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1 UVOD

1.1 Rakovina

Rakovinu miizeme charakterizovat jako onemocnéni, ve kterém skupina
abnormalnich bunék roste nekontrolované bez ohledu na normalni pravidla buné¢ného déleni.
Normalni buiiky neustale piijimaji signaly, které urcuji, zda se ma bunka délit, diferencovat
nebo zahynout. Nadorové bunky si vyvinuly urCitou nezavislost na téchto signalech,
zapricinujici jejich nekontrolovatelny rtust a proliferaci (Hejmadi 2010). Rakovina ma
povahu klondlniho onemocnéni, zacinajici mutaci vjedné buiice, které se rozvine ve
vicestupiiovy proces pfidanim dal$ich mutaci, které jsou zdédény potomstvem této bunky
v pribéhu déleni (Pelengaris a Khan 2006).

Normalni buiika se pfeméni v buitku nadorovou procesem zvanym transformace,
vedouci k nekontrolovatelnému riistu nadorovych bunék s naslednou tvorbou nadoru nebo
novotvaru (Panno 2005). Termin novotvar znamenajici novy rist je uzivan zameénitelné s
vyrazem nador, ktery oznacuje rist rakovinny (Ruddon 2007).

Lze vyuzit n€ékteré znaky k odliSeni benigniho nadoru od maligniho: Maligni nador se
vyznacuje schopnosti napadat a nicit pfilehlou tkan, benigni nadory rostou expanzivné,
nenapadaji okolni tkan a jsou obvykle zapouzdiené, mohou vsak odtlacovat okolni tkan a
stat se zivot ohrozujici v ptipadé, Ze tlaci na nervy nebo cévy. Dal§im znakem malignich
nadoru je metastazovani lymfatickou nebo krevni cestou do miznich uzlin a do dalSich tkani
téla. Oproti tomu benigni nador zlstava v misté svého vzniku a nemetastazuje. Maligni
nador je mén¢ diferencovany nez plivodni tkan. U benigniho nadoru se objevuje vétsi

podobnost pivodni tkani (Ruddon 2007).
1.1.1 Kancerogeneze

1.1.1.1 Faze kancerogeneze

Kancerogeneze je charakterizovana rozdilnymi fazemi, iniciace (dny), promoce
(nekolik let), progrese (1-5 let) (Ruso 2007). Pfi tomto procesu se rust, vyvoj, identita a
proliferace normalnich buné€k stavaji dysregulovanymi a zivot ohrozujicimi (Wu a kol. 2011).
Faze iniciace je ireverzibilni, kdy dochazi k pocatecnimu zasahu chemickymi nebo
fyzikalnimi latkami na trovni DNA. Oproti tomu promoce, v niz hraji roli epigenetické

mechanismy je reverzibilni obvykle pomaly proces, ktery ma za nasledek hromadéni



abnormalné délicich se premalignich bun€k. Posledni a ireverzibilni faze kancerogeneze
vede k nddorovému rustu se schopnosti invazivity a metastazovani. Pro ptechod premaligni
buiiky na bunku maligni je vyZadovana aktivace protoonkogenti a/nebo inaktivace tumor
supresorovych gen. Mutace ve skupindch téchto genl zpusobuji zmény v kli¢ovych

bunéénych procesech souvisejicich s bunéénym rastem a proliferaci (Ruso 2007).

1.1.1.2  Genetické a epigenetické zmény

Féze kancerogeneze zahrnuji jak genetické tak epigenetické udalosti (Boyd a Barrett
1990). Epigenetickymi zménami rozumime modifikace v ramci genomu dédéné v pribéhu
bunééného déleni, beze zmény v DNA sekvenci (Feinberg 2004). Lze je rozdélit do tri
ruznych typi: metylace DNA, modifikace histont a zmény v nekodujicich molekulach RNA
(Sawan a kol. 2008) Genetické zmény souvisi se zménami v sekvenci DNA (Sugimura a
Ushijima 2000).

Geny, které hraji vyznamnou roli v rozvoji rakoviny, mizeme rozdé¢lit na onkogeny a
tumor supresorové geny. Onkogeny patii mezi regulacni geny, jejichz aktivita je abnormalné
zvysena po genetické modifikaci. Pro odliSeni této zménéné formy ptfitomné v nadorovych
buiikach je v normalnich bunkach tento gen oznacovan jako protoonkogen, Podileji se na
fad¢ intracelularnich signalnich drah regulujicich bunéény rast. Vzhledem k dominantnimu
zpusobu chovani, staci zména pouze jedné ze dvou alel genu pro vyvolani biologického
ucinku. Tumor supresorové geny koduji proteiny, které se uplatiiuji pii inhibici buné¢ného
rustu. Jako recesivni geny, ob¢ kopie musi byt zménény pro viditelny efekt ( Doucas a Berry

2006).

1.1.1.3 Exogenni a endogenni karcinogeny

V piipad¢ exogennich karcinogeni muizeme rozliSit chemické, fyzikalni nebo
biologické faktory. Na rozvoji rakoviny se mohou podilet také endogenni procesy a to jak
samotné nebo vreakci na exogenni karcinogeny. Piehled téchto karcinogenti spole¢né

s ptiklady uvadi Tabulka 1 (Schulz 2005).



Tabulka 1: Druhy a piiklady lidskych karcinogenti (Schulz 2005).

Type of carcinogen Examples

Chemical carcinogens Nickel, cadmium, arsenic, nitrosamines, trichloro-
ethylene, arylamines, benzopyrene, aflatoxins, reactive
oxygen species

Physical carcinogens UV irradiation (specifically UVB), ionizing radiation

Biological carcinogens Human papilloma virus (e.g. strain 16), Epstein-Barr-
Virus, Hepatitis virus B, Helicobacter pylori,
Schistosoma mansoni

Endogenous processes DNA replication, metabolic reactions generating
reactive oxygen species, chronic inflammation

Endogenni procesy zpisobujici vznik rakoviny (Schulz 2005):

e metabolismus produkuje karcinogenni slouceniny jako napf. nitrosaminy, aromatické
aminy, chinony, reaktivni aldehydy, reaktivni formy kysliku - jsou pfitomny ochranné

a detoxikacni mechanismy avsak ne vzdy jsou dokonalé

e poskozeni bunék a DNA se objevuje spontanné zejména v pribéhu bunécné
proliferace, existuji opravné mechanismy namifené na tyto chyby a mimo jiné
poskozené bunky jsou pak odstraiiovany procesem apoptdzy a jinymi mechanismy, ani

tento opravny mechanismus vSak nemusi pracovat bez chyb

e dochazi k hromadéni poskozeni bunck a DNA s vékem a také ochranné mechanismy
se v pritb¢hu Zivota stavaji méné u¢inné - tyto faktory mohou hrat tlohu pii vyskytu

rakoviny s pfibyvajicim vékem - do jaké miry vSak neni jasné

e veEtsi riziko karcinogeneze nastava v prubcéhu specifickych fazi, jako je proliferace
tkani nastavajici po poskozeni. Obdobi s vyssi proliferacni aktivitou se objevuje také
pti fetdlnim vyvoji — vyskyt chyb v tomto obdobi mize vést ke vzniku rakoviny u déti

nebo podpofit rozvoj rakoviny v pozdéjsim veku.

e patofyziologické stavy mohou hrat také vyznamnou roli pfi rozvoji nadoru. Zejména
chronicky zanét je spojovan se zvySenym rizikem vzniku rakoviny v mnoha organech.
Podili se néckolik faktori, vcetné zvySené produkce reaktivnich forem kysliku
zanétlivymi bunkami, produkce protedz, cytokint a rastovych faktorti bunikami tkané,
které napomahaji ristu a Sifeni nadori. Regenerace tkani, zejména pokud se jedna o
prestavby v disledku cirhézy jater nebo cystického onemocnéni ledvin je obecné

povazovana za faktor zptisobujici zvysené riziko vzniku nadoru.



Dalsim faktorem, ktery se v mnoha ptipadech vyznamné podili na vzniku rakoviny je

zivotni styl, jako je obezita, nedostatek pohybu, Spatna zivotosprava (Hejmadi 2010).

1.1.1.3.1 Oxidativni stres a chemoprevence

Oxidativni stres je povazovan za klicovy moduldtor v procesu kancerogeneze.
Obecné, nerovnovaha mezi volnymi radikdly a antioxidanty je oznacovéna jako oxidativni
stres, vyznacujici se zvySenou hladinou reaktivnich forem kysliku (ROS) (Ziech a kol. 2012).
Metabolickym procesem jsou vytvareny nizké hladiny reaktivnich forem kysliku, které jsou
ve zvySené mife produkovany v prubéhu fyziologickych déju, jako je zanét nebo imunitni
obrana. Zvysena koncentrace muize také nastat béhem metabolismu nékterych exogennich
sloucenin a za néckterych patofyziologickych stavii (Schulz 2005). ROS jednak ptisobi
znacné poskozeni makromolekul (proteiny, lipidy, DNA, atd.) a také narusuje celkovou
antioxida¢ni kapacitu bunck. Existuje mnoho zdroji ROS, lze do nich zahrnout jak
endogenni jako napt. aktivita makrofagii nebo neutrofild, tak exogenni zdroje zahrnujici
tabak, cigaretovy kout, UV zafeni chlorované slouceniny, polychlorované bifenyly (PCB),
tékavé organické slouceniny (benzen) a jiné. Chronickd expozice jak endogennim tak
exogennim zdrojim ROS ma za nasledek poskozeni intracelularnich antioxida¢nich
obrannych mechanismu (Ziech a kol. 2012).

