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1. Uvod

Rakovina se stala jednou z nejobavanéjsich chorob lidstva a to predev§im diky jeji
vysoké incidenci a mortalité. Udava se, Ze kazdy treti obyvatel Ceské republiky onemocni
touto zavaznou chorobou a kazdy ctvrty na ni zemfe. Kazdoro¢né¢ onemocni rakovinou
desetitisice lidi, v roce 2010 bylo nahlaseno v Ceské republice 82 606 novych piipadi a
zemielo 27 834 pacienti. To znamena, ze kazdy den zemie v CR pfiblizng 76 lidi na
nadorové onemocnéni (Zvolsky 2013).

Diky témto odstrasujicim ¢islim a stale nardstajicimu poctu novych piipadi, se stala
rakovina po mnoho let centrem zajmu fady védct a 1ékart, ktefi se snazi nalézt i¢inny 1ék na
tuto zavaznou chorobu. Ackoliv je chirurgickd 1é¢ba ve spojeni s chemoterapii v poc¢atecnich
fazich vyvoje nddoru pomérné Gispésnd, nedokaze pomoci kazdému pacientovi a umira stale
vysoké procento nemocnych. Proto v soucasné dob¢ probiha snaha o zavedeni cilené
imunoterapie, ktera by mohla vyfesit nedostatky stavajici terapie.

Studium a hledani ucinné terapie je cilem 1 této prace. Konkrétné se tato prace zabyva
terapii nadorl zaloZzené na stimulaci vrozené imunity. K jeji stimulaci dochazi prostfednictvi
motivii PAMPs, které se vazou na specifické receptory vrozené imunity PRRs. Ukotveni
fagocytarnich ligandi na nddorové buiiky tedy umoziuje snadnéjSi rozpoznani imunitnim
systtmem a rychlejSi degradaci nadorového bujeni. NaSim cilem je také objasnit

mechanismy, kterymi vrozena imunita bojuje proti nadorovému rtistu.

1.1 Rakovina

Pojem rakovina je vyuzivan pro riznorodou skupinu chorob, jejimz spolenym rysem
je nekontrolované déleni nadorovych bun¢k. Jde o zménu nevratnou, tedy jiz vznikly nador
se nemiiZze preménit zpét na tkdn normalni. Typicka pro nadory je jejich autonomni povaha,
coz znamend, ze jejich rst neni zavisly na nositeli nddoru. V pfevané vétSiné piipada
vychéazeji nddory z bun¢k vlastniho téla, mohou pronikat do okolnich tkéni a zakladdat tam
sekundarni loziska (metastazy). Vyznamnym rysem nadorového bujeni je také jeho
schopnost unikat kontrolnim mechanismiim, které se uplatiiuji pfi fizeni ristu normalnich

tkani (Macak a Macakova 2004).



1.1.1 Historie rakoviny a jeji 1é¢by

Podle paleontologickych objevi existovaly nadory u zvitat jiz v pradavné dobé, tedy
mnoho let pedtim, nez se ¢loveék vibec objevil na planeté Zemi. Prvni pisemny zdznam o
rakoviné pochazi ptiblizné z roku 3000 pt.n.l. a nalezneme ho v Edwin Smithové Papyrusu.
Autor se zde zminuje o rakoviné prsu, jako o velmi vazném onemocnéni, pro které
neexistuje 1é¢ba. Dalsim dochovanym spisem, ve kterém najdeme zaznamy o nadorovém
bujeni je Ebertiv Papyrus pochazejici z roku 1500 pi.n.l.. Obsahuje zaznamy o nadorech
vzniklych z mékkych a tukovych tkani, dale jsou zde také zminény nadory kuze, délohy,
zaludku nebo recta. Zajimavy je zpusob 1éCby, ktery Egyptané vyuzivali K terapii nadort.
Jednou z 1é¢ebnych metod byla napt. kauterizace (vypalovani), dale pouzivali rizné noze,
soli a velmi oblibend byla také arsenova pasta, zndma pod pojmem egyptska mast.
V ostatnich Castech svéta byly k 1é¢bé vyuzivany spiSe bylinné piipravky, jako rtzné Caje,
ovocné Stavy, fiky nebo varené zeli. V zavaznych ptipadech nasla své uplatnéni napt. pasta
ze zeleza, médi, siry a rtuti. Mnoho z téchto ptipravkil slouzilo k terapii nadort Vv rliznych
formach a koncentracich po vice nez 3000 let (Hajdu 2011a).

Velmi vyznamnym lékafem, ktery ptispél k objeveni a rozvoji 1é¢by rakoviny byl
Hippokrates (460-375 pt.n.l.), ktery zdaraznoval ptirozeny vznik nadoru. Jako puvodce
vzniku nadortt povazoval nedostatek krve, hlenu, zluc¢i a jinych télnich tekutin, které
zejména ve staii mohou vyvolat rakovinu. Hippokrates a ostatni fecti l€kati znali rakovinu
kaze, ust, zaludku a prsu, dale byly také objeveny polypy Vv tlustém stieveé, davajici vznik
karcinomu tlustého stfeva. K 1écbé vétSiny nadorti pouzivali pouze paliativni 1é¢bu, ostatni
nadory se pokouseli vylécit bud’ specialni pletovou vodou, kauterizaci nebo byly vyfezavany
nozem (Hajdu 2011a).

Mezi Hippokratovy nastupce patii napiiklad Aulus Celsus (25 pt.n.l.-50 n.l.), ktery
popsal n€kolik druhii povrchovych rakovin, ale také se ve svych spisech zminil o rakoviné
zaludku, tlustého stieva, jater a sleziny. V 1é¢b¢é povazoval za dilezité vEasné a agresivni
chirurgické odstranéni, protoze si v§iml, Ze n€které typy rakoviny maji tendenci se vracet a
také mohou zplsobit smrt rozSitenim do vzdalenych orgdni. Kromé chirurgického
odstranéni nddoru se v této dobé pouzivaly také razné léCebné smési, jako je napf. smes
uvaiena z popela moiskych krabu, vaje¢ného bilku, medu a praskové vykaly draved. S jinou
teorii vzniku rakoviny pfisel Claudius Galen (130-200 n.l.), ktery véfil, ze maligni
(viedovité) nelécitelné nadory jsou zplsobené silnou Cernou Zluci, zatimco nadory benigni
(neulcerozni) 1é¢itelné vznikaji v disledku ptisobeni slabé zluté zlu¢i. K 1€¢be pacientti proto
pouzival riznd projimadla ke snizovani hromadéni ¢erné zIluci. Zajimavou terapii zavedl také
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Avicenna z Persie (980-1037), ktery pouzival draténou smycku omotanou okolo nadoru,
kterou utahoval kazdy den, dokud nador neodpadl (Hajdu 2011a).

Vyznamnym meznikem v historii 1é¢by rakoviny se stalo také systematické pouziti
chemickych latek zahajené v 16. stoleti Paracelsem (1493-1541), ktery je proto povazovan
za prikopnika chemoterapie. K 1¢¢bé pacientd pouzival rtut, olovo, siru, Zelezo, zinek, méd’,
arsen, jod a draslik, pficemz vSechny tyto chemikalie byly aplikovany vnitiné. Ve svych
spisech ale dtrazné upozornoval, ze veskeré tyto latky mohou byt potencialnimi jedy
v zavislosti na koncentraci a davce. Na pielomu 15. a 16. stoleti se také stalo b&znym
postupem posmrtné vysetiovani zemielych pacientti slouzici k odhaleni skrytych nadort.
Prvni l€kaf, ktery rutinné porovnaval chirurgické a patologické nalezy byl Marco Aurelio
Severino (1580-1656). Stal se reformatorem v chirurgii a pouzival mnoho novych
chirurgickych postupti. Velmi také obhajoval odstranéni benignich nadort, kviili moznému
riziku zvratu v nador maligni. K vySetfeni chirurgickych vzorkti doporucuje pouziti
mikroskopu (Hajdu 2011b).

Nejvice realisticky pohled na vznik rakoviny nabidl francouzsky chirurg Deshaies
Gendron (1663-1750). Ten byl pfesvédéen, ze nadory vznikaji z transformujicich se a
neustale rostoucich struktur v téle, jako jsou napft. zlazy, lymfaticky systém, cévy nebo
pevné struktury. Domnival se také, ze nadory neni mozné 1é¢it pomoci chemikalii, ale za
jedinou ucinnou lécbu povazoval chirurgické odstranéni naddoru. Gendron mél také
povédomi o metastazach, které casto nasleduji pocatecni lokalizovany nador. Takovéto
rakoviny povazoval za nevyléCitelné. S odliSnou teorii ptiSli 1€kafi Hermann Boerhaave
(1668-1738) a Jean Astruc (1684-1766), ktefi véfili, ze chronicky zanét hraje klicovou roli
ve vzniku rakoviny, protoze blokuje vylu¢ovaci kanaly zlaz. Tato teorie byla potvrzena i
Johnem Hillem (1716-1775), ktery dale také upozoriuje na Skodlivé ucinky Stupaciho
tabaku, ktery mize vyvolat rakovinné bujeni (Hajdu 2011b).

Tyto pokroky v patologii a chirurgii z let 1500-1750 slouzily jako divod k dal§imu
vyvoji vV 18. a 19. stoleti a to zvlasté v pochopeni makroskopického a mikroskopického
slozeni benignich a malignich nddort. S velmi pfevratnym zjiSténim ptiSel v roce 1775
anglicky 1ékat Percivall Pott (1714 -1788), ktery pozoroval zvySeny vyskyt rakoviny Sourku
u kominikt. Ta byla zplisobena chronickou expozici sazi a uhelného prachu. Podobné
souvislosti si v§iml také Samuel T. Soemmerring (1755-1830), ktery pozoroval zvySeny
vyskyt rakoviny dolniho rtu u kufakd cigaret. Tato pozorovani byla velmi vyznamna

v nahledu na vznik rakoviny (Hajdu 2012a).



Na konci 18. stoleti povazovala vétSina 1ékait rakovinu za hrozivou chorobu, ktera se
S$ifi postupné a je destruktivni. Pokud je ponechana bez 1écby konCi vétSinou smrti, je
nachylna k vraceni i po odstranéni naddoru a zpusobuje také nutri¢ni poruchy, které nakonec
vedou ke kachexii a smrti. Z tohoto obdobi je znamy napt. Rene Laennec (1781-1826), ktery
byl uznavany nejen za vymysleni stetoskopu, ale byl to také velmi dobry patolog, ktery jako
prvni dokazal rozpoznat rakovinu plic od tuberkuldézy. Dale také pojmenoval Sifici se
pigmentovou rakovinu jako melanézu (Hajdu 2012a).

Se svou teorii se stal vyznamnym také Rudolf Virchow (1821-1902), ktery veéfil, ze
Virchow také rozdélil veskery novy rtast do dvou typti homologni a heterologni. Homologni
rust vétSinou zpisoboval benigni nadory a typické pro néj bylo, Ze dochazelo ke zvétseni
velikosti a poctu bunck, které byly pfitomny v normalnich tkanich. Heterologni rist
zpusoboval nadory maligni, které se sestdvaly z novych forem buné¢k, které v normalnich
tkanich neexistovaly (Hajdu 2012a).

V druhé poloving 19. stoleti byla vétSina pacientt s rakovinou v pé¢i chirurgu, ktefi se
snazili rozvijet samostatny obor onkologie a operace provadéli jen ve specifickych oblastech.
Patologové popisovali nové objevené 1éze, propracovali mikroskopickou klasifikaci nadoru a
zavedli tfidéni rakoviny. Velmi vyznamné byly také objevy Williama C. Rontgena (1845-
1923), Pierra Curie (1859-1906) a Marie Curie Sklodowské (1867-1934), které velmi
vyrazné prispély k diagnostikovani rakoviny a jeji 1é¢be€. Hledani pficiny vzniku rakoviny
bylo rozsiteno na infek¢ni organismy, chemické latky a radioaktivni materialy. Vyznamnym
meznikem v historii onokologie se také stalo v roce 1909 zavedeni chemoterapie Paulem
Ehrlichem (1854-1915) (Hajdu 2012b).

1.1.2 Teorie vzniku rakoviny z dnesniho pohledu

O tom, co konkrétné¢ vyvoldvd nadorové bujeni, se vedou neustile diskuze.
V minulych Sedesati letech proto bylo navrzeno pét hlavnich teorii vzniku rakoviny.
Vsechny tyto modely byly vyvinuty na zdkladé spolupridce nekolika rGznych védnich

disciplin.

1. Mutacni teorie — povazuje mutace za hlavni zménu, kterd vede k maligni
transformaci. Tyto mutace mohou byt vyvolany riiznymi chemickymi latkami, viry

nebo radiaci.



2. Teorie nestability genomu (dédi¢nost) — vysvétluje vznik nadord, které jsou
prenaseny v rodiné mezi generacemi. Rozlisujeme dvé zakladni teorie, prvni z nich je
Knudsonova dvouzédsahova teorie, kterd je zalozena na predpokladu, ze ke vzniku
nadoru je nutnd mutace obou kopii genll (tumorsupresorové geny). Tato teorie je
typickd naptiklad pro vznik retinoblastomu. Druhd teorie je typickd pro vznik
familiarniho karcinomu tlustého stieva, ktery pro svij rozvoj vyzaduje kumulaci
jednotlivych mutaci. Tato teorie je oznaCovana jako — Vogelsteinova teorie. Dilezité
je také zjisténi, Ze u tumorsupresorovych geni musi zmutovat ob¢ alely, aby doslo ke
vzniku nadoru, zatimco u onkogentl jiz jedind mutace vyvolava maligni rist.

3. Teorie negenetickych pricin — tato novéjsi teorie je zalozena na predpokladu, Ze pro
vznik rakoviny je dulezité pusobeni rizikovych faktort, jako je napf. strava, obezita,
hormony nebo insulinova rezistence. Tyto faktory neplsobi strukturdlni zmény
v DNA, ale spise funkéni zmény zahrnujici epigenetické vlivy.

4. Darwinova teorie (teorie klonalni expanze a bunécné selekce) - véEtsi dilezitost
priklada spiSe vybéru bunék nez jejich mutacim, ale zdlraziuje také roli prostredi
(jak mikro tak makroprostiedi) pfi vybéru bungk, které maji néjakou ziskanou
vyhodu.

5. Teorie organizace tkané — tento model upozoriiuje na diilezitost lokalniho prostredi
nebo mikroprostiedi, které je okolo pre-rakovinné buiikky. Ma dva podtypy, jeden
model je zaméfeny na mikroprostiedi a druhy je zaloZzen na teorii morfostazy
(schopnost systému zlstavat stabilni v procesu zmén). Rakovina se vyskytuje
mnohem cCastéji, kdyz morfostatické vlivy selzou, nebo kdyz se spoji dve

morfostatické oblasti (Vineis a kol. 2010).

1.1.3 Charakteristické znaky nadorové bunky

Mezi zakladni znaky nadorové buiiky fadime Sest biologickych schopnosti, které
buiiky ziskavaji v pribéhu vicestupiiového vyvoje. Mezi tyto schopnosti patii sobéstacnost
rustovych signdll, necitlivost k antiproliferativnim signaliim, schopnost uniknout apoptoze,
neomezeny replikacni potencial, neustdld angiogeneze a schopnost invaze a metastazovani.
V pozadi téchto znakli nalézéme jest¢ dal$i a to nestabilitu genomu, jenz zplsobuje
genetickou rozmanitost, ktera urychluje jejich ziskavani a zanét, ktery podporuje dané
schopnosti. V poslednich letech byly pridany dalsi schopnosti, jako jsou pfeprogramovani

energetického metabolismu a vyhnuti se imunitni destrukci. Kromé nadorovych bunék
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obsahuji tumory také bunky zdanlivé normalni, které ptispivaji k ziskani charakteristickych
ryst vytvofenim mikroprostfedi nadoru (Hanahan a Weinberg 2000, Hanahan a Weinberg
2011).

Za hlavni znak povazujeme sobéstacnost v podobé ristovych signali, které buiice
zajiStuji neomezeny nekontrolovatelny rist. Nadorové buinky vytvaii mnoho vlastnich
rastovych signalt, ¢imz snizuji zavislost na okolnich normalnich tkanich. Naopak ale
nadorové bunky vykazuji také necitlivost K protirGstovym signalim. Tyto signaly u
normalnich bunék udrzuji buné€nou stagnaci, bunény cyklus a homeostazu. Vznikajici
rakovinné buiiky se témto antiproliferatvnim signdlim musi vyhnout, pokud chtéji
prosperovat (Hanahan a Weinberg 2000).

Velmi vyznamnym rysem je také schopnost vyhnout se apoptdze, ¢imZ je zabranéno
sniZzeni poctu nadorové populace. Neomezeného poctu replikaci je mozné také dosahnout
diky existenci telomerazy u nddorovych bunék. Telomeraza zabranuje zkracovani telomer, a
tim umozni buiikdim neomezené se replikovat (Hanahan a Weinberg 2011).

Pro neomezeny rust nadorové buriky je nezbytny také proces neustalé angiogeneze,
diky kterému jsou nddorové buiiky po celou dobu zdsobovany zivinami a kyslikem, a dale
jim také umoznuje vylucovani metaboliti a oxidu uhli¢itého. Pro nadorovou angiogenezi
jsou vyznamné faktory jako je endotelidlni riistovy faktor A (VEGF-A) nebo fibroblastové
rustové faktory (FGF) (Hanahan a Weinberg 2000).

Patrné nejzavaznéjs$im rysem vyskytujicim se pouze u malignich nadort, je schopnost
invazivity a metastazovani, které je zptisobené tim, Ze nadorové burky ztraci E-cadherin a
nekteré dalsi adhezivni molekuly, které drzi bunky pohromadé. Tim dochazi k priniku
nadorovych bun¢k do mistnich krevnich ¢i lymfatickych tkéani a dale pak do tkani
vzdalenych (Hanahan a Weinberg 2000).

Pro nadorové bunky je téz typicky odliSny energeticky metabolismus. Probiha u nich
tzv. aerobni glykolyza, kterou vyuzivaji pti tvorbé energie, zatimco buniky zdravé produkuji
vétsinu ATP prostiednictvim oxidativni fosforylace, ktera je 0 mnoho efektivnéjsi (Hanahan

a Weinberg 2011).

1.1.4 Klasifikace nadoru
Pfi podezieni na nadorové bujeni by méla byt dand tkan vzdy fadné vySetfena a

zhodnocena zkuSenym patologem. Patolog ma za kol klasifikovat nador jak



Z histomorfologického hlediska, kdy se ur¢i typing a grading nadoru, tak z hlediska

anatomického rozsiteni (staging) pted lécbou a po ni.

Typing:
Typing urcuje typ nadoru pomoci mikroskopického zobrazeni.
e Podle biologické povahy lze nadory délit do dvou hlavnich skupin:

1. Benigni nadory — jejich rist je ohraniCeny, zlstavaji v misté svého vzniku a
nemetastazuji. NebezpeCnymi se stavaji v ptipad¢ neptiznivé lokalizace, kdy mohou
utlaCovat okolni tkan€ a vést az ke smrti pacienta.

2. Maligni nadory - rust je vétSinou rychly, $ifi se infiltrativné do okoli a maji
schopnost zakladat vzdalena loziska - metastazy. Pokud nedojde k v€asné diagnostice
a lécbe, zpusobuji smrt organismu. Z morfologického hlediska se nadorovy rust

projevuje tfemi zplisoby - ristem expanzivnim, infiltrativnim a invazivnim.

e Podle tkan¢, ze které nadory vychazeji, je délime na:

1. Mezenchymové nadory — nadory vychazejici z pojiva (sarkomy)

2. Epitelové nadory - vychazejici z epitelu (karcinomy)

3. Neuroektodemové nadory — nadory vychazejici z neuroektodermélnich bunéck
(maligni melanom)

4. Germinalni nadory — pochazejici z germinalnich (zarode¢nych) bunék (seminom,
teratom, embryonalni karcinom)

5. Hematopoetické nadory — nadory krvetvornych tkani (leukemie, lymfomy)

6. Choriokarcinom — vychazi z trofoblastu, ¢asto je soucasti smiSenych nadort

7. Mezoteliom - pochazi z mezotelu, tkané kterd dava vznik pleuralni, perikardidlni a

peritonealni duting

Pokud neexistuje zadna podobnost s vychozi tkani, jsou nadory oznacované jako

nediferencované (Vorlicek a kol. 2012, Becker a kol. 2005).

