Univerzita Karlova

Prirodovédecka fakulta

Studijni program: Biologie

Studijni obor: Imunologie

Bc. Veronika Miltrova

Analyza exprese cytokinii u MeLiM prasec¢iho modelu regredujiciho melanomu

Cytokine expression in regressive melanoma on porcine MeLiM model

Diplomova prace

Skolitelka: Mgr. Helena Skalnikova Kupcova, Ph.D.

Praha, 2020



Prohlaseni

ProhlaSuji, ze jsem zavéreCnou praci zpracovala samostatné a Ze jsem uvedla vSechny pouzité
informacni zdroje a literaturu. Tato prace ani jeji podstatna ¢ast nebyla predlozena k ziskani

jiného nebo stejného akademického titulu.

V Praze, 08.06.2020 Bc. Veronika Miltrova



Podékovani

Rada bych podékovala zejména Helené¢ Kupcové Skalnikové za vedeni pifi navrhovani
experimentll, analyz a i pfi psani diplomové prace, za jeji trp€livost a velmi cenné rady. Dale
bych rada podekovala Petru Vodickovi za neskute€nou pomoc pfi zpracovani ziskanych dat a
jejich analyz. Katefiné Kepkové Vodickové za pomoc se zvladnutim qPCR techniky a vSech
mezikroki s tim souvisejicich, a dale za vénovani primeri pro qPCR experiment. Jané Cizkové
za pomoc pfi ziskani analyzovaného materidlu z MeLiM prasat a jeji péci o né, a déle za
vénovani primerd pro qPCR experiment. Vratislavu Hordkovi za pomoc s histologickou
analyzou a za poskytnuti podrobnych informaci ohledné¢ MeLiM modelu. M¢ diky patii také
Jitce Klu¢inové a Jaroslavé Sestakové, které byly vzdy mou pravou rukou, kdyz jsem
potiebovala. Rada bych podékovala vSem c¢leniim laboratofe tvoficim piijemny pracovni
kolektiv, ktefi mi vzdy byli ochotni jakkoliv pomoci. A v neposledni fad€ bych rada podékovala

svému snoubenci a celé rodin¢ za veskerou podporu béhem mého studia.



Abstrakt

Kozni melanom je velmi agresivni nadorové onemocnéni se stale se zvysujici incidenci. Vznika
maligni transformaci koznich pigmentovych bunck (melanocytl). Nejvétsi podil na vzniku
melanomu ma slune¢ni UV zafeni a opakované spaleni. Pfiblizn¢ v 10 % ptipadii melanom
vznika na dédicném podklad¢€. Pacienti s koznim melanomem diagnostikovanym v ¢asném
stadiu bez zalozenych metastaz maji velmi dobrou prognozu a k 1é€bé mnohdy staci pouze
chirurgické odstranéni primarniho naddoru. Oproti tomu pokrocila stadia kozniho melanomu
jsou jen tézko 1€citelna a Casto dochézi k progresi onemocnéni. Kozni melanom je oznacovan
jako imunogenni nador, ktery je Casto infiltrovan bunkami imunitniho systému. Nadory
s infiltraci imunitnimi bunkami maji lepsi prognoézu. Mlze dochdzet i ke spontdnni regresi.
Béhem nékolika poslednich let byl v 1é¢bé melanomu zaznamendn pokrok v terapii s vyuzitim
tzv. checkpoints molekul (anti-CTLA-4 a anti-PD-1) k aktivaci pacientova imunitniho systému
k rozeznéni nadorovych loZisek. V nddorovém mikroprostiedi hraji dilezitou roli cytokiny,
umoznujici komunikaci mezi bunikami a regulujici jejich proliferaci a migraci a tim vyvoj

nadoru. Cytokiny mohou byt vyuzity v podptrné terapii (IL-2, [FNa).

Tato prace sledovala hladiny exprimovanych cytokinli za vyuziti prase¢iho modelu dédi¢ného
kozniho melanomu, konkrétn¢ linie MeLiM prasat. Na tomto unikétnim modelu byla sledovana
exprese cytokinil na irovni mRNA a proteind v pribéhu pocatecnich stadii spontanni regrese
melanomu. Byla nalezena zvySend exprese IL-6 v nadorové tkani oproti okolni zdravé kizi.
Nasledné byly vyznamné zmény v expresi cytokinii porovnany s vysledky jinych studii.
Analyza imunologickych zmén béhem spontanni regrese na MeLiM modelu mize pomoci

pochopit biologii nadoru a pfinést poznatky vyuZzitelné 1 v lidské medicing.

Kli¢ova slova: kozni melanom, cytokiny, IL-4, IL-6, IL-8, MeLiM, praseci model, spontanni

regrese



Abstract

Cutaneous melanoma is a very aggressive cancer with increasing incidence. It originates from
transformed pigmented skin cells (melanocytes). The main risk factor for melanoma
development is exposure to UV light and repeated sunburns. In approximately 10 % of cases,
melanoma occurs on hereditary basis. Patients with cutaneous melanoma diagnosed in early
stages have very good prognosis, with surgical resection of the primary tumour being mostly
sufficient for treatment. In contrast, the advanced melanoma stages with metastases are often
progressive and refractory to conventional therapies. Cutaneous melanoma is referred to as an
immunogenic tumour that is frequently infiltrated by cells of the immune system. Tumours with
immune cell infiltration show better prognosis. Spontaneous regression may occur. Over the
last few years, progress has been made in the treatment of melanoma using checkpoints
molecules (anti-CTLA-4 and anti-PD-1) to activate patients own immune system to recognize
tumour lesions. In the tumour microenvironment, cytokines play an important role, enabling
communication between cells and regulation of cell proliferation and migration and thus the

tumour development. Cytokines (IL-2, [FNa) can be used in adjuvant therapy of melanoma.

This work analysed levels of expressed cytokines in a porcine model of hereditary cutaneous
melanoma — MeLiM pig. In this unique model, cytokine expression was monitored at the
mRNA and protein levels during initial stages of melanoma regression. Increased expression
of IL-6 in the tumour tissue, compared to adjacent healthy skin, was detected. Subsequently,
significant changes in cytokine levels were discussed with findings from other studies. Analysis
of immunological changes during melanoma spontaneous regression on MeLLiM model might
help us to understand the tumour biology and has a potential to bring new knowledge applicable

in human medicine.

Key words: cutaneous melanoma, cytokines, [L-4, IL-6, IL-8, MeLiM, pig model, spontaneous

regression
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1 Uvod

Kozni maligni melanom je velice agresivni nddorové onemocnéni vychdzejici z pigmentovych
bunc¢k melanocytd. V soucasné dob¢, kdy jiné typy nadorovych onemocnéni zaznamenavaji
v zapadnim svéteé spiSe pokles incidence, u kozniho melanomu incidence naopak stoupa (Ferlay
et al., 2015). Hlavnim rizikovym faktorem vzniku kozniho melanomu je intenzivni expozice
pokozky slune¢nimu zatfeni. Vznik tohoto naddoru déle ovlivituje genetickd vnimavost, faktory
prostfedi a imunosuprese (Schadendorf et al., 2015). Pfiblizn¢ 10 % melanomt se vyskytuje
v rodinach, kde pfitomnost zarodecnych mutaci vede ke zvySené vnimavosti jedinct ke vzniku
onemocnéni. Progndza pacientli je vysoce zavisld na stddiu nadorového loziska v dobé
diagndzy. Pti v€asné diagnoze (stadium 1) je ptiblizné 99 % pravdépodobnost pétiletého preziti.
Naopak nadory Sifici se mimo svou plvodni lokalizaci maji velmi Spatnou prognozu.

V poslednich letech doslo ke skokovému posunu v 1é¢ebnych metodach kozniho melanomu,

nove jsou vyuzivané inhibitory kindz a blokatory molekul kontrolnich uzlt.

Nédorové mikroprostfedi melanomu je velice heterogenni. Je tvofeno nejen malignimi
melanocyty, ale i keratinocyty a podptirnymi buiikami stromatu (fibroblasty, endotelové buiiky,
imunitni bunky, aj.) a extraceluldrnim prostfedim (napt. extracelularni matrix). Vzijemné
interakce slozek mikroprostiedi ovliviiuji vznik, rast a Sifeni nddoru. Melanom je imunogenni
nador, €asto hojné infiltrovany imunitnimi buiikami, coz ovliviiuje progndézu onemocnéni.

V komunikaci mezi bunikami nadorového mikroprosttedi a zaroven v regulaci imunitni

odpovédi hraji velmi dileZitou roli signalni proteiny, zejména pak cytokiny.

Cytokiny jsou sekretované proteiny, které jsou schopny regulovat, aktivovat nebo naopak
inhibovat aktivitu imunitnich buné€k a soucasné ovliviiuji sekreci jinych cytokinti a regulac¢nich
faktorti. Cytokiny a jejich receptory se pouzivaji v klinické praxi k diagnostice a prognostice
nadorovych onemocnéni. Dalsi vyuziti maji v terapii, kde pomoci cytokini lze ovlivnit
nastaveni imunitniho systému a podpofit ¢i nastartovat ptirozenou protinadorovou imunitu.
V této oblasti nejsou vsak jeste¢ vSechna mista probadana a vzhledem k nizkym koncentracim
sekretovanych cytokint je cely systém velice citlivy k disharmonii a k vnéjSim zasahtim. Proto
je nutno stale rozvijet naSe poznatky o systému jako celku a snazit se mu porozumét. Tyto
poznatky lze potom uplatnit ke zlepSeni diagnostickych 1 terapeutickych postupl a zvysit tak

Sanci pacientll na preziti.



Tato prace je zaméfena na analyzu exprese a hladin sekretovanych cytokinti u kozniho
melanomu na praseCim modelu dédicného melanomu. Prase¢i model vykazuje c¢loveku
podobnou histologickou stavbu kiize. Linie libéchovskych miniaturnich prasat nesoucich
melanoma (MeLiM — Melanoma bearing Libechov Minipig) byla vyslechténa kiiZzenim
spontannim melanomem postizenych jedinct v Ustavu Zivo&isné fyziologie a genetiky AV CR,
v.v.1. v Libéchove¢, kde svoji diplomovou praci vypracovavam. Cytokiny jsem sledovala béhem
vyvoje onemocnéni na trovni mediatorovych ribonukleovych kyselin (mRNA) a soucasn¢ na
urovni proteini. K detekci cytokinil na irovni proteinli jsem pouzila vysoce citlivou metodu
multiplexni pratokové cytometrie — Luminex XMAP analyzu, s jejiz pomoci jsme schopni
detekovat 1 velmi nizké koncentrace proteinii a zaznamenat zmény v jejich sekreci. Hladiny
cytokinli jsou porovnany s histologickym nélezem a celkovym stavem zvifat s cilem najit

molekuly souvisejici s regresi nddorovych lozisek.

V krevni plazmé MeLiM selat s regredujicim pribéhem onemocnéni jsme prokdzali vyssi
hladiny interleukinu 4 (IL-4) oproti krevni plazmé selat s progredujicim vyvojem melanomu.
V néadorové tkani jsme zjistili vyssi hladiny mRNA kédujici cytokiny IL-6 a IL-1 nez v okolni

zdravé kuzi.
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2 Soucasny stav poznani

2.1 Kozni maligni melanom

Kozni maligni melanom je zhoubné nédorové onemocnéni, vznikajici z melanocytt.
Melanocyty jsou kozni pigmentové builkky ptvodem zneurdlni listy, které béhem
embryogeneze osidluji epidermis. Melanocyty jsou zodpovédné piedev§im za produkci a
transfer biopolymeru melaninu do okolnich bunék, a to pievazné do keratinocytt. Epidermalni
melanocyty tvoii silné a tésné kontakty s okolnimi keratinocyty, a pravé diky t€émto tésnym
spojum je pfenos melaninu umoznén. Melanin je pigment, ktery ma za kol chrénit ktizi pred
ultrafialovym (UV) zafenim. Melanocyty se nejvice vyskytuji v kizi, dale pak ve vlasovych

folikulech, vnitinim uchu a meningach uvedlniho traktu oka (Cichorek et al., 2013).

Maligni melanom je povazovan za jedno z nejagresivnéjSich nddorovych onemocnéni, které je
zaroven velmi terapeuticky rezistentni. Podle dostupnych dat dochazi ke stale se zvySujici
incidenci tohoto naddorového onemocnéni, zejména v evropské, severoamerické a australské

populaci.

Melanomageneze neboli proces, kdy se z melanocyti stdvd melanom je nékolika krokovy
proces. Pfi maligni transformaci dochéazi k proliferaci melanocytli a formovéani névii nebo
benigni kozni 1éze, kde se melanocyty seskupuji a ztraceji svij charakteristicky kontakt
s keratinocyty (Haass et al., 2005). Za b&éznych podminek homeostdza urcuje, zda buika
zustava v klidovém stavu, proliferuje, diferencuje nebo podléha apoptéoze. Homeostatické
podminky nastavuji keratinocyty pomoci komplexniho systému parakrinnich riistovych faktort
a mezibunécénych adheznich molekul. V momenté vychyleni z homestatického stavu (snizena
exprese receptori na melanocytech, zvySena exprese receptort a signdlnich molekul, ztrita
ukotveni k bazalni membran¢) mize dochézet k dysregulaci bunééného cyklu a nekontrolované

proliferaci, kterd miize vygradovat az ke vzniku kozniho melanomu.

K diagnostice se pouziva klasifikacni algoritmus ABCDE — asymetrie (Asymmetry),
nepravidelné ohraniceni (Border), barevna pestrost (Color), prumér (Diameter) a vyvoj v Case
(Evolving). V kone¢ném disledku rozliSujeme néckolik stadii melanomu, podle rozli¢nych
meéfitek, napt. Clarkeho stupnice, Breslowova stupnice a TNM klasifikace (rozsah primarniho
nadoru, metastazy v regionalnich miznich uzlinach, vzdalené metastazy). Kozni melanom se

vyskytuje ve Ctyfech zdkladnich histologickych typech — povrchové se Sifici melanom,
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noduldrni melanom, lentigo maligna melanom a akrolentigindzni melanom (Rastrelli et al.,

2014).

Na obrazku €. 1 je zndzornén rozsah primarniho nadoru (T) a postupné prortstani nadoru

vrstvami kiize (Satheesha et al., 2017).

Epidermis:

Dermis —

Fat layer— |

Obr. &. 1: T stadia melanomu. Na zaklade hloubky primarniho nadoru je urcovano stadium
melanomu. ,, Tis ““ predstavuje pocatecni fazi melanomu a nador je lokalizovan v epidermis (1j.
pokozce). Primarni nador T1 ma hloubku mensi nez 1 mm a je stdle lokalizovan v epidermis.
Pokud doslo k ristu nadoru do skary (dermis) a jeho hloubka je pohybuje od 1 mm do 2 mm, je
nador v T2 stadiu. Stadium T3 zahrnuje nddory tloustky primarniho loZiska 2 az 4 mm, pokud
Jjsou stale lokalizovany v dermis. Pokud je hloubka riistu primarniho nadoru vétsi nez 4 mm a
SiFi se mimo dermis, je oznacovan stadiem T4 (Satheesha et al., 2017).

V 1écbé melanomu se pouziva chirurgické vyfiznuti, chemoterapie, cilend terapie a
imunoterapie, nékdy je zafazena i radioterapie (Crompton et al., 2019). Nadory v pokrocilych
stadiich na 1é¢bu reaguji jen omezené. Casto v praxi dochazi ke kombinaci réiznych 1é¢ebnych
postupti.

Kromeé klasické 1écby pomoci excize, chemoterapie a ptipadné radioterapie se v klinické 1écbé
vyuzivd 1 imunogenity vlastniho nadoru. V poslednich 20 letech byla snaha vyuzit IL-2
k aktivaci T a B lymfocytli v boji s nddorovymi lozisky u metastazujicich melanomii. Tato 1écba
je vSak uspésna jen u nekterych pacientli a je ¢asto doprovazena vedlej$imi ucinky. K aktivaci

imunitniho systému se od roku 2011 vyuziva i interferon o-2b (IFNa-2b). K obrovskym
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pokrokiim a zefektivnéni terapie doslo po zavedeni protilatek proti molekulam kontrolnich
uzlt, kam patii cytotoxicky T-lymfocytarni antigen 4 (CTLA-4) a molekula programované
bunééné smrti 1 (PD-1) a ligand programované bunécné smrti 1 (PDL-1) (Hartman & Lin,
2019). Tyto moderni imunoterapie maji za cil zejména zvysit pocet cytotoxickych lymfocytii

diferencia¢ni skupiny 8" (CD8™).

2.2 Epidemiologie kozniho melanomu

Kozni melanom je multifaktoridlni onemocnéni vznikajici interakci mezi genetickou
predispozici a faktory vnéjSiho prostiedi. Mezi hlavni rizikové faktory podilejici se na
etiopatogenezi kozniho melanomu patii velké mnozstvi béznych melanocytarnich néva,
atypické névy, svétly kozni fenotyp, vystaveni UV zéfeni a pozitivni rodinnad anamnéza (Rossi
et al., 2019). UV zareni ma velky vliv na vyvoj melanomu, a to az u 90 % ptipada (Jr et al.,
2015). Podil na vzniku melanomu mohou mit i genetické predispozice a piiblizné v 10 %

ptipadd se melanom vyskytuje v rodinach (familidrni melanom )(Florell et al., 2005).

