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Uvod

V Ceské republice jsou nadorova onemocnéni na druhém misté nejéastéjsich p¥i¢in smrti.
Prvni misto si zatim drzi kardiovaskularni onemocnéni (Dientsbier a Skala, 2014). Pomalu
se vS8ak rakovina stava podstatnym problémem procely svét. Podle odhadt vzroste v roce
2030 pocet nemocnych téméi trojnasobné. Jedna z hlavnich pfi¢in neustalého rstu poctu
pacientd s nadorovym onemocnénim je pokrok v medicingé. Diky tomuto pokroku se lidstvo
doziva vyssiho véku. Ovsem s vys$sim vékem je i vyssi riziko vyskytu rakoviny. Cim déle
zijeme, tim déle jsme vystavovani karcinogennim faktorim. Tkéné starych lidi jsou
nachylnéj$i ke zmeénam, at’ zpisobenych praveé karcinogeny nebo télu vlastnimi procesy
(Petruzelka, 2009).

Je prokazana spojitost mezi nadorovym onemocnénim, S$patnym stravovanim
a koufenim. Faktory jako koufeni, strava, minimdlni fyzickaaktivita, pfiliSnd spotieba
alkoholu a stres, které mohou byt Ciniteli pro vznik rakoviny, fadi toto onemocnéni mezi
civiliza¢ni choroby (Petruzelka, 2009).

Jen vroce 2015 umielo na celém svéte na rakovinu 8,8 milion obyvatel. Rakovina
plic je zodpovédna za nejcastéj$i umrtnost ze vSech nadorovych onemocnéni. Na rakovinu
plic celosvétové umira 1,69 milionti obyvatel, na rakovinu jater 788 000 obyvatel, na
rakovinu tlustého stieva a konecniku 774 000 obyvatel, na rakovinu zaludku 754 000
obyvatel a na rakovinu prsu 571 000 (WHO, 2017).



1 Nador

Néador Ize popsat jako skupinu morfologicky pozménénych bunék rostoucich nezavisle na
fidicich mechanismech. Nejcastéji se projevuje jako zvétSeni organu, ktery buiiky obyvaji
(Stritesky, 2001). Avsak proces nekontrolovatelného rlstu a napadani zdravé tkané probiha
I poté, co pii¢ina, jenz zpusobila tento stav, prestala pusobit (Macak a Macakova, 2004).
Weinberg s Hanahem v roce 2000 navrhli Sest zakladnich rysd, které se zdaji byt
zasadni ve vyvoji rakoviny. Mezi rysy patii sob&stacnost ristovych signalii, neomezeny
replikaéni potencial, necitlivost na signaly inhibujici rast, angiogeneze, odolnost vuci
apoptoze a invazivita a tvorba metastazi (Weinberg a Hanahan, 2000). Trochu to rozvedu.
Sobéstacnost riistovych signald zajiStuje buiice neomezeny a nekontrolovatelny rst.
Stavaji se tak vicemén¢ nezavislymi na normalnich tkani ve svém okoli. K neomezenému
rustu je vSak také potfebna angiogeneze. Angiogeneze je tvorba krevnich cév, kterymi jsou
nadorové bunky zdsobované kyslikem a potiebnymi vyzivovymi slozkami. Kromé zasobeni
maji 1 funkci odvodu oxidu uhli¢itého a metabolitl. Kromé sobé&stacnosti v procesu ristu
nejsou nadorové builky citlivé na rist inhibujici signaly. Rust inhibujici signaly udrzuji
homeostazu a bunéénou stagnaci. Aby nadorové bunky mohly prospivat, museji se témto
signalom vyhnout (Weinberg a Hanahan, 2000). Kromé& ztraty citlivosti k inhibujicim
signaliim jsou odolné vici apoptoze, ¢imzZ si zajisti preziti, protoZe apoptdza by snizila pocty
nadorovych bunika a zamezila rast (Weinberg a Hanahan, 2011). Poslednim, a ne zrovna
malym problémem je invazivita a tvorba metastaz (Gupta a Massagu¢, 2006). Tento problém
se vyskytuje jen u malignich nadorti. Nador se ,,rozpadé* vlivem ztraty adhezivnich molekul,
ktery poji buiiky k sob&. Rozvolnéné buriky proniknou do krevnich nebo lymfatickych tkani

a jsou zaneseny do vzdalenych tkéani, kde se mohou usadit (Weinberg a Hanahan, 2000).

1.1 Pric¢ina vzniku nadoru

Buiiky se dé€li neustale. Pti déleni miize dojit k zméné v DNA. Pokud se takto poskozena
buiika vyhne kontrole a dal se mnozi, vznikne nadorova buitka. Obvykle nestaci jen jedna
zmeéna, ale cca 5 az 10 mutaci, aby se buiika mohla transformovat z normalni na nadorovou
(Masopust a PriiSa, 2003). Genetické mutace byvaji zplisobeny vnéj§imi vlivy, tedy vlivy
zivotniho prostfedi nebo naseho zivotniho stylu. Takovymto zptisobem vznika 90-95 %
rakovin. Pod zbylych 5-10 % spadaji dédi¢né genetické mutace (Anand a kol., 2008).

Za vngjsi vlivy povazujeme chemické latky, jinak nazyvané kancerogeny. Mezi

takovéto kancerogeny patii aromatické uhlovodiky, latky odvozené z dehtu, aflatoxin (toxin



produkovany nékterymi plisnémi), vinylchlorid nebo koui z cigaret. Z fyzikalnich faktora
ma nejvetsi vliv na transformaci zafeni jak rentgenové, UV, tak klasické zafeni s kratkou
vlnovou délkou. Ted jsme si fekli, Ze zafeni mutace zplisobuje, ale jsou piipady, kdy urcita
davka mtze nador pomoci vylécit. Napiiklad pii radioterapii, kdy se radiace pouziva k 1écbe,
nikoliv kK vytvofeni nadoru. Viry také mohou zpisobit nadorové bujeni. Mezi takové viry
patii vir Epstein-Baarové, herpes viry a papilomaviry. Dal§imi faktory jsou hormony, paklize
jsou produkovany ve vétSim mnozstvi, nez je obvyklé. Napiiklad hormon estrogen
Vv ptiliSném mnozstvi zplisobuje karcinomy piedevsim u Zen, a to karcinom vajecnikli, prsu
a délozni sliznice (Krej¢ik a Dvotacek, 1978).

Co se tyka faktort zivotniho stylu, jedna se predevsim o stravu. Pokud je naSe strava
bohata na nasycené mastné kyseliny (uzeniny, maslo, tu¢né mlé¢né vyrobky), ale postrada
vlakninu a antioxidanty (ovoce, zelenina), mizeme vytvofit zaklad pro vazny problém,
naptiklad obezitu. Obezita se povazuje za hlavni faktor vzniku nemoci diabetes nebo
karcinomu tlustého stieva (Pelengaris a Khan, 2006). Za dulezity faktor je také povazovan
vék. Co se véku jako hlavniho Cinitele tyce, nejvice postiZzené byvaji starsi populace, kterych
se tyka karcinom prostaty a kiize. Ale rakovinou mohou onemocnét 1 mladi lidé, naptiklad

nékterymi druhy leukémii (Franks a Teich, 1997).

1.2 Rozdéleni nadoru

Nadory mizeme rozdélit podle biologickych vlastnosti nabenigni neboli nezhoubné, které se
oznacuji expanzivnim ristem, kdy mechanicky utlacuji okoli. Nejsou metastazujici a zdrzuji
se ve své lokalité. VéEtsinou nejsou pro organismus nebezpecné, ale to neznamena, Ze takovy
nador mtze v téle zustat. Pak maligni neboli zhoubné, které rostou invazivnim zptsobem.
Bunky vrustaji do okolnich tkéani, kterou tak posSkozuji a nakonec ni¢i. Na rozdil od
nemetastazujicich benignich nadord, maligni metastazuji a vytvareji tak druhova loziska ve
vzdélenéjsich tkdnich a organech (Vorlicek, 2006).

Dalsi déleni se rozliSuje podle tkanového ptivodu. Nadory z epitelidlnich bunék, které
zahrnuji nejcastéj$i druhy nadorGt jako rakovina prsu, prostaty, plic, tlustého stfeva.
Z hemopoetickych bunék, jinak krvetvornych, vznikaji lymfomy a leukemie. Jiné nadory
vznikaji ze zarode¢nich tkani, pfesnéji z pluripotentnich bunék, které se vyskytuji ve
vajeCnicich a varlatech. Nadory pojivové tkdné zahrnuji rakovinu vzniklou z kosti,
chrupavky, tuku a nervii. Z pigmentovych bun¢k vznika nejcastéji melanom kiize. Mame

I smiSené nadory vzniklé z vice tkani (Varricchio, 2004).



A posledni d€leni je podle mista ndlezu. Tedy mista, kde piesn¢ nador roste. Patii

sem nadory prsu, plic, mo¢ového méchyie, kolorekta nebo kiize (Siegel a kol, 2015).



2 Melanom

Melanom je shluk zhoubn¢ transformovanych melanocytt, je agresivni a odolny proti 16¢bé
(Markovic a kol, 2007). Radi se k nejzhoubnéjsim nadortim viibec (Stork a kol, 2008).

Maligni melanom muzeme najit vSude, kde se vyskytuji melanocyty (pigmentové
buriky), nejde tedy jen 0 problém kuze. Primarné se muze také vytvorit v oku, plicich,
travicim Ustroji, zluéniku, mocovém mechyii nebo ovariich. OvSem v téchto orgénech se
maligni melanom vyskytuje vzacné (Stork a kol, 2008).

Pouzitim vicerozmérné analyzy byly zjistény rizikové faktory, které mohou nezavisle
ovlivnit Sanci zrodu maligniho melanomu. Zvysené riziko vzniku hrozi lidem svétlejSiho
typu, tedy lidem s blond nebo zrzavymi vlasy. Lidem, ktefi maji v horni ¢asti zad hojné
mnozstvi pih, kteti v puberté travili letni mésice praci venku na slunci tii a vice let, anebo
utrpéli tfi a vice spalenin s puchyiky (Rigel a Carucci, 2000).

Samoziejmé&, pokud vite, Ze se ve Vasi rodin¢ maligni melanom objevil, je
pravdépodobnost, ze stejny osud mize potkat i Vas (Rigel a Carucci, 2000).