Grading:

Grading je oznaceni pro stupen vyzralosti nadoru. Je oznacovan pismenem G a jedna
se o velmi dilleZitou terapeutickou a prognosticky vyznamnou veli¢inu. U gradingu miiZeme
rozliSovat Ctyii stupn¢ diferecovanosti. Obecné plati, ze ¢im méné je nador diferencovany,
tim je agresivnéjsi, ale zaroven takeé citlivéjsi k dané lécbe.
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e Gynelze urdit stupen diferenciace
e G; dobfe diferencovany

e G, stfedné diferencovany

e Gg Spatné diferencovany

e Ggnediferencovany

(Becker a kol. 2005)

Staging

Staging slouzi k urceni rozsahu nadoru. Je zde pouzivana celd fada systémi, z nichz
nejfrekventovanéjsi je systém TNM. Tento systém je pouzivan témét pro vSechny nadory,
krom¢ krevnich chorob, které maji svoji specifickou klasifikaci. Zavedeni tohoto systému
znaéné prispélo ke standardizaci klasifikace malignich tumort, a tim 1 ke zlepSeni

prognostickych odhadu.

Hodnoceny jsou tii kategorie:

e T(tumor) - rozsah primarniho nadoru

e N(nodus) - stav regionalnich lymfatickych uzlin a v uré¢itych pfipadech i uzlin
juxtaregionalnich

e M(metastazy) - pfitomnost ¢i nepfitomnost vzdalenych metastaz

Rozsah nadorového ristu je v jednotlivych kategoriich ur€ovan pomoci ¢isla ptidaného
za dané pismeno. Cim je toto &islo v&tsi, tim je rozsah tumoru &i jeho $ifeni v dané kategorii
vy$$i. Neni-li mozné klasifikace stanovit, pouziva se symbol X pro danou kategorii.
V nékterych piipadech se pouzivaji dal§i pomocné symboly, jako naptiklad ,,y* (yTNM),
které slouzi ke klasifikaci béhem terapie nebo po ni, dale ,r* (rTNM) slouzici k urceni
recidivujicich nadort. Pfed zahdjenim 1écby se nejprve uzivd preterapeutickd, klinicka
klasifikace (TNM nebo cTNM) a po chirurgické 1écbé nasleduje klasifikace patologicka
(pPTNM) (Vorlicek a kol. 2012, Becker a kol. 2005).

1.1.5 Melanom
Maligni melanom fadime mezi nejzhoubné;jsi nadory s velkou schopnosti metastazovat
do okolnich tkani. Primarni melanom vznika z pigmentovych bunék — melanocytt, které se

nachdzeji v bazélni vrstvé epidermis. Normdalni funkci melanocytii je produkovat a pienaset
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tmavy pigment melanin do mitoticky aktivnich keratinocyti nachazejicich se v pokoZzce.
Tento preneseny melanin je koncentrovany v perinukledrnim prostoru keratinocytti a
ochranuje jadro pted pusobenim UV zafeni. K transformaci melanocyti mize dojit jak u
pacientii s genetickou predispozici, tak u pacienti zdravych. Presna pricina vzniku
melanomu neni doposud znama, ale existuje fada faktort podilejicich se na jejich zvySeném
vyskytu. Mezi tyto faktory mizeme zaradit vzajemné ptsobeni faktorl zivotniho prostiedi,
akumulace genetickych zmén, aktivace onkogent, inaktivace tumorsupresorovych genii nebo
poruchy v opravach DNA (Tuong a kol. 2012). Melanomy se mohou vyskytovat na kuzi
trupu, koncetin, na ploskdch nohou a dlanich nebo také pod nehty. Kromé kiize se mohou
vyskytovat také na sliznicich dutiny Ustni a nosni nebo také na sliznicich v oblasti anu a
genitalu. Maligni 1éze se mohou objevovat také v oku nebo v jatrech (Céap a kol. 2005).

U maligniho melanomu rozliSujem podle klinicko-histopatologického obrazu a
biologického chovani 4 zakladni typy: lentigo maligna melanom (LMM), superficialné se
§itici melanom (SSM), akrolentigindzni melanom (ALM) a nodularni melanom (NM).

Déleni na klinickd stadia onemocnéni je urCovano pomoci histopatologického
vySetfeni nadoru a lymfatickych uzlin dle Breslowa a Clarka. Breslowova klasifikace je
zalozena na hodnoceni maximalni tloustky nadoru a stanovuje kriteria mortality. Klasifikace

dle Clarka ma mensi vypovédni hodnotu (Ditrichova a Tichy 2006).

Pro rozpoznani melanomu slouzi kromé dermatoskopického vysSetieni také pomocné
pravidlo ABCDE, které poukazuje na podeziclé pigmentové 1éze.
A (asymetry) - asymetrie, nepravidelné okraje
B (border) - okraje rozmazané, neostré, tvoti vybézky
C (color) - barva skvrnita, odstiny hnédé az Cerné
D (diameter) — rozmér vétsi nez 5-6 mm

E (enlargement) - neustalé zvétSovani

Toto pravidlo je vhodné také k samovysettovani, diky kterému se mnozi pacienti

dostavi difve na vySetfeni a zvysi tim Sanci na lepsi prognézu (Cap a kol. 2005).

1.1.5.1 Melanom B16-F10
Modely mySich melanomil jsou znamy jiz od pocatku 20. stol, kdy melanom spontanné

vznikl na inbrednich kmenech mysi. Tyto spontanni melanomy byly dobie



transplantovatelné na kongennich mysich a bylo také mozné je studovat a kultivovat in vitro
(Damsky a Bosenberg 2010). Pravdépodobné nejznamé;jsim typem je melanom B16, ktery se
stal velmi vyznamnym pro onkologické vyzkumy. Byl pouzit jak ke studiu solidniho tumoru,
tak metastaz. Tato bunécna linie vznikla v roce 1954 na mysich C57BL/6J a od roku 1970 se
hojn¢ vyuziva ke kultivaci a studiu metastaz, které¢ vznikaji prevazné v plicich, jatrech a
slezing (Teicher a kol. 2011).

U tohoto mys$iho melanomu rozliSujeme 4 bunééné linie B16-FO, B16-F1, B16-F10 a
B16-BL6. Nami pouzivany model B16-F10 vykazuje velmi dobrou schopnost metastazovat
do plic (Nakamura a kol. 2001).

1.1.6 Sarkom

Sarkomy patii mezi vzacné maligni tumory, protoze tvoii u dospélych osob pouze 1%
vSech malignit a u déti zpusobuji okolo 6-8% nadorovych onemocnéni (Adamkova
Krakorova 2010). Sarkomy meékkych tkani jsou heterogenni skupinou malignich tumort,
které vychazeji z mezenchymalnich bunék. Tyto buiiky se za normalnich okolnosti
preménuji na svalovou nebo tukovou tkan, vazivo, kost nebo chrupavku. Objevit se mohou
kdekoliv v téle, nejcastéji se vSak objevuji na koncetinach, trupu, retroperitoneu a v oblasti
hlavy a krku. U sarkomu je obecné znamy sklon k hematogennimu metastazovani do plic a
skeletu nebo také u sarkomil retroperitonea do jater. Metastazovani do CNS je pomérné

vzacné (Adamkova Krakorova 2010, Lovas a kol. 2010).

1.1.6.1 Sarkom S-180

Sarkom 180 (znamy také jako Crockertv nador) vznikl u mysi jako spontanni nador
epitelialni tkan¢ v podpazni oblasti. Byl objeven v roce 1914 doktorem W. H. Woglomem
v Crockerové laboratofi ve Spojenych statech (Zuckerberg 1973). Sarkom 180 se vyznacuje
velmi rychlym rstem a témét uplnou absenci metastaz, miize se u n¢j objevit také spontanni

regrese, ktera je spojena se snizujici se fosfolipidovou aktivitou (Jones a kol. 1939).

1.2 Imunitni systém a nadorové bujeni

Imunitni systém je sloZitd soustava bunék, tkdni a organi, kterd ma za kol pomoci
ostatnich soustav téla rozpoznat podnéty z vnéjsiho 1 vnitiniho prosttedi a vyhodnotit jejich

mozné dopady na homeostdzu a v pottebnych piipadech na né reagovat. Imunitni systém je
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tvofen dvéma slozkami - pfirozenou (nespecifickou) a ziskanou (specifickou) imunitou. Obé
tyto slozky spolu spolupracuji a funguji jako celek. Specifickd imunita zahrnuje pisobeni T-
lymfocytt, které jsou zodpovédné za bunkami zprostiedkovanou imunitu a dale také B-

lymfocyty, jejichz uloha spoc¢iva v produkci protilatek (Krejsek a kol. 2005).

1.2.1 Protinadorova imunologie

Protinadorova terapie se uz odedavna pokousi nalézt pochopeni vzajemného vztahu
nadoru a imunitniho systému a vyuziti této znalosti pro efektivni 1é¢bu. V Casnych fazich
vyvoje nadoru je imunitni systém schopen kontrolovat rlst nadorovych bunék,
S postupujicim rastem vSak zacinaji imunitni mechanismy selhdvat a casto dokonce
podporuji proliferaci nadorovych bungk.

Nédorova imunologie ma pomérné dlouhou historii. Za jejiho zakladatele povaZzujeme
Paula Ehrlicha, ktery jako prvni pfiSel s hypotézou, Ze imunitni systém aktivné kontroluje
organy a tkané tak, aby dokazal véas zachytit a zniCit transformované bunky. Z fad
praktickych onkologl velmi vyznamné ptispél k rozvoji oboru William Coley, ktery zavedl
prvni GspéSnou imunoterapii, zaloZzenou na nespecifické aktivaci imunitniho systému smeési
bakterialnich kultur. Teoretick¢ zaklady oboru byly polozeny ve 40. a 50. letech, kdy se
podatilo transplantovat nador do inbrednich kment mysi. Diky tomu se podafilo ukazat, ze u

transplantovaného nadoru dochazi k indukei specifické imunitni odpovédi (Hatina 2005).

1.2.2 Vzajemny vztah nadoru a imunitniho systému

Podle poznatk védy prochazi imunitni odpovéd’ cilena proti nddorim tiemi stadii.
V prvnim stddiu imunitniho dozoru (immunosurveillance) rozpoznava imunitni systém
maligni transformované bunky jako cizi latky a odstanuje je diive, nez daji vznik tumoru.
Tato teorie imunitniho dozoru je podpofena i1 faktem, Ze u imunosuprimovanych pacientt
bylo zaznamendno vétsi procento vzniku nadorového onemocnéni nez u lidi s plné funkénim
imunitnim systémem. DalSi fazi je stddium rovnovahy (equilibrium), pfi kterém zlstava
populace nadorovych bunék neménnd, klinicky ji vSak nemiizeme detekovat a ani imunitni
systém ji nedokaze eliminovat. Pokud nador unikne destrukénimu plisobeni imunitniho
systému (escape) dojde K plnému rozvinuti nadoru. Téchto unikovych mechanismi vyuZzivaji
nadorové bunky celou fadu. (Finn 2008).
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1.2.3 Mechanismy uniku imunitnimu systému

Nédorové bunky jsou schopny v prubéhu naddorové proliferace aktivovat mechanismy
uniku z imunitni kontroly, a diky tomu nejsou nijak omezovany ve svém rastu. Za nekteré
tyto mechanismy jsou zodpovédné samotné nddorové buiniky a na nékterych se podili
pridruzené populace imunitnich bungk a to pfedevsim tumor asociované makrofagy (TAM) a
CD4+CD25+ regulacni lymfocyty. V zadsadé muizeme tyto mechanismy piifadit do dvou
skupin - jednim z nich je mechanismus umlceni efektord protinddorové imunity a druhy
mechanismus spociva ve ztraté struktur, které se nachazeji na povrchu nadorovych bunék a
umoziuji jejich rozpoznani imunitnim systémem (Hatina 2005).

Jednim z nejdulezitéjSich mechanismt rezistence je odolavani nadorovych bungk
indukované apoptdze. Nadorové bunky exprimuji na svém povrchu velké mnozstvi Fas
ligandu. Fas ligand je transmembranovy protein, ktery patii do rodiny TNF a interaguje s Fas
receptorem, coz vede k apoptéze citlivych cilovych bunék. Nadorové bunky ale zabratuji
expresi Fas receptoru na svém povrchu, pticemz produkce Fas ligandu je zvySena. Kromé
toho se také predpoklada, ze produkovani Fas ligandu nddorovymi buiikami dokaze vyvolat
apoptozu u Fas — pozitivnich T lymfocytt, coz vede ke snizeni pocétu efektorovych bunék
imunitniho systému (Rabinovich a kol. 2010).

Dal$im vyznamnym faktorem hrajicim roli ve snizené imunitni odpovédi vii¢i nadoru
jsou proteiny typu DAF (decay accelerating factor) — CD55. DAF je membranovy protein,
ktery ma za kol regulovat C3 a C5 konvertazu z klasické i alternativni cesty komplementu.
Jedna se o membranovou slozku lidskych erytrocytli, neutrofilti, lymfocyti, monocytt,
krevnich desticek a endotelialnich bunék. DAF funguje jako ochrance hostitelské bunky pred
poskozenim autologné aktivovanym komplementem (Fujita a kol. 1987). Protein DAF byl
také objeven u nadorovych bunék tady tumord, proto je povazovan za ochranny faktor pro
nadorové bunky proti komplementem vyvolané cytotoxicité (Koretz a kol. 1992).

Dal$im moZnym zpisobem jak se nadorové bunky vyhybaji imunitnimu systému, je
ztrata rozpoznavacich struktur. NejbéZnéji se jednd o ztratu exprese MHC glykoproteint 1.
ttidy nebo o ztatu exprese tumor asociovanych antigeni. MHC 1 se nachazeji téméft na vSech
bunikach, prezentuji antigenni peptidy patogenti a endogenni vlastni peptidy. MHC 1 jsou
rozeznavany pomoci receptoru na povrchu T lymfocytii (TCR) a ¢astecné také pomoci NK
strategii, jak se nddorové buiky vyhybaji cytotoxickym T lymfocytim. Ke ztraté této
exprese muze dojit dvéma riznymi mechanismy. Jednim =z nich miZze byt ztrata

chromozomu 6 (kde jsou kodované tézké fetézce MHC I) nebo ¢asteCnou deleci genu
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ptipadné transkripéni chybou alely tfidy I. Dalsim moznym mechanismem vedoucim ke
snizeni exprese MHC I mtze byt bud’ ztrata nebo dysfunkce urcitych gent (LMP2, LMP7,
TAP-1, TAP-2) (Khanna 1998).

Velké mnozstvi lidskych nadorG produkuje také enzym nazyvany indoleamin-2,3
dioxygenasa (IDO). Tento enzym obsahuje hem, ktery katalyzuje oxidativni rozpad
tryptofanu ptes kynureninovou drahu. Byl znam jiz dfive diky své roli, kdy navozuje
matefskou toleranci proti antigenim plodu a nedavno byl také zaznamenan jako regulator
autoimunity. Bylo prokazano, Ze nadory se zvySenou expresi IDO rostou agresivnéji a
soucasné snizuji akumulaci aktivovanych T-lymfocytd. Zajimavé je také zjisténi, ze pfi
podavani IDO inhibitoru 1-metyltryptofanu dochazi ke snizeni velikosti nadoru a ke
stimulaci protinadorové CTL odpovédi (Rabinovich a kol. 2010, Finn 2008).

Odlisnym zpasobem, kterym se nadorové buiky brani imunitnimu systému, je tvorba
regulacnich T-lymfocytd (Treg). Tyto Treg buiky jsou schopny ucinné inhibice
efektorovych bun¢k (CTL), ktera mtze byt zpisobena bud’ pfimym bunéénym kontaktem
nebo sekreci imunosupresivnich cytokini a to predevsim TGF- a IL10 (Hatina 2005).

Malo zminovanym problémem protinddorové imunitni odpovédi je imunodominance.
Problém imunodominance spoc¢ivd v tom, ze piestoze nadorova builka exprimuje na svém
povrchu fadu epitopli, imunitni systém neni schopen soubézné na n¢ reagovat. Pfedmétem
imunitni odpovédi v daném cCase se stava pouze n€kolik malo antigenu, které se oznacuji
jako imunodominantni. Tato antigenni hierarchie napomaha selekci a progresi nadorovych
klonu diky tomu, Ze ostatni antigeny se stavaji pro imunitni systém neviditelnymi (Hatina

2005).

1.3 Vrozena imunita a nadorova onemocnéni

Imunita vrozena je fylogeneticky star$i slozkou imunitniho systému a setkat se s ni
muzeme jiz u hlistic. Po setkéani s patogenem se piirozena imunita ihned aktivuje, bohuzel
ale nedochazi k tvorbé imunologické paméti. Soucasti vrozené imunity jsou anatomickeé,
fyzikalni a chemické bariéry na povrchu téla. Po prekonani téchto prvotnich bariér, uplatiiuji
svou funkci bunky nespecifické imunity, které maji schopnost internalizovat
mikroorganismy, uvolilovat prozanétlivé piisobici latky a cytotoxicky nicit infek¢éni agens
nebo infikované bunky. Mezi buiiky vrozené imunity fadime makrofagy, granulocyty,
dendritické buiiky, Zirné buiiky a NK bunky (pfirozeni zabije¢i). Velmi dileZitou roli hraje
také humoralni slozka vrozené imunity, kterd zahrnuje komplementovy a interferonovy
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systém. Jest¢ doneddvna byla pfirozend imunita povazovdna za témét bezvyznamnou
primitivni slozku imunitniho systému, ktera pro svou funkci vyzaduje pomoc od specifické
imunity. Tento pohled se zménil po zjiSténi, ze bunky vrozené imunity maji na svém
povrchu velké mnozstvi receptorti, které se nazyvaji PRRs (Pathogen Recognition
Receptors). Tyto receptory maji za kol rozeznavat nebezpeéné vzory mikroorganismu
PAMPs (Pathogen Associated Molecular Patterns), které jsou nezbytné pro preziti
mikroorganismu a proto je pro n¢ velmi obtizné je néjak zménit (Krejsek a kol. 2005,
Medzhitov a Janeway 2000).

Jinymi molekularnimi vzory, diky kterym mulze imunitni systém rozpoznavat
imunologické nebezpeci, jsou damage-associated molecular patterns (DAMPs). DAMPs jsou
molekuly, které jsou upregulovany a uvoliiovdny béhem 1yzy bunc¢k a poSkozeni tkani.
Nalézt je mizeme b&hem infekce a sterilniho zanétu. Mezi zastupce DAMPs fadime high
mobility group box 1 (HMGB1), heat shock proteiny (HSPs) a kyselinu moc¢ovou (Turvey a
Broide 2010).

1.3.1 PRRs — pathogen (pattern) recognition receptors

Receptory PRRs mizeme najit na fad¢ efektorovych bunék ptirozené imunity, a to
piredevSim na antigen prezentujicich buiikach. Diky témto receptorim je imunitni odpoveéd
velmi rychla, protoze jakmile tyto receptory rozpoznaji PAMPs spousti okamzité¢ své
efektorové funkce a necekaji, az budou proliferovat. Podle funkce mizeme PRRs rozd¢lit do
tfi skupin: sekretované, endocytarni a signalni.