V poslednich dekadach dochdzi ke zvySeni incidence kozniho melanomu v celosvétové
populaci, a to 0 3-8 % ro¢né (Erickson & Driscoll, 2010; Garbe & Leiter, 2009; Melanoma Skin

Cancer | Understanding Melanoma, n.d.). Tento trend je zaznamenan na obrazku ¢. 2.
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Obr. €. 2: Incidence melanomu. Grafické zndzorneni zvysujici se incidence melanomu mezi
roky 1992 az 2017 ve Spojenych statech Americkych (hodnota vztazena na 100 000 osob).
Stejny trend je sledovan na Evropské urovni i v jednotlivych samostatnych statech(Melanoma
of the Skin - Cancer Stat Facts, n.d.).
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V Ceské republice patfi kozni melanom u obou pohlavi mezi jedno z nejéastéji
diagnostikovanych nadorovych onemocnéni. Ro¢né je v CR diagnostikovano okolo 2000
ptipadl. Stejné jako ve svéte i u nds incidence novych piipadi narasté (obr. €. 3) (SVOD Report,

n.d.).
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Obr. & 3: Incidence a mortalita. Casovy vyvoj incidence a mortality maligniho melanomu
v Ceské Republice mezi lety 1977 az 2017(SVOD Report, n.d.).

Na rozdil od vzristajici incidence ma mortalita u maligniho melanomu v CR setrvaly az
klesajici trend (obr. €. 3). To muze byt z velké Casti zptisobeno v€asnou diagnostikou. Rana
stadia, kdy je nador lokalizovany a jde snadno operativné odstranit, maji vysokou Sanci na
uspésnou l1écbu (u pacientl diagnostikovanych v 1. stadiu kozniho je zhruba 99 % Sance Sletého
preziti) (2018a, 2018b). Nadory v pozdéjsich stadiich, zejména pak s tvorbou metastaz
(nejcastéji napt. v regiondlnich lymfatickych uzlinach, sleziné, plicich, mozku), jsou casto
rezistentni ke konvencnim terapiim a maji rychly progresivni pribéh koncici fatalné (Soengas
& Lowe, 2003). Obrazek ¢. 4 ukazuje pétileté preziti u pacientli podle stddia nadoru v dobé

diagnozy.
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Obr.C. 4: Grafické znazornéni pétiletého prefiti pacientii s melanomem, podle rozsahu
primdrniho loZiska. Pocet prezivsich je vyjadien v procentech. U lokalizovaného kozniho
melanomu bez zasazeni regiondalnich lymfatickych preziva min. 5 let 99 % pacientii. Pri
postizeni regionalnich lymfatickych uzlin klesne 5-leté preziti na 66.2 %. Jsou-li zalozeny i
vzdalené metastazy je pravdépodobnost 5-letého preziti pouze 27,3 % (Melanoma of the Skin -
Cancer Stat Facts, n.d.).

Velkou nadé&ji pro 1écbu a prognostickou diagnostiku metastdz maligniho melanomu je validace

a predikce biomarkerti spojenych s timto onemocnénim.

2.3 Familiarni koZni melanom

Jak jiz bylo feceno, pfiblizn€ u 8 az 12 % pacientid dochazi k familiarnimu vyskytu koZzniho
melanomu. Definice familidrniho melanomu je spojena s pozitivni rodinnou anamnézou, kde
se vyskytuji dva melanomové novotvary v pfimé piibuznosti nebo tfi a vice pacientl
s melanomem z jedné a té samé strany rodiny (Gandini et al., 2005). S vétSim rizikem vzniku
kozniho melanomu je spojovan i urcity fenotyp ¢lovéka, obecné oznacovan jako svétly fototyp
(fototyp I). Tento fototyp se vyznacuje piedevSim svétlou kazi, vétSim mnozstvim pih,
blond’atymi, svétlymi nebo zrzavymi vlasy, modryma, zelenyma nebo Sedyma o¢ima. KoZzni

melanom je u té€chto pacientl ¢asto diagnostikovan v mladSim veéku (<40 let).

16



Bylo objeveno nékolik gent, jejichz zarodecna mutace mtize vést k familidrnimu vyskytu
kozniho melanomu. Jako prvni s predispozici ke vzniku melanomu byl identifikovan gen
inhibitoru cyklin-dependentni kinazy 2A (CDKN2A), ktery koduje pl6™K4A a p14ARF tymor
supresorové proteiny (CDKN2A Gene - GeneCards | ARF Protein | ARF Antibody, n.d.).
Protein pl16™K4A v p¥ipadé mutace neni schopen inhibovat cyklin-dependentni kinazu 4
(CDK4) a jeji enzymatickou aktivitu (Wolfel et al., 1995). Cetnost vyskytu konkrétni mutace
zalezi na rodinné anamnéze a zemépisné lokalizaci (Goldstein et al., 2006). Zatim zname asi
30 missense mutaci na CDKN2A, z toho se nej¢astéji vyskytuje pouze pét variant (Goldstein et
al., 2006). Ukazalo se, ze jak CDKN2A, tak CDK4 piedstavuji geny, jejichz mutace vyrazné

zvysuji pravdépodobnost vyvoje maligniho melanomu (angl. High susceptibility genes).

Dal$i mutace ovliviiujici vznik melanomu byla identifikovdna v genu pro prsni rakovinu 1
(BRCA1) asociovaném proteinu 1 (BAP1). Mutace tohoto genu vede ke ztraté¢ exprese BAP1.
BAP1 funguje jako soucést proteinti reagujici na poSkozeni deoxyribonukleovych kyselin
(DNA), oprava dvoufetézcovych zlomi (Ismail et al., 2014). Zarodecné mutace transkripéniho
faktoru asociovaného s mikroftalmii (MITF) zvySuji riziko vzniku kozniho melanomu tfikrat
az pétkrat (Soura et al., 2016). MITF je hlavnim transkripénim regulatorem melanomového
inhibitoru apoptézy (ML-IAP), ktery je exprimovan v naddorové tkdni melanomu. Z tohoto

divodu by MITF mohl mit vliv na progresi naddoru (Dynek et al., 2008).

Genové mutace jsou spojené s diive)si incidenci kozniho melanomu, oproti rodindm bez mutaci

se melanom vyskytuje az o 9 let diive (Goldstein et al., 2006).

svétly typ kiize
svétlé vlasy a oéi zemépisna Sifka

schopnost opalovani, sklony

ke spaleni
kumulativni expozice

veétii pocet béZnych névil MELANOM UV zareni
piitomnost atypickych névi
. - historie spaleni pii opalovani
osobni nebo rodinna historie
melanomu
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Obr.¢. 5: Priciny melanomu. Melanom je multifaktorialni onemocneéni, na kterém se podili jak
genetické (vlevo), tak environmentalni (napravo) faktory podporujici vyvoj nddorového
onemocneni. Obrazek upraven podle predlohy (Psaty et al., 2010).

2.4 Nadorové mikroprostiedi

Nadorové mikroprostiedi je velice heterogenni a neskldda se pouze z transformovanych
melanocytd, ale také ze zdravych stromalnich bunék, jako jsou keratinocyty, fibroblasty,
endotelové bunky a bunky imunitniho systému. Interakce mezi malignimu builkami a
podpirnymi bunikami stromatu, interakce bunék s extracelularnimi slozkami, jako jsou
extracelularni matrix ¢i sekretované faktory, se dohromady ucastni regulace riistu a Sifeni

maligniho melanomu nebo miizou ovliviiovat i odpovéd’ nadoru na 1éCbu.

2.5 Spontanni regrese koZzniho maligniho melanomu

U 10-50 % piipadi kozniho melanomu dochazi k samovolnému vymizeni ¢asti primarniho
loziska, tj. ¢aste¢né spontanni regresi (Blessing et al., 1990; Bodurtha et al., 1976; Kalialis et
al., 2008). Spontanni regrese je Eversonem a Colem definovana jako ,,¢astecné nebo uplné
vymizeni maligniho nadoru pii absenci veskeré 1écby nebo v pfitomnosti terapie, kterd je
povazovana za nedostatecnou k tomu, aby méla vyznamny vliv na neoplastické onemocnéni*
(Cole & Everson, 1956). Uplné vymizeni primarniho loZiska (kompletni regrese) je u ¢lovéka
zdokumentovéana jen v né€kolika desitkach ptipadii. Spontanni regrese je velice dynamicky
proces, pii kterém dochézi k infiltraci nddorového loZiska T lymfocyty (Osella-Abate et al.,
2019), destrukci melanomovych bunék a nadorova tkan je poté nahrazena tkani pojivovou
s vysokym zastoupenim kolagenu a lamininu (Planska et al., 2018; Wenzel et al., 2005).
Regrese u kozniho melanomu je spojena s autoimunitni depigmentaci kiize, vlasii a oc¢ni
duhovky a s vyskytem vitiliga (Maio, 2012; Vincent-Naulleau et al., 2004). K depigmentaci
vlasti dochazi obvykle lokalizovanym vybélovanim od nadorového loZiska, ale neni vylouc¢eno

ani nadhodné vybélovani kdekoliv po téle.

Maligni melanom je oznacovan jako imunogenni nador. Oznaceni ziskal z divodu €astéjsiho
vyskytu spontanni regrese oproti jinym nadorovym onemocnénim, lepsi prognézou diky
pfitomnosti nador infiltrujicich lymfocytt (TILs) a také diky pozitivnim efektiim imunoterapii
(Everson, 1964). Jednim z moznych vysvétleni castého pozorovani Castecné regrese u
melanomu je jeho snadna vizualizace, vzhledem k umisténi nadoru na povrchu téla (Maio,

2012). Kozni melanom je schopen vyvolat imunitni reakci a aktivovat imunitni systém.
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Infiltrované imunitni bunky poté sekretuji dilezit¢ latky pro destrukci nadorové tkane,
dysregulaci nadorového mikroprostredi a vytvaii zanétlivé reakce. Veskeré tyto reakce
vyvolavaji kaskadu dalSich imunitnich protinddorovych odpovédi a zvySuji pravdépodobnost

regrese melanomu (Bourneuf, 2017; Cole & Everson, 1956).

2.6 Cytokiny a chemokiny

Cytokiny a chemokiny hraji velmi dtlezitou roli v regulacnich mechanismech nadorového
mikroprostiedi. Cytokiny jsou malé sekretované proteiny zodpoveédné za bunécnou proliferaci,
migraci a polarizaci imunitni odpovédi. Jsou produkovany bunikami imunitniho systému, ale
stejné tak 1 neimunitnimi bunikami z okolni tkan¢. VétSina cytokini ma pleiotropni ucinek a
zprostfedkovava komunikaci mezi buiikami. Jednotlivé cytokiny se vzéjemné ovliviiuji a Casto
se mohou i zastupovat. Tato kaskdda vzajemné regulace a interakce se oznacuje jako tzv.
cytokinova sit’ (Borish & Steinke, 2003). Nespornou vyhodou cytokint je, Ze ptsobi velice
rychle a pfi velmi nizkych koncentracich, diky ¢emu mulze organismus reagovat velmi
pohotové. Ale proto je také nezbytné pfi jejich detekci vyuzivat vysoce senzitivni imunologické
techniky, které jsou citlivé i k relativné malym zménam v hladinach cytokinii (Valekova et al.,

2015).

Cytokiny jsou dynamické proteiny, které maji mnoho funkci — aktivacni, regulacni,
prozanétlivé, protizanétlivé, riistové a ovlivituji 1 diferenciaci a proliferaci bunék. V neposledni
fadé¢ se cytokiny také podileji na protinddorové imunitni odpovédi a maji na sv€édomi nastaveni
imunitniho systému pacienta, kde dochézi k odstranéni nadorovych bunék nebo jejich toleranci.
V dasledku toho muze dochazet k rastu nadoru, infitraci nddorového stromatu imunitnimi

buiikami, angiogenezi a tvorb& metastaz.

Imunitni odpovéd’ pacienta na nddorové onemocnéni lze predikovat na zakladé hladin cytokinti
pfitomnych v télnich tekutinach (napft. v krevnim séru, plazmé). Tyto poznatky lze také vyuzit
pfi urovani efektivni cilené terapie proti onemocnéni u jednotlivych pacientt. V pilotni studii
sérovych cytokind u pacienti s malignim melanomem byla pozorovana korelace zvySujici se
hladiny IL-6, IL-8 a vaskularni endotelovy rastovy faktor (VEGF) se vzristajici zavaznosti
nadoru (Kucera et al., 2019). V néasledujicich odstavcich jsou popsany vyznamné cytokiny se

vztahem k nddorovym onemocnénim, zejména k melanomu.
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2.6.1 Tumor nekrotizujici faktor alfa

Tumor nekrotizujici faktor alfa (TNFa) nékdy také oznaCovan jako kachektin patii do
nadrodiny TNF/TNFR cytokini, jejichz spolecnym znakem je tvorba trimert (Vanamee &
Faustman, 2018). Produkce tohoto cytokinu je zprostiedkovand ptedevsim aktivovanymi
makrofagy, mimo n¢ je TNFa produkovéan také mnoha dalsimi bunécnymi typy, jako napf.
CD4" lymfocyty, buitkami pfirozenych zabijec¢i (NK), neutrofily a Zirnymi buitkami (El-Tahan
et al., 2016). TNFa je prozanétlivy cytokin akutni faze reakce (Idriss & Naismith, 2000).

TNFa u onkologickych pacientil zptisobuje kachexii. Syndrom je charakterizovan chiadnutim,
chronickou ztratou svalové a tukové tkané, dysregulaci metabolismu a ovlivnénim celkové
kvality zivota pacienta. Produkce tohoto cytokinu je ¢asto spojovana se Spatnou progndzou
vyvoje onemocnéni (Patel & Patel, 2017). U koZzniho melanomu byl TNFa spole¢né s dalSimi
cytokiny (napf. IL-6 a IL-8) navrzen jako jeden z biomarkeri k diagnostice a prognostice
onemocnéni (Balkwill, 2006). V terapii se TNFa pouziva u recidivujiciho kozniho melanomu
koncetin pomoci hypertermické perfiize izolované koncetiny, kdy je cytokin podavano lokalné

do ob¢éhu oddéleného od zbytku téla pacienta (Eggermont et al., 2003; Lejeune, 2002).

2.6.2 Interferon y

IFNY je pleiotropni imunomodulétor spadajici do skupiny IFN typu II. IFNy ovlivituje soucasné
vrozenou i adaptivni imunitni odpovéd’. Je produkovan primarn¢ aktivovanymi T lymfocyty
(CD4" a CD8" T buitkami) a NK buiikami (Kasahara et al., 1983). IFNy je synergni s dal§imi
cytokiny, konkrétn¢ s IL-12 a IL-18 (Ikeda et al., 2002). Nejvyznamnégjsi role IFNy je pfi
regulaci hlavniho histokompatibilniho komplexu I (MHC I) na povrchu bunék a zajisténi jejich
vysSi exprese, kterd napomaha aktivaci a prezentaci antigent u antigen prezentujicich bun¢k

(APCs) (Seliger et al., 2008).

IFNy mé nespocet protinadorovych efekt zahrnujici jiz zminénou regulaci prezentace
antigenl, mimo to podporuje zanétlivé a chemotaktické signdly, aktivaci leukocytl a ma
protiangiogeni efekt (Burke & Young, 2019). MiZe ptimo aktivovat kaspazy v nadorovych
bunikach, coz ma za nésledek apoptozu téchto bunék (Chin et al., 1997). IFNy vykazuje vice
mechanismd, jak vyvolat u bunék apoptdzu a celkove aktivovat imunitni odpovéd’. Pfitomnost
IFNy u pacientll s melanomem je asociovano s lepsi prognozou a del§im piezitim pacientl
(Kwon, 2018). Byly provedeny studie, které naznacuji, Ze pokud jsou zasaZeny regionalni
lymfatické uzliny metastazami, dochazi ke snizeni exprese IFNy a nedochézi k protinadorové

imunitni odpovédi a probiha regrese nadoru (Vuleti€ et al., 2015). Tyto studie ukazuji vyznam
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IFNy jako mediatoru u adaptivni imunitni odpovédi v protinadorové odpovédi. V 1écbe
nadorového onemocnéni se uvazuje o vyuziti IFNy v kombinaci s dal§imi 1éCivy, které indukuji
expresi kaspazy-8, a ¢ini tak buiiky senzitivnéjsi k apoptoze. Tento protinadorovy efekt miize

pomoci k regresi nadoru (Fulda & Debatin, 2002).

2.6.3 Interleukin 1

IL-1 je zndm pro své pleiotropni G¢inky béhem zanctu, ma vysoce komplexni a nékdy i
kontrastni tlohu v rtiznych stadiich vyvoje nddorového onemocnéni. Pfenos signalu IL-1 je
velmi dobfe fizen a regulovan pomoci dvou hlavnich agonistickych ligandd, IL-1a a IL-1pB, a
jednoho pfirozené¢ho antagonistického ligandu IL-1 receptor antagonist (IL-1RA). Hlavnim
receptorem, ktery zprostfedkovava IL-1 signalizaci je IL-1R1, exprimovany na mnoha
bunécnych typech (Zhang et al., 2020). IL-1RA reguluje prozanétlivou aktivitu IL-1a a IL-18
tim, Ze nasedne na vazebné misto na IL-1R receptoru. Obecné se ma za to, ze zanét
zprostfedkovany IL-1 cytokinem pfispiva k rozvoji a progresi nadoru. U kozniho melanomu
dochazi k expresi receptoru IL-1R1 ptfedev§im v endotelovych buiikkach a fibroblastech
asociovanych s nadorem, zatimco IL-1P je sekretovan pfevazné makrofagy asociovanymi
s nadorem. Tato signadlni kaskada vede k podpoie ristu melanomu, vzniku metastdz a
angiogenezi (Voronov et al., 2003). IL-1a je ve vysSich hladinach sekretovan v primarnim a
metastazujicim koznim melanomu (Young et al., 2017). Z divodu vyznamného vlivu IL-1 na
vyvoj nadoru, se inhibice této signdlni drahy miize stdt vyznamnym terapeutickym nastrojem

v 1é¢bé melanomu k potlaceni jeho dalSiho rozvoje.

