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1. Uvod

1.1 Rakovina

Rakovina je obecné pojmenovani pro skupinu onemocnéni, zpusobenych
nekontrolovatelnym délenim nadorovych bunék, Vv nejriiznéjSich organech a tkénich téla.
Nazev rakovina byl vytvofen z neptesného piekladu slova ,,cancer”. Nadory prsu mnohdy
svym tvarem piipominaji kraba (ne raka), od néhoz byl v pocatcich mediciny nazev odvozen.
Rakovina je charakterizovana vznikem zhoubnych (malignich) buné€k, které mohou pronikat

do okolnich tkani, a tam zakladat vzdalené nadory (metastazy) (Altaner 2008).

1.1.1 Vznik nadoru

Zivotidny organismus je béhem svého Zivota vystaven fadé vlivii, které mohou vést
K muta¢nim zménam v jeho buinkach. Pfevazna vétSina mutaci je neustale opravovana nebo
tézce poskozené bunky zanikaji pomoci apoptodzy. Pokud tyto mechanismy selzou, mize dojit
k akumulaci mutaci v genech kontrolujicich rdst buniky, coz mize vést k jeji aktivaci.
Nahromadéni mutaci v kmenové nebo progenitorové buiice vede ke vzniku kmenové
nadorové bunky. Pokud dojde k muta¢nim zménam v diferencované bunce, ziska schopnost
sebeobnovy a stava se tak zarodkem nadoru (Altaner 2008).

Pfic¢in vzniku nadorti je mnoho a fadu z nich stale jesté nezname. Faktory podilejici se na
vzniku nadort jsou oznacovany jako faktory kancerogenni, a mohou byt fyzikalni, chemické,
biologické nebo genetické povahy (Klener a kol. 2002).

Mezi tyzikélni vlivy patii pfedev§im ionizujici zéafeni, které ma prokazatelny vliv na
vznik nddorovych onemocnéni, piedevsim leukemii (napt. u populace, ktera piezila vybuch
atomové bomby). Dale také zvySené ultrafialové zafeni (zvlaste¢ UV-B) vede ke vzniku
koznich nadorti (Macék a Macakova 2004).

Mezi chemické faktory s kancerogennim uc€inkem ftadime napiiklad polycyklické
aromatické uhlovodiky, které jsou obsazeny v tabakovém kouii, ve vyfukovych plynech a
primyslovych exhalacich. Dale také nitrosaminy obsazené v uzeninach a aflatoxiny, které

vznikaji v plisnich (Klener a kol. 2002).



Z biologickych faktorti maji nejvétsi vyznam viry. Mezi nejznaméj$i patii napf. virus
Epstein-Baarové, spojovany se vznikem Burkittova lymfomu. K dal§im viram podilejicim se
na vzniku nadort fadime napf. papilomaviry a skupinu herpes vira (Macak a Macakova
2004).

Neopomenutelné jsou také faktory genetické. Nadorova onemocnéni nejsou sice
dédi¢na, ale existuji urcité dispozice vedouci ke zvySenému riziku vzniku nadorovych
onemocnéni v jedné rodiné (tzv. karcinomové rodiny). Jsou zndma také néktera geneticky
podminéna onemocnéni a vyvojové vady, které maji vztah k vzniku nddorového onemocnéni

(napt. familiarni polypdza tlustého stieva a karcinom tlustého stieva) (Klener a kol. 2002).

1.1.2 Déleni nadora

Nédory se déli podle nékolika aspektli. Na zakladé biologickych vlastnosti délime

nadory na benigni, intermediarni a maligni (Macak a Macakova 2004).

Benigni nadory jsou zpravidla pomalu rostouci, ohrani¢ené a opouzdiené nadory.
Nador je vzhledem k okoli pohyblivy. Bunky pfipominaji normalni bunky, jsou zralé¢ a
diferencované. Rist je expanzivni a nadory nemetastazuji (Macak 2002).

Intermediarni nadory jsou na rozhrani mezi benignimi a malignimi nadory. Jejich
progndza je obecné lepsi nez u malignich nadorti, ale mohou recidivovat a v nékterych
piipadech vznikaji také metastazy (Macak a Macakova 2004).

Maligni nadory jsou rychle rostouci, nepfesné ohranicené a casto byvaji neopouzdiené.
Nador je nepohyblivy proti okoli nebo spodiné. Buiiky jsou velmi malo diferencované nebo
zcela nezralé, jsou nestejn€ velké, pleomorfni a maji velkd jadérka. Jejich rust je infiltrativni a

nadory vytvareji vzdalena loziska- metastazy (Macak 2002).

Nédory miizeme dale také délit podle piivodu histogeneze na mezenchymové, epitelové,

neuroektodermové a smisené (rizné) ( Macak 2002, Vorlic¢ek a kol. 2006).

. Mezenchymové nadory
-benigni: fibrom (z kolagenniho vaziva), myxom (z hlenového pojiva), lipom (z
tukové tkan€), chondrom (z chrupavky), angiom (z cévy), rabdomyom (z pfi¢né
pruhovaného svalstva), chordom ( z chorda dorsalis),
-maligni: obecné je nazyvame sarkomy, blize charakterizované napt. fibrosarkom,

chondrosarkom atd., ale také sem fadime leukemie a lymfomy



J Epitelové nadory
-benigni: papilom (z povrchového epitelu), adenom (ze zlazového epitelu)
-maligni: obecné¢ se nazyvaji karcinomy (vychazeji z epiteli entodermalniho,

ektodermalniho a mezodermalniho)

o Neuroektodermové nadory
Lze je roz€lenit na nadory CNS, nadory periferni nervové soustavy a na nadory kize a
sliznic (melanocyty).
-benigni: meningeom (CNS), pigmentovy névus (ktuze)
-maligni: neuroblastom (CNS), melanom (ktze)

o SmiSené nadory jsou takové nadory, ve kterych se nachazi dvé morfologicky odlisné
struktury napt. osteofibrom. Nebo se miize také vyskytnout kombinace ze dvou zarodecnych

list napt. adenofibrom.