Endocytarni receptory miizeme nalézt na povrchu fagocyta. Pti rozpoznani PAMPs na
povrchu mikrobidlnich bunék zprostfedkovavaji tyto receptory dodani patogentt do
lysozomtl, kde jsou zniceny. Proteiny odvozené od patogenu mohou byt dale zpracovany a
vysledny peptid miize byt prezentovan pomoci hlavniho histokompatibilniho systému
(MHC) na povrchu antigen prezentujicich bunck. Mezi endocytdrni PRRs tadime
makrofagovy receptor pro manézu (MR), Dectin-1 (receptor p-glukanu), formylpeptidové
receptory (FPR) a scavengerové receptory.

Sekretované receptory plisobi jako opsoniny, protoze se vazou na povrch
mikrobidlnich bunéénych stén a oznaCuji je, aby byly snadno rozpoznatelné
komplementovym systémem a fagocyty. NejznadméjSim receptorem této tfidy je MBL

(mannan-binding lectin).
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Signalni receptory maji za ukol rozpozndvat PAMPs a aktivovat drdhu signalni
transdukce, ktera indukuje expresi fady gent, které jsou zodpovédné za imunitni odpovéd..
Muzeme sem zatradit geny pro prozanétlivé cytokiny a nékteré kostimulacni molekuly. Mezi
signalni receptory fadime predevs§im membranoveé vazané TLR (Toll-like receptory), které
pravdépodobné hraji zasadni roli v indukci imunitni a zanétlivé odpovédi (Medzhitov a
Janeway 2000). Jednotlivé TLR jsou rozdilné rozlozeny v bunice. TLR 1, 2, 4, 5, 6 a 10 jsou
exprimovany na povrchu bun€k, zatimco TLR 3, 7, 8 a 9 jsou v intraceluldrnich oddilech,
jako jsou endozomy (fagolysozomy) (Takeda a Akira 2005).

Dalsi skupinou signalnich receptorti jsou cytoplazmatické NOD-like receptory (NLRS),
které hraji vyznamnou roli v rozpoznani intracelularnich patogenti. Rodina NLR zahrnuje
nékolik podrodin, které jsou rozliSitelné podle jejich N-termindlni efektorové domény.
Existuji Ctyfi tyto N-terminalni domény: kyseld transaktivacni doména, pyrinovd doména
(PYD), CARD (caspase recruitment domain) a BIR (baculoviral inhibitory repeat) — like
doména. Vyznamnou podrodinou je napt. NLRCs (diive NOD), kde NLRC1 rozpoznava
mesodiaminopimelovou kyselinu a NLRC2 rozpozndva muramyl dipeptid, coz jsou
produkty ziskané z peptidoglykanu. Dalsi podrodinou je NLRP, jejiz ¢lenové (NLRP1 a
NLRP3) zprostiedkovavaji tvorbu inflamasomtii, coz jsou multiproteinové komplexy
schopné aktivovat kaspazu-1. Tato aktivace vede k sekreci IL-1f, IL-18 a IL-33 (Ting a kol.
2008).

1.3.2 Komplement

Komplement je souborny nazev komplexni skupiny asi tficeti proteini a
glykoproteinii, které mizeme nalézt v krvi, plasm¢ a na povrchu vSech bunck obratlovct.
Aktivace komplementu je kaskaddovy a postupny proces, kdy kazdy protein aktivuje néjaky
dalsi. Jednotlivé slozky jsou oznafeny C1- C9 a nazvy vznikajicich produktl jsou vytvofeny
ptidanim malého pismene (C4a, C3b, atd.). Klicovou udalosti v aktivaci komplementu je
tvorba enzymu C3-konvertazy, ktera $tépi slozku C3. Tento krok se objevuje ve vSech tfech
cestach aktivace komplementu. Témito tfemi cestami aktivace komplementu je klasicka
cesta, alternativni a lektinova cesta. Kone¢nym produktem je potom komplex proteini MAC
(membrane attack komplex), ktery ma schopnost narusovat membranu patogenid, coz
nakonec vede az k lyze bakterialni buriky (Pathak a Palan 2005).

Klasicka cesta komplementu je zahdjena vazbou a aktivaci slozky C1, ke které dochézi

pomoci komplexu antigen-protilatka. Schopnost navazat C1 slozku komplementu maji jen
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nékteré tfidy imunoglobulind, a to 1gG a IgM. Lektinovd drdha maze byt aktivovana diky
komplexu MBL (mannose-binding lectin) a snim asociovanou serinovou proteazou
(MASP1 nebo MASP2). Jakmile MBL navaze manan na povrchu mikroorganismi, MASP
miize Stépit a aktivovat C3, C4 a C2 slozku komplementu. Poslednim typem je draha
alternativni, kterd je aktivovana pusobenim fady mikroorganismi véetné bakterii, hub a
prvoka. Ackoliv je zahdjeni aktivace v zdsad¢ proces nezavisly na protilatkach, agregované
protilaitky mohou zvysit aktivacni proces. Zasadnim krokem pro aktivaci je vytvofeni
n¢kolika molekul C3b. Nativni C3 ma thioesterovou vazbu, kterd ma sklon spontdnné
hydrolyzovat. Stopové mnozstvi C3b muze byt tedy patrné i v normalnim séru a za

vhodnych podminek aktivovat alternativni cestu (Pathak a Palan 2005).

1.3.3 Cytokiny a rakovina

Cytokiny jsou sekretované polypeptidy, které ovliviiuji téméf vSechny biologické
procesy Vtéle. Ovliviiuji napiiklad embryonalni vyvoj, patogenezi onemocnéni,
nespecifickou odpovéd’ na antigen, zmény kognitivnich funkci a progresi degenerativnich
procesu starnuti. Cytokiny mtiizeme nalézt také pti diferenciaci kmenovych bunck, mizou
hrat roli v u¢innosti vakciny nebo pii odmitnuti §t€pu. Do skupiny ozna¢ované jako cytokiny
zafazujeme interferony, interleukiny, chemokiny, rGstové faktory, tumor nekrotizujici
faktory a adipokiny. Jednotlivé cytokiny Casto vyvolavaji syntézu jiného cytokinu, coz vede
ke kaskadovité reakci, kde kone¢né pisobeni ma az druhy nebo tieti cytokin. Pusobeni
cytokinti je velmi silné, proto i velmi mala koncentrace (pg) vyvolava biologickou odpovéd..
Podle funkce mizeme cytokiny dé€lit na prozanétlivé, mezi které fadime napi. TNFa, IL-6,
IL-1B, IL-8 a IFNy. Druhou skupinou jsou cytokiny protizanétlivé, jako je TGF-f. Nékteré
zZ téchto cytokinti mohou mit funkci jak prozanétlivou, tak protizanétlivou (Dinarello 2007,
Shaikh 2011).

Vyznamnou roli hraji cytokiny také v nddorovém bujeni. Svym plisobenim mohou bud’
potlaovat rist nadoru a jeho progresi nebo naopak mohou jejich rlst podporovat, tlumit

apoptozu a  podpofit jejich invazivitu a metastazovani (Dranoff  2004).
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1.3.4 Piehled nékterych pro a protizanétlivych cytokini a jejich role

V nadorovém bujeni

1.3.4.1 TNFa (tumor necrosis factor a)

TNFa neboli kachektin se vyskytuje jako trimer a je jednim z produktl aktivovanych
makrofagii/monocyti, fibroblastl, mastocyt, nékterych T lymfocytd a NK bunék. Jeho
hlavni funkce spociva v iniciaci zanétlivé odpovédi a vyvolani akutni faze zanétu. TNFa
muze vyvolavat horecku, a to bud’ ptimo stimulaci syntézy PGE2 nebo nepfimo uvolnénim
IL-1. TNFa stimuluje produkci i dal§ich cytokind jako napf. IL-6, IL-8 a IFNy (Shaikh
2011).

TNFa produkovany rakovinnymi buiikami nebo buitkami zanétu, probihajiciho v okoli
nadoru, mize podporovat piezivani nadorovych bunék prostfednictvim NFkB zavislych
apoptotickych molekul. U TNFa bylo také zjisténo, ze stimuluje iniciaci nadoru produkci
genotoxickych molekul (napt. NO a ROS), které mohou vést k poskozeni DNA a ke vzniku
mutaci. Produkce TNFa podporuje také progresi nadoru, podporuje angiogenezi a
metastazovani a dale také potlacuje imunitni dozor poskozenim T bunc¢k a cytotoxickeé
aktivity aktivovanych makrofagi. Bylo pozorovano, Ze zvySena produkce TNFa vede
Kk narGstu  vzniku nékterych nadort, jako naptiklad mnohocetného myelomu,
hepatocelularniho karcinomu, rakoviny zaludku, prsu a nékterych dalSich (Lin a Karin

2007).

1.3.4.2 IL-1p (interleukin-1p)

IL-1B je produkovan zejména mononuklearnimi fagocyty, fibroblasty, keratinocyty a
dale také T a B lymfocyty. IL-1B hraje vyznamnou roli v zanétlivém procesu, ma degradacni
a rust podporujici G€inky a stejné¢ jako TNFa mulze vyvolat horeCku zvySenim syntézy
prostaglandinu E2 (PGE2). Kromé toho muze také podporovat uvoliiovani histaminu ze
zirnych bunék v misté¢ zanétu. Tim histamin spousti brzkou vazodilataci a zvySuje cévni
propustnost. Prozanétliva funkce IL-1p mlze byt potlacena pomoci jeho antagonisty IL-1ra
(1L-1 receptor agonist) (Shaikh 2011).

Svou roli hraje IL-1p také v nadorovém rustu, kde bylo prokazano, ze zvySuje
invazivitu a metastazovani. Exprese IL-1p v misté vzniku nddoru zvysuje expresi adheznich
molekul na endotelidlnich a malignich buiikdch, usnadiluje vstup malignich bunék do

krevniho feCisté a jejich nasledné Sifeni do okolnich tkani (Voronov a kol. 2002).
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1.3.4.3 IL-6 (interleukin-6)

IL-6 je cytokin produkovany fadou rdznych bunék zahrnujicich mononukledrni
fagocyty, T-bunky a fibroblasty. Pisobi jako rustovy faktor pro B-lymfocyty a podporuje
jejich kone¢né dozravani v protilatky produkujici plasmatické buiiky. Dale se také podili na
aktivaci a diferenciaci T-lymfocyti, napomaha produkci IL-2 a jeho receptoru a naopak
potlacuje tvorbu TNF. Ackoliv je IL-6 vétSinou povazovan za prozanétlivy cytokin, protoze
iniciuje tvorbu proteini akutni fize zanétu, vykazuje také protizanétlivé vlastnosti. IL-6
snizuje tvorbu jinych cytokini jako napf. IL-1 nebo TNF, takze snizuje tvorbu
prozanétlivych cytokini a naopak mirné¢ zvysuje syntézu protizanétlivych cytokinii (napf.
IL-10, TGF) (Shaikh 2011).

Své opodstatnéni ma IL-6 také v tumorigenezi, kde podporuje proliferaci malignich
bunék a potlacuje jejich apoptézu, mize mit ale i funkci opacnou, kdy tlumi rtst bun¢k. Je
znamo, ze hraje zasadni roli v rastu lidského mnohocetného myelomu, bylo zaznamenano

také zvySené riziko vzniku Hodgkinova lymfomu a Kaposiho sarkomu (Lin a Karin 2007).

1.3.4.4 IL-8 (interleukin-8)

IL-8 patii do skupiny tzv. chemokint, a je tedy zodpovédny za chemotaktickou
migraci a aktivaci neutrofili a dalSich bunék (jako jsou monocyty, lymfocyty, basofily a
eozinofily) v misté¢ zanétu. Hlavni zanétliva funkce tohoto interleukinu je dana jeho
chemotaktickymi u¢inky na neutrofily a schopnosti stimulovat granulocytarni aktivitu. Diky
této funkci byl diive nazyvan neutrofilni chemotakticky faktor (NCF) nebo neutrofily
aktivujici protein (NAP-1). Krom¢ toho je IL-8 spole¢né s IL-1 a TNFo zahrnut do naboru
neutrofill, ke kterému dochéazi pomoci upregulace exprese bunéénych adhezivnich molekul
(ELAM-1, ICAM-1), ¢imz zvySuje adherenci neutrofili k endotelidlnim butikam a usnadfiuje
jejich diapedézu pies stény cév (Shaikh 2011).

ZvySena exprese IL-8 (nebo jeho receptori) byla zaznamendna na rakovinnych
buiikéch, endotelidlnich buiikéch, infiltrujicich neutrofilech a makrofdzich asociovanych
snadory (TAM), coZz poukazuje na to, Ze tento interleukin mize plsobit jako dilezity
regulacni faktor vyskytujici se v mikroprostiedi nadoru. Zvysena produkce IL-8 podporuje
také angiogenezi, proliferaci, metastazovani, prodluzuje pfeziti endotelialnich a rakovinnych

bungk a zesiluje jejich migraci do mista nadoru (Waugh a Wilson 2008).
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1.3.4.5 IFNy (interferon y)

IFNy dfive nazyvany makrofagy aktivujici faktor vyvolava stimulaci makrofagt, ¢imz
dochazi k pfimé antimikrobidlni a antitumoralni aktivité. Je produkovan pirevazné T-
lymfocyty, NK bunkami, dendritickymi buitkami a makrofagy. IFNy fidi rast, dozravani a
diferenciaci riznych typt bunék, dale také zvySuje aktivitu NK bungk a reguluje funkce B-
lymfocytt, jako je naptiklad produkce imunoglobulind. VétSina téchto procesti vyvolanych
IFNy vede ke zvySenému imunitnimu dozoru a zvySené funkci béhem infekce (Schroder a
kol. 2004).

IFNy ma oproti véts$iné cytokinll protinadorové ucinky. V ptipadé nedostatku tohoto
interferonu byla zaznamenéana zvySena tvorba nadoru, zpisobena mnoha mechanismy. Mezi
tyto mechanismy muzeme zafadit oslabeni kontroly riustu cilovych bunék a apoptozy,
zvy$enou angiogenezi a zhorsené hojeni ran. Spatna bunééna imunita ma vyznamnou roli v
tom, ze IFNy muze zvysit expresi MHCI na nadoru a tim zvysit imunogenicitu (Dranoff
2004).

1.3.4.6 TGF-p (transforming growth factor §§)

Tento cytokin je produkovan T-lymfocyty, destiCkami a monocyty. Inhibuje proliferaci
a aktivaci T-lymfocytti a NK bun¢k a mize hrat vyznamnou roli pii zanétu. V misté zranéni
je TGF-B uchovavan v destickach a uvolni se po degranulaci, tim pak ovlivni monocyty a
jiné leukocyty vtomto misté. TGF-f ma schopnost pozitivné ovliviiovat svoji vlastni
produkci a také vyvoj a ukladani bunék extracelularni matrix. Podili se také na zvySené
expresi integrini vedoucich ke zvySené adhezi bunck. Jako nékteré jiné cytokiny ma i TGF-
B jak prozanétlivé tak protizanétlivé ucinky. Jeho produkce mize piisobit antagonisticky na
jiné cytokiny nebo ristové faktory, nebo miZze pozménovat jejich funkci. Pfitomnost
ostatnich cytokini mtize formovat odpovéd’ na TGF-B, a konecny efekt se mtize lisit
Vv zavislosti na aktiva¢nim stavu buiniky. TGF-B Casto zvySuje imunitni aktivitu v lokalnich
tkanich a naopak potlac¢uje imunitni odpoveéd’ v cirkulaci (Shaikh 2011).

TGF-B mize plsobit bud’ jako tumor supresor nebo také jako vyznamny stimulator
nadorového rlstu, invaze a metastazovani. V ¢asnych stadiich tvorby nadorii plisobi tento
cytokin pfimo na nadorové buiiky a potlacuje nadorovy rist. Nicméné, jak nddor roste,
genetické a/nebo biochemické zmény umozZni TGF-B podporovat progresi jak samotné
nadorové bunky tak také nemaligni stromalni buniky. Naptiiklad karcinomy c¢asto vylucuji
zvySené mnozstvi TGF-B a tim dochazi ke zvySené invazi tkané a metastazovani. Zmény

vyvolané produkci TGF-B v mikroprostiedi nadoru podporuji angiogenezi a potlacuji
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nadorove specifické CD8+T lymfocyty, coz také vede k vyvoji nddoru. TGF-f je povazovan
mohou vyznamné potlacovat imunitni odpovéd’ hostitele, navodit vlastni toleranci a navic
také mit inhibi¢ni U¢inek na nadorovou imunoterapii. Treg hraji dilezitou roli také
vV udrzovani periferni imunitni tolerance. Treg inhibuje proliferaci a efektorové funkce
béznych CD4+ a CD8+ T lymfocyt, natural killer T (NKT) bunck, B lymfocytd,
dendritickych bun¢k, NK bun¢k a monocytll/ makrofagl, ¢imz dochéazi k zvyseni progrese
nadoru. Oba tyto imunologické mediatory (TGF-P a Treg) ptsobi spole¢né, protoze TGF-
podporuje tvorbu Treg a zaroven je druhem cytokinu produkovany témito buiikami a také
samotnymi nddorovymi buitkami. Konecnd funkce TGF-B a to jak supresivni nebo
progresivni mize byt zavisla na stupni a typu nadorovych bunék (Lin a Karin 2007, Maeda
Oda a kol. 2012).

1.3.5 Buiiky vrozené imunity podilejici se v protinadorové aktivité

Pfirozeny imunitni systém ¢lovéka je slozen z riznych typli imunitnich bunék, jsou to
zejména neutrofily, monocyty/makrofagy, mastocyty, piirozeni zabije¢i (NK burnky) a
dendritické¢ bunky. Tyto bunky produkuji fadu rozpustnych mediatorii, které spolecné
S imunitnimi ~ buitkami  tvofi UCinny obranny mechanismus proti patogennim

mikroorganismim (Kumar a Sharma 2010).

1.3.5.1 Neutrofily

Neutrofily (polymorfonuklearni lymfocyty PMN) jsou velmi dualezitou slozkou
vrozené imunity a hraji zde prvni linii obrany. Neutrofily jsou povazovany za silné zanétlivé
buniky, které zplsobuji zanétlivé poskozeni tkané. Kromé zanétu ptisobi také jako prvni
buiiky, které migruji do mista infekce nebo zanctu, aby zamezily piisobeni infekéni ¢astice a
odstranily ji. Dale také vysilaji signaly ostatnim buitkam vrozené imunity, aby upozornily na
cizi hrozbu (Kumar a Sharma 2010).

Aktivni vycestovani neutrofilii do mista zdnétu je pro vrozenou imunitu velmi dilezité.
Tento né€kolikastupniovy proces zahrnuje mobilizaci neutrofilli z cirkulace a kostni diené
vyvolanou chemotaktickymi faktory. Jednim z nejsilnéjSich chemoatraktant pro neutrofily
je interleukin 8 (IL-8). Bakterie také produkuji molekuly, jako je napf. N-formylovany
peptid, které piimo lakaji neutrofily do mista své produkce. Hlavni funkci téchto
chemoatraktantii je, Ze mohou pomoci neutrofilim silngji plisobit, a tim usnadfiuji obranu

hostitele (Kobayashi a kol. 2005).
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Ukazuje se, ze neutrofily jsou velmi dilezité pro zvySenou adhezi, fagocytozu,
produkci ROS (reaktivnich forem kysliku), sekreci cytokinti, syntézu leukotrient,
degranulaci a baktericidni aktivitu.

K fagocytdoze dochazi diky tomu, ze na povrchu neutrofili je fada receptori
rozpoznavajicich nejriznéjsi PAMPs. Témito receptory jsou piedevsim TLRs, CD14 a
receptory rozpoznavajici peptidoglykany. Fagocytdéza mikroorganismi spousti generaci
superoxidovych radikalii a dalSich sekundarné odvozenych ROS, jako je peroxid vodiku,
kyselina chlorna, hydroxylové radikaly a chloraminy, které ptisobi jako silné mikrobicidni
latky. Soucasné s produkci ROS, cytoplazmaticka granula fuzuji s fagozomy obsahujicimi
bakterie (degranulace), tim obohati lumen vakuoly o antimikrobialni peptidy a proteazy
(Kobayashi a kol. 2005).