Na druhou stranu existuji i studie, které dokazuji, ze IL-1 miZze potlacovat proliferaci
melanomovych bunék in vitro (Arakawa et al., 2008; C. Wang et al., 2005). Protichidné

vysledky pouze poukazuji na heterogenitu a klonalni evoluci melanomu.

2.6.4 Interleukin 2

IL-2 je obecné povaZovan za prozanétlivou regulacni molekulu, n€kdy oznacovanou také jako
ristovy a proliferacni faktor CD4" a CD8" T bunék. IL-2 ma schopnost aktivovat T pomocné
(Th) buniky k masivni proliferaci a diferenciaci, dale aktivuje cytotoxické T (Tc) lymfocyty,
makrofagy a NK buiiky (Paliard et al., 1988). CD4" T buiky jsou zaroven nejvétSimi
producenty IL-2, dochazi zde ke zpétné pozitivni regulaci vlastni exprese. IL-2 patii do skupiny
ve cytokin, ktefi signalizuji pfes stejnou receptorovou podjednotku CD132 (Spolski et al.,
2017).
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IL-2 byl pro svou schopnost podporovat aktivaci a proliferaci T bunék velmi brzo pouzit
v klinickych testech pfilécbé rakoviny ke stimulaci protinddorové imunitni odpovédi u
pacientli s melanomem a dalSimi nadorovymi onemocnénimi (Rosenberg, 2014; Rosenberg et
al., 1985). V imunoterapii byly podavany vysoké davky IL-2, které indukovaly regresi nadoru.
Nicméné monoterapie pomoci IL-2 aktivuje a udrzuje jak T efektorovou, tak T regulacni (Treg)
bunécnou populaci (Arenas-Ramirez et al., 2015; Skrombolas & Frelinger, 2014). Tato
dvojsecnost vede k vysoce toxicité imunoterapie a zpuisobuje mnoho vedlejsSich nezadoucich
ucinkd, jako je syndrom vaskularniho iniku a mnoho dalSich projevi spojenych s cytokinovou
bouii (A. K. Abbas et al., 2018). Aby byli limitovany tyto nezddouci vedlejsi ucinky, byly
pouzity nizsi davky IL-2 v kombinaci s dal§imi 1éky. Kombinace s IFNa snizila toxicitu IL-2 a
zaroven zvysila preziti pacientll (Negrier et al., 1998). Kombinace IL-2 spole¢né s anti-CTLA
protilatkou byla pouzita k posileni T efektorové bunééné imunitni odpovédi. OvSem tato 1écba
nevedla k vyraznému zvySeni uspéSnosti 1écby u pacientli s koznim melanomem (Jiang et al.,
2016; Maker et al., 2005). Vysledky pouziti kombinace IL-2 s anti-PD-1 nebo anti-PD1L

protilatkami vyzaduji jesté dalsi zkoumani.

2.6.5 Interleukin 4

IL-4 je pleiotropni glykoprotein sekretovany ptevazné aktivovanymi CD4" T lymfocyty
reprezentujici Th2 bunécnou odpoveéd’, dale bazofily a zirnymi buiikami (Nelms et al., 1999).
IL-4 hraje kritickou roli v regulaci diferenciace naivnich T bunék po stimulaci antigenem do
ruznych funkénich typti (Ho & Miaw, 2016). Diferenciace je smérovana ke vzniku dalSich
bunék sekretujicich IL-4, timto mechanismem vznikd zpétnovazebna smycka (Seder et al.,
n.d.). Nékteré publikace udavaji jako potencialné vyznamnou souvislost mezi vyvojem alergie,
u které hraje roli cytokin IL-4 (Gandhi et al., 2016), a nizkého rizika vzniku nadoru nebo
potlaceni dalSiho rozvoje nddorového onemocnéni (Turner et al., 2006; H. Wang & Diepgen,
2006). Alergické reakce zpusobuje hyperreaktivni stav imunitniho systému, ktery zplisobuje
vyssi mnozstvi NK bunék a aktivace pfevodniku signalu a aktivatoru transkripce 6 (STAT6)

v nddorové tkéni, coz ma v disledku vliv na vyvoj onemocnéni (Son et al., 2017).

2.6.6 Interleukin 6
IL-6 ma jak prozanétlivy, tak protizdnétlivy ucinek. Je to predevSim prostfednik u akutni faze
imunitni odpovédi a horecky, napf. béhem infekce nebo traumatického poskozeni (napf. u

popalenin, chirurgického zakroku). IL-6 je produkovan imunitnimi buitkami, dale fibroblasty a
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endotelidlnimi buiikami. Ale mimo jiné je produkovan i adipocyty v tukové tkani, kde mtize

podporovat chronicky zanét a rezistenci na inzulin (Bahceci et al., 2007; Xu et al., 2017).

V nadorovém mikroprostiedi hraje IL-6 diilezitou roli a mize byt produkovan jak nadorovymi
buiikami, tak nenddorovymi bunikami — Casto fibroblasty a makrofagy (Jobe et al., 2016; Kolar
et al., 2012). IL-6 muze slouzit jako diagnosticky marker. U nékterych typt rakovin mohou
aktualni hladiny v séru korelovat se stddiem onemocnéni, pfitomnosti metastaz a progndézou
(Lippitz & Harris, 2016). Bylo popsano, ze spole¢né s IL-18 a TNFa, IL-6 iniciuje vznik
kachexie spojené s rakovinou (Narsale & Carson, 2014). Vyssi koncentrace tohoto medidtoru
v plasm¢ u pacientd v pokrocilém stadiu zhoubného onemocnéni souvisi nejenom s ubytkem

na vaze, ale také s anémii, anorexii a depresemi (Y. Guo et al., 2012).

Nedavno byl navrZzen novy smér terapie s vyuzitim IL-6 blokace. Tato terapie ma za cil zabranit
bunécéné migraci do dalSich tkani a pfedchazet tak vzniku novych metastaz, které byvaji ¢asto
pri¢inou timrti pacienta. Terapie je v experimentalni studii, kde vykazuje velmi silny efekt na
buiiky, které ztraci schopnost migrovat a zakladat tak nova nadorova loZiska. Lécivo je
klasifikovana jako tzv. migrastatika a jsou oznacovana vedle cytostatik za novou kategorii

v protinddorové 1é¢bé (Gandalovicova et al., 2017; Lacina et al., 2019).

2.6.7 Interleukin 8

IL-8 je chemoatraktant produkovan mnoha bunéénymi typy, Casto je sekretovan makrofagy,
epitelidlnimi a endotelidlnimu bunkami. IL-8 byva oznacovan také jako CXCLS. Je to
prozanétlivy chemokin, ktery stimuluje CXCR1 a CXCR2 receptor (Ha et al., 2017). IL-8
pritahuje a aktivuje neutrofily a dalsi granulocyty v oblastech zanétu (Peveri et al., 1988).

Charakteristickou odpovédi neutrofilii na pfitomnost IL-8 je migrace bunék.

IL-8 je v nadorovém mikroprostiedi casto vysoce exprimovan riznymi nadorovych bunck a
makrofagl asociovanymi s nddorem. Sekrece chemokinu je podpofena stresovymi situacemi,
kterym jsou buniky vystaveny, napf. pfitomnosti chemoterapeutickych 1é¢iv ¢i hypoxie (Waugh
& Wilson, 2008), v disledku ¢ehoZ dochazi k autokrinni nebo parakrinni stimulaci nadorovych
bun¢k k proliferaci a migraci (Wu et al., 2012). Ukazuje se, Ze IL-8 hraje vyznamnou roli
v regulaci vyvoje nadoru, ovliviiuje rist primarniho naddoru, rozvoj angiogeneze, invazivitu a
zalozeni novych metastdz, podili se na progresi tumoru (Gabellini et al., 2018; S Singh et al.,

2009; Seema Singh et al., 2010). Exprese IL-8 koreluje se stupném nadorového onemocnéni u
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maligniho melanomu (Varney et al., 2006) a tento chemokin mlze byt povazovan za sérovy

biomarker (Sanmamed et al., 2014).

2.6.8 Interleukin 10

-----

homodimeru jsou CD4" T lymfocyty, Treg lymfocyty, monocyty, makrofagy, APCs a B bufiky
(Hedrich & Bream, 2010). Primarnim ukolem IL-10 je inhibice bunétné imunitni odpovédi a
podpora navozeni tolerantniho stavu. IL-10 indukuje antigen-specifickou anergii u CD4" i
CDS8" T lymfocytt (Steinbrink et al., 2002). Role IL-10 v nddorovém onemocnéni je zatim
nejasnd. Na jedné stran¢ ma schopnost potlacit imunitni systém a umoznit tak riist nadoru, na
strané druhé mulze potlacit angiogenezi a vznik metastdz a tim prodluzuje pteziti pacienta.
Ukazuje se, ze zalezi na nastaveni mikroprostiedi a produkci dalSich cytokint, které IL-10

ovliviuji, a na fazi, ve které je IL-10 sekretovan (Mannino et al., 2015).

2.6.9 Interleukin 12

IL-12 patfi do rodiny IL-12 cytokind, ktera je unikatni tim, Ze se skldda pouze z molekul, které
tvoii heterodimery (dal§imi ¢leny rodiny jsou IL-23, IL-27 a IL-35) (Hunter, 2005). IL-12 je
heterodimer skladajici se ze dvou podjednotek — alfa (p35) a beta (p40) (Jones & Vignali, 2011).
IL-12 je fazen mezi prozanétlivé molekuly, které¢ stimuluji Thl imunitni odpoveéd. Jeho
produkce je zajiSténa predev$im dendritickymi buiikami (DCs), makrofagy a B buitkami.
Existuje pozitivni zpétnovazebna smycce mezi IL-12 a IFNy. IL-12 indukuje sekreci [FNy u T
lymfocytt, které nasledné stimuluji APCs a tim i podporuji produkci IL-12. Mimo to IL-12
ovliviiyje sekreci [FNy i u NK bunék (Vignali & Kuchroo, 2012).

2.6.10 Interleukin 18

IL-18 patii do nadrodiny IL-1 cytokinii. Produkovan je primarné¢ monocyty, makrofagy a
keratinocyty. Tento mediator je znam jako faktor indukujici produkci IFNy Th lymfocyty a NK
buiikami (Yasuda et al., 2019). IL-18 je prozanétlivy cytokin, ktery spolecné s IL-12
zprostfedkovava bunécnou imunitu. Tato synergni interakce mliZze aktivovat Tc lymfocyty a
NK buiiky, které maji protinddorovy ucinek (Esmailbeig & Ghaderi, 2017). IL-18 je dal§im
kandidatem pro terapeutické vyuziti k podpoie regrese melanomu. Suprese nadoru a inhibice
jeho invazivity byla popsdna v n¢€kolika studiich v kombinaci s dal§imi 1é¢ebnymi latkami
(Nishio et al., 2008; Terme et al., 2011). Nov¢jsi studie naznacuji, ze IL-18 mize mit

prospesnou roli v potlaceni nadoru piedevsim diky schopnosti aktivovat lidské yo T buiiky (Z.
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Ma et al., 2016; Sugie et al., 2013), které jsou znamé pro svou protinadorovou aktivitu (Fisher

& Anderson, 2018).

2.6.11 GM-CSF

Faktor stimulujici kolonie granulocytii a makrofaghi (GM-CSF) je glykoprotein sekretovany
makrofagy, T lymfocyty, NK bunkami, fibroblasty a dalSimi buikami. U zanétlivé reakce ve
tkani slouzi GM-CSF jako mediator mezi T lymfocyty a myelodnimi buiitkami a pasobi jako
prozanétlivy faktor (Becher et al., 2016; Hamilton & Anderson, 2004). U kozniho melanomu
byla snaha vakcinovat ozafenymi melanomovymi bunikami sekretujici GM-CSF, aby byla
podpotena odpoved’ hostitele, ale tato metoda se ukéazala jako malo u¢inna a v klinické praxi se

proto nepouziva (Dranoff, 2003; Lawson et al., 2015).

2.7 Melanoma-bearing Libechov Mininipigs

MeLiM je linie prasat, u které dochdzi ke spontannimu vzniku kozniho melanomu (obr. €. 6).
Tento unikatni zvifeci model byl vyslechtén na Ustavu Zivo&isné fyziologie a genetiky AV CR,
v.v.i. v Libéchové. MeLiM model vznikl kiizenim nékolika plemen prasat a naslednou selekci
melanomem postiZzenych jedincl v chovu po nékolik generaci. Od roku 1967 byla kiiZena
prevazné bild prasata s Cernymi skvrnami (Gottingen prasata, import z Némecka), Cernd
Hormel prasata (import z USA) a Vietnamska miniprasata (import z némecké zoologické
zahrady). MeLiM prasata jsou diky tomuto kiizeni menSiho vzristu, aby byl usnadnén chov
v laboratornich podminkach. V dospélosti jedinci dosahuji hmotnosti 35 kg az 45 kg.
V chovném stddu se vyskytuje nckolik barevnych variant — bild prasata, bila s Cernymi
skvrnami, bila s rezavo-Cervenymi skvrnami, az po celo¢erna nebo celorezava prasata (Horak
etal., 1999a). V poslednich letech pievazuji celocerna prasata (Horak et al., 1999b). V minulém
roce bylo publikovano obsdhlé review, které podrobné charakterizuje MeLiM model (Horak et

al., 2019).
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Obr. €. 6: MeLiM model A) dva MeLiM sourozenci ve veku 10 tydnii, u jednoho selete doslo
k progresi kozniho melanomu, tézké kachexii a ubytku na vaze (vlevo), naopak u druhého selete
miizeme pozorovat spontanni regresi a zachovani standardni vahy (vpravo); B) cdstecné
vybélovani a kozni depigmentace oproti zachovani cerného zbarveni u MeLiM sourozencii pri
spontanni regresi (stari 5,5 mesice); C) nodularni kozni melanom na zadni koncetiné selete ve

veku 10 tydnii; D) zplostovani nadorového loZiska ve 12. tydnu u MeLiM selete se spontdanni
regresi (Horak et al., 2019).

Kozni melanom se u MeLiM prasat vyskytuje dédicné a objevuje se pouze u tmavée
pigmentovanych prasat (bild prasata nemaji v kiizi melanocyty). Vyskyt onemocnéni neni
vazan na pohlavi. Prvni nddorova loziska mohou byt pozorovéana ihned po narozeni a nartst
jejich poctu je zaznamenan az do dvou mésicii stafi selat. Kozni melanomy jsou mnohocetné,
nodularni, s lokalizaci po celém téle jedincii. U MeLiM prasat dochazi ke vzniku metastaz,
kterymi jsou nejcastéji zasazeny lymfatické uzliny, plice, slezina a jatra. Pokud je onemocnéni
rozsahlej$i mohou byt postizena 1 stieva, ledviny, zaludek a mozek (obr. €. 7) (Borovansky et

al., 2003; Fortyn et al., 1994a).

26



Presnd genetickd pfiCina vzniku melanomu u MeLiM linie nebyla dosud objasnéna.
Z dosavadnich studii se piedpokladd polygenni dédi¢nost s vlivem minimaln€¢ 3 gent.
S vyskytem melanomu u MeLiM modelu segreguje mutace LeulO2Pro v genu MCIR
koédujicim receptor pro melanocyty-stimulujici hormon a také lokus v blizkosti KIT genu, ktery
koduje receptorovou tyrozinkinazu, jejiz mutace byly pozorovany u lidskych dédicnych
melanomii. Na druhou stranu s MeLiM melanomem nesegreguji lokusy nesouci geny

CDKN2A, CDK4, B-Raf proteinu (BRAF), MITF, které jsou casto mutovany u lidského

familiarniho melanomu (Bourneuf, 2017; Bourneuf et al., 2018).

Obr.C. 7: Metastazy u MeLiM selat ve 12. tydnu Zivota. A) jatra s metastazami (modré Sipky),
B) plice s mnohocetnymi metastazami, C) stievo s metastiazou (modrd sipka), D) slezina
s mnohocetnymi metastdzami.

Pfiblizn€¢ u tii Ctvrtin jedinci MeLiM modelu se objevuje spontanni regrese nadort.. Bez
jakéhokoliv zdsahu dochazi ke zplostovani pivodné noduldrnich 1ézi a vybélovani Stétin
v jejich tésném okoli. U MeLiM selat jsou prvni zndmky spontdnni regrese pozorovany mezi
druhym a tfetim mésicem zivota selat. VétSina loZisek podlehne regresi v priabehu prvniho roku

Zivota zvifat, coz je doprovazeno i celkovym blednutim barvy kize (Vincent-Naulleau et al.,
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2004). V histologickém obraze dochazi v nadorovych loziscich ke zmén¢ distribuce a rozpadu
melanocytt, pitomnosti lymfocytti a tvorbé vaziva (Blenman et al., 2019; Ribero et al., 2016).
U jedné ¢tvrtiny selat dochézi k progresi onemocnéni, riistu nadorovych lozisek, které mohou

vést ke kachexii a uhynu zvitete (Cizkova et al., 2019).