Prakticky neni uplné pfesny seznam véci, které bychom méli ¢i neméli délat,
abychom snizili pravdépodobnost vzniku melanomu. Mizeme v ramci prevence udélat jen
tfi véci. Chréanit se pfed slunecnim zafenim, s podezienim na novd znaménka na tcle
navstivit dermatologa, a Vv neposledni fadé si miZeme nechat udélat ve specializované

laboratoti rozbor DNA a zjistit, jestli nemame predispozice k vdZnym nemocem.

2.1 Melanom B16-F10

Melanom B16 je linie mySich nadorovych bunék odvozenych z mysi C57BL/6. Ptesnéji
Z nadoru, ktery se roku 1954 objevil na uchu této mysi. Linie se pouziva ve vyzkumu jako
model lidského melanomu. Zaroven slouzi pro studium metastaz (Teicher, 2002). Je vice
linii bun¢k B16 a to B16-F0 az B16-BL6. Pro zajimavost vime, Ze prvi linii byla linie B16-
F1 a teprve z ni byly odvozeny ostatni linie. A ne jak by se dalo pfedpokladat za pocatek
B16-FO0 (Krejc¢ova, 2016). Konkrétn¢ linie B16-F10 pochazejici z ptivodni linie B16 se
vyznacuje nejrychlej§im mnozenim ze vSech linii a metastazuje do okolnich tkani,

a predevsim do plic (Danciu a kol, 2013).



3 Terapie

Stejn¢ jako mame 1écebné postupy riznych nemoci, médme i metody, kterymi lécime

rakovinu. Terapii mizeme rozdé€lit na zamér 1écby a zpuisob 1é¢by.

3.1 Zamér lécby

Kurativni zamér

Cilem této 1écby je uplné vyléceni, s co nejdelsim ¢asovym obdobim bez navratu rakoviny
(Adam a kol, 2011).

Paliativni zamér

Cilem je zbaveni priznak nemoci a zastaveni ¢i alespoii zpomaleni ristu naddoru. V této fazi
uz neni kurativni 1é¢ba mozna, tak se paliativni snazi ulehcit a zkvalitnit zivot nemocného
(Klener, 2002).

Symptomaticky zamér

Cilem je utisit bolest a zkvalitnit Zivot. Pokud dojde az na symptomatickou 1écbu, je

rakovina v takové fazi, kdy kurativni ani paliativni 1é¢ba jiz neni mozna (Klener, 2002).
3.2 Zpusob lécby

3.2.1 Chirurgie

Jedna se o nejstarsi metodu eliminace nadoru. Uz ve starovéku se 1ékafi pokouseli rakovinu
vylécit jejim vyjmutim z t€la. Bohuzel se nemoc obvykle vratila i po operaci. Chirurg Paget
prohlasil, ze nadorové bunky metastazuji (Sudhakar, 2009). Buiiky se pravdépodobné pti
migraci usadili v jiné tkani, kde se zacaly mnozit, a vznikl druhotny nador. Tim se da
vysvétlit navrat nemoci.

V19.stoleti se provadély operace, kde se odebirali i lymfatické uzliny (Sudhakar,
2009). Da se predpokladat, ze po takovém to zakroku se nador uz nevratil. Je znamo, ze krvi
nebo praveé mizou cestuji i cizorodé Castice, kuptikladu nadorové bunky, které mohou dostat
do lymfatickych cév, kde mohou vznikat metastazy.

Bohuzel chirurgicky zakrok se d& pouzit pouze na nadory, které jsou dobfe dostupné

a nejsou hodné rozsahlé.



3.2.2 Radioterapie

Védci zjistili, ze radia¢ni paprsky mohou zpusobit rakovinné bujeni, ale také jej ukoncit
(Sudhakar, 2009). Terapie pouziva radiaci k ozafeni poskozenych bun¢k a snazi se cO
nejvice uetfit okolni tkan (Bucci a kol, 2005). Bohuzel nejde zatreni zacilit jen na poskozené
buniky, a tak jsou zasazeny i buniky normalni, z kterych miize vzniknout sekundarni nador,
vétsinoveé zhoubny (Bostrom a Soloway, 2007). Zafeni vytvari ionty, které pii prichodu
bunikou zanechaji energii uvniti. Energie poskodi DNA, ktera blokuje dal§imu rozdélovani

a proliferaci buiiky a zastavuje tak nadorovy rust (Jackson a Bartek, 2010).

3.2.3 Chemoterapie

Zatimco chirurgie 1¢é¢i rakovinu fyzicky, chemoterapie se pokousi znicit nador uvnitt téla bez
vnéjSiho zasahu. Ackoliv chemoterapie pomdhd nddor znicit, ma i vedlejsi ucinky jako
vypadavani vlasu nebo myelosupresi (Gtlum krvetvorby) (Gerber, 2008). Chemoterapie,
stejn¢ jako radioterapie se miize kombinovat. Jednou 1é€bou se mlize nador oslabit a druha
lécba mize nador snadnéji usmrtit. Naptiklad kdyz se chemoterapie pouzije pied operaci na
oslabeni nebo po operaci na zniceni zbytku, které ve tkani zastaly (Stachova, 2017).

K 1é¢eni se pouzivaji cytostatika (Vorlicek a kol, 2013). Cytostatika nejvice postihuji
rychle proliferujici bunky, ale také zasahuji zdravé bunky, které¢ svou toxicitou poskozuji
(Martins a de Oliveira, 2009). Nadorové buiky jsou pravé ty, na ktera cytostatika cili. Na
takovou buiiku neplisobi zadné inhibujici signaly, a tak roste a mnozi se bez omezeni, ¢imz
na sebe cytostatika upozorni. Zdravé builky sice maji omezeny rist diky inhibujicim
signaliim, ale cytostatika mohou ovlivnit cely bunécny cyklus nebo jen jeho ¢ast, proto ani

zdravé nezmutované buiiky nejsou a nemohou byt nezasazeny (Baudino, 2015).



4 Nadory a imunita
4.1 Imunitni systém

Imunitni systém zajiStuje celistvost organismu. RozliSujecizi ¢astice od vlastnich, pficemz
cizi musi zniit, aby ochranil organismus pifed wvné&jSi hrozbou (infekce, ...).
Nerozpoznapouze cizi od vlastnich, ale dohlizi i na vlastni buiiky, mezi kterymi se mohou
ukryvat Skodliviny. Proto pribézné eliminuji posSkozené, zmutované a staré bunky (Hotejsi

a Barttnkova, 2009).

4.2 Obrana nadoru pred imunitnim systémem

Nadory maji nizkou expresi MHC I molekul, které brani rozpoznat imunitnimu systému
nador od vlastni tkdn¢ (Hicklin a kol, 1999). Také malo exprimuji nddorové antigeny, které
vedou ke vzniku metastdz (Kim a kol, 1972). Ale exprimuji i imunosupresivni faktory
(faktory, diky kterym organismusreaguje omezen¢ na antigen tvorbou protilatek): TGF beta
vyvolava tvorbu T regulac¢nich lymfocyti z CD4+ (pomocnych) lymfocyti. T regulacni
lymfocyty zéaroven produkuji TGF beta, a tak to pokracuje dokola. Ptimy
kontaktT regulacnich lymfocyti neboTGF beta s cytotoxickym lymfocytem potladi Gtok
cytotoxickych lymfocytt. Interleukin 10, ktery je taktéz produkovan T regulacnim
lymfocytem, snizuje expresi MHC I molekul a omezuje fungovani T lymfocyti (Facciabene
a kol, 2012). Nadory zvysuji hladinu Fas ligandu (stimuluje apoptézu bunék), ktery po
spolupraci s Fas receptorem efektorovych bun€k zplsobuje jejich vlastni smrt. Snizenim
hladiny Fas receptoru vyvolaji odolnost nadoru ptfed apoptozou (Cascino a kol, 1996).
Dulezita je exprese TLR receptor na povrchu nadorovych bunék, ta totiz vede k proliferaci,

cytotoxickému ataku a rezistenci k apoptoze (Huang a kol, 2005).

4.3 Nadorové antigeny

Bunky prezentuji na svém povrchu antigeny pomoci MHC molekul a poméhaji stimulovat
T lymfocyty. Vime, ze zdravé bunky jsou mutacemi transformovany v nadorové bunky. Da
se predpokladat, Ze touto zmeénou prochdzeji i antigeny prezentované na nadorovych
bunikach. Nadorové antigeny se daji rozd¢€lit do dvou skupin.

TSA (tumor specific antigens), nadorove specifické antigeny, se vyskytuji pouze na
nadorech, coz je vyhoda, protoze jinde, nez na nadorech je nenajdeme (Philipps a kol, 1985).

Dtive se k 1é¢bé moc nevyuzivaly kvili ptilisSné specifikaci. Jednak nebylo lehké takovou



specificitu dostatecné identifikovat, a také co néador to jedinecnost. Tudiz i specifické
antigeny jsou jen na nékterych nadorech, na jinych jsou specifické jinak. OvSem ma to
i vyhodu v tom, ze na urCitou specifi¢nost by se mohla vytvofit konkrétni 1é¢ba, ktera by
pusobila pouze proti uréitym bunkam, a tedy neptsobila na bunky, které specificky antigen
neobsahuji (Parmiami a kol, 2007).

TAA (tumor associated antigens), nadorové asociované antigeny, se objevuji nejen
na nadorech ale i na jinych buiikach. Dokazeme vSak od sebe odlisit zdravé bunky od
nadorovych tak, ze u kazdych bun¢k se antigeny exprimuji v jiny Cas, v jiném mnozstvi
(u zdravych bun¢k v men$im mnozstvi) a na jiném misté¢ (Hofej$i a Bartiinkova, 2005).
Nadorové asociované antigeny mohou poslouzit jako markery, které napomahaji
k diagnostice rakoviny (Old a Chen, 1998). Patii sem prostaticky specificky antigen
(produkované bunkami prostaty), onkofetdlni antigeny (nachdzeji se v embryonalnich

buikach), metastdzové antigeny a melanomové antigeny (Klener a Klener jr., 2013).