1.2 Melanom

Melanom je zhoubny nador z melanoblasti, tj. nezralych melanocytil, coz jsou bunky
neuroektodermového ptvodu. Zralé melanocyty se nachdzi mezi bunkami bazalni vrstvy
pokozky, nebo se mohou vytvaret hnizda melanocyti (névovych bun€k) ve Skare jako tzv.

matetska znaménka. Jejich hlavnim znakem je, Ze tvofi melanin (Macdk a Macakova 2004).

1.2.1 Epidemiologické charakteristiky melanomu

Maligni melanom postihuje pfedevsim bilou rasu, u asiatii a cernochti ho nalezneme
jen vzacné€. Nejvice ohrozeni jsou lidé s koznim fototypem I, 11, a Il, tedy ti se svétlejsi kuzi,
u kterych hrozi velké riziko spaleni na slunci (Petruzelka a kol. 2002).

Incidence melanomu v Ceské republice, stejné jako po celém svété, stile stoupa.
V roce 1975 byl pocet novych onemocnéni melanomem 4/100 000 obyvatel, v roce 1998 to
bylo jiz 12/100 000 (Petruzelka a kol. 2002) a v soucasné dob¢ se udava 18-21/100 000
obyvatel (Srb 2012).



1.2.2 Etiologie melanomu

Hlavni a pfesna pfi¢ina vzniku melanomu neni doposud znama, ale za hlavni faktory
vniku melanomu se povazuje pusobeni slune¢niho zareni a to jak UV-A tak UV-B slozky.
Vyznamnou roli hraje také kozni fototyp. Mezi dalsi rizikové faktory fadime mnohocetné
pigmentové névy, obrovské kongenitalni névy a vyskyt melanomu v rodiné (Petruzelka a kol.
2002).

Dédicného puvodu je 2-5 % melanomd. NejvétSi vyznam md mutace genu plé

(CDKNZ2), s mensi Cetnosti se vyskytuje mutace genu BRCA2 (Petruzelka a kol. 2002).

1.2.3 Klasifikace melanomu

Klinicky a histologicky rozli§ujeme &tyfi zakladni typy melanomu (Cap a kol. 2005).

wrv

o Povrchové se Sifici melanom (SSM-Superficial Spreading Melanoma)

Piedstavuje az 2/3 vSech melanomu. Vyskytuje se kdekoliv na téle, u Zen nejcastéji na
bércich a u muz na trupu (Cap a kol. 2005). Obrys melanomu mé tendenci vytvatet ¢asti
kruhu, kompletni kruh je tvofen jen vzacné. U nepravidelného ohraniceni se vyskytuje bud’
zubaty ledvinovity tvar, nebo vybiha ve vice nepravidelnych vy¢nélki. Léze jsou casto
snadno zjistitelné hmatem, protoze vystupuji 2-4 mm nad povrch ostatni kize. Velmi
dilezitym aspektem je také barva. Objevuji se kombinace svétle hnédé, hnédé, Sed¢, cerné,
fialovo-rizové, a dokonce také modré a bilé (Clark a kol. 1969).

o Nodularni melanom (NM-Nodular Melanoma)

Tvoii asi 10-15% vsech melanomi (Cap a kol. 2005). Pro tento typ melanomu je
charakteristicka tmava, modro-¢ernd barva a podle vzhledu rozliSujeme 3 druhy. Prvni typ
predstavuje hladkd, jednotnd bulka pfipominajici bortivku, kterda se nachéazi tésné pod
povrchem kiize. Druhou variantou je modro-Cernd vyvySend plocha s nepravidelnymi okraji a
tieti je zevné rostouci, Casto viedovita 1éze (Clark a kol. 1969).

o Lentigo maligna melanom (LMM-Lentigo Maligna Melanoma)

Lentigo maligna fadime mezi prekancerdzy, netvoii metastazy a ma dlouhodoby rist
(5-20 let). Vyskytuje se piedev§sim u starSich lidi na hlavé, obliceji a krku. A asi u jedné
tietiny pacientll pfechazi do malignity, pak mluvime o lentigo maligna melanomu (Cap a kol.
2005). Tento melanom obvykle pokryva pomérné velkou plochu a mize byt zaménovan

s povrchové se Sificim melanomem. VétSinou nachazime nahodilé kombinace barev svétle
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hnédé, hnédé nebo také Cerné skvrny na hnédém pozadi. Vyskytuje se i modra a bila,
Vv pozdéjsich stadiich nemoci se Casto objevuji samostatné modro-¢erné uzliky (Clark a kol.
1969).

o AKrolentiginozni melanom (ALM- Acral Lentiginous Melanoma)

Nejcasteji se objevuje u Cernochii a asiatli, u b&lochli je pomérné¢ vzacny (asi 3%
melanomil). Je lokalizovan v mistech bez ptfitomnosti vlasovych folikulii, tedy na dlanich,
chodidlech nebo pod nehty. Klinicky je podobny ostatnim typtim melanomu. Pokud dojde ke
vzniku uzlu v nepravidelné¢ pigmentovaném plosném lozisku je patrny jiz invazivni rast

(Fikrle a Pizinger 2010, Ditrichova a Tichy 2006).