Vyvoj onemocnéni u MeLiM modelu je doprovazen dal§imi jevy. Hematologicky profil se
pouziva v klinické praxi a nékteré hematologické parametry jako je pocet leukocytli a neutrofila
a jejich poméry (pomér leukocytii k neutrofilim nebo pomér krevnich destic¢ek k leukocyttim)
mohou urcovat progndzu a dalsi postup v 1é¢bé nddorového onemocnéni (Cananzi et al., 2014;
So et al., 2014). Nedavné vysledky studii nasi laboratofe ukazuji, ze vSechna MeLiM prasata
maji mikrocytarni hypochromni anémii a deficienci Zeleza (Cizkova et al., 2019). U jedincii
s progresi nadoru je pozorovano snizeni poctu ¢ervenych krvinek, hematokritu a koncentraci
hemoglobinu oproti selatiim se regredujicim pribéhem. Opacéné je tomu u poctu krevnich
desticek, kde je pozorovan vyssi pocet trombocyti u progredujicitho fenotypu nez u
regredujiciho (Cizkova et al., 2019). Tato pozorovani jsou shodna s vysledky studii u pacientt

s melanomem.

TILs jsou obecné povazovany za builkky odpovédné za protinddorovou imunitni reakci. Na
druhé¢ strané ale existuji i buniky asociované s nddorem (napf. makrofagy, neutrofily), které
podporuji progresi onemocnéni a zhorsuji prognostické vyhlidky (Antohe et al., 2019). Pokud
je melanom infiltrovan lymfocyty, byva prognéza lepsi a dochazi k delSimu pieziti pacientd.
Pfi infiltraci nadoru hraji dileZitou roli CD8" Tc¢ lymfocyty a CD4" Th lymfocyty (Rohaan et
al., 2018). V krvi a v melanomové tkani MeLiM prasat byly nalezeny dvojité pozitivni (DP), tj.
CD4" CD8" T lymfocyty, jejich pocet nartistd b&hem regrese. Tyto lymfocyty nesou mono-
specificky T-bunécny receptor (Cizkova et al., 2019).

Mikrobiom, tedy soubour mikroorganismt osidlujicich ur¢itou ¢ast téla, ma vliv nejen na
imunitni systém jedince, ale miiZze ovliviiovat i nadorovou imunitni odpovéd’ (Roy & Trinchieri,
2017). Studie kozniho mikrobiomu MeLiM selat zaznamenama vétsi mikrobidlni diverzitu na
povrchu melanomu nez na povrchu sousedni zdravé kiize (Mrazek et al., 2019). Na povrchu
melanomu se nachazeli napt. Staphylococcus chromogenes, Staphylococcus hyicus a

Enterococcus faecalis (Svejstil et al., 2018).

Na zévér charakteristiky MeLiM modelu bych rada vyzdvihla velkou vyhodu v podobnosti
praseci a lidské ktize (Vodicka et al., 2008), na rozdil od napt. mySich modeld. Melanocyty se

u prasat vyskytuji v epidermis stejné jako u ¢lovéka. Imunohistochemické analyzy ukazuji
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shodu mezi nddorem vznikajicim u MeLiM modelu a lidskym koZznim melanomem (Vincent-
Naulleau et al., 2004). Studium imunologické a molekularni podstaty spontanni regrese na
MeLiM modelu mé potencial pfinést nové poznatky s vyznamem piesahujicim do humanni

mediciny.
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3 Cile prace

Cilem prace je sledovat expresi cytokinii v pribehu regrese melanomu u praseciho MeLiM

modelu a identifikovat potencialni prognosticky ¢i terapeuticky zajimavé faktory.
Dil¢i cile zahrnuji:

e zmapovat hladiny cytokinll v krevni plazmé a jejich pfipadné zmény v pribéhu
regrese u MeLiM selat

e sledovat expresi cytokind na trovni proteinil v pritbé¢hu regrese v nadorové tkani

e zmapovat expresi cytokini na trovni mRNA v nadorové tkani regredujicich
melanomi MeLiM modelu

e zhodnoceni vysledki korelace mezi expresi cytokind na tirovni kodujici mRNA

a proteinl
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4 Material

4.1 Material
Zkumavky 0,5 ml a 1,5 ml: Eppendorf
Zkumavky Safe-Lock 0,5 ml a 1,5 ml: Eppendorf
Zkumavky 0,5 ml, 1,5 ml a 2 ml: Axygen
Odbéroveé zkumavky BD Vacutainer K3EDTA 4 ml: Becton, Dickinson and Company
(kat.¢. 368860)
PCR zkumavky 0,2 ml: Axygen
96-jamkové desticky: Bio-Rad (kat.¢. HSP9641)
Kryci folie (Heat Seal): Bio-Rad (kat.c. 1814030)
Podlozni sklic¢ka: knittel glass 76x26 mm
Kryci sklicka

4.2 Chemikalie a roztoky
TRI Reagent®: Sigma Life Science (kat.c. T9424)
Chloroform
Isopropanol
75 % Ethanol
99 % Ethanol
PBS
Isoflurin 1000 mg/g — tekutina k inhalaci parou, inhala¢ni anestezie (reg.c. 96/054/16-C)
Tissue Freezing medium®: Jung (kat.¢. 020108926)
Hematoxylin
Eosin
Glycerinova Zelatina
1,5 % agardzovy gel
TAE pufr
StainIN™ RED Nucleic Acid Stain: highQu (kat.&. NAS0101)
GeneRuler™ 50bp DNA Ladder: Sigma Aldrich (kat.¢. $7025-50UG)
3 M octan sodny
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4.3 Molekularné biologické soupravy a chemikalie pro qRT-PCR
= QuantiTect Reverse Transcription Kit (200): Qiagen (kat.c. 205313; Lot
163024664)
»= 5x HOT FIREPol EvaGreen qPCR Supermix 20 ml: Solis Biodyne (kat.c. 08-24-
00020; Lot 5xSMEG0010)
= QIAquick® PCR Purification Kit (50): Qiagen (kat.¢. 28104; Lot 163026032)
*  QIAquick® PCR Extraction Kit (50): Qiagen (kat.¢. 28704; Lot 163021174)

4.4 Primery pouzité v metodé qRT-PCR

Veskeré pouzité oligonukleotidy byly dodany firmou Generi Biotech s.r.o., Hradec Kralové

(https://www.generi-biotech.com/).

Tab. I: Prehled primeru pouzitych v experimetu

Cytokin/Chemokin | Oznaceni primeru Sekvence
TNFa 1312C6 5 - ACTGCACTTCGAGGTTATCGG -3’
1312C7 5" - GGCGACGGGCTTATCTGA - 37
Interleukin 1B 1174T8 5" - GAGCATCCAGCTGCAAATCTC - 3"
1174T9 5" - CATTGCACGTTTCAAGGATGAT -3’
Interleukin 2 1312B8 5 - ATCTCTCCAGGATGCTCACATTTAA - 37
1312B9 5" - TCCAGAGCTTTGAGTTCTTCTACTAA — 3’
Interleukin 6 1312C2 5" - CTGGCAGAAAACAACCTGAACC -3’
1312C3 5" - TGATTCTCATCAAGCAGGTCTCC -3’
Interleukin & 1081E4 5" - TCACAAGTCTTCTTGCCTCAACT -3’
1081E5 5" - AAGGTAGGATGGGGGCTGAA -3’
CUSB” 1356B9 5 - AATTATCCAGAGCGAGTA -3’
1356C0 5" -TCTCCAACCACATATTCT -3’
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GAPDH" 1356B5 5 - TCTGGCAAAGTGGACATT -3’

1356B6 5 - GGTGGAATCATACTGGAACA - 37
HPRT 1" 1081G2 5" -TTCCTTGGTCAAGCAGCATAATCC -3’
1081G3 5" - AAGGGCATAGCCTACCACAAAC -3’

" housekeepingové geny

4.5 Molekularné biologické soupravy a chemikalie pro imuno-testovani zaloZzené na
Luminex xMAP

* Luminex® 100/200 Performance Verfication Kit: Invitrogen (kat.C.
LX2RPVERK2S; Lot B73404)

* Luminex® 100/200 Calibration Kit: Invitrogen (kat.c. LX2RCALK25; Lot
B73846)

* Luminex Sheath Fluid

= MILLIPLEX MAP Porcine Cytokine/Chemokine Magnetic Bead Panel —
Immunology Multiplex Assay: Merck Millipore (kat.c. PCYTMG-23K; Lot
3250018)

4.6 Molekularné biologické soupravy a chemikalie pro BCA testovani

= Pierce™ BCA Protein Assay Kit: Thermo Scientific™ (kat.¢. 23225, Lot SD247573)
» Pre-Diluted Protein Assay Standards: Bovine Serum Albumin (BSA) Set, Thermo
Scientific™ (kat.¢. 23208; Lot TF267855)

4.7 Pristroje a programy
= ADVIA® 120/2120/21201 Hematology Systems — hematologicky analyzator
= Leica CM1850 — kryostat
= Centrifuga Hettich Universal 32R
*  Allegra™ X-22R Centrifuge: Beckman Coulter.
= (CPA225D semimicro balance: Sartorius — analytické laboratorni vahy
= Thermal Cycler C1000 Touch: Bio-Rad
» PXI1™ PCR Plate Sealer: Bio-Rad (kat.¢. 181-4000)
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CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System, Bio-Rad; Software: CFX
Manager 3.1

NanoDrop Spectrophotometer ND-1000 — spektofotometr; Software: ND-1000
V3.7.1

Electrophoresis Power Supply EV231, Consort — zdroj elektrického napéti
Kodak Gel Logic 200 Imaging System

ThermoShaker PST-60 HL plus, Biosan — vyhtivana ttepacka

Mikrocentrifuga MiniSpin, Eppendorf

Vortex Genie 2, Scientific Industries

Olympus VS-120FL — svételny mikroskop, Software: Olympus VS-ASW
Luminex200™, Software: xPonent 3.1.871.0 (Luminex Corp)

Magneticky separator pro 96-jamkovou desticku

Ultrazvukovy ¢isti¢, 240 W: Shesto

Multidetekéni reader Synergy HTX: BioTek — detekce absorbance (kat.c.
S1LFTA); Software: Gen5 2.09

R program: DrLumi balicek

Primer-BLAST: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cgi
BLAST: https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

Ensembl; https://www.ensembl.org/index.html

GraphPad Prism 8.4.2 (679)

4.8 Zvirata

MeLiM prasata byla chovana ve standardnich podminkach den/noc (22 °C) a byla krmena

krmnou smési odpovidajici stafi zvifat. Vzorky byly odebirany od tii vrhi, které se narodily

v rozmezi od zati 2018 do ¢ervna 2019. Do studie jsme zahrnuli celkem 15 selat, u kterych jsme

provadéli od 6. do 12. tydne odbér vzorkii ve dvoutydennich intervalech. Ve 12. tydnu byla

provedena pitva vSech selat, kterd se tohoto odbéru dozila, a byl zhodnocen rozsah zasazeni

jednotlivych orgdni metastdzami.

Chov zvitat a prace se zvitaty byly provadény na zéklad¢ patficnych opravnéni (Opravnéni

k chovu pokusnych zvitat a dodavce pokusnych zvitat ¢. 9322/2015-MZE-17214, Opravnéni
k pouzivani pokusnych zvitat ¢. 71922/2016-MZE-17214, Projekty pokust ¢. 82-17 a ¢. 96-
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S Metody

5.1 Odbér vzorki

Odbéry byly provadény v 6., 8., 10. a 12. tydnu zivota selat. Pii kazdém odbéru byla selata
v celkové anestezii za pouziti inhalace par Isofluranu spole¢né s oxidem dusnym. Nasledné
probéhlo vazeni kazdého jedince a celkové zhodnoceni fyzického stavu. Zdokumentovali jsme
rozmisténi a velikost nddorti. Odebrali jsme 2-4 ml zilni krve (dle velikosti selat) z vena cava
cranialis do odbérové zkumavky obsahujici protisrazlivou latku EDTA a asi dvacetkrat
promichali opatrnym pievracenim. Z plné nesrazlivé krve bylo pouzito 500 pl na analyzu
krevniho obrazu a diferencidlniho poctu leukocytii, zbytek krve se pouzil k ptipravé krevni
plazmy. Parametry sledované v hematologickém profilu: hematokrit (HCT), pocet erytrocytl
(RBC), pocet leukocytii (WBC), hemoglobin (HGB), pocet trombocytt (PLT), pocet neutrofilti
(neut), procentudlni zasoupeni neutrofilli (net p), pocet lymfocyti (lymph), procentudlni
zastoupeni lymfocyti (lymph_p), pocet monocytti (mono), procentudlni zastoupeni monocyti
(mono_p), pocet eosinofilll (eos), procentudlni zasoupeni eosinofill (eos_p), pocet basofill
(baso), procentudlni zasoupeni basofili (baso p). Kde procentudlni zastoupeni vyjadiuje

procento dané subpopulace z celkového poctu leukocytu.

V kazdém ¢asovém intervalu byl odebran jeden melanom a ¢ast zdravé ktize (5 cm od loziska
melanomu), oba vzorky byly bezprosttedné po odbéru zpracovany. Melanom byl na ledu
zbaven nekrotickych &asti a podkozi. Cast nadorové tkané a zdravé kize byla zamrazena
v tekutém dusiku a uchovana pii -80 °C v Trizolu na analyzu mRNA. Dalsi ¢ast nadorové tkané
byla zamrazena v tekutém dusiku pro zpracovéani na histologii a detekci cytokini pomoci

Luminex xXMAP analyzy.

5.2 Priprava Kkrevni plazmy

Plné krev v odbérové zkumavce EDTA/K3 byla bezprostiedné po odbéru centrifugovéana (1500
g, 10 min, 4 °C). Poté byla odebrana vrchni vrstva — cca 1-2 ml plazmy a tato vrstva se pienesla
do disté falkony a znovu centrifugovala (1500 g, 10 min, 4 °C). Dale byla odebrana opé€t horni
vrstva — cca 1,5 ml plazmy a tento objem byl dale rozalikvotovan. Cely proces ptipravy krevni
plazmy byl proveden do 60 min od odbé¢ru a nasledné byly alikvoty zamrazeny a uchovany pfi

-80 °C pro dalsi analyzy.
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5.3 Priprava nadorové tkané na méreni cytokinii pomoci Luminexu

Nadorova tkan byla uchovéana pfi -80 °C na korkovych bloccich zalitych v zamrazovacim
médiu a nasledné¢ natfezdna pomoci Leica CM1850 kryostatu pii -20 °C. Nejprve bylo
odstranéno prebyte¢né médium, tak aby zlstala odkrytd pouze nadorova tkan. Prvni dva vhodné
fezy o sile 8 um byly umistény na podlozni sklicko. Tyto fezy byly dale obarveny pomoci
hematoxylin-eosinového barveni a histologicky vyhodnoceny. Déle bylo provedeno Ctyiicet
fezl o sile 40 um a tyto fezy byly pfeneseny do pfedem zvazené 1,5 ml zkumavky. Posledni

dva fezy o sile 8 pm byly pfeneseny na podlozni sklicko k zhotoveni histologickych preparatd.

Zkumavky s nafezanou nadorovou tkani nyly opét zvdzeny a odecteno mnozstvi tkang. Poté
bylo pfidano 500 ul ledového PBS na 100 mg tkdné. VSe bylo zvortexovano a nasledné
centrifugovano k odstranéni debris (16000 g, 10 min, 4 °C). Do nové zkumavky bylo odebrano
cca 400 pl supernatantu, ve kterém byla stanovena koncentrace cytokind. Alikvot supernatantu
byl téZ pouzit pro stanoveni koncentrace proteini testem kyseliny bicinchoninové (BCA

metoda).

