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1. Uvodni seznameni s nadorovymi onemoénimi

1.1 Nadorové onemoc#ni (rakovina)

1.1.1 Definice

Nadorové onemoaemi je geneticky podmimy abnormalni firistek bugcéné
tkanové hmoty klonalniho charakteru. Jelistrneni v koordinaci sistem ostatnich tkani a
s rovnovaznym stavem organismu. Nadorova prolieendetrvava i po odstrami priciny
vzniku n&doru (Rejthar a V@gek 2002).

1.1.2 Par slov z historie

Prvni zminky o tom, Ze nadorovd onemirn provazeji clovéka odneparti,
pochéazeji ze starého Egypta, ale(iny, Mezopotamie, Arabskych zemi a Japonska (Petera
et al. 2005).

Hippokrates, slavnyecky lékd, pouZzil jako prvni termin karcinom (Javier a Butel
2008), a to k ozn#ni pokrgilého stadia karcinomu prsu, jenZz miipominal siluetu
pokreZniho krab&arcinides meanas (Petera et al. 2005).

Jiz v dobach staréhRecka se Platon ve své Ustazabyval otazkami tykajicimi se
filosofickych a etickych aspektlékaské pée. Domnival se, Ze lékstvi bylo stanoveno
k vyharéeni nemoci léky arezdnim zd lidi nemocnych, kt# v3ak celko¥ maji €la
v dobrém zdravotnim stavu, zatimcoétatskrz naskrz prostoupend nemoci taktéopéno
nebylo (Petera et al. 2005).

V obdobi od sedowku do 16. stoleti nebyla dop@avana chirurgicka ka nadoi,
jelikoz vedla k progresi onemogmi. Volila se taktika v§kavani: ,Pokud nador odpiva,
ma& odpdivat také 1ékg" fikalo se. Poméhat ¢t i svati, sv. Peregrin se stal patronem pro
nemocné s nadory, sv. Agata patronkou pro paciestkgrcinomem prsu a sv. Erasmus
pomahal nemocnym s nadory traviciho ustroji (Peteed. 2005).

Pokroky v patologické anatomii, anestezii a chiitk§ technice vedly v 19. stoleti
k zvySeni zajmu o nadorova oneméeh Na gelomu 19. a 20. stoleti seczdo vyuZivat
z&eni X a gama, radioterapie se postavila vedle gyigyako jedna z nefinngjSich zbrani
v boji s rakovinou. Pro 20. stoleti je typicky r@gwchemoterapie a poznani molekularn

biologickych mechanisinitizeni proliferace a diferenciace kna protinddorové imunity
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piineslo nové l&bné metody, imunoterapii a biologickou terapiz jemo#uji daleko
cilergjsi, presrgjSi a specifitéjSi zasah nadorovych béln(Petera et al. 2005).
V sowtasné dob vyskyt nadorovych onemoeni stale roste. Umrtnost na nadorova

onemockni v rozvinutych zemich uz vroce 201@ekrcila Umrtnost na ischemickou

viv s

1.1.3 Spolané znaky nadorovych onemoceni

Nadorové onemoemi je termin ozn&ujici obrovskou skupinu onemasni liSicich
se tkdovym pivodem, mechanismem vzniku &igadného $eni, ale i letalitou. | fes
velkou ttiznorodost genotypickych projgéye mozno najit &které spoléné charakteristické
znaky, kterymi se nadorové tiky liSi od zdravych butk somatickych (Petera et al. 2005).
Jsou jimi:

a) zvysSena proliferatni aktivita

U mnohobug¢nych organism je nezbytna intenzivni prolifetai aktivita v obdobi
embryonalniho vyvoje, kdy vznikad potomstvo jednékyucitajici 1% — 10 burnsk. U
dosglych je paet cEleni konstantni, ale ne maly, jelikoZz organismusimahrazovat ztraty
zpisobené poskozenim a ofmliovanim. Tato aktivita je velmiigsré fizena, reaguje na
aktualni poteby a stav organismu i na &ny v jeho okoli. Zakladnim znakem malignich
transformaci je poruché ztrata mechanistnregulujicich proliferani aktivitu (Petera et al.
2005). Pdet nekoordinovah rostoucich transformovanych hiknv nadorové populaci se
proti zdravé tkani obvykle rychle zvySuje, alas mezi jednotlivymi mitézami (ted§as
zdvojeni bugk) je vyrazr delSi (Rejthar a Vajek 2002). Toho se vyuziv&igerapii
nadorovych onemoc¢ni.

b) snizeny rozsah programované bufné smrti, neschopnost aktivovat

apoptézu

Apoptoza, ¢ili programovana butna smrt, je typickd pro somatické iy
poSkozené&i neodpovidajici na butiné signaly. Nadorové iy si na zaklad raznych
strategii vytvéeji vici apoptéze odolnost. Né#jglad protein P53, produkt p53 tumor
supresorového genu, jéldzitou sloZkou senzoru slouziciho k rozpoznankpogni DNA a
takto poSkozenou lilku poSle do apoptozy. U 50% lidskych nadorovychnomeeni byva
tento systém poskozen (Rejthar a ¥&¢k 2002).



c) dediferenciace, Unik z termindlni diferenciace

Déleni somatickych buik je zavislé na jejich diferenciaci. Kmenovaika se dli
nestejnondrng, dochazi k takzvané asymetrické mitoza.? vznikaji dw bunky, pricemz
jedna z nich nahradi Blku kmenovou (setrvava ve fazi GO) a druha se difare. U
neoplastickych butk vznikd kvantitativni diferencimi porucha, pro niz je typické
zablokovani diferenciace, coz znemoje UpIné funkni dozravani nadorové bky ve
vSech fenotypovych oblastech (Rejthar a ¥gk 2002).

d) imortalita, obchazeni replika¢ni senescence

Zdrava somaticka hitka je schopna sethem svého Zivotadit 50 — 60. Toto udava
tzv. Hayflickova konstanta. #em dleni dochézi ke zkracovani kanchromozon, tzv.
telomér. Nadorova hitka ma vlastni enzym, telomerazu, ktera slouzi kulesizovani
telomér, tedy umatuje jeji neomezené&steni (Rejthar a Voiisek 2002).

e) zvysena invazivita

Neoplastické biky jsou obec# agresivni u¢i svému okoli. To vede Kk jejich
zvySené invazivié a zakladani sekundarnich nadorovych lozisek, takgph metastaz,
v pripact malignich onemogimi. (Petera et al. 2005)

f) neoangiogeneze

Nadory nesou pkhautonomni, do ité miry jsou vzdy zavislé na obvyklych vlivech
organismu. Jedna se @istovou zavislost, reakce na &my krevniho zasobeni a syceni krve
kyslikem, glykémii, pitomnost cytokif aj. (Rejthar a Vo{iSek 2002) Jsou ale schopny
vyvolavat svou vlastni vaskularizaci, bez niz bylesahovaly objemu&sSiho nez 1 az 2
mm®,

g) autonomie — sniZeni zavislosti neoplastickych bék na okolnim prostiredi

Nadorové biiky jsou in vitro schopny tstu v zakladnim médiu (bez séra).
Nepotebuji ffistove faktory, kyslik a rostou i bezifpmnosti dalSich butk. Vytvareji
kolonie i @i nizké hustat nasazeni. V suspenzni kiktuse mohou se mnozit, i kdyz se
nedotykaji podlozky (tento jev se pouziva kk@rzu malignity). Ztraceji schopnost kontaktni
inhibice pohybu a proliferace, rostou tedy do vyabk hustot a &kdy vytvaeji i nekolik
vrstev burk na sol. (Petera et al. 2005)

h) nestabilita genetické informace (genomu)

| na cytogenetické arovni je mozno najit rozdilyameddorovou biilkou a buikou

somatickou. Pro nadory je typicka &ma p@&tu chromozém (aneuploidie a polyploidie).