1.2.4 Melanom B16

Pouziti my$iho melanomu B16, a to jak solidniho tumoru, tak jeho metastaz, se stalo
velmi dulezitym v onkologickém vyzkumu. Tento model se zac¢al pouzivat ke studiu metastaz
vroce 1970, samotnd bunécna linie byla charakterizovana uz v roce 1954. Tento tumor

spontanné vznikl na mysich C57BL/6J v Jackson Laboratories. Bylo pozorovano, Ze tento
melanom miize metastazovat do plic, jater a sleziny (Teicher a kol. 2011).
Jsou popsany c¢tyii odlisné bunécné linie mysiho melanomu B16-FO0, -F1, F10 a BL6.

Model B16-F10 ma velmi dobrou schopnost metastazovat do plic (Nakamura a kol. 2001).

1.3 Terapie nadori

Nadorové onemocnéni je velmi rozmanité a k 1écbé vétSinou nestaci jedind 1écebna
metoda. VétSich uspéchli je mozno dosdhnout kombinaci nékterych terapeutickych metod:
chirurgické 1é¢by, radioterapie, chemoterapie a za pomoci ¢inné podpurné lécby. Rozvijejici
jsou také experimentdlni metody jako je genova terapie, vyuziti kmenovych bun¢k a
imunoterapie.

Lécbu nadori miizeme rozdélit na kurativni a paliativni. Cilem kurativni 1éCby je
skute¢na likvidace nadorového procesu, zatimco paliativni terapie se zaméfuje na alespon
¢astecny ustup nadoru nebo zabranéni jeho dal§iho postupu a na zmirnéni obtizi nemocného.

Pokud nejsou jesté vytvoreny metastazy, je velmi uspé€Snou metodou chirurgicka 1é¢ba,
kdy se odstrani nador s jeho kmenovymi buitkami. V ptipadé, Ze nador neni odstranén vcas,

se mohou kmenové bunky rozsifit do jinych cCasti téla a tam zakladat sekundarni nadory.



V téchto piipadech se chirurgicka 1é¢ba kombinuje s radioterapii a chemoterapii (Altaner
2008, Pacovsky 1993).

Pii radioterapii se vyuZiva predevSim elektromagnetického zafeni a tok elektront.
Radioterapie se obecné déli na zevni (externi) radioterapii (teleterapie) a brachyradioterapii
(brachyterapie). U zevni radioterapie je zdroj zafeni umistén mimo télo pacienta, zatimco pii
brachyradioterapii je zdroj zafeni zaveden do tésné blizkosti loziska nebo pfimo do tkané ¢i
organu, ve kterém se nador nachazi (Slampa a kol. 2007).

Chemoterapie mize pusobit bud cytotoxicky, nebo cytostaticky. Zatimco klasicka
cytotoxickd chemoterapie zabiji bunky, které se aktivné de€li, cytostaticka cilend terapie
v buitkach specificky blokuje urcitou metabolickou drahu, a tim znemoziuje nadorovym

bunikam se dale mnozit (Altaner 2008).

1.3.1 Genova terapie nadort

Rakovina je onemocnéni naSich gend. Primarni pfiina rakoviny je nahromadéni
genetickych zmén v buiice zplisobenych mutacemi, a proto se ndhrada poskozenych gent jevi
jako dobra metoda 1é¢by nadort. Tato terapie se zabyva pti¢inou nadorové choroby a na
rozdil od konvenéni 1é€by nema vedlejsi toxické Uc€inky. Rozhodujicim faktorem genové
terapie je ucinnost vkladani DNA do bunék. Nekteré mechanismy jsou uz znamé a stale se

vyvijeji nové (Altaner 2008).

1.3.2 Imunogenova terapie

Principem tohoto typu terapie je upravit naddorovou buiku tak, aby byla snaze
rozpoznatelnd imunologickym systémem hostitele. VloZenim cizich antigenti do nadorové
bunky se docili zvySené imunogenicity nadoru. Tato imunoterapie je zaméfena na indukci
nador-specifickych T-lymfocyti, které maji schopnost uc¢inné odstraniovat stavajici nddorové
bunky. Jeji ispéSnost je zavisla na identifikaci nadorovych gentl.

Pomoci nadorové vakciny je mozno dosdhnout zvysené bunééné a humoralni
imunologické odpovédi hostitele na nador. Tyto vakciny jsou geneticky modifikované
nadorové buriky pacienta, které jsou transdukovany in vitro geny kodujicimi rizné cytokiny,
TNF-alfa, gama-interferonem anebo heterolognimi HLA molekulami. Takto upravené

nadorové bunky se nitrozilné aplikuji zpét do téla pacienta (Altaner 2008).



1.3.3 Genova terapie s vyuZitim kmenovych bunék

Mezenchymové kmenové buniky (MSC) izolované z kostni dfené nebo tukové tkané
maji velmi dobrou schopnost migrovat smérem k nadorovym bunikam. Pomoci rozpustnych
faktorti a zanétlivych signalti uvoliiovanych z nadoru se MSC zacleniuji do nddorové masy a
tvofi podptrnou nadorovou tkan. Velmi slibnou metodou se zd4 byt modifikace kmenovych
bun¢k ex vivo s naslednou transplantaci pozménénych bunék pacientovi. Hlavnim cilem je
nahradit nefunkéni nebo Spatné fungujici geny v kmenovych bunkach pacienta, a to geny,
Které jsou spravné regulovany a produkuji normalné fungujici bilkoviny. Dalsi moznosti je
vyuzit schopnosti MSC rozeznavat nador jako poskozeni tkan¢. Sméfuji K nadoru ve snaze
tkan opravit a stavaji se tak spolutviircem nadorové hmoty. Geneticky upravené MSC mohou
nést cizorody enzym, ktery ma schopnost preménit netoxickou latku na ucinné cytostatikum

(Altaner 2008).