5.4 Stanoveni koncentrace cytokini v plazmé a supernatantu z nadorové tkané
pomoci Luminex analyzy

Pro stanoveni koncentrace cytokinl v plasmé a nadorové tkani jsme pouzili v nasi laboratofi
zavedenou metodu Luminex XMAP multiplexni analyzu (Kupcova Skalnikova et al., 2020).
Pfistroj Luminex® 200™ byl nakalibrovan podle navodu vyrobce pomoci kalibraéni a
verifikacni sady reagencii. Pro samotnou analyzu jsme pouzili komeréné dostupny kit uréeny
k detekci prasec¢ich cytokini a chemokini - MILLIPLEX MAP Porcine 13-plex
Cytokine/Chemokine Magnetic Bead Panel — Immunology Multiplex Assay (Merck). Vzorky
jsme napipetovali do 96-jamkové destiCky podle instrukci v navodu. Standard cytokinil je
soucasti kitu, my jsme tento standard nafedili oproti navodu vicekrat, abychom ziskali lepsi
pokryti kalibraéni kiivky, a tim 1 pfesnéj$i kvantifikace. Prehled analyzovanych cytokinl a
koncentrace standardi kalibracni kfivky jsou uvedeny v tabulce II. Vzorky byly oproti
standardim fedény 1:1. Background (blank), standardy a vzorky byly vzdy pipetovany
v duplikatech. Desticka kvantitativné analyzovana Luminex 200 pfistrojem za pomoci software
xPonent. Ziskané data byla jako csv soubory exportovana do R prostiedi, kde byla pomoci
drLumi balicku odecetla naméfené koncentrace. Dal$i analyzy byly provedeny pomoci
vestavénych funkci Microsoft Office Excel 2013 (Microsoft Corporation). Statistické analyzy

a grafické zndzornéni vysledki jsme provedli v programu GraphPad Prism (version 8.4.2.).
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Tab. II: Redeéni standardii kalibracni kiivky. Sloupec D znaci fedéni standardii kalibracni

krivky doporucené vyrobcem, sloupec U udava nami upravena redeni standardu.

pocet
STDu

pocet
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super.z [ STDu | IL-1at (pg/ml) IL-1at (pg/ml) IL-8 IL-8
nadorové | plazmy (pg/ml) (pg/ml)
tkané
D redéni U redeni D redeni U redéni
STD1 20000.00 20000.00 50000.00 50000.00
STD2 |[STD1 5000.00| 4x 6666.67 3x 12500.00 4x 16666.67 3x
STD3 |[STD2 1250.00| 4x 2222.22 3x 3125.00f 4x 5555.56 3x
STD4 |(STD3 312.50( 4x 740.74 3x 781.25 4x 1851.85 3x
STD5 (STD4 78.13 4x 246.91 3x 195.31 4x 617.28 3x
STD6 ([STD5 19.53( 4x 82.30] 3x 48.83| 4x 205.76f 3x
STD7 |[STD6 4.88| 4x 27.43 3x 12.21 4x 68.59 3x
STD8 |(STD7 13.72 2x 34.29 2Xx
STD9 (STD8 6.86 2Xx 17.15 2Xx
STD 10 [STD 9 3.43 2Xx 8.57 2Xx
STD 11 [STD 10 1.71 2Xx 4.29 2X
STD 12 (STD 11 0.86 2X 2.14 2X
potet GM-CSF, IL- GM-CSF, IL-
STDu otet |1ra, IL-2, IL-6, 1ra, IL-2, IL-
super.z ZTDu IL-10, IL-12, 6, IL-10, IL- ( "'/-4” ( "'/-4”
M | 7™ | 1118, TNFa 12, IL-18, P P
(pg/ml) TNFa (pg/ml)
D redéni U redéni D redéni U redéni
STD1 100000.00 100000.00 250000.00 500000.00
STD2 ([STD1 25000.00| 4x 33333.33 3x 62500.00 4x 83333.33 3x
STD3 |[STD2 6250.00| 4x 11111.11 3x 15625.00 4x 27777.78 3x
STD4 (STD3 1562.50| 4x 3703.70 3x 3906.25 4x 9259.26 3x
STD5 [STD4 390.63( 4x 1234.57] 3x 976.56| 4x 3086.42| 3x
STD6 |[STD5 97.66 4x 411.52 3x 244.14 4x 1028.81 3x
STD7 |[STD6 24.41 4x 137.17 3x 61.04| 4x 342.94 3x
STD8 |(STD7 68.59 2x 171.47 2Xx
STD9 (STD8 34.29 2x 85.73 2Xx
STD 10 [STD 9 17.15 2Xx 42.87 2Xx
STD 11 [STD 10 8.57 2Xx 21.43 2X
STD 12 (STD 11 4.29 2x 10.72 2X
STDu .
super.z | 07" | IFNy, IL-1B IFNy, IL-1B
nddorové| my (pg/ml) (pg/ml)
tkané
D redéni V) redéni
STD 1 500000.00 500000.00
STD2 (STD1 125000.00 4x 166666.67| 3x
STD3 ([STD2 31250.00| 4x 55555.56 3x
STD4 |(STD3 7812.50| 4x 18518.52 3x
STD5 (STD4 1953.13 4x 6172.84 3x
STD6 |[STD5 488.28 4x 2057.61 3x
STD7 |[STD6 122.07 4x 685.87 3x
STD8 (STD7 342.94 2X
STD9 |[STD8 171.47 2X
STD 10 [STD9 85.73 2X
STD 11 [STD 10 42.87 2x
STD 12 (STD 11 21.43 2x




5.5 Izolace celkové RNA z melanomu a zdravé kiize

Nadorova tkan i tkan zdravé kiaze byly zpracovany stejnym zptisobem. Oba dva typy vzorki
jsme nejprve ve zkumavce zhomogenizovali v 0,5 ml TRIzolu pomoci jednordzového
plastového tlouc¢ku. Potom jsme ptidali 1 ml TRIzolu a vzorek centrifugovali (14000 ot., 5 min,
4 °C). Do cist¢ zkumavky jsme pienesli 1 ml vzorku, ke kterému jsme piidali 200 pl
chloroformu (v poméru 5:1). Zkumavku jsme 15 s zlehka promichavali pomalym pievracenim
a poté jsme ji inkubovali 3 min pfi pokojové teploté. Takto pfipraveny vzorek jsme
centrifugovali (12000 ot., 15 min, 4 °C) a nésledn¢ odebrali horni ¢irou vrstvu do nové
zkumavky. K této odebrané suspenzi jsme ptidali 300 pl isopropanolu a inkubovali jsme pies
noc v -20 °C. Nasledujici den jsme smés centrifugovali (12000 ot., 10min, 4 °C) a odebrali jsme
supernatant, ke kterému jsme ptidali 1 ml 75 % ethanolu a vSe zvortexovali. VSe jsme opét
zcentrifugovali (7500 ot., 5 min, 4 °C) a odpipetovali jsme supernatant. Ve zkumavce jsme
nechali asi 50 pl a znovu kratce zcentrifugovali, abychom mohli odebrat v§echen supernatant.
Pelet ve zkumavce jsme nechali vysusit (cca 15-30 min) a potom jsme jej rozpustili ve 30 pl
H>0 a inkubovali 30 min pii pokojové teploté. Nasledné jsme stanovili koncentraci a Cistotu

ziskané celkové RNA pomoci spektrofometru NanoDrop.

5.6 Reverzni transkripce RNA z melanomové a zdravé tkané

Reverzni transkripci jsme provedli pomoci komer¢niho kitu — QuantiTect Reverse
Transcription Kit, kde jsme postupovali podle pfiloZeného navodu, pouze jsme zdvojnasobili
objem reakce. Vysledny objem reakce byl 40 pl. Tento kit mimo jiné obsahuje i krok, ktery
odstranuje pripadnou kontaminaci genomickou DNA. Pfepsanou cDNA jsme nakonec natedili

s vodou 1:1 a uchovali ji pii -20 °C.

5.7 Kvantitativni real-time PCR ¢cDNA z melanomové a zdravé tkané

Pii vyuziti metody kvantitativniho real-time PCR (qRT-PCR) jsme u vSech vzorkll pouzili
komer¢né dostupny supermix (5x HOT FIREPol EvaGreen qPCR Supermix). Nejprve jsme si
pripravili MasterMix (= 4 ul EvaGreen Supermix + 2 pul 100x fedény forward primeru + 2 pl
100x fedény reverse primeru + 10 pul H,0), ktery jsme davkovali 18 pl/jamka. K tomuto objemu
jsme nasledné ptidali 2 ul vzorku (celkem 50 ng cDNA v reakci). VSechny vzorky byly
pipetovany v triplikatech, abychom eliminovali chyby pii pipetovani. Jednotlivé cykly qRT-
PCR jsou popsany v tab. III, po 40 cyklech byla stanovena kiivka tani zacinajici na 72 °C a

vzristajici do 95 °C, v kazdém kroku stoupajici o 1 °C.
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Primery pouzité v experimentu byly v nasi laboratofi jiz navrzeny mymi kolegy. Nejprve bylo
nutno vSechny primery otestovat, zda jsou funk¢ni a poté byly pouzity u vzorkti z MeLiM selat.
Testovani funk¢nosti primera bylo nejdiive provedeno pomoci vizualizace vzniklych produktii
na 1,5 % agar6zovém gelu s vyuzitim horizontélni elektroforézy. Déle bylo predikovano, které
pary primeru by mély nasedat spravné, a mé¢l by vznikat ndmi pozadovany produkt o urcité
velikosti. Nicméné spravna funkcnost primerti byla definitivné potvrzena, az standardnim

Sangerovym sekvenovanim, které jsme zadali firmé SEQme s.r.o. v Dobfisi.

Tab. III: Pribeh amplifikace qRT-PCR:

3

Teplota Cas Pocet
opakovani
cyklu
95 °C 12 min 1
95 °C 15s 40
57°C 30s
72 °C 30s
72 °C 10s 1
95 °C 1

Jednotlivé cykly a jejich délky byly zvoleny podle doporuceni vyrobce.

Z termal cycleru byla data pomoci CFX Manager softwaru exportovana jako xlsx soubory
(Microsoft Excel Worksheet). Vyhodnoceni ziskanych dat z qRT-PCR bylo provedeno pomoci
vestavénych funkei tabulkového editoru Microsoft Office Excel 2013 (Microsoft Corporation,
USA). Z dat jsme vytadili repliky, u kterych byl stanoven prahovy cyklus (Ct) > 40. Zaroven
jsme vytadili vzorky, u kterych byla stanovena pouze jedna Ct hodnota ze tii replik a tato
hodnota byla vyssi nez Ct = 38 nebo vysledné kiivky tani neodpovidaly standardim. Ct hodnota
je pocet PCR cykla potiebnych pro vznik dostate¢ného mnozstvi naamplifikovaného produktu,

ktery je systém schopen detekovat pomoci fluorescenc¢niho signalu EvaGreen znacky. Hodnoty

cv w7
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pozdéji dojde systétmem k detekci signalu a Ct hodnota bude vyssi, a naopak. Ct hodnoty
exprese cytokini jsme normalizovali k expresi referencnich gent (tzv. housekeeping genii).
Housekeeping geny jsou konstitutivné exprimované geny, které se exprimuji s nizkym
rozptylem za normdlnich i patologickych podminek. Pouzili jsme 3 referen¢ni geny protein
kationtového efluxniho systému (CUSB), glyceraldehyd 3-fosfat dehydrogenadza (GAPDH), a
hypoxantin fosforibosyltransferaza 1 (HPRT1) a spocitali primérnou Ct hodnotu jejich exprese
v jednotlivych vzorcich. Normalizovanou expresi cytokini ACt jsme vypocetli jako ACt=(Ct

housekeeping geni — Ct vzorku).

5.8 Priprava vzorki z qRT-PCR na sekvenovani
Pro ovéfeni spravné amplifikace produkti pifi qPCR jsme jednotlivé produkty nechali

osekvenovat u firmy SEQme s.r.o. v Dobfisi (https:/www.segme.eu/en/).

Pted odeslanim vzorkil na sekvenaci jsme vzorky podle velikosti bud’ purifikovali za pouziti
komeréniho kitu — QIAquick® PCR Purification Kit nebo extrahovali z agard6zového gelu po
elektroforéze pomoci komerc¢niho kitu — QIAquick® PCR Extraction Kit. V obou ptipadech
jsme postupovali podle pfiloZzenych ndvodid. Nakonec jsme pieciStény templat smichali

s primerem podle instrukci firmy SEQme s.r.0.:

Tab. IV: Slozeni vzorki pro sekvenacni reakci

Templat Mnozstvi Nas primer Celkovy objem

PCR produkt < 500bp 50 ng 25 pmol primeru 10 pl

Ziskané sekvence PCR produktii jsme vyhledali pomoci BLAST algoritmu v databazi Sus

scrofa a ovérili jsme, Ze se shoduji s mRNA danych cytokinti.

5.9 Histologické barveni kryorezi a jejich vyhodnoceni

Kryotfezy s nddorovou tkani byly obarveny naSimi laborantkami podle standardniho postupu
hematoxylin-eosinového barveni a ndsledné piekryty krycim sklickem za pouZiti montovaciho
média — glycerinové Zelatiny. Takto ptipravené preparaty byly naskenovany pomoci Olympus
VS120 svételného mikroskopu, pii zvétSeni 20x a délce expozice 3 ms. Ziskané mikroskopické

obrazy histologickych fezii melanomi jsme kategorizovali do ¢tyt skupin:
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Progrese — nadorova tkan je tvofena piedev§im melanomovymi (melanin-nesoucimi)
bunikami razné velikosti a s riznou koncentraci melaninu (takZe je mozné rozlisit veétsi
hnédo-cerné buiky a mensi slabé nahnédlé bunky), struktura tkané je kompaktni nebo
lokaln€ mirn€ rozvolnéna; destrukce melanomovych bunék je jen slaba (lokalni, mensi
oblasti) a stejné tak lymfocytarni infiltrace je slaba a lokalni; vazivova tkan (vznikla
piestavbou destruované melanomové tkan€) neni pritomna.

Casna spontanni regrese — nadorova tkan je tvorena predev§im vétSimi hnédo-Cernymi

melanomovymi (menSich slabé nahnédlych bun¢k je mén€), struktura tkané je
rozvolnéna; destrukce melanomovych bunék a lymfocytarni infiltrace je
zietelna (patrna obvykle ve vétsi ¢asti fezu); vazivova tkan neni pfitomna, a nebo jen
minimaln¢ (v malé oblasti fezu).

Probihajici spontdnni regrese — nddorova tkan je tvorena piedevsSim vétSimi hnédo-

¢ernymi melanomovymi (mensSich slabé nahnédlych bun€k je méné), struktura tkané je
vice rozvolnénd; destrukce melanomovych bunék a lymfocytdrni infiltrace je velmi
vyrazna (patrna obvykle v celém fezu); vazivova tkan jen pfitomna ve vétsi oblasti
fezu.

Pokrocila spontanni regrese — nddorova tkan je tvofena piedevSim vétSimi hnédo-

c¢ernymi melanomovymi buitkami, které¢ tvoti drobné&jsi shluky, pruhy anebo jsou
jednotlivé rozptylené, coz vede k vyrazné rozvolnéné struktufe tkané; destrukce
melanomovych bunék a lymfocytarni infiltrace je velmi vyrazna (patrna obvykle v

celém fezu); vazivova tkan jen pfitomna ve znacné€ velkych oblastech fezu.

5.10 Stanoveni koncentrace proteini v supernatantu z nadorové tkané

Stanoveni proteint jsme provedli v izolovaném supernatantu z nddorové tkdné€. Ziskany extrakt

jsme 5x tedili pomoci PBS (5 pl supernatantu + 20 ul PBS). K detekci proteini ve vzorku jsme

pouzili Pierce™ BCA Protein Assay Kit spole¢né s komerénimi standardy Pre-Diluted Protein

Assay Standards. VSe jsem napipetovali do 96-jamkové desticky dle instrukci v navodu

komer¢niho kitu, standardy i vzorky jsme pipetovali v triplikatech. Desticku s BCA ¢inidlem

jsme inkubovali 30 min pii 37 °C na tfepacce. Nasledn¢ jsme provedli méfeni absorbance pii

vlnové délce 562 nm pomoci multidetekéniho readeru Synergy BioTek. Ziskana data byla dale

zpracovana pomoci vestavénych funkci tabulového editoru Microsoft Office Excel 2013

(Microsoft Corporation, USA), kde byly na zakladé absorbance vzorkl porovnanim s kalibra¢ni

kiivkou odecteny koncentrace proteinil ve vzorcich.
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6 Vysledky

6.1 Makroskopické a hematologické sledovani MeLiM selat

Podaftilo se nam ziskat analyzovany material od n¢kolika skupin MeLiM selat, celkem jsme
hodnotili 15 jedincti. Experimentalni skupina zvifat byla tvofena 4 vrhy, a to konkrétné 8
sourozenci narozenymi 19.09.2018 (selata oznacend M36 — M43), 3 sourozenci narozenymi
11.11.2018 (oznacené M51 — M53), 3 sourozenci narozenymi 22.06.2019 (oznacené L656/044
— L656/046) a seletem M55 (nar. 15.11.2018), které bylo z dané¢ho vrhu jediné zahrnuto do
experimentu, protoZe jeho sourozenci neméli dostateny pocet a velikost odebratelnych nadort
¢inadory byly lokalizovany v neoperovatelnych mistech (oblicej, distalni ¢asti koncetin apod.).
Data jsme sbirali nezavisle na pohlavi, rozloZeni celkového datového souboru je 9 kanct : 6

svini.

Na zékladé celkové fyzické kondice, zmén hmotnosti zvifete v ase, hematologického profilu,
pitevniho nalezu na konci experimentu (piip. dob¢ ptipadného uhynu zvirat) jsme selata
rozdélili do dvou skupin. Prvni skupina jsou progredujici selata, ktera jevi znamky progrese
nadoru. Dochazelo u nich k opozdéni té€lesného rlstu, minimalnimu ptibytku (ptipadné stagnaci
¢i Ubytku) télesné hmotnosti ve sledovanych 2-tydennich intervalech a kachexii,
chudokrevnosti. Progredujici zvifata byla postizena zejména nodularnimi nadory bez
vyrazného zploStovani a blednuti a pitevni nalez ukazoval siln¢ zvétSené regionalni uzliny, na
prifezu cerné zbarvené, mnohocetné metastazy v plicich a slezin¢, ale i1 dalSich organech (jatra,
stieva, Zaludek). Do druhé skupiny byla zatazena selata s regredujicim priitbéhem melanomu.
Tato selata vykazovala vyrazny vahovy pfirtistek mezi sledovanymi 2-tydennimi intervaly,
dobrou fyzickou kondici bez zndmek kachexie, dochézelo k zplostovani melanomt. Postizeni
vnitinich orgdnii metastazami bylo mirné (plice, slezina) a mirn¢ zvétSené regionalni lymfatické

uzliny, na prifezu cerné zbarvené.

RozliSeni progredujicich a regredujicich selat na zakladé¢ vybranych parametri je
demonstrovano na obr €. 8. Regredujici jedinci jsou zobrazeni modrou barvou, oproti
progredujicim zvifatim vyobrazenym Zlutou barvou. Na ukdzce téchto nckolika parametrii
muZeme vidét, Ze je zde rozdil v primérnych hodnotach skupin (plné ¢ary), 1 kdyZ jednotlivi
jedinci nemusi mezi sebou vykazovat takové rozdily. Pii hematologické analyze ma regredujici
skupina vys$si primérné procentudlni zastoupeni basofill, oproti regredujici skupiné. Stejné tak

regredujici jedinci vykazuji vyS$i primérnou hodnotu hematokritu a hemoglobinu i erytrocyta,
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coZ muze naznacovat, ze nejsou tak anemicti jako progredujici selata a nemaji dalsi komplikace
spojen¢ s nedostatkem Zeleza. Stejny trend vysSs$i primérné hodnoty miizeme pozorovat i u
hmotnosti regredujici skupiny, kde hmotnost v Case roste, oproti tomu progredujici selata ve

vahovém piibytky stagnuji nebo na véze ptibyvaji velmi pomalu.