Chromozomalni zrny jsou znamy ndagklad u chronické myeloidni leukémie, kde dochazi
ke vzniku takzvaného Filadelfského chromozomu tokagi t (9;22). (Petera et al. 2005)

Syndrom chromozomalni nestability je jiny ndzev pestabilitu genomu. U takto
postizenych jedinc se casto vyskytuji mnoh@etné nadory jiz v ranéméku. V téchto
piipadech Izecasto prokazat z#my v reparénich systémech opravujicich mutace DNA
(Petera et al. 2005).

1.1.4 Rozdéleni nadoni

Podle vztahu nadoru k obklopujici tkani a podlésgiu jeho $eni a tim daného
biologického i klinického chovani rozijeme nadory na benigni a maligni (Rejthar a
VojteSek 2002).

Nadory benigni jsou nezhoubné. Oproti jinym prolifecim buikam v organismu
nemaji vyraza pozmenéné burgcné povrchy, zachovavaji si kohezivitu i vztah kestatu,
proto je jejich fist pouze misthexpanzivni. Byvaji homologni at&inou rostou pomalu.
Jsou bd’ jen ohraniené, nebo i zapougehé, coz umailje jejich relativk snadné
chirurgické odstraimi. Na své okoli fisobi ¥tSinou jen tlakem a endokrinni aktivitou
(Rejthar a Vogsek 2002).

Nadory maligni jsou zhoubné, rostou agresiannvazivi¢ a maji schopnost vytvét
nova, dcé&ind nadorova loziska v mistech vzdalenych od pnifér nadoru a bez
morfologické souvislosti s nim, tedy metastazo\B§vaji negesrt ohrantené, coz je
piicinou jejich sloZigsSiho chirurgického odstiiavani. Svym biologickym chovanim
destruuji napadenou tké bez ¥asné diagndzy a dby jsou fatalni (Rejthar a Va@gek
2002).

Nadory lze dale dit podle toho, v jaké tkani vznikaji, a to nasled® (Vorlicek et
al. 2006):

- nadory epitelialniho piavodu

benigni — papilom, adenom

maligni — karcinom, adenokarcinom
- nadory mezenchymalniho jivodu

benigni — fibrom, chondrom, myom

maligni — sarkom

- nadory z hematopoetické a lymforetikularni tkarg

maligni — lymfom a leukémie
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- néadory neuroektodermového fivodu (nadory CNS a kize)
benigni — pigmentovy névus, gliom, neurinom, meaorg
maligni — melanom, glioblastom, neuroblastom

- nadory germinalni a teratomy
benigni — teratom
maligni — teratokarcinom, embryondlni karcinom

- nadory smiSené

- nadory z ostatnich tkani
1.2 Maligni melanom

1.2.1 Epidemiologie

Prvni popis maligniho melanomu pochazi z Evropgkurl776. Pod nazvem naevus
malignus jej prezentoval Plenck. V Americe o meflanopoprvé referoval Parrish v roce
1837. Tehdy pouzil nazev melanosis, zavedeny v @@¥ Laennecem. Timto terminem
byly ozna&ovany vSechnycerné kozni projevy nadorového charakteru. Onkogenez
melanomu byla zprvu nejasna. Virchow (1821 — 19fifonce rozliSoval mezi melanomy,
melanosarkomy melanokarcinomy. Teprve s postupasu bylo zji&no, ze melanom je
maligni novotvar z névovych bgik odvozenych od melanoaytkteré pochazeji s nejsi
pravdEpodobnosti z nervové tk&iiNovak et al. 1980).

Incidence melanomu¢bem poslednich gkolika desetileti stoupa téka po celém
swté. Zhoubny melanom je onemagrim stedniho ¥ku, nefasgji se primarni nador
vytvaii mezi 40. a 50. rokem Zivota. Wadpubertalnich&i se vyskytuje jen velmi vzaen
Postihujecastji Zeny (55%), nez muze. Primarni nador vznika imnych mistech, u Zen
negastji na obliceji ¢i dolnich kortetinach, zatimco u mazdyva nefastji lokalizovan na
hrudniku. Mezi rizikové faktory vzniku maligniho tmaomu pati pozitivni rodinna
anamnéza na melanom, vysoky vyskiznych melanocytovych afekci n@#, swtly typ
kuze (horSi snasenlivost UV ighi) a vyskyt kongenitalnich né&vPro maligni melanom je

typicka tvorba metastaz (Pizinger 2003).

1.2.2 Etiologie a patogeneze

U nadpolovni vétSiny nemocnych (50 — 70%) vznik& melanom na Kkpizdrave,
normalré vyhlizejici Kizi. Ve zbylych pipadech se objevuje na ngisfiz existujicich
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melanocytovych afekci. K hodnoceni melanocytovyadojgwi je pouzivdno pravidlo
ABCDE, kdy se pozoruji zémy (podle anglického ozgani): A (Asymetry), B (Border), C
(Colour), D (Diameter), E (Enlargement). Pokud diihk popisovanym zémam v zprvu
stalé melanocytové afekci, e se jednat o signal o @najicim vzniku melanomu (Pizinger
2003, Cap et al. 2005). Dalsimi znaky poukazujicimi naigmil transformaci névu jsou
krvaceni, zagt v okoli néwi a mokvani a nodularniist (Cap et al. 2005).

1.2.3 Vznik
1.2.3.1 Melanocyt

Melanocyty jsou dendritické Iy vyskytujici se v epidermis, které o
melaninovy pigment a dale jefgulavaji keratinocyim. Jsou rozmishy v celém koznim
systému viizném pdétu. V epidermis jsou melanocyty rozloZzeny mezi keocyty
v poneru 1:4 — 1:15, pcemz jejich pdet je u vSech jediricpriblizné stejny, nezavisi na
pohlavi a rase jedince. Jeden melanocyt $péls asi temi desitkami keratinocyttvori
takzvanou epidermalni melaninovou jednotku. Mimi@dek se melanocyty vyskytuji takeé
v horni¢éasti epitelu vlasového folikulu, v bulbu folikuh v horni¢asti vyvodu potnich zlaz
(Pizinger 2003).

Kozni melanocyty maji jvod v neuralni trubici — jejim vyvojem a naslednym
dorzolateranim oddenim burk vznika neuralni lista, ktera je prekurzorem neje
zminovanych melanocyt ale i perifernich neurdn Schwannovych buik, glii, nckterych
kostnich komponent, komponengkkych tkani, Zivnatky, vnihiho ucha a gkkych plen
mozkovych (Pizinger 2003, Novak et al. 1980).

Melanocyty obsahuji enzym davajici vzniku melaninyozinazu, ktera je ve
vaicich zvanych melanozomy transportovana do denklyitit vykeZzka melanocyi. Tyto
vbihaji mezi keratinocytyimz dojde k pedani melaninového pigmentu. Toho jsou schopny
pouze melanocyty viki.

Rozdily v bar¢ kiaze jednotlivych lidskych ras nejsoutgobeny rozdilnym pitem
melanocyli, ale jejich rozdilnou aktivitou v produkci melanina jeho pedavani
keratinocytim do svrchnich vrstev epidermis (Pizinger 2003).

1.2.3.2Melanocytem painaje, melanomem kowrte

Patateini zmenou vedouci ke vzniku maligniho melanomu je porudharby

melaninu v melanocytech. Nasledkem tohoto poSkogenikaji melanomové hiky, pro
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néZ je typicka migrace do svrchnich vrstev epideranisasledné rozptyleni mezi epitelialni
buiky. V tomto stadiu dosud neprolomily melanomovékyubazalni membranu. Nasledné
pronikani melanomovych btk dermalr-epidermalnim spojem vede k vzniku maligniho

melanomu (Bandarchi et al. 2010, Pawelek a Koraég )L

1.2.4 Klasifikace

V souwtasné dob se stale je8tvychazi z klasifikace, jiZied vice neZtyiiceti lety
piedstavil Clark, a pozgi byla doplrtna. Ramco¥ a schematicky roztbje melanomy
podle klinickych a histopatologickych znallo péti skupin (Novak et al. 1980):

a) lentigo maligna melanoma(LMM)

b) povrchové se Sfici melanom(superfitial spreading melanoma, SSM)
¢) nodularni maligni melanom (NMM)

d) melanom akrolentigin6zni(ALM)

e) mukolentigindzni melanom(mucosal lentiginous melanoma, MLM).

