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ANOTACE

Tato prace se zabyva interleukiny a jejich ulohou pii nadorovém bujeni. V prvni casti
je prace zaméfena na Clenéni cytokinli, druhy jejich receptorti a nejcastéjsi signalizacni
dréhy. V dalsi ¢asti prace je strucné popsana imunologie nadorového bujeni — vznik nadoru
arozpoznavani nadoru imunitnim systémem. Posledni cast prace obsahuje zakladni

informace a zéaroven nejnovéjSi poznatky z klinické praxe, tato Cast se zabyva nejvice

diskutovanymi interleukiny: IL-1, IL-2, IL-4, IL-8, IL-12, IL-17.

KLICOVA SLOVA
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ANNOTATION

This work deals with interleukins and their roles in cancer. The first part of the work
is focused on classification of cytokines, their receptors and the most common signalling
pathways. In the next part there is shortly described the immunology of tumor growth —
tumor formation and its recognition by immune system. The last part of the work contains
basic information and the latest findings from clinic, this part deals with the most discussed
interleukins: 1L-1, IL-2, IL-4, IL-8, IL-12, IL-17.
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Uvod

Interleukiny fadime k cytokinim. Tyto molekuly maji charakter proteinti a podileji se
na regulaci imunitni odpovédi. Nejprve byly objeveny jako produkty leukocytti — podle toho
vzniklo jejich pojmenovani. Pozdé¢ji se zjistilo, Ze interleukiny jsou produkovény i jinymi
bunikami imunitniho systému (napf. makrofagy, monocyty, dendritickymi bufikami)
a | neimunitnimi bunikami (napf. epitelialni bunky).

Interleukiny plni v organismu mnoho riznych funkci. Uastni se zanétlivych
pochodu (napft. IL-1, IL-6), podporuji rast a diferenciaci prekurzorovych bunék kostni diené
(napf. IL-2, IL-4), jiné zastavaji funkci vyznamnych chemotaxini (napf. IL-8) nebo
ovlivituji pfiznivé €1 nepiiznivé angiogenezi (napi. IL-17) atd. Svymi funkcemi ovliviiuji
celou fadu bun€k imunitniho systému (T-lymfocyty, B-lymfocyty, NK burky, makrofagy)
a také napf. epitelidlni a endotelové bunky.

Z vyse popsané¢ho je ziejmé, ze interleukiny maji v imunitnim systému organismu
své nezastupitelné misto. Bez nich by imunitni odpovédi vyvolané imunitnim systémem

nebyly plnohodnotné nebo by dokonce viibec nemohly vzniknout.



1. Cytokiny

1.1 Clenéni cytokint

Cytokiny byly plvodné rozdéleny na Ilymfokiny a monokiny (dle své produkce
v lymfocytech, resp. v monocytech). Toto rozdéleni se jiz nepouziva, protoze se zjistilo, ze
cytokiny jsou produkovany ijinymi bunéénymi typy (napf. fibroblasty, epitelidlnimi,
endotelidlnimi bunikami). Pro zavedeni jednotné nomenklatury se tyto molekuly zacaly
oznacovat jako interleukiny a podle potadi, vjakém byly jejich struktury poznavany,
ziskavaly pfislusné ocislovani. Nomenklatura vSak nebyla fadn¢ dodrzovana. Nékteré
molekuly si ponechaly své zavedené ndzvy (napi. faktor nekrotizujici nadory, interferony,
faktory stimulujici kolonie, ristové faktory aj.) Tyto divody vedly k zavedeni obecnéjsiho
pojmu cytokiny [1]. Doposud byla identifikovana primarni struktura asi 200 rtznych
cytokint a je pravdépodobné, ze tento pocet se bude i nadale zvySovat [2].

Cytokiny jsou bud’ sekretovany nebo jsou vazané na membranach. Sekretované
cytokiny jsou produkovany leukocyty a jinymi buikami imunitniho systému. Membranové
formy cytokind jsou na rozdil od sekretovanych umistény na transmembranové doméné
hydrofobni sekvenci pfiblizné 20 aminokyselin. U membranové véazanych cytokint
nedochazi k jejich zted’ovani difuizi ani odplavovani a je zajisténo jejich lokalni ptisobeni [1].

Cytokiny plnici funkci molekularnich posli umoziuji vzajemnou komunikaci
pfevazné mezi buitkami imunitniho systému. Tato komunikace je nezbytnd k vyvolani
dostate¢nd silné, avsak kontrolovatelné odpovédi vi¢i cilenému antigenu. Uéinnost a
pusobeni jednotlivych cytokinii zalezi na nékolika faktorech jako je mistni koncentraci
cytokint, druhu cytokinovych receptori a integraci mnohondsobné signalni drahy
V odpovidajici imunitni buiice [2].

VétSina cytokini plsobi na nékolik riznych druhti bun€k, maji tedy pleiotropni
ucinek; pusobi v kaskad¢, to znamend, ze jeden cytokin vyvolava produkci druhého, a cely
cytokinovy systém je do ur€ité miry redundantni - jeden cytokin je nahraditelny jinymi
cytokiny. Cytokiny ptsobi autokrinn€, parakrinné nebo endokrinng. Pusobi tedy bud’ na
buniku, kterou byl produkovan (nejCastéji), nebo na sousedni buiiku nebo na tkan ve
vzdalenéj$im okoli, ke které je transportovan krevnim fecistém. V nekterych ptipadech je
tteba koordinovaného spoluplisobeni nékolika raznych cytokinti. Tyto synergické a
antagonické interakce v cytokinovém komplexu jsou oznaCovany jako cytokinova sit,, kterd

udrzuje télni homeostazu [2].



1.2 Cytokiny s chemoatraktivnimi viastnostmi

Imunitni funkce cytokini jsou vysledkem koordinované prace T Ilymfocytd,
makrofagi a dendritickych bunék. Mnozstvi vyplavenych cytokini ma velky vliv na boj
organismu s infekci, zanétem a jinymi patologickymi stavy. Doprava bun€k imunitniho
systtmu k mist¢ zdnétu a infekce je pfisné fizena specialni tfidou cytokind s
chemoatraktivnimi vlastnostmi. K této tfid¢ cytokint fikdme chemokiny. Chemokiny cilené
pusobi na mnoho typa bun¢k. Jsou produkovany téméf vSemi buiikami imunitniho systému
(lymfocyty). Jejich typickou vlastnosti je navdzani se na chemokinové receptory, které se
nachazeji na povrchu mnoha typli bun¢k. Indukované chemokiny jsou stimulovany Thl
cytokiny (IFN-y, IL-2) a prozanétlivymi cytokiny (IL-1, TNF-a). Naopak Th2 cytokiny (IL-
4) a Treg cytokiny (IL-10, TGF-B) snizuji sekreci chemokint. Byla zjisténa souvislost mezi
interakci receptorti chemokin-chemokin a rtiznymi chorobami jako jsou alergie, astma,
ateroskler6za, roztrouSena skleréza, lupénka, revmatoidni artritida, zanéty kloubt, rakovina

a HIV infekce [3].

1.3 Déleni cytokint produkovanych Th burikami
Cytokiny, které jsou produkovany Th bunikami, jsou podle jednoho zplisobu fazeny

do jednotlivych kategorii podle jejich pivodu z odlisnych Th bunék. (viz. Tab.1)

Tab.1. Typy Th a jejich cytokiny

Typ Th Produkty Th

Thl INF-y, IL-2, IL-10, IL-15 a TNF-B

Th2 IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10, IL-13

Thi7 IL-17, IL-17, IL-22, IL-25, IL-6, TNF-a, IFN-y

Zralé¢ ThO lymfocyty produkuji oba dva typy cytokinti. Thl cytokiny inhibuji rast
extracelularnich paraziti a tumorovych bunék. Zesiluji opozdénou precitlivélost, fagocytdzu,
oxidativni a zanétlivé reakce a v neposledni fad€ vyvolavaji expresi molekul MHC (major
histocompatibility complex) tiidy [ a Il [3].

Th2 cytokiny inhibuji rist extraceluldrnich paraziti a potlacuji fagocytézu. Na

druhou stranu zvySuji proliferaci B lymfocytt, jsou tedy nezbytnym faktorem pro produkci
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protilatek. Th2 cytokiny maji podil na alergickych reakcich a onemocnénich
zprostfedkovanymi IgE [3].

Kromé¢ Thl a Th2 bun€k jsou cytokiny produkovany taktéz Th1l7 bunkami a
regulacnimi T lymfocyty (dale Treg) (viz Tab.1). Buiiky Th17 se zaméiuji cilen¢ na bakterie
a plisné. Mohou vSak pfispét i krozvoji alergické reakce, zan€tu a autoimunitnich
onemocnéni [3].

