al., 2006). Ke snizeni
exprese CD80 a CD86 mize ptispivat také CTLA-4 zprostfedkovana trans-endocytoéza téchto
molekul. Treg vtomto ptipadé odebiraji z povrchu DC CD80 a CD86, které¢ smétuji do
endocytické drahy k nasledné degradaci v lysozomech (Qureshi et al., 2011). Signalizace
indukovana CTLA-4 navic vede v DC k indukci exprese IDO a ziskani tolerogenniho fenotypu
(Munn et al., 2004; Fallarino et al., 2006). Treg v nadorovém mikroprostfedi mohou inhibovat
funkci DC dale prostiednictvim LAG-3 (Camisaschi et al., 2010; Liang et al., 2008). Jedna se o
transmembranovy protein piibuzny CD4, ktery s vysokou afinitou vaze MHC II. tiidy.
Prostiednictvim vazby MHC II molekulou LAG-3 dochazi v DC k sestaveni signaliza¢ni

platformy, jejiz soucasti je fosfataza SHP-1, a ze které vychazi signaly inhibujici expresi
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kostimula¢nich molekul a maturaci DC (Liang et al., 2008). Dal$im kontaktnim mechanizmem,
ktery Treg vyuzivaji pro inhibici protinddorové imunitni odpovédi, je tvorba tzv. vodivych
mezibunéénych spoju. Bylo pozorovano, Zze Treg vytvareji vodivé spoje s efektorovymi
T-lymfocyty, B-lymfocyty a DC (Bopp et al., 2007; Vaeth et al., 2011; Ring et al., 2010).
Prostiednictvim téchto spojii dochazi k transportu CAMP z Treg do cilovych bun¢k. V piipadé¢
efektorovych T-lymfocytd dochazi v disledku zvyseni hladiny cAMP k aktivaci TF ICER, ktery
nasledné vstupuje do jadra, kde se vaze do promotoru gent pro IL-2 a NFAT a tak inhibuje
jejich transkripci (Vaeth et al., 2011). Podobné i u DC bunék dochazi k transportu cAMP
z Treg, coz je spojeno se snizenou expresi kostimulacnich molekul a ziskem tolerogenniho
fenotypu (Fassbender et al., 2010; Ring et al., 2010).

V procesu udrzovani tolerance proti t€lu vlastnim a nadorovym antigenim mohou Treg
vyuzivat také mechanizmus zaloZzeny na cytolyze. Exprimuji na svém povrchu FasL (CD178),
ktery je schopny vézat Fas (CD95) na efektorovych CD8" T-lymfocytech, monocytech a jinych
bunikach imunitniho systému, coZ v nich nasledné spousti apoptozu (Strauss et al., 2009;
Venet et al., 2006; Daniel et al., 2013). Treg mohou rovnéZ produkovat perforin, granzym A a
granzym B, jejichZ prostfednictvim mohou indukovat apoptézu v efektorovych T-lymfocytech,
monocytech a DC prezentujicich nadorové autoantigeny (Grossman et al., 2004;
Lehe et al., 2008; Efimova a Kelley, 2009; Perrella et al., 2014).

Minoritnim a stale diskutovanym mechanizmem inhibice efektorovych T-lymfocyti by
mohla byt deplece IL-2 z prostiedi, ktera je zprosttedkovana expresi vysokoafinitniho IL-2R na
Treg (Pandiyan et al., 2007).

2.2.2.1.1.2. CD8" lymfocyty

CD8" CTL piedstavuji vyznamnou soucast adaptivniho imunitniho systému podilejici se na
obrané téla proti intracelularnim parazitim a nadorové transformovanym bufikam.
Prostiednictvim svého TCR rozpoznavaji antigenni peptidy v komplexu s MHC glykoproteiny
L. tfidy prezentované na povrchu transformovanych ¢i infikovanych bunék. V soucasné dobé
byla identifikovana cela fada antigenti exprimovanych nadorovymi bunkami. Tyto zahrnuji
unikatni neoantigeny specifické pro nadory vzniklé mutaci v genech pro bézné proteiny nebo
v dasledku chromozomové nestability. Ptikladem mohou byt PML-RARa a mutovany FIt3
vyskytujici se u akutni promyelocitické leukemie resp. AML, piipadné mutovany K-ras
v adenokarcinomech (Osman et al., 1999; Graf et al.,, 2007; Gjertsen et al., 1997).
Druhou velkou skupinu pfedstavuji antigeny asociované s nadory, které jsou ve zvySené mite
exprimovany nadory, ale také v normalnich tkanich. Z hlediska imunoterapie se v tomto ptipadé
jako atraktivni jevi tzv. nadorové testikularni antigeny, napt. MAGE-A1, NY-ESO-1, k jejichz
expresi dochazi kromé nadorl pouze v germinalnich bunkach, které ovsem neexprimuji MCH I

a MHC I (Hofmann et al., 2008; Restifo et al., 2012).
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Po rozpoznani antigenniho peptidu aktivuji CD8* CTL své efektorové mechanizmy
zahrnujici pfedevS§im sekreci cytotoxickych granuli. Dochazi tak k uvolnéni perforinu a
granzymu, pomoci nichz je  vnadorovych  buikdch indukovana  apoptoza
(Barry a Bleackley, 2002; Weigelin et al., 2011). Alternativné muze k indukci apoptozy dojit
prostfednictvim bunééného kontaktu pomoci FasL, ktery vaze svlj receptor na povrchu
nadorové buiiky (Weigelin et al., 2011; Barry a Bleackley, 2002). CD8" CTL jsou rovnéz
producenty TNF-o a INF-vy, které mohou indukovat apoptdzu, resp. zvySovat expresi MHC | jak
na nadorovych buiikach tak infiltrujicich APC (Restifo et al., 2012). CD8" CTL se tedy
vyznamné podileji na protinddorové imunitni odpovédi a fada studii ukazala pozitivni vliv jejich
pritomnosti v nddorovém mikroprostiedi na pfezivani pacientl s karcinomem prsu, jicnu, ovarii,
ledvin, s kolorektalnim karcinomem a karcinomem merkelovych bunék (Mahmoud et al., 2011;
Cho et al., 2003; Hamanishi et al., 2007; Nakano et al., 2001; Mlecnik et al., 2011;
Paulson et al., 2011). I pies pfitomnost antigenné specifickych CD8" CTL dochazi oviem
krGstu nadort a progresi onemocnéni. Bylo pozorovidno, ze CD8" CTL v nidorovém
mikroprostiedi jsou nefunkéni nebo funkéné znaéné omezené (Ahmadzadeh et al., 2009;
Fourcade et al., 2010; Crespo et al., 2013).

Z hlediska funkce CD8 T-lymfocytti miZe byt v pfipadé nadord problematicka jiz samotna
aktivace, kdy mutze dojit k indukci anergie (Crespo et al., 2013). K aktivaci naivnich
CD8" T-lymfocytti dochazi v lymfatickych uzlinich, kde se setkavaji s APC prezentujicimi
antigenni peptidy na MHC 1 a podavaji kostimula¢ni signaly (Hickman et al., 2008).
Signalizace vychazejici z kostimulaénich molekul CD28, OX40, 4-1BB, CD27 a GITR
indukuje Vv naivnich CD8" T-lymfocytech prostfednictvim NF-kB drahy expresi perforinu,
granzymu a efektorovych cytokini jako IL-2 a IFN-y (Acuto a Michel, 2003; Zhou et al., 2002;
Huang et al., 2006; Wortzman et al., 2013). Zaroveii posiluje TCR zprostfedkovanou aktivaci
Ras-MAPK a PI3K-Akt-mTOR drahy, které spousti metabolické reprogramovani, pfi némz je
zvysena glykolyza a syntéza lipidi, a naopak je utlumena fosforyla¢ni oxidace a oxidace lipida
(Jones a Thompson, 2007; Chappert a Schwartz, 2010; Zhang a Bevan, 2011).
Soubézné dochéazi ke zvySeni exprese dilezitych prenasect pro glukézu, aminokyseliny a
transferin (Jones a Thompson, 2007; Chappert a Schwartz, 2010). Signalni draha PI3K-Akt-
mTOR kromé metabolického reprogramovani reguluje také expresi genti indukujicich anergii,
kdy bud inhibuje jejich expresi nebo podporuje degradaci kodovanych proteint
(Dure a Macian, 2009; Lin et al., 2009). Vsechny tyto zmény umoznuji aktivovanému
CD8" CTL vstoupit do faze klonalni expanze, charakteristické masivnim bun&¢nym délenim,
pii kterém vznikd populace pamétovych a efektorovych T-lymfocytd schopnych eliminovat
antigen (Kaech a Cui, 2012).

V ptipadé€ nadori mohou byt nadorové antigeny prezentovany na nezralych DC, které maji

snizenou expresi kostimulaénich molekul. V takovém ptipadé ziskava naivni CD8" T-lymfocyt
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signaly pouze z TCR, které aktivuji signalni drahu NFAT, ale jiz nedochazi k aktivaci
Ras-MAPK a PI3K-Akt-mTOR drahy. Je tak spustén anergizaéni program, pii kterém jsou
odpojeny signalni drahy vychazejicich z TCR (Soto-Nieves et al., 2009; Wells 2009).
Anergicky T-lymfocyt tak neni schopny reagovat na pfitomnost antigenu a to ani v piipadé
nasledné optimalni prezentace. Stav anergie se dale vyznacuje neschopnosti T-lymfocytl
produkovat cytokiny a proliferovat, v disledku zastaveni bunééného cyklu v kontrolnim bodé
G1/S(Choi a Schwartz, 2007; Chappert a Schwartz, 2010). Anergické T-lymfocyty jsou rovnéz
metabolicky inertni a nemaji schopnost zvysit expresi transportérui pro aminokyseliny a glukézu
(Zheng et al., 2009; Chappert a Schwartz, 2010). Anergie je aktivné udrZzovany stav, na jehoz
regulaci se vyznamné podili signalni drdha NFAT, kterd indukuje expresi TF Erg2 a Erg3.
Spole¢né pak NFAT, Erg2 a Erg3 fidi expresi E3 ubiquitinligaz Cbl-b, Itch, GRAIL a Deltex-1,
které  inhibuji  signalizaci  vychazejici zTCR a  kostimulacnich  receptort
(Soto-Nieves et al., 2009; Zheng et al., 2012; Safford et al., 2005; Chappert a Schwartz, 2010).
Vyznamnou roli hraje ubiquitinligaiza GRAIL, ktera fidi degradaci komplexu TCR-CD3
(Heissmeyer et al., 2004; Nurieva et al., 2010). Ostatni ubiquitinligazy se podileji pfedev§im na
regulaci komponent signalnich drah. Ligaza Cbl-b je schopna ubiquitinovat regula¢ni
podjednotku p85 PI3K a tak branit jeji translokaci k CD28 (Fang a Liu, 2001). Ubiquitinligaza
Itch je schopna fidit degradaci PLC-y a PKC-0 vanergickych bunkach
(Heissmeyer et al., 2004). Deltex-1 se na udrzovani anergie podili svou schopnosti degradovat
MAP3K (Liu a Lai, 2005). Kromé ubiquitinligaz indukuje Erg2 expresi kinazy DGKa, ktera
fosforyluje diacylglycerol na kyselinu fosfatidovou a tak snizuje aktivitu RasGRP-1, ¢imz
inhibuje Ras-MAPK drahu (Zheng et al., 2012; Zha et al., 2006; Wells 2009). Na udrZovani
stavu anergie se podili také TF Ikaros, ktery do promotoru genu pro IL-2 navadi
histondeacetylazy, ¢imz inhibuje jeho expresi (Thomas et al., 2007).

Nédorové antigeny mohou byt prezentovany také na tolerogennich DC, které jsou
charakteristické expresi IDO, Argl, iNOS (Cobbold et al., 2009). Prostiednictvim téchto
enzymu dochdzi v prostiedi k vyCerpani esencialnich aminokyselin. Nedostatek aminokyselin
nasledné vnimaji naivni CD8" T-lymfocyty prostfednictvim GCN2 kinazy, kterd rozpoznéva
nenabité tRNA a spousti stresovou odpoveéd’, pti niz GCN2 fosforyluje elF20, coz vede k
snizeni translace mRNA (Munn et al., 2005; Grallert a Boye, 2013). Navic dochazi k zastaveni
bunééného cyklu na vstupu do S faze. Chybéni esencialnich aminokyselin vede rovnéz
K inhibici mTOR drahy, coz ma za nasledek indukci anergie (Cobbold et al., 2009;
Powell et al., 1999).

Na indukci anergie v CD8" T-lymfocytech se mohou podilet rovnéz Treg a to produkci
adenosinu prostiednictvim CD39 a CD73(Mandapathil et al., 2009; Schuler et al., 2014).

Béhem aktivace dochazi v T-lymfocytech k indukci exprese adenosinového receptoru Aja,
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jehoz aktivace, i v ptipadé spravné kostimulace, vede k inhibici Ras-MAPK signalni drahy a
indukci anergie (Zarek et al., 2008).

Pokud dojde k plné aktivaci, vstupuji CD8" CTL do faze klonalni expanze. V této fizi
dochazi k vytvofeni populace termindlné diferencovanych efektorovych T-lymfocytt (Tere) @
heterogenni populace pamétovych bunék, kterd zahrnuje pamétové kmenové buiky (Tscm),
centralni pamétové bunky (Tcum), efektorové pamétové buiky (Tev) (Kaech a Cui, 2012;
Chang et al, 2014). Pifesna posloupnost d&u vedouci ke vzniku pamétovych
T-lymfocytd a Tgrr je stidle pfedmétem baddni. Pro jednoduchost budu dale vychéazet
z recentniho modelu piedpokladajiciho postupnou diferenciaci, kdy nejprve z naivnich
T-lymfocytt vznikaji Tsuc, které asymetrickym délenim davaji vznik Tey z nichz dalim
délenim vznikaji Tgy a znich nakonec Tge (Obr. 4) (Gattinoni et al., 2011,
Gattinoni et al., 2012). Diferenciace CD8" CTL na pamétové builky je fizena piedeviim
TF EOMES, ale podileji se na ni rovnéz TF Bcl6, ID3 a FOXO-1. Naopak pro vznik Teer je
dulezity predevsim TF T-bet, Blimp-1a ID-2 (Obr. 5) (Kaech a Cui, 2012; Chang et al., 2014).
Exprese EOMES, Bcl-6, ID3 je nejvyssi u Tscv a nasledné klesa pii diferenciaci K Teer.
Naopak exprese T-bet, Blimp-1 a ID-2 se smérem k Tegre zvySuje (Gattinoni et al., 2011).
Ackoliv je funkce EOMES a T-bet pii diferenciaci pamétovych T-lymfocytt a Terr do jisté
miry antagonisticka, je kooperace obou téchto TF vyzadovana v ranych fazich diferenciace pro
indukci exprese granzymu B, perforinu a chemikonovych receptori CXCR-3 a CXCR-4
dulezitych pro migraci (Kaech a Cui, 2012).

Short-lived T,

TN TSCM TCM TEM

Obr. 4: Diferenciace CD8" CTL na Tggr (Gattinoni et al., 2012)

Naivni CD8" T-lymfocyt rozpoznava antigenni peptidy na APC, od které ziskava kostimulaéni signaly a
zahajuje diferenciaci na Trscm. Pokud antigenni a zanétlivé stimuly pietrvavaji, dochazi k dalsi
proliferaci a diferenciaci na Tcy, nasledné Tgy, az na konci vznika populace terminalné diferencovanych

Tere.

V diferenciaci pamétovych T-lymfocytt hraje dileZitou roli EOMES, jehoz delece zcela
inhibuje schopnost CD8" CTL vytvafet pamétové burky (Banerjee et al., 2010;
Paley et al., 2013). Na zajisténi exprese EOMES se podili TF FOXO-1, ktery zaroven
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podporuje expresi Bcl6, a dale aktivni WNT signalizace, pfi niz muze dochazet k translokaci
[B-cateninu do jadra (Obr. 5) (Rao et al., 2012; Qestreich et al., 2012; Zhou et al., 2010). V jadie
vytvaii B-catenin komplex s TCF-1 podporujici expresi EOMES, STAT-3 a inhibuje expresi TF
ID2 fidiciho diferenciaci na Tgre (Zhou et al., 2010; Hao et al., 2006; Yu et al., 2012).
Zvysena exprese STAT-3 nasledné umoznuje buiice integrovat signaly z receptortl pro IL-6 a
IL-21 (Gattinoni et al., 2012). Vazba téchto cytokinl na receptory vede k fosforylaci STAT-3,
ktery nasledné muize stabilizovat expresi EOMES a zvysit expresi Bcl6 (Cui et al., 2011).
Bcl6 nasledné podporuje diferenciaci pamétovych lymfocytt diky inhibici exprese Blimp-1,
jehoz funkei je fizeni terminalni diferenciace Tere (IChii et al., 2004; Tunyaplin et al., 2004,
Rutishauser et al., 2009). Aktivovany STAT-3 dale zahajuje expresi SOCS3, ktery inhibuje
signaly vychazejici z IL-12R vedouci k indukci Tege (Cui et al., 2011). Dulezitou roli pfi vyvoji
pamétovych T-lymfocyti hraje také TF ID3, jehoz funkci je mimo jiné inhibice exprese
Blimp-1(Yang et al., 2011).

V pritbéhu klonélni expanze musi postupné dojit k prepnuti na diferenciaci smeérem k Teger.
Jednou ze signalnich drah zodpovédnych za spusténi diferenciace Tgrr je  evolucné
konzervovana draha Hippo. K expresi jejich komponent v CD8" CTL dochazi v dtsledku
antigenni stimulace a signald z IL-2R (Thaventhiran et al., 2012). Dilezitou komponentou

signalni drahy Hippo je transkripéni kofaktor YAP, ktery podporuje expresi EOMES a naopak
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Obr. 5: Signalni drahy modulujici vznik pamétovych a efektorovych CD8" CTL (Thaventhiran et al., 2013)

Signaly zprostfedkované vazbou WNT a IL-21 na odpovidajici receptory vedou k expresi EOMES, Bcl6, STAT-3 a
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SOCS3, které podporuji diferenciaci pamétovych bunék. Zaroveri dochazi k inhibici TF T-bet, Blimp-1 a ID2
fidicich diferenciaci Tgrr. Naopak zanétlivé cytokiny IL-12 a IL-2 prostfednictvim aktivace STAT-4, STAT-5,
PI3K-Akt-mTOR a Ras-MAPK drahy podporuji expresi T-bet, Blimp-1 a ID2, coz je spojeno s terminalni
diferenciaci CD8" CTL na Tgrr. Paralelné dochézi k inhibici TF podporujici vznik pamétovych T-lymfocyti
FOXO-1, Bcl6 a ID3.

inhibuje expresi Blimp-1 (Thaventhiran et al., 2012). Béhem klonalni expanze vytvaieji
aktivované CTL v lymfatickych uzlindch agregéty, coz vede k aktivaci Hippo drahy vedouci
k degradaci YAP a indukci exprese Blimp-1(Thaventhiran et al., 2012). TF Blimp-1 inhibuje
transkripci genti podilejicich se na tvorbé pamétovych T-lymfocytd, ¢imz se podili na
terminalni diferenciaci Terr (Rutishauser et al., 2009). Exprese Blimp-1 zarovenn podporuje
funkci Terr, jako je migrace do mist zanétu, zvySuje expresi IFN-y a granzymu B
(Kallies et al., 2009; Kaech a Cui, 2012). Bylo pozorovéno, ze CD8" CTL postradajici Blimp-1
nejsou schopny eliminovat virovou infekci v disledku $patné migrace do mista infekce a
omezené cytotoxické funkci (Kallies et al., 2009). Mezi dalsi signaly podporujici vznik Terr
patii piedev§im prozanétlivy cytokin IL-12, ktery aktivuje TF STAT-4 a ten nasledné fidi
expresi TF T-bet, jenZz je pro tvorbu Tgrr nepostradatelny (Obr. 5) (Joshi et al., 2007;
Yang et al., 2007). T-bet dokaZe napf. vazat Bcl6, ¢imZ blokuje jeho schopnost inhibovat
expresi Blimp-1 (Oestreich et al., 2012). V komplexu s Bcl6 funguje T-bet navic jako represor
schopny inhibovat expresi genti jako TCF-1 a SOCS3 (Oestreich et al., 2011).
Kromé toho STAT-4 indukuje expresi ID2, ktery podporuje diferenciaci a piezivani Terr, Kdy
zajistuje expresi T-bet, anti-apoptotickych proteini Bcl2, Spi-6 a naopak sniZuje expresi
apoptotického proteinu Bim (Yang et al., 2011; Masson et al., 2013; Cannarile et al., 2006).
TF ID2 navic inhibuje expresi gent pro TCF-1, SOCS3 a ID3 (Masson et al., 2013).
Dulezitym diferenciaénim faktorem pro Tere je rovnéz IL-2, ktery aktivuje STAT-5 a tak
indukuje expresi Blimp-1la ID-2 (Pipkin et al., 2010; Yang et al., 2011). Naopak STAT-5
inhibuje expresi Bcl6 (Pipkin et al., 2010; Oestreich et al., 2012). Spole¢n¢ 1L-12 a IL-2
aktivuji také PI3K-Akt-mTOR drahu, ktera prostiednictvim Akt fosforyluje TF FOXO-1, coz
vede Kk jeho vazbé na cytoplazmaticky protein 14-3-3 (Rao et al., 2010; Thaventhiran et al.,
2013). V dusledku nepiitomnosti FOXO-1 v jadie dochazi inhibici exprese EOMES a Bcl6 a
naopak zvyseni exprese T-bet (Rao et al., 2010; Rao et al., 2012; Oestreich et al., 2012).
Vzniklé Tgrr nasledné na zakladé chemokinovych signald migruji do mista zanétu a vyskytu
antigenu. K migraci mohou pfispivat aktivované Tyl lymfocyty, které produkci IFN-y indukuji
Vv epitelialnich bunkach sekreci CXCL-9 a CXCL-10 (Nakanishi et al., 2009). Tgrr tak mohou
vstupovat do nadord, kde ni¢i nadorové bunky. V disledku plisobeni riznych faktord se ovSem
nedaii eliminovat viechny nadorové buiiky a imunitni reakce zprostiedkovana CD8" CTL
vstupuje do chronické faze, ktera se podoba chronickym virovym infekcim. Béhem dlouhodobé

antigenni stimulace dochazi postupné k funkénimu vycerpani CD8" CTL (Schietinger a

66



Greenberg, 2014). Funkéni vy€erpani je proces, pii kterém Teer postupné ztraci své efektorové
funkce (Wherry 2011). Jako prvni ptichazeji o schopnost proliferovat v disledku antigenni
stimulace, sekretovat IL-2 a zabijet ex vivo cilové buriky. Nasledné pfichazi Terr 0 Schopnost
sekretovat TNF-a. Nakonec, pfi maximalnim vyCerpani, nejsou schopny sekretovat IFN-y a
degranulovat (Wherry 2011). Paralelné se ztratou funkce dochazi u Tegrr infiltrujicich nadory ke
zvySeni exprese inhibi¢nich receptord PD-1, LAG-3, 2B4, TIM-3 A CTLA-4 (Schietinger a
Greenberg, 2014). Pticemz plati, ze ¢im je stupent vyCerpanosti vyssi, tim vice inhibi¢nich
receptorti je koexprimovano (Blackburn et al., 2009). Piitomnost funk&né vycerpanych CD8*
CTL byla pozorovana napf. u pacientt s melanomem, ovaridlnim a hepatocelularnim
karcinomem (Baitsch et al., 2011; Matsuzaki et al., 2010; Gehring et al., 2009).