5 Ziskana imunita

Na rozdil od vrozené nespecifické imunity se ziskané imunité jinak tika specifickd. A to
z diivodu, Ze pracuje se specifickymi antigeny. Dokéze rozpoznat nejjemnéjsi rozdily mezi
jednotlivymi antigeny, a tudiZz nemiize spolupracovat s kazdym antigenem, ktery potka
(FerenCik a kol, 2000). Ziskand imunita se vyznacuje diverzitou, kdy dokaze vytvofit
ohromné mnozstvi strukturné odlisnych struktur, které dokdzou rozpoznat rizné antigeny.
Kromé schopnosti rozpoznani odliSnosti mezi antigeny, a tvorby struktur pro rozpozndni
antigenti, ma také imunologickou pamét’, diky které pii pozd¢jSim setkani reaguje rychleji
a efektivnéji (Bonilla a Oettgen, 2010).

Ziskana imunita pouziva k obranég téla pifed mikroorganismy mechanismy imunitniho
typu. K témto mechanismtim se fadi humoralni a buné¢né odpoveéd'.

K buikdm ziskané imunity se fadi B lymfocyty a T lymfocyty. B lymfocyty po
setkani s antigenem zacnou proliferovat a jejich klony se diferencuji na plazmatické
a pamétové buiky. Plazmatické buiikky produkuji protilatky, zatimco pamétové praveé
zastupuji imunologickou pamét’ (LeBien a Tedder, 2008). Tedy tyto bunky si pamatuji své
setkadni s antigenem a pii dal$im setkani tak taky reaguje. Ackoliv je pii dal$im setkani
odpovéd’ rychlejsi a efektivnéjsi, stale je imunitni odpovéd’ ziskané imunity pomalejsi nez
vrozené imunity. Pomalost zajiStuje pravé fakt, Ze nejprve se musi bunky rozmnoZit,
vyprodukovat néjaké protilatky a pak teprve se mize néco dit. T lymfocyty se stejné jako
B lymfocyty aktivuji po setkani s antigenem. OvSem tady je rozdil v tom, Zze B lymfocyty
rozpoznavaji antigen samotny a T lymfocyty ve spojeni s molekulami hlavniho
histokompatibilniho komplexu (MHC) (Springer, 1990). U T lymfocyti také probiha po
aktivaci nejprve proliferace a pozdéji diferenciace na pamétové a efektorové bunky.
Pamétové bunky maji stejnou funkci jako 1 B lymfocytd, ovSem efektorové bunky
T lymfocyti se diferencuji na cytotoxické CD8+ buiiky a pomocné CD4+ buiiky. Pomocné
Th bunky produkuji lymfokiny, které podporuji aktivitu cytotoxickych Tc bunék, které po

aktivaci mohou zabijet vlastni pozménéné bunky (Litzman a kol, 2001).

5.1 Inhibi¢ni a stimulujici imunitni kontrolni body

Imunitni kontrolni body reguluji imunitni systém a déli se na stimulujici a inhibujici.
Stimulaéni kontrolni body podporuji aktivaci naivnich T lymfocytl, pamétove,
efektorové a T regulacni bunééné odpovédi. Inhibicni kontrolni body omezuji aktivaci

T bunék a dobu trvani imunitni odpovédi (Sharpe, 2017). Kontrolni body jsou nadory
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vyuzivany k ochrané pted atakem imunitniho systému (Pardoll, 2012). V protinddorové
terapii se vyuzivaji protilatky k zablokovani inhibi¢nich kontrolnich bodt, ¢imz se aktivuje
imunitni odpovéd’, kterd byla omezovana prave inhibicnimi kontrolnimi body.

Mezi inhibi¢ni kontrolni body patii kuptikladu PD-1, CTLA-4. K stimulujicim
bodim zase naptiklad CD-40. V terapii se pouzivaji jejich anti protéjsky (anti PD-1, anti
CTLA-4).

PD-1 (Programmed cell death protein 1, CD279) je bunécny receptor, ktery potlacuje
zanétlivou aktivitu T lymfocytt a podporuje tak autotoleranci (Francisco a kol, 2011). Po
navazani ligandu PD-L1 a PD-L2 (Programmed death ligand) navozuje apoptozu
(programovanou bunéénou smrt) u T lymfocytd, které se setkaly s antigenem na cilové
burice nebo na butice antigen prezentujici (Fife a Pauken, 2011). U T regula¢nich lymfocyti
plsobi obracené a misto vyvolani apoptozy stimuluje proliferaci a aktivitu téchto lymfocyt
(Francisco a kol, 2009). Pouziti anti PD-1, tedy potlaceni inihibi¢niho PD-1 receptoru, vede
k aktivaci a zvySené aktivité T lymfocytid a k potlaceni aktivity T regulacnich lymfocyta.

CTLA-4 (Cytotoxic T Lymphocyte-associated protein 4, CD152) je receptor, ktery
snizuje imunitni odpoveéd’. Antigen prezentujici buniky exprimuji molekuly CD80 a CDS6,
které po navazani na receptor CTLA-4 inhibuji aktivitu T lymfocytd (Kvistborg a kol, 2014).
Také dochazi k inhibici aktivace cytotoxickych T-lymfocyti. CTLA-4 je také exprimovan na
regulacnich T-lymfocytech, které jsou zodpovédné za imunosupresi (Klener a Klener jr.,
2013). Podani anti-CTLA-4 vede ke zvySené aktivaci a proliferaci T lymfocyta.

CD-40 je proteinovy receptor a patii ke stimulujicim kontrolnim bodim. Je
exprimovan antigen prezentujicimi bunkami. Navazani ligandu CD-40L (nebo jinak
oznatovany CD154) na pomocné T lymfocyty navozuje zrani dendritickych bunék
a stimulaci jejich aktivity. Anti CD-40 plni funkci agonisty CD-40 receptoru. Pii stimulaci
dendritickych bun€k pomaha k aktivaci slozek ziskané imunity a jejich naslednou reakci

(Bajor a kol, 2015).
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6 Vrozend imunita

Vrozena imunita nebyla nékolik let povazovana za spojence ziskané imunity. Kazda byla
brana jako samostatna ¢ast. Vrozena imunita byla brana jako méné dulezitad v hierarchii
imunitnich funkci (Medzhitov a Janeway, 1997).

Jinak se ji fika i nespecificka z duvodu, ze se nespecializuje na urcité antigeny, ale
brani organismus proti odliSnym patogeniim. Reaguje na setkdni s patogenem okamzité a pfi
kazdém dalSim setkdni reaguje stejné. Svou reakci ani rychlost odpovédi neméni, protoze
nema imunitni pamét, na rozdil od ziskané imunity. Vrozend imunita pouzivd k obrané
organismu obranné mechanismy neimunitniho typu, zatimco ziskana pouzivd mechanismy
imunitniho typu.

Mezi mechanismy obrany vrozené imunity neimunitniho typu patii anatomicka
bariéra, kdy kutze, sliznice a jimi produkované hleny, sliny a slzy vytvareji bariéru mezi
vnitinim a vnéj$im prostiedim. Da se tedy fici, Ze pii placi ¢istime pokozku od bakterii. Pod
fyziologickou bariéru spada télesna teplota, kdy mnoho mikroorganismi pro nas Skodlivych
nepiezije ve vysSich teplotach (cca kolem 37 °C a vyssSich)a pH sekretli, kdy opét vétSina
patogent neni schopna piezit v kyselém prostiedi (Sterzl, 2007).

Aby buiikky mohly rozpoznat patogenni antigeny, maji na svém povrchu receptory,
které jsou zakddované v zarodecné DNA. Cilem vrozené imunity neni poznat kazdy patogen,
ale receptory na bunlkéach vrozené imunity se soustfedi na struktury, které se vyskytuji na
mnoha mikroorganismech (Krejsek a Kopecky, 2004). PAMPs (pathogen-associated
molecular patterns), molekulové vzory spojené s patogenem, jsou rozpoznavany PRRs
(pathogen-recognition receptors) nebo Toll-like receptory (Maverakis a kol, 2015).
Receptory mohou rozpoznat cizi molekuly i specificky exprimovanim receptorti pro Fc
fragmenty protilatek a slozky komplementu. Ty pusobi jako opsoniny a jsou to pravé ony,
kdo oznacuji Castici jako cizorodou a predstavuji ji pro fagocyt mnohem pfitazlivéjsi.
Dal$imi opsoniny jsou naptiklad fibrinogen, C-reaktivni protein, MBL (manose-binding
lectin, lektin vazici mannosu) (Sterzl, 2007).

PAMPs se vyskytuji na patogenech, ale pokud je ,,patogenni nebo nakazena vlastni
bunka, vystavi na svém povrchu antigen ciziho mikroorganismu a informuji tak okolni
bunky, zejména buiiky schopné fagocytdzy, ze jsou napadené a mély by byt eliminovany,
aby se patogen nemohl dal mnozit. Pokud makrofag pohlti patogen, podniti tak odpovéd
vrozené¢ imunity (Aderem s Underhill, 1999). Na rozdil od ziskané imunity pfichazi

okamzita reakce a neceka se na bunécnou proliferaci (Krejsek a Kopecky, 2004).
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6.1 Fagocytoza

Za zakladni mechanismus vrozené imunity se povazuje fagocytoza. Fagocytdoza se da
povazovat za prostiednik, ktery spojuje specifickou a nespecifickou imunitu. V prvni fadé
odstranuje télu Skodlivé mikroorganismy a v druhé vstiebané antigeny upravi do podoby,
ktera spusti procesy specifické imunity (Horvathova, 2014).

Mezi buiky snejvétsi fagocytarni schopnosti se fadi monocyty, neutrofilni
granulocyty a tkafiové makrofagy (Sterzl, 2007).

Fagocytoza zacina ve chvili, kdy chemotaktické signaly vytvofi koncentracni
gradient, jejimz smérem (smcrem nejvetsi koncentrace signdlu) se builky pohybuji.
Za chemotaktické faktory povazujeme naptiklad cytosin interleukin-8, ktery pfitahuje
neutrofily (Hofejsi a Bartlinkova, 2009). Signdl miize prijit jak od bakterii, které se
dostaly téle, tak z vnitiku téla (Ferencik, 2005).

Po nalezeni patogenu pfilne fagocyt na cizorodou ¢astici a svymi pseudopodii Castici
obklopi. Po uplném obklopeni se vytvoii fagozom, ktery se slouéi s lysozomem. Lysozom
obsahuje baktericidni latky a hydrolytické enzymy v tekutiné o pH 4-5. VSichni tito Cinitelé
napadnou patogenni ¢astice, usmrti je, rozlozi a vylouci pry¢ (Hotejsi a Bartiinkova, 2009).