Hlavni funkci Treg bunék je udrzet auto-toleranci prostfednictvim inhibice

efektorovych T lymfocytd. Tyto buiky maji nékolik podtypt (napf. viz. Tab. 2).

Tab. 2. Typy Treg bunék a jejich zdroje

Typ Zdroj
Treg bunky typu 1 Pievazné: IL-10, IFN-y, IL-5; z malé ¢asti: TGF-f, IL-2
Treg bunky typu3 Prevazné: TGF-B; z malé ¢asti: IL-10

Regulacni cytokiny IL-10 a TGF-B potlacuji patalogickou imunitni odpovéd’ pfi
autoimunitnich chorobéch a transplantaci. TGF-f 1 IL-10 negativné reguluji produkci Thl a
Th2 cytokint, a proto jejich nadprodukce milize negativné ovlivnit imunitni mechanismy
nezbytné pro boj s patogeny a nddorovymi antigeny [3].

Cytokiny jsou produkovany nejen Th lymfocyty, ale 1 jinymi bunikami imunitniho
systému. Zirné buiiky jsou zdrojem n&kolika cytokintl, které hraji roli pii rozvoji lokalni
zanétu a jinych imunitnich reakci. Pfikladem takovychto cytokinti je TNF, TGF-B, IL-4, IL-5,
IL-6. Makrofagy produkuji interleukiny: IL-1 (a, B), IL-6, IL-10, IL-12, IL-27, 1L-28, IL-29;
faktory stimulujici kolonie — GM-CSF; TNF a transformujici rustové faktory — TGF-f.
Dendritické buniky jsou zdrojem cytokind, napt. IL-23, IL-27. Také monocyty produkuji
cytokiny (IL-19, IL-20, IL-24, 1L-27, n¢které cytokiny skupiny TNF) [1].

1.4 Receptory cytokinu

Cytokinové receptory se obvykle skladdaji ze dvou ¢i tii podjednotek. Jedna z nich
zprostitedkovava specifickou vazbu cytokinu, druha ¢i tfeti zajiStuje spojeni se
signaliza€nimi intracelularnimi molekulami. Po vazbé ligandu (cytokinu) na specificky
povrchovy receptor nastane v receptorové molekule konformaéni zména (agregace alespon

dvou receptorovych molekul), kterd se projevi v intracelularni ¢asti molekul a dochazi k
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zahajeni ptenosu signalu do bunky. Vétsina cytokinovych receptorti (receptory pro vetSinu
interleukinti, interferony, G-CSF, GM-CSF, nékteré rustové faktory) je v intracelularni c¢asti
nekovalentné asociovana s cytoplazmatickymi proteinkindzami. Tyto enzymy dokazi
fosforylovat jiné proteiny. Po navazani cytokinu dojde K agregaci receptorovych molekul,
piiblizeni asociovanych kinaz, jejich vzajemné fosforylaci, a tim aktivaci. Aktivované
kindzy fosforyluji dalsi proteiny, ¢imz se spusti signalizacni kaskada. VétSina cytokinovych
receptort spolupracuje s proteinkinazami skupiny JAK. Receptory pro chemokiny jsou
asociovany s trimernimi G proteiny [1].

Vysledky signalizace pies cytokinové receptory zavisi na typu bunky, typu signalu a
na spoluptsobeni jinych signdlli. Konecnym dusledkem mutze byt fada pochodii od
stimulace bunétného dé¢leni a diferenciace pies spusténi efektorovych mechanismu
(degranulace, sekrece cytokini a jinych medidtord, aktivace membranovych enzymd,
chemotaxe) az po zablokovani bunééného cyklu a indukci apoptozy [1].

Doposud je zndmo sedm receptorovych rodin. Témi jsou receptorova rodina typ I,
receptorova rodina typ II, imunologlobulinové receptory, TNF receptory, dvojice G
proteinovych receptori, TGF-B a neddvno popsany receptor IL-17. Nejvétsi klinicky

potencial maji prvni dva zminéné receptorové rodiny, Cili typ [ a typ II [2].

1.4.1 Cytokinové receptory typu |

Typ 1, zahrnujici receptory pro IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-15, IL-21, obsahuje
spole¢nou podjednotku - fetézec y (CD132). Ten se navaze na cytokinovou specifickou
skupinu a vyvold intracelularni signaly pomoci koordinované aktivity JAK 1 a 3 a pomoci
signalnich transdukci (STAT). Dalsi receptor patiici do tohoto typu receptoru je GM-CSF a
rodina receptoru IL-6, ktera obsahuje spole¢nou podjednotku receptoru, a to gpl30, jez

zprostfedkovava kompletni drahu signalni transdukce v cilené burce [2].

1.4.2 Cytokinové receptory typu Il

Tento typ receptoru zprostiedkovava pusobeni IFN-o, IFN-B, IFN-y a IL-10.
Receptory typu II jsou tvofeny signalnim fetézcem a ligandem vazajicim se na fetézec. Sled
tohoto typu receptoru je podobny imunoglobulinovym doméntim. Intracelularni segmenty

jsou sdruzené s tyrosin kinazou a rodinou JAK [2].
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2. Signalni drahy cytokinu
Vazba cytokinu na receptor vyvola fadu nitrobunéénych zmén zprostiedkované tzv.
signalnimi dréhy. RozliSujeme JAK-STAT signdlni drahu, déle G proteinovou signalni

wev

vyse uvedenych je JAK-STAT signalni dréha.

2.1 JAK-STAT signalni draha

vvvvv

JAK-STAT. Do tohoto procesu je zahrnuta piedev§im aktivace kinaz uvniti buiiky. Clenové
JAK (Janus kinase) rodiny cytoplazmatické tyrosinkinazy (JAK1, JAK2, JAK3, TYK2) po
navazani ligandu na receptor aktivuji transkripéni faktory STAT rodiny (STATI1, STAT,
STAT3, STAT4, STATS5a, STAT5b, STAT6) pomoci fosforylace volného tyrosinu. STAT se
pak dimeruji a vzniklé diméry se navazou na promotor cileného genu a pusobi tak jako
transkripéni faktory [3].

Nékteré cytokinové receptory obsahuji kindzu na svych cytoplazmatickych
doménéch (receptorové kindzy). Vazba ligandu na receptor zpisobi ptimo fosforylaci
intracelularnich signalnich substrati. Kromé receptoru pro TGF-$ do tohoto typu receptort
patii 1 vSechny tyrosinkinazy. Receptorové kinazy pouzivaji specifickou signaliza¢ni drahu,
vyuzivaji receptory typu I a II k vystaveni serin-threoninkinazové aktivity v jejich
intracelularni doméné. Receptory typu II fosforyluji receptory typu I, to vede k aktivaci
signalni transduk¢ni drdhy cytoplazmatickych proteini Smad. Smad komplexy se v jadie
translokuji, navazi se na DNA a pfimo ¢i neptimo fidi genovou expresi [3].

Cytoplazmatické molekuly JAK jsou klicovou soucasti signalni transduk¢ni drahy,
ktera zajist'uje preziti bunky, jeji proliferaci, diferenciaci a apoptdzu [4]. Tyto bunétné d&je
jsou nezbytné pro spravnou hematopoezu, rozvoj imunitniho systému, rozvoj prsni zlazy a
laktace, adipogenezi, sexualni dimorficky rast a ostatni procesy [5].

Patologicky zvySena aktivace JAK kindz ma za nésledek tumorgenezi, zatimco ztrata
JAK kindzové aktivity vede k propuknuti nemoci souvisejici s imunodecifienci. Vyrovnana
JAK kindzova aktivita je kritickym poukazatelem na normdlni pfenos cytokinového a
rustoveého signalu [4].

STAT (signal transducer and activator of transcription) proteiny byly objeveny jako
mediatory cytokinové signalizace savci i nesavcl. STAT 1, 2 a 6 maji omezenou funkci,

soustfedénou na rezistenci k chorobam. STAT 3 a 5 maji SirSi okruh funkci. Savéi STAT
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proteiny obsahuji tfi zachovalé domény: na DNA vdazajici se doména, SH2 doména a misto
tyrozinové fosforylace [6].

VétSina proteinit STAT mize byt aktivovana mnoha raznymi ligandy. IL-2, IL-7, IL 9
a IL-15 aktivuji STAT3 a STATS5, zatimco STAT6 je aktivovan pouze IL-4. IL-21 aktivuje
STAT1 aSTAT3 a v mensi mite 1 STAT5a a 5b [3].