1.4 Imunologie a imunoterapie nadorua

Imunitni odpovéd’ organismu muize byt bud’ nespecificka (ptirozend) nebo specificka
(ziskand). K sloZzkdm pfirozené imunity fadime systém komplementu, makrofagy/monocyty,
granulocyty a trombocyty. Ziskana imunita se zabyva funkci a zménami v lymfocytech T i B.
Dale 1ze délit imunitu na bunéénou a humoralni (Veselsky a kol. 2004).

Nadorova imunologie se zabyva vzajemnymi souvislostmi mezi nddorem a imunitnim
syst¢émem. Poukazuje na roli imunitniho systému v obrané proti vyvoji nebo rlistu nadoru a
zobrazuje moznosti, jak tuto obranyschopnost zvysit. Nadorova imunologie hraje také
vyznamnou roli v imunodiagnostice nddorti a pii objasiiovani poruch imunitniho systému u
pacientl s nadorem (Eckschlager a Prasa 2002).

Historie nadorové imunologie je velmi dlouhd a za jejiho zakladatele mulzeme
povazovat Paula Ehrlicha. Ten jako prvni piiSel s hypotézou, ze imunitni systém aktivné
monitoruje tkan¢ a organy, aby mohl vcas rozpoznat a znicit transformované bunky (imunitni
dozor). Velmi vyznamné pfispél také William Coley, ktery pfisel s uc¢innou imunoterapii,
zalozenou na nespecifické aktivaci imunitniho systému smési umrtvenych bakterii, konkrétné
Streptococcus pyogenes a Serratia marcescens (Coley 1910). Vyznamnou roli hrala také ve
40. a 50. letech zjisténi, ze nadory transplantované inbrednim kmentim mys$i indukuji

specifickou imunitni odpovéd’ (Hatina 2005).



1.4.1 Nadorové antigeny

Nédorové antigeny napomahaji imunitnimu systému rozpoznat buiiky nadoru a maji
vyznam jak pro pasivni, tak pro aktivni imunoterapii. Existence nddorovych antigent
umoziuje imunoterapeutické piistupy, které jsou specifické pro nadorové buiiky a nezaméiuji
se na buiky normalni. Antigeny jsou rozpoznavany antigennimi receptory, kterymi jsou u
humoralni imunity imunoglobuliny produkované B-lymfocyty, u bunécné imunity antigen
rozeznavaji T-bunécné receptory (TCR). Co se tyCe efektorovych bunck, hraji u
protinadorové imunity zasadni roli cytotoxické T-lymfocyty (CTL) a piirozeni zabije¢i (NK
bunky) (Hatina 2005, Marcus a kol. 2007).

Nédorové antigeny miizeme rozdélit do dvou velkych skupin, na antigeny s nadory
spojené (TAA- tumor asociated antigens) a antigeny nadorové specifick¢ (TSA- tumor
specific antigen).

TAA se vyskytuji na naddorovych buitkkdch a za uréitych podminek i na bunkach
normalnich. Patii sem tzv. diferenciani antigeny, kdy naptiklad u melanomu najdeme
nadorové antigeny v buitkdch melanomu, ale také v normdlnich melanocytech. Obsahuji
nadorovy antigen MART-1/MelanA, proti kterému se rozviji cytotoxicka aktivita. Mezi
diferenciacni antigeny patii také glykoprotein gp100a tyrozinaza (Krejsek a Kopecky 2004).
Mezi TAA dale fadime onkospermatogonalni antigeny, které jsou fyziologicky exprimovany
pfi spermatogenezi a jsou aktivovany v pribéhu nddorové transformace (Hatina 2005).

TSA jsou exprimovany pouze na konkrétnim typu nadoru, ktery se vyskytuje u
konkrétniho jedince, a vznikly z genovych mutaci v normalnich genech. Radime sem
pfedev§im mutaéné zménéné onkogeny a tumor supresorové geny (Krejsek a Kopecky 2004,

Hatina 2005).

1.4.2 Buiiky imunitniho systému podilejici se na protinadorové imunité

Bunky, které¢ se vyznamné ucastni protinddorové imunitni odpovédi, jsou zejména
leukocyty. V pribéhu nadorového onemocnéni dochazi ke zméné jejich funkce i struktury,
které jsou detekovatelné pomoci pritokové cytometrie. Radime sem makrofagy/monocyty,

granulocyty, dendritické bunky a lymfocyty (Veselsky a kol. 2004).

Makrofagy jsou bunky, které vycestovaly do tkan¢, a vznikly z monocytd, bunék
cirkulujicich v periferni krvi. Makrofagy se vyskytuji ve vSech organech téla a maji velky

vyznam pifi zahdjeni imunitni odpovédi. Makrofagy jsou vyznamnymi fagocytujicimi



buitkami vrozené imunity, ale uplatituji se také jako profesionalni APC (antigen prezentujici
buiiky) ve specifické imunité. PIn¢ funk¢énimi se makrofagy stavaji az po aktivaci cytokiny
(INF vy, TNF) produkovanymi T Ilymfocyty. Aktivované makrofagy sekretuji slozky
komplementu, hydrolytické enzymy a TNF-a, ktery se ziejmé& uplatiiuje v protinadorové
imunité. Makrofdg méa schopnost rozpoznavat mikrobidlni vzory asociované s patogenem
(PAMP) za pomoci membranovych receptorit (PRR- Pattern-Recognition Receptor). (Krejsek
a Kopecky 2004, Veselsky a kol. 2004).