LMM zprvu roste velmi pomalu (z tohotoiwbdu je povazovan za relatin
nejbenigrjSi ze vSech typ maligniho melanomu). Poté, co se stane invaziviioate
rychleji. Relativig velmi pomaly fist umo#uje Wasné diagnostikovani v dgbkdy je jesE
lécitelny. Vyskytuje se népstji u jedinai, jejichz wk presahuje 60 let.fi@dstavuje 5 — 10%
ze vSech primarnich malignich melanoenperspektivadtiletého geziti dosahuje 80%.

SSM roste pomalu a zprvu jen horizontélpiesto ale rychleji nez LMM). Jakmile
se stane invazivnim, rychlosistu se z¥tSi. Pomaly #ist je zn&nou vyhodou a Sanci pro
v¢éasnou diagndzu ve stadiu, které jeddétitelné. Vyskytuje se néastji — predstavuje 50
— 70% ze vSech primarnich malignich melaforddava se 70% perspektiva&tifetého
preziti.

Pro NMM je typicky relativie rychly nist v porovnani s ostatnimi typy malignich
melanont. Z tohoto divodu je NMM ze vSech melandmejagresiviySi. Vyskytuje se
castji u starSich jedint a tvai 15 — 30% ze vSech primarnich meladonudavana
pravdpodobnost giletého Feziti je 53%.

ALM a MLM pafi mezi onemocéni vcelku vzacna. Maji podobny vzhled a
vyskytuji se u vSech etnickych skupin. Spekulujedskonce i 0 moznosti, Ze jejich vznik
nesouvisi se sludaim z&enim. Zatimco ALM se vyskytujef@devsSim za nehty, na dlanich

a patach, mistem vyskytu MLM jsou sliznice (vznikduting Ustni, jicnu, vagikhapod.). Pro



oba typy maligniho melanomu je typicky vyskyt ursteh jedin@. (Pizinger 2003, Novéak et
al. 1980).

DalSi z Clarkovych snah bylo uvedeni mikroskopid¢kyoen v malignim melanomu
ve vztah ke Kklinickému obrazu. Snazil se odkrytekaci mezi charakterem, stufm
nadorovych zrén a progndzou a vytvi tak systém &eni, jez by mohl slouzit pro srovnani
vysledki lécby a vySeteni. NejvhodgjSim parametrem a étitkem malignity podle Clarka
je stupé invaze nadoru do hloubky, a podle toho v roce 188iSil pét stupni, lépe
fe¢eno rovin, malignity melanomu (Novak et al. 198izimyer 2003):

a) rovina l:

Nadorové biiky jsou lokalizovany pouze v epidermis, coZ byvaawpvano jako
melanoma in situ (Pizinger 2003).

b) rovina ll:

Nadorové biiky prolomily bazalni membranu epidermis # Se v papilach, aniz by
pronikaly do retikularni vrstvy koria. Tato rovirmapovida zvySené aktivit ktera je vzdy
charakterem inicialniho melanomu. Zachyceni melanomiomto raném stadiu je spisSe
vzacnosti (Novak et al. 1980, Pizinger 2003).

c) rovina lll:

Nadorové biiky jiz pronikly do koria, vypiuji jeho papily, ale je8tnezasahuji do
jehocasti nazyvané pars reticularis (Pizinger 2003).

d) rovina IV:

Nadorové biiky pronikly masive mezi svazky kolagenu do pars reticularis koria
(Novék et al. 1980).

e) rovina V:

Nador pronikl do podkozniho vaziva (Pizinger 2003).

1.2.5 Melanom B16-F10

Existuji celkem¢tyii druhy maligniho melanomu, které byly popsany wsimyedna
se o typy B16-F10, B16-F0O, B16-F1 a B16-BL. NaSpesxnenty byly zalozeny na modelu
melanomu B16-F10, jelikoZ je charakteristicky vysokmirou invazivity a tvorby metastaz,

a to gredevsim v plicich (Maierova 2010).



1.3Vrozena imunita

1.3.1 Rozdil mezi vrozenou a ziskanou imunitou

Imunitni systém plnift hlavi Ukoly; zachovava integritu organismu, rozpava
Lvlastni od ciziho®, picemz to ,cizi* eliminuje, a likvidaci vlastnich degfanich produki
a nadorovych buik zaji¥uje imunologicky dohled (DeFranco et al. 2007, Ked#j a
Kopecky 2004).

K pInéni vySe zmignych ukoti jsou nezbytné abdwvé slozky imunitniho systému,
tedy vrozena (nebo takdimzenaci nespecifickd) i ziskana (neboli adaptivinspecificka)
imunita (Krejsek a Kopecky 2004, DeFranco et a07)0

Vrozena imunita zajiflje nespecificky mechanismus imunitni odgdiv proti
antigenu. Nedochazi krozpoznavani kazdého moZnémdigenu, ale uitych
konzervativnich struktur mikroorganisinjez se nazyvaji PAMPs. Imunitni odgdv je
okamzitd (nebo z4na nejdéle po dkolika hodinach po setkani s antigenem) a nebyva
rychlejSi i opakovaném setkani stimtéz antigenem. Mezi meshgy, jimiZz vrozena
imunita bojuje s infekci, p#tkize (slouzi jako anatomicka bariéra), sekrety progaké
sliznicemi (obsahuji antibakterialni a antivirovéoteiny), fagocytéza (zprasgtddkovana
hlavre neutrofily a makrofagy), cytotoxicita (NK kky) a zastliva reakce. mlezitou roli
hraje i komplement (Krejsek a Kopecky, DeFrancale2007).

Ziskana imunita je velmi specificka, dokaze roz@iznten nejmensi rozdil mezi
antigeny. Vytvéi protilatky a pamtové buiky, které pi nasledném setkani s antigenem
urychluji imunitni odpo¥d’. Obé dw sloZky imunitniho systému spolu Uzce spolupraau;ji
za normalnich okolnosti reaguji pouze proti cizimigerim, nikoli proti buikdm €lu
vlastnim (Krejsek a Kopeck3004, DeFranco et al. 2007).

1.3.2 Rozpoznavani antiged mechanismy vrozené imunity
1.3.2.1 Pathogen associated molecular patterns (PAMPS)

Mechanismy vrozené imunity jsou pro organismus wegEh slouzi k eliminaci
patogennich organisimv téle. Nejsou vSak schopny specificky rozpoznavat itgzohezi
jednotlivymi antigeny. Imunitni odp@&d’ na gitomnost antigenu je t&fh okamzita,
nejpozaji vSak za&ina kkhem rekolika hodin po setkani s antigenem. Ciziikar neni

rozpoznavana podle jednotlivych antigefrespektive jejich antigennich determinant —



epitopr), jak je tomu u ziskané imunity, ale podle konagmnich struktur nazyvanych
pathogen associated molecular patterns, neboli PANRMPS jsou vysoce konzervativni
molekuly spoléné pro fylogeneticky blizké mikroorganismy, kteséy nezbytné pro jejich
pieziti. Nevyskytuji se vSak u bék sawich, coZz umoiuje jejich rozpoznani mechanismy
vrozené imunity. Nasle@ndojde k okamzitému vzniku imunitni odpah, kter4 vede
k degradaci cizi hiky (DeFranco et al. 2007, Madigan a Martinko 2006).

Mezi PAMPs ftadime lipopolysacharid (LPS) gramnegativnich bakter
peptidoglykan a kyselinu lipoteichovou grampozifohn bakterii, také flagelin,
diacyllipoproteiny, triacyllipoproteiny, lipopeptyda N-formylmethionin vSech bakterii, dale
terminalni manosugastou u mikrobialnich glykolipid a glykoproteifi, jez se vSak
ziidkakdy vyskytuje u sav¥ch burgk, manany a glukany, jez jsou typické pro plisn
kvasinky, jedneéetézcovou a dvotetzcovou RNA vili a nemethylovana CpG DNA bakterii
a vina. Dulezitymi fagocytarnimi stimuly, které v3ak iagime mezi PAMPs, ale plni
podobnou roli, jsou povrchové receptory apoptotitkypurgk. (Mushegian a Medzhitov
2001, Medzhitov a Janeway 2002).