Uz bylo feceno, ze PAMPs a cizi antigeny jsou rozpoznavané PRRs. Aby
nedochézelo k napadeni vlastnich zdravych bun¢k, maji buitky na svém povrchu ochranné
proteiny. Tyto proteiny emituji inhibicni signaly, naptiklad signal don’t eat me (Horvathova,

2014).
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7/ Imunoterapie

Imunoterapie vyuziva bunky vlastniho téla nebo latky uméle vyrobené na zaklad¢ latek,
které jsou télu vlastni. Tyto syntetické latky mohou nékolikanasobné pievysit schopnosti
piirozené vyprodukovanych latek. Vyuzivaji se ke stimulaci imunitni odpovédi.

Imunoterapie se pouziva ve chvilich, kdy je nador odstranén, ale stale je mozné, ze
Vv t¢le prebyvaji zbytkové nadorové bunky, které nejsou prokazatelné bézné pouzivanymi
molekularné biologickymi metodami (Hoftejsi a Bartinkova, 2009).

Terapie cili na ur¢it¢ molekuly. Neni tedy mozné 1écbu uplatnit na vSechny nadory.
Kazdy nador ma své specifické molekulové zmény, nadorové antigeny, které nejsou na
vSech nadorech stejné (Baudino, 2015).

Imunoterapie se déli na zaloZenou na ziskané imunité a na vrozené imunit¢.

7.1 Imunoterapie zaloZena na ziskané imunité

Imunoterapiie, ktera k 1é¢bé vyuziva ziskanou imunitu, vyuziva i jeji mechanismy, jako
antigen prezentujici bunky, B lymfocyty, T lymfocyty ¢i specifické protilatky (Medzhitov
a Janeway, 1997).

Imunoterapievyuziva protilatky jako nosice toxini nebo 1éCiv, opsonizanty,
aktivatory komplementu nebo k navozeni ADCC reakce (bunééna cytotoxicita zavisla na
protilatkach) (Hotejsi a Bartiiikova, 2009).

Monoklonalni protilatky jsou nejcastéji pouzivand varianta v 1écb€. Monoklonalni
protilatky pochazeji z jedné plazmatické buiiky za pomoci klonalnich mechanisma (Weiner
a kol, 2009). Rozpoznavaji a napadaji specifické proteiny vyskytujici se na povrchu bunék
(Weiner, 2010). Jsou dvé moznosti, jak mizeme za pomoci protilatek likvidovat nadorové
buiky.

Buiikky mohou byt zabity pifimo. Protilitka muZe blokovat receptory nebo
neutralizovat povrchové enzymy a tim navodit apoptdzu buiiky (Scott a kol, 2012). Nebo
muze bytna protilatku navazan toxin, ktery je tak zanesen do mista nadoru, kde zptsobi
nekrozu (Hofejsi a Bartnkova, 2009).

Dalsi moZnosti je vyvolani imunitni odpovédi. Protilatka povzbudi jak vrozeny, tak
ziskany imunitni systém klikvidaci nddorové buiiky. Princip vrozeného imunitniho systému
spociva v tom, Ze protilatka po navazani na nadorovy antigen zpisobi opsonizaci a aktivuje

efektrové imunitni mechanismy, jako fagocytoza nebo ADCC (Hoftejsi a Bartiikova, 2009),

14



také aktivuje komplement nebo NK buniky (Scott a kol, 2012). Co se tyce ziskané¢ho
imunitniho systému, vyuziva se pti aktivaci T-lymfocytt (Hodi a kol, 2010).

Dalsi moznost 1éCby zavisejici na ziskané imunit€ jsou dendritické buiky.
Dendritické bunky se pfipravuji nasledovnym zptisobem. Osob¢ postizené nadorem jsou
odebrany monocyty, ze kterych se v laboratofi pfipravi nezralé dendritické bunky. Spolu
s monocyty se odebere i nadorova tkan. Z tkan¢€ se ptipravi smés nadorovych antigent,
kterou nezralé dendritické buiiky zpracuji a posléze prezentuji na svém povrchu. Takto
upravené dendritické buiiky jsou nasledné vpraveny do téla pacienta. V téle dojde k aktivaci
T lymfocyti, které zapo¢nou boj nadorovymi buitkami (Gilboa, 2007).

Také je mozné odebrat pacientovi imunitni bunky, in vitro je stimulovat a vratit zpét
do téla (Chong a kol, 1992). Jedna se o LAK buniky (Lymphokine activated Killer), tedy NK
buniky (Natural killer) a T-lymfocyty, které jsou aktivovany interleukinem 2 (Rovensky
a kol, 2006). Nebo TIL (Tumor infiltrating lymphocytes), ktery je taktéz odebran, kultivovan
s interleukinem 2 a nasledné vracen zpét do téla. Po névratu do téla dokaze imunitni systém
1épe rozpoznavat nadorové buiiky (Yamaue a kol, 1990).

Terapie pomoci adoptivniho transferu T lymfocyti zacind odebranim krve
pacientovi, ktery trpi malignim naddorem. Z krve se izoluji antigenné specifické T lymfocyty,
které se mnohonasobné namnozi a vrati se do pacienta. Nevyhodou je, ze takto nemocné télo
dlouhodobé neprodukuje dostatek imunitnich molekul (interleukin 2, ...), které stimuluji
funkce T lymfocyti (Dzivenu a kol, 2003).

Dals§i moznosti je odebrani nddorovych bun€k, kdy je nasledné in vitro upravena
jejich geneticka informace. Buikam se pomoci cytostatik nebo ozafeni zamezi v déleni. Po
této uprave jsou buiilky vraceny zpét do téla, kde jsou l1épe rozpoznatelné pro imunitni systém
a vyvolavaji protindadorovou T-lymfocytarni odpoveéd’ (Hotejsi a Barttiikova, 2009).

K imunoterapii nadoru se vyuzivaji také cytokiny. Cytokiny jsou malé proteiny
0 velikosti 5-20 kDa (Weaver a kol, 2007). Jsou produkovany bufikami imunitniho systému,
jako jsou T-lymfocyty, B-lymfoyty, makrofagy, bilé krvinky, zirné buiiky, endotelové nebo
rizné stromdlni bunky (Lackie, 2010). Jejich uvolnéni ovlivituje chovani bunék kolem.
Neovliviiuji jen své okoli, ale maji mnohem vétsi rozsah, coz je klicové pro rychlou aktivaci
imunitni odpovédi (Lee a Margolin, 2011).

Razné cytokiny vyvolavaji rizné imunitni odpovédi a Casto ptsobi pleitropné (Lee
akol, 2011). Cytokiny mizeme d¢lit do kategorii podle jejich schopnosti. Napiiklad na
cytokiny zvysSujici bunéénou imunitni odpovéd nebo upiednostiujici protilatkovou

odpovéd’. Nékteré cytokiny maji aktivujici (pf. interleukin 2, 12, TNF) nebo supresivni
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ucinky (pt. TGF-beta, interleukin 10) (Shulgin a kol, 2016). Pravé tyto cytokiny se diky
svym ucinklim vyuzivaji v imunoterapii nadora.

Vakcinace je dal$i moznosti 1€cby. Mame profylaktickou vakcinaci, kterd slouzi jako
prevence. Vyuziva se u nadorti vzniklych virovou infekci, kupiikladu proti papilomavirim
(HPV) nebo proti hepatitidé B. Dale mame terapeutickou vakcinaci. Na rozdil od preventivni

se pouziva ve chvili, kdyz nemoc uz propukla (Klener a Klener jr., 2013).

7.1.1 Terapeuticka vakcinace

Z4dna 1é¢ba neni bezchybna, proto sei terapeutické vakcinace potyka s problémy.

Jednim z mnoha problémt je nepfitomnost MHC glykoproteinu II. tfidy nebo
neproduktivita cytokini kostimulacnimi molekulami. Tyto cytokiny jsou nezbytné pro
aktivaci pomocnych CD4+ Tlymfocyti, tudiZ ani nedochazi k aktivaci efektorovych CD8+
cytotoxickych T-lymfocytd. Také nadorové buinky produkuji cytokiny nebo na svém
povrchu exprimuji imunosupresivni molekuly jako interleukin 10 nebo TGF beta
(Transforming growth factor beta) (Klener a Klener jr., 2013).

DNA vakciny

DNA vakciny jsou tvofeny plazmidy, které vnaseji genetickou informaci do organismu.
Genetickd informace s pomoci infikovani buniky a produkce antigend aktivuje ziskanou
imunitu. DNA vakciny jsou zaméfeny na antigen prezentujici buniky (APC), které prezentuji
antigeny lymfocytiim. Nebo mohou byt umistény do bunék, které jsou fagocytovany antigen
prezentujicimi bunikami (Stevenson a kol, 2004).

DNA vakciny mohou byt aplikovany injekéné nebo metodou ,,gene gun®. Metoda
»Zene gun® pouziva po transport genetické informace do buiiky elementarni ¢éstice tézkého
kovu (nejCastéji zlato) potazené DNA (Porgador a kol, 1998). Pro zesileni u¢inkii DNA
vakcin se pouzivaji adjuvans (usmrcené bunky bakterii, heat-shock proteiny, cytokiny).
Adjuvans maji aktivovat vrozenou i ziskanou imunitu piimo v nadoru (Stevenson a kol,
2004).

Peptidové vakciny

Lymfocyty maji schopnost rozpoznat nadorové antigeny, ¢ehoz vyuZzivaji peptidové vakciny.
Imunitni odpoveéd’ T-lymfocytii a B-lymfocytii se vyvolava pomociuméle nasyntetizovanych
antigennich determinant (epitop, oblast antigenu, kterd je rozpozndvana imunitnimi

receptory). Tim jsou aktivovany mechanismy ziskané imunity, které mohou vést k nekroze
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nadorové tkané (Pérez-Torres a kol, 2013). Jako vétSina vakcin i peptidové vyuzivaji
adjuvans pro zvyseni aéinku.