Ukazalo se, Ze mikrobicidni aktivita ROS je vyrazné zvySena pomoci myeloperoxidazy
(MPO), coz je hojné se vyskytujici hemoprotein uchovavany v azurofilnich granulech.
Béhem aktivace bunky je MPO zaméfena na vytvofeni fagozomu a katalyzuje reakci
s chloridem a peroxidem vodiku a dava vznik kyseliné¢ chlorné, coz je silnd mikrobicidni
latka.  Zajimavé ale je, ze lidé s deficitem MPO nejsou nachylnéjsi k infekcim, a
pravdépodobné superoxid, peroxid vodiku a komponenty granul mohou velmi dobie
kompenzovat tento nedostatek (Kobayashi a kol. 2005).

Fagocyt6za neutrofilli vyvolavd mobilizaci cytoplazmatickych granul, které poté bud’
splynou s plazmatickou membranou (exocytéza) nebo sfagozomem. Pokud dojde ke
splynuti azurofilnich granul s fagozomem, obohati se lumen vakuoly velkym poctem
antimikrobialnich peptidli v¢etné a-defensint, katepsind, proteinasy 3, elastazy, azurocidinu
a lysozomu. Degranulace také obohacuje fagozom komponenty specifickych granul jako je
flavocytochrom bssg a lactoferin, které zvysuji antimikrobialni potencial (Kobayashi a kol.
2005).

Jak jiz bylo zminéno pii degranulaci, pro spravnou funkci jsou neutrofily naplnéné
fadou riznych cytotoxickych granul obohacenych riznymi antimikrobialnimi molekulami,
jako jsou Kationické peptidy, proteazy, laktoferin, myeloperoxidaza a dal$i. Na zakladé
ptitomnosti nebo chybéni myeloperoxidizy (MPO) muizeme tato granula rozdélit na
peroxidaza pozitivni granula (také znamé jako primarni azurofilni granula) nebo peroxidaza
negativni granula (tzv. specificka nebo sekundarni granula). Exocytoza téchto neutrofilnich
(jako jsou azurofilni a specifickda granula), vykazuji velmi malou schopnost exocytozy

béhem infekce nebo zanétu. Naopak ale granula, kterd jsou tvofena pozdé&ji pii zrani
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neutrofilu napt. zelatinasova granula a sekretované vezikuly, vykazuji exocytézu daleko
snadné&ji (Kumar a Sharma 2010). K pfesunu a exocytdze granul vyZaduje neutrofil zvysené
mnoZstvi intracelularnfho Ca®*, dale také hydrolyzu ATP (adenosintrifosfatu) a GTP
(guanosintrifosfatu). Je pravdépodobné, ze tento proces zahrnuje aktivaci a nabor mnoha
riznych signalnich molekul, z nich pouze n¢které jsou znamy (Lacy 2006).

Dalsi moznosti, jak muize neutrofil regulovat zanétlivé procesy nebo odstranovat
mikroby, je vytvofeni extracelularnich siti NETs (neutrophil extracellular traps). Tyto sité
jsou vytvafeny v dusledku extracelularniho uvoliovani jaderného obsahu. NETS jsou
slozeny z rozvolnéné¢ho chromatinového materidlu a nékterych granularnich a
cytoplasmatickych proteini. Tyto sit€é dokazou navazat jak G- tak G+ bakterie, a diky
vysokému obsahu serinové protedazy mohou snadno zniCit faktory virulence a usmrtit
bakterie. V nedavné dob¢ byly popsany dva typy téchto siti. P¥i prvnim se NETs uvoliuji
Z umirajicich neutrofild, a tak zahrnuji mechanismus bunééné smrti. V druhém mechanismu
dochazi k uvoliovani chromatinu spole¢né se serinovymi proteasami z neposSkozenych
neutrofil. K prvnimu mechanismus tvorby NETs dochazi po 2-3 hodindch po vystaveni
forbol myristat (PMA), ktery je soucasti nékterych bakterii (S. aureus, C. albicans). Druhy
proces nastavd po rozpoznani LPS nebo patogennich bakterii pomoci neutrofili nebo
krevnich desti¢ek. Tvorba téchto typu siti nastava velmi rychle a to v fadu n¢kolika minut po
vystaveni podnétu. Tento druhy typ tvorby siti je spojen s cévni obstrukci, ktera je
pozorovana béhem sepse. V prubéhu tézké sepse piisobi desticky prosttednictvim TLR 4
jako barometr pro systémové infekce. Desticky se vehementné vazou k izolovanym
neutrofilim a to vede béhem nékolika minut k tvorbé siti. Tyto sité¢ pfitomné v krevnim
obéhu mohou zptlisobit poskozeni endotelidlnich bunék a poSkozeni jater. Ptesny
molekularni mechanismus tvorby NETs je nejasny a piredpoklada se, ze vyznamnou roli hraji
reaktivni formy kysliku (ROS). Tvorba téchto siti pomahda omezit vliv infekce a zanétu

uvolnénim protizanétlivych lipoxint a snizenim mnozstvi patogentt (Kumar a Sharma 2010).

1.3.5.1.1 Role neutrofilii v nadorovém bujeni

Neutrofily hraji vyznamnou roli také v obrané proti nddorim. Bylo prokazéano, Ze
infiltrace leukocytii v nddoru zlepSuje jejich prognézu a jsou aktivni v imunitnim dozoru
proti nékterym nadordm. Tyto vysledky jsou pravdépodobné zavislé na druhu a mnozstvi
cytokini a chemotaktickych faktorti bézné vylu¢ovanych nadorovymi bunkami, dale je také
dilezity ndbor a aktivace neutrofil. Tyto rekrutované neutrofily produkuji nékolik

cytotoxickych medidtorti vcetné reaktivnich forem kysliku, protedz, latek poskozujicich
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membrany a rozpustné mediatory, které se ucastni buné¢ného zabijeni. Radime sem TNF-a,
IL-1B a IFNs. Podrobné zkoumani cytolytického ptisobeni polymorfonuklearti zdiraziuje
zasadni roli kyseliny chlorné ve zprostiedkovani lyzy nadorovych bunék. Kromé toho
kyselina chlornd reaguje s primarnimi aminy a vytvafi relativné stabilni chloraminy
S imunostimula¢nimi vlastnostmi. Ackoliv jsou kyslikové a dusikové meziprodukty toxické
molekuly, které se podileji na kontrole nadort, podileji se také na potlaceni proliferace T-
lymfocytd. Dal$i mechanismus, kterym neutrofily zabiji nadorové buiiky, je na protilatkach
zavisla bunééna cytotoxicita (ADCC). Vyznamné jsou také antimikrobialni peptidy
nazyvané defenziny, které jsou nejhojnéjsi sloZzkou azurofilnich granul a jsou vysoce toxické
proti nékterym typim nadorovych bunék. Histologické a ultrastrukturadlni pozorovani
nadorového rastu ukazuje, ze poskozeni zptisobené neutrofily ma dvé formy- jednou z nich
je kolikvacni nekrdza, kde prevlada cytotoxicita proti nadorovym burikam, druhou formou je
ischemicka nebo hemoragickd nekrdza, pfi které je hlavnim cilem poSkozeni cévniho
endotelu (Di Carlo a kol. 2001).

Zapominat bychom neméli také na tumor-asociované neutrofily (TANS), jejichz
funkce je Casto podceniovana. Je zndmo, ze nadorové bunky produkuji fadu zanétlivych
cytokinii véetné neutrofily pfitahujiciho CXC-chemokinu. Ptimy vliv TANS na prognozu
nadorového onemocnéni zatim nebyl dikladné vySetfovan, ale jsou zde ptedpoklady, ze
TANSs zvySuji progresi specifickych nadort. Zajimava byla naptiklad studie, kdy nedostatek
neutrofili v nadoru vedl k inhibici rastu sarkomu (Pekarek a kol. 1995). Pozdéji se timto
problémem zabyvaly i dal$i studie, zde byly ale popsané mechanismy odlisné a zahrnovaly
uvolnéni hepatocytarniho ristového faktoru ulozeného v granulich a produkce onkostatinu
M (Queen a kol. 2005). Zajimavy je také fakt, ze elastaza uvoliovana z granul neutrofilt je
vychytavana specifickymi endosomalnimi kompartmenty ptilehlé epitelidlni nadorové
buniky, kde nasledn¢ hydrolyzuje insulin receptor substrat 1 (ISR1). Ten se véaze na
fosfoinositid 3-kinasovou (PI3K) podjednotku a blokuje jeho interakce s destiCkovym
rastovym faktorem (PDGFR) (Houghton a kol. 2010). Za téchto podminek pak elastaza
rozpouta aktivitu nddoru diky PDGFR-PI3K draze. Dale bylo také zjiSténo, Ze sniZeni
pronadorové funkce TANs je dulezitym aspektem protinddorové aktivity IFNB. TAMs
(tumor-asociované makrofagy) a TANs jsou také silnymi aktivatory nadorové

angiogeneze.(Mantovani a kol. 2011).
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1.3.5.2 Makrofagy

Tkéanové makrofagy jsou velmi heterogenni skupinou bunék vznikajici z cirkulujicich
monocytl. Tato velkd skupina makrofigi muize byt rozpoznana diky znaku na povrchu
membrany, ktery je oznaten CD68. Makrofagy plni fadu vyznamnych funkci vrozené
imunity, ale také jsou pravdépodobné zafazeny do udrzovani tkanové homeostazy, regulace
hematopoézy, chronického zanétu, aterosklerdzy, 1éCby poranéni a opravy tkani.
Nejvyznamngj$i funkci makrofagli je jejich schopnost poziit Castice prostiednictvim
fagocytozy. Makrofagy rozpoznavaji patogenni ¢astice diky riznym druhiim PRRs na jejich
povrchu, véetné lektinovych, Toll-like receptorti a N-formylmetionin peptidovych receptort.
Makrofagy také produkuji fadu cytokini, chemokini a antimikrobidlnich latek. Produkce
téchto mediatortt mize vést k autokrinni aktivaci makrofagli vazbou cytokinid na cytokinové
receptory nebo pfeménou buiky zahrnuté v adaptivni imunité prostfednictvim sekrece
chemokini. Makrofdgy zabfji patogenni mikroorganismy pouzitim mnoZstvi
antimikrobidlnich efektorovych mechanismii, které¢ zahrnuji enzymatickou degradaci,
oxidaci, omezeni zivin a antimikrobialnich peptidi. Po internalizaci a pozieni patogenu
prezentuje makrofag antigeny déale T-lymfocytim, a tim zesiluje specifickou imunitni
odpoveéd’ (Bowdish a Gordon 2007).

Nadory jsou hojn¢ osidlené¢ makrofagy, a ackoliv jsou vétSinou soucasti protinadorové
odpovédi, mize dojit i k opaénému problému, kdy makrofagy nador podporuji jak v jeho
iniciaci, progresi, tak metastazovani. Témto makrofagim se fika tumor asociované
makrofagy (TAMs). V reakci na pietrvavajici infekci syntetizuji tyto makrofagy zanétlivé
cytokiny, které zapojuji dalsi bunky imunitniho systému do procesu slouziciho Kk udrzeni
chronického zanétu, ktery ma pravdépodobné zasadni roli v iniciaci nadoru a jeho
podporovani. U jiz vzniklych nadord TAMs stimuluji migraci nadorovych bungk, ivazivitu,

intravasaci a také angiogenezi potiebnou k nadorovému rustu (Wynn a kol. 2013).

1.3.5.3 NK (natural killers) buiiky

NK buiiky jsou velké granularni lymfocyty, které jsou povazovany za velmi dilezitou
komponentu vrozené imunity a tvoii ptiblizné 5-10% mononuklearnich bunék v periferni
krvi. Na povrchu NK bunék muzeme nalézt fadu molekul, které plni funkci receptoru pro
cytokiny, chemokiny a adhezivni molekuly, nemaji exprimovan receptor pro T-lymfocyty,
jsou CD3 negativni. Veskeré¢ NK buiiky nesou membranovou molekulu CD7. Jako hlavni
membranovd molekula NK bunék je povazovana neurdlni bunénd adhezivni molekula —

NCAM, kterd nese oznaceni CD56.Na povrchu NK bunék nalezneme jesté¢ FcRylll receptor
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oznacovany jako CD16. Vyznamnou funkci NK bunék je to, ze po kontaktu s poskozenou
bunkou dokazou rychle reagovat i bez piedchozi senzibilizace a cytotoxicka reakce
nevykazuje zavislost na pfitomnosti antigend hlavniho histokompatibilniho systému. NK
buiiky maji schopnost produkovat fadu cytokinti (jako je napt. IFN-y, GM-CSF a TNF-p) a
dale také chemokini. NK bunky hraji vyznamnou roli také v imunité bojujici proti
nadorovému rastu. Bylo prokdzano, ze pritomnost cytotoxickych bun¢€k v nadorové tkani je
spojena s priznivéjsi prognozou nadorového onemocnéni (Kopecky a Kopecky 2010,

Caligiuri 2008).

1.3.5.4 Dendritické buriky

Dendritické buiiky jsou specializované leukocyty ziskdvané z kostni dfené, které jsou
velmi vyznamné pro vyvoj imunity. Svoji tlohu hraji jak ve vrozené imunité, kde funguji
jako antigen prezentujici bunky, tak v imunité ziskané, protoze ptisobi jako ucinné
stimulatory T a B lymfocytti. Neddvné studie vyzdvihuji dilezitost dendritickych bunék
V pocatecnich fazich vrozené imunity a periferni tolerance. VSechny dendritické buiiky musi
byt vyzralé, aby se staly plné imunogenni. Existuje mnoho podnétl, které stimuluji zrani
dendritickych bunék. Toto zrani zajistuje, ze se DC nepfeméni na méné zralé nebo méné
imunogenni formy. K zachyceni a odstranéni mikrobidlnich patogent vyuzivaji dendritické
buniky fagocytdézu, endocytozu, pinocytdzu a specifické receptory, jako jsou napt TLRs. Pro
zrani DC jsou také Casto vyuzivany kombinace zanétlivych cytokini jako je IL-1, TNF, IL-6
a PGE2 (Rossi a Young 2005).

Dendritické bunky je mozné pouzit k imunoterapii nadorového onemocnéni, kde je
vyuzita jejich funkce v prezentovani antigeni. DC maji schopnost prezentovat s nadory
asociované antigeny T lymfocytim a tim vytvaii tumor specifickou imunitu (Fong a
Engleman 2000).

1.3.5.5 Zirné buiiky (mastocyty)

Zirné bunky jsou buiiky vyskytujici se v riznych télnich tkanich s podobnou funkei,
jakou maji bazofilni granulocyty v krvi. Tyto buiiky obsahuji velky pocet granul, které
obsahuji heparin, serotonin, histamin, tryptizu a chymazu. Zirné buiiky vznikaji
z hematopoetické kmenové buiiky, necirkuluji v krvi, ale ziistavaji v tkani. Zirné buiiky
mohou pisobit bud’ jako pozitivni nebo negativni regulatory imunitni odpovédi. Jiné buiiky
mohou ovliviiovat bud’ prostfednictvim fady rozpustnych mediator, nebo diky piimé

bunécéné interakci. Mastocyty mizeme nalézt v fadé nadord, kde slouzi bud k odmitnuti
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nadoru, nebo naopak k jeho podpote. Zirné buitky mohou piimo ovliviiovat proliferaci a
invazivitu, ale také mohou modulovat imunitni odpovéd” k nadorovym bunkam. Mastocyty
také mobilizuji T-lymfocyty a APC buiky (Khazaie a kol. 2011).

1.3.6 Terapie nadori zaloZena na stimulaci vrozené imunity

Lécba nadorti pomoci vrozené imunity byla znama jiz od 19. stoleti a to diky
chirurgovi Williamu Coleyovi, ktery si vSiml, ze infekéni onemocnéni kuize vyvolané
bakterii Streptococcus pyogenes, ma pozitivni vliv na lé¢bu nadorového onemocnéni (Coley
1891). Pro zlepSeni terapeutickych vysledkli vytvofil smés bakteridlnich kultur
Streptococcus pyogenes a Serratia marcescens, ktera byla nazvdna Coley toxin. PouZitim
tohoto preparatu se stal prukopnikem v 1é¢bé nadora stimulované vrozenou imunitou (Coley
1910)

Pozdé&ji byla k 1é¢bé nadort vyuzivana i bakterie Mycobacterium bovis, ktera je
soucasti atenuované vakciny BCG (bacille Calmette-Guérin) slozici puvodné k Iécbé
tuberkulozy. K 1é¢bé nadort se pouziva BCG vakcina od 30. let 20. stoleti a jako ucinné
terapeutikum nadortt mo¢ového méchyte slouzi dodnes (Meyer a kol. 2002).

Velmi vyznamna jsou také pozorovani prof. Cui, ktery tvrdi, Ze vrozend imunita
dokdze zniCit i1 plné rozvinuty nador. Ve svych pokusech pracoval na mySich BALB/c
S transplantovanym sarkomem 180. Béhem pokusii se mu podaftilo nalézt specialni dédi¢nou
mutaci SR/CR, diky které mysi vykazuji schopnost spontanni regrese (SR) nebo dokonce
uplné rezistence vici nddoru (CR). Mysi s touto mutaci odolavaji vysokym davkam
nadorovych buné€k, které jsou pro normalni mysi smrtelné. Po transplantaci nadorovych
bunék doslo k masivni infiltraci leukocyti (pfevdzné neutrofilti, makrofagii a NK bungk),
které zacaly s bunikami nadort vytvaiet shluky a rozety (Cui a kol. 2003, Hicks a kol. 2006).

V poslednich letech je snaha o stimulaci vrozené imunitni odpovédi pfedevSim
pouzitim riznych syntetickych analogi agonisti TLR receptori. Tito agonisté stimuluji
mechanismy vrozené imunity, tedy aktivuji NK buiiky, monocyty a makrofagy a dale také
podporuji produkci nékterych cytokinti (INFa, INFy a TNFa) (Kanzler a kol. 2007).

Agonisté TLR vyvolavaji imunitni odpovéd nékolika riiznymi mechanismy. Jednou
Z moZnosti je, ze pfimo zabijeji jak nadorové, tak také bunky vaskularniho endotelu. Déle
miliZze dojit k prildkani leukocytt, k aktivaci lytické aktivity NK bunék a cytotoxickych T-
lymfocytl a zvySené citlivosti nddorovych bunék k efektorovym molekulam. Problém 1éEby
pomoci TLR agonistll spo¢iva v jejim mozZném zvratu na lécbu podporujici riist nadoru.
Ktomu miZe dojit potlaCenim imunitni odpovédi zpisobené produkci riznych
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imunosupresivnich faktor, podporou rastu nddorovych bunék a angiogeneze a tvorbou
cytoprotektivnich a protiapoptotickych faktord. Diky t€émto objevim mlzeme povaZovat
terapii pomoci agonistii TLR za dvojse¢nou. Tento efekt mize byt ddn mnozstvim agonistl
TLR, kdy vysoké davky maji protinddorovy efekt, zatimco niz§i dadvky mohou rtst nadoru
podporovat. U¢inny terapeuticky efekt miize mit také kombinace agonistd TLR, napiiklad
spojeni TLR4 a TLR9 (Maruyama a kol. 2011).

V jiz provadénych pokusech byly pouzity napf. agonist¢ TLR 9, coz jsou
nemetylované CpG motivy bakterialni DNA. Tento agonista byl v nedavné dobé testovan
v klinickych studiich na pacientech s glioblastomem (Carpentier a kol. 2006). Na mysich
modelech byl testovan také agonista TLR7 a 8, zndmy pod ndzvem Imidazoquinolin, ktery
vykazoval vyrazny terapeuticky efekt napf. u mysiho karcinomu ledvin (Kauffman a kol.
2012). DalSim zkouSenym agonistou TLR 7 je Loxoribine, ktery vykazoval terapeuticky vliv na
B bunéc¢nou chronickou lymfatickou leukémii (Goodman a kol. 1994).