% Basofilt Hematokrit [L/L] Hemoglobin [g/L]
Progrese
Regrese
1.9 9.3 90
9.2 60
9.5
9.1 30
Krevni desticky [x10"3/pL] Erytrocyty [x10%6/uL] Hmotnost [kg]
20004
64
10
1500 4
1000 41
5 -
500
2 4
a -
6 8 10 12 6 8 10 12 6 8 10 12
Veék [tydny]

Obr. ¢. 8: Rozdily ve sledovanych parametrech u progredujicich a regredujicich selat. Bodové
zndzornéni progredujicich (Zluté) a regredujicich (modré) selat. Jednotlivé grafy jsou
prolozené krivkou zndzornujici primérné hodnoty obou skupin. U primérnych hodnot
jednotlivych skupin miuzeme sledovat rozdil u analyzovanych parametrii - % bazofilu,
hematokrit, hemoglobin, pocet krevnich desticek, pocet erytrocytit a vahy. Tyto zjisténé rozdily
nam lépe definuji regredujici a progredujici skupinu selat.

Na celém souboru ziskanych dat z hematologického profilu, hmotnosti zvifat a po¢tu nadort
jsme provedli analyzu hlavnich komponent (PCA). Pomoci linearni transformace pivodnich
znaki na nové, nazvané hlavni komponenty — PC1 a PC2 — jsme dosahli 2D zobrazeni na obr.¢.
9. Kazd4 hlavni komponenta pfedstavuje linedrni kombinaci ptivodnich znakli. Pomoci PCA
jsme zobrazili rozliSeni progredujicich a regredujicich selat. V nasem ptipadé PC1 (osa x)
objasnuje 37.0 % variability ptivodnich dat a PC2 (osa y) vysvétluje dalSich 28.6 % variability
ptuvodnich dat nezahrnuté v PC1. Pavodni znaky majici nejvétsi vliv na PC1 jsou pocet
neutrofilil, pocet bilych krvinek a pocet monocytti, tyto vektory maji spoleény smér. V opacném

sméru ovliviiuje PC1 procentudlni zastoupeni eoisinofilti a lymfocytt. PC2 je nejvice ovlivnéna
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puvodnimi znaky jako je pocet Cervenych krvinek, hemoglobinu, procentudlni zastoupeni
bazofili a hmotnost zvifete v jednom sméru. Opacnym smérem je PC2 ovlivnéna poctem

krevnich desticek a poctem nadort u jedince.

Na zéklad¢ PCA z téchto dat jsme nebyli schopni rozliSit ¢tyfi selata, ktera mohou spadat do
skupiny jak progredujicich tak regredujicich prasat. Tato selata byla do skupiny regredujicich

¢1 progredujicich zvirat zafazena dle pitevniho nalezu.
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standardized PC1 (37.0% explained var.)

Obr.é. 9: Analyza hlavnich komponent (PCA). Zobrazeni vicerozmernych dat u
progredujicich (Zluté) a regredujicich (modre) selat. Prvni hlavni kompotenta PC1 objasnujici
37 % variability pivodnich dat, druha hlavni komponenta PC2 objasnujici 28.6 % variability
puvodnich dat nezahrnuté v PC1. Pouzita vstupni data: hmotnost zvirat (weight), pocet nadori
u zvirete (NOM), hematokrit (HCT), pocet erytrocytii (RBC), pocet leukocytii (WBC),
hemoglobin (HGB), pocet krevnich desticek (PLT), pocet neutrofilii (neut), procentudlni
zasoupeni neutrofilti (net_p), pocet lymfocytii (lymph), procentualni zasoupeni lymfocytu
(ymph_p), pocet monocytii (mono), procentudlni zasoupeni monocytii (mono_p), pocet
eosinofilii (eos), procentualni zasoupeni eosinofilii (eos_p), pocet basofilii (baso), procentudlni
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zasoupeni basofilii (baso _p). Procentualni zastoupeni vyjadiuje procento dané subpopulace
z celkovéeho poctu leukocytu.

Konecné rozdéleni selat do skupin je znazornéno v tab. V. Skupina progredujicich selat
zahrnuje 8 selat a regredujici skupina 7 selat.

Tab. V: Rozdéleni selat podle progrese a regrese (M = male; I = female)

regredujici

oznaceni datum pohlavi oznaceni datum pohlavi
zZvirete narozeni zvirete narozeni

M36 19.09.2018 M M37 19.09.2018 M

M38 19.09.2018 M M39 19.09.2018 M

M41 19.09.2018 F M40 19.09.2018 F

M43 19.09.2018 F M42 19.09.2018 F

M55 15.11.2018 F M51 11.11.2018 M
L656/044 22.06.2019 M M52 11.11.2018 M
L656/045 22.06.2019 M M53 11.11.2018 F
L656/046 22.06.2019 M

6.2 Histologicka analyza koZniho melanomu MeLiM selat

Histologické fezy z naddorové kiize obarvené barvenim hematoxylin-eosin byly naskenovany
svételnym mikroskopem Olympus VS120. Na zadklad¢ histologického obrazu byly nadory
rozdéleny do 4 kategorii — 1. progrese, 2. Casna spontanni regrese, 3. probihajici spontanni
regrese, 4. pokrocCilda spontanni regrese. Charakteristick¢é znaky néadort v jednotlivych
kategoriich jsou podrobné popsané v Metodach, kapitola 5.9 Histologické barveni kryofezli a
jejich vyhodnoceni. Na obr. €. 10 jsou ukdzany reprezentativni fezy z jednotlivych kategorii.
Podle tohoto klice byly hodnoceny vSechny kryotezy z koznich melanomi MeLiM selat (obr.c.
11). Hodnoceni probihalo nezdvisle na skupiné, do které sele spada (progredujici versus

regredujici) a z néhoz byl nador hodnocen.
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Obr. ¢&. 10: Histologicky obraz progredujicich a regredujicich nadorii. A) Melanom ve fazi
riistu (progrese). Tkan je prevazné tvorena melanin-obsahujicimi buitkami (hvezdicka) s velmi
slabou lymfocytarni infiltraci a minimem vaziva. Je mozno rozlisit vétsi hnédocerné bunky a
mensi nahnédlé bunky. Bila Sipka ukazuje krevni kapilaru. B) V casné regresi dochazi
k rozvolnovani tkane s mirnou lymfocytarni infiltraci a minimalnim obsahem vaziva. C) Pri
dalsim pribéhu spontanni regrese ubyva mensich nahnédlych bunék, je znatelna infiltrace
imunitnimi bunkami a tvorba vaziva. D) Pri pokrocilé regresi je nadorova tkan tvorena
predevsim vétsimi hnédocernymi buitkami, které jsou v drobnych shlucich, pruzich ¢i jednotlivé
rozptylené, mezi bunkami pribyva vazivo (bilé oblasti). Infiltrace imunitnimi buitkami je

vvr

vyrazna (Cerné Sipky). Meéritko 50 um.
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Histologické skupiny
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Obr. ¢&. 11: Histologicky obraz ndadorii u jednotlivych zvirat ve véku 6-12 tydnii. Body
vyznacené stejnou barvou reprezentuji histologické kategorie nadorii odebranych od daného
MeLiM selete ve veku (zleva doprava) 6, 8, 10 a 12 tydnii. Pokrocila regrese s vyraznym
ubytkem pigment-nesoucich bunék a narustem vazivové tkané byla pozorovana zejména u
nadorii odebranych ze selat s regredujicim fenotypem v pozdéjsich casovych intervalech.

6.3 Kvantifikace cytokini v krevni plazmé MeLiM selat

Cytokiny krevni plazmy byly analyzovany s cilem zmapovat pfipadnou systémovou odpovéd’
organismu na melanom a piipadn€ nalézt znaky, které by byly detekovatelné ze snadno
dostupného vzorku, jakym je krev. Kvantifikovali jsme 13 cytokinii v plazmé vSech naSich
sledovanych MeLiM selat. Byly analyzovany cytokiny: TNFa, IFNy, IL-1a, IL-1B, IL-1RA,
IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-18 a GM-CSF multiplexni Luminex metodou.

Vzorky krevni plazmy byly analyzovany v duplikatech. Analyza medianu intenzity
fluorescence, ziskaného z Luminexu, umoZnila vyhodnocenim v R s pomoci balicku drLumi
pfipravit kalibra¢ni kiivky ze standardi o znamé koncentraci a odhadnout koncentrace
v nezndmych vzorcich. Z odectenych koncentraci jsme vypocetli aritmeticky primér. Vzorky,
ve kterych byl dany cytokin pod detek¢nim limitem, jsme nikterak nenahrazovali a dale s nimi

bylo pracovano, jako s nezméfenymi (jako chybéjici hodnota).

Ze ziskaného datového souboru koncentraci cytokind jsme pted dal$i porovnavaci analyzou a

grafickym zndzornénim vyfadili odlehlé hodnoty. Abychom doséhli vytfazeni odlehlych hodnot,
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pouzili jsme v R programu stfedni hodnotu absolutni odchylky (MAD). MAD byla spocitana
pro kazdy cytokin zvlast’ a zaroven zvlast pro skupinu progredujicich a regredujicich prasat,
abychom zachovali mozné rozdily mezi skupinami. Jako cut off jsme zvolili MAD >4, tj. pokud
koncentrace cytokinu byla minimaln¢ ctyindsobné vyssi, nez medidn nasi analyzované skupiny,
doslo k vyfazeni dané hodnoty. Celkem jsme pomoci MAD vytadili 35 hodnot z celkového
poctu 611 vystupt. Kromé jednotlivych hodnot jsme vytadili z dalSich analyz koncentraci
cytokinti v plazmé i sele L656/044 které u 11 cytokinti (TNFa, IFNy, IL-1a, IL-1p8, IL-1RA,
IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-18, GM-CSF) zcelkového poctu 13 sledovanych cytokint
dosahovalo vyssi hodnoty, nez byl stanoveny cut off. U tohoto selete doslo k neobvykle velmi
rychlému progredujicimu vyvoji a uhynulo v 6. tydnu véku, a pro tyto abnormality bylo

z analyz cytokinii v krevni plazmé vyfazeno.

Dale jsme pouzili statistickou vicefaktorovou analyzu rozptylu (two-way ANOVA), abychom
mohli posoudit variaci v koncentracich cytokinii mezi progredujicim a regredujim vyvojem
nemoci a v souvislosti s vékem zvifat. Pro pravu nedostatku sféricity u vicefaktorové ANOVA

analyzy byla pouZita Greenhouse-Geisser korekce.

Pomoci ANOVA testu byl pozorovan statisticky vyznamny vliv progrese i regrese na
koncentraci cytokint v krevni plazmé MeLiM selat u IL-1RA, IL-4, IL-10 a IL-12. U ostatnich
cytokini — TNFa, IFNy, IL-1a, IL-1pB, IL-2, IL-6, IL-8, IL-18 a GM-CSF — nebyl vliv
regredujici a progredujici skupiny nalezen. Stejné tak nebyl nalezen vyznamny vliv véku selat.
Nasledné byl pouzit post-hoc test (Bonferroniho metoda mnohondsobného porovnavani) pro
zjiSténi, mezi kterymi konkrétnimi skupinami je rozdil. Statisticky vyznamny rozdil byl
potvrzen pouze u IL-4 ve véku selat 6 tydnl, kde byla pozorovana vyssi hladina IL-4 u
regredujici skupiny selat oproti progredujici skupin€. VSechny grafy koncentraci cytokint

v plazmé jsou zobrazeny na obr. ¢. 12.
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Obr.¢. 12: Hladiny cytokinu v plazmé MeLiM selat. (A) u cytokinu IL-1RA, IL-4, IL-10 a IL-
12 byl pozorovan statisticky vyznamny vliv skupiny progrese/regrese na koncentraci cytokinii
v plazmé (ANOV A, cerné uvedené p hodnoty). Nasledny post-hoc test potvrdil rozdil v hladiné
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IL-4v 6. tydnu veku selat. (B) koncentrace cytokinit v plazmé, u kterych nebyly nalezeny rozdily
mezi progredujici a regredujici skupinou selat.

6.4 Kvantifikace cytokini na tirovni proteini v nadorové tkani

Vzhledem ktomu, Ze plazma protékd celym organismem a muize obsahovat cytokiny
produkované riznymi bunikami a tkdnémi, zaméfili jsme se 1 na analyzu koncentrace cytokint
v nadorové tkani, ktera by méla specifictéji odrazet imunologické zmény doprovazejici regresi
¢1 progresi onemocnéni. Stejné jako v plazmé, tak 1 v supernatantu homogenatu nadoru jsme
sledovali vSech 13 cytokinii a k odecteni koncentrace cytokinii jsme pouzili R program
s drLumi balickem. Nésledné jsme koncentraci cytokint normalizovali na mnozstvi tkan¢ (mg
tkang), ze kterého byl supernatant pro méfeni cytokind ziskan, nebo na celkové mnozstvi

proteint, které byly v homogenatu tkani pfitomny (stanoveno BCA metodou).

Oproti plazmé jsme v supernatantu nebyli schopni kvantifikovat vSechny cytokiny. TNFa,
IFNy, IL-2, IL-10 a GM-CSF bud’ nebyly kvantifikovany viibec, nebo pouze ve velmi malém
poctu vzorkl. Proto jsme je z dalSich analyz vyradili, abychom se vyvarovali zavadéjicim

vysledkiim ziskanym z malého poctu dat.

Protoze jednotlivé nddory se miizou vyvijet s urcitou variabilitou u daného jedince ¢i v daném
veéku, bylo mnozstvi cytokinli v nddorové tkdni sledovano v souvislosti s histologickym
obrazem konkrétniho nadoru. Pouzili jsme Cctyfi skupiny definované podle histologie
melanomu: progrese, Casna regrese, probihajici regrese a pokrocild regrese. Cilem bylo
zmapovat, zda hladiny cytokinil odraZi ptipadnou imunitni reakci vedouci k regresi nadoru.
Vysledky jsou zobrazeny na obr. €. 13, kde jsou koncentrace cytokinii vztazeny na mnozstvi
proteinu v homogenatu tkan€. Pfi normalizaci koncentrace cytokini na miligram vstupniho
mnozstvi nadorové tkané (obrazek S1 v ptiloze) jsme ziskali podobné vysledky jako pii
normalizaci na miligram proteinu homogenatu. Trendy v obou pfipadech vynesenych
koncentracich jsou stejné a i dal$i analyzy potvrdily, ze neni rozhodujici, zda je koncentrace

cytokini vztaZena na mnozstvi tkdn€ nebo proteind.
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Obr.¢. 13: Hladiny cytokinii detekované v supernatantu homogendtu z nddorové tkané u
MeLiM selat. Mezi vyberovymi skupinami nami definovanych kategorii nebyl prokazan rozdil
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v rozptylech (ANOVA pro data s normalnim rozlozenim, Kruskal-Wallis test pro ostatni
cytokiny). U jednotlivych cytokinu jsou zndzornény mediany (Cerna primka).

V dalsi ¢asti jsme pouzili analyzu rozptylu (one-way ANOVA), abychom porovnali rozptyly
vybérovych soubort, tedy nase histologické skupiny nadora. Tuto metodu Ize pouzit pouze za
splnéni podminek nezavislého méfeni, normality dat a shody rozptylu. K ovéfeni normality dat
jsme vyuzili GraphPad Prism 8, pfi posouzeni jsme pouzili Anderson-Darling test,
D’Agostino&Pearson test, Shapiro-Wilk test a zobrazeni pomoci QQ grafu. Normalita byla
prokazana pouze u dvou cytokinti, kde jsme prokézali i shodu rozptylu pomoci F-testu, a to u
IL-6 a IL-18. V obou ptipadech jsme pouzili klasickou ANOVA, ktera ale mezi proménnymi
neprokdzala rozdil stfednich hodnot. Proto uz jsme nemuseli pouzit post-hoc testy, abychom
otestovali, které konkrétni skupiny se odliSuji od ostatnich. U IL-1a, IL-1f, IL-1RA, IL-4, IL-
8, IL-12 nebylo prokdzano normalni rozlozeni, a proto jsme pouzili neparametrické testovani.
Jako neparametricky test jsme zvolili Kruskal-Wallis test. Ale ani ve zbylych cytokinech se
nam nepodafil prokdzat statisticky vyznamny rozdil stfednich hodnot v histologickych

skupinach melanomu.