Po navazani cytokinu na ptislusny receptor jsou indukovany konformacni zmény —
vétsinou oligomerizace a multimerizace, ¢imz se aktivuje JAK. Tyto aktivované
tyrozinkinazy JAK autofosforyluji nebo se transfosforyluji a poté fosforyluji receptory.
Takto fosforylovany receptor se navaze na SH2 domény STAT. Poté dojde k fosforylaci
molekuly STAT a ke spusténi reakce, kdy se STAT monomery disociuji od receptoru a
dimeruji se s jinou pievracenou SH2 doménou — fosfotyrozinova interakce. Homo- ¢i
heterodiméry STAT se pfesunuji do jadra a s pomoci nebo bez pfidavnych modula¢nich
faktori interaguji s transkripénimi co-aktivatory a s cilenou DNA. Vysledkem je aktivace
transkripce [6].

2.2 G proteinova signalni draha

Receptory k G proteiniim se nazyvaji receptory sptazené s G proteiny (GPCR, G
protein-coupled receptors). Tyto receptory tvoii velmi dilezitou rodinu membranovych
receptortl v eukaryotnich buitkach. Muhou interagovat jak s vnéjSim okolim, tak s vnitfnim
prostfedim buiiky a mohou tak hrat zasadni roli pfi pfedavani stimulacnich signalll z
extracelularniho prostiedi. Zajist'uji indukei ur€itych bunéénych odpoveédi [7].

G proteinova signalni drdha zprostfedkovava velké mnozstvi fyziologickych
odpovédi a porucha regulace téchto cest vede k mnoha onemocnénim zahrnujici rakovinu,
srdecni choroby, hypertenze, endokrinni poruchy a slepotu. Mezi extracelularni ligandy,
které¢ se vazi a aktivuji receptory GPCR, aby poté doSlo k zahajeni G proteinové signalni
drahy, se fadi malé molekuly jako jsou chemokiny, neurotransmitery, peptidické hormony,
lipidy a jiné [8].

Navazani ligandu na receptor (umistény na extracelularnim bunéném povrchu)
navodi konformac¢ni zménu GPCR receptoru. Molekula GDP navazana na asociovany G
protein se vyméni za GTP. Takto aktivovany G protein se odpoji od receptoru a disociuje na
a podjednotku (nesouci GTP) a B/y podjednotku. Takto disociované podjednotky se vazi na
jiné proteiny (efektory) a méni tim jejich aktivitu. Po ur¢ité dobé je GTP hydrolyzovan na
GDP, komplex a podjednotka a GDP se odpouta od enzymu a opét se spoji s dimérem B/y a s

puvodnim receptorem. Obnovi se tak ptivodni stav [1].
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Integrace aktivit G proteinu regulujici signalni sit’ ma za kol kontrolovat Cetné
bunécné funkce, a proto porucha aktivity G proteint a jejich cilenych molekul mtze vést k

rozvoji rakoviny a metastazim [9].

2.3 Ostatni signalni drahy

Krom¢ efektorit JAK/STAT dréahy, existuji i tfi hlavni tfidy negativni regulace: SOCS
(supressors of cytokine signaling), PIAS (protein inhibitors of activated stat) a PTPs (protein
tyrosine  phosphatases). Ziejm¢ nejjednodussi inhibi¢ni mechanismus vykazuji
tyrozinfosfatazy, které ptevraceji aktivitu JAK molekul. Nejcharaktesti¢téjSim z téchto
enzymi je SHP-1. SHP-1 obsahuje dva SH-2 domény a muize se tak navazat na
fosforylovanou molekulu JAK nebo fosforylované receptory a tim usnadiiuji defosforylaci
téchto aktivovanych signalnich molekul [5].

SOCS zprostiedkovava jednoduchou negativni zpétnou vazbu v systému JAK/STAT.
Transkripce SOCS proteini je stimulovdna aktivovanymi STAT molekulami a vysledné
SOCS proteiny se navazou na fosforylované JAK a jejich receptory, aby tak inhibovaly
signalni drdhu. SOCS muzou ovlinit jejich negativni regulaci dvémi zpasoby. Prvnim
zpuisobem je navazani molekul SOCS na fosfotyroziny na receptorech, ¢imz blokuji vstup
signalnich transduktorti do signalni drdhy. Dal$i zpsobem je navazani SOCS piimo na
molekuly JAK na receptory, aby specificky inhibovaly JAK kinazovou aktivitu [5].

Tteti tfidou negativnich regulatori jsou PIAS proteiny. PIAS proteiny obsahuji mimo
jiné ve své molekule karboxylovou doménu, jez se zapojuje pii cileném navazovani proteinu

na aktivované STAT dimery, a zabrauji tak molekulam STAT jejich navazani se na DNA [5].
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3. Imunologie nadorového bujeni

Imunitni systém hraje zakladni roli v prevenci proti vzniku nadorti. Zaprve, imunitni
systém chrani organismus pfed nadory indukované viry tim, ze potlauje vznik virovych
infekci. Zadruhé, v€asné eliminuje patogeny a dava podnét k likvidaci zdnétu. Organismus
je tedy chranén pied rozvojem zanétového loziska, které by mohlo vést az k rozvoji nadoru.
Zatteti, imunitni systém muze specificky rozeznat a eliminovat pocet nddorovych bunék na
bazi mutaci a expresi stresovych ligandl. Imunitni systém je tedy vybaven imunitnim
dozorem nad nadory, prostfednictvim tohoto dozoru systém identifikuje kancerdzni a pre-
kancerdzni bunky a likviduje je jesté pred tim, nez stihnou poskodit organismus. I pfesto se

vSak nadory mohou vyvijet i v pfitomnosti normaln¢ fungujiciho imunitniho systému [10].

3.1 Vznik nadoru

Nédor vzniké na zdklad¢ genetickych poruch, které zplisobi aktivaci protoonkogenti
a inhibici antionkogenti. K poskozeni DNA miizou pfispét fyzikalni (napi. UV zafeni) ¢i
chemické vlivy (napt. aromatické aminy, benzol) nebo biologické agens (napt. viry). Kromé
vnéjSich vlivii mize byt DNA poskozena i1 vnitinimi pfi¢inami, napt. velmi reaktivnimi
kyslikovymi radikdly vznikajici ptfi oxidaéni respiraci [11].

Ke vzniku nadoru dochazi pii poruse rovnovdhy mezi bunécnou proliferaci a
apoptozou. V genomu normalni buniky jsou pfitomny tzv. protoonkogeny, které kontroluji
bunéény cyklus a bunécnou diferenciaci. Pii kvalitativnich ¢i kvantitativnich zménach
protoonkogent dochézi k aktivaci onkogeni. Kromé genetickych abnormalit protoonkogenti
je dale zapottebi, aby doslo k poSkozeni antionkogenii, coz vede k selhdni bunécné
proliferace a diferenciace. NejvyznamnégjSim antionkogenem je protein p53, ktery je jednim

z regulator bunééného cyklu a procesu apoptdzy.

Chronické infekce a zanét mohou také ptispét k rozvoji nadorového bujeni. U téchto
stavlli dochazi totiz ke zvysSené proliferaci bunck imunitniho systému 1 bunék poskozenych

infekci ¢i zdn€tem, a tim se zvySuje pravdépodobnost vzniku genetické chyby [11].

3.2 Rozpoznavani nadorovych bunék imunitnim systémem
Imunitni systém se skldda z pfirozené a adaptivni imunity. Kazdy z téchto
mechanismi je tvofen bunéénou a humoralni ¢asti. Pfirozena imunita rozliSuje bezpecné

struktury od nebezpecnych, které maji na svém povrchu vzory patogenickych molekul. Tyto
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molekuly (napf. endotoxiny charakteristické pro G- bakterie, peptidoglykany
charakteristické pro G+ bakterie, produkty virové infekce atd.) jsou rozeznavany
nespecifickou cestou a jsou na né pouzity nespecifické efektorové bunky jako jsou
makrofagy a NK bunky [12].

patogent. Pfirozend imunita prostfednictvim svych antigen prezentujicich bun¢k (APC)
predkladd adaptivni imunité peptidové fragmenty pochdzejici z antigenu. Komplex
peptidovy fragment-MHC glykoprotein (gp) na APC je rozeznavan specifickymi receptory
na buiikach adaptivni imunity, které reaguji na slozity systém stimulacnich a kostimulacnich
signala. Jak pfirozend tak adaptivni imunita mize pfispivat k odpovédi na zhoubné bujeni
[12].