Pokud jsou tyto molekuly prezentovany na povrchesstvanych, posSkozenych,
infikovanych a transformovanych bty vede to téZz k jejich degradaci (Mushegian a
Medzhitov 2001).

1.3.2.2Pattern recognition receptors (PRR)

K rozpoznavani konzervativhich PAMPs slouzi recgptoazyvané PRR (pattern
recognition receptors). Umniji rozpoznani az FOriznych struktur. Vyskytuji se u
makrofaqi, granulocyli, dendritickych, endotelialnich a sliznich burk a B lymfocyf.
Byvaji na povrchu buk (interaguji s povrchovymi PAMPSs), také jsou &asti
fagolysosomi fagocytujicich buék (reaguji s intracelularnimi PAMPs) ackteré se
vyskytuji dokonce i v cytosolu (Krejsek a Kopeck§02, Mushegian a Medzhitov 2001,
Medzhitov a Janeway 2002). Prvni z receptmzpoznavajicich PAMPs byly objeveny u
Drosophily a nazvany Toll receptory (Madigan a Martinko 2006)

Po rozpoznani zmovanych struktur PRR je okam&indukovana imunitni odp@d’
vedouci k degradaci patogenniho organismu. Desrykc provedena hii samotnymi
fagocyty (neutrofily a makrofagy), nebo pomoci kdempentu (Krejsek a Kopecky 2004,
Medzhitov a Janeway 2002).
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1.3.2.2.1 Rozdéleni PRR

PRR Ize rozdlit podle typi PAMPs, které vazi, a zaravepodle &inku, jejZ tato
vazba vyvolava, daitskupin. Jedna se o sekretované, signalni a fa@odyPRR (Krejsek a
Kopecky 2004).

a) Sekretované receptory

Vazi PAMPs mnohych patogéncoZz vede ke spudti komplementové kaskady.
Nasledkem je opsonizace a urychleni fagocytdzy.iMekretované PRRadime nafiklad
mannose-binding lectin (MBL) a C reaktivni prot@irejsek a Kopecky 2004).

MBL

MBL je sérovy protein, jenZ je produkovan hepatgcyRoprvé byl objeven v 70.
létech 20. stoleti v kradich jatrech kuli své schopnosti vazat ¢ité molekuly z buiéné
stny kvasinek. MBL rozpoznava a vaze Sirokou Skalwrgimovych molekul ze &h
gramnegativnich i grampozitivnich bakterii, kvakingaraziti i urcitych typa vira. Fitom je
schopen odliSovat karbohydraty patogennich organischvlastnich glykoprotein (Fraser
et al. 1998, Ezekowitz 2003). K tomu dochazi dipgafické struktie patogennich molekul
- pro navazani sacharidovych zhytk MBL je nezbytné, aby OH skupiny na 3C a 4C
sacharid byly volné, a tudiz zaujimaly ekvatorialni rovifkrejsek a Kopecky 2004, Fraser
et al. 1998). Timto se patogenni karbohydraty aglidd vlastnich (Fraser et al. 1998).
Vazba MBL na PAMPs je znazama na Obrazku 1.

Mannose-binding lectin (MBL) has two to
six clusters of carbohydrate-recognition
domains. Within each of the clusters the
carbohydrate-| = liI:In’tlill'_g ?ilws have a
xed or 1

collagen helix

er-helical
coiled coil

carbohydrate-recognition domains
] L

il o
MBL binds with high affinity o mannoss Mannose and fucose residues that have
and fucose residues with correct apnuing different spacing are not bound by MBL

L=
=]

@ a

@ -] B
@ @

Figure 2-11 Immunobiclogy, 6/e. (€ Garland Science 2005]

Obr. 1: Schematické znazor®ni vazby MBL na povrchova sacharidova rezidua.

(Janeway et al. 2005)
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Vznikem vazby mezi vySe zimwvanymi PAMPs a MBL dochazi k aktivaci
komplementoveé kaskady lektinovou cestou (Frasal. 4998, DeFranco et al. 2007, Krejsek
a Kopecky 2004, Madigan a Martinko 2006).

Druhou funkci MBL je vazani se na povrch starnduccapoptotickych buik, coz
vede ke zvySovani miry pohlcovani celku (Krejsédopecky 2004).

Struktura MBL je oligomerni, jeho celkova molekufosnmotnostéini 700kDa.
Monomer MBL se sklada z#tyi podjednotek obsahujicich 3 t&midentické peptidové
fetzce (kazdy 30 kDa). Prvni region je bohaty na é¢gstiruhd doména je kolagenoviett
se nazyva Kek a posledni je doména rozpoznavajici karbohydedg vznika vazba mezi
PAMPs a MBL. (DeFranco et al. 2007, Takahashi &&eéz 2005).

CRP

CRP vaze mnohé povrchové PAMP®adi se mezi proteiny akutni faze. Spousti
komplementovou kaskadu a zesiluje makrofagovoudgigau (Krejsek a Kopecky 2004).

b) Signalni receptory

Signalni receptory maji hlavni roli ve spaimst mechanisri vrozené imunity.
Radime sem iedevsim Toll-like receptory (TLR), ale i NOD (nuct&e-binding
oligomerization domain) receptory (Krejsek a Kope2k04).

TLR

TLR nejen spousji mechanismy vrozené imunity, ale Figpivaji ke spoushi
mechanismi imunity ziskané. Jednad se o skupinu recéptak povrchovych, tak i
intracelularnich; u savgich bylo popsano 13 typ u ¢lovéka 10 (Krejsek a Kopecky 2004).

Povrchové TLR vazi PAMPs b&né stny bakterii a hub. K tomu jim slouZi pré n
typicka extracelularnéast bohata na leucin. Intracelularni TLR vyskytuge v membréah
fagolysosom jsou schopny rozpoznavat a vazat nukleové kysefiriya mikrohi. Vazbou
TLR s PAMPs je aktivovan transkeipi faktor vedouci ke zvySené transkripci gjgmo IL-
1, IL-6, IL-8, IL-12 a TNFe (DeFranco et al. 2007, Krejsek a Kopecky).

NOD molekuly

NOD receptory se nachazeji v cytoplazrméli se na NOD-1 a NOD-2 typy, oba
vSak rozpoznavaji bakterialni peptidoglykan na adkdetekce iiznych muramyldipeptia
(DeFranco et al. 2007).

c) Fagocytarnireceptory

Fagocytarni PRR jsou lokalizovany na povrchu fagodpeutrofili, makrofag a

dendritickych buwk). Interakce fagocytarnich recepiors gislusnymi PAMPs vede
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k fagocyt6ze mikroorganisim jenz nesou dané PAMPs na svych povrSich. Meniciggrni
receptoryfadime manosovy receptor, scavenger receptory, iylanethioninové receptory
a dectin 1 (Krejsek a Kopecky 2004).

Manosoveé receptory

Manosové receptory jsou transmembranové proteejichy molekulova hmotnost
¢ini 180kDa. Pat do rodiny lektiri typu C (Yeeprae et al. 2006). Poprvé byly objeveny
v membras sawich makrofag, pozdji u dendritickych busk i mnohych busk
endotelialnich a epiteliadlnich (Le Cabec et al.®00

MR rozeznavaji a vazi manosové, fukosové a N-aglelybsaminové zbytky na
povrchu patogeina endogennich glykoprotéincoz vede k likvidaci patogennich struktur.
MR je tedy jednim z hlavnich endocytarnich a fag@ich receptdr, ale to neni jeho
jedina funkce; plni svoji roli i id vzniku adaptivni imunitni odpa@di (Apostolopoulos a
McKenzie 2001).