Proces funkéniho vyCerpani je tizen riznymi TF (Wherry 2011). Dulezitou roli hraji
TF Blimp-1 a T-bet, které spolu kooperuji na diferenciaci Terr a ziskani plné efektorové funkce,
jako je produkce IFN-y, perforinu a granzymu B (Kaech a Cui, 2012). Z hlediska funk¢niho
vyCerpani maji ovSem T-bet a Blimp-1 funkce protichtidné. T-bet brani funkénimu vycerpani a
podporuje dlouhotrvajici imunitni odpovéd’, diky své schopnosti inhibovat expresi PD-1 a
ziejmé také dalsich inhibi¢nich molekul jako LAG-3, CD160 a BTLA (Kao et al., 2011).
V prubéhu chronické stimulace se ovSem exprese T-bet snizuje (Kao et al., 2011;
Paley et al., 2012). Paraleln¢ se ztratou T-bet ovSsem dochazi ke zvyseni exprese TF EOMES,
ktery je dalezity pro diferenciaci pamétovych T-lymfocyti (Paley et al.,, 2012;
Kaech a Cui, 2012). Ke vzniku pamétovych T-lymfocyti z terminalné diferencovanych Tger
ovSem nemuze dojit mimo jiné Vv disledku vysoké exprese Blimp-1 (Kaech a Cui, 2012).
Vycerpané CD8" CTL se tak mohou vyznadovat prechodnym fenotypem ptipominajicim jak
pamétové, tak Terr (Buggert et al., 2014). V ptipadé TF Blimp-1 dochazi v disledku stimulace
k dalsimu zvySeni exprese, coz vede jednak kinhibici exprese IL-2 a dale také k expresi
inhibi¢nich receptorii jako PD-1, LAG-3 a 2B4 (Gong a Malek, 2007; Shin et al., 2009).
Inhibi¢ni receptory pak aktivaci neredundantnich signalnich drah kooperuji na inhibici
efektorové funkce CD8" CTL. V ptipadé PD-1 dochazi po vazbé ligandd PD-L1 a PD-L2, které
jsou exprimovany na APC v nadorech a na samotnych nadorovych buikach, k fosforylaci ITIM
motivu na cytoplazmatické ¢asti molekuly (Crespo et al., 2013). K ITIM se nasledné¢ vazi
fosfatazy SHP-1 a SHP-2, které jsou schopny defosforylovat komponenty komplexu TCR
(Keir et al., 2008). Navic PD-1 zvysuje aktivitu fosfatazy PTEN a tak blokuje aktivaci signalni
drahy PI3K-Akt. Ve vysledku tak dochéazi ke snizeni produkce IL-2, proliferaci a ovlivnéni
prezivani CD8* CTL (Pedoeem et al., 2014).

2.2.2.2. Makrofagy asociované s nadory

Makrofagy ptredstavuji skupinu mononuklearnich fagocytujicich bunék, ktera se podili na

procesech embryonalniho a postembryonalniho vyvoje tkani, regenerace a hematopoéze
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(Wynn et al., 2013). Hraji dulezitou roli v regulaci metabolismu. Jsou rovnéz nepostradatelnou
soucCasti imunitniho systému, podileji Se na obran¢ proti bakteriim, virim a protozoalnim
parazitim (Wynn et al., 2013; Murray a Wynn, 2011). Pro klasifikaci makrofagii pouzivame
model funk¢ni polarizace rozliSujici klasicky aktivované M1 a alternativné aktivované M2
makrofagy (Murray a Wynn, 2011). K aktivaci M1 makrofag dochazi pod vlivem INF 1. tfidy,
IFN-y a signald z TLR, jako napf. z TLR4 rozpoznavajictho LPS (Tugal et al., 2013).
Signalizace vychazejici z TLR vede kaktivaci na MyD88 zavislé signalni drahy, ktera
aktivuje NF-xB a expresi prozanétlivych cytokinu. Alternativné mize byt pies TRIF a IRF-3
iniciovana exprese IFN-B (Tugal et al., 2013). V dusledku signalt z TLR dochazi k aktivaci
IRFS, ktery translokuje do jadra a tak je dale posilena exprese IL-6, IL-12 a TNF-a
(Takaoka et al., 2005).

Vazba IFN I na odpovidajici receptory vede k fosforylaci STAT-1 a STAT-2 a jejich
nasledné heterodimerizaci. Vznikly heterodimer STAT-1-STAT-2 nasledné prostfednictvim
vazby proteinu IRF-9 navadi transkripéni aktivatorovy komplex ISGF-3 do regulaénich
sekvenci gentl, jejichz exprese je aktivovana Vv disledku IFN signalizace (Tugal et al., 2013).
Obdobné¢ vazba IFN-y na receptor zpiisobuje aktivaci a homodimerizaci STAT-1, ktery se vaze
do promotorovych oblasti genti jako napf. IL-12 a iNOS (Tugal et al., 2013). STAT-1 vazbou
do promotoru indukuje expresi IRF-5, ktery nasledné indukei transkripce IL-12, IL-23 a inhibici
transkripce IL-10 podporuje M1 polarizaci (Krausgruber et al., 2011).

Dtlezitou roli v polarizaci makrofagii smérem k ziskani M1 fenotypu hraje také MAPK
signalni dradha. Na zakladé zanétlivych signalt je aktivovana kindza JNK, ktera fosforyluje
c-Jun, coZ je spojeno snaslednou heterodimerizaci sc-Fos za vzniku TF AP-1.
AP-1 spolupracuje s NF-xB na expresi prozanétlivych gent (Tugal et al., 2013). Ziskané
signaly tak v makrofazich vedou k indukci exprese zanétlivych cytokint IL-1f, IL-6, 1L-12,
IL-23 a TNF-o. Aktivované M1 makrofagy zahajuji také produkci reaktivnich kyslikovych
radikald a diky expresi iNOS produkuji NO (Mantovani et al., 2005; Tugal et al., 2013).
Dochazi rovnéz ke zvySeni exprese MHC 1. a Il. tfidy a kostimula¢nich molekul, ¢imz se z M1
makrofagii stavaji profesiondlni antigen prezentujici bunky, schopné aktivovat adaptivni
T-bunéénou odpoved’ (Hoebe et al., 2003; Verreck et al., 2004; Chanmee et al., 2014).

K aktivaci M2 makrofagi dochazi pod vlivem cytokind IL-4, IL-10, IL-13 a TGF-j
(Baay et al., 2011). Cytokiny IL-4 a IL-13 vedou k aktivaci TF STAT-6. Ten nasledné indukuje
expresi histon demetylazy Jmjd3, ktera snizuje inaktivacni tri- a di-metylaci H3K27 v oblasti
genu pro IRF4, ¢imz zvysuje jeho expresi (Ishii et al., 2009; Satoh et al., 2010). Nasledn¢ IRF4
spole¢né se STAT-6 aktivuje promotory genti podilejicich se na M2 fenotypu, jako napt. Arg-1
a mandzovy receptor Mrc-1 (Tugal et al., 2013). STAT-6 dale zvySuje expresi jadernych
receptorti a TF PPAR-y a PPAR-9, které inhibuji funkci TF STAT-1, NF-xB a AP-1, dilezitych
pro M1 polarizaci (Szanto et al., 2010; Odegaard et al., 2008; Ricote et al., 1998). Predpoklada
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se, ze za inhibici stoji stabilizace korepresorového komplexu v promotorech cilovych gent,
ktery blokuje jejich transaktivaci (Tugal et al., 2013). PPAR-y a PPAR-d naopak spole¢né se
STAT-6 podporuji expresi gent dulezitych pro M2 polarizaci, jako napi. Arg-1
(Szanto et al., 2010; Odegaard et al., 2008). IL-4 prostiednictvim STAT-6 indukuje rovnéz
expresi TF KLF-2 a KLF-4, které rovnéz hraji dulezitou roli v procesu polarizace smérem k M2
fenotypu. Funguji jednak jako inhibitory transkripce prozanétlivych cytokini a efektorovych
molekul. Bylo pozorovano, ze KLF-2 a KLF-4 vtomto piipadé blokuji sestaveni
koaktivatorového komplexu, kdy brani navazani PCAF/p300 na NF-kB (Liao et al., 2011;
Mahabeleshwar et al., 2011). Naopak podporuji expresi geni Arg-1, Mrc-1, PPAR-y.
Na zékladé obdrzenych diferenciacnich signdlti, tak vznikaji makrofagy, které se vyznacuji
vysokou sekreci IL-10 a naopak velmi nizkou sekreci IL-12 a IL-23. Exprimuji rovnéz velké
mnozstvi scavengerovych, manézovych a galaktéozovych receptori. M2 makrofagy dale
vysokou mérou exprimuji IL-1RA, IL-1RII (Mantovani et al., 2005). Jsou schopny sekretovat
celou fadu rtstovych faktord, jako napt. EGF, bFGF, VEGF, PDGF a IGF-1
(Galdiero et al., 2013; Wynes a Riches, 2003).

Z hlediska imunitniho systému jsou oba fenotypy makrofagh dilezité. M1 makrofagy
iniciuji zanét a podileji se na obrané proti intracelularnim patogentim, jako jsou nekteré bakterie
a viry. Po odstranéni patogenu dochdzi k postupnému piechodu na diferenciaci v M2
makrofagy, které nasledné¢ utlumuji zanét a podileji se na regeneraci postizené tkané
odstraiovanim poSkozeny bunék a sekreci ristovych faktor (Allavena a Mantovani, 2012;
Sica a Mantovani, 2012; Galdiero et al., 2013). Jsou to pravé vlastnosti M2 polarizovanych
makrofag, jenZ jsou nadory zneuzivany.

Makrofagy se v dosp€lém organismu vyskytuji ve vSech tkanich a jako takové predstavuji
ziejme jednu z prvnich leukocytarnich populaci, ktera infiltruje nadory (Wynn et al., 2013;
Clark et al., 2007). Zdrojem TAM makrofagt jsou monocyty, které jsou do nadoru ptitahovany
a nasledné diferencuji na TAM (Franklin et al., 2014). Jako hlavni chemoatraktant pro
monocyty slouzi CCL-2, ktery je produkovan nadorovymi buiikami, popt. bunikami nadorového
stromatu (Arenberg et al., 2000; Qian et al., 2011; Zhang et al., 2010). Bylo ov§em pozorovano,
Ze migraci monocytl mohou fidit i dalsi chemokiny, jako napt. CCL-3, CCL-4, CCL-5 a
CCL-22 (Chanmee et al., 2014). Krom¢ CCL-2 mohou chemotakticky pisobit také rustové
faktory jako VEGF a PDGF (Barleon et al., 1996; Krettek et al., 2001). V nadorovém
mikroprostfedi dochédzi k rozsahlé¢ prestavbé ECM a muze dochézet k produkci matrikind.
Na monocyty chemotakticky plsobi napf. proteolytické fragmenty elastinu (Senior et al., 1980;
Senior et al., 1984; Houghton et al., 2006). Migraci monocytti a makrofagi do nadorového
prostiedi miize podporovat rovnéz hyaluronan (Kobayashi et al., 2010). Monocyty v nadorovém
mikroprostfedi pod vlivem M-CSF diferencuji na makrofagy (Stanley et al., 1997;
Lin et al., 2001; Allavena a Mantovani, 2012). V ranych stadiich vyvoje nadori maji TAM
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fenotyp podobny M1- makrofagim. Produkuji prozanétlivé cytokiny IL-1B, IL-6, IL-12 a
produkuji reaktivni kyslikové radikaly a NO. Vyznacuji se také vysokou expresi MHC II
(Wang et al., 2011). Tyto M1 polarizované TAM jsou cytotoxické vi¢i nadorovym buiikdm a
predpoklada se, ze jsou soucasti protinadorové imunity (Dumont et al., 2008). Navic mohou
podporovat indukci Tyl (Biswas a Mantovani, 2010). Pozitivni vliv M1 makrofagi byl
pozorovan napf. u pacientt s kolorektalnim karcinomem (Ohtani et al., 1997;
Forssell et al., 2007; Zhou et al., 2010). Ackoliv se tedy zda, ze M1 makrofagy jsou
protinadorové, mohou produkci oxidovych radikdli a NO vytvafet mutagenni prostifedi. Navic
muze IL-6 podporovat proliferaci transformovanych bun¢k (Schmieder et al., 2012).

V pozdé¢jsich fazich dochéazi k expanzi makrofagi s M2 fenotypem, které sekretuji 1L-10,
TGF-B, VEGF a maji nizkou expresi MHC II (Wang et al., 2011). Vyskyt M2 makrofagi
v nadorech koreluje shor$i prognézou u pacienti S Hodgkinovymi lymfomy, melanomy,
karcinomy mocového méchyte, prsu, jicnu a hepatocelularnim karcinomem (Steidl et al., 2010;
Makitie et al., 2001; Hanada et al., 2000; Mahmoud et al., 2012; Koide et al.,, 2004;
Zhu et al., 2008). M2 makrofagy nasledné podporuji neoangiogenezi, rist nadort, tvorbu

metastaz a inhibuji protinadorovou imunitni odpovéd'.

2.2.2.2.1. Uloha TAM v angiogenezi, ristu a diseminaci nadori

TAM v nadorovém mikroprostiedi pod vlivem VEGF, endothelinu 2, EMAPII a
Semaforinu-3A preferenéné infiltruji do hypoxickych oblasti, kde dochazi k jejich akumulaci
(Chanmee et al., 2014). V hypoxickych oblastech ztraci TAM schopnost migrovat, coz je dano
nékolika mechanizmy. V pfipadé Semaforinu-3A vychazi pro-migracni signalizace z komplexu
Nrp-1/PlexinAl/PlexinA4. V hypoxickém prostiedi dochazi ovsem ke snizeni exprese Nrp-1 a
samotny komplex PlexinA1/PlexinA4 podava bunce stop signal (Casazza et al., 2013).
V hypoxickém prostfedi je daleinhibovana migrace aktivovana MAPK signalni drdhou.
D¢je se tak v disledku zvyseni exprese MAPK fosfatazy 1, ktera defosforyluje ERK-1 a EKR-2
(Grimshaw a Balkwill, 2001). V neposledni fadé¢ hypoxie sniZzuje expresi chemokinovych
receptord, jako napi. CCRS (Bosco et al., 2004). TAM vnimaji hypoxické prostiedi a reaguji na
n¢j zvySenim exprese HIF-la (Werno et al., 2010). Pod vlivem HIF-lo exprimuji TAM
angiogenni VEGF, které zvySuje pocet cév a jejich rozvétveni (Cramer et al., 2003;
Laoui et al., 2014). Bylo pozorovano, ze TAM mohou sekretovat i celou fadu dalSich faktort
podporujicich nadorovou neoangiogenezi, mezi néz patii PDGF, FGF, IL-8,
tymidinfosforylaza, uPA a adrenomedulin (Allavena et al., 2008; Chanmee et al., 2014).
Dale sekretuji WNT7b, ktery v endotelidlnich bunkach indukuje expresi VEGF
(Yeo et al., 2014). TAM sekretuji celou fadu MMP. Patii mezi né také MMP-2 a MMP-9, které
jsou schopné uvolnovat VEGF skladovany v ECM (Lewis a Pollard, 2006; Belotti et al., 2003).
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Kromé¢ angiogeneze mohou TAM podporovat sekreci VEGF-C a VEGF-D také
lymfangiogenezi (Schoppmann et al., 2002).

Rustové faktory EGF, FGF, VEGF, PDGF a TGF-$ sekretované TAM mohou puisobit
pfimo na nadorové buiky a podporovat jejich rust (Allavena a Mantovani, 2012). Nadorové
buiiky na druhou stranu mohou aktivovat TAM. U bun¢k plicniho karcinomu bylo pozorovano,
ze sekretuji proteoglykan versican, ktery prostiednictvim TLR-2 a TLR-6 indukuje v TAM
produkci TNF-o a IL-6 (Kim et al., 2009). TNF-o nasledné mtize v buikach indukovat expresi
cytidinové deaminazy AID, coz muzZe vést k mutacim v p53 a c-myc (Komori et al., 2008).
V disledku pusobeni TNF-a dochazi rovnéz k aktivaci IKKP, ktera nasledné dokaze
fosforylovat protein TSC-1 a tak aktivovat mTOR drahu podporujici rust a vyvoj nadort
(Lee et al., 2007). Kromé& toho aktivuje IKK TF NF-xB, ktery podporuje translokaci
telomerazové podjednotky TERT do jadra a tak ptispivat k imortalizaci bunék (Akiyama et al.,
2003). TNF-o v nadorovych bunkach aktivuje také dalsi signalni drahy podporujici pfezivani,
jako napt. PI3K-Akt a MAPK drahu (Waters et al., 2013). IL-6 pak aktivaci STAT-3 podporuje
ptezivani nadorovych bunék zvySenim exprese anti-apoptotickych proteini Bel-XL, MCL-1 a
survivinu (Lesina et al., 2011).

TAM ziejmé také uzce interaguji s CSC, které jsou zodpoveédné za rist a diseminaci nadord.
Bylo pozorovano, ze CSC v gliomech exprimuji vice CCL-2, CCL-5 a VEGF nez ostatni
gliomové bunky, coz jim umoznuje ptitahovat TAM (Yi et al., 2011). Ty nasledné sekreci EGF
a IL-6 aktivuji STAT-3 signalni drahu vedouci ke zvySeni exprese TF Sox-2, ktery je
vyzadovan pro udrzeni kmenového fenotypu (Yang et al., 2013). Bylo pozorovano, Ze pfi
depleci TAM dochazi v nadorech k poklesu v mnozstvi CSC (Mitchem et al., 2013). TAM dale
sekretuji ristovy faktor MFG-ES8, ktery aktivuje Sonic Hedgehog a STAT-3 drahu, ¢imz
zvysuje rezistenci CSC vuéi chemoterapii (Jinushi et al., 2011). Interakce mezi CSC a TAM je
dalezita také z hlediska invaze do okolni tkan€é. TAM produkuji celou fadu faktort, které vedou
k expresi TF Snail, Zeb, Twist fidicich proces EMT. Sekretovany TNF-a aktivaci NF-kB
indukuje expresi TF Zeb, coz je spojeno se snizenim exprese E-cadherinu (Maier et al., 2010).
Navic dochazi v disledku TNF-a signalizace ke stabilizaci TF Snail (Wu et al., 2009). TAM
produkuji dale IL-6 a EGF, které prostfednictvim STAT-3 mohou aktivovat expresi TF Twist
(Wendt et al., 2014). Pro pronikani do okolni tkané je nutné rozvolnit ECM. TAM jsou
vyznamnym zdrojem MMP, katepsini a uPA (Lewis a Pollard, 2006; Chanmee et al., 2014).
Deplece TAM ¢i jimi produkovanych proteaz vede ke snizené tvorbé metastaz, invazivité a
rustu nadort (Almholt et al., 2005; Condeelis a Pollard, 2006; Gocheva et al., 2010).
Ve vysledku TAM rozvoliiuji ECM a ruku v ruce s nadorovymi buiikami invaduji do okolni
tkané. Spole¢ny pohyb je zprostiedkovan parakrinni signalizaci, pfi které nadorové bunky
sekretuji M-CSF  indukujici migraci TAM a ty zase produkuji EGF aktivujici
migraci nadorovych bunék (Wyckoff et al., 2004). Jakmile je dosaZeno cév, tak TAM asociuji
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s jejich povrchem a vytvareji shluky, do kterych migruji nadorové bunky. Shluky TAM pak
umoziuji nadorovym bunkam vstup do krevniho fecisté (Wyckoff et al., 2007). Nadorové
buiikky v krevnim feCisti produkuji tkanovy faktor (CD142), ktery podporuje tvorbu
mikrotrombi, v nichz krevni desticky chrani nadorové bunky pted mechanickym poskozenim a
imunitnim systémem. Pokud dojde Kk zachyceni téchto trombd napf. v plicich, dochazi
k pritahovani makrofagl, které nasledné podporuji prezivani nadorovych bunék a tvorbu

metastaz (Gil-Bernabe et al., 2012).

2.2.2.2.2. Imunosupresivni Gi¢inek TAM

TAM jsou velmi $patné APC. Vyznacuji se nizkou expresi MHC II. tiidy a maji tudiz
snizenou schopnost prezentovat antigeny CD4" T-lymfocyttm (Wang et al., 2011).
Mohou exprimovat HLA-E a HLA-G, které jsou rozpoznavany inhibi¢nimi receptory NKG2
resp. KIR2DL4 a ILT-2 na NK-buitkdich a CD8" T-lymfocytech (Kren et al., 2010;
Borrego et al., 1998; Morandi et al., 2007). U HLA-G bylo navic pozorovano, Ze v piipadé
neuroblastomi TAM sekretuji jeho solubilni formu sHLA-G (Morandi et al., 2007). Nadorové
mikroprostfedi mtize ovliviiovat expresi kostimulacnich molekul na TAM. Bylo pozorovano, ze
IL-4 a IL-10, které podporuji M2 polarizaci, snizuji expresi CD80 a CD86
(Ambarus et al., 2012). Hypoxie a cytokiny IL-10, TNF-o a IL-6 v TAM indukuji expresi
inhibi¢nich molekul PD-1L, B7-H3 a B7-H4, coz je spojeno se supresi protinadorovych
CD8" CTL (Noman et al., 2014; Kuang et al., 2009; Chen et al., 2013; Kryczek et al., 2006).
Navic TAM sekretuji TGF-p a IL-10, které inhibuji aktivaci T-lymfocytt nebo v nich indukuji
diferenciaci na Treg ¢i Trl (Wang et al., 2011; Chen et al., 2003; Roncarolo et al., 2006).
Sekretovany IL-10 mutze pusobit autokrinné na TAM, vnichz inhibuje expresi I1L-12
(Sica et al., 2000). Pod vlivem signald z nadorového stromatu je v TAM indukovana exprese
IDO a Arg-1, které v mikroprostiedi vycerpavaji esencialni aminokyseliny tryptofan a arginin,
coz je spojeno sindukci anergie v T-lymfocytech v disledku inhibice mTOR drahy
(Zhao et al., 2012; Chang et al., 2001; Cobbold et al., 2009; Powell et al., 1999). Nedostatek
argininu navic vede ke snizeni exprese CD3 & fetézce, coz negativné ovliviiuje signalizaci
vychazejici z TCR (Rodriguez et al., 2003).

TAM produkuji celou fadu chemokini, prostfednictvim kterych mohou ovliviiovat slozeni
leukocytt infiltrujicich nadory. Produkci CCL-2 mohou podporovat infiltraci dalSich monocyt,
které mohou pfispivat k rozsifovani populace TAM (Biswas et al., 2006). CCL-2 funguje
rovnéz jako chemoatraktant pro imunosupresivni MDSC (Huang et al., 2007). Navic bylo
pozorovano, ze podporuje indukci Ty2 lymfocytl, které mohou podporovat rist nadort
(Gu et al., 2000). TAM dale prostfednictvim sekrece chemokinii CCL-20 a CCL-22 podporuji
infiltraci Treg (Liu et al., 2011; Curiel et al., 2004). TAM jsou také vyznamnym zdrojem
CCL-18, ktery funguje jako atraktant pro naivni T-lymfocyty (Gunther et al., 2011,
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Baay et al., 2011). Ty se v nadorovém mikroprostredi setkavaji s nezralymi ¢i tolerogennimi
DC, TAM a MDSC, které vnich mohou indukovat anergii nebo diferenciaci na Treg
(Baay et al., 2011). Bylo rovnéz pozorovano, ze CCL-18 muze konvertovat pamétové
T-lymfocyty na Treg, jejichz pfitomnost nasledn¢ v makrofazich indukuje alternativni fenotyp a
zvySuje expresi CCL-18, ¢imz je uzaviena pozitivni zpétnovazebna smycka (Chang et al., 2010;

Tiemessen et al., 2007).

2.2.2.2.3. Terapie cilené proti TAM

Diky svym schopnostem inhibovat protinddorovou imunitu, podporovat rist nadort a jejich
diseminaci, ptredstavuji TAM atraktivni cile pro modulaci vlastnosti nadorového stromatu.
V soucasné dob¢ bylo testovano nékolik pfistupt, jak TAM odstranit nebo repolarizovat na
protinadorovy fenotyp.