Podstatou chemoprevence nadorovych onemocnéni je vyuziti piirodnich,
syntetickych nebo biologickych latek ke zvraceni nebo prevenci rozvoje nadoru (Ziech a kol.
2012) Jako chemopreventivni agens bylo oznacena fada sloucenin rtiznych chemickych ttid,
jako vitaminy, mineraly, pfirozené se vyskytujici fotochemikalie a syntetické slouceniny
(Smith a kol. 2005). Dobra chemopreventivni latka by mé¢la byt schopna zasahovat do jedné

nebo vice fazi vicestuptiového procesu karcinogeneze (Ruso 2007).
1.1.2 Charakteristické znaky nadorovych bunék

1.1.2.1 Nesmrtelnost

Je zndmo, ze normalni sav¢i builky maji omezeny pocet bunéénych déleni, na druhé
stran¢ rakovinné buniky maji schopnost d€lit se neomezené. Jako ptiklad I1ze uvést He-La
bunky, pivodné kultivované z adenokarcinomu délozniho ¢ipku pacientky Henrietty Lacks
vroce 1951, tyto bunky nadale rostou a mnozi se ve stovkach laboratoii po celém svéte.
Prvni, kdo dokazal, ze bunky z hlodav¢ich a lidskych embryi maji omezeny pocet bunéénych
déleni (replikacni potencial) byl Leonard Hayflick .VéEtSina normalnich lidskych bunék ma

schopnost 60 — 70 zdvojeni. Mechanismu zodpovédny za fizeni kone¢ného poctu déleni lezi
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na konci lidskych chromozomt - telomer. Vyznam telomer souvisi s replikaci DNA. Po
kazdé replikaci DNA, kratké sekvence (50-100 bazi) telomer jsou ztraceny z konce kazdého
chromozomu, které jsou tak kratSi a krats§i. Rakovinné buinky neztraceji pary bazi,
zachovavaji délky telomer a to hlavné diky aktivaci enzymu, zvaném telomeraza.
Telomeraza pitida nekodujici haxanukleotidové sekvence na konec kazdé telomery, tim
udrzuje pozadovanou délku nad kritickou hranici a umoziiuje neomezenou replikaci

(Hanahan a Weinberg 2000).

1.1.2.2  Trvalé rustové signdaly

Chovani bunék je zavislé na ristovych signalech okoli (mitogenni), které spousti
bunécné déleni. Tyto ristové faktory se vazi na membranové glykoproteinové receptory,
které vysilaji signaly ptes fadu intracelularnich signald, které podporuji nebo inhibuji expresi
specifickych genti. Pokud tyto riistové signaly chybi, normalni buitka zméni aktivni déleni
na klidovy stav. Nadorové buiky vytvareji mutantni formy proteinti (onkogenni proteiny),
které napodobuji normalni rdstové signaly (protoonkogenni proteiny). Dusledkem
transformace protoonkogenti na onkogeny je, ze se nadorové bunky stanou nezavislé na

vngjsich rastovych signalech.
Tti zpuisoby, jakym nadorové buiiky ziskavaji autonomii v produkci rastovych signali:
e zmeény v extracelularnich riistovych signalech

e zmény v transcelularnich mediatorech téchto signald (receptory)
e zmeény v intracelularnich signalech, stimulujicich proliferaci (Hanahan a Weinberg
2000).

1.1.2.3 Schopnost obejit inhibujict signaly — tumor supresorové geny

Inhibujici signaly ptsobi dvéma zpisoby:

e piinucenim aktivné se délici bunky k odchodu do klidové faze (GO) bunééného cyklu,
muze slouzit jako docasné opatieni, nez dojde ke zméné v proliferacni kapacité napf.

zménou mikroprostredi

e piivedenim buné¢k do trvalého post- mitotického stavu v diisledku diferenciace

Nadorové buiiky mohou obejit tyto inhibujici signaly regulujici jejich rlst a

proliferaci. Mutace v genech, které za normalnich okolnosti inhibuji bunécné déleni, se



mohou projevit zvySenym bunéénym delenim. Tumor supresorové geny vytvaieji velkou
skupinu genti, kodujici proteiny, jejichz normalni funkci je kontrolovat bunécné déleni.
Mutace v téchto genech ma za nasledek ztratu funkce, obvykle je tieba, aby doslo ke zméné
v obou kopiich (alelach) genu, aby mohlo dojit k vytvoteni nadoru.

Ptikladem tumor supresorového proteinu je pS3, byl oznacen jako "“strazce genomu’’,
diky jeho neobycejné rozhodujici roli v bunééném cyklu. Téméf 50% vsSech karcinomi
obsahuje mutace v p53. Mutace nebo ztrata funkce tohoto nezbytného proteinu se

projevuji pokracujicim bunécnym délenim navzdory poskozeni DNA (Hejmadi 2010).

1.1.2.4 Odolnost viiéi apoptoze

Je typicky znakem vétSiny, ne-li vSech nadort. Tkanova homeostazou je oznaCovana
rovnovaha mezi bunéénym délenim a bunécnou smrti, kde je pocet bunék v prislusné tkani
pomérné konstantni. V ptipad¢ naruseni rovnovahy, dojde k tomu, Ze se bunky déli rychleji,
neZ mohou umirat, coz se mize projevit rozvojem rakoviny, nebo naopak umiraji rychleji,

nez se mohou délit s nasledkem atrofie tkane€.

Indukci apoptézy miizeme zjednoduSené rozd¢lit na dvé zptisoby:
e ztrata pozitivnich signalii — nedostatek rustovych faktor maze vyvolat apoptozu

e indukce negativnimi signaly — vazba nékterych vnéjsich molekul (ligandl) jako jsou
smrtici ligandy, mohou aktivovat intracelularni apoptotickou drahu. Stejné tak vnéjsi

signaly z bun¢k mohou také aktivovat apoptozu.

Vngéjsi apoptotické signaly jsou zprosttedkovany receptory na povrchu bunék, které
vazou signaly pro pfeziti nebo apoptozu, naptiklad TNF faktor se vaze na TNF receptory,
nebo Fas ligandy se vazi na Fas receptory na bunécné membrané.

Vnitini signaly, vyvolavajici apoptéozu se sbihaji do mitochondrie. Cytosolové
proteiny pak zpiisobuji bud’ zdufeni organel, nebo v nich délaji diry, umoziujici uvolnéni
apoptotickych efektorovych proteint do cytosolu.

Nadorové bunky jsou schopné obejit apoptézu mnoha zplsoby. Nejznaméj$im
prikladem je mutace p53 tumor supresorového genu, vedouci ke ztraté proapoptotickych

regulatorti (Hejmadi 2010).



1.1.2.5 Angiogeneze

Vzhledem k tomu, Ze k pfeziti a ristu bun€k a tkani je nutny dostatek kysliku a Zivin,
nachazi se vétsina bunck do 100um od kapilar. Endotelové buiiky, které vystylaji kapilary za
normalnich podminek, nerostou a ned¢li se, avSak urCité podminky, jako je menstruacni
cyklus nebo hojeni ran mohou spustit déleni endotelovych bun¢k a rust novych kapilar -
angiogeneze (neovaskularizace) Nadory mohou také vyvolat angiogenezi, prestavujici
klicovy krok pfemény malého, neSkodného shluku mutantnich bun€k (in situ tumor) do
velkého maligniho ristu, schopného §ifit se do dalSich mist. Angiogenze také predstavuje
rovnovahu mezi pozitivnimi a negativnimi signaly, které stimuluji nebo blokuji tento proces

(Hejmadi 2010).

1.1.2.6 Metastizovani

Solidni tumory mohou za optimalnich podminek napadat sousedni tkdn¢ nebo se
mohou §ifit obéhovym systémem a usadit se ve vzdalenych mistech téla, prave tyto takzvané
sekundarni nadory — metastdzy- jsou zodpovédné za téméf 90% umrti. Prostfednictvim
metastdz je nadorim umoZnéno piezit a rlst vnovém prostiedi, kde nejsou omezeny

prostorem a Zivinami.
Féaze metastazovani:

e lokalni invaze - maly in situ tumor pronika pfes bazalni membranu.

e intravazace — nadorové bunky pronikaji pfes sténu kapilar nebo lymfatickych cév do

obéhového systému.

e transport — nddorové buniky se $ifi krevni nebo lymfatickou cestou, dokud se neptichyti
na pevné podpurné tkani. V této fazi muze byt zniena nebo ztracena vétSina

nadorovych bun¢k nasledkem nepratelskych podminek.

e extravazace — krok podobny intravazaci, kdy se bunky presunou do tkani, kde se usadi.
Rozdil je tedy ve sméru pohybu, kdy bunky protlaci sténu kapilar do tkanového

mikroprostiedi.

e tvorba mikrometastaz — nadorové bunky reaktivuji bunénou proliferaci a tvoii maly

tumor, ktery se bud’ vyviji v lumen kapilar, nebo skrze cévni sténu.



e kolonizace - v dasledku nového prostiedi, které nemusi poskytnout nezbytné faktory

vvvvvv

preziva ve form¢€ mikrometastaz (jsou hiife detekovatelné) (Hejmadi 2010).