Makrofagy asociované s nadory (TAM) piedstavuji nejpocetnéjsi skupinou leukocytt
pritomnych v nadoru. TAM maji schopnost podporovat riist nadoru a jeho metastaticky
potencial. Stavaji se pro néj totiz zdrojem rastovych latek a produkuji cytokiny, které maji
angiogeneticky potencidl. Pokud jsou ale TAM aktivovany, vykazuji cytotoxickou aktivitu
proti nadorovym bunkam. Rdst nadoru ovlivni poSkozenim cévniho endotelu (Krejsek a
Kopecky 2004, Mantovani a kol. 2006)

Granulocyty jsou nejpocetnéjsi skupinou leukocytli a jsou nezastupitelnou slozkou
imunitniho systému. Maji schopnost fagocytdozy a jsou vyznamnym zdrojem cytokint.
Granulocyty obsahuji aktivni latky, které maji za cil eliminovat infekéni agens. Jejich
pusobeni je ale nespecifické, a dochazi tak k poskozovani vlastnich struktur. Zivotnost
granulocytil je pomérné kratka, dosahuje nékolika desitek hodin a za urcitych podminek az sto
hodin. Granulocyty mizeme podle typu granul dé¢lit na bazofilni, eozinofilni a neutrofilni.
Nejvétsi vyznam maji neutrofily. Uplné diferenciovany neutrofil nese molekuly CD15,CD33
a Castecné také CD13 (Krejsek a Kopecky 2004).

Dendritické buiiky fadime mezi tzv. antigen prezentujici buiikky (APC). Dendritické
buiiky (DC) jsou rozptyleny ve vSech organech téla, ¢imz je zvySena moznost setkdni
s invadujicimi mikroorganismy. Nahodné¢ setkdni mikroorganismi nebo posSkozeni tkané
spusti migraci dendritickych bun¢k do lymfatickych organt. Dendrititcké buiiky jsou
ucinnymi aktivatory B a T lymfocytt (Banchereau a Steinman 1998).

U mysich dendritickych bun¢k miizeme rozlisit n€kolik subtypti. Odlisné subtypy byly
u mysich dendritickych bunék pozorovany diive nez u lidskych, a to z diavodu snadné
dostupnosti rtiznych mys$ich lymfoidnich tkani a za pomoci markert, vyskytujicich se na
mysich dendritickych buiikdch. Mysi dendritické buniky, které jsou klasifikovany jako zralé,
vyjadiuji CDI11c a kostimulacni molekuly CD80, CD86 a CD40. Uzite¢né pro rozliSovani
subtypt jsou také markery na T lymfocytech CD4 a CDS8, dale pak také markery CD11b a
CD205 (Shortman a Liu 2002).



NK buiiky (Natural Killer) neboli pfirozeni zabijeci, hraji vyznamnou roli v pfirozené
imunité. Jsou to velké granularni lymfocyty, tvotici asi 5-10% lymfocytl v periferni krvi. NK
bunky jsou schopny i1 bez piedchozi senzibilizace velmi rychlé odpovédi, a cytotoxicka reakce
neni zavisla na pfitomnosti antigent MHC. Aktivované NK buiiky produkuji nékteré cytokiny
jako napf. INF-y, GM-CSF a TNF-B, dale produkuji také chemokiny. NK bunky jsou CD3
negativni, protoZe nemaji vyjadien receptor pro T lymfocyty (TCR). Pro vSechny NK buiky
je charakteristickd membranova molekula CD7 (Kopecky a Kopecky 2010).

V protinadorové imunité se uplatiiuji také bunky specifické imunity, mezi které fadime
T a B lymfocyty.

Lymfocyty typu T svoji diferenciaci ukonéuji v thymu, odkud také nesou sviij nazev.
Antigen rozpoznavaji pouze ve spojeni s MHC molekulami. Populace T lymfocytl exprimuje
molekulu CD3 a dé€li se na subpopulaci pomocnych induktorovych T lymfocytd - Th
(helpery), které¢ nesou CD4+ a subpopulaci tlumivych cytotoxickych T lymfocyti — Tc, které
exprimuji CD8+ (Krejsek a Kopecky 2004).

Th lymfocyty mizeme dale délit na dva subsety odliSujici se funkci a produkovanymi
cytokiny. Hlavni funkci subsetu Thl je spoluprace s makrofagy a jejich stimulace k pfeméné
v aktivované makrofagy. Produkovanymi cytokiny Th1l buné¢k jsou napi. IFN-y a IL-2. Druhy
subset Th2 spolupracuje s B lymfocyty, které byly piedem stimulovany rozeznanim antigenu.
Tato pomoc B lymfocytim je zalozena na sekreci cytokini (pfedevsim IL-4, IL-5 a IL-6) a
piimém mezibunééném kontaktu (Hofejsi a Bartiiikova 2005).

Dalsi skupinou T lymfocytl jsou regulacni (tlumivé) lymfocyty - Treg , které mayji
schopnost potlacit piisobeni jinych efektorovych T lymfocytd. Exprimuji molekulu CD4+,
CD25 a FoxP3. Treg potlacuji autoimunitni reakce, které mohou byt vyvolany jinymi T
lymfocyty (Hofejsi a Bartunikova 2005).