Jednim z moznych pfistupli je imunizace proti asparaginylové endopeptiddze legumain
(EC 3.4.22.34), jejiz zvySena exprese byla pozorovana u celé fady nadort, jako napt. karcinomu
prsu, tlustého stfeva, zaludku, plic, prostaty a ovarii (Liu et al., 2003; Gawenda et al., 2007;
Murthy et al., 2005; Guo et al., 2013; Ohno et al., 2013; Wang et al., 2012). Bylo pozorovano,
Ze zvysena exprese legumainu koreluje s invazivitou nadort a jejich schopnosti metastazovat
(Liu et al., 2003). V ramci nadorového mikroprostiedi mohou legumain kromé nadorovych
bun€k exprimovat také stromalni bunky a to piedevsim TAM (Liu et al., 2003;
Hashimoto et al., 1999; Luo et al., 2006; Haugen et al., 2015). Z hlediska bunétné lokalizace se
legumain  nachazi predev§im Vvendozomalnim a  lysozomalnim kompartmentu
(Chen et al., 1998). Na invazivni strané¢ bunék se ovSem muzeme setkat s jeho sekreci do
extracelularniho prostiedi, kde se prostfednictvim svého RGD motivu vaze na integriny, coz
stabilizuje jeho strukturu a to predevSim aktivni misto a umoznuje mu fungovat i za vyssiho pH
(Liu et al., 2003; Liu et al., 2012; Dall a Brandstetter, 2013). Pfedpoklada se, Ze legumain
podporuje invazivitu nadortt dvéma zplsoby. Podili se na aktivaci enzymi degradujici ECM,
jako napf. MMP-2 a katepsiny (Chen et al., 2001; Shirahama-Noda et al., 2003). Dale bylo
pozorovano, ze sam o sob¢ je schopny degradovat jednu z hlavnich slozek ECM fibronektin
(Morita et al., 2007).

Kromé imuniza¢niho postupu prezentovaného v této praci, byly navrzeny DNA vakciny
kodujici bud’ fizni protein legmainu a ubiquitinu nebo predikované epitopy kodujici 8-10
aminokyselin dlouhé peptidy vazajici se na MHC 1. tfidy (Luo et al., 2006; Lewen et al., 2008).
V obou piipadech se podafilo indukovat CD8" CTL schopné lyzovat a snizit mnoZstvi
legumain® TAM (Luo et al., 2006; Lewen et al., 2008). Imunizace vedla k redukci angiogenze a
inhibovala rist nadori a jejich schopnost metastazovat (Luo et al., 2006).

Pro depleci TAM byly dale navrzeny farmakologické postupy, jejichz piikladem mtize byt

podavani bisfosfonatt jako jsou kyselina zoledronova nebo lipozomi obsahujicich klodronat.
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Deplece TAM byla vtéchto piipadech spojena s inhibici ristu nadord a angiogeneze
(Zhang et al., 2010; Gazzaniga et al., 2007).

Dalsi mozna strategie zahrnuje blokovani akumulace TAM v nddorovém mikroprostiedi.
Jako vhodné se v tomto ptipadé jevilo pouziti protilatky proti CCL-2, ktera snizila mnozstvi
TAM a navic zpisobila jejich re-polarizaci (Fridlender et al., 2011). Alternativné se da pro
snizeni akumulace TAM v nadorech pouzit inhibitory kinazové aktivity receptoru pro M-CSF,
jako napt. PLX6134 (Ryder et al., 2013). Bylo rovnéz pozorovano, ze subcytotoxické davky
chemoterapeutika trabektedinu mohou vést ke sniZzeni mnozstvi TAM Vv dasledku inhibice
sekrece CCL-2, CXCL-8 a VEGF v nadorovych buitkach (Germano et al., 2010).

V neposledni tadé se jako vyhodnd ukazuje strategie re-polarizace makrofagi
Z pronadorového M2 fenotypu na protinddorovy M1 fenotyp. Repolarizace lze dosahnout napt.
podanim inhibitoru protonovych pump pantoprazolu, ktery v bunikich T-bunééného lymfomu
snizuje expresi [L-4, IL-10 a TGF-B podporujicich M2 polarizaci a naopak zvySuje expresi IL-6
a IFN-y a tak podporuje M1 polarizaci (Vishvakarma a Singh, 2010). Dal$i moznosti je podani
IL-12 nebo glykoproteinu bohatého na histidin (Watkins et al., 2007; Rolny et al., 2011).
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3. Cile prace
Cile ptedlozené prace lze shrnou do nésledujicich bodi:
1. Zkonstruovat r'VACV nesouci ve svém genomu tumor supresorovy gen IGFBP-3, pod
kontrolou ¢asného H5 ¢i syntetického casné-pozdniho E/L promotoru, a imunogen

SigE7LAMP.

2. Charakterizovat piipravené rVACV z hlediska exprese IGFBP-3, schopnosti indukovat

protinadorovou imunitni odpovéd’ a potlacit riist nadort.
3. Pokusit se objasnit jaky mechanizmus je zodpoveédny za inhibici ristu nadort.
4. Zavést postupy detekce M2 polarizovanych TAM exprimujicich legumain.

5. Pomoci téchto metod charakterizovat nadorovy model cervikalniho karcinomu zalozeny

na butikich MK16/ABC z hlediska obsahu TAM.

6. Piipravit DNA vakcinu proti legumainu, vniz byla pro zvySeni imunogennosti

modifikovana jeho sekvence.

7. Stanovit, zda navrzené genové modifikace a popfipadé jejich kombinace, zvySuji

imunogennost a jsou schopné inhibovat rist nadort.

8. Overit, zda imunita indukovana pfipravenou DNA vakcinou ovliviiuje mnozstvi TAM

v nadorech a je schopna omezit tvorbu plicnich metastaz.
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4. Materialy a metody

4.1. Restrikéni enzymy a DNA ligaza

Vsechny pouzité restrikéni enzymy a pouzitd T4 DNA ligaza byly doddny firmou New
England Biolabs (Ipswich, Massachusetts, USA).

4.2. Standardy molekulovych hmotnosti

MassRuler High Range DNA Ladder, Ready-to-Use, 1500-10,000 bp a

MassRuler Low Range DNA Ladder, Ready-to-Use, 80-1031 bp (Thermo Fisher Scientific,
Pittsburg, Pennsylvania, USA).

Prestained Protein Marker, Broad Range (7-175 kDa) (New England Biolabs, Ipswich,
Massachusetts, USA).

PageRuler Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific).

4.3. Syntetické oligonukleotidy

Oligonukleotidy (Generi biotech s.r.o.,Hradec Kralové, Ceska republika):

IGFBP/left pro detekci rekombinantnich VACV exprimujicich IGFBP-3.

TK-R pro sekvenaci IGFBP-3 vlozeného do genu pro tymidin kinazu.

TK-L pro sekvenaci IGFBP-3 vloZeného do genu pro tymidin kinazu.

Vv_nem_B" primer pro gPCR.

VV_nem_B’ primer pro qPCR.

VV_nem_Bps#P Tag-Manovska sonda pro gPCR.

Oligonukleotidy (Integrated DNA Technologies, Coralville, lowa, USA):
5-GTGAATTCGCCGCCATGACCTGGAGAGTGGCTGT-3" pouzit pro amplifikaci genu pro
legumain pomoci RT-PCR.

5 -GCGAATTCAGTAGTGACTAAGACACAC-3" pro amplifikaci genu pro legumain pomoci
RT-PCR.

5"-GCGTCACCTCCCAGCACGGCG-3" pro ptipravu LgmnCCG cilenou mutagenezi.
5-AGCTTCTGCGCCACCTCTCAG-3" pro ptipravu LgmnRGG cilenou mutagenezi.

4.4. Peptidy

VACYV E3y4.14s (VGPSNSPTF) (Clonestar Biotech, Brno, Ceska republika).
HPV16 E749.57 (RAHYNIVTF) (Clonestar Biotech).

Lgmnigg.120 (EDVTPENFLAVLR) (GeneScript, Piscataway, New Jersey, USA)
TTos7-97 (FNNFTVSFWLRVPKVSASHLE) (Clonestar Biotech).
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4.5. Chemikalie

Akrylamid, Amonium persulfat, Azid sodny, N,N,N",N - Tetramethylethylendiamin (TEMED),
N,N’-Metylenbis-akrylamid (bisAA) (Serva, Heidelberg, SRN).

Agardza pro separaci DNA, SeaKem® LE Agarose a SeaKem® GTG™ Agarose
(Lonza, Basel, Svycarsko). Zbylé chemikalie byly zakoupeny u firem Sigma-Aldrich (St. Louis,
Missouri, USA) nebo Lachema (Brno, CR).

4.6. Protilatky

Osli protilatka proti krali¢imu IgG znacena DyLight 649 (Biolegend, San Diego, Kalifornie,
USA).

Fab fragment rozpoznavajici mysi IgG znaceny AlexaFluor 488 (Molecular Probes, Eugene,
Oregon, USA)

Krysi protilatka proti my$imu CD11b zna¢ena FITC (Exbio, Vestec, CR).

Krysi protilatka proti mys$imu F4/80 znacena APC-eFluor 780 (eBioscience, San Diego,
Kalifornie, USA).

Krysi protilatka proti my$imu F4/80 znac¢ena PE-Cy5 (eBioscience).

Kozi monoklonalni protilatka proti kralicimu imunoglobulinu znacena Alexa Fluor 546
(Invitrogen, Carlsbad, Kalifornie, USA).

Mysi monoklonalni protilatka proti MHC Il (mI-Ab) znac¢ena PE (BD Pharmingen, San Diego,
Kalifornie, USA)

Krali¢i polyklonalni protilatka proti my$imu legumainu (Santa Cruz Biotechnology Inc., Dallas,
Texas, USA).

Kontrolni krali¢i imunoglobulin (Cell Signaling Technology Inc., Danvers, Massachusetts,
USA)

Kozi polyklonani protilatka proti IGFBP-3 AF675 (R&D System, Minneapolis, Minnesota,
USA)

Mysi monoklonalni protilatka proti IFN-y klon 1-D1K (Mabtech AB, Nacka Strand, Svédsko)
Mysi monoklonalni protilatka proti IFN-y klon 7-B6 konjugovana s biotinem (Mabtech AB,
Nacka Strand, Svédsko)

4.7. Pokusna zvirata

Samice myS$iho kmene C57BL/6 staré 6 — 8 tydnt (Charles River Laboratories, Sulzfeld,
SRN). Mysi uréené pro pokusy s rekombinantnimi viry vakcinie byly umistény na Statnim
zdravotnim ustavu V Praze. Mys$i uréené pro pokusy spojené s piipravou DNA vakciny proti

legumainu byly umistény v Centru pro experimentalni biomodely 1. Lékaiské fakulty UK
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v Praze. Vsechna laboratorni zvifata byla udrzovana za standardnich podminek v souladu

s platnou legislativou na ochranu zvirat proti tyrani.

4.8. Plazmidy

Sekvenci pro lidsky gen IGFBP-3 jsme obdrzeli v plazmidu pXBP3-WT od
Dr. W. Zwerschkeho (Universita Innsbruck) (Santer et al., 2006). Pro dalsi pouziti bylo ze
sekvence plazmidu pXBP3-WT odstranéno restrikéni misto rozpoznavané enzymem Xho I.
Pro deleci bylo pouzito restrikéni $tépeni pomoci enzymti Xho I a Sal I s naslednou ligaci T4
DNA ligazou. Takto upraveny plazmid byl nazvan pXBP-3WTAXhol. Z plazmidu
pXBP-3WTAXhol byla nasledné vystépena sekvence pro IGFBP-3 pomoci enzymu Xba | a
vlozena do plazmidu pUCI131 $tépeného stejnym restrikénim enzymem. Spravna orientace
vlozeného genu pro IGFBP-3 byla ovéfena $tépenim restriktdzami Pst I a EcoR 1. Vznikly
plazmid byl pojmenovan pUC131-IGFBP-3. Z tohoto plazmidu byl gen pro IGFBP-3 vystepen
pomoci kombinace enzymt Xho I a EcoRI. Vystépeny gen byl nasledné vlozen do stejné
Stépeného rekombinaéniho plazmidu pSC59-H5(Nemeckova et al., 2002). Takto vznikly
plazmid byl pojmenovan pSC59-E/L-IGFBP-3. Pro vytvoieni rekombina¢niho plazmidu, ve
kterém je sekvence IGFBP-3 fizena ¢asnym H5 promotorem, byl 2z plazmidu

pSC59-E/L-IGFBP-3 vystépen Casné pozdni promotor (E/L) pomoci restrikéniho enzymu Sal I.
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Obr. 6: Klonovaci strategie pro piipravu rekombinac¢nich plazmida s IGFBP-3

Sekvence pro gen IGFBP-3 byla vystépena z plazmidu pXBP-3WTAXhol pomoci Xbal a vloZena do
pUC131. Ze vzniklého pUC131-IGFBP-3 byl gen IGFBP-3 opét vystépen pomoci Xhol a vloZen do
stejné $tépeného pSC59. Vznikl tak pSC59-E/L-IGFBP-3, z n¢hoz vystépeni E/L promotoru pomoci Sal |
vznikl rekombinaéni plazmid pSC59-H5-IGFBP-3.

79



Plazmidy pro imunizaci proti legumainu byly pfipraveny Dr. Smahelem. Sekvence
kodujici gen pro mys$i legumain byla ziskana pomoci metody RT-PCR. Nejprve byla
vyizolovana RNA znadorti indukovanych TC-1 bunkami a sekvence pro legumain byla
amplifikovana pomoci soupravy Qiagen LongRange 2Step RT PCR (Qiagen, Hilden, SRN) a
primert 5'-GTGAATTCGCCGCCATGACCTGGAGAGTGGCTGT-3" (ptimy smér) a
5-GCGAATTCAGTAGTGACTAAGACACAC-3" (zpétny). K amplifikovanému genu byla
pfidana sekvence Kozakové a takto vznikly konstrukt byl vloZzen do plazmidu pBSC §tépeného
restrikénim enzymem EcoR L.

Pro piipravu variant genu pro legumain, ve kterych byl zmutovan RGD motiv
(aal20-122), oznacenych jako LgmnCGD a LgmnRGG, byla pouzita mutageneze pomoci
soupravy Altered Sites 1l Mammalian Mutagenesis Systém (Promega, Fitchburg, Wisconsin,
USA) a oligonukleotidi 5'-GCGTCACCTCCCAGCACGGCG-3’ pro LgmnCGD a
5-AGCTTCTGCGCCACCTCTCAG-3" pro LgmnRGG.

Pro ptipravu fazniho genu byl za sekvenci koédujici legumain nebo jeho mutované
varianty vlozen epitop p30, ziskany amplifikaci fragmentu C tetanického toxinu, a to bud’ v jeho
zkracené formé (TT1s) nebo dlouhé formé (TT11). Sekvence pro epitop p30 byla vloZena do

mista pro restrikéni endonukleazu Hind III.

4.9. Bunécné linie

Bunééna linie BSC40 byla odvozena zledvinnych fibroblastd kockodana zeleného
adaptovanych na rast pii 40°C(Brockman a Nathans, 1974). Linie CV-1 byla odvozena
z ledvinnych bunék dospélého samce kockodana zeleného (JENSEN et al., 1964). Lidské
embryonalni ledvinné epitelialni bunky 293T transformované adenovirovym E1A proteinem a
velkym T antigenem viru SV40, byly ziskany od Dr. J. Kleinschmidta (DKFZ, Heidlberg,
SRN). Nadorova bunééna linie MK16/1/IIIABC (MK16/ABC) byla odvozena z ledvinnych
bun¢k mysiho kmene C57BL/6 transdukovanych onkoproteiny E6 a E7 lidského papilomaviru
16 (HPV16) a aktivnim onkogenem H-ras (Smahel et al., 2001). Buné&cna linie NIH/3T3 byla
odvozena od embryonalnich fibroblasti embrya mysiho kmene NIH/Swiss (TODARO a
GREEN, 1963). Mysi bunécna linie TC-1 odvozena z primarnich epitelidlnich bunék mysiho
kmene C57BL/6 transformovanych onkogeny HPV16 E6, E7 a c-Ha-ras (Lin et al., 1996), byla
ziskana od Dr. TC Wu (John Hoplins Medical Institutions, Baltimore, USA). Krysi bunééna
linie RAT-2 byla odvozena od krysich embryonalnich fibroblasti a postrada expresi bunécné
TK (Topp, 1981). Linie RMA-S byla odvozena od mysiho T bunééného lymfomu s nefunkénim
TAP-2 transportérem, a byla poskytnuta Dr. T Schumacherem (The Netherlands Cancer
Institute, Amsterdam, Nizozemi). Buné¢né linie BSC40, 293T, MK16/ABC, NIH/3T3 byly
kultivovany v médiu D-MEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, PAA Laboratories,
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Pasching, Rakousko) s vysokym obsahem glukézy s 10% FBS (PAA Laboratories, Pasching,
Rakousko). Bunécné linie CV1 a TC-1 byly kultivovany v médiu E-MEM (Eagle’s Minimum
Essential medium, Sigma-Aldrich, Missouri, USA) s5% FBS. Bunééna linie RAT-2 byla
kultivovana v médiu RPMI-1640 (Sigma-Aldrich, Missouri, USA) s piidavkem 3% FBS.
Buné&éna linie RMA-S byla kultivovana v médiu RPMI-1640 s piidavkem 10% FBS a 10° M
2-merkaptoethanolu. Pro kultivaci bunék byly pouzity plastové kultivacni lahvicky a panely
(TPP Techno Plastic Products AG, Trasadingen, Svycarsko).

4.10. Viry

Virus vakcinie klon 13 kmene Praha (P13) byl ziskan plakovou purifikaci z vakciny proti
pravym nestovicim VARIE Sevac pouzivané na izemi Ceskoslovenska.(Kutinova et al., 1995).
Tento virus byl diky své vysoké imunogenicité vybran jako zaklad rekombinantnich vakcin.

Virus P13-SigE7LAMP byl pfipraven nasi laboratofi vloZzenim fazniho genu SigE7LAMP
do F7L lokusu viru P13(Mackova et al., 2004). Jako kontrolni virus slouzil v experimentech
virus P13-SigE7LAMP-TK", ktery byl pfipraven pierusenim genu pro virovou TK vlozenim
100bp odvozenych od 11K promotoru VACV. Jako negativni kontrola pii imunizacich slouzil
virus P13-PreS2S exprimujici obalovy protein viru hepatitidy B (Kutinova et al., 1994).

4.10.1. Prace s viry

4.10.1.1. Plakova purifikace

Na Petriho misky bylo nasazeno 5 ml suspenze bundk RAT-2 o koncentraci 2x 10°
bun&k/ml. Po 48 hodinach byly buiiky infikovany 200ul virové suspenze v fedéni 10™ a 107
Po infekci byly bunky pielity 1% agarem doplnénym médiem E-MEM s 5% FBS, doplnénym 2
ml bikarbonatu sodného a 1 ml BUdR (zasobni 10pg/ml) na 100 ml smési. Po 3 az 5 dnech
inkubace byly vzniklé plaky obarveny druhym pielivem obsahujicim navic 2 ml/100 ml smési
neutralni Cervené. Po obarveni byly vypichany plaky z terminalniho fedéni do 1 ml média
RPMI-1640 se 3% FBS a postup byl opakovan. Prvni dvé purifikace probihaly za piitomnosti
BUdR, ktery vytvaii selekeni tlak. Treti purifikace probihala jiz bez BUdR. Vypichnuté plaky
byly resuspendovany v médiu RPMI-1640 se 3% FBS a ulozeny na -70°C. Na 24-jamkovy
panylek byl nasazen 1 ml suspenze bun¢k RAT-2 o koncentraci 150 000 bun¢k/ml, ktera byla
nasledn¢ infikovana 100 pl purifikovaného materidlu. Po nékolika dnech byly buiky
zpracovany pro detekci rekombinant pomoci PCR. Pozitivnim materidlem (500 pl) byly
nasledné infikovany buniky CV-1 narostlé v kultiva¢ni lahvicce o plose 25 cm2.

Uplné degenerovana kultura byla tfikrat zmraZena a rozmrazena a centrifugovana pii 300 g

po dobu 10 min. pti 4°C. Ziskany supernatant byl rozdélen do nékolika mikrozkumavek, z nichz
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jedna byla pouzita k pomnozeni viru na buiikich CV1 nebo BSC 40 a ptipravé tzv. ,,rychlého

koncentratu®.

4.10.1.2. Plakova titrace

Na Petriho misky bylo nasazeno 5 ml suspenze CV-1 bunék o koncentraci 2x 10° bunék/ml.
Po 2 dnech buriky dorostly do plné konfluence a byly infikovany 200 ul virové suspenze. Ta
byla piipravena nafedénim materialu z ,,rychlého koncentratu médiem E-MEM na 10°- 107
Infekce a nasledné kroky probihaly stejné jako u plakové purifikace. Po obarveni plaka byly
vybrany ty misky, které maji poéet plaki do 120 a jejich pocet byl prepoéitan na tzv. PFU,
udavajici koncentraci funk¢nich virovych ¢astic ve virovém inokulu.

PFU/ml = pocet plakil x fedéni x 5

4.10.1.3. Priprava virové suspenze

Plné& narostla kultura BSC40 4x10° na 300 cm? lahev byla infikovana virovym materidlem o
znamém titru MOI 0,1. Po 2 hodinach adsorpce byly bunky ptelity 30 ml média D-MEM s 10 %
FBS na lahev a ulozeny do CO; inkubatoru. Po 48 hodinach nasledovala purifikace IMV pies
sachar6zovy gradient (JOKLIK, 1962). Infikované bunky byly nejprve centrifugovany 60 min.
pti 53 000g a 4°C. Vznikly pelet byl resuspendovan v médiu D-MEM bez séra a znovu stocen
40 min pii 53 000g a 4°C. Vznikly pelet byl resuspendovan ve 3 ml extrakéniho pufru (ImM
Na,HPO,/NaH,PO,, pH = 9) a sonikovan 3x 1 min. na ledu, pfi amplitudé 6 na sonikatoru
Soniprep 150 (MSE, Londyn, Velka Britanie).

Sonikovany material byl nasledné centrifugovan na stupniovém gradientu pii 4500 g a 4°C
po dobu 10 min. Vznikly pelet byl opét resuspendovan v 3 ml Cerstvého extrakéniho pufru a
supernatan byl uschovan. Resuspendovany pelet byl znovu sonikovan a centrifugovan. Obé
ziskané frakce supernatantu byly pievrstveny na 10 ml roztoku 36% sacharézy v 1mM Tris pH
= 8 a centrifugovany 90 min. pti 29800 g a 4°C. Ziskany pelet byl opét rozpustén v Cerstvém
extrakénim pufru, prevrstven na 30 ml stupfiového sachardzového gradientu (15, 36 a 45 %
sacharosa Vv extrakénim pufru) a sto¢en 20 min pii 29 800 g, 4 °C a zpomaleném brzdéni.
Vznikla opaleskujici vrstva, ktera se zpravidla objevuje na rozhrani 36 a 45 % sacharozy, byla
odebrana a nafedéna ve 30 ml extrakéniho pufru. Nasledovala dalsi centrifugace 60 min. pfi
53 000g, 4°C. Sediment byl resuspendovan v 1000 pl extrak¢éniho pufru a po sonikaci rozplnén.

Vysledné mnozstvi izolovaného viru bylo stanoveno pomoci titrace.
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4.10.2. Priprava rekombinantnich virt nesoucich IGFBP-3

Pro pfipravu rekombinantnich vird vakcinie byl pouzit postup, ktery vyuziva homologni

rekombinace mezi virem a rekombina¢nim plazmidem (Perkus et al., 1986).

4.10.2.1. Rekombinace

Na Petriho misky bylo nasazeno 5 ml suspenze bundk CV-1 o koncentraci 3x10° bunék/ml
a nechano rast do druhého dne. Dalsi den byl pfipraven roztok obsahujici 25 pg plazmidové
DNA, piecisténé pies cesium-chloridovy gradient, v celkovém objemu 50 ul vody. Tento roztok
byl smichan se 175 ul 2x koncentrovaného HeBS. Dale byl piipraven zasobni roztok obsahujici
100 pl viru, 700 ul vody a 88,8 ul CaCl,. K 175 pl tohoto roztoku bylo za stalého michani
ptikapano 225 ul roztoku plazmidové DNA s HeBS.