Co se ty¢e struktury MR, je znazoéna na Obrazku 2. MR se skladaji z 5 domén.
Prvni doména je bohata na cystein a vyskytuje sE-terminalnim konci proteinu. Druha
doména se nazyva fibronektinova ietit jsou na kalciu zavislé domény rozpoznavajici
karbohydraty (CRDs). CRDs slouzi kvézlvySe zmiovanych sacharid z povrchu
patogennich buik. Zajimavé je, Ze mezi mySimi a lidskymi CRDs axis 76 — 92%
homologie. Ctvrtd doména se nazyva transmembranova a pata laymoaticka

(Apostolopoulos a McKenzie 2001).
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Obr. 2 — Schematické znazoréni manosového receptoru a jeho jednotlivych domén.

(Apostolopoulos a McKenzie 2001)

Scavenger receptory

Scavenger receptory jsou schopny rozpoznat jak koemy apoptotickych b,
tak i patogenni struktury. Uét¢h se vazi na LPS, peptidoglykan a teichoové kysgeli
(DeFranco et al. 2007).

N-formylmethioninové receptory

N-formylmethioninem zé&ina syntéza vSech prokaryotnich proteiRozpoznavaji jej
receptory makrofaga neutrofiti, coZz vede k chemotaxi a fagocyt6ze (DeFranco. &047).

Dectin 1

Dectin 1 slouzi jako fagocytarni recepfaglukanu (DeFranco et al. 2007).

1.3.3 Nadory a imunitni systém
1.3.3.1Nadorové antigeny

Nadorové antigeny se¢ll na dw skupiny, TSA (tumor specific antigens) a TAA
(tumor associated antigens). Zatimco TSA se vygkptuze na povrchu nadorovych Bln
TAA jsou pritomny i na povrchu busk jinych (nagiklad bshem fetalniho vyvoje nebo ve
velmi malych koncentracich na povrchekterych somatickych buk). Nadorové antigeny

obecrt vétSinou indukuji bud¢nou, nikoli humoralni odpad’. VétSina nadorovych buk

14



byva zneSkodina imunitnim systémem j&Stdiive, neZz dojde ke wvzniku Kklinicky
manifestnino onemoeni (Krejsek a Kopecky2004, DeFranco et al. 2007, Madigan a
Martinko 2006, Silverstein a Morton 1973).

1.3.3.20branné mechanismy nadod proti imunitnimu utoku

Nadory jsou obechznamy svou nizkou imunogenicitou. Vznikaji totilb@gesem
maligniho zvratu z buik télu vlastnich a antigeny takto vzniklé jsou velnalst (Alberts et
al. 1998).

Hovorime-li o0 mechanismech ziskané imunity, pak antigpeisi byt prezentovan T a
B lymfocytim v komplexu s MHC molekulami a kostimgtdmi molekulami. Ty v3ak
byvaji u nddak exprimovany velmi slah ¢i apin¢ chybi. Snizena exprese MHC molekul by
tedy mohla vést ke zvySenému utoku NK #ynale nadory produkuji MHC Ib molekuly,
jez mu brani. Nejitomnost kostimulénich molekul v komplexu s antigenem a MHC vede
nikoli k vzniku imunitni odpowdi, ale naopak k navozeni tolerancégivantigenu (Alberts et
al. 1998).

Navic nadory samy sebe autokinpmodporuji v fistu sekreci TGB: Krome¢ toho
jsou dale schopny inhibovatigobeni komplementu diky CD55 a CD57 molekulam a
zpisobovat apoptézu infiltrujicich lymfoaytpomoci Fas ligandu (Alberts et al. 1998).

1.3.3.3Imunoterapie nadoria

V minulosti byla ve wtSin¢ pripadi klicova role v boji proti nadéam piisuzovana
ziskané imunit. Antigeny v komplexu s MHC molekulami a kostimtriémi molekulami
jsou rozpoznavany B a T lymfocyty, coz vede ke kagarotilatek, respektive k cytotoxické
reakci. Dilezita je i tvorba pagrovych burk (DeFranco et al. 2007).

K imunoterapii s&asto pouzivaji monoklonalni protilatky. Ty aktiviigmplement,
spoustji fagocytozu a ADCC reakci. JelikoZz nejsou alechgy nadorové hiky stejné a
nemaji tedy totozné antigeny, monoklonalni prdijtatejsou schopny vést k likvidaci vSech
takovychto budk. Nékteré monoklonalni protilatky se pouZivaji takégakysoce specificky
nosk. Navazanim latky na monoklonalni protilatku jei&ano jeji dopraveni k cilové ge
s danou antigenni determinantou (Ko et al. 2005).

Nadorové biiky si vytvaily fadu mechanisfy jimiz se brani imunitnimu Gtoku.
Tyto mechanismy se ve velkétsin¢ piipadh tykaji inhibice funkce mechanisneiskané
imunity, a proto je na misklast si otazku, jakou roli hraje v imunoterapiozend imunita.
JelikoZz nadorové hiky na svém povrchu nenesou zadné PAMPs, dalo Ipyesippokladat,
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Ze vrozena imunita nebude hrat v boji s nadorovyrentocnim Zzadnou vyznamnou roli
(Weinberg 2003, Alberts et al. 1998).

Jiz rekolik stoleti je vSak pozorovan vztah mezi silnymfekcemi a ukitym
omezenim vedoucim az likvidaci nadlofuto zalezitost studoval a do medicinské aplikace
doved| Coley (1890). Jeho ,toxin“, s dvou bakterii, byl po velmi dlouhou dobu se
sttidavymi Usgchy pouzivan v protinadorové terapii. Z jeho vyklede zZejmé, Ze jim
vyvolana silna aktivace vrozené a nastediskané imunity ma protinadorovyigek (Cann
et al. 2006).

Velmi zajimavé poznatky ukazujici netuSené moZzngsitinadorové terapie
zaloZené na vyuziti vrozené imunitiinSeji prace prof. Cui, kterému se pidldaprokazat,

Ze vrozena imunita je schopna zlikvidovat naddg dokonce i v pokréilém stadiu (Cui et
al. 2003, Hicks et al. 2006). Objevil totiz domit@inmutaci nazyvanou SR/CR u mysSi
kmene BALB/c, jiz ndslednpienesl i na jiné kmeny mysi. Nazev této mutace bybaen
od dvou vlastnosti takto zmutovanym jedint piisluSnym: spontanni regrese (jedint
star§im 4 msial zprvu nador roste rychlym tempem, pgede vSak #ist zpomaluje, az
zastavuje a nador nakonec spontadegraduje) a kompletni rezistence (jedinci, jgjiotk
nedosahuje 4 #sial, jsou Upl’ rezistentni uci transplantaci nadéj.

Z pokugi pana profesora Cui tedy plyne, Ze vrozena imyeitschopna zlikvidovat
nador, pokud jej vSak rozpozna. To se vS&knb nestava. NasSim cilem je tedy navazat na
povrch nadorovych buwk PAMPSs, aby doSlo k jejich rozpoznani a #t@mulaci mohutné

imunitni odpo¥di vedouci k likvidaci nAdorovych bak
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2. Cile prace

Cilem préace byldgesit vliv kotveni manosy k povrchu nadorovych @una intenzitu

protinadorové imunitni reakce.
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3. Material a metody

3.1 Pouzité chemikalie

- dekalysin (Vidia)

- LPS (Sigma-Aldrich)

- manosa (G)5 (K)12 (Schafer-N)

- manosa (G)5 (K)10 STE (Schafer-N)
- monomanosyldekalysin (Vidia)

- roztok trypanové mad (Sigma-Aldrich)
- Fetal Calf Serum (Sigma-Aldrich)

- RPMI 1640 (Sigma-Aldrich)

3.2 Experimentalni zvirata

Byly pouzity mySi kmene C57BL/6N, samice, 8 tydstaré, 18 — 20g (Charles River
Laboratories). Byly chovany ve &inci Parazitologického Ustavu Biologického centra
Akademie ¥d Ceské Republiky eskych Budjovicich za standardnich podminek a

swetelného rezimu 12/12.

3.3 Bunééna linie
Pro naSe pokusy byla pouZivana &itnd linie melanomu B16-F10, kterou jsme

ziskali darem od pani profesorRyhové z UMG v Praze. Biky byly kultivovany v RPMI
1640 s 10% FCS, glutaminem, merkaptoetanolem hiatikly v termostatu f 37°C.