Aby néddorové buniky mohly byt imunitnim systémem rozeznavany, musi na svém
povrchu obsahovat nadorové specifické antigeny. Nadorové antigeny se klasifikuji do dvou
kategorii: antigeny specifické pro nadory (TSA) a antigeny asociované s nadory (TAA).
TSA se na fyziologickych buikach nevyskytuji, jejich pritomnost tedy znaci jistou
patogenitu. Piikladem proteint patfici do této kategorie jsou komplexy MHC s fragmenty
proteinii onkogennich virt (nadory vyvolané viry), abnormdlni formy glykoproteinli
(glykosylace povrchovych proteinii nadorovych bunék je odlisna od bunék zdravych) atd.
TAA se vyskytuji i na povrchu fyziologickych bunék. Zdrava bunka od nadorové se lisi
predevSim mirou exprese TAA. Mezi nejznaméjs$i TAA patii onkofetalni antigeny, které se
vyskytuji v embryonalnich  bunikdch. Pfikladem onkofetdlnich antigeni je
karcinoembryonalni antigen (CEA) produkovany napt. bunikami karcinomu tlustého stfeva.
Dalsim znamym TAA je napt. prostaticky specificky antigen PSA, jehoz zvySena hladina

znadi rakovinu prostaty [1].

NK buriky

NK bunky hraji diilezitou roli v imunologickych procesech zahrnujici v€asnou obranu proti
virovym infekcim a naddorovym transformacim. V lidském téle vytvareji NK bunky treti
nejvetsi populaci lymfocyti tvofici 5-10% lymfocyti v periferni krvi [12]. Efektorové
funkce NK bunék, zahrnujici jejich cytotoxicitu a produkci raznych cytokinl, jsou

vyznamné pro imunitni systém a patofyziologii obecné [13].

Dendritické buiiky (DC)
Dendritické buiiky patii spole¢né s makrofagy do skupiny APC. Jsou nejlepsimi APC

diky vysoké koncentraci molekul MHC na svém povrchu. Maji tedy jedine¢nou roli v
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iniciaci imunitni odpovédi, jelikoz prezentuji velké mnozstvi antigeni naivnim T
lymfocytim. DC migruji do perifernich organti a monitoruji jejich prostfedi. Nezralé
dendritické bunky (iDCs) funguji jako hlidka, ktera detekuje a shromazd'uje cizi antigeny,
zatimco zralé dendritické bunky (mDC) prezentuji zachycené antigeny T bunkdm v
lymfatické tkani. Dendritické bunky jsou hlavnimi regulatory imunitniho systému [14].

K vyvolani imunitni odpovédi jsou proteinové antigeny nastépeny na kratké peptidy,
pfeneseny na MHC gp a prezentovany na povrchu APC. Komplexy peptid-MHC slouzi jako
ligandy pro antigen-specifické receptory na T lymfocytech, které jsou aktivovany s pomoci
kostimula¢nich molekul (CD86 nebo CD40). MHC tfidy I molekuly vazou mimo vlastnich
peptidu také peptidy vird; MHC tfidy II jsou asociovany s cizimi proteiny vytvofenymi
béhem endocytozy [14].

APC jsou pfitomny ve velkém mnozstvi v kizi a sliznicich. Témito misty totiz
patogeny nejcastéji vstupuji do organismu a jsou ochutnavany APC. Aktivace APC nevede
jen k vyvolani exprese MHC tiidy II na povrchu téchto bungk, ale také k piesouvani bunék
zklze a sliznice k oblastni lymfatické uzling, kde dochazi k rozvoji imunitnich reakci

prosttednictvim efektorovych T lymfocytt [17].

B lymfocyty

B lymfocyty maji jednu z hlavnich roli pfi specifické obrané organismu. Funguji jako
dohliZe¢i nad ptitomnosti nevlastnich antigenli a vyvolavaji imunitni odpoveéd’ predkladanim
antigenl antigen-specifickym T lymfocytim. Také funguji jako efektorové buiiky, které po
diferenciaci produkuji antigen-specifické protilatky [15].

Po rozeznéni nativniho, tj. nijjak nezpracované¢ho antigenu, se B lymfocyty aktivuji.
Aktivované B lymfocyty se zacinaji délit. Nékteré buiiky se diferencuji v plazmatickou

buiiku a pozdéji v pamétové bunky [16].

T lymfocyty

Zralé T lymfocyty jsou aktivovany interakci antigenné specifického receptoru (TCR)
s komplexem antigenni peptidy-MHC molekuly. CD8+ T lymfocyty mohou reagovat
s peptidy na téméft kazdé bunce vyjadiujici MHC 1. tfidy (HLA-A, HLA-B, HLA-C). MHC I.
tiidy tvoii komplex s endogennimi peptidy a jsou asociovany s cytotoxickymi T lymfocyty
(TCL). Receptory CD4+ T lymfocyti vazou peptidy nesouci MHC II. Tiidy (HLA-DR,
HLA-DQ, HLA-DP). MHC II. Ttidy nevazi endogenni peptidové fragmenty, ale peptidové
fragmenty ziskané Stépenim antigennich proteind. MHC II. tfidy jsou asociovany s Th

lymfocyty [17].
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3. 3 Unik nadoru z imunitniho dozoru

Imunitni systém ma mechanismy, které dokazi rozeznavat nadorové buiiky, a tvofi
tak prvni linii v obrané proti rozvoji nadoru a jeho ristu. Navzdory témto mechanismim,
pfiblizné u jedné tfetiny obyvatel v zdpadnim svété dojde k rozvoji rakoviny a z toho jedna
polovina na tutu nemoc zemie. U téchto lidi dochéazi bud'to k ignoraci nebo toleranci nadort
nebo se nador dokaze vyhnout imunitnimu systému [ 18].

Pfi ignoraci adaptivni imunitni systém selhava pii rozpoznavani nddorovych bunék
jako cizich a organismu nebezpecnych bun¢k. Nadorové buiiky dokazi v organismu hostitele
indukovat toleranci, kterd vede k neschopnosti vyvolavat imunitni odpovéd’. Krom¢& indukce
tolerance v antigen-reaktivnich T lymfocytech dochazi i k down regulaci pfi zpracovani a

prezentace antigenu, ztraci se MHC I exprese pro nadorovou imunitu [18].
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4. Interleukiny a jejich uloha pri nadorovém bujeni
Interleukiny maji hlavni roli pfi ovliviiovani zhoubnych procesti. Svymi uUc¢inky
pfispivaji K protinadorové odpovédi jak pozitivné tak i negativné. Mohou se zapojovat do
karcinogeneze, maligni transformace, nadorového bujeni, invaze a metastize, avSak na
druhou stranu mohou aktivovat imunitni efektorové mechanismy, které inhibuji nadorovy
rust. Zdravé bunky organismu produkuji interleukiny jako odpovéd k sekretovanym
produktim zhoubnych bun¢k nebo jsou interleukiny produkovany pii zanétlivych stavech,
které casto doprovazeji nadorovy rist. Zhoubné buniky jsou rozezndvany imunitnimi

bunikami na zékladé svych zmén v genové expresi [19].

4.1 Interleukin 1

4.1.1 Rodina IL-1

Interleukin 1 (IL-1) pfedstavuje rodinu o dvou agonistickych proteinech, IL-1a a IL-
1B. Oba proteiny maji pleiotropni u€inky a ovliviiuji hemopoezu, zanétlivy proces a imunitu.
IL-1B je vyhradné aktivni jen v jeho sekretované formé, zatimco IL-la je aktivni jako
intracelularni prekurzor, cytokin asociovany s membranou a také jako sekretovana molekula,
avsak s mensim rozsahem ucinku [19].

IL-1a a IL-1PB se vdZou na stejné receptory a maji velmi podobny rozsah aktivit. Tyto
proteiny IL-1 mizeme rozliSovat na zakladé jejich odlisného vyskytu v organismu. IL-1a
zUustava v cytosolu a jen velmi vzacné se vyskytuje v cirkulaci, kdezto IL-18 je hojné
vylu€ovan aktivovanymi makrofagy a monocyty a je pfitomen v krevnim obé&hu pacienta
prodélavajici infekéni ¢i zanétlivou odpovéd [20]. Receptorem pro IL-1 je IL-1R,
antagonistou IL-1R je IL-1Ra. IL-1 se vyskytuje v hojném mnozstvi v nadorovém prostiedi,
kde zfejmé ovliviiuje rust a invazi zhoubnych bunék, ale mize vyvolavat i protinadorovou

imunitu [19].

4.1.2 Role IL-1 pFi nadorovém rustu a metastazi

Mnoho proteini ¢i jiné faktory vyskytujicich se v nddorovém mikroprostiedi
ovlivituji pfimo ¢i nepfimo mechanismy nadorového ristu. Pfi experimentech se ukéazalo, ze
mistni produkce IL-1 ovliviiuje rast nadoru a metastaze bud’ pfimo prostfednictvim jejich
proliferativnich vlivli nebo nepiimo podporovanim zanétlivych a angiogenickych procest v

hostitelskych bunikach. IL-1 produkuje angiogenické fenotypy v endotelidlni tkéni in vitro a
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angiogenezi in vivo. Angiogenické aktivity jsou zavislé na indukci proteind napt. z
fibroblasti a imunitnich buné¢k. A tyto bunky se typicky vyskytuji v nédorovém
mikroprostiedi [21].