1.1.3 Histogeneze nadoru

Vramci  praxe se  nadory  posuzuji  podle jejich  histologického
(mikroskopického)vzhledu. V mnoha piipadech je stanoveni tkané nebo bunky, ze které
nadory vychazeji pomérné obtizné (Macak a Macakova 2004).
Histogeneticky délime nadory na:

e Mezenchymové - nadory pojivovych tkani, tukové tkané, svaloviny, cév,

krvetvornych tkani
e Benigni

= Fibrom - vyskyt vSude, kde se objevuje vazivo, nékdy se objevuji

dalsi slozky, napt. cévy, pak utvar nese nazev angiofibrom

Lipom - odvozen z tukové tkan¢
= Osteom - z kostni tkané
= Myom - ze svaloviny

e Maligni — obecny nazev je sarkom, protoZe vyzralej$i nadory se podobaji
normalni mezenchymové tkani, vypada podle toho jejich nazev. Jedna cast
nazvu je tvofena tkani, ktera je nejvice podobna nadoru, druhou cast je

tvofena priponou sarkom:
= Liposarkom,
= Osteosarkom
= Fibrosarkom

e Nadory krvetvorné tkané - z bunék tvotici krevni elementy, tedy nadory kostni dfen¢ a

lymfatickych uzlin (lymfomy)
= Leukémie - postihuji cely krvetvorny systém
= Lymfomy

e Epitelové - vyriistaji z povrchového nebo Zlazového epitelu



e Benigni
= Adenom - Zlazovy epitel
= Papilom - kryci epitel
e Maligni - obecny nazev je karcinom
= Adenokarcinom - nadory 714z nebo nadory zlazam podobného vzhledu

e Neuroektodermové - fadime sem kromé nadori mozku a michy také nddory

periferniho nervového systému a melanom

e Benigni
= Meningiom - z obalii mozku
=  Neurinom - ze Schwannovych bun¢k perifernich nervii
= Feochromocytom- z diené nadledvin

e Maligni
= Melanom - z nezralych melanoblastt
= Meduloblastom - nador CNS

e SmiSené nadory - skladajici se ze dvou nebo vice odlisnych struktur

e Benigni mezenchymové nadory - ob¢ tkané mezenchymové plvodu —

fibrolipom, angiolipom

e Benigni epitelové a mezenchymové nadory - vjednom nadoru pfitomné

epitelové a mezenchymové struktury - fibroadenom
e Teratom - nador vyristajici ze zarode¢nych bunck vaje¢niku nebo varlete
e Nezraly maligni teratom — pfitomny nezralé tkané

e Nadory trofoblastu - patologické 1éze placenty, zahrnujici nadorové i nenadorové léze,

charakterizované proliferaci trofoblastu, vzniklého v disledku t€hotenstvi.
e mola hydatidoza
e mola proliferans

e choriokarcinon — maligni nador z bun€k trofoblastu (Macdk a Macakova

2004).



1.2 Melanom

Tteti nejcastejsi rakovina klize, majici ptivod v buitkkdch melanocytti. Béhem vyvoje
se prekurzory melanocytd pfesouvaji z neurdlni liSty do bazalni vrstvy kiize. Poslanim
melanocytii je syntéza pigmentu melaninu ztyrosinu. Enzym nezbytny k biosyntéze
melaninu oznacujeme jako tyrozindzu. Dendritickymi procesy dojde k pfenosu a naslednému
ulozeni nerozpustného pigmentu do keratinocytli. Do vrchnich vrstev kiize se melanin
dostane délenim keratinocytl, kde absorpci viditelného a UV svétla chrani bunky kize
(Schulz 2005).

I malé nadory maji tendenci metastazovat, zapticinujici tak nepfiznivé prognozy.
Melanomy tak piedstavuji 90% umrti spojenych s koznimi nadory (Garbe a kol. 2010).

Vrstvy kize 1ze rozdélit do tii vrstev. Vnitini vrstva, hypodermis, obsahujici 50%
procent télesného tuku zajistujici tepelnou izolaci. Stfedni vrstva, dermis, skladajici se
z krevnich a lymfatickych cév, vlasovych folikul, zladz, nervli a siti kolagenovych a
elastickych vlaken odpovédnych za elasticitu kiize. Vnéjsi vrstva, epidermis, avaskularni
vrstevnaty epitel, tvofend hlavné keratinocyty (Chatelain a kol. 2011) RozliSujeme dv¢ faze
v ramci ristu melanomu, horizontalné-radialni, béhem niz se 1éze roste v epidermis a

vertikalni faze, pti které buiiky pronikaji do dermis (Patwardhan a kol. 2003).

Klinicky a histologicky lze urcit 4 podtypy melanoma (Macak 2002):
e Povrchové se Sitici melanom (SSM)

Obvykle charakterizovan plochou, pomalu rostouci, asymetrickou 1ézi
s riznobarevnou pigmentaci, kterd se zvétsuje radialnim zptsobem, pokud dojde k
dermalni invazi, klinicky se projevi pfitomnosti vyvysené oblasti. Obvykle se timto
typem melanomu setkdvame u mladSich pacientti nez u NM a LMN. Objevuje se
na mistech, které jsou preruSované¢ vystavované slunecnimu zafeni jako trup, zada a

koncetiny (Scolyer a kol. 2011).
e Nodularni melanom (NM)

Objevuji se u nepatrné starSich pacientlh nez SSM na jakémkoliv misté, obvykle
ptredstavuje rychle rostouci uzel, mtize dochézet ke viedovaténi a krvaceni (Scolyer
a kol. 2011). Utvar, ktery se vyklenuje na povrch, nékdy s polyploidnim vzhledem.

Typicky je vertikalni rast a Sifeni pod bazalni membranu epidermis. V dermis se
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objevuji loziska nadorové infiltrace. Horizontalni Sifeni v malém rozsahu. Tento

melanom spojovan s horsi prognézou (Macak 2002).
e [Lentigo maligna melanom (LMM)

Je spojovan s misty chronicky vystavovanych slune¢nimu zafeni jako hlava, krk,
nebo oblasti predlokti. Je charakterizovany velkou nestejnomérné pigmentovanou
makulou s nepravidelnymi okraji u starSich pacientl, s oblastmi, které mohou byt

vyvysené v ptipad¢ dermalni invaze (Scolyer a kol. 2011).
e Akralni lentigindzni melanom

Postihuje akralni oblasti, jako jsou dlané, plosky nohou a subungualni oblasti.
Ptedstavuje pomalu rostouci, nestejnomérn¢ pigmentované makuly podobné LMN

(Scolyer a kol. 2011).

1.2.1 Melanom B16-F10

Existuji celkem ctyfi druhy maligniho melanomu, odvozeného od mysi C57BL/6.
Jedna se o typy B16-F10, B16-F0O, B16-F1 a B16-BL. NasSe experimenty byly zalozeny na
modelu melanomu B16-F10, ktery je siln€ invazivni a metastazuje do plic (Nakamura a kol.

2002).

1.3 Imunita

Imunitni systém slouzi jako ochrana pfed invazi patogend a transformovanymi
bunikami, pfi¢emz na obrané se podili hlavni slozky vrozené (nespecifické) a ziskané

(specifické) imunity (Maruyama a kol. 2011).

1.3.1 Ziskana imunita

Bunééné slozky ziskané imunity jsou tvofeny B a T- lymfocyty, evoluéni vyvoj lze
datovat do doby vyvoje obratlovcl asi pfed 400 milidny let. Mezi typické vlastnosti
adaptivni imunity patfi pamét a flexibilita, ktera je zajiStovana unikdtnim zpisobem
rozpoznani antigenti T a B- lymfocyty. T a B- lymfocyty v dusledku genetické rekombinace
vytvareji nové a unikatni antigenni receptory schopné rozpoznat témet kazdy antigen. Pod
pojmem imunologickd pamét se rozumi schopnost T a B- lymfocytl, které po setkani
s antigenem pfetrvavaji dlouhou dobu v organismu, vytvaret v piipad¢ reinfekce rychlou a
specifickou odpovéd’. T- lymfocyty pak rozpoznavaji antigenni peptidy pouze prezentované

na povrchu na povrchu bunék vazané na proteiny HLA I. A II. Tridy. CD4+ pomocné
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lymfocyty mizeme rozdélit na Thl-, Th2-, and T-regulacni (Treg)lymfocyty.Thl produkuji
cytokiny, vcetn¢ interferonu IFN-y and TNF-f, ptsobi na aktivaci makrofagh a stimuluji
cytotoxické T- lymfocyty , podileji se tim tak na navozeni bunécné imunity. Stejné tak Th2
lymfocyty produkuji Th2 cytokiny, mezi které patii IL-4, IL-5, and IL-13, stimuluji B-
lymfocyty k produkci protilatek a vyvolavaji humoralni imunitni odpovéd’. Treg lymfocyty
jsou nedavno rozpoznanou rodinou lymfocytl, jejich funkce spociva v potlaceni reakci
ostatnich T- lymfocytti, hraji vyznamnou roli v regulaci vlastni tolerance, ale mohou také

zasahovat do nadorové imunity (Clark a Kupper 2005).

1.3.2 Vrozena imunita

Anatomické a fyziologické bariery zajistuji prvni linii obrany. Tyto bariéry jsou
zajistovany intaktni kiizi, mukociliarni clearanci, nizkym zalude¢nim pH, bakteriolytickymi
lysozymy v slzach a jinymi sekrety. Tyto mechanismy obrany zesiluje vrozena imunita, ktera
je predstavovana jak buitkami hematopoetického, tak nehematopoetického ptivodu, tvotené
kazi a epitelidlnimi bunkami lemujicich dychaci, gastrointestinalni a urogenitalni trakt.
Hematopoetické bunky zapojené do imunitnich reakci vrozené imunity fadime makrofagy,
dendritické bunky, zirné bunky, neutrofily, eozinofily, NK bunky, NKT bunky. Soucasti
vrozené imunity je i humoralni slozka obsahujici proteiny komplementu, LPS vazajici
protein, C- reaktivni protein a jiné pentraxiny (Turvey a Broide 2010). Srovnani zékladnich

ryst vrozené a ziskané imunity je uvedeno v tabulce 2.

Tabulka 2: Porovnani typickych znaktli vrozené a ziskané imunity (Turvey a Broide 2010).

Innate immune system Adaptive immune system

Cellular elements Hematopoietic cells: macrophages, dendritic cells,
mast cells, neutrophils, eosinophils, NK cells,
and NK T cells

Nonhematopoietic cells: epithelial cells
(eg, skin, airways, and gastrointestinal tract)

Large arsenal of components: complement proteins,
LPS binding protein, C-reactive protein and other
acute-phase reactants, antimicrobial peptides, and
mannose-binding lectin

Hematopoietic cells: T and B lymphocytes

Humoral elements Immunoglobulins secreted by B cells

Receptor characteristics

Ligands recognized

Types of receptors

Response time
Immunologic memory

Risk of autoreactivity

Invariant, germline encoded
All cells of a class express identical
receptors (ie, nonclonal).