3.4 Priprava a transplantace burék melanomu B16-F10

Z kultivovanych a pla adherovanych bk bylo slito médium, nasledrbyly buiky
tiikrat po sobk proplachnuty sterilnim PBS. DalSim krokem bylgsipizace (0,02% trypsin
a 0,02% EDTA v PBS). Ktakto uvalnym buikam bylo gidano médium RPMI 1640
s 10% FCS a pomoci Pasteurovy pipety bylyiikyu rozsuspendovany. Nasledovala
centrifugace po dobu 10 minutid50g. Z usazenych bgk bylo slito médium a posléze
piidano RPMI 1640 bez séra tak, aby celkovy objem 2wl. Pasteurovou pipetou byly

buiky s médiem oft opatrre rozsuspendovany. Vzorek byl smichan s trypanovodiina

18



nasledovalo p@tani burtk v Burkerow komarce. Byla gipravena suspenze o koncentraci 4
miliony burgk na 1ml RPMI.

Pred gipravou bugk byly mysi oholeny na pravé i lew@sti zad. Zatimco vpravo
jsme transplantovali melanomovéily, oholené misto na levé polo¥itsla slouzilo jako
kontrola pro ndfeni teploty a jeji srovnani s teplotou nadoru.

Kazdé takto fipravené mysi bylo transplantovano 400 000 melangweio burgk
v 0,1ml RPMI 1640 bez séra s. c. (padii.

3.5 Méreni teploty a velikosti nadoi, aplikace I&iv

Dvanacty den po transplantaci melanomovychékumyly mysi randomizovany do
skupin a byla zahajena terapie. Prvnich deset yinoi sSthéma takové, Ze obden byla vzdy
nejprve zmdrena teplota nadoru a kontrolniho mista na druhéku,boasleda velikost
nadoru a nakonec bylo i. t. (do nadoru) podangl &xive latky. Celkem tedy praiblo 6
aplikaci terapeutik aifslusnych nseni (den 0, 2, 4, 6, 8 a 10).

Dvanacty atrnacty den bylo provedeno pouzeéiani teploty a velikosti nador

Méieni teploty bylo provasho celkem jedenactkrat (den 0, ¥, %, 1, 2, 4, 60812,

a 14) bezdotykovym infervenym teplorrem IR Rodent Thermometer 153 IRB od firmy
Bioseb.Cidlo teplon¥ru bylo gilozeno 2mm od povrchu nadoru nebo od kontrolnibdub
na druhém vyholeném boku. Teploty obouibblkly zaznamenany.

Méieni nadailt probihalo podle Inabovy metody (Inaba et al. 198®)Jikost nadoru
byla zji¥ovana kaliperem,itemz jsme r&ili nejvétsi a nejmensi rozén nadoru (zplosty

rotaéni elipsoid). Objemy jednotlivych nadobyly vypctitany podle vzorcé/ = g X A X

B?, kde A jecislo odpovidajici nejtsimu a B nejmensimu rozmi nadoru.

3.6 P&itani metastaz

Pcatitani metastaz probihalo metodou podle Vetvickytydi&a 2007). MySi plice
byly zakonzervovany ¥tyiprocentnim roztoku formaldehydu a paité dok& prohlizeny
pod binolupou. Metastazy se jevi naéth¥ tkani jako ¢erné teky (nutné odliSeni od

hematoni vypadajicich jako hiué teky).
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3.7 Zpracovavani dat

Statistické vyhodnoceni bylo provedeno v prograntsi Ekcel (vypdet snérodatné
odchylky SD, vyhodnoceni statistické vyznamnostnpoi Studentova T-testu, grafy).

3.8 Pokusé. 1 —

Vliv nevazané manosy a jeji kombinace s LPS naist melanomu

K tomuto pokusu bylo pouzito 16 samic mySiho kmE&b&BL/6N.

Dvanécty den po transplantaci Burmelanomu B16-F10 byly mySi randomizovany
do skupin. Poté byla zahdjena terapie. V tento(6&na pak ve dnech 2, 4, 6, 8 a 10 byla
vzdy zngfena teplota nadoru a kontrolniho mista, velikoddona a naslednbylo i. t.
aplikovano 5@l latek dle nasledujiciho schématu:

A) 4 mySi — 3mM manosa v PBS

B) 4 mySi — 3mM manosa v PBS in LPS (0,5 mg/ml)

C) 4 mysi — LPS (0,5 mg/ml PBS)

D) 4 mysi — PBS

Dvanécty &trnacty den uz byly jen zé&eny teploty naddr a kontrolnich mist na
druhém boku. Mieni teplot probihalo tedy ve dnech 0, %, %, 1,,26,48, 10, 12 a 14.
Nasledr byly mySi usmrceny.

3.9 Pokusé. 2 —

Vliv monomanosyldekalysinu na melanomovy st

Pro tento pokus bylo pouzito 24 mySi (C57BL/6N) gaho pohlavi.

Dvanact dni po transplantaci melanomovych daubhyly mysi randomizovany do
skupin a byla zahajena terapie. Tento den (0) kavpadnech 2,4,6,8,10 byla vzdy &fena
teplota nadoru a kontrolniho mista, velikost nadarnasled# bylo i. t. aplikovano 50l
latek dle nasledujiciho schématu:

A) 8 mysi — 3mM monomanosyldekalysin v PBS

B) 8 mySi — 3mM dekalysin v PBS

C) 8 mysSi — PBS
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Dvanacty actrnacty den bylo provedeno pouzestani teploty a velikosti nadoru.
M¢éteni teplot probihalo tedy ve dnech 0, %, %, 1,,%,48, 10, 12 a 14. Poté byly mysSi
usmrceny. Z @vodu nedinnosti naSich [&v nebyly mySim vyjimany plice pro piani
metastaz.

3.10 Pokusé. 3 —

Pokus o stimulaci ®inku monomanosyldekalysinu na nadorovy
rast pomoci LPS

Na tento pokus bylo pouZzito 24 samic mySiho kmebéBL/6N.

Dvanact did po transplantaci melanomovych Blrbyly mysi rozaleny do skupin a
zapaali jsme terapii. Tento den (0), a pak ve dnech623410 byla vzdy zgfena teplota
nadoru a kontrolniho mista, velikost nadoru a misldylo i. t. aplikovano 50l latek dle
nasledujiciho schématu:

A) 6 mysSi — 3mM monomanosyldekalysin v PBS

B) 6 mysi — LPS (0,5 mg/ml PBS)

C) 6 mySi — 3mM monomanosyldekalyzin v PBS in LPS (agiml)

D) 6 mysi — PBS

Dvanacty actrnacty den bylo provedeno pouzeieni teploty a velikosti nadoru.
M¢teni teplot probihalo tedy ve dnech 0, ¥4, Y2, 1, B, 8, 10, 12 a 14. Nasletlhyly mysi
usmrceny a byla sgédana metastaticka lozZiska na jejich plicich.

3.11 Pokusé¢. 4 —

Vliv spaceni a kvality kotveni molekul s terminalni manosou na

terapii maligniho melanomu

K tomuto pokusu jsme pi@bovali 16 samic mySiho kmene C57BL/6.

Dvanacty den po transplantaci melanomovychékuoyly mysi randomizovany do
skupin a byla zahajena terapie. Tento den (0) kavpadnech 2,4,6,8,10 byla vzdy &fena
teplota nadoru a kontrolniho mista, velikost nadarnasled# bylo i. t. aplikovano 50l
latek dle nasledujiciho schématu:
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A) 4 mySi— 3mM manosa (G)5 (K)12 v PBS

B) 6 mySi — 3mM manosa (G)5 (K)10 STE v PBS

C) 6 mysSi — PBS

Dvanacty actrnacty den bylo provedeno pouzeieni teploty a velikosti nadoru.
M¢éteni teplot probihalo tedy ve dnech 0, ¥4, Y2, 1, B, 8, 10, 12 a 14. Nasletlhyly mysi
usmrceny a byly sgftany metastazy na jejich plicich.
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4. Vysledky

4.1 Pokusé. 1 —

Vliv nevdzané manosy a jeji kombinace s LPS naist melanomu

Obrazek 3 znazauje vliv terapie na mgimérné velikosti nadar v jednotlivych
skupinach. Plyne zého, Ze sama nevazana manosa nema terapeuttokgkia také ze
nepisobi protinddoravv synergii s LPS.
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Obr. 3: Vliv terapie zaloZzené na volné manose na pmérnou velikost nadona.
Skupina A — 3mM manosa v PBS, skupina B — 3mM manoBBS in LPS (0,5 mg/ml
PBS), skupina C — LPS (0,5 mg/ml PBS), skupinaHABS.