Rekombinaéni plazmid pSC59-H5-IGFBP-3, v némz se IGFBP-3 nachazi pod kontrolou
¢asného HS5 promotoru slouzil k vytvofeni rekombinantniho viru P13-H5-IGFBP-3, kdy
rekombinace probihala do rodi¢ovského viru P13, a viru P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3, kdy
byl jako zéaklad na rekombinaci pouzit virus P13-SigE7LAMP. Rekombinaéni plazmid pSC59-
E/L-IGFBP-3 byl pouzit pro tvorbu vira P13-E/L-IGFBP-3 resp. P13-SigE7LAMP-E/L-
IGFBP-3. Smés plazmidové DNA a viru byla inkubovana 30 min. pfi pokojové teploté a
nasledné k ni bylo ptidano 350 ul média RPMI-1640 se 4% FBS. Vznikla smés byla rozdélena
na 2 misky s narostlymi butikami, z nichz bylo pfedem odsato pivodni médium. Bunky byly
nasledné umistény na 2 hodiny do CO, inkubatoru. Poté byly k butikam pfidany 3 ml erstvého
média RPMI-1640 se 4% FBS a bunky byly inkubovany dalSich 20 hodin. Pak byly misky 3 x
zmraZeny a rozmrazeny, médium s bunéénymi zbytky bylo centrifugovano pii 780 g po dobu 20
min. pii 4°C. Supernatant, obsahujici smés rekombinantnich vird, byl odebran do Ccisté

zkumavky a ulozena na -70°C.

4.10.2.2. Selekce rekombinantnich vira

Selekce rekombinantnich vird byla provadéna plakovou purifikaci v ptitomnosti selekéniho
¢inidla, tymidinového analogu 5-bromo-2'-deoxyuridinu, pii jehoz pfitomnosti netvoii
standardni kmen plaky.

Vytvoiené plaky byly pomoci Pasteurovych pipet vypichany a resuspendovany v 1 ml
média RPMI-1640 se 3% FBS. Nasledné byly 100 pl tohoto média infikovany buiiky RAT-2,
které byly den pfedem nasazeny vV mnozstvi 150000 bun€k na 24-jamkovy panylek. Po hodiné
infekce bylo k bunikam ptidano 400 ul média s 5 ul BUdR a panylek byl umistén do CO,
inkubatoru. Podle rozvoje cytopatického efektu byly kultury druhy az &tvrty den
3 x zmrazeny/rozmrazeny a pouzity pro analyzu testem ELISA, nebo se zpracovany pro analyzu

pomoci PCR.
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4.10.3. Frakcionace virionu VACV

V suspenzich IMV, pieéisténych pies sachardzovy gradient, bylo stanoveno mmnozstvi
proteinu pomoci Bio-RAD protein assay (Bio-RAD, Hercules, Kalifornie, USA). Nasledné byla
suspenze nafedéna tak, aby obsahovala stejné mnozstvi proteinu. Pfipravené suspenze byly
centrifugovany 20 min. pti 4°C a 13 000 g. Vznikly pelet byl resuspendovan v Tris pufru
(50 mM Tris-HCI pH = 8,5, 10mM MgCl,) s pfidavkem 1% NP-40 a smés byla inkubovana 30
min. pfi 37°C. Nasledné bylo vSe centrifugovano 10 min. pti 13000 g, 4°C. Vysledkem
centrifugace byla solubilni membranova frakce (M) a pelet, ktery byl znovu inkubovan 30 min.
pti 37°C v Tris pufru s 1% NP-40, 50 mM dithiothreitolem. Opakovanim centrifugace, byla
ziskana matrixova frakce (Mx). Ziskany pelet byl finaln¢ inkubovan za stejnych podminek
s Tris puferm s0,5% deoxycholatem a 0,1% SDS. Touto posledni inkubaci byla ziskana
solubilni frakce jadernych proteinti (C1) a nesolubilni frakce (C2) (Gomez a Esteban, 2001,
Zurkova et al., 2010).

4.10.4. Neutralizacni test rekombinantnich VACV

Buiikky CV-1 kultivované 24 hodin Vv Petriho miskach byly infikovany 200 ul virové
suspenze, obsahujici takové mnozstvi viru, aby na misce vzniklo 150 plaki. Po 1,5 hodiné
adsorpce pii 37°C bylo k bunkam piidano bud’ neutralizujici nebo kontrolni krali¢i sérum
nafedéné 1:5 v médiu E-MEM s 5%FBS, nebo médium samotné. Misky byly na 1 hodinu
umistény na 37°C, po kterych bylo z bun€k odstranéno inokulum, a bunky byly ptelity
1% agarem doplnénym médiem E-MEM s5% FBS. Po 3 dnech v CO, inkubatoru pii 37°C,
byly prelity 1% agarem s médiem a neutrdlni ¢erveni pro obarveni plakli a jejich nasledné

spocitani.

4.10.5. Test virové adsorpce

Bunky CV-1 byly infikovany jako pfi neutralizatnim testu. V indikovanych intervalech
bylo inokulum odsato a zamrazeno na -70°C. Mnozstvi neadsorbovaného viru bylo stanoveno

plakovou titraci.

4.10.6. Analyza virové replikace in vivo pomoci qPCR

Samicim mysiho kmene C57BL/6 byly injikovany rekombinantni viry v davee 1 x 10° PFU.
V indikovanych ¢asovych intervalech byly mysi usmrceny a byla jim vyjmuta ovaria. Tato byla
nasledné oplachnuta PBS a homogenizovana v 0,4 ml pomoci homogenizatoru Omni tissue
homogenizer TH-220 (Omni International, Kennesaw, Gerogia, USA). Z homogenizovaného
materialu bylo pouZito 50 ul pro izolaci DNA pomoci Qiagen DNeasy Blood and Tissue Kit,
podle protokolu Purification of Total DNA from Animal Tissue. Pro odstranéni RNA byly
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vzorky inkubovany 2 min. se 2 pl RNazy (100 mg/ml) a nasledné byl ptidan AL pufr.
Z izolované DNA Dbyly pouzity 2 pl pro namichani reakéni smési qPCR obsahujici 0,2 mM
dNTP, 5 mM MgCl,, 300 nM forward primer 5-TTG GCA ATA GTC CGT GTA ATC-3', 300
nM reverse primer 5-ATA CTT AAT CAT GTC GCC GAC -3'a 250 nM Tagmanovské sondy
BHQ1-FAM 5'- CCA GTA ACA CGA GCT GGT GCT TGC TAG- 3'. Reakce PCR byla
Vrealném Case méfena na piistroji Rotorgene 3000 (Corbette Life Science, Cambridge,
Velka Britanie). Pomoci soubézné PCR plazmidu obsahujiciho amplifikovany isek DNA byla
sestrojena standardni kiivka a kvantifikovdno mnozstvi virové DNA ve vzorcich. Mnozstvi

virové DNA bylo nasledné normalizovano na celkové mnozstvi DNA ve vzorku.

4.11. Detekce IGFBP-3 testem ELISA

Pro kvantifikaci produkce IGFBP-3 byla pouzita souprava Human IGFBP-3 Duoset ELISA

Development System (R&D System, Minnesota, USA). Na mikrotitracni 96-jamkovou desticku
Maxisorp (Nunc, Dansko) bylo naneseno 100 ul vazebné protilatky o koncentraci 4 pg/ml v
PBS. Po 20 hodinach pii pokojové teploté byly jamky tiikrat promyty 400 pl promyvaciho
pufru (PBS s 0,05% Tween 20). Nasledné byly 1 hodinu blokovany 300 ul blokovaciho pufru
(PBS s5% Tween 20, 0,05% NaN). Po 1 hod. byl blokovaci pufr odsat a jamicky byly
3x proplachnuty promyvacim pufrem. Vzorky a standard byly smichany s fedicim roztokem
(PBS s 5% Tween 20, 2% BSA) na celkovy objem 100 pl. Standard byl fedén dvojkovou fadou
v koncentracich 8500 - 266 pg/ml. Ptipravené vzorky byly naneseny do jamicek, kde byly
ponechany 2 hodiny. Nasledné byly jamic¢ky pétkrat oplachnuty promyvacim pufrem.
Po té bylo pfidano 100 ul detekéni protilatky o koncentraci 200 ng/ml v fedicim pufru.
Po 2 hodinach inkubace byly jamic¢ky opét pétkrat oplachnuty. Bylo ptidano 100 ul konjugatu
streptavidin-kienova peroxidaza nafedéného v fedicim pufru v poméru 1:200 a inkubovano
20 min. Oplachnuti bylo opakovano. Nakonec bylo pfidano 100 pl substratového roztoku a
nechano 20 min. inkubovat ve tmé. Probihajici barevna reakce byla zastavena ptidanim 50 pl
stop roztoku (2N H,SO,). Nasledn¢ byla zmérena absorbance roztoku pti 450 nm pomoci
Ultra Microplate Reader ELX808 (BioTEK Instruments Inc., Vermont, USA).

4.12. Proteinova elektroforéza (SDS-PAGE) a

western-blot

Vzorky pro SDS-PAGE byly smichany s denaturujicim pufrem dle Laemmliho a naneseny
na 10% polyakrylamidovy gel. Separované proteiny byly pieneseny na nitrocelul6zovou
(Hybond-C extra, Amersham plc, Amersham, Velkd Britanie) nebo PVDF membranu
(GE, Dallas, Texas, USA) pomoci Trans-Blot SD semi-dry electrophoretic transfer cell

(Bio-Rad, Hercules, Kalifornie, USA). Nasledné byla membrana zablokovana roztokem
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10% odtu¢néného mléka v PBS (137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 8,1 mM Na,HPO,, 1,5 mM
KH,POy4, pH = 7,2 — 7,4). Zablokovana membrana byla oplachnuta 3x 5 min. v PBS s 0,05%
Tween 20. Po té byla 1 hod. inkubovana s neznacenymi primarnimi protilatkami nebo
protilatkami znacenymi biotinem. Membrana byla opét oplachnuta a inkubovéana sekundérni
protilatkou konjugovanou s peroxidazou nebo konjugatem avidinu s kienovou peroxidazou
(BD Pharmingen). Po oplachnuti byl pro vizualizaci pouzit ECL Detection Reagent Kit

(Amersham, Amersham, Velka Britanie).

4.13. Pritokova cytometrie

4.13.1. Detekce fosfatidylserinu ve virionech rekombinantnich
VACV

Ke zhruba 100 000 mikrokulickdm s navazanym proteinem G (Flow Cytometry Protein G
Antibody Binding Beads, Bangs Laboratories, Fishers, Indiana, USA) bylo pfidano 200 pl
mysiho anti-VACV séra nebo séra z naivnich mysi, nafedéného 1:1 v PBS. Po 30 min. bylo ke
kulickam ptidano 100 pl blokovaciho pufru (PBS s 1% BSA, 10% FBS, 0,1% NaN3) a smées
byla za obcasné¢ho kyvani inkubovana dalSich 30 min. Kulicky byly nasledné centrifugovany
2 min. pfi 300 g a 2% oplachnuty PBS. Pfitomnost navdzaného mysiho IgG byla v ¢asti vzorka
stanovena obarvenim anti-mySim Fab IgG fragmentem znaenym Alexa Fluor 488 (Molecular
Probes, Eugene, Oregon, USA).

Ke zbylym kulickam bylo ptidano 20 pl suspenze viriont piecisténych pres sacharozovy
gradient a smés byla inkubovana 3 hod. Nasledné byly kulicky 2x proplachnuty PBS a po
posledni centrifugaci byl pelet rozpustén ve 20 pl blokovaciho pufru. Pro ovétfeni zda se na
kulicky navazal VACV, byla ¢ast kuli¢ek inkubovana s krali¢im anti-VACV sérem a nasledné
vizualizovana pomoci osli anti-krali¢i protilatky znacené DyLight 649 (Biolegend, San Diego,
Kalifornie, USA).

Zbylé kulicky s navazanymi viry byly smichany s 200 ul blokovaciho pufru a inkubovany
5 min., poté centrifugovany a 2x oplachnuty v PBS. Nakonec byly pfevedeny do 50 pul Annexin
vazebného pufru a obarveny 15 min. inkubaci s Annexinem V konjugovanym S PE
(BD Bioscience, Franklin Lakes, New Jersey, USA). Nasledné byly kuli¢cky centrifugovany a
resuspendovany v Cerstvém annexin vazebném pufru. VSechny vzorky byly meéfeny na
priatokovém cytometru LSR Fortessa (BD Bioscience, Franklin Lakes, New Jersey, USA) a data
byla analyzovana pomoci Flowjo 7.6.5 (TreeStar, Ashland, Oregon, USA) nebo FACSDiva 6
(BD Bioscience, Franklin Lakes, New Jersey, USA)
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4.13.2. Identifikace makrofagu asociovanych s nadory

Pro identifikaci makrofagh byly nadory vyvolané buinkami MKI16/ABC vyjmuty
z usmrcenych mysi a nasledné roziezany na malé kousky. Pro pfipravu jednobunécné suspenze
byla ke kouskiim nadorové tkané ptidana Akutaza (PAA Laboratories, Pasching, Rakousko).
Jejich dalsi zpracovani probihalo pomoci disociatoru gentleMACS Octo (Miltenyi Biotec,
Bergisch Gladbach, SRN) a fidilo se protokolem pro disociaci stfedné pevnych lidskych nadort
Tumor Dissociation Kit, human (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, SRN). Ziskana bunééna
suspenze byla centrifugovana 10 min. pti 300 g a 4 °C. Bunéény pelet byl oplachnut médiem
RPMI-1640 s 10% FBS a znovu centrifugovan. Vznikly bunécny pelet byl pro odstranéni
¢ervenych krvinek resuspendovan v ACK pufru (0,15 M NH4CI, 10 mM KHCO3, 0,1 mM
EDTA) a umistén na 3 min. na led. Nasledné byla suspenze opét centrifugovana 10 min pfi
300 g a 4°C. Vysledny pelet by resuspendovan ve FACS pufru (1% BSA, 0.1% NaN; v PBS).
Buiky byly spoéitany pomoci ViCell XR (Beckman Coulter, Brea, Kalifornie, USA) a nasledné
barveny monoklonalnimi protilatkami anti-CD11b protilatkou zna¢enou FITC (BD Bioscience,
Franklin Lakes, New Jersey, USA), anti-F4/80 konjugovanou s APC-eFluor 780 (eBioscience,
San Diego, Kalifornie, USA). Pro barveni legumainu byla pouzita krali¢i polyklonalni
protilatka, popt. kontrolni izotypova kontrola, nasledovana sekundarni monoklonalni protilatkou

anti-krali¢i Ig znacenou Alexa Fluor 546 (Invitrogen, Carlsbad, Kalifornie, USA).

4.14. Pokusy in vivo

4.14.1. Histologicka analyza nadoru

Mysi nesouci nadory MK16/ABC o velikosti 1 cm v nejdel§im méfeném rozméru, byly
usmrceny a byly jim vyfiznuty nddory. Pro histochemickou analyzu byly vyfiznuté nadory
fixovany v 10% formalinu a nasledné¢ zality do parafinu. Histologické fezy byly nasledné
barveny krysi monoklonalni protilatkou proti povrchovému antigenu makrofag F4/80
(eBioscience, San Diego, Kalifornie, USA) nebo pomoci krali¢i polyklonalni protilatky proti
legumainu (Santa Cruz Biotechnology Inc., Dallas, Texas, USA). K vizualizaci bylo nasledné
pouzito N-Histofine® Simple Stain™ Mouse MAX PO (Rat) nebo N-Histofine® Simple
Stain™ Mouse MAX PO (R) (Nichirei Biosciences INC., Tokio, Japonsko).

4.14.2. Imunizacni pokusy

4.14.2.1. Imunizace rekombinantnimi viry vakcinie

Pro imunizace v profylaktickém uspofadani, byly samice mysiho kmene C57BL/6

IP imunizovany 1 davkou rekombinantniho viru obsahujici 1x10° PFU v 05 ml PBS.
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Po 14 dnech jim bylo SC injikovano 3x10° bunék MK16/ABC v 0,1 ml PBS. Pii terapeutickém
uspofadani imunizace bylo mysim nejprve SC injikovano 6x10* bungk TC-1. Po 10 dnech, kdy
se vytvofily hmatatelné nadory, byly mysi IP imunizovany 1x10° PFU v 0,5 ml PBS.

Riist nadorti byl monitorovan 1x tydné.

4.14.2.2. Imunizace biolistickou metodou

Pro imunizaci biolistickou metodou byla plazmidovda DNA navazana na 1 pum zlaté
partikule (Bio-Rad, Hercules, Kalifornie, USA), které byly pouzity jako napli pro naboje do
genové pistole (Bio-Rad). MySi byly imunizovany celkem 3 X Vv tydennich odstupech.
Pfi imunizaci byly zlaté partikule s DNA vstieleny do vyholeného biiska pod tlakem 400 psi,
pti¢emz kazda mys obdrzela 2 davky s celkovym obsahem 2ug DNA. Jako negativni kontrola
byl pti pokusu pouzit prazdny expresni plazmid pBSC.

Casti mysi bylo v den imunizace IP podédno 50 pg CpG ODN (Generi Biotech, Hradec
Kralové, CR) rozpusténého v200 ul PBS. Jiné &asti mysi bylo 4 dny pred imunizaci
IP injikovano 200 pg protilatky proti CD25 (klon PC61, Bio X Cell, West Lebanon, New
Hampshire, USA), pro depleci vice nez 70% CD4" CD25" T-lymfocytli. Tyden po posledni
imunizaci byly mySim odebrany sleziny, pro stanoveni bunéné imunity, nebo jim bylo SC
injikovano 5x10° bunék MK16/ABC ve 150 pl PBS. Rist nadorti byl monitorovan 2 x tydng.

Velikost nadort byla pocitana z 3 méfeni dle vzorce: (n/6)(axbxc).

4.14.3. Testovani bunécné imunity metodou ELISPOT

Vypreparované sleziny z usmrcenych imunizovanych mysi byly homogenizovany bud
pomoci autoklavovatelné sitky pomoci pistu zinjekéni stiikacky nebo pozd€ji pomoci
disociatoru gentleMACS Octo (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, SRN), za pouziti programu
m_spleen_4. Mononuklearni buniky byly izolovany gradientovou centrifugaci ve Ficoll-Paque
(GE Healthcare). Ziskané bunky byly premistény do média s RPMI s 10% FBS, spocitany a
v koncentraci 5x10° nasazeny na 96-jamkovy panylek s nitrocelulézovou membranou, na kterou
byla pfedem navazana protilatka proti IFN-y. Takto nasazené bunky byly 20 hod. stimulovany
peptidy. Dalsi den byla produkce cytokini vizualizovana za pouziti sekundarni protilatky
konjugované s peroxidadzou. Vzniklé spoty byly spocitany za pouziti CTL-ImmunoSpot® S6
(CTL, Shaker Heights, Ohio, USA).

4.15. Statisticka analyza

Pro statistickou analyzu byl pouzit software Prism 5.0 (GraphPad Software, San Diego,
Kalifornie, USA)
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5. Vysledky

5.1. Modulace nadorového mikroprostiredi pomoci

IGFBP-3

5.1.1. Vysoka hladina exprese IGFBP-3 je rizena HS

promotorem

Abychom zjistili, zda se jednotlivé rekombinantni viry li§i v mnozstvi produkovaného
IGFBP-3, infikovali jsme bunky CV-1 viry P13-SigE7LAMP-TK’, P13-Sige7LAMP-H5-
IGFBP-3 nebo P13-SigE7LAMP-E/L-IGFBP-3 pii multiplicit¢ 0,1 PFU. V jednotlivych
intervalech jsme bunééné kultury zmrazili na -70°C a opét rozmrazili. Nasledné jsme buiky
v médiu 3 krat sonikovali na ledu po dobu 1 min. a bunécné zbytky odstranili 20 min.
centrifugaci pti 830 g a 4°C. Mnozstvi lidského IGFBP-3 v takto pfipravenych materialech jsme
stanovovali pomoci testu ELISA. Ve tfech na sobé nezavislych experimentech jsme zjistili,
ze exprese IGFBP-3 fizena HS promotorem je v intervalech 48 a 72 hodin statisticky
signifikantné vy$si (***p < 0,001) nez exprese Fizena syntetickym E/L promotorem (Obr. 7).
JelikoZ exprese proteinl vlozenych do rekombinantnich virG mize byt ovlivnéna nahodnymi
mutacemi V jinych ¢astech virového genomu, zahrnuli jsme do testovani také nezavisle
ptipravené sesterské rekombinantni viry oznacené jako P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3(b) a
P13-SigE7LAMP-E/L-IGFBP-3(b), které pozorovani potvrdily.
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Obr. 7: Analyza exprese IGFBP-3 rekombinantnimi VACV

Buky CV-1 byly infikovany viry P13-SigE7LAMP-TK’, P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3,
P13-SigE7LAMP-E/L-IGFBP-3  nebo  sesterskymi  viry P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3(b) a
P13-SigE7LAMP-E/L-IGFBP-3(b) pii multiplicité¢ 0,1 PFU. Celkové mnozstvi IGFBP-3 bylo stanoveno
v duplikatech pomoci testu ELISA. Na grafu je znizornén aritmeticky primér + smérodatna odchylka

(SD). Pro statistickou analyzu bylo pouZito dvoucestné analyzy variance (ANOVA). *p < 0,05;
#xp < 0,01; **%p < 0,001

Nasledné nas zajimalo, zda Ize detekované rozdily v produkci IGFBP-3 pozorovat také
in vivo. My$im kmene C57Bl/6 jsme injikovali 1x10° PFU rekombinantnich virt
P13-Sige7LAMP-TK’, P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3 nebo P13-SigE7LAMP-E/L-IGFBP-3 a
poté jsme v den injekce, 3., 4. a 6. den po injekci my8im odebrali krev pro stanoveni hladiny
IGFBP-3 v séru. Krev jsme nasledné stocili pro odstranéni ¢ervenych krvinek a ziskané sérum
jsme zamrazili do doby analyzy na -70°C.

Pro stanoveni mnozstvi IGFBP-3 jsme mysi sérum nafedili 5%, 10x a 50x a nasledné
provedli test ELISA. Zadny ze vzorkii neobsahoval detekovatelnd mnozstvi IGFBP-3.
Pro objasnéni jsme provedli pokus, ve kterém jsme smichali standart, dodavany k nasemu
ELISA kitu a obsahujici lidsky rekombinantni IGFBP-3 0 koncentraci 310 ng/ml, s negativnim
mys$im sérem v poméru 1:1 a smés umistili na 1 hodinu na 37°C. Poté jsme smés dale naiedili

tak, abychom ziskali roztoky o teoretické koncentraci 8§ ng/ml a 2 ng/ml. Takto nafedéné
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roztoky jsme pouzili pro stanoveni mnozstvi IGFBP-3 pomoci testu ELISA. Zjistili jsme, Ze
inkubace rekombinantniho IGFBP-3 s mysim sérem vede k jeho inaktivaci. Misto teoretickych
8 ng/ml, obsahovala smés IGFBP-3 o koncentraci 2,3 ng/ml (Obr. 8).

Neutralizace IGFBP-3 mySim sérem
4_

Mnozstvi IGFBP-3 v ng/ml
N

]

0
Teoretické mnozstvi 8 ;‘g 2 ;19
IGFBP-3 ve vzorku

Obr. 8: Mysi sérum inaktivuje rekombinantni lidsky |IGFBP-3
Mysi sérum ziskané z mysi infikovanych virem P13-SigE7LAMP-TK™ bylo smichano standardem
IGFBP-3. Po hodin¢ inkubace byla smés nafedéna a bylo stanoveno mnozstvi IGFBP-3 testem ELISA.

V grafu je zndzornén aritmeticky pramér + smérodatna odchylka (SD).

5.1.2. Inhibice ristu nadoru vysokou expresi IGFBP-3 a

imunizaci proti E7 onkoproteinu

Rekombinantni viry charakterizované z hlediska exprese IGFBP-3 jsme nasledné pouzili
pro preventivni a terapeutickou imunizaci proti nddorim exprimujicim E7 onkogen. Samicim
mysiho kmene C57BL/6(H-2b) bylo intraperitonealné injikovano 1x10° PFU rVACV a to bud’
2 tydny pred subkutanni injekei 3x10° MK16/ABC bun&k nebo 10 dni po injekei 6x10* TC-1
bunek.

Preventivni vakcinace rekombinantnim virem P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3 signifikantné
snizovala rist nadord vyvolanych MK16/ABC bunkami. Primérnd velikost nadori v této
skupin¢ byla 39., 46. a 53. den signifikantné mens$i nez u skupin imunizovanych viry
P13-H5-1IGFBP-3 a P13-preS2S (Obr. 9a).