Intratumoralni vakcinace

Intratumoralni vakcinace nebo jinak in situ, tedy v misté, je vytvafena in vivo, aniZ by se
pfedem urCovaly a izolovaly tumor asociované antigeny. Vakciny obsahuji
imunomodulatory, které¢ napomdhaji uvolnéni tumor asociovanych antigenti a nasledné
prezentaci antigen prezentujicimi builtkami. Prezentace antigenu indukuje odpovéd
T lymfocyti (Hammerich a kol, 2015). Jako imunomodulatory v protinadorovych vakcinach
se pouzivaji také naddorové buiiky, které mohou aktivovat vrozenou imunitu, a zarovei vést
k imunizaci (Singh a Overwijk, 2015). Nejenom Ze se pii intratumoralni terapii vlivem
zasobeni T-lymfocyty utvaii nddorové specifickd imunita, umoziluje terapie potlacenim
supresivnich slozek vrozené imunity atak na nador (Singh a kol., 2014). Intratumoralni
terapie je vhodna jak ke zniceni nadoru, do které¢ho byla injekéné vstiiknuta vakcina, ale
ovliviiuje i metastazy (Marabelle a kol., 2014).

Odpovéd” nadoru na intratumoralni vakcinaci popsal koncem 19. stoleti doktor
William Coley. Coley potvrdil, Ze extrakt z bakterii zpisobujicich erysipelas (akutni
lokalizovany zanét kuize) intratumoralnim podanim muze vyléc¢it pevny tumor (Coley, 1893).
Pozdg¢ji se zacal pouzivat k 1é¢bé nadoru Bacillus Calmette-Guerin (BCG). (Zbar a Tanaka,
1971). Lékafi hlasili terapeutické vyhody intratumoralnich injekci Bacillus Calmette-Guerin
u melanomu (Cohen a kol, 1978) nebo karcinomu skvanoznich bun¢k hlavy a krku
(Marabelle a kol, 2014). Doktor Morton a jeho kolegové uvedli, Ze intratumoralni injekce
Bacillus Calmette-Guerin vyvolaly u lidi s metastatickym regresi u 90 % ptimo injikovanych
nadord a 20 % u neinjikovanych nadort (metastazi) (Morton a kol, 1974). Oproti nim Bast
ajeho kolegové zkoumali 12 studii, kde byli pacienti s metastatickym melanomem léceni
intratumoralni bakterii Bacillus Calmette-Guerin. Ti zjistili, Ze regrese nastala u58%
injikovanych nadorti a u 14 % neinjikovanych nadora (Bast a kol, 1974). Shimada s kolegy
zjistil, Ze prozéanétlivé vlastnosti slozek nukleové kyseliny Bacillus Calmette-Guerin mayji

¢astecny podil na terapeutickych ucincich vakcin s touto bakterii (Shimada a kol, 1985).

7.2 Imunoterapie zaloZena na vrozené imunité

Imunoterapie k 1é€b€ vyuziva vrozenou imunitu. Napfiklad stimulaci zanétu. Do nadoru je
vpravena za pomoci injekce suspenze mykobakterialni vakciny. Ta nepfimo vyvola i Gtok na

nadorové buiiky (Hofejsi a Bartaiikova, 2009).
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Vyuzitim cytokinli v 1é¢bé je mozné vyvolat apoptdézu nadorovych bunék nebo
zastavuji jejich mnozeni a tim nddorovy rust. Témito cytokiny jsou hlavné interferon alfa,
beta, tumor necrossis factor alfa, interleukin 4 a 6 (Dzivenu a kol, 2003).

Déle se vyuzivaji PAMPs (pathogen associated molecular paterns), které jsou

rozpoznavany PRRs (pathogen recognition receptors) (Tomas a Badini, 2011).

7.2.1 PAMPs — molekulové vzory spojené s patogenem

PAMPs jsou molekulové vzory vyskytujici se na povrchu patogennich mikroorganismi.
Diky témto vzorim je pro vrozenou imunitu snadnéj$i rozpoznat patogen od vlastni buriky,
protoze na hostitelskych buiikach se nevyskytuji (Hotej$i a Barttiikova, 2009).

PAMP muze byt slozka bakterialni stény lipopolysacharid (LPS) nebo endotoxiny na
membrané gram negativnich bakterii (Silhavy a kol, 2010). Dalsimi PAMPsmohou byt
lipoproteiny, bakteridlni flagelin, z gram pozitivnich bakterii kyselina lipoteichoova,
peptidoglykeny, dvouvlaknova RNA (dsRNA — nuklové kyseliny ve spojeni s viry) (Mahla
a kol, 2013).

7.2.2 PRRs —receptory rozpoznavajici vzory

PRRs jsou receptory na rozpoznani PAMPs. Receptory na rozpoznani molekulovych vzort
maji dulezitou roli pfi spravném fungovani vrozené imunity. Jsou kodované v zarodecné
linii, a jak jejich nazev napovida, odhaluji patogenni molekuly (Kumar a kol, 2011). Jsou
exprimované bunkami vrozené imunity, kterymi mohou byt makrofagy, neutrofily,
dendiritcké bunky, monocyty, epitelidlni bunky (Alberts a kol, 2002). Krom¢ odhalovani
patogennich molekul, odhaluji taky DAMPs (damage associated molecular patterns).
DAMPs neboli ¢esky molekulové vzory spojené s poskozenim, jsou slozky uvoliiované
z poskozenych bun¢k (Osamu a Akira, 2010).

Receptory se dal dé€li na tii tfidy: cytoplazmatické, sekretované a membranové.

Cytoplazmatické receptory
NOD like receptor rozpoznévaji bakterialni peptidoglykany a organizuji protizanétlivou
a antimikrobialni imunitni odpoveéd’ (Caruso a kol, 2014).

RIG-1-like receptory rozpoznavaji intracelularni vzory, které pomahaji rozpoznavat

viry (Offermanns a Rosenthal, 2011).
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Sekretované receptory

C reaktivni protein je protein akutni faze syntetizovany jatry. Hladina proteinu vzrista poté,
co makrofagy a T lymfocyty sekretuji cytokin interleukin 6 (Thompson a kol, 1999).
Interleukin 6 funguje prozanétlivé, tedy podporuje vznik a pozdéjsi rozvoj zanctu (van der
Pool a kol, 1997). Protein se vaze na fosforylcholin na fosfolipidech, které se vyskytuj na
povrchu bakterii (Chang a kol, 2002). Navazanim aktivuje komplement a fagocytujici bunky,
které podnécuji eliminaci cilené buiiky (Gabay a Kusher,1999).

Manozu vazajici lektin je stejné jako C reaktivni protein tvofeny v jatrech a je
sekretovan pfi akutni infekci. Zapficinuje se o spusténi komplementové kaskady, které vede
K opsonizaci mikroorganismu a urychluje fagocytozu (Medzhitov a Janeway, 2002).
K aktivaci komplementu vedou tfi cesty. Manozu vazajici lektin vyuziva cestulektinovou.
Manozu vazajici lektin se vaze na sacharidy, nachazejici se na povrchu patogent (bakterie,
plisné, viry). Nizka hladina manozu vazajiciho lektinu v krvi vede k opakovanym infekcim

(Chumchalova a kol, 2004).

Membranové receptory

C typ lektinové receptory (pf. Dectin-1, Dectin-2) rozpoznavaji sacharidy hub, vird
a bakterii. Po navazani na PAMPs se aktivuji signalni drahy, které vedou ke zméné genové
exprese. C typ lektinové receptory jsou exprimovany na monocytech, dendritickych bunikach
a makrofazich (Figdor a kol, 2002).

Formyl peptidové receptory (napf. formyl peptidovy receptor 1, formyl peptidové
receptor 2) se vyskytuji na leukocytech (Fu a kol, 2006). Rozpoznavaji formyl peptidové
molekuly a jsou jedni z téch, které pomahaji pti obrané pfti bakterialni infekci (Le a kol,
2002). Ne vsechny formyl peptidové receptory se vyskytuji na leukocytech. Naptiklad N-
formyl peptid miZze pochizet krom leukocytli také z endogenniho prostiedi (prasklé
hostitelské bunky vypoustéjici mitochondrialni proteiny), nebo exogenniho zdroje (proteiny
uvolnované patogeny, které napadaji bunky) (Le a kol, 2001).

Scavangerové receptoryvazou modifikovany lipoprotein s nizkou hustotou, rtzné
ligandy, patogeny a endogenni proteiny. Takeé reguluji patofyziologickeé stavy jako patogenni
infekce, aterosklerdza, imunitni dohled a rakovinu (Zani a kol, 2015).

Mezi membranové receptory se fadi také Toll-like receptory, které jsou dobie

prozkoumané a byly vyuzity v této praci.
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7.2.3 Toll-like receptor

Je exprimovan V bunéné membrané bunc¢k vrozené imunity (monocytii, dendritickych
bun€k, makrofagi), bun¢k ziskané imunity (T lymfocytt, B lymfocyti) i bunék mimo
imunitu (fibroblasty, epitelové a endotelové buiky) (Delneste a kol, 2007). Receptory
rozpoznavaji nejrizn¢jsi cizorodé struktury, jako lipoproteiny, lipopolysacharidy, virové
a prokaryotické nukleové kyseliny a dalsi (Hofejsi a kol, 2013). U lidi bylo objeveno 10 typt
Toll-like receptort, zatimco u mysi 13, z tohoreceptory 1-9 jsou pro lidi a mysi spole¢né
(Thompson a kol, 2011).

Toll-like receptory stejné jako ostatni receptory rozpoznavaji PAMPs. Po navazani
patogenu na receptor se spusti signalni kaskada, ktera vede k expresi cytokint (Medzhitov
akol, 1997). Signalizace Toll like receptord muze prob&éhnout pomoci MyD 88, nebo
pomoci TRIF.

Signalizaci s MyD 88 (myeloidni diferenciac¢ni 88) vyuzivaji vSechny typy Toll like
receptord, s vyjimkou Toll like receptoru 3. Kdyz se na Toll like receptor navaze jemu
vlastni ligand, dojde ke konformaéni zméné v receptoru a rekrutuje adaptacni protein
MyD 88. Nasledné dojde k aktivaci proteinové kindzy NF-xB (transkripéni nuklearni faktor-
kB) a MAP kinazy (mitogen-activated protein kinases) (Kawai a Akira, 2010).

Signalizaci za pomoci TRIF (TIR domain-containing adaptor inducing interferon
beta) vyuziva Toll like receptor 3 a Toll like receptor 4. I kdyz Toll like receptor 4 miize byt
aktivovan prvni zminovanou signalizaci s MyD 88. Po navazani ligandu na receptor dojde
k rekrutaci adaptéru TRIF. TRIF aktivuje TBK 1 a RIPK 1 kinazy. Po aktivaci dojde
cytokiny (Cruse a Lewis, 2003).

