Abstrakt

Melanom piedstavuje vyznamnou a ¢asto smrtelnou formu rakoviny, pfi¢emz metastaze jsou
primarni pfic¢inou umrti souvisejicich s rakovinou. Béhem metastdz nadorové builky migruji
skrze omezené prostory. Imunoterapie ma za cil stimulovat imunitni systém k eliminaci nadort,
ale 1 za soubéznéh pouziti spolecné s tradi¢ni chemoterapii, ma stale jen <50% tspésnost.
Chemoterapeutické 1éky indukuji smrt nadorovych bunék, primarné prostfednictvim apoptdzy,
kterd je "imunologicky tichd" a nevyvolava zanét ani infiltraci imunitnich bun¢k do nadoru.
Proteiny CLASP chrani organely a celistvost bun¢k béhem metastaz nadorovych bunck; kdyz
jsou tyto proteiny CLASP odstranény, migrujici nddorové bunky umiraji mechanickou smrti.
Imunologicky dopad odstranéni proteintt CLASP, které nasledn¢ indukuje smrt bunék, zstava
neznamy. Tato studie si klade za cil prozkoumat, zda makrofagy, vrozené imunitni bunky, které
signalizuji umirajici sousedni buiiky, specificky vyvolavaji zanétlivé cytokinové odpovédi na
mechanickou, na rozdil od chemoterapeutické, smrti melanomovych bun¢k. Aby se modelovala
mechanickd smrt bunék béhem metastatické migrace, byl odstranén CLASP1, stabilizujici
proteiny mikrotubuldl, a buiiky byly fyzicky stlaceny, aby simulovaly sily, kterym bunky
odoléavaji béhem metastaz. Chemoterapie byla simulovana pouzitim inhibitoru B-Raf a induktoru
apoptozy staurosporinem. Lidské buitky THP-1, diferencované do fenotypu podobného
makrofagiim, byly pouZity k reprezentaci makrofagl v okoli nadoru. Studie méfila cytokinoveé
odpovédi makrofagii po expozici supernatantiim melanomovych bunék (nelécenych, mechanicky
zabijenych nebo lécenych chemoterapeutickymi 1éky). Aby se zajistila selektivita, byly testovany
davky staurosporinu nebo inhibitoru B-Raf, které zabijely lidské melanomové buiiky 1205Lu bez
ovlivnéni makrofagli. Méfeni smrti bunék melanomu a makrofagt bylo provedeno pomoci testu
ATPlite v riznych ¢asovych bodech a davkach 1ékt. Nasledné experimenty s pienosem

supernatantu byly hodnoceny cytokinové odpovédi makrofaglti pomoci ELISA nebo qPCR.

Ptedbézna pozorovani naznacila, ze hladiny CXCL10 se liSily u makrofagl vystavenych
supernatantim z riznych podminek. Zejména makrofagy vystavené supernatantim ze stlacenych
melanomovych bun€k 1205Lu s odstranénym CLASP vykazovali uvoliiovani CXCL10. Naopak
supernatanty z melanomovych bunék, ke kterym byl pfidén inhibitor B-Raf nebo staurosporin
tento jev nevykazovaly. Tato pozorovani naznacuji mozny rozdil v odpovédi makrofagti v
zavislosti na zpisobu smrti bunék melanomu. Dalsi vyzkum s opakovanymi a statisticky

analyzovanymi experimenty je nezbytny k ovéteni téchto zjisténi a k plnému pochopeni



implikaci a zmén mezi biologickymi replikaty. Tento ptistup by vSak mohl mit potencial piivolat
imunitni buniky na misto rakoviny a aktivovat imunitni odpovéd’, ktera by mohla nakonec vést k

novym kombinovanym antimigra¢nim 1éklim pouzivanym v imunoterapii.
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