V mys$im experimentalnim modelu IL-1Ra (receptorovy antagonista IL-1) inhibuje
jaterni metastazi a blokuje urychlovani nédorového rtstu. Soubézné s IL-1Ra je vSak
produkovan i exogenni IL-1, ktery naopak podporuje nadorovy rust. Cilem je tedy potlacit
produkci IL-1 azaroven podpofit IL-1Ra. IL-1 se inhibuje s vyuzitim geneticky
zkonstruovanych bunék, které konstitutivné produkuji IL-1Ra. Pievaha poc¢tu IL-1Ra nad
IL-1 znamena i pfevahu jeho protinddorovych ucinka. Inhibice IL-1 vede v konecném
diasledku k inhibici nadorové angiogeneze a riistu nadoru. Ukézalo se, ze genova transdukce
a exprese IL-1Ra znateln¢ potlacuje rlst a metastaticky potencial lidského melanomu
vyvolany produkci IL-1, zatimco v melanomnich §tépech, které neprodukovaly IL-1, neméla
exprese IL-1Ra zadny efekt. V klinice genova exprese IL-1 v prsni a Zaludecni biopsii
poukazuje na nepiiznivy prognosticky faktor [21].

Existuje hypotéza, ze umisténi molekul IL-1, resp. forma, ve které se vyskytuji
(membranové vazané nebo sekretované) ma vliv na jejich biologické funkce. Membranové
vazany IL-1a je imunostimulatorem, kdezto cytosolova pro-lL-1a kontroluje homeostatické
funkce jako jsou genova exprese, proliferace a diferenciace. Sekretovany IL-1 (pfevazné IL-
1B) v malych davkach vyvolava zanétlivé odpovédi doprovazené aktivaci specifickych
imunitnich reakci, zatimco vysoké davky pii rozsifeném zanétu se zifejmé podileji na niceni
tkané a invazi nadoru [22].

IL-1 se mize zapojovat pii pocateCnich fazich karcinogeneze. V procesu mutageneze
aktivuje infiltrované fagocyty nebo bunky urcené k transformaci, kterd vede k produkci
mutagenniho reaktivniho kysliku nebo oxidu dusnatého. Po pocéate¢nich mutagennich
ucincich, mize IL-1 dale propagovat zhoubny proces stimulaci proliferace pre-zhoubnych
bun¢k bud autokrinnim nebo parakrinnim zplisobem. Rozsdhla proliferace vede k
nahromadéni mutace v pre-malignich bunkach. IL-1 mize také zvysit invazivitu jiz
existujicich nddorovych bunék spusténim angiogeneze a indukci zénétlivych molekul.

Podpora angiogeneze a zanétlivych pochodi napoméha rozsifeni nadoru a metastazi [22].

4.2 Interleukin 2

IL-2 je molekula se zndmou protinddorovou a imunomodulaéni aktivitou. Tento
cytokin ptfedstavuje glykoprotein s nizkou molekulovou hmotnosti, ktery ma hlavni roli v

aktivaci, diferenciaci a proliferaci nékolika kmena hematopoetickych bunék [23]. Patii spolu
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s dalSimi interleukiny (IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 a IL-21) k rodiné rtustovych faktora T
lymfocytii. Jeho receptorovy signalizaéni systém vede k aktivaci a rozsifeni CD4" a CD8" T
lymfocyti. Hlavnim zdrojem IL-2 jsou Th lymfocyty, pfevazné Thl lymfocyty (33). IL-2
stimuluje NK bunky a cytotoxickou aktivitu T lymfocyti a vytvaii zabijécské bunky
aktivované lymfokinem, které zabijeji Siroké spektum lidskych nadorovych bunék [23].

4.2.11L-2 a jeho receptory

Biologicky efekt této molekuly je spustén navazénim IL-2 na jeho receptorovy
komplex (IL-2R), jeZ je exprimovan na lymfoidnich bunikach. Receptor IL-2 se skada ze tii
odlisnych fetézcl — a, B, y. IL-2Ra fetézec ma nizkou afinitu, zatimco B a y fetézce spolu
funguji jako stfedné afinitni receptor. Proto je signalni transdukce po interakci IL-2/IL-2R
zprostiedkovana jen pomoci IL-2Rp a IL-2Ry fetézce [23] a a fetézec se zucastiiuje pouze
procesu navazani se na IL-2. B a y fetézce jsou exprimovany na T lymfocytech, B
lymfocytech a NK bunkéch, a fetézec je exprimovan pouze na T lymfocytech. Na rozdil od
T lymfocyti, NK buiiky exprimuji receptory IL-2 se stfedni afinitou. Vystaveni NK bunck
IL-2 vyustuje v proliferaci, zvySeni cytolytické aktivity a sekreci jinych bunék. Také B
lymfocyty dokazi exprimovat receptory IL-2 se stfedni afinitou a nasledné vyvolat sekreci
IL-2 ve spolupraci s jinymi cytokiny, coz vede k proliferaci a diferenciaci B lymfocytu [2].

IL-2R je také exprimovan v n¢kterych non-lymfoidnich bunkéach jako jsou epitelidlni
buiiky. Zejména lidské karcinomy, napt. karcinomy hlavy a krku, exprimuji IL-2RB/y v

bunécné kultute a in situ [23].

4.2.2 IL-2 a bunky imunitniho systému

IL-2 ptisobi in vivo autokrinné i parakrinné, podili se na indukci jak ziskané tak i
vrozené imunity. Hraje dilezitou roli pfi zahajeni diferenciace, klonalni expanze a aktivaci
cytotoxickych a pomocnych T lymfocytd, podili se na stimulaci bunécné proliferace NK
bun¢k a vyvolani protinadorovych aktivit NK bunc¢k i makrofagi. IL-2 podnécuje B
lymfocyty k déleni a produkci protilatek. IL-2 hraje roli i pfi kontrolovani imunitni odpovédi
- rozviji regulaéni T lymfocyty (Treg) nebo potlacuji efektory bunééné proliferace [24].

Existuje slozitd souhra mezi IL-2 a IL-15. T pfesto, ze IL-2 a IL-15 pouzivaji
identické receptorové podjednotky k ptreneseni signalii, projevuji tyto interleukiny in vivo
protikladné Ucinky. IL-2 také ovliviluje expresi mnoho cytokinli a chemokint nebo jejich
receptory. Vysledek signalizace IL-2 zélezi na koncentraci IL-2, koncentraci jinych cytokint

a typu cilovych bunék [25].
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4.2.3 IL-2 v souvislosti s Ié€bou nadort

IL-2 se s oblibou pouziva v protinddorové 1écbé diky svym protinadorovym uacinkiim
— indukuji imunitni odpovéd’ zprostiedkovanou T lymfocyty, aktivuji NK bunky a
makrofagy. ZvySovani koncentrace IL-2 v nadorovém prostiedi pomaha zvySovat
protinadorovou odpoveéd’ organismu a zaroven zmensit toxicitu, kterd je nezadouci soucasti
mnoha druhti 1é¢eb. Pravé snizeni toxicity jako vedlej$iho G¢inku protinadorové terapie je
hlavni vyhodou lécby IL-2. Lécba IL-2 vyvolala definitivni regresi nadoru u pacientll s
pokrocilou rakovinou jako je renalni bunéény karcinom, melanom a kolorektalni rakovina.
Navic byla prokézéana in vitro inhibice ristu lidské solidni nadorové bunécné linie, véetné
téch epitelidlniho ptivodu, které exprimuji receptory IL-2 se stiedni a vysokou afinitou, jez

sugeruji pfimé pusobeni nadorové proliferace [23].

4.3 Interleukin 4
IL-4 je produkovan T lymfocyty, zirnymi buitkami a bazofily a indukuje specifické

biologické funkce mnoha imunitnich bunck. IL-4 je nezbytny pfi diferenciaci prekurzor
T pomocnych lymfocytd v Th2 lymfocyty. Th2 lymfocyty poté spoustéji aktivaci a
proliferaci B lymfocytd, které se diferencuji v plazmatické bunky produkujici protilatky. 1L-
4 zvysuje pocet molekul MHC II. tfidy a expresi kostimulacnich molekul na B lymfocytech.
Taktéz zvysuje proliferaci CD4" Th2 a CD8" Tc2 T lymfocyti a podnécuje cytotoxickou
funkci T lymfocytd [26].

4.3.1 Receptory a signalizace

Utinky tohoto interleukinu jsou zavislé na signalizaci, ktera je zprostfedkovana
receptory IL-4 (IL-4R). IL-4R je tvofen dvéma fetézci, a to o a y. Vysledkem navazani IL-4
na receptor IL-4R je sled fosforylaci (zprostfedkované kindzami asociované s receptorem),
které ovliviuji bunény rust, rezistenci k apoptoze a genovou aktivaci a diferenciaci [27].