Jednotlivé receptory ale rozpoznavaji odlisné patogenni vzory.
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Obr. 2: Signaliza¢ni drahy Toll-like receptorti;(pievzato z Luke a kol, 2009).

V nasledujici tabulce jsou stru¢né shrnuty vSechny Toll-like receptory.

Tab. I: Piehled Toll-like receptori (pievzato a upraveno dle Kvardova, 2016).

TLR Bune_cna Adaptorova Ligand Z_drOJ
lokalizace molekula ligandu
Triacylované lipoproteiny,
lipoteichova kyselina, | Bakterie
TLR 1-2 Membrana MyD 88 peptidoglykany
Zymosan Houby
PamsCSK4 Syntetické
Diacylové lipopeptidy Bakterie
) ; HSPs, HMGBI1, kyselina
TLR 26 Membréna MyD 88 mocova, fibronectin, ECM | Endogenni
proteiny
ds RNA Viry
TLR3 Endozomy TRIF POLY I:C Syntetické
, B-defensin 2, fibronectin EDA, .
TLR 4 Membrana (nebo | MyD 88/ HMGB1, snapin, tenascin C Endogenni
endozomy) TRIF
LPS, lipoteichové kyselina Bakterie
TLR5 Membrana MyD 88 Flagellin Bakterie
ss RNA Viry
TLR7-8 | Endozomy MyD 88 CpG-A, Poly G10, Poly G3 | Syntetické
TLR9 Endozomy MyD 88 nemetylované CpG DNA Syntetické
TLR 10 Membréna MyD 88 PamgC’ISI’(4,Vf>amC’y'sPamSK4 Syntetické
Neznamé piirodni ligandy -
TLR 11 - - Toxoplasma gondii, prolifin Prvoci
TLR 12 - - neznameé -
TLR 13 Endozomy MyD 88 VSV Viry

21




Ve své praci jsem se zabyvala Toll-like receptory 2, 3 a 7 a jejich agonisty.

Toll like receptor 2 je exprimovan na monocytech, dendritickych bunkach,
mikrogliich, makrofagach, polymorfonuklearnich leukocytech, T bunkach (vcetné
T regulacnich bun¢k) a B buiikach. Také ho mtzeme nalézt epitelu plicnich aleveoli, na
Bowmanovych kapslich v ledvinovych krvinkach a renalnich tubuli (Cario, 2008). Toll like
receptor 2 rozpoznava mikrobidlni molekuly ztad grampozitivnich bakterii,
gramnegativnich bakterii, mykoplasmat a kvasinek (Kawai a Akira, 2007).

Toll like receptor 3 je hojné exprimovan v pankreatu, placenté a na dendritické
subpopulaci leukocyti. Toll like receptor 3 rozpoznava dsRNA (dvouvlaknova RNA), ktera
je spojovana s virovou infekci. Oproti ostatnim Toll like receptorim pouziva Toll like
receptor 3 jako jedinou signaliza¢ni drahu TRIF. (Kawai a Akira, 2007).

Toll like receptor 7 je exprimovan v placenté, sleziné a plicich (Chuang a Ulevitch,
2000). Toll like receptor 7 rozpoznava ss RNA vird (jednovlaknovou RNA) jako HIV
a HCV. Také vaze malé syntetické antivirové slouceniny jako imidazaquinolin (Heil a kol,

2004).

7.2.3.1 Agonisté Toll-like receptorii vyuzité v této praci

Za agonistu se povazuje ligand, ktery je navdzanim na receptor schopny vyvolat

fyziologickou odpovéd'.

Resiquimod (R-848)

Resiquimod funguje jako modifikator imunitni odpovédi (Tomai a kol, 1995). Jedna se
o0 syntetickou latku, u které byla zjisténa antivirova a protinadorova aktivita (Meyer a kol,
2013). Je schopen aktivovat imunitni odpovéd indukci cytokini jako interferon alfa
ainterleukin 12. Oba jsou zodpovédni za stimulaci dendritickych bunék, monocyti
a makrofagu (Tomai a kol, 1995). Jako agonista se u mysi fadi k Toll like receptoru 7, u lidi

je agonistou Toll-like receptor 7 a Toll-like receptor 8.

Polyinosinicka-polycitidylicka kyselina (POLY 1:C)

Jde o syntetickou latku (Liu a kol, 2012), piedstavujici analog dvouietézcové RNA. Ta
navazuje protinadorovou imunitni reakci. Dochazi k produkci interferonu alfa, beta,
interleukinu 1, 6, 12 a tumor necrosis factoru alfa (Zhou a kol, 2013). Aktivuje NK burky,
B lymfocyty a makrofagy (Qu a kol, 2002) Jako agonista patti k Toll-like receptoru 3.
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Kyselina lipoteichova (LTA)
Mizeme ji najit v bunééné sténé grampozitivnich bakterii (Ginsburg, 2002). Jako agonista
patii k Toll-like receptoru 2. Po navazani na receptor se aktivuje transkripéni faktor NF-kB.

w1

leukocytii (Lawrence, 2009).

Manan

Manan je ligand, ktery byl vyuzit jako podpora fagocytdzy. Je to polysacharid, ktery
muzeme nalézt v bunécné stén¢ gramnegativnich bakterii a kvasinek (Cawley a Ballou,
1972). Sklada se z podjednotek D-manoz, které jsou spojené beta(1,4)-glykosidickou vazbou
(Moreira, 2008). Podle vazby se rozliSuje alfa a beta manan (Lipke a Ovalle, 1998). Manan
je povazovan za antigenni latku (Janeway a Medzhitov, 2002).

Manan je rozpoznavan dvéma receptory.

Manozovy receptor je transmembranovy protein (Stahl a Ezekowitz, 1998), ktery se
nachdzi na dendritickych buiikach a makrofazich. Manozovy receptor rozpoznd manozové
zbytky na povrchu vird a bakterii, diky ¢emuz muize patogeny navdzat a napoméaha tak
fagocytoze (Crespo a kol, 2011). Manozovy receptor zodpovida za tvorbu prozanétlivych
signalt, které vedou k produkci tumor necrosis factor alfa, interleukinu 6 a 12 (Pathak
a Palan, 2005).

Druhym receptorem je Manozu vazajici lektin (MBL). Tento receptor napomaha
k aktivaci komplementové kaskady, funguje jako opsonin a napomaha tak snadnéjsi
fagocytoze (Takahashi a Ezekowitz, 2005).

Manan byl ukotven na molekuly za pomoci BAM (Biocompatible Anchor for Cell
Membrane — biokompatibilni kotva pro bunéénou membranu). BAM obsahuje
polyethylenglykol, ktery slouzi ke zvySeni hydrofilnich vlastnosti slouCeniny a alifaticky
fetézec kyseliny olejové, ktery slouzi jako kotva do hydrofobni ¢asti bunééné membrany. Na
konci polyethylenglykolovych fetézct jsou umistény reaktivni skupiny, diky kterym dokaze
vazat fyziologicky aktivni latky nebo vazat na povrchy riznych materidld (NOF

Corporation, 2015).
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8 Cile prace

e Nadorova terapie s pouzitim R-848,POLY I:.C, LTA a MANAN-BAM

V kombinaci s modulaci imunitni odpovédi pomoci protilatek.

e Optimalizace nadorové terapie a studium mechanismu jejiho ucinku.
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O Material
9.1 Chemikalie

e Biocompatible Anchor for cell Membrane (BAM) (NOF Corporation, USA);
e D-MEM (Sigma-Aldrich, USA);

e Fetal Calf Serum (FCS) (Sigma-Aldrich, USA);

e Kyselina lipoteichova (LTA) (Sigma-Aldrich, USA);

e Lipopolysacharid (LPS) (Sigma-Aldrich, USA);

e Manan (Sigma-Aldrich, USA);

e Polyinosinicka-polycitidylicka kyselina (POLY I:C) (Sigma-Aldrich, USA);
e RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, USA);

e Resiquimod (R-848) (Tocris Bioscience, USA);

e Trypanova modf (Sigma-Aldrich, USA);

e Trypsin (Sigma-Aldrich, USA).

9.2 Laboratorni zvirata

Na pokusy in vivo byly pouziti mysi samice z linie C57BL/6N pochazejici z chovu Charles
River Laboratories. Mysi byly staré 8 tydnd s vahou 18 az 20 g. My$i mély neomezeny
pfistup ke krmivu a sterilni vod&. Chovany byly pfi fotoperiodé 12 hodin svétlo a 12 hodin

tma.

9.3 Linie nadorovych bunék

Na pokus byly pouzity nddorové buitky mysiho melanomu B16-F10 kultivované v RPMI
1640 s 10% Fetal Calf Serum (FCS), 1% glutaminu,1% antibiotik a 0,1% merkaproetanu pii
teplot¢ 37°C. Bunky byly kultivovany Vv atmosféte, ktera byla nasycend vodnimi parami
s koncentraci 5% CO:x.

Nadorové buiiky my$iho melanomu BI16-F10 byly darem prof. Rihové

z Mikrobilogického tstavu v Praze.
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10 Metody
10.1 Priprava nadorovych bunék mysiho melanomu B16-F10

Prve bylo odstranéno kultivacni médium. Poté byly bunky tfikrat proplachnuty sterilnim
PBS. Po proplachnuti byla provedena trypsinizace (0,02% trypsin, 0,02 EDTA v PBS) po
dobu 5 minut v termostatu v teplot¢ 37°C. Trypsinizace byla ukoncena pfidanim malého
mnozstvi média RPMI 1640 s 10% Fetal Calf Serum (FCS). Rozvolnéné buiiky byly
centrifugovany 10 minut v teplot¢ 4°C a pretizeni 150G. Po skonceni centrifugace bylo
médium vylito. K peletu bunék bylo pfidano 3 ml média RPMI 1640 bez séra. Po rozvolnéni
bunck se napipetovalo 30 pl suspenze do nové zkumavky. K suspenzi se piidalo 30 pl
trypanové modfi. Smichana smés byla nepipetovana do Biirkerovi komurky. Byly spocteny

zivé neobarvené buiky a nasledné byly zfedény na spravnou koncentraci.