V soucasné¢ dob¢ je zaméfena pozornost také na agonisty fagocytarnich receptord,
které ve spolupraci se signalnimi ligandy dokazou vyvolat silnou imunitni odezvu (Underhill
a Gantner 2004). Vyrazny terapeuticky uc¢inek byl pozorovan u mysi s transplantovanym
melanomem, které byly 1éCeny smési agonistli fagocytarnich a signalnich receptort. Velmi
dobré vysledky vykazoval naptiklad manan ve spojeni s LPS, laminarin + LPS (Janotova a
kol. 2014) nebo Zymosan + LPS (Waldmannova 2012). Problém terapie ale spoc¢iva ve
vysoké toxicité LPS, proto cilem dalsich pokust je nalézt jeho adekvatni ndhradu (Zenka,

ustni sdélent).

1.4 Terapie nadori pomoci smési liganda fagocytarnich a signalnich
receptori (Zymosan-BAM+LPS a manan-BAM+LPS) ukotvenych na

nadorové bunky

1.4.1 Zymosan

Zymosan je piipravek ziskdvany z bunécné stény kvasinky Saccharomyces cerevisiae
a sklada se z protein-karbohydratovych komplext. Hlavni polysacharidou slozkou je -
glukan a manan. Postup ziskdvani Zymosanu z této kvasinky byl zvefejnén uz v roce 1941 a
to Pillemerem a Eckerem, ktefi Zymosan popsali jako jemny svétly prasek, ktery neni

rozpustny ve vod¢, organickych ani zasaditych rozpoustédlech (Pillemer a Ecker 1941).
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Zymosan vykazuje specifické imunologické vlastnosti - stimuluje receptory TLR2 a Dectin-

1, reguluje sekreci cytokinli u dendritickych bun€k a makrofagli a navozuje imunologickou

toleranci (Dillon a kol. 2006).

1.4.2 Manan

Manan je velmi dileZitym stavebnim prvkem v fadé bunéénych stén kvasinek a byva
tedy povazovan za jejich hlavni antigenni determinantu. Je t0 vysoce vétveny polysacharid,
ktery se sklada pifevazné z D-mandzy. Manan je bézn¢ spojen s riiznym mnozstvim proteintl
a fosfatl a dale také muze obsahovat malé mnozstvi N-acetyl-D-glukosaminu a jinych cukra.
K hlavnimu a(1—6) fetézci mananu jsou piipojeny postranni a(l—2) a a (1—3) fetézce.
Z bunécnych stén kvasinek je mozné izolovat také komplexy manano-proteinti, ale existuje
malo informaci o tom, jak jsou tyto sacharidy a bilkoviny spojeny (Jones a Ballou 19609,
Cawley a Ballou 1972).

1.4.2.1 Receptory rozpoznavajici manan

Mannan-binding lectin je Ca?* dependentni lektin patici do kolektinové rodiny a
rozpoznava tfadu specifickych cukrt, jako je napiiklad D-manoza, N-acetylglucosamin
(GIcNAC), N-acetylmanosamin (ManNAc) a L-fukosa. Protein ma oligomerni strukturu, kde
kazda z podjednotek obsahuje tfi identické polypeptidové fetézce. Kazdy z fetézct je tvoien
C-terminalni karbohydrat rozpoznavaji doménou (CRD), kolagenni oblasti, hydrofobni
oblasti a N-terminilni na cystein bohatou oblasti. MBL rozpozndva patogeny a poskozené
buniky tim, ze se vaze na karbohydratové zbytky mikroorganismi a jejich pozménéné
povrchy (Dinasarapu a kol. 2013, Selander 2006). MBL je schopen aktivovat lektinovou
drahu komplementu ve spolupraci s MASP-2 (MBL-associated serine protease). Diky této
aktivaci dochazi ke §tépeni C4 a C2 slozky a vznika klasicka C3 konvertaza (C4bC2a) (Ip a
kol. 2009). Komplementova kaskada muze vést k tvorbé terminalniho komplexu, ktery
plsobi cytotoxicky, nebo na trovni C3b dochéazi k opsonizaci. Opsonizované ¢astice jsou
pak snadno rozpoznavany fadou fagocytarnich receptord. MBL hraje roli také v modulaci
zanétu a to diky tomu, ze stimuluje produkci cytokini a interleukint a to predev§im TNF-q,

IL-1p a IL-6 (Dinasarapu a kol. 2013).).

Manézovy receptor (MR,CD206) je endocytarni receptor, ktery vaze sacharidy,
pfedevS§im mandézu a je exprimovan na povrchu makrofagl, dendritickych bunék a

nevaskularnim endotelu. Extracelularni oblast tohoto receptoru je tvofena ttemi typy domén
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— N terminalni CR doménou, fibronectinem typy II (FNII) a n€kolika CTLDs (C-type lectin-
like domains). Tomuto receptoru je pfipisovana fada funkci, mezi které patfi napiiklad
odstranéni endogennich molekul, podpora prezentace antigenu a modulace bunécné aktivace.
Funkce tohoto receptoru mize byt zménéna diky proteolytickému Stépeni a zménam

v glykosylaci a konformaci (Martinez-Pomares 2012).

1.4.3 Beta-glukan

Beta-glukany jsou polysacharidy slozen¢ z D-glukézovych jednotek. Bézné se
vyskytuji v pfirodé a miizeme je tedy nalézt v obilovinach, rostlinach, fasach, bakteriich,
houbach a bunéénych sténach kvasinek. Primarni fetézec je tvoten z B (1—3) glykosidicky
vazanych D-glukopyranézovych jednotek, ke kterym jsou pfipojeny postranni fetézce
vazbou (1—6). Beta-glukany maji schopnost stimulovat imunitu. To je zplsobeno zvy$enim
fagocytozy a tedy I zvySenim poctu profesionalnich fagocyti jako jsou granulocyty, monocyty,
makrofagy a dendritické bunky. Dale také beta-glukany vykazuji protizanétlivou,

antimikrobialni i protinadorovou aktivitu (Zekovi¢ a kol. 2005, Vetvicka a Vetvickova 2009).

1.4.3.1 Receptory rozpoznavajici beta-glukan

Komplementovy receptor 3 (CR3) se nachdzi na NK-bunkach, neutrofilech a
lymfocytech. Po navazani B-glukanu na tento receptor dojde k jeho aktivaci, ktera smétuje k
degranulaci bunky, a tim uvolnéni bakteriolytickych a bakteriostatickych molekul. K
aktivaci dochazi pouze v piipadé, Ze se na Cast tohoto receptoru navaze také slozka
komplementu iC3b, pfitomna na cilové bunce. V tomto aktivovaném stavu pak buiky

zustavaji 18-24 hodin (Végh 2009, Vétvicka 2004).

Dectin-1 je vyznamny lektinovy receptor, ktery je specificky pro beta-glukan a
muzeme ho nalézt na povrchu makrofagt a neutrofilii. Dectin-1 je typ II transmembranového
proteinu s lektinovou doménou typu C v extracelularni oblasti a ITAM motivem
V intraceluldrni doméné. Tento receptor rozezndva 1,3 a 1,6-B-glukany, coz vede k mnoZstvi
bunéénych odpovedi véetné fagocytdzy, endocytdzy a oxidativniho vzplanuti. Dectin-1 ve
spolupraci s TLR2 vyvolava produkci fady prozanétlivych cytokinii a chemokini (Zekovi¢ a
kol. 2005).
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TLR 2 je ¢lenem TLR rodiny (Toll-like receptory), kterd je nezbytna pro fungovani
vrozené¢ imunity. Aktivaci téchto receptorti dojde ke spusSténi produkce prozanétlivych
cytokinli (napt. IL-1, IL-6, TNF, IL-8) a n¢kterych adhezivnich a kostimula¢nich receptorti
na povrchu antigen prezentujicich bun¢k. TLR2 rozpoznava velké mnozstvi mikrobidlnich
komponent. Mezi které patii lipoproteiny/lipopeptidy riznych patogenti, peptidoglykany a
lipoteichoova kyselina grampozitivnich bakterii, lipoarabinomanan mykobakterii, glykosyl
fosfatidyl inositolova kotva Trypanosom cruzi, Zymosan piipravovany z hub a LPS
nékterych druhl bakterii, ktery se strukturné odliSuje od LPS ziskaného z G-bakterii. Existuji
dva divody, které by mohly vysvétlit pro¢ TLR2 rozpoznava tak Siroké spektrum
mikrobidlnich komponent. Prvni vysvétleni je takové, ze TLR2 tvofi heterodimetry s jinymi
TLR receptory, jako je napiiklad TLRI nebo TLR6. Oba tyto receptory jsou TLR2
strukturné podobné. Druhé vysvétleni spocivd v rozpoznavani komponent ziskavanych z
hub. V tomto ptipad¢ se prokéazalo, ze TLR2 funk¢né spolupracuje s riznymi typy receptorti
jako je Dectin-1(Takeda a Akira 2005, Turvey a Broide 2010).

1.4.4 LPS (lipopolysacharid)

Lipopolysacharid (LPS) je hlavni makromolekularni slozkou vnéj$i membrany G-
bakterii. Strukturdlné se LPS sklada ze tfi odliSnych oblasti. Prvni ¢ast je O-antigenni
polysacharid, ktery je slozen zpolysacharidovych fetézci s opakujicimi se
oligosacharidovymi jednotkami. Poté nasleduje oligosacharidové jadro, které je spojeno
s komplexni hydrofobni komponentou Lipidem A. Lipid A se vaze do vnéjSi membrany a je
to derivat D-glukosaminového disacharidu. Kazdd z téchto tii oblasti se odliSuje svou
biologickou funkci. O-antigenni polysacharid je hlavni determinantou antigenni specifity
organismu a také funguje jako receptor pro jednoho nebo vice bakteriofagi.
Oligosacharidové jadro, které zastava roli bakteriofagového receptoru, hraje roli také
V udrzovani integrity vnéj$i membrany. Lipid A je hlavni oblast zodpovédna za endotoxicitu

G- bakterii a vykazuje mitogenni stimulaci, dale také aktivuje komplement a pyrogenni

indukci a ma i fadu dal$ich biologickych funkci (Rosner a kol. 1979).

1.4.4.1 Receptory rozpoznavajici LPS
TLR 4 patii do rodiny Toll-like receptortli a jeho nejznamé;j$im ligandem je LPS. Mezi
dalsi ligandy aktivujici tento receptor fadime heat shock proteiny (HSP60), specifickou

doménu fibronectinil, oligosacharidy kyseliny hyaluronové, heparan sulfat a fibrinogen.
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Vsechny tyto ligandy, kromé LPS, ktery je velmi silny imunoaktivator, ale musi byt ve velmi
vysoké koncentrace aby TLR4 dokazaly aktivovt (Takeda a Akira 2005). Ukazalo se, Ze
receptor TLR4 aktivuje signdlni dréhu NF«kB, a diky této aktivaci indukuje expresi fady
cytokinti a kostimula¢nich molekul. Pro spravné rozpoznani LPS spolupracuje receptor
TLR4 se sekretovanym proteinem MD-2 a receptorem CD14, ktery je na povrch makrofagt
ptipoutan pomoci glycosylphosphoinositolové kotvy (GPI-kotva) (Rallabhandi a kol. 2006,
Medzhitov a Janeway 2000).

1.5 Imunodeficientni mysi

Pouzivani geneticky modifikovanych a imunodeficientnich mysi slouzi jako dulezity
nastroj ke studiu funkci imunitniho systému za normalnich podminek a béhem nemoci.
Tvorba novych imunodeficientnich kmend nepochybné poskytne jiné experimentalni
ptistupy, které nam umoZni pochopit dosud neobjasnéné mechanismy, které mohou mit
vztah mezi vrozenou a ziskanou imunitou. Jednotlivé kmeny maji konkrétni deficience
napiiklad v MHC tfidy I nebo II, B nebo T lymfocytech, nebo miize byt vyfazena funkce
gen pro nékteré cytokiny, cytokinové receptory, TLR receptory a rizné transducery a

transkripéni faktory signalnich drah (Belizario 2009).

1.5.1 SCID (severe combined immunodeficiency) mysi

SCID mutace byla poprvé vysSlechténa u mysi C.B-17, jedna se o spontanni
agamaglobulinémii, ktera je dana autozomaln¢ recesivni mutaci PrkchCid, ktera je
lokalizovana v centromerické oblasti 16. chromozomu. Tato DNA dependentni protein
kinasa je nezbytna pro piipojeni nehomolognich koncti dvousroubovice DNA, pokud dojde
k mutaci, je narusena tvorba funkénich B a T lymfocytd. SCID mysi nejsou schopny
produkce antigen specifické tvorby protilatek a proto maji velmi nizkou nebo témét
nedetekovatelnou hladinu imunoglobulinli v séru. Kmeny SCID myS$i mohou byt odvozeny
od C57BL/6J, Balb/c nebo C.B-17 mysi (Belizario 2009, Vladutiu 1993). V této praci byly

pouzity mysi C.B17/Icr-scid.

1.5.2 CD11b deficientni mysi

Tento kmen imunodeficientnich mysi je odvozen od mysiho kmene C57BL/6J.
K deficienci dochazi u znaku CDI11b, ktery mlzeme znat také pod pojmem ITGAM
(Integrin aM) nebo také jako komplementovy receptor 3 (CR3). Tento komplementovy
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receptor 3 je heterodimer skladajici se ze dvou fetézcl. o fetézec (CDI11b), je kddovany
genem ITGAM, ktery je unikatni pro tento receptor. A B fetézec (CD18) je spolecny i pro
ostatni integrinové receptory. CR3 je vyjadien na fadé imunitnich bunck, jako jsou

neutrofily, monocyty a makrofagy (Melo a kol. 2000, Rhodes a kol. 2012).
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2. Cile prace:

e Ov¢feni zasadni role vrozené imunity v 1é¢bé nadord pomoci kKombinované aktivace

TLR a fagocytarnich receptort. Studium pomoci SCID mysi.

e Ovefeni dialezitosti komplementového receptoru 3 U mysi lécenych mananem a
Zymosanem kotvenych na nador pomoci BAM a ve spojeni s LPS. Studium pomoci
CD11b-/- mysi.

e Porovnani u¢innosti dvou rezimii 1é¢by na imunodeficientnich mysich.
e Ovefeni G¢innosti terapie na sarkomu 180 transplantovaného mysim BALB/c.

e Prostudovani zmény hladin zakladnich cytokinti spojenych se zanétem v prubéhu

terapie melanomu B16-F10 pomoci mananu, LPS a jejich kombinace.

e Zavedeni a optimalizace metody slouzici ke stanoveni aktivity myeloperoxidazy

uvolnéné pii degranulaci neutrofili.
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3. Material a metody

3.1 Chemikalie

e BAM (Biocompatible Anchor for cell Membrane, Mw 4000) (NOF EUROPE
(BELGIUM) NV)

e DNaza I (Roche Diagnostics)

e EDTA - kyselina ethylendiamintetraoctova (Sigma Aldrich)

e Fetal Calf Serum (FCS) (Sigma Aldrich)

e Fluid Thioglycollate Medium (Difco)

e Liberaza DL (Roche Diagnostics)

e Lipopolysacharid (LPS) z E. coli (Sigma Aldrich)

e Manan ze S. cerevisiae (Sigma Aldrich)

e Myeloperoxidase (MPO) Fluorometric Activity Assay Kit (Sigma Aldrich)

e RPMI 1640 (Sigma Aldrich)

e Sety pro ELISA testy (IL-1p, IL-6, INF-y, TGF-B, TNF-a — eBioscience, IL-8 -
R&D systems)

e Trypanova modi (Sigma Aldrich)

e Trypsin (Sigma Aldrich)

e Zymosan A ze S. cerevisiae (Sigma Aldrich)

3.2 Laboratorni zvirata

V pokusech byly pouzity mysi samice kmene C57BL/6N, BALB/c, SCID (C.B17/lcr-
scid) a CD11b-/- (C57BL/6N).

Samice mysi kmene C57BL/6N a BALB/c pochazely zchovu Charles River
Laboratories. Pti zahajeni pokusu byly mysi C57BL/6N 8 tydnu staré. Mysi kmene BALB/c
byly K terapii pouzité jako 9-ti tydenni. Oba mysi kmeny byly chovany ve zvéfinci
Parazitologického ustavu AV CR v Ceskych Budgjovicich za standardnich podminek
s fotoperiodou 12/12 a byly neomezené krmeny granulovanou stravou a vodou.

Mysi kmene SCID a CD11b-/- byly odchovany za standardnich podminek ve sterilnim
prostiedi v IVC (Air Handling Solutions; Tecnoplast, Italy) s HEPA filtry na PaU BC AV
CR v Ceskych Budé&jovicich. Lé¢ené mysi byly ptiblizné 8-10 tydnii staré a byly chovany ve
sterilnim prostiedi v izolatorech (BEM, Znojmo, CR) s HEPA filtry. Krmeny byly sterilni

komer¢ni granulovanou smési a napajeny sterilni vodou ad libitum.
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3.3 Bunécné linie
V pokusech byly pouzité bunééné linie my$iho melanomu B16-F10 a mysiho sarkomu
S-180, které byly darovany prof. Rihovou z Mikrobiologického tistavu AV CR, Praha.
Bunky obou linii byly kultivovany v RPMI 1640 obsahujicim 10% fetalni bovinni
sérum (FCS) s ptidavkem 1% antibiotik, 1% glutaminu a 0,1% merkaptoetanolu. Kultivace
probihala v termostatu s konstantni teplotou 37°C v atmosféfe nasycené vodnimi parami a

obsahujici 5% oxidu uhli¢itého.

3.4 Priprava bunécnych linii pro transplantaci

Z kultiva¢ni nadobky s narostlymi nadorovymi buiikami B16-F10 bylo odstranéno
médium, nasledné¢ byly bunky dikladné¢ promyty dostateénym mnozstvim sterilniho
pufrovaného fyziologického roztoku (PBS). Poté byla provedena trypsinizace pomoci 0,5 ml
trypsinizacni smési, ktera obsahovala 0,02% trypsinu a 0,02% EDTA v PBS. Nasledné byla
provedena inkubace v termostatu pii 37°C a po dobu 5 min, dokud nedoslo k uvolnéni
adherovanych nadorovych bunék. Pro zastaveni trypsiniza¢ni reakce bylo pfidano médium
RPMI 1640 s 10% FCS, kde byly buiiky pomoci Pasteurovy pipety rozvolnény. Nasledovala
centrifugace bunék (10 min, 4°C, 150g) a nafedéni bunck ptiddnim RPMI 1640 bez séra na
pozadovany objem. Mnozstvi bunék bylo spocitano v Biirkerové komilrce ptiddnim
trypanové modii ke smési bunck v poméru 1:1. Kone¢na smés byla nafedéna tak, aby bylo
dosazeno koncentrace 4 mil bun¢k/ml.

Nadorové buiikky S-180 byly kultivovany i1 zpracovavany stejnym zptisobem jako
buiikky melanomové, pouze byla vynechdna trypsinizace, protoze sarkomové buiky

neadheruji ke sténé kultiva¢ni nadoby.

3.5 Transplantace nadorovych bunék

Pfed samotnou transplantaci bylo nutné vSechny mysi oholit na pravém boku asi do
poloviny zad. Poté jim do tohoto mista bylo podkozné¢ aplikovano 0,1 ml bunééné suspenze
(bud’ B16-F10 s RPMI 1640 bez séra, nebo S-180 s RPMI 1640 bez séra) obsahujici 400 000

bungk.