Pti terapeutické vakcinaci, kdy v dobé podani rVACV mysi jiz nesly hmatatelné nadory,
vykazovala skupina 1é¢end virem P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3 signifikantné¢ pomalejsi rist
nadort. U této skupiny byly nadory signifikantné mensi (*p<0,05) jiz 11. den po injikovani viru
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Vv porovnani s nelééenou skupinou (Obr. 9b), ktera obdrzela pouze PBS. U skupin, které byly
léeny rVACV PI13-SigE7TLAMP-TK™ a P13-SigE7LAMP-E/L-IGFBP-3 doslo také
k signifikantnimu zpomaleni ristu nadora (***p<0,001), které se projevilo 18. den po injekci
virt. V pozdéjsich intervalech byly rozdily jesté markantngjsi, kdyz 32. den po injekci viru
P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3 byly nadory u této skupiny mysi signifikantné¢ mensi (*p<0,05)
nez u viru P13-SigE7LAMP-TK", ktery slouzi jako pozitivni kontrola pfi imunizacich.
Tato pozorovani byla opakované potvrzena.

Jelikoz se objevil naznak, Ze by podani rekombinantniho viru P13-E/L-IGFBP-3 mohlo mit
efekt na rast nadorti, rozhodli jsme se pokus opakovat pouze s jednoduchymi rekombinantami
P13-H5-IGFBP-3 a P13-E/L-IGFBP-3, abychom odhalili potencidlni terapeuticky efekt
samotného IGFBP-3. Jak je patrné z Obr. 9c, tak terapie zalozena na P13-H5-IGFBP-3 a
P13-E/L-IGFBP-3 nebo kontrolnim viru P13-preS2S nema zadny signifikantni terapeuticky
efekt.
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Obr. 9: Rist nadori je inhibovan preventivni ¢i terapeutickou imunizaci virem P13-SigE7LAMP-
H5-1GFBP-3.

Riist nadord MK 16/ABC u mysi, které byly preventivné imunizovany rVACYV (a). Rust nadort TC-1 u
mysi 1ééenych terapeutickou imunizaci (b, ¢). Experimenty byly 2x opakovany. Na grafech je znazornén
aritmeticky primér velikosti nadorti v jednotlivych intervalech + smérodatna odchylka (SD). Pro

statistickou analyzu bylo pouzito dvoucestné analyzy variance (ANOVA). *p < 0,05; **p < 0,01
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5.1.3. Exprese IGFBP-3 zvySuje T-buné¢nou odpovéd’ proti
VACV

Jelikoz preventivni a terapeutickd imunizace rekombinantnim virem P13-SigE7LAMP-H5-
IGFBP-3 potlacovala rist nadort, tak nas zajimalo, zda exprese IGFBP-3 muze ovliviiovat
indukci imunitni odpovédi zprostiedkované T-lymfocyty. Pristoupili jsme tedy k imuniza¢nimu
experimentu, pfi némZ jsme imunizovali skupiny po 4 mysich davkou 3x10° PFU
rekombinantnich ~ vird  P13-SigE7LAMP-TK",  P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3  nebo
P13-SigE7LAMP-E/L-IGFBP-3 v 0,5 ml PBS, kterou jsme podali intraperitonealné.
Po 12 dnech od imunizace jsme provedli stanoveni imunitni odpovédi metodou ELISPOT, kdy
jsme detekovali produkci IFN-y T-lymfocyty. Pro stanoveni imunitni odpovédi proti onkogenu
E7 lidského HPV 16, jsme T-lymfocyty stimulovali nonapeptidem RAHYNIVTF. Jak je vidét na
obrazku 10, tak koexprese IGFBP-3 zvySuje imunitni odpovéd’ proti E7 proteinu jen velmi
nepatrné. Vétsi rozdily jsme detekovali u imunitni odpovédi proti VACV, kdy jsme
T-lymfocyty stimulovali peptidem odvozenym od ¢asného proteinu VACV E3 (aal40-aal48)
(VGPSNSPTF). V tomto piipadé byla imunitni odpovéd’ indukovana rekombinantnimi viry
P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3 a P13-SigE7LAMP-E/L-IGFBP-3 vyrazné vyss$i nez u viru
P13-SigE7LAMP-TK’, ackoliv toto zvySeni neni signifikantni v disledku vysoké variability
(Obr. 10).
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Obr. 10: Exprese IGFBP-3 zvySuje imunitni odpovéd’ proti VACV

Skupiny mysi (n=4) byly intraperitonealné imunizovany viry P13-SigE7LAMP-TK’, P13-SigE7LAMP-
H5-1GFBP-3 nebo P13-SigE7LAMP-E/L-IGFBP-3. Pocet IFN-y produkujicich bunék byl stanoven
metodou ELISPOT. Kazdy symbol na obrazku piedstavuje 1 jamicku. Na grafu je vodorovnou ¢arou

znazornén aritmeticky pramér = SD. Pro statistickou analyzu byl pouzit t-test.
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5.1.4. Vysoka hladina exprese IGFBP-3 podporuje replikaci
rvVACV

Pro objasnéni mechanizmu, kterym vysoka hladina exprese IGFBP-3 zvySuje imunogennost
a terapeuticky potencial rekombinantniho viru P13-SigE7LAMP-H5-1GFBP-3, jsme se rozhodli
stanovit, zda se viry exprimujici IGFBP-3 nemnozi lépe nez Kkontrolni virus
P13-SigE7LAMP-TK".

V prvnim kroku jsme analyzovali replikaci virti in vivo. Za timto Gc¢elem jsme mySi kmene
C57BL/6(H-2b) infikovali 1x10° PFU rekombinantnich VACV a v indikovanych intervalech
detekovali mnozstvi DNA v ovariich pomoci kvantitativni PCR. Jak je patrné z obr. 11, tak
virus P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3 vykazuje 3. den po inokulaci vyssi miru replikace
V porovnani S virem P13-SigE7LAMP-TK"™ a P13-SigE7LAMP-E/L-IGFBP-3. Také 4. den po
infekci jsou patrné rozdily, kdy v ovariich mysi, které byly infikovany rekombinantnimi viry
exprimujicimi IGFBP-3, je detekovatelné vetsi mnozstvi virové DNA nez u mysi infikovanych
P13-SigE7LAMP-TK'. Pozorované rozdily ovSem nejsou statisticky signifikantni v dtsledku
vysoké variability in vivo pokusu. Z tohoto diivodu jsme se rozhodli mnozeni vira dale studovat
in vitro.

Pro testovani virové replikace in vitro jsme pouzili jednak bunéénou linii CV-1,
pfedstavujici bunécnou linii, na které provadime titrace virt, a linii TC-1, kterd predstavuje
mys$i model naddord délozniho Cipku. Buiiky jsme nechali vzdy rust 24 h do plné konfluence a
nasledné infikovali rekombinantnimi viry P13-SigE7LAMP-TK", P13-SigE7LAMP-H5-1GFBP-
3 nebo -SigE7LAMP-E/L-IGFBP-3 pii multiplicité 0,1. Po 48 hodinach od infekce jsme bunky
uvolnili do média a sonikovali 3x 1 min. na ledu. Bunétné zbytky jsme nasledné odstranili
centrifugaci. Mnozstvi produkovaného IGFBP-3 jsme nasledné stanovili pomoci testu ELISA a
mnozstvi obsazeného viru jsme stanovili titraci na CV-1 bunkach. Analyza replikace viru
P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3 na bufikach CV-1 i TC-1 ukazala, 7ze se tento virus mnozi
signifikantné 1épe nez virus P13-SigE7LAMP-TK™ (Tab. 2). Virus P13-SigE7LAMP-E/L-
IGFBP-3 a P13-SigE7LAMP-TK" se na TC-1 bunkach mnozi srovnatelné. Rozdily mezi témito
viry jsou ov8em patrné na CV-1 bunkach, které jsou viaci infekei citlivéjsi.
Virus P13-SigE7LAMP-E/L-IGFBP-3 se na nich mnoZzi signifikantné¢ Iépe neZ virus
P13-SigE7LAMP-TK'. Stejnych vysledkt jsme dosahli pti MOI 2 za 24 hodin.

Na zéaklad¢é téchto dat jsme navrhli hypotézu, Ze mnozstvi produkovaného IGFBP-3
hraje kli¢ovou roli v replikaci viru. Pro jeji otestovani jsme tedy experiment zopakovali
Vv pfitomnosti neutralizujici polyklonalni protilatky AF675 proti IGFBP-3. Po 2 hodinach

adsorpce viru na bunky jsme buiiky oplachli ¢erstvym médiem a nasledné pridali médium
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obsahujici 4 ug/ml anti-IGFBP-3 protilatky nebo PBS. Po 24 hodinach kultivace pii 37°C jsme
piidali jesté dals§i davku protilatky a nakonec po 48 hod. po infekci jsme buiiky zpracovali pro
stanoveni mnozstvi IGFBP-3 a mnozstvi vyprodukovaného viru. Zjistili jsme, Ze pfitomnost
neutralizujici  anti-IGFBP-3  protilatky  signifikantné snizuje  (**p<0,01) mnozstvi
produkovaného virového potomstva (Obr. 12A) a také mnozstvi detekovatelného IGFBP-3
(Obr. 12B).

Ackoliv jsme ptidali 4 pg/ml neutralizujici protilatky, nebylo toto dostacujici pro plnou
neutralizaci IGFBP-3, které¢ bylo dosazeno pouze v médiu viru P13-SigE7LAMP-TK'.
Neutralizace IGFBP-3 v médiu bunék infikovanych virem P13-SigE7LAMP-TK" byla spojena
se signifikantnim (*p<0,05) zvySenim mnozstvi produkovaného virového potomstva. Tento jev
byl pozorovan i pfi opakovani daného experimentu, domnivame se tedy, Ze je toto dano prave
neutralizaci IGFBP-3 v médiu. Pfi pokusech jsme se setkali sakumulaci IGFBP-3 ve
starnoucich kulturach CV-1 bunék. Je tedy mozné, Ze akumulace IGFBP-3 vede ke sniZeni
metabolické aktivity CV-1 buné€k a jeho neutralizace tomuto jevu brani. Virus vakcinie se pak

na metabolicky aktivnich bunikach mnozi lépe.

" P13-SigE7LAMP-TK
* P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP3
= P13-SigE7LAMP-E/L-IGFBP3
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Obr. 11: Exprese IGFBP-3 zvysuje replikaci rekombinantnich viri in vivo

Samice mySiho kmene C57BL/6 byly intraperitonedlné infikovany rVACV. V danych casovych
intervalech byla stanovena replikace vird pomoci qPCR. Na obrazku jsou zachyceny geometrické
priméry dat. Pro statistickou analyzu byla pouzita dvoucestnda ANOVA. #p < 0,05; #*p < 0,01; ***p <
0,001
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Tabulka 2: Vysoka hladina exprese IGFBP-3 podporuje replikaci rVACV in vitro

Bunééna linie® Virus Vytézek IGFBP3

(PFUx10") (10°ng/ml) @

CV1 P13-SigE7LAMP-TK" 2.73 +0.55

CV1 P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3 5.40 +0.67 3.74+0.11

CV1 P13-SigE7LAMP-E/L-IGFBP-3 4.45 +0.63 1.58 £0.18

TC-1 P13-SigE7LAMP-TK" 1.26 +0.11

TC-1 P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3 1.72 +0.20 0.73 +0.03

TC-1 P13-SigE7LAMP-E/L-IGFBP-3 1.08 +0.18 0.26 +0.01

% Replikace virii exprimujicich IGFBP-3 jsme stanovovali 48 hodin po infekci na buiikich CV-1 nebo
TC-1.
®) Hodnota piedstavuje aritmeticky pramér 4 paralel + SD.

© Koncentrace IGFBP-3 byla mé&fena pomoci testu ELISA ve 2 paralelach.
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Obr.12: Neutralizace IGFBP-3 sniZuje mnoZstvi produkovaného viru
P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3

Buiky CV-1 byly infikovany virem P13-SigE7LAMP-TK" nebo P13-Sige7LAMP-H5-IGFBP-3

0 MOI 0,1 a kultivovany za pfitomnosti neutralizujici protilatky proti lidskému IGFBP-3. Mnozstvi viru
v supernatantech bylo stanoveno titraci v kvadruplikatech (A). Koncentrace IGFBP-3 v médiu byla

stanovena pomoci testu ELISA (B). Na grafech je znazornén aritmeticky primér + SD. Pro statistickou

analyzu byla pouzita jednocestnda ANOVA. *p < 0,05; **p < 0,01
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5.1.5. IGFBP-3 exprimovany rekombinantnimi viry vakcinie
je inkorporovany do intracelularnich maturovanych
virionu
Na zéklad¢ pozorovéani, ze neutralizujici protilatka proti IGFBP-3 snizuje titr viru

P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3, jsme se rozhodli otestovat, zda nedochazi k inkorporaci

IGFBP-3 do IMV. Pro detekci IGFBP-3 ve virionech jsme pouzili metodu western-blot.
Nejprve jsme pfipravili vzorky obsahujici viriony rVACV purifikované pres sacharézovy

gradient obsahujici stejné mnozstvi proteinu. Mnozstvi proteinu ve smésich purifikovanych vird

jsme stanovovali pomoci Bradfordovy metody. Abychom zajistili, ze pozorované chovani
rVACV neni dano nahodnymi mutacemi, zahrnuli jsme do pokust i nezavisle pfipravené
sesterské viry P13-SigE7LAMP-TK'(b), P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3(b), P13-SigE7LAMP-

E/L-IGFBP-3(b). Pipravené vzorky jsme separovali na 10% denaturujicim polyakrylamidovém

gelu (SDS-PAGE) a separované proteiny nasledné pienesli na nitrocelulézovou membranu.

Pro zobrazeni IGFBP-3 jsme pouzili kozi polyklonalni protilatku BAF675 konjugovanou

s biotinema komplex avidin-kienova peroxidaza. Na obr.13A je zachycen vysledny western-

blot, na kterém jsou patrné 4 prouzky (I-1V) ve virovych suspenzich P13-SigE7LAMP-H5-

IGFBP-3 a P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3(b). Proteiny obsazené v prouzku I svou molekularni

hmotnosti odpovidaji standardu glykosylovaného hIGFBP-3. Proteiny lokalizované v prouZcich

II a III maji mensi molekularni hmotnost pod 25 kDa. Detekovany prouzek IV obsahuje

proteiny, jejichz molekulova hmotnost se pohybuje okolo 80 kDa. Prouzky I-I11 jsme detekovali

také v suspenzich vird P13-SigE7LAMP-E/L-IGFBP-3 a P13-Sige7LAMP-E/L-IGFBP-3(b)

(Obr. 13A), ale pro jejich vizualizaci byla nutna del§i expozice, coZ znamend mensi mnozstvi

integrovaného proteinu.

V dalsi fazi nas zajimalo, v jaké ¢asti IMV se nachazi integrovany IGFBP-3. Opét jsme

pouzili  suspenze virioni P13-SigE7LAMP-TK", P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3 a

P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3(b) pftecisténé pres sacharézovy gradient, které obsahovaly

stejné mnozstvi proteint. Viriony v téchto suspenzich jsme frakcionovali a jednotlivé frakce

analyzovali pomoci western-blotu za pouziti biotinylované protilatky proti IGFBP-3.

Stejné jako V predchazejicim pokusu jsme nedetekovali zadné prouzky ve frakcich viru

P13-SigE7LAMP-TK" (Obr. 13B). V membranové frakci (M) vird P13-SigE7LAMP-H5-

IGFBP-3 a P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3(b) jsme detekovali pouze velmi slabé prouzky.

V matrixové frakci (Mx) jsme detekovali IGFBP-3 (prouzek I) a dva mensi prouzky II a IlI.

V solubilni core frakci (C1) a nesolubilni frakci (C2) jsme detekovali predevsim prouzek

IGFBP-3 (1) a v&tsi prouzek IV.
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Zajimalo nas také, zda inkorporace IGFBP-3 do IMV ovliviiuyje celkové proteinové
slozeni virioni P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3 a P13-SigE7LAMP-E/L-IGFBP-3 ve srovnani
s kontrolnim virem P13-SigE7LAMP-TK'. Opakovali jsme tedy separaci virioni rVACV na
10% SDS-PAGE a gel jsme nasledné obarvili pomoci Coomassie brilliant blue. Jak je patrné
z obrazku 13C, tak ziskané vzory barveni jsou u vSech virt stejné a je tedy pravdépodobné, Ze

pritomnost IGFBP-3 neovliviiuje sestavovani virové partikule.

“-n k ) ' Expozice 10 s

IU

Obr. 13: IGFBP-3 je inkorporovan do virioni rVACYV, ale neovliviiuje strukturu virionu.
Suspenze vir P13-SigE7LAMP-TK', P13-SigE7LAMP-TK'(b), P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3, P13-
SigE7LAMP-H5-1GFBP-3(b), P13-Sige7LAMP-E/L-IGFBP-3 a P13-SigE7LAMP-E/L-IGFBP-3(b) byly

analyzovany metodou western-blot. Ptitomnost IGFBP-3 byla detekovana pomoci biotinylované

standard
hIGFBP-3
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polyklonalni protilatky proti IGFBP-3. Expozi¢ni doba pti vyvolani byla 2 s (A). Membranova, matrixova
a 2 core frakce viriond virtt P13-SigE7LAMP-TK’, P13-Sige7LAMP-H5-IGFBP-3, P13-SigE7LAMP-
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H5-1GFBP-3(b) byly analyzovany pomoci western-blotu (B). SloZeni viriont vira P13-SigE7LAMP-TK,
P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3 a P13-SigE7LAMP-E/L-IGFBP-3 bylo stanoveno pomoci SDS-PAGE

s naslednim barvenim Coomassie brilliant blue (C).

5.1.6. Adsorpce rVACYV na bunky je ovlivnéna inkorporaci
IGFBP-3

V dalsim kroku jsme se rozhodli zjistit, ktera faze replika¢niho cyklu viru je ovlivnéna
koexpresi IGFBP-3 a zda je mozné, Ze piitomnost IGFBP-3 v partikuli viru P13-SigE7LAMP-
H5-IGFBP-3 n&jakym zpisobem ovliviiuje vstup viru do buriky. Proto jsme infikovali CV-1
butiky po dobu 1,5 hod. pii 37°C viry P13-SigE7LAMP-TK" nebo P13-SigE7LAMP-H5-
IGFBP-3. Kinfekci bylo pouzito takové mnozstvi infekénich virovych castic, aby daly
vzniknout zhruba 150 plakiim na 1 Petriho misce. Po ukon¢eni infekce jsme na 1 hod. piidali
kréli¢i sérum schopné neutralizovat VACV nebo kontrolni sérum z neimunizovanych kraliki.
Na konec jsme misky pielili agarem s médiem a po tfech dnech inkubace pii 37°C jsme
spocitali vzniklé plaky. Jak je vidét na obrazku 14, tak nejsou patrné¢ zadné rozdily mezi
infikovanymi butikami, které byly kultivovany v samotném médiu nebo v médiu obsahujicim
neimunni sérum. Rozdily jsou ovSem patrné u infikovanych bunék kultivovanych v médiu
s neutralizujicim krali¢im sérem. V ptitomnosti neutralizujiciho séra dal virus
P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3 vzniknout statisticky signifikantné (*#p<0,01) vice plakim nez
virus P13-SigE7LAMP-TK". Tyto vysledky naznacuji, ze virus P13-SigE7LAMP-H5-1GFBP-3
Vv porovnani s virem P13-SigE7LAMP-TK" snadngji penetruje do bun¢k CV-1.

Jelikoz tento experiment nemohl vylou¢it moznost ovlivnéni jesté casnéjsiho kroku
v replika¢nim cyklu, tedy fazi adsorpce, rozhodli jsme se pokus zopakovat. Tentokrat jsme
ovSem v riznych ¢asovych intervalech stanovovali mnozstvi neadsorbovaného viru. Experiment
jsme provadeli vzdy ve étyfech paralelach, kdy jsme v daném intervalu odsali inokulum, které
jsme zmrazili do doby, kdy bylo pouzito k titraci (Obr. 15). Zjistili jsme, ze v ¢asovych
intervalech do 1 hod. je adsorpce viru P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3 a P13-SigE7LAMP-TK"
stejnd. V pozdé€jsim intervalu 1,5 hod jsme ovSem pozorovali signifikantné vyssi depleci
(*p= 0,0205) viru P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3 z inokula nez u viru P13-SigE7LAMP-TK".
Tento rozdil jsme pozorovali i v ¢ase 2 hod., ackoliv zde nebyl statisticky signifikantni.

Pokud bychom méli tedy vysledky shrnout, tak virus P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3 ma
vétsi schopnost adsorbovat na buiiky, coz pfispiva K leps§imu vstupu tohoto viru do bunék a

celkoveé lepsi replikaci v porovnani s virem P13-SigE7LAMP-TK".
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Obr. 14: IGFBP-3 zvySuje schopnost rekombinantnich vird vakcinie penetrovat do bunék CV-1
Buiiky CV-1 byly infikovany viry P13-SigE7LAMP-TK" nebo P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3.

Po adsorpci bylo k infikovanym bufikdm ptidano médium (M), neimunni sérum (N) nebo neutralizujici
krali¢i anti-VACV sérum. Buiky byly nasledné zpracovany metodou plakové titrace. Zobrazené hodnoty
ptedstavuji aritmeticky pramér péti paralel + SD. Pro statistické vyhodnoceni byla pouzita jednocestna
ANOVA. ##p<0,01, #*xp<0,001
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Obr. 15: IGFBP-3 zvySuje schopnost adsorpce rVACYV na buiiky CV-1

Adsorpci viru jsme stanovovali jako mnozstvi neadsorbovanych infekénich ¢astic viru (PFU). Stejné jako
Vv ptedeslém pokusu jsme infikovali buiiky CV-1 viry P13-SigE7LAMP-TK" a P13-SigE7LAMP-H5-
IGFBP-3. V danych intervalech jsme inokulum odséali a nasledné titraci stanovili pocet PFU. Kazda
zobrazena hodnota pfedstavuje aritmeticky pramér péti paralel + SD. Pro statistické vyhodnoceni byl

pouzit t-test. *p<0,05

5.1.7. Povrch virioni P13-SigE7LAMP-H5-1GFBP-3 obsahuje
vice fosfatidylserinu nez povrch virioni

P13-SigE7TLAMP-TK"

Pro blizsi charakterizaci mechanizmu, ktery by mohl byt zodpovédny za lepsi adsorpci viru
P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3 na bunky, jsme se rozhodli analyzovat strukturu virionu
Z hlediska obsahu PS. Jednim z mechanismu, které virus vakcinie vyuziva pro vstup do bunky je
proces makropinocytozy, kdy virion vypada jako apoptotické télisko — tzv. apoptotické
mimikry.