10.2 Priprava manan-BAM

V prostiedi, které obsahovalo octan amonny (CH3COONH3), byl po dobu péti dni pfi teplote
50°C a pH 7,5 redukovan roztok mananu kyanoborohybridem sodnym (NaBHsCN). Takto
vznikly roztok byl dializovan pfti teploté¢ 4°C proti PBS. Dializa probihala ptfes noc. Byla
pouzita dialyza¢ni membrana MWCO 3500 (Serva, Heidelberg).

Nésledné probé&hlo navazani Biokompatibilni kotvy pro bunéénou membranu (BAM) na
amino-skupinu mananu. Ukotvenido cytoplazmatické membrany nadorové buiiky je mozno
diky hydrofobnimu konci molekuly BAM, ktery je tvofen kyselinou olejovou. Druhy konec
molekuly BAM je hydrofilni, obsahuje polyethylenglykol a reaktivni NHS skupinu,

umoznujici vazbu ligandti obsahujicich aminoskupinu (Kato a kol, 2004).

10.3 Piiprava hydrochlorid Resiquimodu (R-848)

Resiquimod.HCI byl pfipraven smichanim Resiquimodu s ekvivalentem 3,5% kyselinou
chlorovodikovou (HCI). Kyselina chlorovodikova zvysuje rozpustost Resiquimodu ve vodgé,

proto byla na Resiquimod navazana.

10.4 Transplantace melanomovych bunék B16-F10

Nez mohla transplantace probéhnout, byla mySim oholena srst na pravém boku z divodu
lepSiho sledovani ristu nadoru. Transplantace probehla subkutanné. Bylo transplantovano

400 000 bun¢k B16-F10 v 0,1 ml RPMI 1640 bez séra.
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10.5 Méreni velikosti nadoru

Velikost nadoru byla méfen v pribéhu terapie, a to kazdy druhy den. Mé&feni probihalo za
pomoci kaliperu a zjist'ovali se dva rozméry, vyska a délka.

Z naméfenych rozmérli se vypodital objem nadoru za pomoci vzorce: V = — AB2,

oA

V tomto vzorci bereme A jako délku nadoru a B jako vysku nadoru (Li a kol, 2009).

Obr. 3: Kaliper (pfevzato z http://chopn.registry.cz/index-en.php?pg=home--instruction-manual-for-ffmi-and-

mamc-skinfold-measurement).

10.6 Statistické vyhodnoceni

Statistické vyhodnoceni vysledkii bylo provedeno za pomoci programi MO Excel
a Statistica XII (One Way ANOVA, Tukeyho post hoc, naktivku pfeziti byl pouzit Kaplan-
Mayeruv test). V grafech byla pouzita stfedni chyba priméru (SEM).

10.7 Pokus ¢. 1: Intratumoralni aplikace anti-CTLA 4 samotné

a v synergii TLR agonistii s kotvenym mananem
Na pokus bylo pouzito 24 samic mysiho kmene C57BL/6N. Po 12 dnech od transplantace
nadorovymi buitkami melanomu B16-F10, byly mysi ndhodné rozdéleny do 4 skupin, A az
D. V kazdé skupiné bylo 6 mysi. Kazda z mysi méla vlastni box s podestylkou, pfistupem

k vodé a krmivu.
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Den, kdy doSlo krozdéleni do skupin, byl zarovenn zaznamenan jako den O.
Vden Oprobé¢hlo prvni méteni nadort a zaroven prvni aplikace terapeutickych latek.

Mg¢fteniprobihalo kazdy druhy den. Terapie obsahovala 4 pulzy po tiech injekcich.
Terapeutické latky byly podany celkem ve 12 dnech. Byly to dny
0,1,2,8,9,10,16,17,18,24,25 a 26.

Pi'ehled terapie (skupina, podana litka)
A-0,5mgR-848 + 0,5 mg POLY (I:C) + 0,5 mg LTA/ ml 0,2 mM manan-BAM v
PBS;
B -0,5mgR-848 + 0,5 mg POLY (I:C) + 0,5 mg LTA + 0,4 mg anti-CTLA 4/ ml0,2
mM manan-BAM v 1 ml PBS;
C - 0,4 mg anti-CTLA 4 ml PBS;
D - PBS.

Vsechny uvedené roztoky byly aplikovany v uvedenych dnech intratumoralné
Vv mnozstvi 50 pl/mys.

Posledni méfeni nadort bylo provedeno v den 30. Nasledujici dny probihalo pouze
sledovani pteziti. V den 100 bylo sledovani ukonéeno. Mysi, které ptezily, byly usmrceny.

Kwvili kolisajicim vysledkiim v poslednich dnech méteni (thyn), byly vzaty vysledky do

20. dne méfeni.

10.8 Pokus ¢. 2: Intratumoralni terapie zaloZena na redukovaném

poctu terapeutickych davek

Na pokus bylo pouzito 24 samic mySiho kmene C57BL/6N. Po 12 dnech od transplantace
nadorovymi buiikami melanomu B16-F10 byly mysi ndhodné rozdé€leny do 4 skupin, A az
D. V kazdé skupiné bylo 6 mysi. Kazdy z mysi mé¢la vlastni box s podestylkou, pfistupem
k vod¢ a krmivu.

Den, kdy doslo k rozd€leni do skupin, byl zaroven zaznamenan jako den 0. V den 0
probéhlo prvni méfeni nadorti a zaroven prvni aplikace terapeutickych latek.

Mg¢teni probihalo kazdy druhy den. Terapie obsahovala 2 pulzy (0,1,2,8,9,10), 1 pulz
(0,1,2) a pouze jedno podani terapeutické latky (0). Jako terapeutikum byla pouzita smés 0,5
mg R-848 + 0,5 mg POLY (I:C) + 0,5 mg LTA/ ml 0,2 mM manan-BAM v PBS, aplikovana

intratumoralné v mnozstvi 50 pl/mys.
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Pi‘ehled terapie (skupina, pulzy):
A-0;
B-01,2;
C-0,1,2,8,9,10;
D-kontrola.

Posledni méfeni nadord bylo provedeno v den 14. Nasledujici dny probihalo pouze

sledovani pteziti. V den 100 bylo sledovani ukonéeno. Mysi, které piezily, byly usmrceny.
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11 Experimentalni vysledky

11.1 Pokus ¢. 1: Intratumoralni aplikace anti-CTLA 4 samotné

a v synergii TLR agonistta s kotvenym mananem

Cilem bylo zjistit vliv poddnim samostatné monoklondlni protilatky anti-CTLA 4 na
snizovani velikosti nddorti a na dobu pfeziti po skonCeni podani terapeutickych latek. Také
byl sledovan tento ucinek ve spolupraci s TLR agonisty akotvenym mananem.

Terapie slozend z R-848 + POLY I:.C + MANAN + LTA + anti-CTLA 4 vyvolala
redukci naddorového ristu 87% oproti kontrolni skupiné PBS. Hladina vyznamnosti byla
dosazena. Kombinace TLR agonistt s kotvenym mananem a monoklonalni protilatkou anti-
CTLA 4 ma vyrazngjsi vliv na redukci nadorového ristu, nez monoklonalni protilatka anti-
CTLA 4 samotna nebo TLR agonisté s kotvenym mananem.

Terapie slozena z R-848 + POLY I:C + MANAN + LTA vyvolala redukci nadorového
rustu 78% oproti kontrolni skupiné PBS. Redukce byla stile vyznamna, avSak slab$i nez
terapie s anti-CTLA 4. Hladina vyznamnosti byla dosaZena.

Terapie zaloZzena na monoklonalni protilatce anti-CTLA 4 vyvolala redukci nadorového

rastu 22%. Tato terapie byla nejmén¢ ucinna. Hladina vyznamnosti nebyla dosazena (Obr. 4
ab).

5 yd —6— R-B4B+POLYIC+
E :  .- MANAN:LTA
2 / .
s, y [ —6—R-848+POLY IC+
g F | MANAN:LTASANTI
£ s CTLA4
23 e
£ { ANTICTLA4
ag )
s 2
; I

1 I¥ I T i B [ —=—PES

1 1 T :

Den terapie

Obr. 4: Vliv anti-CTLA 4 samotné a v kombinaci s TLR agonisty a kotvenym mananem na rust melanomu
B16-F10.
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Obr. 5: Vliv anti-CTLA 4 samotné a v kombinaci s TLR agonisty a kotvenym mananem na rtst melanomu

B16-F10 — vyhodnoceni ploch pod kiivkou (AUC), *= p<0,05; **= p<0,01 vztazeno ke kontrolni skupiné PBS.

vvvvvv

terapeutiky R-848 + POLY I:C + MANAN-BAM + LTA + anti-CTLA 4, kde piezilo 5/6
mysi 100 dni. U skupiny 1écené R-848 + POLY I:C + MANAN-BAM + LTA piezily 3/6
mys$i 100 dni. U kontrolni skupiny s PBS a skupiny se samostatnym anti-CTLA 4 nepfteZila
100 dni Zzadna mys (Obr. 6).
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Obr. 6: Vliv anti-CTLA 4 samotné a v kombinaci s TLR agonisty a kotvenym mananem na délku pteziti mysi

S transplantovanym melanomem B16-F10.
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11.2 Pokus ¢. 2: Intratumoralni terapie zaloZena na redukovaném

poctu terapeutickych davek

Cilem bylo zjistit, zda ma vliv na snizovani velikosti nadoru nejen terapeuticka latka, ale
Ijeji pulzové podani. Obvykle se terapeutické latky podavaji ve 4 pulzech a v tomto
experimentu jsem chtéla zjistit, za postaci pouze 2 nebo 1 pulz.

Terapie slozena z 2 pulzu, (aplikace v den 0,1,2,8,9,10), vyvolala redukci nadorového
rastu 92% oproti kontrolni skupiné. Experiment ukdzal, Ze terapie s 2 pulzy zplsobila
nejvetsi redukci nadorového ristu, na rozdil od terapie zalozené na 1 pulzu nebo jen
jedinému podani terapeutické latky. Hladina vyznamnosti byla dosaZena.

Terapie slozena z 1 pulzu, ¢itajici 3 dny, vyvolala redukci nadorového ristu 84% oproti
kontrolni skupiné PBS. Redukce byla stale vyznamna, avSak slab$i nez terapie s 2 pulzy.
Hladina vyznamnosti byla dosazena.