Lymfocyty typu B jsou soucasti specifické humoralni imunity. Jejich vyvoj probiha u
lidi v kostni dfeni, a k dokon¢eni dojde v sekundarnich lymfatickych organech po setkani
s antigenem. Poslednim diferenciaénim staddiem B lymfocyti jsou plazmatické bunky, které
produkuji protilatky. Imunitni odpovéd’ vedouci k tvorbé protilatek, je podminéna spolupraci
s T lymfocytarnim systémem. B lymfocyty mohou fungovat i jako antigen prezentujici bunky
pro T lymfocyty. Pro B lymfocyty je charakteristickd schopnost migrovat, jak béhem svého
vyvoje, tak pfi vlastni imunitni odpovédi. Tento pohyb je regulovan pomoci chemokinl. B
lymfocyty exprimuji MHC molekuly II. téidy a kostimula¢ni molekuly (Krejsek a Kopecky
2004, Veselsky a kol. 2004).
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1.4.3 Interakce niadoru a imunitniho systému

Protinadorova imunitni odpovéd’ prochdzi v prubéhu karcinogeneze tfemi stadii.
V prvnim stddiu imunitniho dozoru (immune surveillance) je imunitni systém schopen
rozpoznat a znicit transformovanou buiiku diive, nez by z ni mohl vzniknout nador. DalSim
stadiem je faze rovnovahy (equilibrium), kdy populace nadorovych bunék zustava konstantni,
ale neni jesté klinicky detekovatelna. Imunitni systém ji vSak nedokaze eliminovat. V piipadé
klinicky detekovatelnych nddort mluvime o Uniku z imunitniho dozoru (escape). Téchto
unikovych mechanismu je cela fada a nadorové buiiky jsou pomoci nich schopny uniknout
imunitnimu systému. Na tomto uniku se podileji jak nadorové bunky, tak nékteré bunky
imunitniho sytému, pfredevSim s nddory asociované makrofagy (TAM) a CD4+CD25+
regulacni T lymfocyty (Hatina 2005).

1.4.4 Prirozena imunita

Prirozena (nespecifickd) imunita je evolu¢né star$i nez imunita specificka a v urcité
formé se objevuje u vSech mnohobunéénych organismii. Mechanismus pfirozené imunity je
aktivovan ihned po infekci, ale nevytvaii se u n¢j imunologicka pamét’. Je tvofena predevsim
slozkami komplementu a fagocyty. Na rozdil od specifické imunity, je rozpoznani piirozené
imunity zprostfedkovano receptory kédovanymi v zarodecnych liniich, ¢imZ je specifi¢nost
kazdého receptoru geneticky piedurcena (Medzhitov a Janeway 2000).

Receptory piirozené imunity jsou schopny rozpoznavat mikrobidlni struktury, které
jsou oznacovany jako s patogenem asociované molekulové vzory (PAMPS). Tyto vzory jsou
identifikovany pomoci receptord PRRs (Pattern-Recognition Receptors). PRRs jsou
exprimovany na fad¢ bunék pfirozené imunity, zejména na makrofazich a dendritickych
bunkach, zjistény byly také na B lymfocytech. PAMPS muizeme charakterizovat jako mozaiky
povrchovych a nitrobunéénych molekul mikroorganismi, které se nevyskytuji v hostiteli.
Mezi tyto molekulové vzory fadime endotoxiny (lipopolysacharidy), které najdeme u
gramnegativnich bakterii, peptidoglykany grampozitivnich bakterii, glukany a mannany
charakteristické pro kvasinky a plisné. PAMPs predstavuji pro tyto mikroorganismy
struktury, které jsou nezbytné pro jejich zivotni funkce (Krejsek a Kopecky 2004, Hoiejsi a
Bartiinikova 2005).
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1.4.5 PRRs — pattern (pathogen) recognition receptors

Funkéné miZzeme receptory PRR rozclenit do tii tfid- sekretované, endocytarni a
signalni. Sekretované receptory funguji jako opsoniny, které se vazi na mikrobialni stény.
Jejich vazba umozni fagocytujicim bunkdm a komplementovému systému rozpoznat
mikrobidlni povrchy. Mezi nejznaméjsi PRR tohoto typu pafti lektin vazajici mannan (Mannan
Binding Lectin, MBL). Endocytarni PRR se nachazeji na povrchu fagocytujicich bunék. Po
rozpoznani mikrobialnich PAMPs zajisti PRR jejich vazbu na povrch fagocytl, které umozni
jejich usmrceni a rozklddani v lyzosomdlnich kompartmentech buiiky. Touto cestou vznikaji
antigenni fragmenty, které jsou ve spojeni s MHC molekulami II. tfidy prezentovany T
lymfocytim na povrchu antigen prezentujicich bunék. Zastupci této tfidy jsou makrofagovy
receptor pro manozu (MR), receptor B-glukanu (Dectin-1), formylpeptidové receptory (FPR)
a scavengerové receptory. Poslednim typem jsou signalni receptory, které identifikuji
nebezpecné vzory PAMP a aktivuji signdlni systém NF«B, ktery indukuje expresi genti, které
vedou k regulaci imunitni odpovédi. Obsahuji geny pro prozanétové cytokiny a geny pro
nékteré kostimula¢ni molekuly. Mezi nejvyznamnéjsi receptory této skupiny patii receptory

TLR (Toll-like receptor) (Krejsek a Kopecky 2004).

1.4.6 Prirozena imunitni odpovéd’ na nadorové bujeni

Diive se za hlavni sloZku protinddorové imunity povazovala specifickd imunita, dnes
uz ale neni opomijen ani zdsadni vliv imunity pfirozené. Aktivované bunky piirozené
imunity, zvlasté dendritické buiikky a makrofagy, zpracovavaji nadorové antigeny, které jsou
pak prezentovany ve spojeni s molekulami MHC 1. nebo Il. tfidy. Rozpoznanim téchto
komplexii dostanou T lymfocyty 1. aktivacni signél, ktery musi byt nezbytn¢ doplnén o IL
signdl, coz jsou interakce kostimula¢nich molekul antigen prezentujicich bunék a T

lymfocyt, v optimalnim cytokinovém prostiedi (Krejsek a Kopecky 2004).