Obrazek 4 znazauje vliv I&by na pimérnou teplotu nadar Vyplyva z ), ze

teplota maligniho melanomu je vZdy vSeoliexizSi nez teplota zdravédike.
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Obr. 4: Vliv terapie zaloZzené na volné manose na fimérnou teplotu nadori.
Skupina A, A’ — 3mM manosa v PBS, skupina B, B* mM manosa v PBS in LPS (0,5
mg/ml PBS), skupina C, C* — LPS (0,5 mg/ml PBSymska D, D* - PBS.

Skupiny A, B a C — teploty nadrskupiny A‘, B* a C' — teploty kontrolniho boku.

4.2 Pokusé. 2 —

Vliv monomanosyldekalysinu na melanomovy st

Na Obrazku 5 je znazan vliv terapie na velikost nadorjednotlivych skupin.
Vyplyva z rgj, ze monomanosyldekalyzin ani dekalyzin nevykazégny terapeuticky vliv
na melanom B16-F10.
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Obr. 5: Vliv terapie pomoci monomanosyldekalysinu a priamérnou velikost nadona.
Skupina A — 3mM monomanosyldekalysin v PBS, skugha 3mM dekalysin v PBS,
skupina C — PBS.

* =P < 0,05 vztazeno ke kontrole (C)

° =P < 0,05 vztazeno k monomanosyldekalysinu (A)

Obrazek 6 znazauje vliv &by na pimérnou teplotu naddar
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Obr. 6: Vliv terapie pomoci monomanosyldekalysinu a priamérnou teplotu nadori.
Skupina A, A' — 3mM monomanosyldekalysin v PBS, gka B, B' — 3mM dekalysin v
PBS, skupina C, C' — PBS.

Skupiny A, B a C — teploty nadinrskupiny A, B* a C' — teploty druhého boku.
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4.3 Pokusé. 3 —

Pokus o stimulaci ®inku monomanosyldekalysinu na nadorovy

rast pomoci LPS

Na Obrazku 7 je znaza#n vliv terapie na pmmérnou velikost naddr jednotlivych

skupin. Plyne z &, Ze monomanosyldekalysin negpbi synergicky s LPS.
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Obr. 7: Vliv terapie pomoci monomanosyldekalysinu \kombinaci s LPS na pimérnou
velikost nadoni.

Skupina A — 3mM monomanosyldekalysin v PBS, skunralLPS (0,5 mg/ml), skupina C

— 3mM monomanosyldekalysin v PBS in LPS (0,5 md?®BE), skupina D — PBS.

* = P < 0,05 vztazeno ke kontrole (D)

x+xx = P < 0,005 vztazeno ke kontrole (D)

% = P < 0,001 vztazeno ke kontrole (D)

° =P < 0,05 vztazeno k monomanosyldekalysinu (A)

°° =P < 0,01 vztazeno k monomanosyldekalysinu (A)

°°° = P < 0,005 vztazeno k monomanosyldekalysinu (A)

°°°° = P < 0,001 vztazeno k monomanosyldekalysinu (A)
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Obrazek 8 znazauje vliv 1&by pomoci monomanosyldekalysinu v kombinaci s LPS
na pameérnou teplotu naddr Krome nizSi teploty nddoru ve srovnani s kontrolnim bode

vidime i celkovy na terapii nezavisly pokles teplot
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Obr. 8: Vliv terapie pomoci monomanosyldekalysinu \kombinaci s LPS na pimérnou
teplotu nadori.

Skupina A, A* — 3mM monomanosyldekalysin v PBS, gka B, B* — LPS (0,5 mg/ml

PBS), skupina C, C' — 3mM monomanosyldekalysin P LPS (0,5 mg/ml PBS),

skupina D, D — PBS.

Skupiny A, B, C a D — teploty nadgrskupiny A', B*, C* a D* — teploty druhého boku.

Na Obrazku 10 je znazafma intenzita metastazovani (tedyiperny paet metastaz

na mys s metastdzami).
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Obr. 10: Vliv 1é¢by pomoci monomanosyldekalysinu v kombinaci s LPSanintenzitu
metastdzovani v jednotlivych skupinéch.
Skupina A — 3mM monomanosyldekalysin v PBS, sku@na LPS (0,5 mg/ml PBS),
skupina C — 3mM monomanosyldekalysin v PBS in LBS (mg/ml LPS), skupina D —
PBS.

Obrazek 11 znéztuje, kolik procent mysi v danych skupinacklon metastazy.
Z obrazku 10 a 11 vyplyva, Ze doSlo Kité redukci metastazovani, a to nejen ve skupinach
s LPS, ale i ve skupinse samostatnym monomanosyldekalyzinem, ktery reeagpal vliv
na fist nadod.

60

50,00
50

S
o

33,33

20,00
16,67

c D

Skupina

N
o

% mysi, které maji
metastazy
s

[any
o

o

A B

Obr. 11: Vliv Ié¢by pomoci monomanosyldekalysinu v kombinaci s LPSanvyskyt
metastaz v jednotlivych skupinéch.
Skupina A — 3mM monomanosyldekalysin v PBS, skugha LPS (0,5 mg/ml PBS),
skupina C — 3mM monomanosyldekalysin v PBS in LBS (mg/ml LPS), skupina D —
PBS.
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4.4 Pokusé. 4 —

Vliv spaceni a kvality kotveni molekul s terminalni manosou na

terapii maligniho melanomu

Na Obrazku 12 je znazamm vliv terapie na pgrmérnou velikost naddr jednotlivych
skupin. Vyplyva z 8j, Zze krong posledniho ri¥eni nel spacer (5 molekul glycinu) vliv na
snizeni nadorovéhaistu, které bylo Sesty den statisticky vyznamné.e¥oly se spacerem
a terminéalnim hydrofobnirfettzcem kyseliny stearové vykazovaly velmi silny inbib viiv
na st nadoit (od Sestého do dvanactého dne statisticky sigmifiki).
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Obr. 12: Vliv spaceni a kvality kotveni molekul s terminélni manosou ngramérnou
velikost nadoni.
Skupina A — 3mM manosa (G)5 - (K)12, skupina B -hosa (G)5 - (K)10 - STE, skupina C
— PBS.
* =P < 0,05 vztazeno ke kontrole (C)
x+xx = P < 0,005 vztazeno ke kontrole (C)

oo — P < (0,001 vztaZeno k manose (G)5 — (K)12 (A)

Obrazek 13 znazduje vliv I&by na pfimérnou teplotu naddr Opet miZzeme
konstatovat nizZSi teplotu nadowre srovnani s kontrolnim bodem a na terapii nebavi

pokles vSech teplotthem experimentu.
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Obr. 13: Vliv spaceni a kvality kotveni molekul s terminélni manosou ngramérnou
teplotu nadori.
Skupina A, A’ — 3mM manosa (G)5 - (K)12, skupinaB,— manosa (G)5 - (K)10 - STE,
skupina C, C' - PBS.
Skupiny A, B a C — teploty nadinrskupiny A, B* a C* — teploty druhého boku.

Na obrazku 14 je znazama intenzita metastazovani {prny patet metastaz na
myS s metastazemi).
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Obr. 14: Vliv spaceni a kvality kotveni molekul s terminalni manosou nantenzitu
metastazovani v jednotlivych skupinach.
Skupina A — 3mM manosa (G)5 - (K)12, skupina F nosa (G)5 - (K)10 - STE, skupina C
PBS.
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Obrazek 15 znazbwje, kolik procent mysSi v danych skupinclélon metastazy.
Z Obrazki 14 a 15 vyplyva zrmy vliv nejen spaceru, aleigdevsim dobrého kotveni

molekul s manosou na redukci metastazovani.