Za timto uéelem jsme upravili metodu popsanou puvodné pro fluorescencni Kvantitativni
detekci vira HIV imobilizovanych na mikrokulickach pokrytych protilatkami. V nasem ptipadé
jsme pouzili jeji modifikovanou variantu pro detekci obsahu fosfatidylserinu ve virionech
VACV. Pii zavadéni této metody jsme nejprve museli prokazat, Ze se na povrch mikrokuli¢ek
pokrytych proteinem G vaze mys$i sérum. K mikrokuli¢kam jsme pridali bud’ neimunni mysi

sérum z neimunizovanych mysi, nebo mysi sérum neutralizujici VACV. Pro vizualizaci
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navazaného mysiho séra jsme nasledné pouzili Fab fragment protilatky rozpoznavajici mysi
imunoglobuliny (lg) tfidy IgG konjugovany s flourochromem Alexa Fluor 488. Jak je patrné

z obrazku 16, tak obé mysi séra se stejnou merou vazi na mikrokulicky pokryté proteinem G.

nebarvené

PBS

Fab IgG AlexaFluor488
mys$i neimunni sérum

mysi anti-VACV sérum

v

AlexaFluor 488
Obr. 16: Mikrokuli¢ky pokryté G-proteinem vazi mysi sérum
K mikrokulickdm pokrytym G-proteinem bylo pfidano neimunni mys$i sérum, anti-VACV msi sérum
nebo PBS. Vazba mysiho séra byla vizualizovana pomoci IgG Fab fragmentu rozpoznavajiciho mysi IgG,

ktery byl znacen Alexa Fluor 488. Fluorescence byla méfena na pratokovém cytometru BD LSRFortessa

V dal$i fazi jsme museli ovéfit, zda se na imobilizované sérum na mikrokulickach
specificky vaze virus vakcinie. Pfidali jsme tedy ke kulickdm s navdzanym neimunnim ¢i anti-
VACV sérem viriony purifikované pies sacharézovy gradient. Po jejich navazani jsme pak
K jejich vizualizaci pouzili kombinaci krali¢iho anti-VACV séra a sekundarni protilatky
rozpoznavajici krali¢i Ig znacené DyLight 649. Na zaklad¢€ tohoto experimentu se ndm podatilo
dokazat, ze prumérna intenzita fluorescence je vyssi u mikrokuli¢ek rozpoznavajicich VACV
nez u kulicek pokrytych neimunnim sérem (Obr. 17a). Abychom vyloudili, Ze pfipadné
pozorované rozdily v obsahu PS jsou dany rozdilnou vazbou riznych rekombinantnich virt,
pokus jsme zopakovali s riznymi rekombinantami. Ke kulickam s imobilizovanym anti-VACV
sérem jsme pridali suspenzi viriont vird P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3, P13-Sige7LAMP-H5-
IGFBP-3(b), P13-SigE7LAMP-TK™ nebo P13-SigE7LAMP-TK'(b) precisténych pftes
sacharézovy gradient, které obsahovaly 50ug proteini. Vysledek experimentu je zachycen na

obrazku 17b a je z n¢j patrné, ze se vSechny viry vazi na mikrokuli¢ky se stejnou intenzitou.
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Obr. 17: G-proteinové mikrokuli¢ky s navazanym anti-VACYV sérem vaZi virus vakcinie
K mikrokulickdm S navazanym myS$im neimunnim sérem nebo anti-VACV sérem byla pfidana virova
suspenze. Pro vizualizaci bylo pouzito krali¢i anti-VACV sérum a osli anti-krali¢i protilatka znacena
DyLight 649 (A). K mikrokulickam byla ptidana suspenze vira P13-SigE7LAMP-TK", P13-SigE7LAMP-
TK'(b), P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3 a P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3(b) a vizualizovana pomoci
krali¢iho anti-VACYV séra a osli anti-krali¢i protilatky zna¢ené DyLigth 649 (B).

Nakonec jsme mohli pfistoupit k analyze obsahu PS ve virionech rekombinantnich virt.
Za timto ucelem jsme navazali na mikrokulicky viriony viru P13-SigE7LAMP-TK,
P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3 nebo PBS, nasledné je barvili Annexinem V konjugovanym s
PE a poté zméfili intenzitu fluorescence na pratokovém cytometru. Nejvys$si hodnotu
fluorescence vykazovaly kulicky pokryté viriony P13-SigeE7LAMP-H5-IGFBP-3, ktera byla
vy$8i nez fluorescence detekovana na kulickach s navazanym P13-SigE7LAMP-TK"
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(Obr. 18A). Nejnizsi intenzitu fluorescence jsme naméfili na kulickach bez viru. Abychom
pozorované rozdily v obsahu PS potvrdili, experiment jsme zopakovali. Tentokrat jsme pouzili
suspenze s niz§im obsahem proteint, 20 pg, a zahrnuli jsme také nezavisle pripravené sesterské
P13-SigE7LAMP-TK'(b) a P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3(b). Podafilo se nam potvrdit, ze
pozorované chovani plati i pro nezavisle pfipravené sesterské viry a ze obsah PS u vira P13-

SigE7LAMP-H5-IGFBP-3 a P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3(b) je shodny (Obr. 18B).
A
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"""""""""" mysi anti-VACV / PBS
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|

\ — Y$| anti-VACV / P13-SigE7Lamp-H5-IGFBP-3 / Annexin V
mysi anti-VACV / P13-SigE7Lamp-H5-IGFBP-3(b) / Annexin V
mysi anti-VACV / P13-SigE7Lamp-TK" / Annexin V

mysi anti-VACV / P13-SigE7Lamp-TK"(b) / Annexin V

L LALL) EE LLL LS L) B LAL BN LAL B

1| 2 4 5
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v

Annexin V
Obr. 18: Viriony viru P13-Sige7LAMP-H5-1GFBP-3 maji zvySeny obsah fosfatidylserinu
Na mikrokulicky pokryt¢é myS$im anti-VACV sérem byly navazany viry P13-SigE7LAMP-TK,
P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3 nebo PBS a obarveny Annexinem V znatenym PE (A). Pokus byl
zopakovan s nezavisle pfipravenymi sesterskymi viry P13-Sige7LAMP-TK'(b) a P13-Sige7LAMP-H5-
IGFBP-3(b) (B). Intenzita fluorescence byla zmétena pomoci pratokového cytometru LSRFortessa.
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5.2. Ovlivnéni nadorového mikroprostredi imunizaci
proti M2-polarizovanym makrofagiim asociovanym

S nadory

5.2.1. Nadory vyvolané buiikami MK16/ABC obsahuji
makrofagy

V prvni fadé bylo nutné zjistit, zda jsou nadory indukované bunkami MK16/ABC
infiltrovany M2 polarizovanymi makrofagy, které exprimuji endopeptidazu legumain. Za timto
i¢elem jsme my3$im subkutanné injikovali 5x10° bund&k MK16/ABC. Po té co nadory dorostly
v nejdelsim rozméru do velikosti 1 cm, jsme mysi usmrtili a odebrali nadory. Ty jsme zafixovali
v 10 % formalinovém pufru, zalili do parafinu a pfipravili histologické tezy. Pfipravené
histologické fezy jsme obarvili krysi monoklonalni protilatkou proti F4/80, abychom zobrazili
makrofagy. Cast vzorkil jsme také barvili pomoci krali¢i polyklonalni protilatky proti
legumainu. Jak je vidét na obr. 19, tak se nam podafilo detekovat vyznamnou infiltraci
makrofagy. Cast infiltrujicich bunék produkuje také legumain. Histologie oviem nemohla

potvrdit, Ze se v pripadé bun¢k produkujicich legumain jedna o makrofagy.

Pro definitivni potvrzeni jsme se rozhodli pouzit pritokovou cytometrii.

F4/80 Legumain

Obr. 19: Nadory indukované MK16/ABC jsou infiltrovany makrofagy a buiikami produkujicimi
legumain

Zobrazen je histologicky fez z nadoru vyvolaného bunikami MK16/ABC, ktery byl obarven protilatkami
proti F4/80 ¢i legumainu.
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5.2.2. Optimalizace postupu pro izolaci makrofagia pro

prutokovou cytometrii

Pro ptipravu jednobunééné suspenze znadorti jsme se rozhodli pouzit disociator
gentleMACS Octo, ktery umoziuje zpracovat vice vzorkl najednou. Bylo ov§em nutné vybrat
spravny protokol, ktery by dal nejvyssi vytézek v podobé zivych bunék. Rozhodli jsme se
otestovat 5 protokolli, zahrnujicich standardni protokoly od vyrobce
(http://www.miltenyibiotec.com/en/support/resources/data-sheets-and-manuals/protocols.aspx),
protokol za pouziti trypsinu a hybridni protokol vyuzivajici postup pro izolaci lidskych nadori
za pouziti programu pro disociaci mysich nadorti (Tab.3). Z usmrcenych mysi jsme vyjmuli
nadory, které jsme nasledné uchovavali na ledu v PBS. Nadory jsme nasledné roziezali na
kousky mensi nez 5 mm a k rozvolnéni vlozili do disociatoru pro pouZiti jednoho z 5 protokolu.
Po dokonceni disociace jsme buiiky stocili 10 min. pii 300 g a 4°C. Bunécny pelet jsme
resuspendovali v ACK pufru pro odstranéni ¢ervenych krvinek. Na konec jsme buiky jesté
jednou stocili, ACK pufr odsali a buiiky resuspendovali ve vychlazeném PBS. Pro spocitani
bun€k a stanoveni zivotnosti jsme pouzili ViCell XR. Zjistili jsme, ze z hlediska poctu
izolovanych bunék je nejlepsi protokol na izolaci stfedné pevnych lidskych nadorti, pomoci

kterého jsme ziskali 52,7x10° bun&k (Obr. 20).

Provnani riznych protokolu disociace nadoru
60-

Protokol 1 (trypsin)

Protokol 2 (stfedné pevné lidské nadory)
Protokol 3 (lidské/mysi nadory)
Protokol 4 (pevné lidské nadory)
Protokol 5 (mysi nadory)

NEDNE

&

Potet zivych bunék (x10°)

n
2

Protokol 1 -
Protokol 2

Protokol 4 -
Protokol 5 -

Obr. 20.: Porovnani riiznych protokoli pro disociaci nadori MK16/ABC

Pro podrobnosti k jednotlivym protokoliim viz. Tab.3. Na grafu je znazornén pocet zivych bunék.
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Tabulka 3: Protokoly pro disociaci nadort MK 16

1. Disociace pomoci

trypsinu

2. Disociace stiedné
pevnych lidskych

nadoru

3. Disociace lidskych
nadort s vyuZzitim

mysiho programu

4. Disociace pevnych

lidskych nadorta

5. Disociace mySich

nadoru

a)
b)

c)

a)
b)

d)
e)

0)

h)

a)
b)

c)
d)

€)

9)

h)

a)
b)
c)
d)

€)
9)
h)
a)

b)
c)
d)
€)
9)

h)

Ke kouskuim nadorové tkané bylo pfidano 5 ml Trypsinu.

Nasledné byl 2x spustén program m_impTumor 03.

Poté byly bufiky rozvolnéné trypsinem piemistény do 50 ml zkumavky s

25 ml D-MEM s 10% FBS.

Ke zbylé nadorové tkani bylo pfidano 5 ml Gerstvého trypsinu a nasledovalo

opakovani bodu b) — ¢). Procedura byla opakovana celkem 4x

Ke kousktim nadorové tkané bylo pfidano 5 ml Akutazy.

Byl spustén program h_tumor_01.

Po dobéhnuti programu byl nador umistén na 30 min. na 37°C

Nasledoval program h_tumor 02

37°C po dobu 30 min.

Nasledoval 2x program h_tumor 02

Bunky byly ptefiltrovany pies autokldvovatelnou kovovou miizku do 50 ml
zkumavky. Zbytky nadoru na mtizce byly proplachnuty 2 ml PBS

K buitkam ve zkumavce bylo pfidano 5 ml média D-MEM s 10% FBS.

Ke kouskiim nadorové tkané bylo piidano 5 ml Akutazy.

Byl spustén program m_impTumor 01.

Po dobéhnuti programu byl nddor umistén na 30 min. na 37°C

Nasledoval program m_impTumor 02

37°C po dobu 30 min.

Nasledoval 2x program m_impTumor 02

Buiky byly prefiltrovany pies autoklavovatelnou kovovou miizku do 50 ml
zkumavky. Zbytky nadoru na mfizce byly proplachnuty 2 ml PBS

K buiikam ve zkumavce bylo pfidano 5 ml média D-MEM s 10% FBS.

Ke kouskiim nadorové tkané pfidano 5 ml Akutazy.

Byl spustén program h_tumor 01.

Po dobéhnuti programu byl nador umistén na 30 min. na 37°C

Nasledoval program h_tumor 01

37°C po dobu 30 min.

Nasledoval 2x program h_tumor_01

Bunky byly prefiltrovany pies autoklavovatelnou kovovou miizku do 50 ml
zkumavky. Zbytky nadoru na mtizce byly proplachnuty 2 ml PBS

K buiikam ve zkumavce bylo ptidano 5 ml média D-MEM s 10% FBS

Ke kousktim nadorové tkané bylo pfidano 5 ml Akutazy.

Byl spustén program m_impTumor 02.

Po dobéhnuti programu byl nador umistén na 30 min. na 37°C

Nasledoval program m_impTumor 03

37°C po dobu 30 min.

Nasledoval 2x program m_impTumor 03

Buiky byly piefiltrovany pies autoklavovatelnou kovovou miizku do 50 ml
zkumavky. Zbytky nadoru na mtiZce byly proplachnuty 2 ml PBS

K burnikam ve zkumavce bylo pfidano 5 ml média D-MEM s 10% FBS.
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Nasledné nas zajimalo, zda je mozné v protokolu pro rozvoliiovani stiedné pevnych
lidskych nadori nahradit akutazu za dostupnéjsi trypsin a jak toto ovlivni mnozstvi izolovanych
makrofagi produkujicich legumain. Je totiz znamé, Ze trypsin miZze byt vysoce agresivni a pii
delsim pisobeni zlyzovat burnky, popfipadé degradovat jejich povrchové antigeny. Vyjmuli
jsme zmys$i (n=3) nadory, které jsme rozpulili a pfipravili znich jednobun&né suspenze
protokolem 2 za pouziti akutazy nebo trypsinu. Ziskané buné¢né suspenze jsme nasledné barvili
monoklonalnimi protildtkami proti povrchovym molekuldm makrofagl, konkrétné CD11b a
F4/80. Expresi legumainu jsme nésledn€ stanovovali pomoci polyklondlni protilatky proti
legumainu. Vysledné méfeni pomoci prutokového cytometru ukazalo, Zze pti pouziti akutazy
jsme schopni izolovat signifikantné vice (***p=0,0004) makrofagh exprimujicich legumain nez
Vv pfipadé pouziti trypsinu (Obr. 21).

Provnani pouZiti aktuazy a trypsinu pfi izolaci makrofagu z nadoru

60
I Disociace pomoci akutazy

*kx [J Disociace pomoci trypsinu

204

% Legumain pozitivnich CD11b*F4/80" makrofagl

o
Obr. 21: Pouziti akutazy pii disociaci nadori umoZiiuje izolaci vétSiho mnoZstvi makrofagi
exprimujicich legumain.

Pomoci akutazy nebo trypsinu byla z nadorti ptipravena jednobunééna suspenze. Mnozstvi legumain
exprimujicich makrofagli bylo stanoveno pomoci priutokového cytometru. Na grafu jsou znazornény

aritmetické priméry +SD. Pro hodnoceni statistické signifikance byl pouzit t-test. **#p < 0,001

5.2.3. Vybér panelu protilatek pro detekci makrofagi

Abychom mohli pouzit pratokovou cytomterii pro identifikaci M2 polarizovanych
makrofagi asociovanych s nadory, bylo tfeba navrhnout sadu protilatek pro jejich identifikaci.
Celkem jsme se rozhodovali mezi dvéma variantami. Prvni z nich byla zalozena na definici
makrofagl na zakladé znakd F4/80 a MHC II. tfidy, kdy jsme pouzili krysi monoklondlni
protilatku proti F4/80 znaCenou PeCy5 a protilatku proti MHC II. tfidy znacenou PE.

Optimalizovanym postupem jsme z nadori piipravili jednobunéfnou suspenzi, kterou jsme
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obarvili vySe zminénym panelem. Pro analyzu pfitomnosti makrofagl, jsme pouzili pratokovy
cytometr LSRFortessa a software FACSDiva 6.0 (BD Bioscience, Franklin Lakes, New Jersey,
USA). Zjistili jsme, Ze kombinace F4/80 a MHC I1. tfidy nevydé€luje populaci makrofagg, ale
vytvaii kontinuum od F4/80 a MHCII negativnich bun¢k k buiikdm pozitivnim (Obr. 22A).
Abychom vyloudili, Ze pozorovani neni dano chybou v postupu barveni nebo Spatnou
protilatkou, barveni jsme zopakovali. Pfi opakovani jsme U mySi nesouci nador provedli po
usmrceni vyplach peritonea 5 ml PBS se 3% FBS a ziskali peritonealni makrofagy. Jak je vidét
na obrazku 22B, tak barveni peritonealnich makrofagti vyclenilo populaci, kterou mizeme
povazovat za makrofagy. Oproti tomu barveni makrofagli izolovanych z nddord opét pfineslo
stejny vysledek, jako je na obrazku 22A. Toto by mohlo souviset se znacnou variabilitou
exprese MHC 1I. tfidy na makrofazich, kterou naznacuje i vysledek ziskany z peritonealnich
makrofagd, u nichz méizeme pozorovat fenotyp prechazejici do MHC II"" az po MHC II".
Navic mize byt exprese MHC Il u M2 polarizovanych makrofagh sniZzena. Rozhodli jsme proto

makrofagy identifikovat jinym zptisobem.
A B

MHCII+F4/30+

MHC II-PE

F4/80-PeCy5
Obr. 22: PouZiti detekéniho panelu 1 neumozZiiuje jasné odlisit populaci makrofagi
Makrofagy byly izolovany z nadort vyvolanych MK16/ABC (A) nebo z peritonea (B) a obarveny
protilatkami proti F4/80 a MHCII.

Ptistoupili jsme k testovani druhého panelu, ktery definuje makrofagy jako bunky pozitivni
na CD11b a F4/80. Pro barveni 10° bunék jsme pouzili 100 ng protilatky proti CD11b zna¢ené
FITC a 200 ng protilatky proti F4/80 znacené eFluor780. Pro barveni legumainu jsme pouzili
kombinaci 200 ng krali¢i polyklonani protilatky proti legumainu nebo izotypové kontroly a
200 ng sekundarni protilatky znacené Alexa fluor 546. Na rozdil od prvniho panelu jsme
Vv tomto piipadé ziskali populaci CD11b" bunék, jejiz ¢ast exprimuje F4/80 a piedstavuje
makrofagy. (Obr. 23).
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Obr. 23: Panel 2 umoziiuje odliSit makrofagy asociované s nadory
Makrofagy izolované z nadorti vyvolanych butikami MK16/ABC byly obarveny pomoci F4/80 a CD11b.
Na obrazku je zachycena strategie vybéru populace, kdy je nejprve pomoci FSC a SSC vybrana populace
bunék, pomoci FSC-H a FSC-A jsou vybrany jednotlivé bunky a nasledné je vynesena exprese F4/80
proti CD11b. Makrofagy jsou pak uréeny jako CD11b"F4/80"
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5.2.4. Nadory MK16/ABC obsahuji makrofagy exprimujici

legumain

Poté, co jsme vybrali optimalni panel detekcnich protilatek, nas zajimalo jaké procento
makrofagi izolovanych znadort exprimuje legumain. Skupiné mysi (n=6) jsme injikovali
5 x 10° bunék MK16/ABC stejné jako pii piipravé histologickych preparatii. Jakmile vzniklé
nadory dosahly v nejdel$im rozméru 1 cm, mysi jsme usmrtili a vyjmuli nadory. Tyto jsme
nasledné rozvolnili na gentleMACS Octo a obarvili na CD11b, F4/80 a legumain. Zjistili jsme,
ze zhruba 48% vSech makrofagi v nadorech exprimuje legumain (Obr. 24).

128,2% 5,09%
105 E
F4/80+
'0? CD11+
I / Legumain

o
o \..
<t 19,1%
L iy | 0 T 1 T T e ! 4 T
10 10 10 10 10 10
—_—
CD11b Legumain

Obr. 24: Nadory MK16/ABC obsahuji infiltrujici makrofagy exprimujici Legumain

Z nadori byla pomoci disociatoru a enzymu akutazy piipravena jednobunééna suspenze a analyzovana
pritokovou cytometrii. Makrofagy byly detekovany pomoci pritokového cytometru jako CD11+F4/80+
bunky, jako kontrola barveni legumainu byla pouzita izotypova kontrola pfedstavujici ¢ervenou linii na

histogramu.

5.2.5. Modifikace aminokyselinové sekvence legumainu

sniZuji jeho stabilitu a méni bunécnou lokalizaci

Imunizace proti télu vlastnim proteinim je spojena s celou fadou problémi. Jednd se
predevsim o vyskyt tolerogennich mechanizmti, které brani vzniku autoimunitnich onemocnéni,
a piispivaji k nizké imunogennosti vlastnich proteini. Pro zvySeni imunogennosti jsme se
rozhodli provést 3 druhy modifikaci. Zaprvé, modifikace ménici stabilitu proteinu a zvySujici
tim tvorbu peptidil v proteazomu, které mohou byt prezentovany na molekulach MHC. Zadruhé,
modifikace, které méni lokalizaci daného antigenu v butice, ¢imz rovnéz mohou pfispivat kK
degradaci a k prezentaci peptidd na MHC. Poslednim druhem modifikace je zvySeni schopnosti

aktivovat pomocné CD4" T-lymfocyty (Tw) za vyuZiti tzv. pomocnych epitopii.
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Jako cil pro modifikaci snizujici stabilitu jsme vybrali RGD motiv, ktery se v genu pro
legumain nachazi. Bylo pozorovéano, Zze mutace v tomto motivu méni lokalizaci a stabilitu PC-1
(Lusson et al., 1997; Rovere et al., 1999). Motiv RGD jsme pomoci cilené mutageneze zménili
na motiv CGD (gen ozn. LgmnCGD) nebo RGG (gen ozn. LgmnRGG). Takto upravenymi geny
vlozenymi do expresniho plazmidu pBSC jsme nejprve metodou kalcium-fosfatové precipitace
transfekovali buniky 293T. Po 2 dnech kultivace pii 37°C jsme bunky oplachli, zlyzovali
smichanim s Laemmliho pufrem. Lyzaty jsme nasledné separovali na 10% SDS-PAGE gelu a
nakonec metodou western-blot pienesli na PVDF membranu. Pro vizualizaci jsme pouzili
kombinace krali¢i protilatky proti legumainu a sekundarni anti-krali¢i protilatky konjugované
s peroxidazou. Legumain je produkovan jako pro-protein o molekularni hmotnosti 56 kDa.
Autokatalytickym S$tépenim vznika aktivni 46 kDa forma. DalSim proteolytickym S$tépenim
muze vzniknout jesté mensi forma o molekularni hmotnosti 36 kDa, ktera se ovSem svou
enzymatickou aktivitou neli$i od 46 kDa (Chen et al., 1998; Chen et al., 2000). Jak je patrné
z obrazku 25A, tak v burikach transfekovanych konstruktem LgmnRGG, je detekovatelny pouze
nematurovany legumain o velikosti 56 kDa. Zména v RGD motivu tedy vede ke sniZeni
maturace legumainu. Abychom ovéfili, zda zména RGD motivu ovlivituje také distribuci
proteinu v buiice, transfekovali jsme pomoci Lipofektaminu buiiky 3T3 genovymi konstrukty.
Po 2 dnech od transfekce jsme bunky zafixovali ve 4 % paraformaldehydu, permeabilizovali a
nasledné barvili. Pro barveni jsme opét pouzili krali¢i protilatku proti legumainu, ale jako
sekundarni protilatku jsme tentokrat pouzili kozi protilatku proti krali¢imu IgG konjugovanou
s Alexa Fluor 546. Takto ptipravené konstrukty jsme studovali pomoci fluorescen¢niho
mikroskopu. Zjistili jsme, Ze zména RGD motivu na RGG je spojena se zménou v bunééné
lokalizaci, kdy nemutovany legumain na rozdil od LgmnRGG lokalizuje predev§im do
endoplazmatického retikula (Obr. 25B.).
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Obr. 25: Modifikace genu pro legumain sniZuje maturaci a méni bunéénou lokalizaci

Buriky 293T byly transfekovany expresnimi plazmidy nesoucimi modfikované geny pro legumain. Po 2
dnech byly buiky zlyzovany a byl proveden western-blot. Membrana byla obarvena krali¢i polyklonalni
protilatkou proti legumainu (A). Buiiky 3T3 byly transfekovany expresnim plazmidem, po 2 dnech
zafixovany ve 4% paraformaldehydu a obarveny krali¢i protilatkou proti legumainu. K vizualizaci na

fluorescenénim mikroskopu byla pouzita sekundarni protilatka znacena AlexaFluor 546 (B).