Dendritické buiiky maji pro rozvoj imunitni odpovédi zasadni vyznam, protoze slouzi
jako antigen prezentujici buiikky pro T lymfocyty. Dendritické bunky pohlcuji nadorové bunky
makropinocytézou nebo mensi vezikule pak pomoci fagocytdézy. K zesileni jejich funkce
dochazi pomoci Fc fragmentu imunoglobulini IgG a receptoru pro mandzu. Nadorové
antigeny jsou zpracovavany V prub&hu migrace dendritickych bunék do sekundarnich

lymfatickych organt, ktera je regulovana pomoci chemokint (Krejsek a Kopecky 2004).
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Polymorfonukleary (PMNs) jsou obvykle malo reaktivni slozkou nadorti. Nicméné
nedavné studie naznacuji, ze se aktivné ucastni imunitniho dozoru. Tyto zajimavé vysledky
pravdépodobné souvisi s vzajemnym plusobenim mnozstvi a druhu cytokini a
chemotaktickych faktord, které jsou pfirozené¢ uvoliiovany nadorovymi buiikkami, a stupném
ptijeti a aktivaci PMNS. Zniceni nadoru prostfednictvim aktivovanych PMNs je dosaZeno
uvolnénim mnozstvi jejich faktord (cytokiny, enzymy, chlorinové oxidanty, atd.), jejichz
ucinky vedou k pfimému zabiti nadorovych bunék, extracelularni lyze, potlaceni angiogeneze
a aktivaci dalsich reaktivnich bunék. To vede k produkci NK bunék, T lymfocytt a spusténi
na protilatkach zavislé bunécné cytotoxicity (ADCC) (Di Carlo a kol. 2001).

Dulezitou soucésti protinddorové imunity jsou také NK bunky, které rozezndvaji
nadorové bunky pomoci membranovych receptorti. Mohou poskytovat cytotoxické bunce bud’
aktivacni signaly, kdy se uplatni lytické mechanismy vedouci ke smrti nadorové bunky, nebo
signaly inhibi¢ni, které umozni uniknout cytotoxickému pisobeni (Krejsek a Kopecky 2004).

Vyznamnou roli v pfirozené imunité hraje interferonovy systém. Nejen virové infekce,
ale také nadorové bunky jsou podnétem pro tvorbu interferont. Interferony maji
antiproliferativni a cytotoxické uc€inky, dale také moduluji protinddorovou imunitu (Krejsek a

Kopecky 2004).

1.4.7 Terapie nadoru zaloZena na stimulaci vrozené imunity

Jiz v diivéjsich dobach si lidé vsimli, ze bakteridlni infekce mohou vést k
urcitému ustupu nadort. Prukopnikem této teorie se stal William Coley, ktery se ve svych
pokusech snazil vylé¢it pacienty s nadorem pomoci bakterie Streptococcus pyogenes (Coley
1891). Pozd¢ji se pro zlepseni vysledku pokusil aplikovat smés bakterialnich kultur
Streptococcus pyogenes a Serratia marcescens, ktera byla vice virulentni. Smés téchto dvou
teplem usmrcenych bakterii byla nazvana Coley toxin. Po aplikaci této smési dochéazelo
k celkové aktivaci imunitniho systému, tudiZ i jeho ¢asti smétované proti nadorovym bufikam
(Coley 1910).

Na pocatku 20. stoleti bylo zjisténo, ze u pacientli s tuberkulézou se nadorova
onemocnéni objevuji v daleko mensi mife. Proti tuberkul6ze byla poprvé v roce 1921 pouzita
BCG (bacille Calmette-Guérin) vakcina, ktera obsahuje bakterie Mycobacterium bovis
izolované z krav s tuberkuldzni mastitidou. O nékolik let pozdé&ji (1930) byla BCG vakcina
pouzita také k 1é¢b¢ rakoviny. Pfesny mechanismus u¢inku BCG vakciny neni zcela znam, ale

pravdépodobné plisobi na stimulaci imunitniho systému (Meyer a kol. 2002).
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Pfirozenou imunitou se ve svych pokusech na mysich zabyval prof. Cui, ktery zjistil,
ze vrozena imunita dokaze znicit 1 pln€ rozvinuty nador. Pozoroval, ze mysi se SR/CR mutaci
(spontanni regrese/kompletni rezistence) odolavaji vysokym davkam nadorovych bunek, které
jsou pro normalni mys$i smrtelné, i v daleko mensi davce. Tato odolnost je zpisobena
pfevazné diky tomu, ze jejich leukocyty (neutrofily, makrofagy a NK buiiky) maji schopnost
rozpoznat nadorové buiiky jako cizorodé a neptatelské a rychle je likvidovat. Co je pficinou
této nezvyklé schopnosti je dosud predmétem vyzkumu (Cui a kol. 2003, Hicks a kol. 2006).

V soucasné dob¢ probiha snaha o stimulaci imunitni odpovédi rGznymi, pievazné
syntetickymi analogy agonisti TLR receptorti. Imidazoquinolin, agonista TLR7 a 8, je silnym
aktivatorem dendritickych bun€k a mé protinddorovou aktivitu. Imidazoquinolin byl testovan
napt. na karcinomu ledvin u mysi, kdy uz prvni davka snizila rist nddoru az o 50%. Bylo
zjisténo zvySeni bunééné smrti a apoptdzy, posileni infiltrace nadoru T lymfocyty a produkce
prozanétlivych cytokini (Kauffman a kol. 2012). Dal§im zkoumanym syntetickym agonistou
TLR7 je Loxoribine, ktery se zda byt u¢inny proti B bunééné chronické lymfatické leukémii
(Goodman a kol. 1994). Znamy je také Bropirimin, ktery byl Gspé$né testovan proti
karcinomu in situ mo¢ového méchyte (Sarosdy a kol. 1996).