IL-4 interaguje s dvéma typy membranovych receptord, nasledné dochazi k aktivaci
JAK/STAT signalni kaskady. Aktivace STAT6 hraje ustfedni roli pfi imunitni odpovédi
zprostiedkované IL-4. Také stimulace PI3K signélni drdhy ma vliv na ptisobeni 1L-4 na
bunécné preziti a proliferaci [26]. Zmény v aktivité 1L-4 a jeho receptorti zptuisobuji zmény

bunécné proliferace a plisobi na signdlni transdukéni drahu. Zejména v lidskych
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kolorektalnich nadorovych bunkach je vyskyt IL-4 a jeho receptoru IL-4R spojovan s

progresi adenomu a metastatdzami [28].

4.3.2 IL-4 a bunky imunitniho systému

IL-4 zastupuje dualezitou roli v fizeni imunitni odpovédi B lymfocytl, T lymfocytt
a makrofagl proti infekci a zhoubnym bunkdm [28]. IL-4 ma pfimé uinky na funkci Treg
bun¢k. Treg bunky kultivované na médiu samovolné podléhaji apoptoéze. Po inkubaci IL-4
na mediu s Treg bunkami vSak doslo ke sniZeni poctu programovanych bunécnych smrti u
téchto bung¢k. IL-4 tedy chrani Treg buniky pted apoptézou [26].

Bylo prokazano, ze IL-4 je hlavnim spoustécem katepsinové aktivity v TAM (Tumor-
Associated Macrophages) in vivo i in vitro. ZvySena katepsin protedsova aktivita
vyvolavana v makrofazich byla vzdy sledovana s progresi rakoviny u pacienta a znamena
Spatnou prognodzu, nebot vede ke zhoubnym bujenim, angiogenezi a invazi nadorovych

bunck (tyka se predevsim rakoviny pankreatu, prs a plicnich metastaz) [29].

4.3.3 IL-4 a nadorové bunky

IL-4 ma protinddorovy ucinek na lidskych nédorovych bunkach, pfimo inhibuje
nadorovy riist pomoci signalizace zprosttedkované IL-4R. Lidské IL-4 maji pfimy inhibi¢ni
u¢inek na rust lidského kolorektaniho karcinomu, renalniho karcinomu, zhoubného
melanomu a rakoviny prsou. Tyto builky exprimuji receptory s vysokou afinitou k IL-4. V
péti ze sedmi kolorektalnich nadorovych bunécnych linii byla pozorovana redukce
proliferace, nebot’ tyto buiiky exprimovaly funkéni receptory IL-4R. Potlaceni ristu bunck
prsni rakoviny je spojen i s apoptickou bune¢nou smrti indukovanou IL-4. Kromé toho se
IL-4 podili 1 na inhibici angiogeneze tim, Ze snizuje expresi receptorti pro VEGF (vascular

endothelial growth factor) [27].

Nicméne, IL-4 muize také podnécovat rist nékterych typt nadorovych bungk,
naptiklad u bunéénych linii karcinomu hlavy a krku [27]. Bylo zjisténo, Ze signdlni drédha
IL-4 podporuje zhoubné procesy vyvolanim imunosupresivnich pochodi v T lymfocytech,
zvySovanim proliferace nddorovych bun¢k a pteziti nddorovych kmenovych bunék. Zvysena
hladina exprese IL-4 v nadorovych bunkach pfispéla ke zhoubnym procestimi i n€kolika
dalSich organt, ptikladem jsou malignity prs, tlustého stfeva, slinivky bfiSni, vajecniki a
plic [29].
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4.4 Interleukin 8
IL-8 je chemokin majici chemotaktické vlivy pro neutrofily [31]. Je dilezitym

cytokinem podilejici se pfi zanétlivych procesech a reparativnich pochodech a je hojné
exprimovan nadorovymi, endotelidlnimi a stromdlnimi buiikami. Jeho autokrinni a
parakrinni funkce hraji diilezitou roli v angiogenezi, pfi nddorovém ristu a metastazi (napf.

melanomy pokusnych mysi, v lidskych karcinomech tlustého stfeva, hlavy a krku) [30].

4.4.11L-8R a zdroje

Jeho GcCinky se projevuji po navazani se na receptory IL-8R (IL-8A a IL-8RB). IL-
8RB je hodné exprimovan i zdravymi bunikami, a proto rozdily v hladinach IL-8RB ve
zdravé butice a Vv nadorové buiice nejsou piili§ velké. Zatimco IL-8 a IL-8RA nejsou za
fyziologickych podminek znatelné¢ exprimovany v exokrinnich ani autokrinnich tkanich
pankreatu. Jejich zvySena hladina tedy napovida o malignité bunck. IL-8 ma prokazatelné
pro-angiogenické Ucinky. Je produkovan fadou imunologickych i neimunologickych bungk,
napf. monocyty, neutrofily, T lymfocyty, fibroblasty, endotelidlnimi buiikami, hepatocyty,
keratinocyty. IL-8 je taktéz produkovan riznymi nadorovymi bunikami: melanomy, rakoviny
prs, tlustého stfeva, vajicniku, délozniho Cipku, zaludku, plic, prostaty, pankreatu a renalni
karcinomy [31].

Ukazuje se, ze IL-8 je potencionilnim angiogenickym faktorem, ktery muze
indukovat chemotaxi endotelialnich bunék a proliferaci in vitro 1 in vivo. Jeden z
nejvyrazngjSich vlastnosti IL-8 jsou zmény jeho hladin exprese. Nadmérna exprese 1L-8
byla pozorovana u nékolika typd solidnich nadord (napf. rakovina plic, karcinomy hlavy a

krku, kolorektalni nadory, melanomy) [30].

4.4.2 Vztah IL-8, VEGF a p53 u solidnich nadort

Progrese solidnich nadort (napf. karcinomy plic - NSCLC) jsou spojeny se zvySenim
poctu mikrocév (microvessel count - MVC), které nastane pifi naruSeni rovnovadhy mezi
angiogenickymi faktory a inhibitory. Angiogeneze je mnohastupfiovy proces fizeny riznymi
faktory. Doposud nebyl plné¢ vyjasnén. IL-8 ma zfejmé angiogenické ucinky in vitro a in
vivo a jeho exprese je mnohonasobné zvysena v solidnich nadorech. Upravy supresorového

genu p53 jsou tou nejcastéjSi zménou sledovanou u zhoubnych nédorti. Nekteré studie
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zjistily vztah mezi abnormalni p53 a angiogenezi u rakovin plic, jiné studie zjistily vztah
mezi mutaci pS3 a expresi IL-8 [30].

Nadory jsou zavislé na angiogenezi. S nddorovym riistem se zvysuje i vaskularni
zasobovani. Tvorba novych cév umoziiuje nadorovym buinkam S§ifit se do vzdalenych tkéani a
organi. Progrese n¢kolika typl solidnich nadorti je asociovdna se zvySenou mirou nadorové
angiostatickych faktort [30], [32].

Jeden z angiogenickych faktori - vaskuldrni endotelialni ristovy faktor (VEGF) byl
zaznamenan ve zvySeném mnozstvi u rakovin mozku, tlustého stfeva, prs a plic, a koleroval
s vysokou hladinou MVC a $patnou prognozou u téchto nadorti [30].

P53 je velmi zndmym nadorovym supresorovym genem u Sirokého spektra rakovin a jeho
mutace je jednou z néjcastéjsich genetickych zmén vedouci k tvorbé zhoubnych nadori [30].
Je dobfe znamo, Ze pS53 ma dileZitou roli pii fizeni angiogeneze pomoci riznych
mechanismu zahrnujici regulaci exprese VEGF [33]. Pti studiich (rakovin plic) se prokazala
jednoznacna spojitost mezi mutantnim p53 a zvySenou hladinou exprese VEGEF. V jiné studii
exprese mMRNA IL-8 byla vyssi ve vzorcich s abnormdlni p53, z ¢ehoz vyplyva, ze existuje
co-exprese VEGF a IL-8 na povrchu zhoubnych bunék. Vysoka hladina IL-8 Kkoleruje s
vysokou hladinou mRNA VEGF, vysokym nadorovym MVC a mutovanym genem p53, cozZ

znaci ucast IL-8 pti angiogenickém jevu [30].