3.6 Méreni velikosti nadori
Velikost nadorti byla métena kazdy druhy den za pouziti specialniho kaliperu. Byl

zméfen nejveétsi rozmer nadoru, oznaceny pismenem A a nejmensi rozmér nadoru B (vyska
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nadoru smérem od t&la). Z t&chto hodnot byl poté pomoci vzorce V= /6 AB? vypo&itan
objem nadoru (Inaba a kol. 1986).

3.7 Prumérna redukce nadorového rustu (%)

Redukce nadorového riastu (ve srovnani s kontrolou) byla vypocétena podle

nasledujicicho vzorce:

(priumérny objem nddorii v kontrolni skupiné — priiomérny objem nadori v lécené skupiné)* 100

prumérny objem nadorii v kontrolni skupiné

Tato primérna redukce (%) byla métena ve dnech 4, 6, 8, 10, 12 a 14 od zahdjeni
terapie. Ze vSech téchto Sesti hodnot byla vypoctena primérna hodnota, ktera v procentech

udava ,, primérnou redukci nddorového ristu®.

3.8 Pocitani metastaz v plicich
Plice byly mySim vyjmuty a nasledné zakonzervovany ve 4% roztoku formaldehydu.
Po urcité dobé byla pod binolupou spoéitana metastaticka loziska, ktera maji vzhled ¢ernych

teCek razné velikosti (Vetvicka a kol. 2007).

3.9 Sonikace

Sonikace probihala tak, ze dana suspenze byla 10 X 10 s ozvu¢ovana v ledové lazni, po
kazdém ozvuceni nasledovalo 20s chlazeni. K sonikaci byl pouzit sonikator HIELSCHER

VP200S.

3.10 Statistické zpracovani dat

Veskera data byla statisticky zpracovana v programu STATISTICA 12. Grafy sledujici
prezivani mysi byly vyhodnoceny pomoci testu Kaplan-Meier. Statistickd vyznamnost byla
zjistovana pomoci ANOVY, ktera byla doplnéna post-hoc Tukeyovym testem nebo pti

rozdilnych poctech mysi ve skupinach pomoci funkce HSD nestejné N.

3.11 Izolace neutrofila

Pro izolaci neutrofili z mySiho peritonea bylo nutné nejprve piipravit 3%
thioglykolatové médium. Médium bylo ziskdno smichdnim 0,3g Fluid Thioglycollate

Medium s 10 ml deionizované vody. Vznikl roztok modré barvy, ktery byl nasledné po dobu
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1-2 min povafen v mikrovinné troubg, diky ¢emuz ziskal roztok rizovou barvu. Po vyndani
Z mikrovinné trouby a zchlazeni byl roztok ptefiltrovan do uzaviratelné nadoby obalené
alobalem tak, aby bylo zabranéno pfistupu vzduchu a svétla. Takto pfichystana nadoba
s roztokem byla uloZena pies noc do lednice, kde se mezitim vytvotily dvé vrstvy Zluta a
rizova. Pro dalsi aplikace byla pouzita spodni zluta vrstva.

Takto pfipravené médium bylo my$im intraperitonealné injikovano v mnozstvi 2ml/mys a
nechalo se 4,5 — 5 hodin pusobit. Po uplynuti této inkubaéni doby byla mys vykrvena a usmrcena
cervikalni dislokaci. Poté bylo vychlazenym PBS postupné proplachnuto peritoneum. Takto
ziskana tekutina byla dana do zkumavky a doplnéna chlazenym PBS. Nasledné byla zkumavka
20-40 min centrifugovana (podle ohraniceni peletu) ve 4°C pti 250g. Ke vzniklému peletu bylo
ptidano RPMI 1640 s 10% FCS doplnéné do 1 ml. Pocet bun¢k byl spocitan pomoci Biirkerovy
komurky.

3.12 Priprava terapeutickych latek

3.12.1 Priprava manan-BAM a manan-BAM + LPS

Pro ptfipravu této smési je nutné nejprve manan aminovat pomoci redukéni aminace
(Torosantucci a kol. 2005). Ta byla provadéna tak, Ze roztok mananu v prostiedi octanu
amonné¢ho byl redukovan kyanoborohydridem sodnym. Vse probihalo po dobu péti dnli pii
pH 7,5 a 50°C. Poté byla pies noc provedena dialyza ve sttevé MWCO 3500 proti PBS pfi
4°C. Nasledné bylo nutné navazat molekulu BAM na amoniskupinu, to bylo provedeno
podle metody popsané Kato a kol. (2004) pii pH 7,3. Nakonec byla smés dialyzovana ve
sttevé MWCO 3500 proti PBS pii 4°C ptes noc za stalého michani. Byl ziskdn 0,2 mM
roztok manan-BAM v PBS. Pro pfipravu manan-BAM + LPS byl k tomuto roztoku piidan

LPS na vyslednou koncentraci 0,5 mg/ml.

3.12.2 Priprava Zymosan-BAM a Zymosan-BAM + LPS

Suspenze byla pfipravena smichanim Zymosanu s PBS v koncentraci 17,36 mg/ml,
poté byla smés sonikovana. Nasledné bylo pfidano 100 ul 15 mM BAM4000 v DMSO (Kato
a kol. 2004). Vse bylo promichano a ponechano 1 hod pii pokojové teploté. Dale bylo
ptidano 100 ul 1M TRIS/HCI pH 8,0 pro zastaveni reakce a Vv poslednim kroku byla smés
dialyzovana ve stievé MWCO 12-14000 proti PBS pii 4 °C pies noc. Pro piipravu Zymosan-
BAM + LPS byl k vysledné suspenzi piidan LPS na vyslednou koncentraci 0,5 mg/ml.
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3.13 Pokus ¢. 1: Studium vlivu terapeutické smési (manan-BAM+LPS) na

redukci nadorového ristu u SCID mysi, pulzni reZim lé¢by

V pokusu bylo pouzito 10 samic SCID mysi, kterym byl transplantovan melanom B16-
F10. Po dvanacti dnech byly mysi rozdéleny do 2 skupin (A, K) po 5 mysich a byla zahajena
terapie. Lécivo bylo podavano v pulzech tzn. ve dnech 0,1,2,...8,9,10,...
16,17,18,...24,25,26, vzdy bylo terapeutikum aplikovano intratumoralné v mnozstvi 50

ul/mys. Kazdy druhy den byla métena velikost nadort.

Terapeutika pouzita u jednotlivych skupin:
e Skupina A: manan-BAM +LPS (0,5 mg/ml)
e Skupina K: kontrolni — PBS

Po ukonceni terapie byla sledovana doba preziti jednotlivych mysi.

3.14 Pokus ¢. 2: Studium vlivu terapeutické smési (Zymosan-BAM +LPS,
manan-BAM+LPS) na redukci nadorového ristu u SCID mysi, aplikace

terapeutika obden

Do tohoto pokusu bylo zahrnuto 12 samic kmene SCID, kterym byly ve stafi 8 tydnt
transplantovany bunky mysiho melanomu B16-F10. Po dvanacti dnech byly mysi roztazeny
do 3 skupin. Kazdd skupina obsahovala 4 mysi. Pted aplikaci 1é¢iva byla vzdy nejprve
zmétena velikost nddoru a poté az bylo intratumoralné injikovano 50 ul 1é¢iva. Mysi byly

IéCeny kazdy druhy den, tzn. 0., 2., 4., 6., 8. a 10. den.

Terapeutika pouzita u jednotlivych skupin:
e Skupina A: manan-BAM +LPS (0,5 mg/ml)
e Skupina B: Zymosan-BAM +LPS (0,5mg/ml)
e Skupina K: kontrolni - PBS

Po ukonceni terapie byly mysi usmrceny cervikalni dislokaci a nasledné jim byly vyjmuty

plice, které byly pouZzity ke zjiS§té€ni poctu metastaz.
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3.15 Pokus ¢. 3: Studium mechanismi vrozené imunity s pouzitim CD11b
deficientnich mysi, pulzni rezim lécby

Do tohoto pokusu bylo zahrnuto 12 samic CD 11b deficitnich mysi. Dvanacty den od
transplantace melanomovych bun¢k B16-F10, byly mysi rozdéleny do 4 skupin po 3 mysich.
Mysim bylo podavano Ié¢ivo i.t. v mnozstvi 50ul/mys$ v pulzech tj. 0.,1.,2.,..8.,9.,10., ...
16.,17.,18.,...24.,25.,26. den od zahajeni terapie. V den 0 byla zmé&fena velikost nadoru a
poté byla kazdy druhy den piremétovéana, vysledné hodnoty byly zaznamenany a dale

zpracovany.

Terapeutika pouzitad u jednotlivych skupin:
e Skupina A: manan-BAM
e Skupina B: LPS (0,5 mg/ml)
e Skupina C: manan-BAM +LPS (0,5 mg/ml)
e Skupina K: kontrolni PBS

Po ukonceni 1é¢by byla zaznamenavana délka pieziti jednotlivych mysi.

3.16 Pokus ¢. 4: Studium mechanismi vrozené imunity s pouzitim CD11b

deficientnich mysi, aplikace terapeutika obden

Nasledujici pokus byl provadén na 16 samicich kmene CD11b-/-, kterym byl
transplantovan melanom B16-F10. Dvanact dni od provedené transplantace byly mysi
rozdéleny do skupin (4 skupiny po 4 mysich) a zapocala terapie. Mysim bylo i.t. aplikovano
50ul 1é¢ivé latky kazdy druhy den tj. v den 0,2,4,6,8,10. Celkem tedy bylo 1é¢ivo podano 6x.
Obden byly také métfeny velikosti jednotlivych nadora.

Terapeutika pouzitd u jednotlivych skupin:
e Skupina A: manan-BAM +LPS (0,5 mg/ml)
e Skupina B: Zymosan-BAM +LPS (0,5mg/ml)
e Skupina C: LPS (0,5 mg/ml)
e Skupina K: kontrolni - PBS

Po poslednim méteni tedy 14. den od zapoceti lécby byly mySi usmrceny a byly jim

vypitvany plice, které slouZily k stanoveni po¢tu metastaz.
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3.17 Pokus ¢. 5: Ovéreni ucinnosti terapie na sarkomu S-180

transplantovaném mysSim kmene BALB/c

V tomto pokusu bylo pouzito 24 samic mysi BALB/c, kterym byly transplantovany
buiiky mysiho sarkomu S-180. Dvanacty den od transplantace byly mysi rozfazeny do 4
skupin po 6 mysich. Byla zahajena terapie, ktera byla aplikovana ve dnech 0,2,4,6,8,10 od
zapoceti 1é¢by. Lécivo bylo vzdy injikovano do nddoru v mnozstvi 50ul/mys. Pred aplikaci

lécby byla vzdy zmétena velikost nadoru.

Terapeutika pouzita u jednotlivych skupin:
e Skupina A: manan-BAM +LPS (0,5 mg/ml)
e Skupina B: Zymosan-BAM +LPS (0,5mg/ml)
e Skupina C: LPS (0,5 mg/ml)
e Skupina K: kontrolni - PBS

3.18 Pokus €. 6: Stanoveni hladiny cytokinii v nadorech léenych manan-
BAM, LPS a jejich smési

V experimentu bylo pouzito celkem 39 samic mys$i C57BL/6N. Dvanacty den od
transplantace nadorovych bunék byly mysi rozdéleny do 4 terapeutickych skupin (A, B, C,
K), kde v kazdé skupin¢ bylo 9 mySi. Pfed zahajenim 1é¢by byla zaznamenana velikost
jednotlivych nddorii. Poté bylo mysSim jednorazové aplikovano lé¢ivo do nadoru, vzdy

V mnozstvi S0ul/mys.

Terapeutika pouzita u jednotlivych skupin:
e Skupina A: manan-BAM
e Skupina B: LPS (0,5 mg/ml)
e Skupina C: manan-BAM +LPS (0,5 mg/ml)
e Skupina K: kontrolni — PBS

Po 12, 24, a 48 hodinach byly vzdy tii mysi ze skupiny odebrany, nasledné byly
usmrceny a byl jim vyjmut nador. Jako negativni kontrola byly pouzity 3 mysSi, kterym
nebyla Zadna terapeuticka latka aplikovana. Vyjmuty nador byl zbaven necistot oplachnutim
studenym médiem RPMI 1640 bez séra. Poté byl nador rozstithan na mens$i kousky a

pfenesen do zkumavky s 1 ml sterilniho RPMI 1640 bez séra s Liberazou DL(0,33mg/ml) a
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DNazou (0,2 mg/ml). Poté se smés hodinu inkubovala pfi 37°C s mirnym tfepanim.
Nasledovala centrifugace pii 160g po dobu 10 min a pfii teploté 4°C. Vznikly supernatant byl

odsat a uchovan v -80°C pro dalsi pouziti.

3.18.1 Méreni koncentrace cytokini v nadoru pomoci ELISA testu

Z ptipravené¢ho séra byla pomoci komeréné dodanych kitii stanovena koncentrace
cytokini v nadoru. Tento test je zalozen na stanoveni pfitomnosti antigenu (cytokinu) ve
vzorku metodou ELISA. Samotny test byl proveden podle pokyni v ndvodu dodévaného

spole¢né s Kitem.

3.19 Pokus €. 7: Zavedeni a optimalizace metody slouzici k uréeni miry

degranulace neutrofili pri interakci s nidorovymi buinikami a ligandem

3.19.1 Stanoveni MPO aktivity

Mnozstvi uvolnéné myeloperoxidazy bylo stanoveno pomoci komeréné dodaného kitu-
Myeloperoxidase (MPO) Fluorometric Activity Assay Kit. Jednotlivé kroky byly provadény
piesné podle ptilozeného navodu. Tento test je zalozen na tom, ze MPO katalyzuje tvorbu
kyseliny chlorné pii reakci se substratem (aminofenyl fluorescein) za tvorby fluoresceinu
(Aex = 485/ kem = 525 nm). Florescence byla méfena na pfistroji Tecan v minutovych

intervalech po dobu 40 min.

Pro vypocteni aktivity MPO byl pouzit vorec :

MPO aktivita= B * dilu¢ni (fedici) faktor vzorku

reak¢ni ¢as * V

B= mnozstvi (pmol) fluoresceinu uvolnéného mezi Tpossteeni @ Tkoneeny
reakéni €as = Tpozateeni = T koneeny (MiNULY)

V = objem vzorku (ml)

MPO aktivita je tedy udavana v pmol/min/ml coz jsou mikrojednotky/ml. Jedna
jednotka MPO je mnoZstvi enzymu, které oxiduje MPO substrat k ziskani 1 pmol

fluoresceinu za minutu pii pokojové teploté.

41



3.19.2 Priprava vzorki pro stanoveni mnoZstvi uvolnéné MPO a studium in
vitro interakci neutrofilii s nidorovymi buiikami a ligandem

V prvnim kroku byly sklizeny melanomové bunky B16-F10 (postup viz Pfiprava
buné¢énych linii pro transplantaci) a natfedény tak, aby bylo dosazeno mnozstvi 500 000
bunék/ml média s FCS. Nasledn¢ bylo do desticky s V dnem do prvnich sedmi jamek
napipetovano 100ul, tedy 50 000 melanomovych bun€¢k na jamku. Do prvnich tiech jamek
pak bylo pfidano 100 pl roztoku obsahujiciho 0,2 mM manan-BAM + médium s FCS.
Ke druhym tfem jamkam bylo ptidano 100 pl PBS + médium s FCS. Nasledovala inkubace
bunék s ligandem, ktera probihala 30 min pii 37°C v 5% CO, atmosféie. Poté byla desticka
stocena (2 min/4°C/424g) a supernatant slit. K prvnim Sesti jamkam byla pfidana suspenze
neutrofili (1,25 mil neutrofild/ml média s neinaktivovanym FCS, piiprava viz lzolace
neutofild) v mnozstvi 200 pl na jamku. Do jamky 7 bylo pifidino 200 ul média
s neinaktivovanym FCS a do nésledujicich tfech jamek bylo napipetovano 200 pl suspenze
neutrofili (1,25mil/ml média s neinaktivovanym FCS). Buné&tné suspenze byly ve vSech
jamkach opatrné rozsuspendovany pipetou se Sirokym otvorem. Nésledné byla desticka
ulozena do CO, termostatu na 2 hod pii 37°C. Po probéhlé inkubaci bylo odebrano a do
cerné desticky preneseno 50 pl supernatantu. Do této desticky bylo dale ptfidano 50 pl
supernatantu sonikovanych B16-F10 (jamka 11), 50 ul supernatantu sonikovanych neutrofilii
(jamky 12, 13, 14) a 50 ul MPO Assay Buffer + Master reaction Mix, slouzici k zjisténi
intenzity pozadi. Takto ptipravené vzorky byly pouzity ke stanoveni aktivity MPO.

3.19.3 Priprava vzorku pro stanoveni mnozstvi uvolnéné MPO v nadorové tkani
po aplikaci LPS

Pro tento pokus bylo pouzito 6 mysi kmene C57BL/6N s jiz transplantovanym
melanomem. Tfem mySim bylo intratumoralné aplikovano LPS a zbyvajicim ttem PBS. Po
24 hodinach od aplikace terapie byly mysi usmrceny a nddor vyjmut a pienesen V uzaviené
nadobé na ledu s malym mnoZstvim chlazeného PBS. U vSech nddorG byla zvazena
hmotnost. Poté nasledovala homogenizace nddoru rozdrcenim v tfeci misce. Homogenizat
nadoru byl pomoci PBS pifenesen do zkumavky a dopInén na objem 5 ml a poté nasledovala
sonikace (postup viz Sonikace). Z takto piipraveného vzorku bylo odebrano 1,3 ml a
pfeneseno do 1,5 ml zkumavky. VSechny zkumavky byly nasledné stoceny pii 13000 g po
dobu 10 min a 4°C. Vznikly supernatant byl pouzit k stanoveni MPO aktivity.
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3.19.4 Priprava vzorkid pro stanoveni mnozZstvi MPO uvolnéné do
mezibunééného prostoru nadorové tkané po aplikaci ligandi

V tomto experimentu byly pouzity supernatanty pfipravené pro stanoveni koncentrace
cytokinit v nddorové tkani (ptiprava viz Pokus €. 6: Stanoveni hladiny cytokinti v nddorech

lé¢enych manan-BAM, LPS a jejich smési).

43



4. Vysledky

4.1 Pokus ¢. 1: Studium vlivu terapeutické smési (manan-BAM+LPS) na

redukci nadorového ristu u SCID mysi, pulzni rezim 1écby

Cilem tohoto pokusu bylo ovéfit, zda na redukci nddorového rtstu ma pii pouziti
terapeutické smési manan-BAM+LPS vliv vrozena imunita. Z grafu (Obr. 1) je jiz na prvni
pohled patrné, ze toto terapeutikum (skupina A) vyrazné snizuje velikost nadori oproti
kontrolni skupiné mysi (Skupina K). Byla zaznamenana pramémé 35,8 % redukce

nadorového rustu. Tato redukce byla ¢trnacty den terapie statisticky vyznamna.
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Obr. 1: Vliv mananu kotveného pomoci BAM ve spojeni s LPS na velikost nadorti u SCID
mysi.
A- manan-BAM + LPS, K- kontrola PBS

Hladina statisticky vyznamného rozdilu vii¢i kontrole: * P < 0,05
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Na Obr. 2 je zaznamenana doba pieziti jednotlivych skupin mys$i. Lééebna skupina

sice dosdhla o néco delstho preziti, nebylo vSak nijak statisticky vyznamné.
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Obr. 2: Vliv terapeutické smési manan-BAM +LPS na ptezivani SCID mysi.
A- manan-BAM + LPS, K- kontrola PBS

4.2 Pokus ¢. 2: Studium vlivu terapeutické smési (Zymosan-BAM +LPS,
manan-BAM+LPS) na redukci nadorového ristu u SCID mysi, aplikace

terapeutika obden

Smyslem tohoto pokusu bylo zjistit, zda i terapie aplikovand obden vyvold snizeni
velikosti nadorti u SCID mysi. Z grafu (Obr. 3) je ziejmé, Ze tato terapie je velmi G¢inna.
Sesty den od zapogeti terapie bylo zaznamenano statisticky vyznamné snizeni nadorového
rastu jak u skupiny A (manan-BAM+LPS) tak u skupiny B (Zymosan-BAM+LPS). U
skupiny léCené kotvenym mananen +LPS byla zaznamenana 64,4% primérma redukce
nadorového rastu, u skupiny s kotvenym Zymosanem+LPS byla tato primérna redukce

62,2%. Osmy den vykazovala statisticky vyznamny pokles objemu nadoru pouze skupina A.
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Obr. 3: Vliv terapeutickych smési (manan-BAM+LPS, Zymosan-BAM+LPS) na velikost
nadorti u SCID mysi.
A-manan-BAM+LPS, B- Zymosan-BAM+LPS, K- kontrola PBS

Hladina statisticky vyznamného rozdilu viici kontrole: * P < 0,05

Po ukonceni pokusu byl zjisStovan pocet metastdz u jednotlivych skupin. Metastazy

byly nalezeny pouze u skupiny kontrolni a to u 66% mysi ze skupiny s intenzitou 2

metastdzy/mys.