Conserved microbial components

Common metabolic or biologic consequences of
infection (eg, uric acid, K * efflux, and MHC
class I downregulation)

Activating: TLR, NLR, and complement

Inhibitory: killer cell immunoglobulin-like receptors

Immediate

None: responses are the same with each exposure.

Nonanticipatory immunity

Low: self-tolerant receptors are selected during evolution.

Generated by random somatic gene segment rearrangement
All cells of a class express a single type of receptor

with unique specificity (ie, clonal).
Specific details or epitopes of macromolecules

(eg. proteins, peptides, and carbohydrates)

B-cell receptor and T-cell receptor

Delayed by hours to days

Responsiveness enhanced by repeated antigen exposure.

Anticipatory immunity

High: random gene rearrangement generates autoreactive
receptors requiring the presence of multiple tolerance
mechanisms.
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1.3.2.1 Zpusoby rozpozndvdni vrozenou imunitou

Vrozeny imunitni systém rozeznava mikroorganismy tfemi zptsoby:

e Receptory kodované v zarodeénych bunkach rozpoznavaji konzervované molekularni
struktury, které jsou exprimovany celou fadou mikroorganismt,, Charles Janeway
pouzil néazev pattern recognition receptors (PRR) k popsani téchto receptort a
pathogen associated molecular patterns (PAMPs) oznacil struktury rozpoznévané

témito receptory.

e Zaznamenava nebezpeci ve form¢ damage-associated molecular patterns (DAMPs),
predstavované molekulami, které jsou uvoliiovany lyzou bunék a poskozenymi

tkanémi v souvislosti s infekci nebo zanétem.

e QOdhaluje chybéjici molekuly, které jsou exprimovany normalni zdravou buikou ale

nejsou pfitomné u infikovanych bun¢k nebo mikroorganismi (Turvey a Broide 2010).

Bakterilni PAMPs predstavuji  slozky bakteridlni bunétné stény (napf.
lipopolysacharid a peptidoglykan), flagelin a DNA nebo RNA, struktury, které jsou typické
pro bakterie, na druhé strané virové PAMPs zahrnuji nukleové kyseliny a to jak
dvoutetézcové tak jednofetézcové mnon-capped RNA. Mykotické PAMPs jsou
charakteristické expresi vysoké Girovné zymosanu- agonisty TLR2. DAMPs zvané také jako
alarminy zahrnuji rizné bilkoviny, jako jsou proteiny tepelného Soku, kalgranuliny a sérovy
amyloid A, ale také nebilkovinné molekuly jako napfiklad kyselina mocova, ATP, ROS

(reactive oxygen species) a heparin sulfat (Hansen a kol. 2011).

1.3.2.2 Rozdéleni PRRs

PRRs muzeme rozdélit do tfech rodin podle jejich funkce (Jeannin a kol. 2008):

e Endocytarni receptory — hraji ulohu ve vazbé, pohlceni a nasledné likvidaci
mikroorganismt fagocyty, bez pfenosu intraceluldrniho signalu. Tyto receptory jsou
schopné rozpoznat sacharidy jako napiiklad manodzové receptory a glukanové
receptory. Scavenger receptory rozpozndvaji a odstraiuji zaporné¢ nabité
makromolekuly a zajistuji odstranéni apoptotickych bunék (Wang a Chandawarkar

2010).

e Signalni receptory - exprimovany na povrchu bunck nebo intracelularné, v reakci na
rizné mikrobidlni produkty jako proteiny, glykany, lipoproteiny a nukleové kyseliny

se podileji se na buné¢né aktivaci. Tato skupina je predstavovana:
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=  Toll-like receptory (TLR)

= Nukleotidy - vazajici oligomerizacni doména -( NOD)- like receptory

(NLR)

= RIG-I retinovou kyselinou indukovany gen I- (RIG)- like receptory

e Opsoniny — napomahaji rozpoznavani a odstranéni jejich liganda fagocyty, nékteré se

podileji na aktivaci drahy komplementu (Jeannin a kol. 2008). Zakladni rozdéleni a

charakteristiku PRR uvadi tabulka 3.

Tabulka 3: Klasifikice pattern recognition receptort (Jeannin a kol. 2008).

Function Ligands
Endocytic receptors glycosylphosphatidylinositol (gpi)-linked receptor LPS
Scavenger receptors (SR) oxLDL
Microbes
C-type lectin receptors (CLR) Microbes

Signaling receptors

Bridging molecules

Tol-like receptors (TLR)
MNOD-like receptors (NLR)
RIG1-like helicases (RLH)

Collectins
Ficolins
Pentraxins (PTX)

Microbial moieties

Microbial moieties
Bacterial lipoproteins
Mucleic acids

Sugars
Glycoproteins
Microbes
Microbial moieties

1.3.2.2.1 Endocytarni (fagocytdarni) receptory

Bylo prokdzano, ze na fagocytdéze se podili celd fada receptord, pficemz byly

objeveny modelové systémy pro zkoumani interakci téchto receptortt s TLRs (Underhill a

Gantner 2004).

e Dectin-1 — lektin C- typu, ktery rozpoznava B — glukan v bunéénych sténach hub a

zprostiedkovava fagocytozu castic obsahujicich ff — glukan.

e Manozovy receptor- dalsi z lektinovych receptord schopny zprostredkovat fagocytozu.

e Formylpeptidové receptory — rozpoznavaji pro bakterie (i mitochondrie) peptidy,

zacinajici formylmethioninem.

e Fc- receptory- nejvice prostudovany fagocytarni receptor, ktery se vaze na Fc oblast

protilatek.

e CR3 receptor, zprostfedkovava fagocytozu iC3b opsonizovanych mikrorganisma.
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1.3.2.2.2 TLR receptory

Z PRRs byly nejdiive charakterizovany TLRs a jsou také rozsahle studovany jak u
obratlovct tak bezobratlych (Rajendran a kol. 2012). TLRs pfedstavuji transmembranové
proteiny, lokalizované na bunééném povrchu nebo v edosomu/fagosomu. Obsahuji nékolik
extracelularnich leucin bohatych opakovani (LRRs), které se podileji na pfimém nebo
nepfimém rozpoznani patogenu a intracelularni signalni transdukéni doménu, takzvana
TIR(Toll/Interleukin-1 Receptor) doména (Dostert a kol. 2008). TLR signalizace muze
Ctyfmi moznymi zpusoby ovlivnit fagocytézu: TLR muze slouzit pfimo jako fagocytarni
receptor, TLR signalizace miiZze regulovat u¢innost tvorby fagozomu, TLR signalizace muze
ovliviiovat maturaci nové vzniklych fagozomii nebo TLR zprostiedkované transkripéni
odpovédi mohou mit vliv na geny podilejicich se na vSech krocich fagocytdzy (Underhill a
Gantner 2004).

Toll-like receptory rozpoznavaji PAMPs receptory pifimo nebo ve spolupraci
s dalSimi molekulami a vyvolavaji prozanétlivé reakce a spoustéji likvidacni pochody.
Oproti tomu scavenger receptory (SR), mandzové receptory (MR), glukanové receptory
(bGR) rozeznavaji ligandy na povrchu organisma piimo a v dasledku toho tak dochazi

k okamzitému pohlceni ¢astic (Mukhopadhyay a Gordon 2004).

1.3.2.2.3 Scavenger receptory

Scavenger receptory se exprimuji na myeloidnich bunkach (makrofagy a dendritické
buiiky) a na nékterych endotelidlnich bunkach. Jejich dulezita role spociva v odklizeni
modifikovanych molekul a apoptotickych bun¢k. Vazi a internalizuji mikroorganismy a
jejich produkty, véetné grampozitivnich bakterii (lipoteichovéa kyselina), gramnegativnich
bakterii (lipopolysacharid), intraceluldrnich bakterii a CpG DNA. SR se podileji na

metabolismu lipidl a vazi modifikované lipoproteiny o nizké hustoté (Peiser a kol. 2002).

1.3.2.2.4 NLR receptory

Vyzkum NLRs byl zaméten predevsim na NOD1 a NOD2 (Fukata a kol. 2009). NOD
1 je vSudypfitomné exprimovan, oproti tomu exprese NOD2 je omezena na monocyty,
mikrofagy, dendritické bunky a stfevni Panethovy buiiky. Ukazalo se, ze jak NODI, tak
NOD2 vyvoléavaji NF-kB aktivaci na TLR nezavislym zplisobem, pficemz dalsi analyzy
prokazaly jejich schopnost rozpoznat rizné strukturdlni motivy odvozené z PGN, slozky

bunééné stény bakterii (Shaw a kol. 2008). Mnozstvi NLR molekul je schopno tvofit
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inflammazomy, multiproteinové komplexy, které jsou schopné aktivovat enzym kaspazu-1

vedouci k uvolnéni interleukinu-1 (IL-1), IL-18, IL-33 (Cassel a kol. 2009).

1.3.3 Nadorova imunologie

Nadorova imunologie je zaloZena na ptedpokladu, Ze je imunitni systém schopen
rozli§it normalni bunky od nadorovych. V roce 1957 Burnet vytvofil hypotézu nadorového
dohledu (imunosurveillance), kterd odrazZela tuto myslenku, v které predpokladal, Ze
imunitni systém by mél byt schopen chranit nas pfed rozvojem nadoru rozpoznanim a

naslednou eliminaci nadorovych bunék (Chamuleau a kol. 2006).

1.3.3.1 Nadorové antigeny

Mnozstvi nadorovych antigeni bylo identifikovdno pomoci T-bun¢k a pacientt
s nadorovym onemocnénim (Durrant a Scholefield 2003). Je mozné vyuzit nékolik markert
k identifikaci nadoru a nasledné také ke specifickému ataku nadorovych bun¢k (Whelan a
kol. 2003). Rozlisujeme dvé kategorie nadorovych antigent: (Hofej$i a Bartiiikova 2009).