4.4.3 Uloha IL-8 pfi pankreatickém karcinomu

Zanét a zanétlivé mediatory ovliviiuji nddorovou progresi at’ uz ptimo ¢i nepitimo, v
prvnim pfipadé prostiednictvim pfimych vlivli na nadorové bunky, v druhém piipadé
nepiimo pies indukci angiogeneze nebo zvySenim poctu zanétlivych bunék [32]. Existuje
vztah mezi chronickym zanétem slinivky bfiSni a rakovinou pankreatu. Zvysena exprese IL-
8 mize vést ke zvySenému odvodu lymfoidnich a myeloidnich buné€k do nadoru (na zakladé
chemotaktickych vlastnosti IL-8), coz mlize v konecném dusledku vést k pozitivni zpétné
vazbe, Cili zvySené produkci IL-8, ktery pak postupné ptispiva k rastu a mestatdzi lidského
pankreatického karcinomu. Angiogeneze, charakterizovana utvafenim novych utvard
krevniho fecisté, je podstatna pro cetné fyziologické i patologické pochody — chronicky
zanét, utvareni nddoru a jeho rust. IL-8 piimo zvySuje déleni a prezivani endotelidlnich
bungk, jez exprimuji IL-8RA a IL-8RB. Protilatky k IL-8 inhibuji rist a angiogenezi v
lidskych melanomech [31].
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4.5 Interleukin 12

IL-12 je heterodimericka molekula skladajici se z a- fetézce (podjednotka p35) a -
fetézce (podjednotka p40), které jsou spojeny disulfidickou vazbou v biologicky aktivni
heterodimer. Tento interleukin ma nezastupitelnou roli v interakci mezi pfirozenou a
adaptivni imunitou. Ridi zanétlivé reakce, pfirozenou rezistenci k infekcim a také reguluje
adaptivni imunitu organismu. Endogenni IL-12 je zodpovédny za rezistenci vici mnoha
patogenim a nadorim vyvolané chemickymi vlivy. U experimentalnich nadorovych modela,
u nadort indukované chemickymi faktory a nadorti vznikajici spontanné¢ v geneticky
modifikovanych mySich ma 1é¢ba rekombinantnim IL-12 silny protinadorovy tcinek. 1L-12
vyuziva efektorovych mechanismi pfirozené 1 adaptivni imunity ktomu, aby
zprostiedkoval protinadorovou rezistenci. IL-12 také indukuje IFN-y a kaskadu jinych
sekundarnich a terciarnich pro-zanétlivych cytokind, které maji pfimy toxicky ucinek na
nadorové buitkky nebo mohou aktivovat anti-angiogenni mechanismy. Stimula¢ni aktivity IL-
12 jsou vyuzivany antigen-specifickou imunitou. IL-12 ma totiz piedev§im schopnost
rozeznavat Thl lymfocyty a zesilovat cytotoxické odpovédi T lymfocyti indukované Thl
lymfocyty. Diky této své schopnosti ma IL-12 silnou ochrannou aktivitu proti rakoviné [34],

[35].

4.5.1 Biologické funkce a receptor IL-12
IL-12 je produkovan imunitnimi bunkami, pfedev§im B lymfocyty a DC. IL-12
produkovany T lymfocyty a NK bunkami zvySuje tvorbu a aktivitu cytotoxickych lymfocyta
a vyvolava proliferaci a produkci cytokint, hlavné IFN-y. Kromé toho je IL-12 také hlavnim
cytokinem fidici diferenciaci Th1 lymfocytl, které jsou vyraznymi producenty IFN-y. IFN-
v zase siln€ ovliviluje schopnost fagocytii (makrofagl) a DC produkovat IL-12, coz vede k
silné pozitivni zpétné vazbé. Vysledkem této pozitivni zpétné vazby je dostatecné silna
odpovéd’ proti intracelularnim patogentim, kterda vSak predstavuje potencidlni nebezpecné
mechanismy pro nekontrolovatelné cytokinové produkty nebo pro rozvoj autoimunity [34],
[35].

Receptory IL-12 (IL-12R) jsou hlavné exprimovany na aktivovanych T lymfocytech
a NK buiikach, cDNA pro dvé podjednotky IL-12R byly klonovany z mySich a lidskych T
lymfocytl a byly pojmenovany jako IL-12RB1 a IL-12RB2. Obé dvé€ tyto podjednotky nélezi
k podskupiné gp130 patfici k cytokinové receptorové rodin€. IL-12RB2 je soucasti vysoko

afinitniho receptorového komplexu a zc¢astnuje se signalni transdukce. Signalni transdukce
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prostiednictvim IL-12 indukuje tyrosinovou fosforylaci rodiny JAK 2 a TYK2, ktera pak
fosforyluje a aktivuje STAT4 [34], [35].

4.5.2 IL-12 a NK buiiky

IL-12 ma silné protinddorové ucinky zaloZzené na indukci IFN-y a aktivaci
efektorovych bunék, pievazné CD8" T lymfocyty a NK buiky [34]. Cytokiny fidi NK
bunécné odpoveédi pomoci aktivace signalnich drah, zahrnujici MAP kinazu a PI3K drahy.
Tyto signalni drahy ptinaseji stimuly z vnéjSiho okoli do jadra a aktivuji Cetné transkripcni
faktory, a to vede k mnoha zménam v genové expresi, které¢ jsou odpovédné za bunécnou
proliferaci, cytokinovou sekreci a cytotoxicitu. Interakce IL-12 s jeho receptorem usti v fadu
signaliza¢nich dé&ju, zahrnujici tyrosinovou fosforylaci rodiny JAK2 a TYK?2, které vedou az
k fosforylaci STAT4. Fosforylované STAT4 dimerizuji, translokuji se do jadra a zahajuji
transkripci specifickych cila [36], [35].

Bylo zjisténo, Ze IL-12 zvySuje expresi receptoru NKG2D (natural-killer group 2,
member D) na NK bunkéch. Cytolyza zprostfedkovana IL-12 je c¢astecné zavisld na
interakci mezi NKG2D (na NK buiikédch) a MICA (MHC class-I related genes) (na cilenych
bunkach). Blokovanim NKG2D nebo MICA se dramaticky zesilil i€¢inek IL-12 na cytolyze
fizené NK bunikami. Také bylo zjisténo, ze IL-12 muize zvysit expresi aktivujiciho receptoru
(DNAM-1) a naopak snizit expresi inhibi¢niho receptoru (NKG2A). Porucha rovnovahy
mezi receptory NK bunék mize piispét ke zvysené lyze NK bunek pii 1é¢bé 1L-12. Nejen
IL-12 zvySuje cytolytickou aktivitu v zavislosti na interakci mezi NKG2D a jeho ligandem
MICA, tuto vlastnost maji i jiné cytokiny. Bylo pozorovano, Ze i jiné cytokiny, napt. IL-15
nebo INF-a, maji vliv na expresi NKG2D na NK bunkach [36].

NK bunky zprosttedkovavaji zabijeni bun€k pomoci riznych mechanismi, k nimz
patii cytotoxicita zprosttedkovana cytotoxickymi granulemi obsahujici perforin a granzym
nebo pomoci signalizace zprostfedkované receptory TNF [13]. IL-12 nezvySuje pouze
cytotoxicitu NK bunék prostrednictvim NKG2D, ale také zvySuje transkripci TRAIL (TNF-
related apoptosis-inducing ligand) a perforinu. Perforin a TRAIL jsou dilezitymi efektory v
cytotoxickych reakcich NK bunék proti naddoriim i tkdnim infikované patogeny. Perforin
také hraje dulezitou roli v supresi (zprosttedkované NK buinikami) nadorové iniciace a

metastaze [36].
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4.5.3 Pfrimy vliv na angiogenezi a nepfima imunitni odpovéd’

Existuji dalsi dva protinddorové mechanismy IL-12: pfimy zasah do angiogeneze a
nepiima imunitni odpovéd’. V pfimém zasahu do angiogeneze doslo po aplikaci 1L-12 do
nadorovych bun¢k ke snizeni exprese vaskuldrniho endotelialniho ristového faktoru (VEGF)
a ke sniZzeni hustoty cév v nadoru, ktery ziskal pfimou genovou terapii IL-12. V
protinddorové odpovédi in vivo dosSlo ke snizeni hustoty cévniho zdsobeni a naopak ke
zvyseni infiltrace CD8" T lymfocytii a CD56" NK bunék a zvyseni hladiny IFN-y. Dvojity
ucinek terapie IL-12, zahrnujici inhibici angiogeneze a zaroven zesileni imunitni odpovédi,
tedy znamena snizeni exprese VEGF a zvySeni produkce IFN-y bunikami imunitniho
systému. Tyto protinadorové mechanismy byly sledovany u karcinomu hlavy a krku pfi

ptimé genové terapii 1L-12 [37].