Terapie slozena z jediného podani terapeutické latky v den 0, vyvolala nejslabsi redukci

nadorového ristu 76%. Hladina vyznamnosti byla dosazena (Obr. 7 a Obr. 8).
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Obr. 7: Intratumoralni terapie zalozena na redukovaném poc¢tu terapeutickych davek.
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Obr. 8: Intratumoralni terapie zalozena na redukovaném poétu terapeutickych davek — vyhodnoceni ploch pod

ktivkou (AUC), *= p<0,05; **= p<0,01 vztazeno ke kontrolni skupin¢ PBS.

V prvnim pokusu, kde jsem zkoumala vliv terapeutickych latek, probihala terapie ve 4
pulzech.

Pro srovndni, Vprvnim experimentu vyvolala 4 pulzni terapie 78% redukci
nadorového rustu a Vv druhém experimentu 2 pulzni terapie vyvolala 92% redukci
nadorového rustu. Da se tady usoudit, ze pfi 1é¢bé melanomu by mohly stacit pouze 2 pulzy,
misto 4 pulzt. 1 pulzni terapie méla sice rovnéz zna¢nou redukci nadorového ristu (84%),
ale jak vyplyva z nésledujiciho, nevedla k uplnému vyléceni Zadné mysi.

Po ukonceni 1é¢by bylo sledovano preziti mysi. Z pohledu pteziti 100 dnibyla
nejuspésnéjsi skupina s dvéma pulzy, kde prezily 4/6 mysi. Bylo tedy toto preziti dokonce
vy$$i nez u 4 pulzni terapie. U kontroly, terapie o jedné injekci i o 1 pulzu 100 dni nepieZila
mys Zzadna (Obr. 9)
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12 Diskuze

Nadorovd imunoterapie, vyuzivajici télu vlastnich obrannych mechanismi k zniceni
nadorovych bunék, patii k Setrn€jSim metodam 1écby, nez je nyni nejpouzivanéjsi
chemoterapie a radioterapie.

RNDr. Jan Zenka, CSc. a jeho tym se snaZi najit feSeni 1é¢by nadort pomoci stimulace
vrozené imunity. V mé bakalarské praci se, stejné jako predchozi prace pod vedenim RNDr.
Jana Zenky, CSc., snazim pfispét k této problematice.

Imunoterapie, kterou pouzivame, je zalozend na stimulaci vrozené¢ imunity. Po ttoku
bunék vrozené imunity se uvolni antigeny, které jsou prezentovany antigen prezentujicimi
bunkami ziskané imunité. Ta uZ se postara 0 zbytek.

Bunky vrozené imunity rozpoznavaji svij cil pomoci PAMPs, které se vyskytuji na
cizorodych ¢asticich (viry, bakterie). Ovsem na nadorech se nevyskytuji. Proto napomahame
vrozené imunité tim, Ze na nadorové builky sami kotvime PAMPs, aby byly pro vrozenou
imunitu viditelngjsi. (Waldmanova a kol, 2016).

V imunoterapii se inaktivované bakterie, nebo jejich ¢asti, uzivaji od 19. stoleti. William
Coleypouzil k 1écbé neoperovatelného sarkomu smés inaktivnich bakterii (Streptococcus
pyogenes a Serratia marcescens) (Coley, 1891), s¢imz dosahl kolem 10% tspé$nosti
s vylécenim. Od té doby se pii imunoterapii vyuZivaji extrakty patogennich mikroorganismii
(Coley, 1910).

O n¢kolik let pozdéji byly otestovany i jiné bakterie, které jsou vhodné k 1é¢b€ nadora.
Jednou z pouzivanych bakterii je i Listeria monocytogenes, které vykazovala silnou
nespecifickou imunitni odpoved” pii sekreci prozanétlivych cytokinu (IL-12) (Flo a kol,
2000).

Underhill s Ganterem navrhli pouziti TLR ligandi s ligandem stimulujicim fagocytozu,
coz vedlo k velmi silné odpovédi vrozené imunity (Underhill a Ganter, 2004). Tuto
mysSlenku potvrdila ve své praci Janotova a kol. (Janotové a kol, 2014). Vyraznou redukci
nadorového ristu vykazoval agonista TLR 4 lipopolysacharid (LPS) ve spolupraci s ligandy
ukotvenymi na nadorové bunce. Testovani lipopolysacharidu vSak ukazalo, Ze
lipopolysacharid produkuje mediatory, ktefi se podileji na septickém Soku. Zatimco ¢lovéku
by k Soku stacila davka 1 pg/kg, mysi toleruji az tisickrat vyssi davku (Warren a kol, 2010).
| pfes svou ucinnost nemize byt pravé kvili zminéné toxicité pouzit v 1é€bé. Z tohoto

divodu se hledaly jiné moznosti, jak lipopolysacharid nahradit.
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Lipopolysacharid byl nahrazovan monofosfyl lipidem A (MPLA) (Glaserova. 2015),
imiquimodem (Jackova, 2015) nebo beta-glukanem (Husnikova, 2014). Bohuzel
monofosforyl lipid A, imiquimod ani beta-glukan nevykazali dostate¢ny efekt, aby mohli byt
vhodnounahradou za lipopolysacharid. Nakonec se jako vhodna nahrada, ktery by zaroven
byla bezpecna pro ¢loveéka, ukazal resiquimod (R-848) ve spolupraci s kotvenym mananem
(Kumzakova, 2015).

Tym RNDr. Jana Zenky, CSc. diive pouzival smés TLR agonistil zahrnujici resiquimod
(R-848)+POLY (I:C)+ inaktivovana Listeria monocytogenes s ligandem stimulujicim
fagocytdzu, v tomto piipad¢ Slo o manan. V této praci optimalizovali slozeni smési. Nova
smés TLR agonisti zahrnuje resiquimod (R-848)+POLY(I:C)+ kyselina lipoteichoova
(LTA) s mananem ukotvenym na povrchu nadorovych bun¢k pomoci biokompatibilni kotvy
pro membrany (BAM) (Caisova a kol, 2018). Tato smés vyvolavd zanétlivou infiltraci
nadoru a vyraznou signalizaci (Caisova, 2017).

Listeria monocytogenes je grampozitivni bakterie, ktera byla v 1é€bé tspésna, proto
Vv praci Masdkové byla vyzkouSena kyselina lipoteichoovd. Ta je pfitomna ve sténé
grampozitivnich bakterii a je stejné jako Listeria monocytogenes agonistou TLR 2
(Masakova, 2016).

Bylo ovéteno, ze kromé fungujiciho slozeni smési, je dulezité také dodrzet nejen pocet
pulzil (z4sahtl), ale i1 spravné nacasovani (Caisova a kol, 2017).

V prvnim pokusu jsem zkoumala terapeuticky efekt samotné smési TLR agonistl
(resiquimod (R-848)+POLY(I:C)+ kyselina lipoteichoova (LTA)) s mananem, piidanim
monoklonalni protilatky anti-CTLA 4 do smési i i€inek samostatné pracujici protilatky.

Vime, ze vySe zminéna smés (R-848+POLY (I:C)+LTA+manan-BAM) ma pozitivni
vysledky. Funk¢nost této smési jsem potvrdila i ve své praci. Bohuzel samotna smés nema
100 % vyléceni, ani 100 % pteziti mysi. Proto se smés kombinuje s dal§imi latkami, kterymi
se snazime o jesSte¢ lepsi vysledky. Ke smési byla pfiddna monoklondlni protilatka anti-
CTLA 4, ktera blokuje inhibi¢ni imunitni kontrolni boda tim pfispiva ke zvySené aktivaci
aproliferaci T lymfocytli, zejména cytotoxickych T lymfocytd. Kombinace smési
s pridanym anti-CTLA 4 vedla k vétsi redukci nadorového ristu, nez protilatka anti-CTLA 4
samotna. Piedpokladame, Ze je to zplisobeno depleci T regulacnich lymfocyti, coz vyvolala
pravé protilatka anti-CTLA 4 (Lyianage a kol, 2006). Experiment se smési véetné anti-
CTLA 4 ukazal zvySenou redukci nddorového ristu a zaroven prodlouzeni preziti. Ve smési
bez anti-CTLA 4 prezili 3/6 mysi, zatimco s anti-CTLA 4 pfezilo 5/6 mysi. Funk¢nost této

kombinace byla také prokazana v nedavno vydané praci Caisové a kol (Caisova a kol, 2018).
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V druhém pokusu jsem zkoumala vliv zredukovaného poctu terapeutickych davek.
V prvnim pokusu jsem pouzila 4 pulzy po 3 injekcich, zatimco ve druhém pokusu jsem
zkoumala, zda mtZe terapie fungovat s méné pulzy. Pokus prokazal, ze k 1¢cb¢ nestaci pouze
jedna injekce, ani jeden pulz po 3 injekcich. Naopak 2 pulzy po 3 injekcich vyrazné snizily
nadorovy rast. I preziti mysi bylo v tomto ptipadé velmi dobré (4/6 mysi).

Otazka, zda je nutné aplikovat terapeutické latky ve 4 pulzech nebo postaci pouze 2
pulzy, neni zodpovézena. V prvnim pokusu, kde byla pouzita 4 pulzni terapie, piezily 3/6
mysi. V praci Caisové a kol ale piezilo 5/6 mysi (Caisova, 2018). V kazdém ptipadé je
potieba provést dalsi pokusy, abychom mohli s jistotou fici, jaké davkovani je nejvhodnéjsi
Kk vétsi Sanci na vyléceni.

Vime nicméné, Ze minimalni pocet terapeutickych pulzl, jsou dva. Je to dano tim, Ze
aby se mohla zapojit ziskana imunita, je tfeba my$ nevakcinovat vlastnim nadorem (Caisova,

2018).
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Smés TLR agonistti (R-848+POLY (I:C) +LTA) s kotveny mananem potvrdila

dobrou efektivitu v 1é¢bé melanomu B16-F10.

Pridavek protilatky anti-CTLA 4 Ktéto smési vedl ke zvySeni redukce

nadorového ristu i ke zlepSeni pteziti mysi.

Bylo zjisténo, ze pro dosaZzeni terapeutick¢ho efektu smési R-848+POLY

(I:C)+LTA+manan-BAM je ticba minimalné dvou terapeutickych pulzu.

Optimalni pocet terapeutickych pulzt bude tieba zjistit dalSimi experimenty.
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