Antigeny specifické pro nadory (TSA) zahrnuje pomérné malou skupinu antigent,
jejiz prikladem jsou nadorové testikularni antigeny(cancer/testis antigen CTA), Tato skupina
antigenu je nepfitomnd v normalni tkdni ale je exprimovana buitkami nadorovymi. Funguji
jako specifické markery onemocnéni, fadime mezi né MAGE (melanoma antigen gene)
antigeny pfitomné u melanomu (Whelan a kol. 2003).

Antigeny asociované snadory (TAA) piedstavuji obvykle diferenciacni antigeny
exprimovany normalnimi bunkami, jsou ve zvySené miie exprimovany buiikami nadorovymi.
(Whelan a kol. 2003)

TAA rozpoznavany T-lymfocyty tvoii heterogenni skupinu, mizeme je rozdélit do
tirech kategorii. Do prvni fadime antigeny specifické pro kazdy jednotlivy nador, obvykle
odvozené z mutovanych proteini. Druhou skupinu tvoii antigeny exprimované piedevsim
v souvislosti s malignitami, ale sdileny i ostatnimi nadory, zahrnuji obvykle transkripcné
aktivované geny, které nejsou normalné¢ exprimovany, dfive znamé jako embryondlni
antigeny. Posledni skupinu vytvareji antigeny odvozené z tkané ptivodu nadoru (Bremers a

Parmiani 2000).