6.5 Analyza exprese cytokini na irovni mRNA v nadorové tkani a okolni kiizi

6.5.1 Oveéfeni specifické amplifikace pii gRT-PCR

Primery pro qRT-PCR byly jiz dfive navrzeny v na$i laboratofi. Bylo nutné ale ovéfit jejich
funk¢nost. Otestovala jsem teplotu nasedani primerti na cDNA nejprve pocitatovou predikci
(Primer-BLAST) a poté jsem experimentalné ovétila spravné nasedani a amplifikaci produktu
zadané délky pomoci horizontalni elektroforézy PCR produktl v agar6zovém gelu. Konecné
potvrzeni spravné funkcénosti primerii jsme nechali ovéfit pomoci klasického Sangerova
sekvenovani. VSechny naSe navrzené primery pro cytokiny (TNFa, IL-1p, IL-2, IL-6, IL-8), 1
referen¢ni geny (CUSB, GAPDH, HPRT1) amplifikovaly spravny produkt. Na obr. ¢. 14 je

znazornéna ukazka vysledku ze sekvenovani na ptikladu TNFa.
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A CAGCTGGCC C TTG AGCATCAACCCTCTG GCACAAGG ACTCAGATCATCGTCTCAAACCT CAGATAAGCCCGTCGCC
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B Sus scrofa TNF-alpha mRNA, complete cds
Sequence ID: JF831365.1 Length: 771 Number of Matches: 1

Range 1: 201 to 277 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
135 bits(73) Se-31 76/77(99%) 1/77(1%) Plus/Plus
Query 12 CAGCTGG-CCCTTGAGCATCAACCCTCTGGCCCAAGGACTCAGATCATCGT
Sbict 201 CAGCTGBCOCCTTGAGCATCARCCCICTGALEEAACGACTCACATCATCRT
Query 71 CAGATAAGCCCGTCGCC 87

Sbict 261 CAGATAAGCCCGTCGEC 277

Obr. ¢ 14: Sekvenace TNFa. A) chromatogram ze Sangerova sekvenovani zobrazujici
sekvenci kodujici TNFo, B) ovéreni osekvenovaného retézce pomoci BLASTu — vyhledani
odpovidajici mRNA v transkriptomu Sus scrofa.

6.5.2 Relativni kvantifikace mRNA koduijicich cytokiny pomoci gRT-PCR

Pomoci qRT-PCR jsme detekovali pfitomnost mRNA kodujici cytokiny TNFa, IL-1p, IL-2,
IL-6 a IL-8, pfimo v nadorové tkani a v kiizi. Tuto detekci jsme provedli u vSech naSich zvitat

ve Ctyfech Casovych intervalech (6., 8., 10. a 12. tyden stéfi zvifete).

Z triplikati Ct hodnot byl nejprve vypocten aritmeticky primér. Vzorky pro néz nebyla
naméfena Ct hodnota byly z dalSich analyz vytazeny. Pokud byla ve tfech replikach zmétena
pouze jedna hodnota a ta byla Ct>38, tak jsme tento vzorek také vyfadili jako nespecifickou
amplifikaci ve vysokém cyklu PCR. Ziskané primérné hodnoty Ct byly pro kazdy vzorek
normalizovany na expresi housekeeping geni. Nejprve jsme z triplikati kazdého housekeeping
genu — CUSB, GAPDH, HPRT1 — vypocitali aritmeticky praimér Ct a nasledné jsme tyto
priméry jeste zprimérovali. Od takto ziskané primérné hodnoty Ct tii houskeeping gent jsme

odecetli Ct hodnotu nasich vzorkt a tim jsme ziskali ACt.

Heat mapy (obr.¢. 15 a 16) zobrazuji expresi vSech péti cytokind u celého souboru nasich zvirat.
V tomto zobrazeni nejsou selata roziazena podle skupin, do kterych spadaji (regredujici a

progredujici), ale pouze podle svého identifika¢niho &isla (Eislo usni znamky). Uéelem tohoto
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zobrazeni je ukazat rozdily v ACt jednotlivych cytokini, a pfedevsim jejich detekovatelnosti.
Nékteré cytokiny mizeme detekovat témét ve vSech vzorcich (pt. IL-6), oproti jinym, které
detekujeme pouze ve zlomku piipadi (pt. IL-2). Pomoci heat mapy miizeme zobrazit i vysledky
pod detekénim limitem (bila pole s ptekiizenim). Tedy situace, kdy ve vzorku bylo pfitomno
velmi malé nebo Zadné mnoZzstvi kédujici mRNA a my nejsme schopni pomoci naseho systému

toto mnozstvi detekovat, prestoze bylo méfeni na tomto vzorku provedeno.

TNFo  IL-1P IL-2 IL-6 IL-8
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Obr. ¢. 15: Heat mapa exprese cytokinit u MeLiM prasat ve zdravé kuZi. Grafické zndzorneni
ACt hodnot exprese cytokinii a nedetekovatelnych hodnot u mérenych vzorkii. Cytokiny jsou
exprimovany ve 4 az 1000x (2° az 2!°) mensim mnozstvi nez referencni geny. Nejvice
exprimované cytokiny jsou zobrazeny cervené. U cytokinu IL-2 a IL-8 hranici detekce prekonal
pouze zlomek vzorkii.

56



e ||

I V"’I

|

!

Hl

!
|

I

Ina

!
|

|

|

|
L 1
== |
I SRty
| —
_
|
| _—— |
]
|
]
_ I

M

L

|

—

Obr. ¢ 16: Heat mapa exprese cytokinii u MeLiM prasat v nddorové tkani. Grafické
znazorneni ACt hodnot exprese cytokinii a nedetekovatelnych hodnot u merenych vzorkii.
Zeleno-zluta barva odpovida expresi cytokinii na urovni referencnich genii (ACt priblizné rovna
nule). Nejvice exprimované cytokiny jsou zobrazeny cervenou barvou.

Ziskané ACt hodnoty z nadorové tkan¢ a ze zdravé kiize jsme nasledné navzajem porovnavali
s otazkou, zda existuje rozdil v expresi cytokinli v melanomu oproti okolni ktizi. K analyze dat
jsme vyuZzili GraphPad Prism 8, ktery ndm umoZznuje data zaroven analyzovat i graficky
zobrazovat. VétSina odectenych ACt hodnot dosahovala zapornych C¢isel, jak uz bylo
znazornéno na predchozich heat mapach (obr. ¢.15 a 16). Tato skute¢nost znamena, Ze exprese
mRNA kodujici cytokiny je nizsi, nez mRNA kodujici referenéni geny. Tento trend je

pozorovan u obou tkéni, tj. zdravé kiize i melanomu.

V nasi sad¢ dat jsme chtéli zjistit, zda se li§i exprese (vySe hladin mRNA) v melanomu oproti
ktzi. K tomu jsme vyuzili parovy t-test (two-tail). Parovy t-test jsme mohli pouzit, protoze
melanomova tkan a tkan z ptiléhajici zdravé klize byli odebrany ze stejného zvifete ve stejném
Casovém intervalu a vytvofily nam tak dvojici hodnot. Srovnali jsme stfedni hodnotu mezi

vzorky ve vSech ¢tyfech ¢asovych intervalech pro kazdy cytokin (obr. ¢. 17).
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Obr. €. 17: ACt hodnoty exprese cytokinit v melanomu a kiiZi. Bodové zndazorneni ACt hodnot
u sledovanych cytokinii (TNFo, IL-1p, IL-2, IL-6 a IL-8) v melanomové tkani a sousedni zdravé
kiziv 6., 8., 10. a 12. tydnu selat. Median sledované skupiny je oznacen cernou primkou.
Jednotlivd selata jsou zndzornéna body s prislusnou barvou. Cervend Skdla barev reprezentuje
progredujici skupinu selat a modro-zelena skala barev reprezentuje selata s regredujicim

fenotypem. P hodnoty z parového t-testu.

U cytokina IL-1pB, IL-6 a IL-8 byla pozorovana zvySend exprese v melanomu oproti okolni

zdravé kuzi. U IL-6 byly tyto rozdily statisticky vyznamné (pomoci parového t-testu) v 6., 8.,

59



10.112. tydnu stafi selat, u IL-1B v 8. a 10. tydnu. U TNFa nebyly pozorovany rozdily v expresi
mezi melanomem a kzi. Toto pozorovani odpovidd tomu, ze nadorové mikroprostiedi, je
vysoce imunitn€ aktivni a je zde nutnd syntéza cytokint, které zajist'uji komunikaci s okolim,
oproti kiizi, kde neprobihaji zanétlivé reakce a je udrzovand homeostaze cytokint. Na grafu
muzeme také vidét, ze IL-2 byl detekovan jen u malého mnozstvi zvitat, a to nezavisle na
analyzované tkani. V hladindich mRNA koédujicich sledované cytokiny nebyl pozorovan trend

mezi progredujici a regredujici skupinou zvitat.

6.6 Korelace exprese mRNA a proteinii v melanomu

V dalsi ¢asti mé diplomové prace jsem se snazila zjistit, zda existuje v melanomové tkani
korelace mezi expresi vybranych cytokinti na trovni mRNA a proteinti. Pro toto porovnani byla
vynesena hodnota Ct (odpovidajici log2 koncentraci mRNA koédujici cytokin) oproti log2
hodnoté¢ medianu intenzity fluorescence (MFI) z Luminex xMAP analyzy (odpovidajici
mnozstvi cytokinu na Grovni proteinu), viz obr. ¢. 18. Pivodni data intenzity fluorescence
z Luminex analyzy byla pouzita pro minimalizaci chyb ¢i variability vnesené do analyzy pii
prepoctu MFI na koncentraci proteinti. Nicmén¢, vyneseni Ct hodnot oproti koncentracim
cytokinti v pg/ml poskytuje podobné vysledky (obrazek S2 v pfiloze). Neparametricky
Spearmantliv koeficient potfadové korelace rho spocitany v programu R vychdzi vysoce
vyznamn¢ pro IL-6, kde byla prokazana vysoka korelace mezi hladinou IL-6 kodujici mRNA
a proteinu. U IL-1B, IL-8 a TNFa hladina mRNA a proteinu nekorelovala, coz naznacuje
pritomnost dalSich faktord (napf. ucinnost translace, stabilita mRNA, regulace sekrece,
degradace proteinu apod.) regulujicich hladiny téchto proteini. Toto zjisténi je v souladu
s mnoha tzv. -omickymi (tedy genomickymi a proteomickymi) studiemi, kde je ¢asto nachazen

nesoulad mezi intenzitou genové exprese a hladinou proteinu.
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Obr. &. 18: Vztah mezi hladinou mRNA a proteinu u jednotlivych cytokinii v nadorové tkani.
Exprese cytokinii na urovni mRNA vyjdadrend jako delta Ct hodnoty (tj. Ct normalizacni mRNA
- Ct studovana mRNA) detekovanda pomoci gRT-PCR byla porovndna s mnozstvim cytokinu
jako proteinu vyjadreného jako Log2 medianu intenzity fluorescence (tj. log2[MFI])
detekované pomoci Luminex metody. Mira zavislosti mezi hladinou mRNA a proteinu byla
studovana pomoci Spearmanova korelacniho koeficientu rho. U IL-6 byla pozorovana silnd a
statisticky vyznamna pozitivni zavislost mezi hladinou mRNA a proteinu. U ostatnich
sledovanych cytokinii zavislost nebyla pozorovana.
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7 Diskuze

Ve své diplomové praci jsem se zabyvala analyzou cytokinl u progredujiciho a regredujiciho
melanomu na modelu MeLiM selat. Stanovovala jsem koncentrace cytokini v plazmé,
vzhledem ke snadné dostupnosti analytu a nasledné i v nddorové tkani, abych mohla zhodnotit
nadorové mikroprostiedi a imunologické procesy, které¢ se zde odehravaji. Mym cilem bylo
sledovat hladiny vybranych cytokini béhem vyvoje onemocnéni a identifikovat rozdily mezi
regredujicimi a progredujicimi skupinami selat, které muZzou piedstavovat potencialni

prognosticky ¢i terapeuticky zajimavé faktory vyuzitelné v dal§im vyzkumu.

Jako modelovy organismus jsem zvolila MeLiM model a to hlavné proto, ze melanom u této
linie prasat ma podobnou histologii, biochemii a molekularni biologii s lidskym nadorem
(Vincent-Naulleau et al., 2004). Prase je anatomicky a fyziologicky podobné ¢lovéku, nejenom
ve velikosti téla a t€lesnych orgédnd, ale také naptiklad funk&nosti imunitniho systému (Swindle
et al., 2012). Dalsi analogii mizeme pozorovat u lidské a praseci klize, je zde strukturalni
obdoba rozlozeni kiize a podobnost pomérti mezi tloustkou epidermis a dermis (Eaglstein &
Mertz, 1978). Melanocyty se u prasete vyskytuji v epidermis, stejn¢ jako je tomu u ¢lovéka.
Naproti tomu mysi, které jsou ¢asto vyuzivané k biomedicinskym studiim, vykazuji velky
rozdil v tloust'ce vrstev klize a navic se u téchto zvifat melanocyty nevyskytuji v epidermis, ale
v dermis (Zomer & Trentin, 2018). Oproti jinym modelovym organismim, MeLiM model
vznikl spontdnné bez vnéjSich zésahl, pouze kiizenim vhodnych prasat a néslednym
Slechténim. Je to dalsi shoda s lidskym melanomem, na rozdil od organismil (napt. mysi, ryby),
kde se pouzivaji mutageny nebo transgeneze. Mezi praktické vyhody prasat jako modelového
organismu lze fadit 1 jeho velikost a velikost vzniklych nadort. KoZzni melanomy vzniklé u
MeLiM selat jsou vétsi nez lidské a mysi melanomy, diky tomu mizeme odebrat vice materialu,
ktery lze analyzovat, a proto jsme byli schopni vyuZit v nasi praci vice analyz z nddorové tkané
(histologie, Luminex xMAP a qRT-PCR). Zaroven jsou nadory mnohocetné a je mozné
uskutecnit pozorovani v Case, kdy v kazdém intervalu lze odebrat jeden kozni melanom. U

prasete je mozno odebrat 1 vice Zilni krve, nez je tomu u mysi.

v e

MeLiM model mé jesté jednu nespornou vyhodu, a to je vyskyt spontanni regrese melanomu.
Jak ukazuji diive publikované studie, ke spontanni regresi melanomu mtize dochéazet i u ¢lovéka
a to predevsim diky vysoké imunogenicité kozniho melanomu (Bodurtha et al., 1976; Cole &
Everson, 1956; Kalialis et al., 2008). Caste&na regrese se objevuje aZz u 50 % lidskych nadort,

ale uplné vymizeni nadorového loziska bylo zdokumentovano jen u nékolika desitek nadort
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(Horak et al., 2019). U ¢lovéka neni mozné vznik ¢i prubéh regrese sledovat z etickych davodi,
protoze je melanom pii dosazeni pozdéjsich stadii vysoce zhoubny a Spatné 1écCitelny, a proto
je ihned po stanoveni diagndzy zahdjena 1écba pacienta (nejcastéji operativni odstranéni
kozniho melanomu). U MeLiM selat dochazi k regresi az v 70 % ptipadii bez vnéjsiho zdsahu

(Horak et al., 2019).

MeLiM selata jsem sledovala od 6. tydne staii véku do 12. tydne, vzdy ve dvou tydennich
intervalech. Toto sledovaci obdobi jsem zvolila na zéklad¢ predchozich studii v nasi laboratofi,
kdy okolo 10. tydne Zivota selat dochazi k zahajeni spontanni regrese melanomu (Cizkova et
al., 2019; Geffrotin et al., 2000). Mym cilem bylo tento zac¢atek regrese zachytit a demonstrovat
cytokiny, které se v tomto obdobi exprimuji na urovni proteinii i mRNA a pomoci zmapovat
imunitni reakci souvisejici s destrukci a reorganizaci nadorové tkang. Dvoutydenni interval byl
zvolen z divodu rekonvalescence MeLiM selat po chirurgickém zdkroku spojeném
s odebiranim melanomu a vyhnuti se mozného vlivu probihajiciho hojeni jizev na imunitni stav

zvitete, v€etné hladin cytokini.

V mé studii jsem MeLiM selata neposuzovala na zakladé pohlavi (pomér samct k samicim byl
9:6). Mozny vliv pohlavi na vyvoj naddort byl zanedban vzhledem k ptedchozim studiim, kde
bylo prokazano, ze vyskyt novotvarti u zvifat a i pozdéj$i nastup spontanni regrese neni zavisly

na pohlavi (Borovansky, 1978; Fortyn et al., 1994b).

Zamg¢fila jsem se proto na rozdéleni prasat na zéklad¢ vyvoje nddorového onemocnéni, zda
dochazi k progresi melanomu nebo jeho regresi. Do kategorie progredujicich selat byla
jednoznacné zatfazena selata, ktera podlehla progresi nddoru (4 z 15 selat; 26.7 %) a déle pak
selata, kterd stagnovala ve vdhovém pfirlistku a méla projevy mikrocytarni hypochromni
anémie s kachexii. Oproti tomu do skupiny regredujicich selat byli zatazeni jedinci s vahovym
priristkem a dobrou fyzickou kondici, u kterych nebyly pozorovany anemické projevy

v krevnim obrazu.

Stejn¢ jako v klinické praxi jsme i1 ja pouzilia k zhodnoceni stavu MeLiM selat analyzu
hematologického profilu. V krevnim obrazu byl sledovan hematokrit, hemoglobin a pocet
cervenych krvinek, kde tyto parametry byly u progredujici skupiny nizsi, oproti MeLiM
selatim s regresi nadord. Tyto nizké hodnoty indikuji mikrocytarni hypochromni anémii
progredujicich selat, jak to bylo popsano uz v predchozich studiich nasi laboratote (Cizkova et
al., 2019). Hlavni roli v t&chto dysregulacich piedstavuje Zelezo a jeho metabolismus. Zelezo

je esencialni prvek podporujici proliferaci bunék. U nadorovych onemocnéni byl zaznamenan
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jeho vliv na pfeziti nadorovych bunék a reprogramaci nddorového mikroprostredi.
Metabolismus a homeostaza zeleza mtize byt Casto ovliviiovana stresory pravé z nddorového
prostiedi. V1iv byl popsan u IL-6, ktery indukuje sekreci hepcidinu (regula¢ni hormon Zeleza),
jehoz ukolem je blokace uvolnovani zeleza ven z bunék. Dochézi tak k zadrzovani zeleze
uvnitt bunék (napft. ve tkanovych makrofazich) a dochazi k jeho deficitu na systémové trovni.
Dalsi cytokiny ovlivitujici homeostazu Zeleza jsou TNFa, IFNy a IL-10 (Jung et al., 2019; Y.
Wang et al., 2018).