4.3 Pokus ¢. 3: Studium mechanismu vrozené imunity s pouzitim CD11b
deficientnich mysi, pulzni rezim lécby

Tento pokus mél za ukol pfispét k objasnéni mechanismii vrozené imunity
uplatiiujicich se pfi redukci nadorového riistu. Byly pouzity imunodeficientni mysi, které
nemaji exprimovan CR3 receptor komplementu. Z grafu (Obr. 4) vyplyva, ze ve vSech

lécenych skupinach doslo jen k statisticky nevyznamné redukci nddorového ristu.
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Obr. 4: Vliv terapie na imunodeficientni my$i CD 11b-/-.
A-manan-BAM, B- LPS, C- manan-BAM+LPS, K- kontrola PBS

Na Obr. 5 je znazornéna délka pieziti jednotlivych mysi. V kontrolni skupiné bylo
zaznamenano vyrazn¢ kratS$i preziti jednotlivych mysi, avSak nedosdhla statistické

vyznamnosti.
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Obr. 5: Doba pieziti imunodeficientnich mysi CD11b-/-.
A-manan-BAM, B- LPS,C- manan-BAM+LPS, K- kontrola PBS
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4.4 Pokus ¢. 4: Studium mechanismu vrozené imunity s pouzitim CD11b
deficientnich mysi, aplikace terapeutika obden

V tomto pokusu byl sledovan vliv terapie aplikované obden u imunodeficientnich
mysi. Z grafu (Obr. 6) je patrné, Ze 1é¢ené skupiny vykazovaly sniZeni ristu nadoru oproti

kontrole, ale statistické vyznamnosti nebylo dosazeno.
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Obr. 6: Vliv terapie na velikost nadorti u CD11b deficientnich mysi.
A-manan-BAM +LPS, B- Zymosan-BAM+LPS,C- LPS, K- kontrola PBS

Na nasledujicich grafech je zaznamenan vliv terapie na vyskyt metastaz. Na Obr. 7 je
znazornéno procentudlni zastoupeni metastaz u jednotlivych skupin mysi. Pouze u skupiny A
(manan-BAM-+LPS) nebyly Zadné metastazy detekovany. V grafu (Obr. 8) je pak uveden

prumérny pocet metastdz u mysi kde byly metastazy nalezeny.
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Obr. 7: Procentualni zastoupeni vyskytu metastaz po aplikaci terapie u imunodeficientnich
mysi.

A-manan-BAM +LPS, B- Zymosan-BAM+LPS,C- LPS, K- kontrola PBS
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Obr. 8: Primérny pocet metastaz vyskytujici se u mysi s detekovanymi metastazami.

A-manan-BAM +LPS, B- Zymosan-BAM+LPS,C- LPS, K- kontrola PBS

45 Pokus ¢ S5: Ovéfeni ucinnosti terapie na sarkomu S-180
transplantovaném mySim kmene BALB/c

Cilem tohoto pokusu bylo ovéfit, zda ndmi pouZzivana terapie je uc¢inna také u jiného
typu nadoru. Na Obr. 9 jsou graficky znazornény primérné objemy nadorti naméfené u
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jednotlivych skupin mys$i. Byl pouzit méné agresivni typ nadoru sarkom S-180, proto byla
zaznamenana snizujici se velikost naddoru i u kontrolni skupiny. I pfes to bylo dosazeno

statisticky vyznamné redukce nadorového rustu u skupiny lééené manan-BAM v kombinaci
s LPS.
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Obr. 9: Vliv terapie na sarkom S-180 transplantovany mySim kmene BALB/c.
A-manan-BAM +LPS, B- Zymosan-BAM+LPS,C- LPS, K- kontrola PBS
Hladina statisticky vyznamného rozdilu vtici skupiné K: * P <0,05

Hladina statisticky vyznamného rozdilu vici skupiné C: + P <0,05

4.6 Pokus ¢. 6: Stanoveni hladiny cytokini v niadorech 1é¢enych manan-
BAM, LPS a jejich smési

Cilem tohoto pokusu bylo zjistit koncentraci cytokinli produkovanych v nadoru
Vv ¢asovém intervalu 48 hodin. Bylo zjiSt'ovéano, zda se méni produkce jednotlivych cytokin
(IL-1B, TNF-a, IL-6, IL-8, TGF-B a IFNy), v zavislosti na jednotlivych latkach a v Case.

Zjisténé koncentrace byly prepoéteny na 1 mm® nadoru.

4.6.1 IL-1p (interleukin-1p)

Pro stanoveni koncentrace cytokinu byla nejprve sestrojena kalibra¢ni pfimka (Obr.
10). Pomoci rovnice regrese byla nasledné vypoctena koncentrace IL-1f a pfevedena na

objem nadoru.
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Obr. 10: Kalibra¢ni pfimka pro stanoveni IL-1p.

V nésledujicim grafu (Obr. 11) jsou zaznamendny koncentrace IL-1P po aplikaci lé¢iva
a Vrozmezi 48 hodin. Nejvyssi koncentrace IL-1B byla naméfena u skupiny A (manan-
BAM) a uz po 12 hodinach byl tento narust statisticky vyznamny. ZvySena koncentrace byla
zaznamenana také u skupiny obsahujici pouze LPS (skupina B). Nadory, které byly 1éCeny
smési manan-BAM+LPS (skupina C) vykazovaly mirny narast koncentrace po 12 a 24

hodinach od zahajeni 1éCby, v Case 48 hodin byla koncentrace dokonce nizsi nez u skupiny

kontrolni.
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Obr. 11: Koncentrace IL-1p v nddoru naméfena v prub&hu 48 hodin od zahajeni terapie.
A-manan-BAM, B- LPS,C- manan-BAM+LPS, K- kontrola PBS, NK- negativni kontrola

Hladina statisticky vyznamného rozdilu viéi kontrole: * P < 0,05

4.6.2 TNF-a (tumor necrosis faktor o)
Pro zjisténi koncentrace TNF-a byla sestrojena kalibracni pfimka a urcena jeji rovnice

regrese (Obr. 12).
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Obr. 12: Kalibra¢ni ptimka pro stanoveni TNF-a.
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Namétfené koncentrace TNF-a (Obr. 13) byly velmi nizké, témét ve vsech pripadech
byly dokonce niz§i nez koncentrace naméfené u negativni kontroly. Ve 12 hodin byla
nejvyssi hodnota namétfena u skupiny obsahujici manan-BAM (skupina A). Ve 24 hodin
byly koncentrace TNF-a u skupin A, B a C téméf vyrovnané, koncentrace u kontrolni
skupiny byla o néco niz$i. Ve 48 hodin byla ptekvapivé nejvyssi hodnota naméfena u

kontrolni skupiny, zvySena koncentrace byla zaznamenana také u skupiny s LPS (skupinaB).
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Obr. 13: Koncentrace TNF-o v nddoru naméfena v prubéhu 48 hodin od zahajeni terapie.
A-manan-BAM, B- LPS,C- manan-BAM+LPS, K- kontrola PBS, NK- negativni kontrola
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4.6.3 IL-6 (interleukin 6)

Na Obr. 14 je znazornéna kalibra¢ni ptimka a jeji rovnice regrese slouzici k uréeni

koncentrace IL-6.
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Obr. 14: Kalibra¢ni piimka slouzici ke stanoveni koncentrace IL-6.

Nasledujici graf (Obr. 15) znazoriiuje koncentrace IL-6 po aplikaci lé¢iva vV rozmezi 48
hodin. Naméfené koncentrace I1L-6 byly téméf na hranici detekovatelnosti. Skupina 1é¢ena
pomoci LPS (skupina B) vykazovala v ase postupny nartst koncentrace. Ve 12 ti hodinach
byl u této skupiny zaznamenan vyrazny, statisticky vyznamny nartst koncentrace a to jak
proti kontrole, tak proti ostatnim skupinam A a C. Po 48 hodinach od zahajeni terapie byl

nejvyssi narust koncentrace IL-6 zaznamenan u kontrolni skupiny (skupina K).
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Obr. 15: Koncentrace IL-6 v nadoru namétena v prib&hu 48 hodin od zahajeni terapie.
A-manan-BAM, B- LPS,C- manan-BAM+LPS, K- kontrola PBS, NK- negativni kontrola
Hladina statisticky vyznamného rozdilu vici kontrole: * P <0,05, ** P < 0,01, *** P < 0,005
Hladina statisticky vyznamného rozdilu viici skupiné A: AP <0,05, A AP <0,01

Hladina statisticky vyznamného rozdilu vici skupiné C: + P <0,05, ++P < 0,01

4.6.4 1L-8 (interleukin-8)
Pro stanoveni koncentrace IL-8 byla nejprve sestrojena kalibra¢ni ptimka (Obr. 16).

Pomoci rovnice regrese byla nasledné vypoctena koncentrace tohoto cytokinu.
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Obr. 16: Kalibra¢ni piimka slouzici ke stanoveni koncentrace IL-8.
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Koncentrace cytokinu IL-8 v prubéhu casu jsou zaznamenany v grafu (Obr. 17). Ve
vsech tifech Casovych intervalech byla zaznamenana zvySend koncentrace IL-8 pouze u
skupiny obsahujici samotné LPS (skupina B). Ve 24 hodin dosahla koncentrace IL-8 u této
skupiny statistické vyznamnosti oproti vSem ostatnim skupindm. Zvysend koncentrace byla
zaznamenana také u skupiny obsahujici manan-BAM+LPS po 12 ti hodinach od zapoceti

lécby. Ve 48 hodin nejvyssi koncentrace dosahla kontrolni skupina.
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Obr. 17: Koncentrace IL-8 v nadoru namétena v prib&hu 48 hodin od zahajeni terapie.
A-manan-BAM, B- LPS,C- manan-BAM+LPS, K- kontrola PBS, NK- negativni kontrola
Hladina statisticky vyznamného rozdilu vici kontrole: * P <0,05, ** P < 0,01, *** P < 0,005
Hladina statisticky vyznamného rozdilu vii¢i skupiné A: A P <0,05, A AP <0,01, A AAP <0,005
Hladina statisticky vyznamného rozdilu vtci skupiné C: + P <0,05, ++P <0,01, +++ P < 0,005

4.6.5 TGF-B (tumor growth faktor f)
Pro zjiSténi koncentrace dané¢ho cytokinu byla nejprve sestrojena kalibracni pfimka a
zZni vypoCtena rovnice regrese (Obr. 18). Ztéto rovnice byla nasledné vypoctena

koncentrace TGF-f z nadoru.
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Obr. 18: Kalibra¢ni piimka slouzici ke stanoveni koncentrace TGF-f.

Zmény hladin TGF-B zaznamenané po aplikaci 1écby v ¢asovém rozmezi 48 hodin
jsou znazornéné na Obr. 19. V prvnich 24 hodinach byl zaznamenan nartst koncentrace
TGF-B u skupin 1é¢enych manan-BAM a LPS (skupina A a B). Dalsi narust koncentrace
nebyl zaznamenan, naopak ve 48 hodin byl patrny vyrazny pokles koncentrace cytokinu u
téchto dvou skupin. Po 48 hodinach nejvyssi koncentrace dosahla skupina obsahujici manan-

BAM+LPS (skupina C).
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Obr. 19: Koncentrace TGF-f v nadoru naméfena v pribehu 48 hodin od zahajeni terapie.
A-manan-BAM, B- LPS,C- manan-BAM+LPS, K- kontrola PBS, NK- negativni kontrola
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4.6.6 IFN-y (interferon y)
Na nasledujicim grafu (Obr. 20) je znazornéna kalibra¢ni pfimka a jeji rovnice regrese,

které byly pouzity k vypoctu koncentrace IFN-y.
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Obr. 20: Kalibra¢ni piimka slouzici ke stanoveni koncentrace IFN-y.

V nasledujicim grafu (Obr. 21) jsou zaznamenany zmény koncentrace IFN-y po
aplikaci 1é¢iva v rozmezi 48 hodin. Nejvyssich hodnot koncentrace dosahoval tento cytokin
ve 12 hodin po aplikaci 1é¢iva. Skupina, které bylo podavano LPS (skupina B), vykazovala
postupné snizujici se koncentraci IFN-y v ¢ase. Podobny trend byl zaznamenan i u skupiny

l1é¢ené smési manan-BAM+LPS (skupina C).
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Obr. 21: Koncentrace IFN-y v nadoru naméfena v prub&hu 48 hodin od zahajeni terapie.
A-manan-BAM, B- LPS,C- manan-BAM+LPS, K- kontrola PBS, NK- negativni kontrola
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4.7 Pokus €. 7: Zavedeni a optimalizace metody slouzici k uréeni miry

degranulace neutrofilii pri interakci s nadorovymi buiikami a ligandem
Cilem tohoto pokusu bylo zjistit, zda neutrofily zabiji nadorové buiky procesem

exocytozy azurofilnich granul. Markerem tohoto procesu je uvolnéni MPO do venkovniho

prostfedi. Na detekci a zjisténi mnozstvi tohoto enzymu, uvolnéného pii interakci

s nadorovymi bunikami, byly zalozeny nésledujici pokusy.

V kazdém pokusu byla nejprve sestrojena kalibra¢ni piimka (Obr. 22), diky které bylo

zjisténo mnozstvi uvolnéného fluoresceinu.
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Obr. 22: Kalibra¢ni piimka pro stanoveni uvolnéné MPO.

4.7.1 Zavedeni metody stanoveni mnozstvi uvolnéné MPO a studium in vitro

interakci neutrofili s nadorovymi buiikami a ligandem

Tento pokus mél za ucel pomoci objasnit, zda pfi interakci neutrofilti s nddorovymi
buitkami dochdzi k degranulaci neutrofili a exocytéze primarnich granul spojené
s uvoliovanim MPO. Byly testovany rizné kombinace s ukotvenim ligandu — mananu na
nadorové buiky nebo bez n¢j. Z grafu je patrné (Obr. 23), ze pii méfeni MPO nedoslo
k vyrazngj$im rozdilim v mnozstvi uvolnéné MPO u jednotlivych skupin. O néco vyssi byla

zaznamenana hladina MPO pouze u sonikovanych neutrofilii (skupina F).
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Obr. 23: Mnozstvi MPO naméfené pii in vitro interakci neutrofili s nadorovymi bunikami a

mnozstvi MPO [mikrojednotky/ml]

ligandem.
A-neutrofily+nddorové bunky s ukotvenym manan-BAM, B- neutrofily+ nadorové buriky, C-
samotné ndadorové bunky, D-samotné neutrofily, E- sonikované nddorové bunky, F-

sonikované neutrofily, G- kontrola-pufr+master mix

4.7.2 Zavedeni metody a stanoveni mnoZzstvi uvolnéné MPO Vv nadorové tkani po
aplikaci LPS

Tento pokus slouzil k ovéfeni, zda do nadoru migruje zvySeny pocet neutrofilti po
aplikaci LPS. Jak je patrné z Obr. 24, se nas ptedpoklad vyplnil, protoze u skupiny, které
bylo aplikovano LPS, doslo k vyraznému naristu hladiny MPO oproti skupiné kontrolni.

Tento narlst byl statisticky vyznamny.
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mnoZstvi MPO [mikrojednotky/g]

Obr. 24: Mnozstvi MPO naméfené z nadorové tkané po aplikaci LPS.
A - LPS, K- kontola PBS

Hladina statisticky vyznamného rozdilu vii¢i kontrole: * P < 0,05

4.7.3 Zavedeni metody a stanoveni mnozstvi MPO uvolnéné do mezibunééného

prostoru nadorové tkané po aplikaci liganda

Cilem tohoto pokusu bylo zjistit, zda aplikace manan-BAM a jeho kombinace s LPS
vede béhem 48 hodin Kk uvolnéni MPO do mezibunétného prostoru. Zjistili jsme, Ze U
skupiny obsahujici samotné LPS (skupina B) byla aktivita MPO zvysena v prub¢hu celych
48 hodin. U ostatnich skupin byl zaznamenan narust hladiny uvolnéné MPO pouze u

skupiny obsahujici manan-BAM+LPS (skupina C), a to ale az ve 48 hodin (Obr. 25).
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Obr. 25: Mnozstvi MPO namétené z nadorového supernatantu béhem 48 hodin.

A-manan-BAM, B- LPS,C- manan-BAM+LPS, K- kontrola PBS, NK- negativni kontrola
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5. Diskuze

Cilem této diplomové prace byla snaha pfispét k objasnéni mechanismli vrozené
imunity podilejicich se na degradaci nadorovych bunék s instalovanymi ligandy
fagocytarnich receptorti. Za timto ucelem byly provadény jak in vivo pokusy, ve kterych
byly pouzity pfevazné imunodeficientni mysi, tak také in vitro pokusy, zaloZzené na
sledovani produkce cytokinli v nadorové tkani po aplikaci terapeutické latky a na zavedeni a
optimalizaci metody slouzici k méfeni hladiny myeloperoxidazy (MPO), ktera se uvoliuje
pti degranulaci neutrofilti.

Prvni dva experimenty byly provadény na SCID mysSich, za Gcelem potvrzeni na$i
hypotézy, ze redukce nadorového ristu po aplikaci fagocytarniho a signalniho ligandu
(manan-BAM+LPS, Zymosan-BAM +LPS), je zptisobena vrozenou imunitou. To, Zze pro
uc¢innou redukci nadorového ristu je potfeba kombinace aktivace téchto dvou receptort,
bylo prokazano jiz v mnoha ptredeslych pokusech (Janotova a kol. 2014). PIné to podporuje
teorii Underhilla a Gantnera (2004), ktefi upozorfuji na nutnost spoluprace rozpustnych
signalnich PAMPs s aktivaci fagocytarnich receptorti za pomoci fagocytarnich liganda, které
jsou vazané na povrch mikroorganismu.

V prvnim pokusu na SCID mySich (transplantovan melanom) byla pouzita pulzni
terapie, ktera probihala mésic a byla aplikovana ve dnech 0,1,2,...8, 9, 10,...16, 17,18,....
24, 25, 26. Pii tomto rezimu bylo u skupiny lécené smési manan-BAM+LPS dosazeno
pramérné 35,8 % redukce nddorového ristu. Tento pulzni rezim byl testovan také u mysi
kmene C57BL/6N , kde skupina lé¢end smési manan-BAM+LPS vykazovala dokonce
94,7% redukci naddorového ristu, kromé toho bylo také zaznamenéno statisticky vyznamné
prodlouzeni pteziti 1é¢enych mysi (P< 0,005) (Janotova a kol. 2014). V nasem pokuse se
bohuzel nepodatilo dosdhnout statisticky vyznamného pteziti 1écené skupiny mysi.