1.3.3.2 Buiiky vrozené imunity

V prvnim kroku, NK- buiky, které predstavuji slozku rychlé odpovédi vrozené

~~~~~
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rozpustnych faktori, véetné chemokinti coz ma za nasledek aktivaci makrofagh a antigen
prezentujicich bunék (APCs). Makrofagy jsou schopné ni¢it nadorové bunky piimo
uvolnénim lysozomdlnich enzymu, reaktivnich forem kysliku a oxidu dusnatého.
Dendritické buniky shromazd'uji nadorové fragmenty a proteiny a migruji do drenujici
lymfatické uzliny, kde prezentuji tyto proteiny antigen- specifickym CD4 a CD8 T-
lymfocytl, predstavujici zahajeni adaptivni imunity (Yee 2006).

NK- buiiky- vyuZzivaji né€kolik efektorovych mechanismi jako perforiny, smrtici
ligandy a produkci INF y. Funkce NK bunék je v nadorovém mikroprostiedi regulovana
prostfednictvim inhibi¢nich a aktiva¢nich receptorii, cytokini (napt. IL-2, IL-15) a
kostimulacnimi molekulami jako CD 80, CD86,CD40,CD70 a ICOS.

NKT- buiiky — piedstavuji specializovany typ T- bun€k, exprimujici invariantni T-
bunécny receptor a, ten je charakteristicky pro glykolipidové antigeny, jehoz prezentace je
uskuteciiovana v kontextu CD1d,molekuly podobné HLA tridy 1., exprimované na antigen
prezentujicich bunkach a u nékterych nador. Destrukce nadoru zprostfedkovana NKT-
bunikami zahrnuje produkci INFy, kterda pfispiva k aktivit¢ a cytotoxicit¢ NK bunék a
CD8+T-lymfocyti

vo-T lymfocyty — slouzi jako hlavni ¢asny zdroj INFy a mohou zprostfedkovat
pfimou cytotoxicitu na nadorové bunky (Jinushi a Dranoff 2007).
aktivovany pfimo prostfednictvim stresovych molekul z nadorovych bunck, ptes TLR-
signalizaci vedouci k produkci reaktivnich forem kysliku a dusiku a prozanétlivych cytokinit

(Garg a kol. 2010).

1.4 Moznosti nadorové terapie

Chirurgicka lécba ptedstavuje nejstarSi zptisob lé¢eni rakoviny. Cilem operace je
odstranéni primarniho nadoru a urceni stddia onemocnéni odstranénim lymfatickych uzlin
drenujici oblast nadoru. Chirurgicka 1écba se bude i nadale ménit. Moderni technologie
umoznuji provadeét chirurgické operace pomoci malych fezd s pouzitim endoskopickych
technik. Robotické chirurgie a operace provadéné na dalku pomoci robotiky a telemetricky
ptenos jsou proveditelné (Knowles a Selby 2005).

Radioterapie vyuziva ionizujici zateni k niceni nadord a nadorovych bunék. Tato
terapie je zalozena na vysokoenergetickych elektromagnetickych paprscich nebo
subatomarnich casticich, které poSkozuji DNA v nddorovych buiikéach, buika tak ztraci

schopnost délit se a umira. Cilenim paprsku na urcité c¢asti téla nebo piipadné pfimo na nador
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je mozno dosahnout hlavniho cile, znicit nadorové buniky bez poskozeni bun¢k normalnich.
Radioterapii lze tak zajistit véts$i pfesnost a méné vedlejsich ucinkd nez pti chemoterapii
(Panno 2005).

Lécba s pomoci chemoterapie spociva v podavani cytostatik, které maji vyrazné
vedlejsi ucinky pro pacienty v ramci 1écby zhoubného onemocnéni. Mistem, kde plisobi
vétSina cytostatik je bunécna DNA a procesy s ni souvisejici (Knowles a Selby 2005).
Cytostatika ptisobi na aktivné dé€lici bunky a proto, kazda tkan skladajici se z proliferujicich
bunék je také zasazena, zejména pak kostni dfen, travici trakt, varlata, vajecniky a vlasovy
folikul. Vzhledem k postizenym tkanim je chemoterapie provazena mnozstvim nezadoucich
ucinkll: Unava, nevolnost a zvraceni, ztrata vlasd, anémie, sekundarni infekce a Spatna
srazlivost krve (Panno 2005). Lécba podle ¢asového vztahu k chirurgickému zakroku muize
byt rozd€lena na adjuvantni, kdy je 1écba zahajena kratce po operaci, kdy nebyli zjistény
zadné pozustatky nemoci s cilem zvysit Sance na vyléceni. (povazovano za dopln€k operace).
Naopak chemoterapie podavana pied operaci je oznaCovana jako neoadjuvantni, jeji ulohou
je zmensSit primarni nddor aby naslednd operace byla 1épe proveditelnd, méné poskozujici a
ucinit n€které neoperovatelné nadory operovatelnymi a stejné jako u adjuvantni 1é¢by v€asna

1écba mikrometastaz (Knowles a Selby 2005).

1.5 Imunoterapie

Imunoterapie je zfejmé nejelegantnéjsi zptisob 1écby rakoviny vyuzivajici prostredky,
které jsou télu vlastni klécbé rakoviny (Schulz 2005). Bunky exprimuji proteiny na
membranach bunék, které umoznuji, Ze je obranny systém dokaze rozpoznat. Ve snaze
zaméfit nadorové builkky molekularni biologové a imunologové se snazi rozpoznat cile
(nddorové antigeny) a hledaji zplsob jejich prezentace imunitnimu systému pacientil
k stimulaci pomocnych a cytotoxickych T-lymfocyti, NK bun¢k a protilatek. Imunoterapie
ma schopnost napadat pouze rakovinové buiiky, pfiCemZ neposkozuje normalni buiky
(Durrant a Scholefield 2003). Mlzeme rozliSit aktivni imunoterapii, kterd se snazi vyvolat
dlouhodobé preventivni nebo 1é¢ebné odpovedi na stanoveny TAA. Na druhé stran¢ pasivni
imunoterapie zajiStuje antigen specifickou imunitni odpovéd’ pomoci podani velkého
mnozstvi efektorovych molekul, jako jsou protilatky nebo cytotoxické T bunky (Sengupta a
kol. 2010).

V pribéhu vyvoje imunoterapie se objevilo mnoho ptistupti. Nejvice usili bylo vloZeno do

bunééné imunoterapie, mizeme zde rozdélit tfi ptistupy (Bremers a Parmiani 2000):
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e Nejstarsi pristup oznaCovan jako aktivni nespecificka imunostimulace klade za cil
podpoftit zakladni funkce imunitniho systému bez zmény cile nebo samostatnych
efektorovych bun¢k (napf. podani cytokind jako IL-2, interleukinid o nebo 7y) jak
naznacil Coley pfi svych pokusech, kdy zaznamenal regrese solidnich tumort po

injekci bakterialnich toxind.

e Vakcinace nebo aktivace specifické imunoterapie, ktera se snazi aktivovat imunitni

systém optimalizaci prezentace antigenu (napf. syntetické peptidy, vakcinace)

e Adoptivni imunoterapie vyuziva infuzi efektorovych bunék, které byly stimulovany

k boji proti nadoru a expandovany in vitro, protinadorové cytotoxické lymfocyty (CTL)

Jak jsem zminila vySe, 1écba pomoci imunoterapie zacala, kdyz se Coley pokusil 1é¢it
nadory uzitim bakterialnich extraktl s cilem zesilit imunitni odpoveéd’ (Bremers a kol. 2000).
Vychazel zlécby pacienti se sarkomem atenuovanymi kmeny bakterii Streptococcus
pyogenes a Serratie marcescens naznacujici, ze navozeni silné¢ imunitni odpovédi by mohlo
byt pfinosem v boji proti rakoviné (Whelan a kol. 2003). Ackoliv u¢inné slozky Coleyho
toxinii nebyly dobfe charakterizovany, imunomodulacni aktivita je pfifazovana
mikrobidlnim latkadm vcetné lipopolysacharidu (LPS), lipoteichoové kyseliny a bakterialni
DNA (Cho a kol. 2006). Jako hlavni latka Coleyho toxinu byl oznacen LPS, izolované LPS
v kultufe se vSak ukazalo jako neefektivni latka a tak bylo stanoveno, Ze efekt byl
zprostiedkovany mechanismem zavislym na hostiteli, pozdéji bylo jako u¢inny prostredek s
protinadorovymi vlastnostmi stanoven TNF (Lundin a Checkoway 2009). Dalsi studie
pomoci rekombinantnich TNF vsak neukdzaly stejnou protinadorovou ucinnost Coleyho
toxinti. Mimo jiné bylo prokdzano, ze v nepfitomnosti T-bun¢k endotoxin vyvola pouze
pfechodné nekrozy nadort ale ne trvalé regrese, proto nemuze byt sam zodpovédny za
protinddorovou aktivitu endotoxinu. Identifikace a produkce TNF poskytla dalsi vinu
cytokinii. VétSina z téchto cytokind neprokazala podobné protinddorové ucinky endotoxinu,
kromé jednoho — interleukinu IL-12 (Tsung a Norton 2006).

Nyni je znamo, ze protinadorové ucinky Coleyho toxint jsou pfifazované IL-12. IL-
12 zvysuje funkci jiz existujicich nadoroveé specifickych T-lymfocytti indukovat nadorové
odmitnuti. Je to zplsobené tim, ze IL-12 receptory jsou pifednostné exprimované na
aktivovanych T-lymfocytech, coZz vysvétluje ucinnost IL-12 terapie v ptipad¢ pokrocilych

nadort (Sengupta a kol. 2010).

19



1.6 Terapie pomoci LPS

U gram negativnich bakterii rozeznavame dvé odliSné membrany: vnitini a vnéjsi
membrana. Vyznamnou sloZkou vnéj$i membrany tvoii lipopolysacharid (LPS), ktery je u
mnoha bakterii toxicky. Objev endotoxinu koncem 19. Stoleti souvisel s prokdzanim, ze
teplem usmrcené bakterie cholery byly samy o sobé€ toxické spiSe nez toxicita zplisobena
uvolnénim slozek z zivych organismi. VyluCované toxiny se staly znamé jako exotoxiny a

toxické latky bakterii jako endotoxiny (Wang a Quinn 2010).

1.6.1 Struktura LPS

Lipopolysacharid (viz. Obr. 1) je podle struktury rozdélen na tfi kovalentné vazané
odli$né ¢ast: O- antigenni polysacharid, oligosacharidové jadro a glykolipid nazvany Lipid A
(Jeannin 2009). O-fetézec je zodpoveédny za antigenni vlastnosti lipopolysacharidu, avsak
protinadorové vlastnosti lipopolysacharidu jsou neseny Lipidem A (Reisser a kol. 2002).
Lipid A je vysoce hydrofobni a endotoxicky aktivni ¢ast molekuly, skladajici se ze dvou
glukosaminovych jednotek nesouci dvé fosforylované skupiny (pozice 1 a 47), ktéto
struktute jsou pfipojeny az 4 acylové fetézce, tyto fetézce mohou byt substituovany dalSimi
mastnymi kyselinami a poskytnout tak molekulam LPS az sedm acylovych substituentd (viz.
Obr. 2). Lipid A je kovalentné vazany k oblasti tvofici jadro, kterou je pak mozné rozd¢lit na
vnitini a vné&j$i jadro. Vnitini jadro je blize lipidu A, a je slozeno zvelkého podilu
neobvyklych cukrt jako je 3-deoxy-D-mano-2-oktulosonova kyselina (Kdo) nebo L-glycero-
D-manno-heptézu(Hep). Kdo mizeme nalézt témet ve vSech LPS, je vazana alfa vazbou na
karbohydratovou ¢ast Lipidu A a pfedstavuje ¢ast nezbytnou pro zivotaschopnost bakterie.
Také pritomnost negativné nabitého substituetntu (napf. fosfatu, obvykle na pozici 4) se
ukazuje nepostradatelnou. Vnéjsi jadro obsahuje obvykle jednoduché hexoézy jako glukozu,
galaktozu, N-acetyl glukosamin, N-acetyl-galaktosamin a je obvykle vice variabilni nez
vnitini jadro. Na vnéjsi jadro je pak vazany polymer opakujicich se sacharidovych
podjednotek, nazvanych O-polysacharid nebo O- fetézec, obsahujici jeden az osm
glykosylovych zbytkl. Jako nejzevnéjsi ¢ast molekuly LPS, je O-polysacharid hlavnim
antigenem pro protilatkovou odpovéd hostitele, kvili specifi¢nosti této odpovédi je O-

fetézec Casto oznacovan jako O-antigen (Erridge a kol. 2002).
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Obr. 1: Obecna struktura lipopolysacharidu (Erridge a kol. 2002).