Druhou modifikaci, kterou jsme provedli, bylo vlozeni pomocného epitopu p30
odvozeného od tetanového toxinu (aa947-967) do genu pro legumain. Epitop p30 predstavuje
univerzalni pomocny epitop jehoz flexibilni segment umoziuje vazbu na molekuly MHC II.
Cilem této modifikace bylo zlomit toleranci proti t&lu vlastnim proteinim aktivaci CD4" Ty
lymfocytd. Gen pro legumain jsme modifikovali bud’ vlozenim samotného epitopu p30
(ozn. Lgmn.TT1s) nebo jeho delsi varianty TT11 (aa936-975, ozn. Lgmn.TT1l). Obé formy
epitopu jsme vkladali do restrikéniho mista rozpoznavaného restriktazou HindIII a to jak do
genu pro Lgmn, tak do modifikované varianty LgmnRGG. | v pfipadé téchto konstrukti jsme

testovali, zda dochazi ke zméné v procesu maturace stejné jako v pfipadé¢ modifikace RGG. |
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zde jsme pozorovali, Ze ptidani TT1s i TT11, blokuje vznik maturovaného legumainu o velikosti
46 kDa (Obr. 25A).

5.2.6. Modifikace genu pro legumain zvySuji jeho

Imunogennost

Abychom stanovili, zda nami provedené¢ modifikace genu pro legumain opravdu zvysuji
jeho imunogennost, imunizovali jsme samice mySiho kmene C57BL/6 pomoci genové pistole
2 davkami pripravené DNA vakciny, o celkovém mnozstvi 2pg DNA, 3 krat v 1 tydennich
intervalech. Tyden po podani posledni davky DNA jsme mysim odebrali sleziny, izolovali
splenocyty a nasledné jsme detekovali imunitni odpovéd’ na zakladé produkce IFN-y metodou
ELISPOT. Ke stimulaci splenocytd jsme pouzili 10 pg/ml peptidu Lgmnigg.iz
(EDVTPENFLAVLR), ktery jsme vybrali na zaklad¢ in silico predikce jeho vazby na MHC I.
t¥idy a to jak alely H-2" tak H-2°.

Zjistili  jsme, Zze obé modifikace RGD motivu statisticky signifikantné zvysuji
imunogennost legumainu, ovsem modifikace GGD a RGG se svou imunogennosti pfili§ nelisi
(Obr. 26).
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Obr. 26: Modifikace RGD motivu v genu pro legumain zvySuje imunitni odpovéd’ proti
predikovanému epitopu Lgmngg.120.

Ze slezin mysi imunizovanych DNA vakcinami byly vyizolovany splenocyty, které byly pouzity pro
stanoveni po¢tu IFN-y produkujicich bunék metodou ELISPOT. Na grafu jsou znazornény aritmetické

pramé&ry + SD. Pro statistické vyhodnoceni byl pouzit t-test. *p < 0,05; **p < 0,01; *=**p < 0,001
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V dal$im kroku nas zajimalo, zda vlozeni TTls a TTIl také zptsobi zvySeni
imunogennosti. Zajimalo nas také, zda kombinace TT1s ¢i TT1l s modifikaci RGD bude pisobit
synergicky na dalsi zvySeni imunogennosti. Zopakovali jsme tedy imunizac¢ni experiment, ale
tentokrat jsme mys$i imunizovali pBSC bez inzertu, peptidem TTosr967 SPOlu s ODN CpG,
Lgmn, Lgmn.TT1s, LgmnTT1l, LgmnRGG, LgmnRGG.TT1s, LgmnRGG.TT1Il. Ukazalo se, ze
i vpiipadé modifikace genu pro legumain inzerci TT1s nebo TT1l epitopu doslo
k signifikantnimu zvySeni imunitni odpovédi V porovnani s nemodifikovanym genem
(Obr. 27A). Kombinace modifikace RGD epitopu na RGG spoleéné s inzerci pomocného
epitopu TT1s nebo TT1I sice pfinesla mensi zvySeni imunogennosti, ale toto zvySeni nebylo
statisticky signifikantni. Déle se co do sily pozorované imunitni odpovédi od sebe nelisily
konstrukty s kratsim TT1s od konstrukti s delsim TT11. Zadny rozdil nebyl pozorovatelny mezi
konstrukty LgmnRGG.TT1s a LgmnRGGTTL1l v porovnani s konstrukty Lgmn.TT1s resp.
LgmnTT1l. Provedli jsme také testovani imunitni odpovédi proti pomocnému epitopu TT, kdy
jsme izolované splenocyty stimulovali peptidem odvozenym =z epitopu p30 (TTos-TTegr).
Imunitni odpoveéd,, kterou jsme v tomto ptipadé detekovali pomoci metody ELISPOT, byla pro
vSechny konstrukty nesouci epitop p30, at’ uz v krats$i nebo delsi formé, stejna (obr. 27B). Dale
jsme vypozorovali, Ze imunitni odpovéd proti epitopu TT je u vSech 4 konstruktl o mnoho
slabsi, neZ odpovéd’ detekovanda u mysi imunizovanych peptidem TTgs79s; V KOmbinaci

s imunostimula¢nim motivem CpG.

116



70

[] bez peptidu
co. | HM peptid Lgmnyq.15

Pocet spotu IFN-y/1 0° mononuklearnich bunék

o n - 0 -
a 2 E E E & £ F
@a o & EF k£ & E
o + - P it r= H o
8 E E E 9 o
2 s, (=] o 8 o
3 ~ = = c 3
£ E E
= =)
g 4
B
S 120
s Xk ] bez peptidu
a2 .
5 100 Il peptid TTg47.967
‘T
~‘—
? 8o 2
X
25+
2 *
g *
204
£
©w
=)
= 15
3
=2
L 10
B
2
o 5
@
'S
0_
o c ) — ) -
@ 2 £ = = 8 = =
o (@) =) = [ - =
o e - : a = P
S s £ £ o b
E § 5 3 g w
b3 — =! = < £
E E &
< 4

Obr. 27: Inzerce epitopu p30 do genu pro legumain zvySuje jeho imunogennost, ale kombinace
s mutaci v RGD meotivu jiZ dal$i zvySeni nepfinasi. Imunitni odpovéd’ proti epitopu p30 je u fiiznich
geni niZ8i neZ imunizace peptidem v kombinaci s ODN CpG.

Ze slezin imunizovanych mysi byly vyizolovany splenocyty, které byly pfes noc stimulovany peptidem
Lgmnygs.120 (A) nebo peptidem TTgs7.067 (B). Po stimulaci byl pomoci metody ELISPOT stanoven pocet
IFN-y produkujicich bun€k. Na grafu jsou znazornény aritmetické priméry + SD. Pro statistické

vyhodnoceni byl pouzit t-test. *p < 0,05; *xp < 0,01

117



5.2.7. Vliv podani CpG na silu indukované CTL odpovédi

Imunizace DNA vakcinami biolistickou metodou mize aktivovat jak Tyl, tak Tn2 typ
adaptivni imunitni odpovédi. Zatimco Ty2 odpovéd” podporuje spiSe produkci protilatek a je
asociovana s agresivnéjs$imi nadory, Tylodpovéd je asociovana S regresi nadori a podporuje
indukci protinadorovych CD8" CTL, které navic poméha chranit pred funkénim vycerpanim.
Abychom zjistili jestli CpG povede k posileni CD8* CTL, injikovali jsme &asti mysi v den
vakcinace intraperitonealné CpG ODN. Zjistili jsme, ze pfidani CpG ODN neovlivnilo produkci
IFN-y legumain specifickymi CD8" lymfocyty (Obr. 28).
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Obr. 28: IP podani CpG nevede k posileni Tl odpovédi

Zopakovali jsme imuniza¢ni experiment stejné jako v piedchozich piipadech, ale tentokrat jsme casti
mysi intraperitonealné¢ (IP) podali 50 pg CpG ODN. Tyden po posledni imunizace jsme provedli
ELISPOT, ve kterém jsme stanovili pocet IFN-y produkujicich bunék. Na grafu jsou znazornény

aritmetické praiméry = SD. Pro statistické vyhodnoceni byl pouzit t-test.

5.2.8. Deplece Treg anti-CD25 protilatkou zvySuje imunitni

odpovéd’ indukovanou konstrukty nesoucimi epitop p30

Imunizace proti télu vlastnim autoantigenim je Casto ztéZovana v dusledku udrzovéni
periferni tolerance Treg. Jejich deplece pted vakcinaci pomoci anti-CD25 protilatky PC61 muize
vést ke zlomeni tolerance a také ke zvySeni imunitni odpovédi CD8" T-lymfocytd, ptip. zvyseni
avidity odpovidajicich CD8" T-lymfocytd. Z tohoto divodu jsme se pokusili posilit
indukovanou imunitni odpovéd’ depleci Treg. Opakovali jsme tedy imunizaCni experiment,

tentokrat jsme ovSem cCasti mySi podali 4 dny pfed imunizaci 200 pg PC61 anti-CD25
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protilatky. V kontrolnich mysich byl tfeti den po podani protilatky detekovatelny ubytek
CD4'CD25" T-lymfocytii o vice nez 70%.

Deplece Treg vedla vtomto ptipadé k signifikantnimu posileni imunitni odpovédi proti
legumainu u mysi imunizovanych modifikovanym genem LgmnRGG.TT1l (Obr. 29). Naopak
Vv ptipadé imunizace konstruktem LgmnRGG podani anti-CD25 protilatky zadny efekt nemélo.

200+

[] bez peptidu
Il peptid Lgmnygg_129
150+ akak

100+

50+

Pocet spotil IFN-y/10® mononuklearnich bunék

pBSC+qCD25
LgmnRGG+qCD25
LgmnRGG.TT1I

LgmnRGG.TT1l+¢CD25

Obr. 29: Deplece Treg posiluje indukci Ty1 odpovédi konstrukty s TT1l epitopem

Pfi tomto opakovani imunizaéniho experimentu jsme ¢asti mysi 4 dny pfed imunizaci intraperitonealné
(IP) podali 200 ng protilatky proti CD25. Pomoci metody ELISPOT jsme stanovili podet bun&k
produkujicich IFN-y. Na grafu jsou znazornény aritmetické priméry + SD. Pro statistické vyhodnoceni

byl pouzit t-test. *p < 0,05; *=xp < 0,01; **=xp < 0,001

5.2.9. Imunizace proti legumainu inhibuje rist nadori

indukovanych bunikami MK16/ABC

Na konec jsme se rozhodli otestovat, zda jsou nami pfipravené DNA vakciny schopny
ovlivnit rist nadord. Imunizovali jsme tedy mySi DNA vakcinou nesouci gen LgmnRGG.TT11.
Na zakladé¢ analyzy imunitni odpovédi, jsme také u jedné skupiny mysi piistoupili ke kombinaci
deplece Treg a nasledné imunizaci. Tyden po posledni imunizaci jsme mySim injikovali
5% 10° bun&k. Riist nadord jsme pak monitorovali 2x tydn&. Zjistili jsme, Ze imunizace proti
legumainu signifikantng snizila rast nadorti (Obr. 30). Stejného vysledku jsme dosahli i diky

depleci Treg. Kombinace deplece Treg a nasledné imunizace jiz K inhibici rastu dale nepfispéla.
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Obr. 30: Imunizace DNA vakcinou nesouci modifikovany gen LgmnRGG.TT1l inhibuje rist
nadori

Zopakovali jsme imunizacni experiment, ale tentokrat jsme ¢asti mysi pted imunizaci podali protilatku
proti CD25. Tyden po posledni imunizaci jsme my$im subkutdnné injikovali 5x10° bund&k MK 16/ABC.
Rust nadord jsme monitorovali dvakrat tydn€. Na grafu jsou znazornény aritmetické praméry + SD.

Pro statistické vyhodnoceni byla pouzita dvoucestnd ANOVA. *p < 0,05; #*p < 0,01; *=**p < 0,001

5.2.10. Imunizace proti legumainu neovlivituje mnoZzstvi

makrofagii asociovanych s nadory

Abychom zjistili, zda imunizace proti legumainu ovliviluje mnozstvi makrofagi
asociovanych s nadory, imunizovali jsme mysi (n=6) DNA vakcinou LgmnRGG.TT11. Tyden
po posledni imunizaci jsme mySim injikovali MK16/ABC a c¢ekali, az indukované nadory
dorostou v nejdelsim rozméru velikosti 1 cm. Mysi s takovymi nadory jsme usmrtili, nadory
rozvolnili pomoci disociatoru a barvili pomoci detekéniho panelu na pfitomnost makrofagl
exprimujicich legumain. Zjistili jsme, Ze imunizace nema vliv na zastoupeni legumain

exprimujicich makrofagt (Obr. 31).
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Obr. 31: Imunizace proti legumainu neovliviiuje mnoZstvi makrofagi asociovanych s nadory
exprimujicimi legumain.

Neimunizovanym a imunizovanym mysim jsme injikovali bunky MK16/ABC. Poté, co nadory dosahly
velikosti 1 cm v nejdel§im rozméru, jsme je vyjmuli a analyzovali infiltraci makrofagl exprimujici

legumain.

5.2.11. Riist metastaz u mysi imunizovanych proti legumainu

Makrofagy asociované s nadory se podileji na tvorbé metastaz. Bylo rovnéz pozorovano, zZe
buniky MK16/ABC jsou schopny spontdnné metastazovat do plic a organd. Rozhodli jsme se
tedy ovefit, zda je imunizace proti legumainu schopna ovlivnit tvorbu plicnich metastaz.

Pomoci genové pistole jsme imunizovali mysi (n=6) pBSC, LgmRGG-TT11, popt. jsme pouzili
kombinace s podanim CpG ODN ¢i depleci Treg podanim protilatky proti CD25. Tyden po
ukonceni imunizace jsme mysim injikovali buitky MK 16/ABC. Jelikoz vyvoj metastaz u bunck
MK16/ABC koreluje s vyvojem primarnich nadorti, ¢ekali jsme, aZ vzniknou nadory, jejichz
objem piesahuje 1 cm®. Mysi s takovymi nadory jsme usmrtili a vyjmuli jsme jejich plice, které
jsme oplachli v PBS. Na vypreparovanych plicich jsme pocitali vzniklé metastazy. V celé radé
skupin dolo k tthynu mysi pred tim, nez dosahl nador velikosti 1 cm®. Viechny mysi, jejichz
nador dosahl velikosti 1 cm® mély plicni metastizy a jejich pocet se nijak nelisil mezi

neimunizovanou a imunizovanou skupinou.
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6. Diskuze

6.1. Vliv exprese IGFBP-3 na protinadorovou

imunoterapii

Nase prvotni hypotéza piedpokladala, Ze by vysoka hladina exprese IGFBP-3 zajisténa
rekombinantnim virem vakcinie mohla zpomalit rist nadorti a tak poskytnout ¢as pro indukci
protinadorové imunitni odpovédi zacilené proti onkoproteinu E7. Vychazeli jsme pfi tom
z pozorovani, ktera ukazala snizeni exprese IGFBP-3 v nadorovych buikach v disledku
hypermetylace promotoru ¢&i pozitivnich regulaénich elementd (Hanafusa et al., 2002;
Lu et al., 2005). SniZzeni mnozstvi IGFBP-3 v nadorovém mikroprostiedi zvySuje ziejmé
dostupnost IGF, které je nasledné schopné podavat proristové signaly (viz. kapitola 2.1.2.1).
Zaroven jsou buniky chranény pied indukci apoptozy v dusledku internalizace IGFBP-3 a jeho
transportu do jadra nebo jeho vazby na IGFBP-3R aktivujici kaspazy (Micutkova et al., 2012;
Schedlich et al., 2000; Lee et al., 2005; Ingermann et al., 2010). Buriky transformované HPV
navic diky E7 onkoproteinu maji schopnost snizovat mnozstvi IGFBP-3 v jadfe zvySenou
polyubiquitinaci a naslednou degradaci v proteazomu. Ackoliv toto naznacuje, ze pouziti naseho
modelu neni vyhodné, je tfeba pocitat se schopnosti IGFBP-3 ovliviiovat buiiky nadorového
stromatu a také inhibicni drahy nezavislé na jaderné lokalizaci. Bylo napf. pozorovano, Ze
inhibice signalizace z IGF-IR vede ke zvratu transformovaného fenotypu cervikalnich
nadorovych bunék (Nakamura et al., 2000).

Za Ucelem otestovani nasi hypotézy jsme zkonstruovali r'VACV, jehoz gen pro TK, byl
pterusen vlozenim genu pro IGFBP-3 pod transkrip¢ni kontrolou ¢asného promotoru H5 nebo
syntetického ¢asné-pozdniho promotoru E/L, a zaroven nesl gen pro fizni protein SigE7LAMP,
ktery umoziuje indukei robustni imunitni odpovédi proti E7 onkoproteinu. Piedpokladali jsme
tedy, Ze nadory lé¢ené podanim rVACV exprimujicimi IGFBP-3 porostou pomaleji a budou
1épe kontrolovany indukovanou imunitni odpovédi.

Jelikoz v dané dobé¢ nebyly dostupné informace o vlivu exprese IGFBP-3 na VACV, bylo
tteba provést charakterizaci pfipravenych rekombinantnich virt. Odhalili jsme nékolik rozdila
mezi viry P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3, P13-SigE7LAMP-E/L-IGFBP-3 a kontrolnim virem
P13-SigE7LAMP-TK". Zjistili jsme, ze infekce bunék CV-1 virem P13-SigE7LAMP-H5-
IGFBP-3 vede k vyssi produkci IGFBP-3 nez infekce virem P13-SigE7LAMP-E/L-IGFBP-3.
Pozorovani na jinych rVACV, jako napt. r'VACV exprimujicim IL-12 ¢i FIt3L, ukazovala spiSe
vyS§8i expresi geni pod kontrolou E/L promotoru (Nemeckova et al., 2003;
Zurkova et al., 2009). Na druhou stranu byly pozorovany ptipady, kdy pfili§ vysoka exprese

proteinu interferovala s tvorbou infekénich virovych partikuli, zatimco exprese pod kontrolou
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H5 vznik rekombinantnich virt umoznovala (Zurkova et al., 2011). Rekombinantni viry,
u kterych by v infikovanych bunkach pod kontrolou E/L promotoru dochazelo k vysoké hladiné
exprese IGFBP-3, by tak nemusely vznikat a to ze dvou divodi. Jednak by IGFBP-3 mohlo
interferovat se sestavenim virové partikule, coz pfichazelo v uvahu, nebot’ jsme pozorovali,
ze dochazi k jeho inkorporace do IMV. Za druhé, by mohlo dochazet v disledku vysoké hladiny
IGFBP-3 kindukci apoptozy, ktera v piipadé kmene Praha neni zcela inhibovana
antiapoptotickymi mechanizmy jako napf. u kmene WR (Liskova et al., 2011).

Rozdily v mnozstvi produkovaného IGFBP-3 se nepodafilo potvrdit in vivo, nebot” mysi
sérum inaktivuje IGFBP-3. Moznym vysvétlenim je bud’ ptimo degradace IGFBP-3 nebo
zakryti vazebnych mist pro pouzité protilatky vazbou IGF-I v my$im séru.

V dal§im kroku jsme testovali profylakticky a terapeuticky u¢inek rVACV in vivo na nasem
modelu cervikalniho karcinomu. Pro preventivni imunizaci jsme pouzili buiky MK16/ABC,
které maji snizenou expresi MHC molekul 1. téidy a jsou tudiz odolné&jsi proti eliminaci
CD8" CTL nez TC-1 buiiky (Smahel et al., 2001). Opét jsme pozorovali rozdily mezi
jednotlivymi rVACV. V ptipadé preventivni imunizace byla praimérna velikost nadord u mysi
imunizovanych virem P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3 signifikantné mens$i nez u mysi
imunizovanych virem P13-PreS2S a P13-H5-IGFBP-3. Podobné i u terapeutické imunizace
mély mysi 1éCené virem P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3 signifikantné mensi nadory nez mysi,
kterym byl injikovan kontrolni virus P13-SigE7LAMP-TK. Existuje nékolik moZnosti
vysvétlujicich pozorovany terapeuticky efekt. Jednak je mozné, ze IGFBP-3 sam 0 sobé
inhibuje rust nadord, coz by bylo v souladu s pozorovanim, ze virus P13-SigE7LAMP-H5-
IGFBP-3 produkuje nejvice IGFBP-3. Proti tomu ovSem svéd¢i pozorovani z profylaktické
a terapeutické imunizace, kdy rekombinantni viry exprimujici pouze IGFBP-3 nebyly schopny
ovlivnit rist nadord. Druhym moZznym vysvétlenim by mohlo byt, Ze inzerce IGFBP-3
ovlivituje indukci imunitni odpovédi rekombinantnim virem. Testovani bunécné imunity
pomoci metody ELISPOT ovSem odhalilo pouze nepatrné zvySeni bunééné imunitni odpovédi
proti E7 onkogenu u viru P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3 a P13-SigE7LAMP-E/L-IGFBP-3.
Na druhou stranu jsme pozorovali vyrazngjsi rozdily u odpovédi proti antigenim VACV, kdy
bunééna odpoveéd’ byla vyssi u mysi imunizovanych viry P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3 a
P13-SigE7LAMP-E/L-IGFBP-3 nez u mysi imunizovanych P13-SigE7LAMP-TK'". Dalsi
moznost by mohla spocivat v rozdilném mnoZeni rekombinantnich viri, coz se potvrdilo, nebot’
jsme pii testovani replikace rVACV in vivo pomoci qPCR pozorovali vyssi mnozeni viru
P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3 oproti ostatnim virim, které ovSem v dusledku vysoké
variability nebylo signifikantni. Pro potvrzeni jsme tedy pfistoupili K testovani mnozeni rVACV
in vitro na bun&nych liniich CV-1 a TC-1. Tyto buné¢né linie jsme pouzili, jelikoz CV-1
pfedstavuje standardni linii pro virovou titraci a TC-1 1épe odpovidaji mySimu modelu.

Pokusy in vitro potvrdily, Ze se virus P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3 mnozi signifikantné 1épe
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nez ostatni r'VACV bez ohledu na pouzitou bunéénou linii. Lep$i mnoZeni jsme pozorovali i u
viru P13-SigE7LAMP-E/L-IGFBP-3, ale pouze pfi pouziti CV-1 bunék.

Abychom zjistili, zda je lep$i mnozeni viru P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3 zplsobeno
vysokou hladinou IGFBP-3, rozhodli jsme se pouzit neutralizujici polyklonalni protilatku proti
IGFBP-3. Pozorovali jsme, ze i ¢astecna neutralizace IGFBP-3 signifikantné snizuje replikaci
viru. Naopak pfi pouziti stejné protilatky u viru P13-SigE7LAMP-TK" doslo k signifikantnimu
zvySeni mnozstvi produkovaného viru. Tento jev mize byt spojen s tim, ze se ve starnoucich
bunéénych kulturdch CV-1 bun€k hromadi IGFBP-3 a pravdépodobné zplsobuje snizeni
bunécného metabolismu. Neutralizace IGFBP-3 by tomuto mohla zabranit. Metabolicky
aktivnéjsi buiniky pak podporuji lepsi replikaci viru.

Bylo pozorovéano, ze u rVACV miize dochazet k inkorporaci rekombinantnich proteind do
riznych ¢asti virové partikule (Gomez a Esteban, 2001; Zurkova et al., 2010).
Pro stanoveni zda je tomu tak také u IGFBP-3, jsme pies sachardzovy gradient purifikovali
IMV viri P13-Sige7LAMP-H5-IGFBP-3, P13-SigE7LAMP-E/L-IGFBP-3 a P13-SigE7LAMP-
TK" a jejich nezavisle ptipravenych sesterskych vird. Pouziti sesterskych viri bylo nutné pro
vylouc€eni vlivu nahodnych mutaci. Analyza za pouziti metody Western-blot odhalila pfitomnost
alespoii 4 prouzku v piipadé IMV P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3. Slaby signal jsme detekovali
také v IMV P13-SigE7LAMP-E/L-IGFBP-3, c0z naznaCuje mens$i mnozstvi integrovaného
proteinu. Zadny signal jsme nedetekovali u viru P13-SigE7LAMP-TK'. Proteiny obsaZené
v prouzku I ptedstavuji glykosylované IGFBP-3 a jsou detekovatelné ve vSech frakcich viru
P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3. Jistou vyjimku pfedstavuje membranova frakce, kde byl
IGFBP-3 detekovan, ale pouze v nepatrném mnozstvi. Domnivame se, Ze proteiny obsazené v
mens$ich prouzcich II a III, detekovanych piedev§im v matrixové frakci, predstavuji bud’
neglykosylované IGFBP-3 anebo produkty proteolytického s$tépeni IGFBP-3 virovymi
protedzami béhem maturace virionu. Tato domnénka je zalozena na poznatku, Ze proteazy
kédované VACYV rozpoznavaji aminokyselinovou sekvenci AGX , kde X muze byt A, Snebo T,
ale ne N (Byrd a Hruby, 2006). Pomoci in silico analyzy jsme zminéné AGX sekvence odhalili
v aminokyselinové sekvenci IGFBP-3. Nejvétsi prouzek 1V, detekovany predev§im v solubilni a
nesolubilni core frakci, predstavuje ziejmé komplex obsahujici IGFBP-3. Pro zjisténi zda
inkorporace IGFBP-3 ovliviiuje proteinové slozeni IMV, jsme tyto separovali na SDS-PAGE a
gel nasledné obarvili coomassie blue. Nedetekovali jsme zadné rozdily mezi viry exprimujicimi
IGFBP-3 a virem P13-SigE7LAMP-TK".