V druhém pokuse (SCID mysi s transplantovanym melanomem) bylo schéma lécby
odlisné, terapeuticka latka byla podavana obden celkem Sestkrat. Pii tomto zptsobu aplikace
1é¢by bylo u skupiny, které byl aplikovan manan-BAM+LPS dosazeno dokonce 64,4 %
redukce nadorového ristu. Skupina léCend terapeutickou smési Zymosan-BAM+LPS
dosdhla ve stejném casovém rozmezi 62,2 % redukci naddorového ristu. U obou téchto
skupin byla redukce nadorového rlstu ptrechodné statisticky vyznamna (P<0,05). Po
ukonceni pokusu byl sledovan vyskyt metastdz u jednotlivych skupin mySi. Metastazy
Vv plicich byly zaznamendny pouze u skupiny kontrolni a to u 66% mysi ze skupiny, u

ostatnich skupin nebyla zddnd metastatickd loZiska zaznamenana. V pokusech provadénych
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Janotovou a kol. (2014) se stejnou terapeutickou latkou (manan-BAM + LPS) a stejnym
rezimem, pouze na odlisném kmeni mysi (C57BL/6N) bylo dosazeno 88,6% redukce, ktera
byla v nékteré dny statisticky vyznamna. Prodlouzeni pfeziti této skupiny mySi nebylo
statisticky vyznamné.

Z nami dosazenych vysledki je patrné, ze terapie manan-BAM + LPS i terapie pomoci
Zymosan-BAM + LPS (Zymosan obsahuje jako imunologicky aktivni latky piedevsim
manan v kombinaci s beta glukanem) na SCID mysich funguje. Je tedy pro jeji fungovani
zédsadni uast vrozené imunity, nebot SCID mysi nemaji T a B lymfocyty. Uginek této
imunoterapie je vSak niz§i ve srovnani s modelem C57BL/6 — melanom B16-F10. Vysvétleni
milZzeme spatfovat ve spoluucasti ziskané imunity na redukci nddorového rtstu. Nadory na
imunodeficientnich mysSich, jako jsou SCID rostou obecné 2x rychleji, nezZ na mysich s plné
rozvinutou imunitou (Zenka, stni sdéleni).

Zatimco u mysi s plné vyvinutou imunitou se jevil jako vyhodnéjsi pulzni rezim, u
SCID mysi jsme zaznamenali opa¢nou tendenci. Vyhodnost pulzniho rezimu u LPS mtiZzeme
spojovat se vznikem rezistence na LPS (Greisman a kol. 1975) Pro¢ vSak u SCID mysi tento
jev nepozorujeme je vSak s ohledem na komplexnost systémii obtizné vysvétlitelné.

V dalSich dvou in vivo pokusech byly pouzity CD11b (CR3 — komplementovy receptor
3) deficientni mysi. Tento receptor je velmi dilezity pro vazbu C3b fragmentu tvofeného pti
aktivaci komplementu, ktery je velmi vyznamnym opsoninem. Nejprve Si povSimneme
pusobeni manan-BAM, piipadné jeho smési s LPS. Jak prokazala Janotova a kol. (2014), je
pro piisobeni manan-BAM rozhodujici lektinova aktivace komplementu a nasledné piisobeni
fagocytli na C3b opsonizované bunky.

V pokuse €. 3 byla aplikovana pulzni terapie a v nasledujicim pokuse byla terapeuticka
latka aplikovana obden. U obou rezimi byly zaznamenany podobné vysledky. K uréité
redukci nadorového rustu sice dochazelo, nebyla vSak nijak statisticky vyznamna.

Experiment tedy prokdzal dullezitost rozpoznani bunék opsonizovanych C3b
komplementovym receptorem CR3. Samotna tvorba terminalniho komplementového
komplexu ani nespecifické plisobeni zanétlivého infiltratu indukovaného LPS nemély na
nadorovy rust dostateény vliv. Pouze synergie infiltrace vyvolané LPS s manan-BAM
indukovanou komplementovou fadou s moznosti CR3 - C3b interakce vede k u¢inné inhibici
nadorového ristu (Janotova a kol. 2014). Nase vysledky tedy potvrdily zavéry Janotové a
kol. (2014) tykajici se mechanismu pisobeni manan-BAM.

Zajimavy je fakt, ze u skupiny, které byl podavan Zymosan-BAM+LPS doslo rovnéz

jen k velmi malé redukci nadorového rlstu, pfestoze bylo zjisténo, Ze tato kombinace
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vyvolava u mysi kmene C57BL/6N mohutnou synergii a vede az k 98% redukci nadorového
ristu (Waldmannova 2012). Na zakladé pozorovani Browna a kol. (2002), ktery uvadi, ze
hlavnim receptorem rozpoznavajicim p-glukan u neopsonizovaného Zymosanu je Dectin-1 a
nikoliv CR3, bychom ptedpokladali, ze mysi deficientni v tomto receptoru budou na 1é¢bu
reagovat dobfe. Moznym vysvétlenim by mohlo byt to, ze Zymosan-BAM aplikovany
spole¢né s LPS snadno aktivuje komplement a stava se tedy C3b opsonizovany. Takto
opsonizovany Zymosan je pak primarné rozpoznavan CR3 receptorem a nikoliv Dectinem-1
(Hadas a kol. 2010).

Posledni in vivo pokus byl provadén za tcelem ovéfeni terapie na odlisném typu
nadoru. Byl proto pouzit sarkom S-180 transplantovany my$im kmene BALB/c. Problémem
sarkomu-180 je, Ze se u n&j mulze objevit spontanni regrese, ktera je dana snizujici se
fosfolipidovou aktivitou (Jones a kol. 1939). Toto bylo zaznamenano i v nami provadéném
pokuse, kdy se velikosti nddori u kontrolni skupiny v pribéhu terapie samovolné
zmenSovaly. | pfesto ale dosahla skupina 1é¢ena smési manan-BAM+LPS 12. den statisticky
vyznamného sniZzeni nddorového ristu, tudiz mizeme tvrdit, Ze tato terapie je ucinnd i u
tohoto typu nadoru.

Experimenty, ve kterych byly sledovany koncentrace jak prozanétlivych (TNFa,lL-6,
IL-1B, IL-8 a IFNYy), tak protizanétlivych cytokini (TGF-beta), mély za cil objasnit d&je
probihajici uvnitf nddoru. PfedevS§im nds zajimalo, zda se kombinace fagocytarnich a
signalnich ligandd (manan+LPS) projevi na zméné koncentrace jednotlivych cytokind.

Problémy vyskytujici se pii studiu cytokinii a jejich tloze v zanétlivych a imunitnich
odpovédich jsou dany jejich pleiotropnim, synergickym nebo antagonickym u¢inkam.
Ackoliv byla provadéna tada studii zabyvajicich se plsobenim jednotlivych cytokint, je
velmi slozité porozumét jejich sitovému plsobeni. Aktivované bunky totiz produkuji vice
cytokinii soucasn¢ V odpovédi na dany podnét, a proto je velmi slozité hodnotit tcinek
jednotlivych cytokint (Balkwill a Burke 1989). Za timto ucelem jsou v nékterych studiich
provadény multiplexové analyzy, které kombinuji princip sendvi€ové imunologické analyzy
S fluorescenénimi technikami, coZ jim umoZzni soucasnou analyzu mnoha riznych cytokint
soucasné (Yurkovetsky a kol. 2007).

To, Ze melanom opravdu produkuje fadu cytokinli, zaznamenal ve své praci napf.
Yurkovetsky a kol. (2007). Zjistil, ze u pacientli s melanomem byla naméfena statisticky
zvySend koncentrace cytokint IL-1a, IL-1f, IL-6, IL-8, IFN-a, TNF-a a nékterych dalSich.
Sérové hladiny cytokind jako je napt. IL-2,IL-4, IL-10 nebo INF-y byly detekovatelné, ale

nevykazovaly statistickou vyznamnost oproti kontrolni skuping. Nékteré z téchto cytokint
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(napt. IL-1a, IL-1pB, IL-6, IL-8...) podporuji rist nadorovych buné¢k a zvySuji schopnost
nadoru prezit. Diky parakrinnimu pisobeni mohou stimulovat proliferaci endotelidlnich
bun€k, migraci, angiogenezi a metastazovani. Nékteré cytokiny (IL-1, IL-6, TGF-B, TNF a
IFN) mohou mit také inhibi¢ni ucinky, ale pouze na melanocyty nebo casné léze,
Vv pokrocilych stadiich melanomu uz jsou netuc¢inné (Lazar-Molnar a kol. 2000).

V nami provadénych pokusech byl zaznamenan zvyseny nartst koncentrace cytokint u
skupin, kterym bylo podavano samotné LPS. To, ze LPS podporuje produkci nékterych
cytokint, bylo zjisténo uz diive. Jak je znamo LPS aktivuje TLR receptory, které nasledné
spousti kaskadu intracelularnich signald, které zahrnuji aktivaci NFxB, coz vede k produkci
Casnych cytokinii jako je napi. IL-1, IL-6 a TNF-o (Hopkins 2003). V pokusech, které
provadél Bobrowski a kol. (2005) bylo zjisténo, Ze mysi 1é¢ené pomoci LPS vykazovaly
zvysenou produkei nékterych cytokini uz po dvou hodinach od aplikace. Statisticky zvySena
koncentrace byla zaznamenana u cytokini — IL-6, IL-10, IFN-y a TNF-a. Po 24 hodinach byl
zaznamenan statisticky vyznamny narust jesté u IL-1p, IL-5, IL-12 a GM-CSF (Bobrowski a
kol. 2005).

Na zaklad¢ naSich experimentil sledujicich zmény hladin jednotlivych cytokini, ale
bohuzel neni mozné vysvétlit diive pozorovanou mohutnou protinddorovou synergii
signalnich a fagocytarnich ligandii. Moznym vysvétlenim, pro¢ nedoslo k ndmi ocekavané
zméné koncentrace u skupiny lééené manan-BAM+LPS, by mohl byt fakt, Ze pro uvolnéni
cytokinti je dulezitd funkce mandzového receptoru (MR) (Heinsbroek a kol. 2008). Ten je
ale vtomto piipadé¢ pravdépodobné potlacen ptitomnosti LPS (Shepherd a kol. 1990), a
proto se nemtize ucinné zapojit do produkce cytokinti. Dal§i moznou hypotézou je to, ze pii
podani této smesi doslo k masivnimu nartistu koncentrace MBL, diky kterému mohlo dojit
k inhibici cytokini produkovanych LPS stimulaci. To, Ze vysoké davky MBL (10-20 pg/ml)
mohou vyvolat snizeni produkce TNF-o a IL-12 stimulované LPS zaznamenal pii svych
pokusech (Wang a kol. 2011). Toto jsou ale pouze hypotézy a Kk jejich ovéteni by bylo nutné
provést dalsi pokusy.

Nase vysledky odpovidaji nazoru Janotové a kol. (2014), ze pro zanétlivou infiltraci a
S ni souvisejici zmény hladin cytokinti je dilezitd prezence LPS. Kotvené ligandy spojené
s fagocytdzou pak hraji roli v nasmérovani imunitniho ataku a k jeho intenzité neptispivaji.

Hlavnim smyslem posledniho pokusu bylo zjistit, zda jsou nadorové buiiky zabijeny
pomoci neutrofilli extracelularné - tedy pomoci latek uvolnénych pii exocytdze granul
z neutrofild. To, Ze neutrofily zabiji nddorové bunky pomoci degranulace zmiiuje ve své

praci také Di Carlo a kol. (2001), ktera pozorovala, ze v oblasti vytvofeni nekrotického
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loziska je pfitomna velkd masa degranulovanych neutrofili s uvolnénymi granuly, které se
nachazi v blizkém kontaktu s nddorovymi buinikami a zobrazuji zndmky nevratného
poskozeni. K tomuto pfimému zabiti nadorovych bun€k neutrofily doslo pravdépodobné za
ptitomnosti cytoklinii IL-2 a TNF-a (Di Carlo a kol. 2001).

Prvni ztéchto pokusti byl zaméfen na sledovani in vitro interakci neutrofilti
s nadorovymi butikami, na nichz byl navazan ligand (manan-BAM+LPS). Mezi jednotlivymi
skupinami nebyl zaznamenan témét zadny rozdil, dokonce ani sonikované neutrofily, u
kterych bychom ocekdvali zvySenou hladinu MPO, nebyla zména pfili§ markantni.
Pravdépodobné to bylo zplisobeno tim, ze pfi izolaci neutrofilli z peritonealni dutiny za
pomoci thioglykolatového média dochazi k aktivaci neutrofilti (Itou a kol. 2006). Diky této
chemické stimulaci a naslednym mechanickym a teplotnim zméndm mohlo dojit k uvolnéni
granul jiz béhem procesu ptipravy a proto pak nemohla byt aktivita MPO detekovana. Aby
se predeslo témto problémim, budou v nasledujicich pokusech pouzivany neutrofily
izolované z kostni dfené (Zenka, Gistni sdéleni). Vhodngjsi by také mozna bylo zvysit pomér
neutrofilt k targetim, pomér 5:1 se zda byt nedostacujici.

V dal§im experimentu byla zjiStovana celkova aktivita MPO v nadoru po stimulaci
LPS. U skupiny mysi, kterym bylo LPS aplikovano, byla po 24 hodinach zaznamenéana
statisticky zvysSend aktivita MPO, podafilo se nam tedy ovéftit, ze LPS funguje jako silny
stimulator neutrofilni infiltrace. Zda ptitom doslo k uvolnéni MPO z neutrofili nemtzeme
na zaklad¢ tohoto experimentu urcit, nebot’ jsme stanovovali celkovou MPO po sonikaci
tkang.

V piipad¢ stanoveni aktivity MPO uvolnéné do mezibunécného prostoru nadoru, byla
taktéz zaznamendna zvysena aktivita MPO u skupiny obsahujici samotné LPS. To, ze LPS je
silny stimulator degranulace neutrofili bylo pozorovano uz diive, ve své praci to zminuje
napt. Gill a kol. (1998), ktery potvrdil, Ze LPS pusobi jako nejsiln¢jsi stimul pro
degranula¢ni aktivitu neutrofili pti srovnani s nékterymi cytokiny a stimula¢nimi faktory.

Zajimavé ale je, Ze tento trend nebyl zaznamenan v ptipadé, Ze bylo LPS aplikovano
spole¢né s kotvenym mananem. U této skupiny bylo zaznamendno uvolnéni MPO do
mezibunééného prostoru az ve 48 hodin od aplikace 1écby. To si vysvétlujeme tim, ze takto
kotveny ligand na nadorovou buiku nevyvola exocytézu a uvolnéni granul neutrofilu do
prostoru okolo bunék hned, ale tésné ptisedne k nadorové burice a vytvoii jakousi kapsu, do
které se granula vyliji a tim muze efektivnéji a cilené nadorovou buriku zabit. Tuto teorii
zminuje ve své praci i Klebanoff (2005). Z této kapsy se granula uvolni az po vice nez 24

hodinach od zapoceti I¢¢by, kdy uz jsou naddorové bunky degradovany.
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Tyto pokusy zalozené na sledovani aktivity MPO pii degranulaci neutrofilii, slouzily
spise jako predpokusy, které by mély napomoci K zavedeni a optimalizaci této metody, proto
V rozvoji téchto metod a objasnéni mechanismil neutrofili budou pokracovat nékteré dalsi
prace.

Hlavnim smyslem této prace bylo alespon casteéné objasnit mechanismy vedouci
k redukci nadorového riistu vyvolaného puisobenim signalnich a fagocytarnich receptort a
tim pfispét k nalezeni U¢inné terapie, kterd by v budoucnu mohla byt pouzitd i k 1é¢be
lidskych pacientti. Nékteré domnénky se ndm podatilo ovéfit, ale stale zbyva mnoho otazek,
na které zatim neumime odpovédét. Proto 1 dalsi vyzkumy se budou touto problematikou

nadéle zabyvat.
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6. Souhrn

Byla potvrzena uc¢innost 1écby (manan-BAM+LPS a Zymosan -BAM+LPS) u

imunodeficientnich mysi SCID a tim i role vrozené imunity v této terapii.
Byla zjisténa dualezitost exprese komplementového receptoru 3 (CR3) pro dosazeni
ucinné redukce nadorového rlstu vyvolaného synergii signalnich a fagocytarnich

motivll (manan-BAM+LPS a Zymosan -BAM+LPS).

Utinnost terapeutickych smési manan-BAM+LPS a Zymosan-BAM +LPS byla

prokazana 1 pii lécbé sarkomu — 180 transplantovaného mysim kmene BALB/c.

Diive pozorovana mohutnd protinadorova synergie signalnich a fagocytarnich

ligandl neni zaloZena na synergii v produkci prozénétlivych cytokind.
Bylo potvrzeno, Ze LPS funguje jako silny aktivator degranulace neutrofild.
Bylo zjisténo, ze stimulace neutrofili pomoci manan-BAM+LPS vede k uvolnéni

MPO do mezibunécného prostoru az ve 48 hodin od zapoceti terapie, do té doby

pravdépodobné zlstava v uzavieném prostoru mezi neutrofilem a nddorovou bunkou.
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7. Seznam zkratek

APC
ATP
BAM

CD
CNS
CR3
CTL
DAF
DAMPs

DC
ELISA

FCS
Foxp3
GM-CSF

IDO
IFN
IL
ITAM

ITGAM
LPS
MASP
MBL
MHC

MR
MPO

NETs

antigen-prezentujici butika (antigen-presenting cell)

adenosintrifosfat

biokompatibilni kotva pro membrany (Biocompatible Anchor for cell
Membrane)

oznacéeni povrchovych molekul leukocytt (cluster of differentiation)
centralni nervovy systém

komplementovy receptor 3

cytotoxické T lymfocyty

membranovy protein (decay accelerating factor )

s poskozenim asociované molekularni vzory (damage associated molecular
patterns)

dendriticka buiika (dendritic cell)

imunologicka metoda (z anglického Enzyme — Linked ImmunoSorbent
Assay)

fetalni teleci sérum (z anglického Fetal Calf Serum)

protein imunitniho systému (forkhead box P3)

rustovy faktor stimulujici granulocyto-makrofagové kolonie (granulocyte-
macrophage colony stimulating factor)

enzym indoleamine- 2,3 dioxygenase

interferon

interleukin

motiv v intracelularni doméné (immunoreceptor tyrosine-based activation
motif)

proteinova podjednotka (Integrin aM)

lipopolysacharid

serinova protéza spojena s MBL (MBL-associated serine protease)

lektin vazajici man6zu (mannan-binding lectin)

hlavni histokompatibilni komplex (major histokompatibility complex)
makrofagovy receptor pro manézu (manose receptor)
myeloperoxidaza

neutrofilni extracelularni sit¢ (neutrophil extracellular traps)
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NF-xB

NK
NLRs

PAMPs

PBS
PGE2
PRRs
ROS
SCID
SR/CR
TAMSs
TANS
TGF
TLR
TNF
Treg
uv

VEGF

transkrip¢ni faktor (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B
cell)

ptirozeny zabije¢ (natural Killer)
NOD-like receptory (NOD-like receptors)

s patogenem asociované molekulové vzory (patogen-associated molecular
patterns)
pufrovany fyziologicky roztok (Phosphate Buffered Saline)

prostaglandin E2

receptory rozpozndvajici patogeny (pattern recognition receptors)
reaktivni formy kysliku (reactive oxygen species)

tézka kombinovana imunodeficience (severe combined immunodeficiency)
spontanni regrese / kompletni rezistence

s nadorem asociované makrofagy (tumor-associated macrophages)
s nadorem asociované neutrofily (tumor-associated neutrolils)
transformujici rustovy faktor (transforming growth factor)
Toll-like receptor

faktor nadorové nekrozy (tumor necrosis factor)

regula¢ni T-lymfocyt (regulatory T cell)

ultrafialové zareni

vaskularni endotelidlni rastovy faktor (vascular endothelial growth factor)
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