4.6 Interleukin 17

IL-17 je pro-zanétlivy cytokin sekretovany aktivovanymi T lymfocyty. Piibuzné
molekuly tvofi rodinu cytokinli, v tomto piipad¢ rodinu IL-17. Modelovym interleukinem
této rodiny je IL-17A. Kromé néj byly identifikovany i dalsi ¢leny: IL-17B — IL-17F, a také
bylo rozeznano 5 ptibuznych receptorti. Zatimco IL-17A je produkovan vyhradné T
lymfocyty, ostatni ¢lenové rodiny IL-17 jsou produkovany Sirokou Skalou tkani. Receptor
pro IL-17A (IL-17R) je jednoduchy transmembranovy protein, ktery je exprimovan mnoha
tkanémi. Aktivace receptoru IL-17R (po navazani se na IL-17) obecné vede k indukci jinych
pro-zanétlivych cytokini pomoci aktivace NF-«B [38], [39].

Signalizacni systém IL-17 probihd v odliSnych tkanich, napt. kloubni chrupavky,
kosti, mozek, hematopoeticka tkan, ledviny, plice, kiize, stfevo, a proto vyvoj ligandl a
receptortl rodiny IL-17 miiZze hrat dileZitou roli v homeostdzi tkani a vyvoji onemocnéni

[38].

4.6.1 Uloha IL-17 pfi rozvoji nadoru

Bylo prokazano, ze IL-17 je aktivni v prubéhu iniciace nadoru. IL-17A podporuje
angiogenezi v nddorovych modelech a koleruje s mnozstvim cév v naddorech vaje¢niku u lidi.
IL-17A déale podporuje tvorbu nadori pii nadorovém onemocnéni déloZzniho Cipku
zvySenim exprese IL-6 na nddorové strané. ZvySena hladina IL-6 souvisi s invazivitou

nadord délozniho &ipku. Na druhou stranu vsSak IL-17 muze také ptispét k ochrané
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organismu proti nadorim zesilenim imunitniho systému prostifednictvim nadorové rejekce

[38].

4.6.2 Pro-nadorové aktivity IL-17

4.6.2.1 IL-17 podporuje angiogenezi

Mnoho funkci IL-17 v nadorovém mikroprosiedi piispivda k rozvoji nadorové
progrese. 1L-17 hraje hlavni roli pfi rozvoji nadorti asociované se zanétem, které jsou zavislé
na proangiogenickych  vlastnostech okolnich endotelidlnich bun¢k a fibroblastu.
Patologicky zvysena exprese IL-17 v buiikach fibrosarkomu zvySuje jejich nadorovy rust.
IL-17 indukuje Sirokou Skélu angiogenickych medidtorii zahrnujici vascularni endotelidlni
rustovy faktor (VEGF), ktery znacné podporuje zanét a nadorovou angiogenezi. 1L-17 také
dokaze zvysit produkci VEGF pomoci fibroblasti a poté podpofit tvorbu novych cév v
zanétu nebo nadorech [40]. Spojeni IL-17 a VEGF ovliviwyje i dalsi angiogenické faktory —
TGF-B (IL-17 indukuje VEGF, VEGF pak dale indukuje TGF-B). TGF-f je exprimovan ve
zvySené mife mnoha naddorovymi bunkami, kde stimulaci angiogeneze umociiuje nadorovy
rist a metastaze. IL-17 také indukuje IL-6 a prostaglandin E2 (PGE2) a zvySuje expresi
mezibuné¢né adhezivni molekuly ICAM-1 (intercellular adhesive molecule) ve fibroblastech.
Vsechny tyto molekuly jsou znamé svymi hlavnimi rolemi v angiogenezi a nddorové invazi.
IL-17 dale stimuluje produkci IL-18. Signalizace IL-18 podporuje angiogenické pochody v
endotelialnich bunkach, zvySuje proliferaci a pteziti endotelidlnich a nddorovych bunék a

podporuje migraci nadorovych bunék [41].

4.6.2.21L-17 a IFN- vy, IL-6

Vyznamny Thl cytokin IFN-y je dobfe zndmym nadorovym antagonistou, ktery
zesiluje napadeni nadorti zabije¢skymi T lymfocyty, a ¢ini tak z nadorti bunky nachylné k
zaniku. IFN-y také potlacuje vyvoj IL-17 (produkovany Thl7 lymfocyty), ktery se
spolupodilel na iniciaci nadoru. Zjistilo se, Ze IL-17 poméha zvysit nddorovy rast tim, ze
inhibuje diferenciaci Thl a aktivuje signdlni drahu STAT3 u onkogenickych molekul. U
mysi postradajici IL-17 doSlo ke zpomaleni riistu dvou typ nadortt (mocového méchyie a
melanoma). Bez IL-17 T lymfocyty produkuji IFN-y, ktery zaplavi nadorovou oblast, a tim
zpomali nadorovy rist. A naopak v piipad¢ absence IFN-y maji ptevahu Th17 lymfocyty, a

to vede k rychlému vzestupu nadorové populace [42].
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IL-17 aktivuje nepiimo STAT3 pomoci cytokinu IL-6. Jelikoz IL-6 také podporuje
diferenciaci Th17 buné€k, dojde k vétsi podpote nadorového ristu, protoze se séitaji ptiznivé
podminky pro rozvoj nadoru. STAT3 fidi expresi cilovych gent, které pak zajist'uji bunécné
preziti, proliferaci a angiogenezi. Nadorovy rast je zmirnén blokovanim signaliza¢ni drahy

IL-6 [42].

4.6.3 Protinadorové funkce IL-17

V mnoha piipadech bylo také zaznamenano, ze IL-17 mé i protinddorové ucinky. IL-
17 dokaze zvysit hladinu nadorové specifickych cytotoxickych T lymfocytt (CTL) indukci
IL-6 aprodukci IL-12 z makrofagi. Tyto dva interleukiny jsou zndmé svou schopnosti
indukovat nadorové specifické CTL. IL-17 dale podporuje zrani progenitori DC. Bunky
fibrosarkomy transdukované IL-17 vyvolavaji protinadorovou imunitu rozsifenim exprese
antigeni MHC tfidy I all. Angiogeneze indukovand IL-17 miZze také pfispét k
protinadorové imunité tim, Ze vytvofii prostiedi, ve kterém je imunitnim buikdm umoznéno

napadat vnitini masu solidniho nadoru [41].
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Zavér

Ve své bakalaiské praci jsem se zabyvala interleukiny a jejich ulohou pfi nadorovém
bujeni. Interleukiny zprostiedkovavaji komunikaci mezi bunikami imunitniho systému. Tato
komunikace je nezbytna pro vytvoreni dostatecné silné imunitni odpovédi proti
extracelularnim i intracelularnim patogeniim a nadorovym buikam.

Interleukiny maji protinadorovy ucinek. Podpora protinadorovych mechanismu
spociva prevazné v zesileni slozek imunitniho systému a inhibici angiogenickych pochodi.
Mezi interleukiny majici protinddorovy ucinek patii IL-2, ktery se zcastiiuje aktivace
piirozené i adaptivni imunty a v klinice je hojn¢ uzivan v protinddorové terapii. Také IL-4 se
podili na regulaci imunitni odpovédi, komunikuje s bunkami imunitniho systému i
s nadorovymi bunikami. Kromé pifimych protinadorovych mechanismt zasahuje IL-4 i
nepiimo proti nadorovému riistu — a to inhibici angiogeneze. Velmi dilezitym interleukinem
v protinadorové obrané je 1L-12. IL-12 ma silné protinadorové G¢inky, vyuziva mechanismi
pfirozené 1 adaptivni imunity. Je spojovan s indukci INF-y, zvySuje cytotoxické t¢inky NK
bunck a inhibuje angiogenezi.

V mnoha pfipadech vSak byly prokézany i pro-nadorové ucinky interleukint. Pro-
zanétlivy IL-1 patfi mezi interleukiny podporujici nadorovy riast. Také IL-4 muze
podporovat zhoubné procesy indukci supresorovych pochodi v T lymfocytech. IL-8 je
asociovan s pro-angiogenickym faktorem VEGF a mutantnim nddorovym supresorovym
genem p53. IL-8 tedy taky podporuje riist nadoru. Mnoho funkei IL-17 pfispiva k nadorové
progresi piedev§im podporou angiogeneze. IL-17 indukuje nemaly pocet angiogenickych
faktorti, které podporuji zéanétlivé reakce a tvorbu novych cév v misté zanétu nebo

nadorového rustu.

Interleukiny jsou v poslednich letech velmi studovanymi molekulami imunitniho
systému. Nekteré interleukiny maji vyhradné protinddorovy ucinek, resp. pro-nadorovy, jiné
interleukiny maji schopnost podporovat a zaroven inhibovat iniciaci nadorového rustu.
Vysledky mnoha experiment odhalily nezastupitelné funkce interleukinti v protinadorové
imunité, avSak mnoho otazek zlstava stale zatim nezodpovézenych. Objasnéni dalSich
funkci interleukini miiZze v budoucnu piispét k lepSimu pochopeni naddorovych onemocnéni

a jejich 1écbe.
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