Dale jsme pristoupili k analyze replikacniho cyklu rVACV, abychom zjistili, ktera z jeho
fazi je ovlivnéna IGFBP-3. Jako prvni jsme testovali moznost, ze v disledku integrace IGFBP-3
¢i jiné strukturalni zmény dochazi k leps$i adsorpci viru na bunky nebo lepsi penetraci do buniky.
IGFBP-3 by mohl adsorpci a penetraci viru podporovat diky své C-koncové casti, ktera

obsahuje vazebné domény pro rizné komponenty ECM a pro kaveolin-1 (Yamada a Lee, 2009).
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Navic bylo pozorovano, ze peptidy odvozené od domény IGFBP-3 schopné vazat heparin
mohou slouzit jako nosice pro transport proteini do bunék (Goda et al., 2008). Pro testovani
hypotézy, ze IGFBP-3 pomaha penetraci ¢i adsorpci viru na buiiky, jsme pouZili dva nezavislé
testy. V penetracnim testu jsme v daném cCasovém intervalu zastavili vstup viru do bunky
pomoci neutralizujicich protilatek proti VACV a nasledné sledovali rozdily v poctu vzniklych
plakt. Tento test ovSem neumozinuje odlisit, zda pozorované rozdily nejsou dané lepsi adsorpci
viru na bunky. Pfistoupili jsme tedy ke stanoveni miry adsorpce na zakladé mnozstvi
neadsorbovaného viru v inokulu. Oba tyto testy v souladu s hypotézou, ze IGFBP-3 podporuje
adsorpci r'VACV, ukazaly, ze virus P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3 adsorbuje na buiky 1épe nez
kontrolni virus P13-SigE7LAMP-TK". Ackoliv tedy tyto vysledky naznacuji, ze IGFBP-3
neseny IMV by mohl interagovat s ECM nebo bunéénymi proteiny a tak podporovat lepsi
adsorpci viru, proti této hypotéze hovoii vysledky strukturni analyzy IMV. Je pravdépodobné,
Ze v takovém piipadé by musel byt IGFBP-3 detekovatelny v membranové frakci IMV, kde se
ho podatilo detekovat pouze nepatrné mnozstvi.

Pro objasnéni lepsi adsorpce P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3 na bunky jsme pfistoupili
k analyze obsahu PS v IMV. K tomuto kroku nas vedla pozorovani, ktera ukazuji, z2 VACV
pro vstup do bun¢k pouziva makropinocytézu a molekularni mimikry, kdy se diky PS ve své
membrané tvafi jako apoptotické télisko (Mercer a Helenius, 2008; Mercer a Helenius, 2010).
Bylo ovSem pozorovano, ze rtizné kmeny VACV indukuji rizné formy makropinocytozy
(Mercer et al., 2010). Zatimco kmen WR indukuje tvorbu tzv. membranovych blebti, kmen
IHD-J indukuje tvorbu filopodii. To je dano pfedev§im rozdilnou aktivaci bunéénych Rho
GTPaz jednotlivymi kmeny (Mercer et al., 2010). U IHD-J byla pozorovana ptednostni aktivace
Cdc42, ktera se podili na regulaci tvorby filopodii. Navic pouziti dominantné negativni mutanty
Cdc42 vedlo k signifikantnimu snizeni infekce bunék. Naopak WR v buiikach aktivuje silngji
Rac-1, ale na infekei se podileji Racl i Cdc42 stejnou merou (Mercer et al., 2010).

Pro analyzu obsahu PS jsme pfistoupili k pouZziti metod pratokové virometrie, které
vyuzivaji napojeni virionli na rizné nanocastice ¢i mikrocastice, barveni virioni pomoci
fluorescencné znacenych protilatek a nasledné méfeni pomoci pratokového cytometru
(Arakelyan et al., 2013). Tyto metody byly pouzity pro detekci a analyzu vlastnosti virioni
HIV, viru Nipah a Junin (Kim et al., 2009; Arakelyan et al., 2013; Landowski et al., 2014;
Gaudin a Barteneva, 2015). Pfi stanovovani obsahu PS ve virionech r'VACV jsme vychazeli
pfedevsim z prace zabyvajici se detekci a kvantifikaci HIV pomoci magnetickych castic
pokrytych protilatkami proti GP120 a naslednym barvenim virion pomoci fluorescencnich
nanocastic (Kim et al., 2009). V naSem testu jsme imobilizovali purifikované IMV na
mikrokuli¢kach pokrytych proteinem G a S navazanymi protilatkami proti VACV. Vyhodou
tohoto pfistupu je moznost pouziti FSC a SSC pro identifikaci komplext mikrokuliek s viry.
Ackoliv se u VACV jedna o velky DNA virus, je z hlediska svételného rozptylu svou velikosti
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kolem 300 nm na hrané¢ detekovatelnosti b&zného pratokového cytometru jako napf.
BD LSRFortessa (Headland et al., 2014). K ur¢eni obsahu PS na navazanych virionech jsme
nasledné pouzili fluorescenéné znaceny protein Annexin V, ktery je schopen zakrytim PS
v membrané snizit infektivitu VACV (Mercer a Helenius, 2008). Za pomoci této metody jsme
zjistili, ze virus P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3 ve své membrané obsahuje vice PS nez
P13-SigE7LAMP-TK". Domnivame se tedy, ze morfogeneze IMV v bunkach obsahujicich
vysoké mnozstvi pro-apoptotického proteinu IGFBP-3 vede ke vzniku viriond se zvySenym
obsahem PS. Tyto viriony jsou efektivnéji macropinocytovany, coz ve vysledku zlepsuje
efektivitu infekce a zptisobuje lepsi mnozeni viru. Virus P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3 by se
tak in vivo mohl déle udrzet v hostiteli, coz by vedlo k déle trvajici stimulaci protinadorové
imunitni odpovédi a zpomalilo rGst nadort TC-1 v pfipadé terapeutické imunizace a

MK16/ABC nadori v ptipad€ imunizace profylaktické.

6.2. Imunizace proti M2 polarizovanym TAM

Pred zapocetim testovani DNA vakciny proti legumainu bylo nutné ovéfit, zda nadory
vyvolané bunkami MK 16 obsahuji TAM a zda tyto exprimuji legumain. Jako prvni jsme pro
urceni pouzili imunohistochemické metody, které ukézaly, ze nadory obsahuji makrofagy a
bunky exprimujici legumain. Histologie ovSem nebyla schopna zjistit, zda se u bunék
exprimujicich legumain jedna o makrofagy. Pro pfesné€jsi ureni jsme se rozhodli pouzit
prutokové cytometrie. Navrhli jsme tedy panel, ve kterém byly makrofagy definovany jako
bunky exprimujici F4/80 a MHC IL. tfidy. Testovani ov§em ukazalo, Ze tento panel je nevhodny,
jelikoz nedokaze jasné vyclenit skupinu TAM, ackoliv je schopny detekovat napf. peritonealni
makrofagy. To je dano zfejmé tim, ze M2 polarizované TAM mohou mit snizenou expresi
MHC 1l (Wang et al., 2011). Diferenciace M2 polarizovanych TAM je fizena IL-4, IL-10 a
TGF-B, které snizuji expresi transkripéniho transaktivatoru CIITA fidiciho expresi MHC II.
tiidy (O'Keefe et al., 1999; Lee et al., 1997). Na inhibici exprese CIITA se mohou podilet i
dalsimi molekuly nadorového mikroprostiedi jako napt. DcR3 (Chang et al., 2008). V nadorech
se muzeme setkat sprodukci PGE,, ktery prostiednictvim svého receptoru aktivuje
adenylatcyklazu produkujici cAMP. Cyklické AMP nasledn¢ aktivuje PKA, ktera fosforyluje a
inaktivuje CIITA (Li et al., 2001).

Rozhodli jsme se tedy TAM definovat jako buiiky exprimujici CD11b a F4/80. Timto
zpusobem se nam podafilo jasn¢ definovat populaci TAM, ve které jsme stanovovali expresi
legumainu. Jelikoz se legumain kromé endozomi a lysozomid vyskytuje na povrchu bunék
v komplexu sintegriny, kde se podili na degradaci ECM, rozhodli jsme se pro detekci
extracelularnim barvenim (Liu et al., 2003; Liu et al., 2012; Dall a Brandstetter, 2013;
Chen et al., 2001; Shirahama-Noda et al., 2003). Zjistili jsme, ze 48% TAM v nadorech

MK16/ABC exprimuje legumain. Béhem testovani panelti detekénich protilatek jsme rovnéz
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testovali pouziti riiznych disocia¢nich enzymi pro piipravu jednobunécné suspenze z nadort.
Porovnavali jsme pouziti trypsinu (EC 3.4.21.4) a akutazy, ktera predstavuje smés enzymu
motskych organizmu s proteolytickou a kolagenolytickou aktivitou. Zjistili jsme, ze z hlediska
vytézku legumain exprimujicich TAM se jako lepsi jevi pouziti akutazy. Pozorovali jsme, ze pfi
pouziti trypsinu je mnoZstvi detekovanych legumain® TAM signifikantng nizsi. To je ziejmé
dano tim, ze trypsin jako agresivnéjsi enzym muze Stépit povrchové molekuly a zpusobit
disociaci legumainu z povrchu TAM.

Nasledné jsme pftistoupili k ptipravé DNA vakciny. Pro zvySeni imunogennosti legumainu
jsme se rozhodli provést genové modifikace. Jako prvni jsme se rozhodli provést mutagenezi
vazebného RGD motivu. Vychazeli jsme pii tom z prace, ve které bylo pospéano, ze mutace
vVRGD motivu PC-1 vedla ke zméné lokalizace a stability (Lusson et al., 1997;
Rovere et al., 1999). Pfedpokladali jsme, Ze snizeni stability a zmény lokalizace by mohlo vést
ke zvySené tvorb¢é antigennich peptidd. V souladu s touto hypotézou jsme pozorovali, Ze
mutované legumainové proteiny maji inhibovanou maturaci a pozménénou lokalizaci v burice,
coz bylo spojeno se zhruba trojnasobnym zvySenim imunogennosti oproti nemutovanému
proteinu. Podobné zvySeni imunogennosti bylo pozorovatelné i v ptipadé, kdy byl do sekvence
pro legumain vlozen pomocny epitop p30 odvozeny od tetanového toxinu, schopny se vazat na
MHC II. tiidy a tak aktivovat pomocné CD4" T-lymfocyty. Kombinace obou modifikaci jiz
dalsi zlepSeni nepfinesla. Predpokladame, ze to mize byt zptisobeno srovnatelnym efektem
vlozeni epitopu p30 na maturaci a buné¢nou lokalizaci.

DNA vakcinace pomoci biolistické metody vede kindukci Tyl i Ty2 imunity
(Dean et al., 2003). T my jsme pozorovali, ze proti pomocnému epitopu p30 pouzitému v DNA
vakcinach proti legumainu odpovidaji jak Tpl, tak Ty2 lymfocyty (Smahel et al., 2014).
Cytokiny produkované T2 lymfocyty podporuji protilatkovou odpovéd” a mohou vést
k diferenciaci supresorovych M2 polarizovanych makrofagh (Ouyang et al., 1998;
Usui et al., 2003; Mantovani et al., 2004; Baay et al., 2011). Naopak Tyl lymfocyty jsou
dilezitou soucasti protinadorové imunity. Jsou dulezité pro proces licencovani, pfi kterém
aktivuji DC, z nichZ se stavaji lepsi stimulatory protinddorovych CD8* CTL (Ridge et al., 1998;
Bennett et al., 1997). Navic Tyl lymfocyty podporuji infiltraci CTL do nadort a chrani je pred
funkénim vycCerpanim (Bos a Sherman, 2010; Aubert et al., 2011).

Pro posileni indukce Ty1 odpovédi jsme se rozhodli zkombinovat imunizaci pomoci genové
pistole sIP podanim CpG-ODN, které funguje jako adjuvans posilujici Tyl odpoved
(Bode et al., 2011). Vysledky publikované nasi laboratofi ukazaly, ze systémové podani CpG
motivh mize posilit protinadorovy efekt DNA imunizace pomoci genové pistole
(Smahel et al., 2011). Z molekularniho hlediska nemetylované CpG motivy mimikuji
bakterialni DNA, ktera piedstavuje PAMP (Bode et al., 2011). Nemetylovana DNA je

rozpoznavana TLR-9 exprimovanym na pDC, ktery v nich prostiednictvim IRF7 indukuje
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produkci IFN I tfidy (Kumagai et al., 2008). Cytozolicka TIR doména TLR-9 interaguje
s adaptorovym proteinem MyD88. Ten interakci s dal$imi proteiny indukuje signélni drahy
vedouci k aktivaci NF-kB, AP-1 a IRFS, které indukuji expresi prozanétlivych cytokinti jako
jsou IL-6, IL-12 a TNF-a (Kumagai et al., 2008). Kromé produkce cytokini dochazi v pDC pod
vlivem aktivace TLR-9 ke zvyseni exprese MHC II, kostimula¢nich molekul CD40, CD80 a
CD86 (Bode et al., 2011). Nepodafilo se nam prokazat, ze by podani CpG posililo indukei Tyl
odpovédi proti legumainu (Smahel et al., 2014). Zaroven jsme nepozorovali zadny efekt na
indukci CD8" T-lymfocytd. Naopak, podini CpG u konstruktu LgmnRGG.TT1l vedla
K mirnému snizeni produkce IFN-y CD8" T-lymfocyty. Bylo pozorovéno, Ze systémové podani
CpG miize snizit aktivaci CD8" lymfocyti ve sleziné a to v diisledku indukce IDO na CD19"
DC (Smahel et al., 2011; Wingender et al., 2006; Mellor et al., 2005).

Indukce imunitni odpovédi proti télu vlastnim antigenim mutze byt inhibovana Treg.
Bylo popséno, Ze jejich deplece protilatkou proti CD25 miZe posilit aktivaci CD8" CTL
(Chuang et al., 2009). V souladu stimto pozorovanim deplece Treg pied imunizaci
signifikantné¢ zvySila imunitni odpoveéd proti legumainu pfi imunizaci konstruktem
LgmnRGG.TT1l.

Nasledné jsme ptistoupili k ovéfeni, zda imunizace konstruktem LgmnRGG.TT11 dokaze
sama nebo v kombinaci s depleci inhibovat rist nadord. Zjistili jsme, ze imunizace proti
legumainu signifikantné inhibuje rist nadorti a to stejné dobfe jako samotna deplece Treg.
Kombinace deplece Treg a imunizace proti legumainu dalsi zlepSeni nepfinesla a velikost
nadorti v této skupiné mys$i byla nepatrné vétsi nez u mysi, které byly jen imunizovany
LgmnRGG.TT1I. Ackoliv je CD25 konstitutivné exprimovano na povrchu Treg, dochazi k jeho
indukci i na aktivovanych efektorovych T-lymfocytech (Seddiki et al., 2006). Pi#i podani
anti-CD25 protilatky tak mtze rovnéz dochazet k eliminaci ¢asné aktivovanych efektorovych
T-lymfocyti.

Déle jsme analyzovali, zda je inhibice riistu nadorii spojena se snizenim poétu legumain®
TAM. Nepodafilo se nam prokazat, ze by imunizace LgmnRGG.TT1l snizovala mnozstvi
legumain® TAM. Pro analyzu pritokovou cytometrii jsme vybirali vzdy nadory, které byly
Vv nejdelsim rozméru velké min. 1 cm. Je mozné, Ze u takto velkych nadortt dochazi k akumulaci
legumain® TAM hlavné v hypoxickych oblastech. Tento predpoklad je zaloZen na pozorovanich,
ktera ukazuji, ze TAM preferencné infiltruji hypoxické oblasti nadord (Chanmee et al., 2014).
Navic bylo pozorovano, ze ke zvySené expresi legumainu dochazi za hypoxickych podminek
(Chen et al., 2015; Luo et al., 2006). V hypoxickych oblastech dochazi pod vlivem HIF-1a ke
zvysené produkci laktatu, ktery inhibuje funkci CD8" CTL (Semenza 2009;
Fischer et al., 2007). Navic i samotné T-lymfocyty reaguji na hypoxii zvySenim exprese HIF-
lo, ktery negativné reguluje signalni transdukci z TCR a sniZuje expresi pro-zanétlivych

cytokina (Kumar a Gabrilovich, 2014). Hypoxie podporuje aktivitu CD39 a CD73, coz vede
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k akumulaci imunosupresivniho adenosinu (Kumar a Gabrilovich, 2014). Hypoxické podminky
mohou dale podporovat expresi koinhibi¢ni molekuly PD-1L na TAM, coz muze vést k inhibici
CD8" CTL (Noman et al., 2014). Pfedpokladdme tedy, ze by k eliminaci legumain® TAM mohlo
dochazet v ranych fazich, kdy jsou nadory jesté malé a CD8" CTL maji lepsi piistup k TAM.
Diky odstraniovani TAM by tak nadory byly ve svém ristu znevyhodnény. Neda se ovSem
vyloucit moznost, Ze legumain v nadorech exprimuji i jiné buniky, jako napf. samotné nadorové
buniky MK16/ABC. Nicméné analyza MK16/ABC pomoci western-blotu expresi legumainu
neprokazala (data nejsou ukazana). K jeho indukci by ovSem mohlo dojit in vivo pod vlivem
hypoxie, coz ovS§em neukazuji histologické fezy.

Nepodaftilo se ndm rovnéz prokézat, ze by imunizace proti legumainu snizovala tvorbu
plicnich metastaz. Vyvoj plicnich metastaz u nadort vyvolanych MK16/ABC Kkoreluje
s vyvojem primarniho nadoru (Mikyskova et al., 2000). Analyzovali jsme tedy mysi, jejichz
nadory dosahly velikosti 1 cm®. Je mozné, Ze je pii této velikosti nadordi imunitni systém jiz

vycerpany a nedokaze tvorbé metastaz zabranit.
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7{.7.aveér

Testovali jsme dvé strategie modulace nadorového prostiedi. Prvni strategie spocivala
v konstrukei rekombinantnich vird vakcinie nesoucich tumor supresorovy gen IGFBP-3 a
imunogen SigE7Lamp. Zjistili jsme, Ze nejvyssi exprese IGFBP-3 je dosazeno, pokud se gen
nachazi pod kontrolou ¢asného promotoru H5. Pozorovali jsme, ze vysokd hladina exprese
IGFBP-3 korelovala s inhibici riistu nadord u mysi imunizovanych virem P13-SigE7LAMP-H5-
IGFBP-3. Na druhé stran¢ jsme ukazali, Ze samotna exprese IGFBP-3 rist nadort neovliviuje.
Ve snaze objasnit mechanizmus pozorovaného inhibi¢niho efektu, jsme zjistili, Ze se virus P13-
SigE7LAMP-H5-IGFBP-3 mnozi signifikantné 1épe nez kontrolni virus P13-SigE7LAMP-TK" a
jeho lepsi mnozeni souvisi s vysokou hladinou exprese IGFBP-3. Strukturni analyza viru P13-
SigE7LAMP-H5-IGFBP-3 odhalila n€kolik odlisnosti od viru P13-SigE7LAMP-TK'. Zaprvé
jsme zjistili, Ze v dasledku vysoké hladiny exprese IGFBP-3 dochazi k jeho inkorporaci do IMV
P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3, a Ze toto koreluje s lepsi adsorpci viru na buriky. Zadruhé jsme
pozorovali, Ze vysoka hladina exprese pro-apoptotického IGFBP-3 zpiisobuje zvySeni mnozstvi
PS v membran¢ IMV P13-Sige7LAMP-H5-IGFBP-3 oproti P13-SigE7LAMP-TK'. Pro piimé
méfeni obsahu PS ve virionech r'VACV jsme navrhli metodu, pii které jsou viry pomoci
protilatek proti VACV imobilizovany na mikrokulickach. Mnozstvi PS jsme pak stanovovali
pomoci pritokové cytometrie. Na zakladé téchto vysledkli jsme navrhli hypotézu, v niz

ptedpokladame, ze vysoka hladina IGFBP-3 vede ke zvySeni mnozstvi PS a jeho inkorporaci do

Vv
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spojeno s delsi stimulaci imunitni odpovédi, ktera nasledné dokaze inhibovat rdst nadort
vyvolanych buiikami TC-1. Nase pozorovani tedy naznaluji, ze je mozné ménit obsah PS
v IMV VACYV a tak ovliviiovat mnozeni rekombinantnich virt.

Druha strategie spocivala v konstrukci DNA vakciny proti M2 polarizovanym TAM, které
se vyznacuji zvySenou expresi endopeptidazy legumain. V prvni fazi jsme charakterizovali
model cervikalniho karcinomu zaloZzeny na buikach MKI16/ABC z hlediska ptitomnosti
legumain® TAM. Za pouziti imunohistochemie a priitokové cytometrie jsme zjistili, Ze nadory
vyvolané butikami MK16/ABC obsahuji TAM, a Ze 48% z nich exprimuje legumain. Nasledné
jsme pristoupili k pfipravé DNA vakciny, ve které jsme pro zvySeni imunogennosti legumainu
navrhli dvé genové modifikace a to mutaci v sekvenci RGD a vloZeni pomocného epitopu p30.
Ukazali jsme, Ze obé modifikace ovliviiuji maturaci genu pro legumain a jeho bunéénou
lokalizaci, coZ je spojeno se zvySenou indukci imunitni odpovédi proti legumainu. Zjistili jsme,
ze dal$i kombinace mutageneze RGG a vlozeni epitopu p30 jiz k dalSimu zvySeni imunitni
odpovédi nevede. Jelikoz DNA vakcinace biolistickou metodou indukuje také Ty2 odpoved,

rozhodli jsme se posilit indukci Tyl a CD8'CTL odpovédi pomoci poddni CpG nebo depleci
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Treg. Zjistili jsme, ze zatimco podani CpG jiz k dal§imu zvySeni CTL odpovédi nevede, deplece
Treg signifikantné posilila indukci imunitni odpovédi konstruktem LgmnRGG.TT1l. Imunitni
odpovéd’ indukovana LgmnRGG.TT11 signifikantné potlacovala rist nadord MK16/ABC a to
stejn¢ dobie jako samotna deplece Treg. Kombinace deplece Treg a naslednd imunizace
LgmnRGG.TT1I jiz dalsi zlepSeni nepfinesla. Sledovali jsme, zda imunizace proti legumainu
snizi mnoZstvi legumain® TAM vV nadorech a bude schopna inhibovat tvorbu metastaz.
Nepodaftilo se ndm prokazat, ze by imunizace DNA vakcinou LgmnRGG.TT11 snizila mnozstvi
legumain® TAM v nadorech nebo byla schopna potlacit tvorbu plicnich metastdz. Domnivame
se, ze imunizace proti legumainu inhibuje rst nadorti v ranych fazich vyvoje. VEtsi nadory se
jiz kontrole imunitniho systému vymykaji, coz umoziiuje tvorbu plicnich metastdz. Legumain®
TAM se pak mohou ve vétSich nadorech akumulovat v hypoxickych oblastech, kde nejsou

piistupny k cytolyze CD8" CTL.
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