Dale u progredujicich selat bylo zaznamenano mensi procentualni zastoupeni bazofilli. Naopak
tomu bylo u poctu krevnich desti¢ek, kterych bylo u progredujicich selat vice. OvSem pocet
krevnich desticek mtze byt v naSem ptipad€ zkresleny z divodu odbéru zilni krve do
antikoagulacniho cinidla EDTA, kde muze dochdzet k tvorbé shluk krevnich desticek a
nasledné dochazi k artefaktim v analyze. K této tvorbé shlukii jsou miniprasata nachylna, proto
je lepsi pro analyzu krevnich desticek pouzit jako antikoagulac¢ni cCinidlo citrat, ktery
trombocyty tolik neshlukuje (Erkens et al., 2017; Lippi & Plebani, 2012). Vzhledem k tomu, Ze
ostatni hematologické parametry, které sledujeme, je lepsi analyzovat v EDTA, pouzila jsem
toto antikoagulacni ¢inidlo. Velikost selat a jejich zdravotni stav mi nedovolil odebrat dva
vzorky Zilni krve (2-4 ml s EDTA, 2-4 ml s citratem), abych krevni desticky mohla analyzovat
zvlast v antikoagula¢nim Cinidlu citrat. Odbér vétSiho mnoZstvi krve by selata i vzhledem

k mikrocytarni hypochromni anémii ohrozoval na zivoté.

Jak jiZ bylo dfive zminéno, pro zaclenéni selete do progredujici kategorie byl rozhodujici jeho
zhorsujici se stav (stagnace riistu, kachexie, zvétSovani nadort) a nasledny uhyn. Déle byl bran
zietel na hematologicky profil spolecné s pitevnim nalezem. Pro dal$i sledovani vyvoje
melanomu by bylo rozumné prodlouzit sledovaci obdobi o dalsi ¢asové intervaly (14. tyden
Zivota selat a vice), kdy by se rozdily mezi progredujici a regredujici skupinou selat mohly jesté
dale prohlubovat. Ubytek MeLiM selat s progredujicim vyvojem nemoci zpiisobeny thynem
by mi toto srovnani ale znemoznil z divodu nizkého poctu sledovanych jedinct. Proto jsem se
rozhodla ukoncit sledovani ve 12. tydnu zivota MeLiM selat, kdy je rozd¢€leni selat dle vyvoje

onemocnéni na progredujici a regredujici vysoce spolehlivé.

V dalsim kroku jsem se rozhodla kvantifikovat koncentrace cytokinli v krevni plazmé a
nadorovém homogenatu MeLiM selat. Cytokiny maji u melanomu hned né¢kolik velmi
vyznamnych roli. Jsou to zprostfedkovatel¢é mezibunétné komunikace v nddorovém

mikroprostfedi, kde mohou ovliviiovat proliferaci a migraci bun¢k (napt. IL-6 a IL-8
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uvoliiované fibroblasty nadorového stromatu podporuji migraci a invazivitu melanomovych
bunck (Jobe et al., 2016)). V klinické praxi mohou mit hladiny cytokinii v krevni plazmé
pacientli s melanomem diagnosticky ¢i prognosticky vyznam (Alegre et al., 2015; Filitis et al.,
2015; Kucera et al., 2019; Matsumoto et al., 2017). Cytokiny IL-2 a IFN-a2 jsou vyuzivany
jako adjuvantni 1é¢ba melanomu v klinické medicin€. V neposledni fadé€, pozitivni korelace
TILs slepsi progndézou onemocnéni a Uspéchy modernich imunoterapii dokumentuji u
maligniho melanomu, na rozdil od jinych nadorovych onemocnéni, velky vyznam imunitni

odpovédi (a cytokint jako jejich regulatoril) v kontrole vyvoje onemocnéni.

Prognostika onemocnéni je zalozena zejména na histopatologickych kritériich, jako je
Breslowova stupnice tloustky nadorového loziska, mitotickd aktivita bun¢k a ulcerace nadoru.
Zaroven narustd snaha identifikovat a ptenést do klinické praxe molekuldrni biomarkery, které
uréi vysoce rizikovy melanom jiz v rané fazi (O. Abbas et al., 2014). U pacientli s koznim
melanomem byl jako cirkulujici biomarker navrzen IL-8, ktery mimo jiné podle studie
Sanmamed a kol. reflektuje stddium koZzniho melanomu (Sanmamed et al., 2014). ZvySené
hladiny hepatocytarniho ristového faktoru (HGF) v krvi mohou predikovat vznik metastaz a
rezistenci k terapii (Filitis et al., 2015). V své studii jsem sledovala 13 cytokin (TNFa, IFNy,
IL-1a, IL-1B, IL-1RA, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-18 a GM- CSF), ktefi maji jak

w1

onemocnéni.

Na systémové urovni se mi podafilo kvantifikovat v§ech 13 cytokinl. Vyznamny vliv regrese
a progrese na hladinu cytokinti byl pozorovan u IL-1RA, IL-4, IL-10 a IL12. Naslednym post-
hoc testem byl potvrzen rozdil mezi progredujici a regredujici skupinou pouze u IL-4 ve véku
selat 6 tydnt. IL-4 je hlavni cytokin regulujici diferenciaci naivnich T buné€k a jejich polaritu
do Th2 bunééné odpovédi, IL-4 by mohl pomoci hyperreaktivity imunitniho systému brati
dal§imu rozvoji melanomu u regredujicich MeLiM selat (Son et al., 2017). Podobné disledky
by mohla mit 1 zvySena exprese IL-10, kde IL-10 potlacuje angiogenezi a vznik novych
metastaz (Mannino et al., 2015). Nepotvrdilo se naSe ocekavani zvySené exprese IL-8,
poptipad¢ IL-6, které byly diive pozorovany u pacientli. Oba tyto cytokiny jsou oznacovany za
klicové pii invazivit¢ kozniho melanomu a jejich hladiny v krevni plazmé slouzi jako

prognosticky ukazatel (Kolaf et al., 2012).

Dalsi dil¢i ¢ast mé diplomové prace byla zaméfena na kvantifikaci cytokinl v supernatantu

z nadorové tkang, abych ziskala detailn€j$i prehled o expresi cytokinti ptimo ve tkani. Nejprve
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jsem posoudila jednotliva nddorova loziska nezavisle na skuping, do které MeLiM sele spadalo
(progredujici nebo regredujici kategorie). Tento piistup jsem zvolila z divodu rozli¢nosti
melanomd, kde se u jednoho selete mohou vyskytovat riznorodé melanomy, napt. zarovén
nodularni i ¢asteccné zplostélé nadory. Ale i u tohoto déleni nardzim na heterogenitu samotnych
tumort. Stejné tak jako u ostatnich typi nadorovych onemocnéni i melanom se skldda z mnoha
bunécnych skupin a obsahuje i nenddorové buiiky (podpirné buiiky, endotelialni buiiky, buiiky
imunitniho systému atd.) (Shannan et al., 2016). Diverzita mezi ¢astmi nadoru proto muze byt
velmi pestrd. Proto ani mé histologické kategorie nemohly byt striktné¢ oddélené, vzhledem
k tomu, ze v mikroskopickém skenu mohou byt oblasti spadajici do jiné kategorie a sousedni
kategorie se mohou CasteCné prekryvat. Jasné¢ odd¢litelnd je kategorie progrese a pokrocila

spontanni regrese. Pti rozd€leni do kategorii byl bran v uvahu obraz v ptevazujici ¢asti fezu.

Narozdil od krevni plazmy jsem v supernatantu nebyla schopna kvantifikovat vSech 13
cytokinti. Nekvantifikované cytokiny nebo ty, které jsem kvantifikovala pouze v malém poctu
vzorkl, jsem vyradila z dalSich analyz, aby nedoSlo ke zkresleni vysledk v souvislosti
s malym poctem kvantifikovanych hodnot. Mezi vyfazené cytokiny patii TNFa, IFNy, IL-2,
IL-10 a GM-CSF. U tii z péti nekvantifikovanych cytokini (TNFa, IL-2 a GM-CSF) je nebo
v minulosti byla snaha o terapeutické vyuziti v klinické praxi, obecn¢ s cilem podpofit t€mito
cytokiny imunogenicitu melanomu a aktivovat imunitni systém pacienta. Nepfitomnost nebo
sekrece nizkych hladin téchto cytokinii mize naznacovat nedostate¢nou odpovéd’ imunitniho
systému na melanom. TNFa je spojovan u pacientli s nddorovym onemocnénim a kachexii.
Ovsem ke zvySené sekreci dochazi spiSe na systémové Urovni, kde jsem byla schopna TNFa

kvantifikovat, ale ne pfimo v nadorové tkani.

U osmi kvantifikovanych cytokinti (IL-1a, IL-1B, IL-1RA, IL-4, IL-6, IL-8, IL-12, [L-18) jsem
porovnavala rozptylové hodnoty histologickych skupin nadorti. Ale mezi jednotlivymi
histologickymi kategoriemi nebyl ani u jednoho cytokinu zaznamenan statisticky vyznamny

rozdil stfednich hodnot.

Cytokiny jsou malé proteiny zajisStujici komunikaci mezi bunkami a ovliviluji nadorové
mikroprostiedi, piisobi v nizkych hladindch, lokalné¢ a dochdzi k jejich rychlé¢ degradaci
(Stenken & Poschenrieder, 2015). Hladiny cytokini mohou kolisat v zavislosti na stresu zvitete
1 v pribehu samotného dne, dale pak v zavislosti na kvalité a rychlosti zpracovani vzorku a
délce jeho uchovavani. Béhem celé své studie jsem se snaZila se vzorky pracovat co nejSetrnéji

a vSechny vzorky odebirat a zpracovavat stejnym zptsobem po stejnou dobu, abych neovlivnila

66



kvantifikaci cytokind. Pfesto si musime uvédomit, Ze pracujeme s velmi citlivym systémem a
propojenou siti mechanismii, ktery je velmi senzitivni k jakékoliv dysregulaci a pfestoze jsem
se snazila zachytit co nejredlnéjsi odraz skute¢né sekrece jednotlivych cytokinti, nemusela se
mi tato skute¢nost podafit. At uz zdivodu degradace sekretovanych cytokinli nebo
nezachyceni intervalu, kdy k sekreci dan¢ho cytokinu dochdzi, protoze nejsou exprimovany

kontinualn¢ ve stejnych hladinach.

V dalsi ¢asti diplomové prace jsem detekovala cytokiny v nddoru na trovni kédujici mRNA.
Celkem jsem takto kvantifikovala 5 cytokinti (TNFa, IL-18, IL-2, IL-6 a IL-8) a porovnala jsem
jejich expresi v nadorové tkani s expresi v okolni zdravé kiizi. Podle o¢ekavani dochazelo ke
zvySené expresi cytokinll v melanomu, oproti zdravé kuzi. Konkrétné bylo zvySeni pozorovano
u tii cytokina (IL-1, IL-6 a IL-8), z toho u IL-6 a IL-1p byl rozdil v expresi v melanomu oproti
ktzi statisticky vyznamny. Tento trend odpovida piedpokladu, ze v nddorové tkani je potieba
zajistit komunikaci mezi buikami a okolnim prostfedim vzhledem ke zvySené proliferaci,
angiogenezi a imunitni aktivité, oproti tomu ve zdravé kiiZi neni tato potieba tak vysoka. U
cytokinu TNFa nebyl zaznamendn rozdil v expresi u jednotlivych tkani a cytokin IL-2 byl
detekovan pouze v malém poctu vzorki, jak v melanomu, tak ve zdravé kiizi. ZvysSend exprese
IL-6 v melanomu je v souladu se studii Kolaf et al., kde je zdokumentovana zvySena exprese
genll kodujicic IL-6 a zarovén genu kodujici IL-8 v ko-kultufe fibroblastti s malignimi
epitelidlnimi buiitkami. V mém pozorovani sice nebyl prokazan signifikantni rozdil u exprese
IL-8, ale na grafu (obr. €. 17) mizeme zaznamenat vys$i medianové hodnoty v melanomu, nez
ve zdravé kuzi. IL-6 a IL-8 byly zhodnoceny jako klicevé cytokiny podporujici migraci a
invazivitu melanomovych bunék, které mtizou vést k tvorbé novych metastaz (Jobe et al., 2016;
Lacina et al., 2019). Tato pozorovani nejsou zatim u MeLiM selat potvrzena, ale tato prvotni
studie naznacuje, ze by tento trend mohl platit 1 zde. Pro potvrzeni této hypotézy jsou ale potieba
dalsi studie na vétSim poctu sledovanych MeLiM jedinct. Stejnou odezvu ve formé podpory
progrese nadoru a pfispéni ke vzniku metastaz vyvolava i IL-1p, jehoZ zvySena genova exprese
byla pozorovana v ko-kultufe fibroblastii a malignimi melanocyty (Li et al., 2009; Voronov et

al., 2003).

Nésledné jsem se blize zaméfila na melanomovou tkan a korelaci mezi expresi cytokini na
urovni kodujici mRNA a proteint. Vzhledem k ¢asové naro¢nosti metody qRT-PCR a obecnym
poznatkiim z proteomickych studii (Maier et al., 2009) jsem nesrovnavala vSech 13 cytokinl
kvantifikovanych na Grovni proteind, ale pouze pét vybranych cytokini (TNFa, IL-1p, IL-2,

IL-6 a IL-8). Proké4zala jsem silnou zavislost mezi Grovni IL-6 kddujici mRNA a proteinu.
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Nasledné¢ jsem podle svych predpokladi neprokézala korelaci u dalSich Ctyf sledovanych
cytokint (TNFa, IL-1pB, IL-2 a IL-8), coz naznacuje, Ze syntéza proteinu neni ovlivnéna pouze
mnozstvim transkribované mRNA, ale mnoha faktory ovlivilujicimi translaci proteind,
posttransla¢ni modifikace, degradaci proteinti a dal§i molekularné-biologické pochody (Griseri,

2014; Rodnina & Wintermeyer, 2016; White et al., 2013).

Pivodnim cilem mé diplomové prace bylo zmapovat expresi cytokini v prubéhu regrese
melanomu u MeLiM selat. Tento cil byl obohacen i o sledovani rozdila v expresi cytokinli mezi
progresi a regresi nadoru, protoze se béhem vypracovani diplomové prace narodil dostatecny
pocet MeLiM selat s progredujicim vyvojem nemoci, ktera byla zahrnuta do studie. MeLiM
selata s progredujicim koznim melanomem jsou jinak pomérné vzéacna (zastoupeni v MeLiM

linii je pouze 5 — 30 %) (Horak et al., 2019).
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8 Zavér
V piedlozené diplomové prace jsem sledovala expresi vybranych cytokint v krevni plazmé a

nadorové tkani u MeLiM prasec¢iho modelu maligniho melanomu a porovnala jsem expresi

cytokinti u progredujiciho a regredujiciho vyvoje onemocnéni. Dosla jsem k témto zavéram:

1) V krevni plazmé jsem prokézala vyssi hladiny I1L-4 u regredujici skupiny MeLiM selat
ve véku 6 tydnt.

2) V melanomové tkdni se koncentrace sledovanych cytokinii na urovni proteint
vyznamné neliSila mezi progredujici a regredujici tkani.

3) V melanomové tkdni MeLiM modelu jsem prokazala zvySené hladiny mRNA kodujici
IL-1p a IL-6 oproti okolni zdravé kuzi.

4) U IL-6 jsem prokézala silnou zédvislost mezi trovni mRNA a proteinu. U ostatnich

sledovanych cytokinil jsem tuto korelaci nezaznamenala.

Nalezené zmény v hladinach cytokini mohou odrdzet zmény v nddorovém mikroprostiedi
ovliviyjici vyvoj a priibéh nadorového onemocnéni. Vyssi exprese mRNA kodujici IL-6 mize
demonstrovat vysokou migraci a ivazivitu nadorovych bunék u MeLiM selat. Budouci studie
by se mély vice zaméfit na tento biomarker hrajici nejspiSe jednu z hlavnich roli pii rozvoji
onemocnéni u MeLiM selat. Objasnéni molekuldrnich procesti doprovazejicich spontani regresi

melanomu u MeLiM modelu miize pomoci odhalit nové klinicky vyuzitelné terapeutické cile.
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10 Piilohy

Seznam pfiloh:

1) Obr. S1: Hladiny cytokin(i detekované v supernatantu z nddorové tkané u MeLiM selat,
vztazené na mg tkané

2) Obr. S2: Korelace hladiny mRNA a koncentrace proteinu u jednotlivych cytokind v nadorové
tkani.

3) Seznam publikaci autorky
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Obr. S2: Korelace hladiny mRNA a koncentrace proteinu u jednotlivych cytokinii v
nddorové tkani. Na ose x jsou vyneseny delta Ct hodnoty (tj. Ct normalizacni mRNA - Ct

studovana mRNA) detekovana pomoci gqRT-PCR, které odpovidaji log2 mnozstvi mRNA. Na
ose y je mnozstvi cytokinu na uirovni proteinu vyjadrené jako Log2 koncentrace cytokinu
detekované pomoci Luminex metody. Mira zavislosti mezi hladinou mRNA a proteinu byla
studovana pomoci neparametrického Spearmanova korelacniho koeficientu rho. U IL-6 byla
prokazana silna a statisticky vyznamna pozitivni zavislost mezi hladinou mRNA a proteinu. U
ostatnich sledovanych cytokinu nebyla zavislost mezi mnozZstvim RNA a proteinu pozorovana.
Meé¥itka a popisky os jsou stejna pro vsechny cytokiny.
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