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Obr. 2: Chemicka struktura lipidu A u E. coli (Molinaro a kol. 2009).
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Divoké druhy bakterii obecné syntetizuji dvé formy LPS, S-formu a R- formu. R-
forma se vyznaCuje nepiitomnosti O-specifického fetézce a sklada se tak pouze
z oligosacharidového jadra a lipidu A. Bylo objeveno, ze k aktivaci TLR4 S formou jsou
potiebné pomocné proteiny (CD14, LBP), zatimco R-forma LPS aktivuje TLR4/MD-2
pfimo.

Tyto zjisténi maji za nasledek, ze R- formy aktivuji SirSi spektrum TLR4/MD-2-

pozitivnich buné€k a s vétsi ucinnosti nez S- forma LPS (Freudenberg a kol. 2008).

1.6.2 Vazba a rozpoznani LPS imunitnim systémem

Na aktivaci imunitniho systému bakteridlnim endotoxinem se podili mnoho jak
rozpustnych tak membranové vazanych proteini. Jeden z dilezitych membranoveé vazanych
proteinit je mCD14, ktery je piipojeny k membran¢ pomoci GPI-kotvy, mCD14 neni
schopny prenaset signal pres bunéénou membranu, diky nepfitomnosti transmembranové
domény, misto toho se pravdépodobné uplatiiuje ve vazbé a prenosu LPS nebo lipidu A
k jinym proteinim a tak usnadiiuje doruc¢eni LPS nebo lipidu A hostitelské burice a zvySuje
bunécnou aktivaci. Dalsi z podstatnych proteini je LPS-vazajici protein, protein akutni faze,
jeho kladny naboj umoznuje vazat negativné nabité molekuly jako endotoxin. LBP
zprostfedkovava transport endotoxinu na bunécnou membranu ale také se vmezeiuje do
bunécné membrany (Jeannin 2009).

Nejprve dojde k navazani enterobakteridlniho LPS na lipopolysacharid-vézajici
protein (LBP), ktery poté pfenasi monomer LPS z bakterialni stény na membranové vazany
CD14 na monocytech a myeloidnich bunkach (Fujihara a kol. 2003).

LPS-CD14 komplex zahdji intracelularni signalizaci interakci s transmembranovym
proteinem TLR-4, ktery aktivuje NF-kB transkripcni faktor, vedouci k produkci a sekreci
prozanétlivych cytokinti (Rosenfeld a kol. 2006).

Na rozdil od jinych Toll- like receptorti, aktivace TLR4 probiha slozitym
mechanismem, za pomoci pomocnych proteini (LBP, CD14) a koreceptoru (MD-2), ve
skutecnosti je to pravé MD-2, schopny rozpoznat a vazat endotoxin, ne TLR4. MD-2 je
rozpustny protein jehoz hydrofobni kapsa predstavuje vazebné misto pro acylové fetézce
lipidu A. Do hydrofobni kapsy se vaze pouze 5 acylovych fetézct, z 6 ptitomnych u lipidu A.
6 fetézec vycniva z kapsy a interaguje s hydrofobnimi zbytky na TLR4. Takové interakce
jsou zasadni pro MD-2/TLR4 heterodimerizaci a jsou tak tedy nezbytnym piedpokladem
aktivace TL4 signalni kaskady. Endotoxin/MD-2/TLR4 heterodimer je schopny, na rozdil od

jingch TLR signalnich komplexd aktivovat dva intracelularni adaptorové proteiny
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( MyD88/TIRA a TRIF/TRAM) muze tak aktivovat dve paralelni signalni drahy a aktivovat

-----

MyD-88 zavisla draha ma za nasledek tvorbu zanétlivych cytokinli jako je tumor
nekrotizujici faktor a (TNF-a), interleukin-1(IL-1), interleukin IL-6, pfi¢emz TRIF- zavisla
draha vede k tvorb¢ interferonu B (IFN- B) a oxidu dusi¢ného (Lewicky a kol. 2011). Schéma
vazby LPS a TLR4 signalizace uvadi obrazek 3.

LPS

LBPQ%H

CD14 TLR4

TIRAP TRAM
MyD88
TRIF
MyD8S-dependent MyD&88-independent
pathway pathway

Proinflammatory Type I
cytokines Interferons

Obr. 3: Vazba LPS a aktivace signalnich drah (Lu a kol. 2008).
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Prestoze sekrece cytokinli je pro rozvoj lokalni zanétlivé odpovédi klicova,
nevyvazena nadprodukce cytokini mize vést v mnoha ptipadech k septickému Soku
charakterizovanym endotelidlnim poskozenim, ztratou cévniho tonu, koagulopatii a
multiorgdnovym selhanim Casto s nasledkem smrti ( Rosenfeld a kol. 2006).

Studie ukazaly, Ze nékteré antimikrobidlni peptidy (AMPs) jsou schopné
neutralizovat LPS-indukované endotoxické ucinky. Tyto peptidy predstavuji dilezité slozky
obrannych mechanismtl vrozené imunity vSech druhd Zivota, jsou produkovany ve velkém
mnozstvi v misté infekce nebo zanétu a ptsobi rychlou likvidaci mikroorganismi. Nékolik
AMP brani LPS- zavislé indukci cytokini v makrofagach a blokuji sepsi na zvifecich

modelech (Rosenfeld 2006).

1.7 Lipid A a jeho analogy

Lipopolysacharidovd tolerance zahrnuje jak casnou tak pozdni toleranci,
zprostiedkovanou anti-LPS protilatkami. Vzhledem k tomu, Ze molekuly lipidu A nejsou
imunogenni, pozdni tolerance na tyto molekuly neni. Po injekci analogu lipidu A nastava
prechodné obdobi snizené odpovédi in vivo, v némz druha injekce lipidu A navozuje mensi
zanétlivou reakci. Lipidem A indukovana tolerance poskytuje také ochranu pted toxicitou
LPS (Jeannin 2009).

Pikomolarni hladiny Lipidu A jsou schopné aktivovat makrofagy k produkci
mediatort zanétu jako TNF-a a IL-1p, Lipid A mimoto aktivuje produkci kostimulac¢nich
molekul potfebnych k navozeni adaptivni imunity. Strukturni znaky lipidu A E.coli ,
predevsim jeho dvé fosfatové a acyloxyacylové skupiny, jsou potiebné k uplné aktivaci
TLR4/MD2 v lidskych buiikach. Casteéna aktivace TLR4/MD2 né&kterymi analogy lipidu A
vede produkci pozménénych cytokini, které si zachovavaji pozitivni adjuvantni Gcinek
endotoxinu, ale minimalizuji toxicitu. Nékteré analogy lipidu A (obsahujici méné acylovych
fetézcl) jsou potencidlni TLR4/MD2 antagonisté s potencialnim vyuZzitim v ramci lidskych

1é¢iv (Raetz a kol. 2007).
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2 Cile prace

Cilem této prace je studium vlivu LPS na melanom B16-F10 a to jak v rdmci in vivo

experimentd tak experimentll in vitro.
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3 Material a metody

3.1 Seznam chemikalii
e LPSzE.coli 011.B4 (Sigma - Aldrich )
e RPMI 1640 (Sigma Aldrich)

e Fetal Calf Serum (Sigma Aldrich)

3.2 Experimentalni zvirata

Pii pokusech byly pouzivany samice mysi kmene C57BL/6N, pochézejici z chovu
Charles River Laboratories. Staii mysi bylo 8 tydnt a jejich vaha se pohybovala v rozmezi
18-20g. Mysi byly chovany za standardnich podminek s fotoperiodou 12/12, s volnym
pristupem k potravé a vod¢ ve zvéfinci Parazitologického ustavu Biologického centra

Akademie véd Ceské Republiky v Ceskych Budgjovicich.

3.3 Bunécné linie
K pokusiim byla pouzita bunééna linie melanomu- B16/F10, ktera byla ziskana darem

od profesorky Rihové, UMG Praha. Kultivace probihala v PRMI 1640 s 10% FCS,

glutaminem, merkaptoetanolem a antibiotiky v termostatu pii 37°C.

3.4 Priprava bunék B16-F10

Po kultivaci bylo z bun¢k slito médium, buiiky byly dale tiikrat za sebou promyty
sterilnim PBS, po poslednim promyti byla provedena trypsinizace (0,02% trypsin a 0,02%
EDTA v PBS). Nasledné bylo ptfidano médium (RPMI 1640 s 10% FCS) ve kterém byly
buiiky s pouzitim Pasteurovy pipety rozvolnény. V dal§im kroku nésledovala centrifugace po
dobu 10 min pii 150g po které byly bunky rozsuspendovany v RPMI 1640 bez séra za
opctovného pouzit Pasteurovy pipety. S pomoci trypanové modii byly bunky spocitany

v Biirkerové komtirce, v konecné fazi byla jejich koncentrace upravena na 4mil/Iml RPMI.

3.5 Transplantace melanomu

Pied samotnou aplikaci byly mysi oholeny na pravé a levé zadni Casti zad. Prava Cast

slouzila k aplikaci léCivych latek, leva strana byla pouzivana jako kontrola teploty
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v porovnani s teplotou nadoru. Do oholeného mista pak bylo mySim injikovano s.c. (pod

kazi) 400 00 bunc¢k B16-F10 v 0,1 ml RPMI 1640 bez séra.

3.6 Meéreni velikosti a teplot nadort

Pii 1écbé byl prubézné sledovan rast nadoru méfenim nejvétsiho a nejmensiho
rozméru nadoru pomoci kaliperu. Ze ziskanych hodnot byly nasledné vypocitany objemy
jednotlivych nadort (Inaba a kol. 1986). K vypoctu byl pouzivan vzorce V= n/6 AB?, kde A
je nejveétsi rozmér nadoru a B odpovida nejmensimu rozméru nadoru.

Me¢fteni teplot nadord spolu s kontrolnim mistem na levém boku bylo provadéno
obden, pficemz v den zapoceti terapie byla teplota méfena v intervalech 0,6,12,24 hodin,

nasledné pak obden. Teploty byly méfeny specidlnim bezdotykovym teplomérem IR Rodent
Thermometer 153 IRB (Bioseb).

3.7 Pocitani metastaz

Pred vlastnim pocitanim byly plice po wurCitou dobu zakonzervovany ve
ctyfprocentnim roztoku formaldehydu. Plice byly prohlizeny s pouzitim binolupy, u plic
obsahujici metastatickd loziska (Cerné teCky) bylo spocitdno jejich celkové mnozstvi

(Vétvicka a kol. 2007).

3.8 Priprava bunék morcecich ledvin (primokultura)

Z morceci ledviny byly odstranény ledvinové panvicky a kalichy. Zbyvajici tkan byla
rozstithdna a promyta PBS. Tkan byla pak umisténa do 300 ml Erlenmayerovy banky.
Nasledné byl ptidan 0,25% roztok trypsinu v PBS, 20 ml/g tkan€. Po 5 minutovém michani
na elektromagnetické michacce pii pokojové teploté byla tekutina slita, vyhozena a byla
ptidana dalsi davka trypsinu a nasledovalo dvacetiminutové michéni.

Supernatant byl slit do nadoby s vychlazenym telecim sérem. Pfidali jsme dalsi
trypsin a znovu pokracovali v natravovani tkdn€. Proces jsme opakovali, dokud vytézek
bunék nezacal vyrazné klesat.

Ziskana suspenze bunék byla centrifugovana 150 g 5 minut. Sediment byl
rozsuspendovan v RPMI 1640 obsahujicim 5% FCS, glutamin a antibiotika. Nasledovala
filtrace ptes sterilni gazu, centrifugace a rozsuspendovani v RPMI 1640 obsahujicim 10%

FCS, glutamin a antibiotika.
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3.9 Statistické zpracovani dat

Ziskana data byla zpracovana v programu MS Excel. V piipad¢ vyhodnoceni pieziti

byl pouzivan program MedCalc.

3.10 Pokus €. 1 — Studium raznych koncentraci i.t. aplikovaného LPS na

rust nadoru melanomu B16-F10 in vivo

K tomuto pokusu bylo pouzito 24 samic kmene C57BL/6, které byly dvanacty den
po transplantaci melanomovych bun¢k rozdéleny do 4 skupin, kde v kazdé skupiné bylo 6
mysi. Latky byly podavané obden: O(zacatek terapie), 2, 4, 6, 8, 10. Pred aplikaci 1écivé
latky byla vzdy u mysi zméfena teplota a velikost nadoru, 12, 14, 16 den byla provedena
vSechna tato méfeni bez aplikace 1é¢ivé latky.

Schéma pokusu bylo nasledujici:

A) 6 1i.t. aplikaci po 50 mikrolitrech roztoku 10mg LPS/ml PBS

B) 6i.t. aplikaci po 50 mikrolitrech roztoku 6 mg LPS/ml PBS

C) 61i.t. aplikaci po 50 mikrolitrech roztoku 1mg LPS/ml PBS