> 60
N
‘g 50,00
@ 50
b
(O]
E a0
g

30
@ 25,00
S
Q
< 20 -

10 -
I
O\O 0 - T O'OO T

A B C
Skupina

Obr. 15: Vliv spaceni a kvality kotveni molekul s terminalni manosou navyskyt
metastaz v jednotlivych skupinach.
Skupina A — 3mM manosa (G)5 - (K)12, skupina B -hoga (G)5 - (K)10-STE, skupina C
— PBS.
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5. Diskuse

Spoleénym jmenovatelem vSech naSich pokusyla manosa — zabyvali jsme se
zkoumanim jejiho &inku proti girozerg metastazujicimu melanomu B16 — F10. Aplikovali
jsme ji i. t. jak samotnou volnou, tak i navazamaudalSi ligandy. Pokud je nam znamao,
timto tématem se dosud nikdo nezabyval, nebo atedpsud nepublikoval vysledky svého

shazeni.

Cilem prvniho pokusu bylo otestovat vliv nevazarenasy a jeji kombinace s LPS
na terapii maligniho melanomu B16 — F10.

Co se tge rozpoznani danych ligaindjednim ¢i druhym typem manosovych
receptoti, rozhodujicimi faktory jsou nejen velikost ligandle i jejich konfigurace, get a
hustota (Opanasopit et al. 2001). Zatimco takovigaglnim* ligandem pro MBL je bovinni
sérovy albumin (BSA), jehoz molekulova hmotnéisti 67 kDa a na svém povrchu nese 25
— 30 manosovych resid(®panasopit et al. 2001), MR rozpoznava ligand? j@@& na svém
povrchu ideals 6 manosovych zbytk(Kinzel et al. 2003).

V piipact volné manosy nedosSlagmé k zadné interakci s povrchem nadorovych
burgk, coz by pravépodobrg mohlo byt divodem, pré samotna volna manosa nevykazuje
Zadny vyznamny terapeutickyiaek proti malignimu melanomu.

Jiz diive bylo prokazano, Zze samotny LPS velmi vygaamhibuje nadorovy st
(Cechova 2010). Ma v3ak nesporné cytotoxickénky, proto bylo nutno optimalizovat
davkovani tak, Ze pouzivana davka (0,5 mg/ml PRikavana po 5(l) jiz pusobi jen jako
TLR4 agonista, nikoli vSak cytotoxicky (Glaserowaprep.). V ostatnich experimentech,
kde byla pouzita kombinace LPS a fagocytarnicmiijajako laminarin (Auerovan prep.)

a formylmethioninové peptidyCunatovain prep., VIckova in prep.), doslo k mohutné
synergii. Proto jsme se pokusili 0 podobnou synéngtomto gripac. LPS samotny jsobi
vyraznou, by v tomto pokusu statisticky nevyznamnou (malé skyipredukci nadorového

rastu, ale k Zzadné synergiiaditivité¢ s pisobenim manosy nedoslo.

Ve druhém aittim pokusu jsme testovaléinky monomanosyldekalysinu na terapii
melanomu B16 — F10, a to jak samotného, tak i vikoati s LPS.
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Tentokrat jsme manosu navazali na dekalysin szémadorové hiky jsou zapor#
nabité (Marquez et al. 2004). Tohoto faktu Ize getdicky vyuZzit — na stejném principu se
vazi napiklad kationické antimikrobialni peptidy na nadoédwiiky (Marquez et al. 2004)

Samotny dekalysin slouzil jako kontroldgadného nespecifickéha@iaku. Nicmérk
jsme zjistili, Ze monomanosyldekalysin zadnginék nevyvolava, a to ani samotny, ani

v kombinaci s LPS.

Ctvrty pokus zkoumal protinadorovigillek manosy (G)5 — (K)12 a manosy (G)5 —
(K)12 — STE. Pozitiva se projevil jak spacer, kteryggmé umoznil lepSi dostupnost manosy
pro receptory, tak zejména dlouhy hydrofobetézec kyseliny stearové, ktery rozpirfim
v lipidické mezivrst¢ bunééné membrany vyraznpiispél k imobilizaci molekul (obech
pouzivany princip). Doslo nejen k vyrazné inhilmédorovéhotrstu, ale i k redukci tvorby
metastaz.

Pro &innou imunitni odpo¥d’ na drovni vrozené imunity je #dhziovana Uzka
spoluprace signalnich stiniub jejich receptar se stimulaci fagocytarnich recegtocoz
odpovida i naSim poznatikh (LPS — laminarin, LPS — formylmethioninové pepfidiz
vyse). Signalni motivy iitom byvaji rozpustné, u moiivfagocytéarnich je zttaziovana
jejich vazba na (mikrobiélni) povrchy (UnderhillGantner 2004). Co sedy fagocytarnich
ligandi, jejich ukotvenim se nam paddla vyprovokovat imunitni atak vedouci k patéi
nadorovéhoirstu i metastazovani. Zadouci synergie s LPS jsmle n8dosahli. Zajimavé je,
Ze se tato synergie velmi debzdaila pro pouziti kotveného mananu (Bruzlovd, in prep
Tento fakt by mohla vystlovat prace pana Shepherda a kolektivu — zazndim@riaenou
aktivitu makrofagovych MR pod vlivem LPS. Z jejiglokusi plyne, Ze po 48 hodinach byla
v disledku podani LPS aktivita MR sniZzena o 70 — 80Bi@emZ toto snizeni aktivity je
procesem nevratnym. Dokonce i po vysazedlhyése aktivita MR dale sniZzuje, nedochazi
vSak ke sniZeni exprese zimvanych receptdr (Shepherd et al. 1990). To by tedy mohlo
vyswtlit, pro¢ jsme v nasich experimentech synergii s LPS nepweatir V piipadt mananu
dochazi rejm¢ k tomu, Ze je aktivovanipdevsim manose binding lectin (MBLYemuz
jeho alternativni ozr@@ni manan binding lectin odpovida. Stimulovanaihekia draha
aktivace komplementuiegmé LPS inhibovand neni. Na Urovni C3b se synergie LPS
stimulovanych fagocyt s mananem aktivovanou komplementovou drahoiwemplreé

uplatnit.
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V piipadt naSich experimefit ukotvena manosa igim¢ stimuluje gedevsim
manosove receptory makrofgga méa tudiz dvoji dinek LPS (stimulace TLR4 na jedné
strarg¢, ale inhibice MR na str&mdruhé). V ahrnu nevede ani k aditiyitim mér synergii.

Presny mechanismus je vSaklia prokazat.

Co se tye sledovani teplot, toto ¢feni se ukazalo jako neefektivni. Nadory maji
nizsi teplotu, nez okoli,fejmé kvili nizSi vaskularizaci a tuto teplotu nedokaze nvgfi
LPS. Celko¥ teploty lEhem pokusu klesaji a nijak neodrazeji terapii. Yedkmer povrchu
téla k objemu mysi, jejich négpis doke fungujici termoregulace a problémy s vaskularizac
nadoi celkow vedou ktomu, Ze se dfeni teploty ukazalo pro sledovani nadorové

imunoterapie jako nevhodna metoda.
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6. Zavér

Postupnou modifikaci molekul nesoucich manosu Woten fagocytarni ligand,
ktery dokézal v in vivo experimentu vyvolat vyrazncedukci nadorovéhaistu i

metastazovani.
Jako dilezity moment vytvéeni funkniho fagocytarniho ligandu se jevi flexibilita
terminalni manosy a zejména jeho vyrazné kotvenhddorovych bikéach, dané

predevsim alifatickyntettzcem kyseliny stearove.

Na rozdil od jinych fagocytarnich ligaidkotvend manosa nefunguje aditivani

synergicky s LPS. Bylo navrZzeno vy#eni tohoto jevu.

Sledovani povrchové teploty nadoru a mysi se ukazako nevhodné pro

monitorovani pitbéhu terapie.
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