D) 6 i.t. aplikaci po 50 mikrolitrech PBS

Sestnacty den terapie byly mysi zabity, nasledné jim byly vypitvany plice a uloZeny

k zakonzervovani do doby pocitani metastaz.

3.11 Pokaus ¢. 2 — In vitro studium vlivu LPS na buiiky melanomu B16-F10

a na buiky primokultury morcecich ledvin

Na 96 jamkovou desku bylo napipetovano do 16 jamek po 200 mikrolitrech suspenze
melanomovych bun¢k B16-F10 o koncentraci 100 000 bun¢k/ml RPMI s 10% FCS (tedy
20 000 bun¢k/jamku).

Do dalsich 16 buné€k bylo napipetovano rovnéz po 200 mikrolitrech suspenze bunck
morcecich ledvin o koncentraci 100 000 bunék/ml RPMI s 10% FCS (tedy 20 000
bun¢k/jamku).

Po 24 hodinach byla media opatrné staZzena a do jamek bylo napipetovano po 100
mikrolitrech roztokti LPS v RPMI s 10% FCS. Koncentrace LPS byla 0,0625 mg LPS/ml — 4
mg LPS/ML, vSe ve dvou paralelnich vzorcich a vSe do jamek s obéma typy bunck.

Po dalsich 24 hodinach byly bunky sklizeny trypsinizaci a jejich pocet a vitalita byla

zjisténa pridanim trypanové modii a spocitanim v Biirkerové komtrce.
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3.12 Pokus €. 3 - In vivo studium vlivu LPS o necytotoxické koncentraci na
melanom B16-F10

Pro tento pokus bylo pouzito 10 samic kmene C57BL/6. Dvanacty den po

transplantaci byly mysi rozdéleny do skupin. Kazda skupina obsahovala 5 mysi. Obden od

zapoceti terapie (0), poté ve dnech 2, 4, 6, 8, 10 byla zméfena teplota, velikost nadoru a

nasledné probé¢hla aplikace latky, kterd byla provadéna nasledujicim zptisobem:

A) 6 1i.t. aplikaci po 50 mikrolitrech roztoku 0,5mg LPS/ml PBS
B) 6 i.t. aplikaci po 50 mikrolitrech PBS

Dvanacty a ¢trnacty den terapie se provedlo pouze méfeni teploty a velikosti nadoru

bez podani latky. U vSech mysi bylo dale sledovano preziti.
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4 Vysledky

4.1 Pokus ¢. 1 - Studium riznych koncentraci i.t. aplikovaného LPS na

rust nadoru melanomu B16-F10 in vivo

Timto pokusem jsme se snazili, zjistit, jak aplikace LPS podavand v rGznych
koncentracich ovliviiovala velikost nadoru. Jak ukazuje Obrazek 4, vSechny podéavané
koncentrace vykazovaly statisticky velmi vyznamnou ucinnost. Lécba byla nejucinnéjsi u
skupin A a B. U skupiny A si mizeme vSimnout, ze doSlo ke zmenSeni nadorti a zastaveni
jejich ristu. Ctrnacty den terapie doglo sice ke zvétieni nadoru, ale nadory v této skuping
byly stale statisticky velmi vyznamné mensi, nez v kontrole. Podobnych vysledk bylo

dosazeno i u skupiny B, ve které doslo diive ke zvétSovani nadora.
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Obr. 4: Viiv terapie na prumérnou velikost nadori. (Skupina A — LPS (10mg/ml), Skupina B — LPS
(6mg/ml), skupina C — LPS (Img/ml), Skupina D — kontrola (PBS))

*=P<0,05 **=P<0,001 ***=P<0,005
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Na obrazku 5 mizeme vidét vliv terapie na intenzitu metastazovani, tedy primérny
pocet metastaz u mysi, u kterych byly metastaze zjistény. Mizeme fici, ze u mysi, kterym
byly aplikovany vyssi koncentrace LPS, se vyskytoval mensi pocet metastaz oproti skupiné

C, které byly podavany nizké koncentrace a kontrolni skupiné D.
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Obr. 5: Intenzita metastazovani.(Skupina A — LPS (10mg/ml), Skupina B — LPS (6mg/ml),
skupina C — LPS (Img/ml), Skupina D — kontrola (PBS))

Nasledujici obrazek 6 znazoriiuje procento vyskytu metastdz v jednotlivych

skupinach. Miizeme konstatovat urcity podpurny, ale ne pfili§ vyrazny vliv 1é¢by.
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Procento vyskytu metastaz v jednotlivych skupinach
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Obr. 6: Procento vyskytu metastiz v jednotlivych skupindch.(Skupina A — LPS (10mg/ml),
Skupina B — LPS (6mg/ml), skupina C — LPS (Img/ml), Skupina D — kontrola (PBS))

DalSim zjistovanym parametrem byl vliv 1écby na teplotu nadorG. Na obrazku 7
vidime teploty nadord v jednotlivych skupinach meéfené v intervalech 0, 6,12,24 hod.
Obrazek 8 pak ukazuje teploty v intervalech 0,2,4,6,8,10,12,14,16 den terapie. Teplota
nadoru se pfili§ neli§i od teploty druhého boku. Teploty celkové nijak neodrazeji zptisob

terapie a vysledky ptisobeni LPS na nadorovy rist.
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Obr. 7: Viiv terapie na priimérnou teplotu nddorii.(Skupina A, A" — LPS (10mg/ml), Skupina
B, B"— LPS (6mg/ml), skupina C, C"— LPS (Img/ml), Skupina D, D" — kontrola (PBS))
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Obr. 8: Viiv terapie na priimérnou teplotu nddorii.(Skupina A, A" — LPS (10mg/ml), Skupina

B, B"— LPS (6mg/ml), skupina C, C"— LPS (Img/ml), Skupina D, D" — kontrola (PBS))

Skupiny A, B, C — teploty nadort
Skupiny A", B’, C’- teploty druhého boku
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4.2 Pokus €. 2 - In vitro studium vlivu LPS na buiiky melanomu B16-F10

a na bunky primokultury mor¢ecich ledvin

JiZz béhem prvnich 10 minut doslo u nejvyssi koncentrace LPS (4 mg/ml) k Gplné lyze
jak nadorovych, tak bun¢k morcecich ledvin. Koncentrace 2 mg/ml zptsobila shluky vétSiny
nadorovych buné€k, u morcecich ledvin se shlukovala jen ¢ast bunék.

Po 24 hodinach bylo zjisténo, ze LPS v koncentracich 1-4 mg/ml vyvolava tplnou
likvidaci nadorovych bun€k. Nizsi koncentrace (0,0625 — 0,5 mg/ml) nemély ani na
nadorové buiiky, ani na buitkky morcecich ledvin zadny vliv. Bylo nalezeno takové mnozstvi
zivych nadorovych bunék, které odpovidalo kontrole bez LPS, to je primérné 120 500
nadorovych bun€k a 23 000 bunek morcecich ledvin na jamku (v kontrolach bylo primérné

118 000 nadorovych a 18 500 bun¢k morcéecich ledvin na jamku).

4.3 Pokaus ¢. 3 - In vivo studium vlivu LPS o necytotoxické koncentraci na
melanom B16-F10.

Cilem tohoto pokusu bylo zjistit, jak se s pouzitim niz§i koncentrace zméni u¢inek

1écby na velikost nadorti. Na obrazku 9 vidime rast naddoru s casem u nelécené skupiny B, ve

srovnani se skupinou A, kde terapie snizuje rist nddorl. VEtSi nartist jsme zaznamenali az

14. den terapie.
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Obr. 9: Viiv terapie na priumérnou velikost nadorii. (Skupina A — LPS (0,5mg/ml), Skupina B
— kontrola (PBS))

Obrazek 10 a 11 opét znazoriuje vliv 1é€by na primérnou teplotu nadorti. Kromé urcitého
trendu spocivajicim v postupném snizovani teplot béhem celého experimentu nelze najit

zadnou reflexi ptisobeni LPS na nadorovy rust.
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Obr. 10 : Viiv terapie na primérnou teplotu nadori. (Skupina A, A" — LPS (0,5mg/ml),
Skupina B, B’- kontrola (PBS))
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Obr. 11: Viiv terapie na priumérnou teplotu ndadovi. (Skupina A, A" — LPS (0,5mg/ml),
Skupina B, B'- kontrola (PBS))

Obrazek 12 udava vysledek analyzy doby pteziti ve sledovanych skupinach. Mezi

obéma skupinami nebyl zjistén statisticky vyznmny rozdil v preziti.

36




Preziti

100

;\? L

— 80

wid

N

P L

'S

= 60

g | — A
Qo — B
S 40—

o

Q. L

)

S

© 20 -

m f=

O 1 | | | | | | |
35 40 45 50 55 60 65 70
Doba preziti
Obr. 12: Vyhodnoceni doby preziti. (Skupina A— LPS (0,5mg/ml), Skupina B — kontrola (PBS))
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5 Diskuze

Ve vSech provedenych experimentech jsme zjistili, Ze LPS ptisobi proti nadortm.
V prvnim experimentu jsme dokéazali nejen urCity protimetastdzovy efekt, ale predevsim
statisticky velmi vyznamny t¢inek projevujici se nejen velmi vyraznou redukei nadorového
ristu, ale i pfechodnym zmenSenim nadord, coz potvrzuje i prace Cechové, 2010.
Obdobnych vysledkti dosdhl i Mariani a kol. 2007 nebo Chicoine a kol. 2001, jejich
vysledky byly pfi pouziti srovnatelnych koncentraci lepsi nez v naSem piipadée, ale to
mizeme pripisovat nadoru, na kterém byla 1écba pozorovana. Pouzivali znacné arteficielni
podkozné¢ transplantované gliomy, kdezto v naSich pokusech byl pouzivan agresivni a rychle
rostouci model melanomu. V jejich studiich, ale i v naSem prvnim experimentu byly vsak
pouzity velmi vysoké koncentrace LPS, kter¢ jsou toxické, a pouziti takovychto koncentraci
u lidi by bylo smrtelné.

V druhém in vitro experimentu jsme si ovéfili, Ze koncentrace, které¢ jsme v prvnim
experimentu pouzili, a rovnéz koncentrace pouzivané v uvedenych studiich jsou natolik
vysoké, Ze zpiisobuji pfimy cytotoxicky vliv na nadorové i normalni buiikky a nemohou tedy
uvedené studie byt vydavany za imunologické. Vysvétlenim je ziejmé pfimé interakce
lipofilnich fetézcii LPS s nepolarni mezivrstvou membran. LPS jakozto agonista TLR4
samoziejm¢ spusti kaskadu reakci vedoucich k syntéze prozanétlivych cytokinli, nicméné
podil pfimé cytotoxicity nelze stanovit. Proto jsme urcili vin vitro experimentu mez
pouzitelnosti LPS, za kterou neni mozné se vydavat pii imunologickych experimentech.

V tfetim experimentu jsme ovéfili, Ze nalezena koncentrace LPS ptlisobi vice nez 50%
redukci nadorového ristu, byt jen na hranici statistické vyznamnosti.

LPS o vhodné koncentraci bude vyuzit jako modelova latka pro stimulaci signalnich
receptoril vrozené imunity pfi studiu jejich synergie s aktivaci receptorti fagocytarnich. Jak
bylo zji§téno, tato synergie je spojena se silnym protinadorovym uéinkem (Zenka, sistni
sdeleni). Dalsi etapou pak bude nahrazeni LPS jinymi, pro ¢lovéka neskodnymi, agonisty

TLR.
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6 Zavér
e Bylo prokazano velmi vyrazné zpomaleni riistu nddort a prechodna redukce jejich

objemu pfi i. t. aplikaci LPS na modelu my$/ melanom B16-F10. Byl rovnéz zjistén

castecny vliv vyssich koncentraci LPS na redukci metastazovani.

e Vin vitro experimentu jsme zjistili, ze vyS$i koncentrace LPS plisobi piimym
cytotoxickym vlivem na nadorové buiiky a zpiisobuji jejich lyzovani. Byl nalezen prah,
od kterého nizsi koncentrace jiz Zadnou cytotoxicitu nevyvolavaji.

e Bylo ovéfeno, Ze i tato koncentrace je schopna vyvolat vice nez 50% redukci

nadorového rustu a je diskutovano pouziti LPS o této koncentraci v experimentech

zamétfenych na studium vlivu vrozené imunity na nadory.

e Mc¢fteni povrchové teploty nadoru a mysi se ukazalo jako nevhodné pro monitorovani

tohoto druhu experimentd.
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