Malo pozornosti bylo dosud vénovano agonistim fagocytarnich receptort, prestoze
bylo zjisténo, Ze pro UCinny zdsah vrozené imunity je dlleZitd spoluprace signdlnich a

fagocytarnich receptori (Underhill a Gantner 2004).

1.5 Terapie nadort pomoci Zymosanu A (pripravek ziskavany ze
Saccharomyces cerevisiae)

1.5.1 Saccharomyces cerevisiae

Bunécna sténa S. cerevisiae tvori priblizné 30% suché hmotnosti buiiky a sklada se
pfevazné z polysacharidii (~ 85%) a proteinti (~ 15%). Polysacharidova slozka se sklada
Z mannanu rozpustného ve vodé¢, alkalicky rozpustného glukanu, alkalicky nerozpustného
glukanu a malého mnozstvi chitinu. VéEtSina proteint je kovalentné vdzana na mannan, ten
pak nazyvame mannanoprotein (Nguyen a kol. 1998). Glukézové zbytky jsou spojeny
S ostatnimi glukdzovymi molekulami pomoci B-1,3 a f-1,6 vazeb a s N-acetylglukosaminem
(GlecNAc) pomoci vazeb B-1,4. Mannanoproteiny mohou byt spojeny s B-1,6 glukézovymi
fetézci pomoci glykosylfosfatidylinositol (GPI) kotvy nebo alkalicky labilni vazbou s B-1,3
glukanem (Lesage a Bussey 2006).
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1.5.2 Zymosan

Zymosan je smés proteinkarbohydratovych komplexi pfipravena z bunécné stény
kvasinky Saccharomyces cerevisiae podle upraveného postupu, ktery poprvé navrhl Pillemer
a Ecker (Pillemer a Ecker 1941). Hlavni slozkou Zymosanu je B-glukan a mannan, dalsi
slozky jsou zobrazeny v Tabulce 1. Zymosan je svétle Sedy az bézovy hygroskopicky prasek,
ktery neni rozpustny ve vod¢, organickych rozpoustédlech ani ve studenych zasadach
(Pillemer a Ecker 1941). Mizeme rozliSovat dva typy Zymosanu A a B ( Di Carlo a Fiore
1958).

Tabulka 1: Slozeni Zymosanu (Di Carlo a Fiore 1958).

Table 1. Composition of zymosan,

Percentage by weight, dry basis

— e s E—

Component Type A Type B
7B13 7B152 TB340 6B506
Total polysaccharide 75.7 70,7 73.0 74.7
Glucan 57.8 53.8 50.7 56.7
Mannan 17.9 16.9 22.3 18.0
Total nitrogen 2.32 2.79 2.19 2.27
Protein nitrogen 2.26 2.73 2.13 2.20
Glucosamine nitrogen 0.06 0.06 0.06 0.07
Protein 14.1 17.1 13.3 15.8
Glucosamine 0.71 0.75 0.74 0.87
Chitin* 0.78 0.83 0.82 0.95
Fat 6.4 6.9 6.9 5.5
Ash 5.42 2.98 3.42 2.04
Phosphorus - 0.79 0.77 0.79 0.71
Magnesium 0.28 0.28 0.28 0.51

* Caleulated from the glucosamine analysis.

1.5.3 Beta glukan

Glukany jsou ptirodni polysacharidy slozené z D-glukézovych jednotek a mtzou byt
nalezeny v obilovinach, rostlinach, fasach, bakteriich, houbach a bunéénych sténach kvasinek.
Glukozové jednotky jsou v fetézci spojeny vazbami v pozicich 1,3 a 1,6. Glukany hub a
kvasinek maji spoleénou strukturu. Primarni hlavni fetézec 1,3 je spojeny s p-D-
glukopyranosylovymi jednotkami, podél nichz jsou nahodné rozmisténé postranni fetézce
ptipojené vazbami 1,6 (Zekovi¢ a kol. 2005).

Beta glukany maji pozitivni vliv na zdravi lidi a zvifat. Byla u nich zjiSténa imunitni

~~~~~
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cholesterolu, antifibrotické, protidiabetické a hypoglykemické aktivité (Zekovi¢ a kol. 2005).
Nejlépe prostudovanym ucinkem glukanii jsou imunostimula¢ni vlastnosti, které spocivaji ve
zvySeni fagocytozy profesionalnich fagocyti — granulocytl, monocytli, makrofagh a

dendritickych bun¢k (Vétvicka a Vétvickova 2009).

1.5.3.1 Beta glukan a imunitni odpovéd’

Mezi hlavni imunologické vlastnosti B-glukana patii to, ze jejich aplikace vede ke
zvySené odolnosti organismu pred virovymi, bakterialnimi a parasitickymi infekcemi. Byly
zaznamenany také protinddorové ucinky a prevence pied kancerogenezi, radioprotektivita a
adjuvantni G¢inky (Bohn a BeMiller 1995)

Ochranné¢ ucinky 1,3-B-glukani  jsou charakterizovany jako nespecificka
imunomodulace, ke které dochazi mnoha riznymi imunitnimi cestami zahrnujicimi aktivaci
makrofagl, stimulaci T-lymfocytd, stimulaci retikuloendotelidlniho systému, aktivaci NK
bunék, aktivaci klasické a alternativni cesty komplementu a zvySenou produkci protilatek.
svoji velikost a pocet, stimuluji produkci lysozymii a tumor necrosis faktoru (TNF) a zvySuji
fagocytozu antigenti. K aktivaci makrofagi dochazi prostiednictvim TLR2, ktery
spolupracuje v odpovedi na glukan s receptorem CD14. Na povrchu sav¢ich makrofagl a
neutrofild byl nalezen fagocytarni receptor Dectin-1, ktery ma specifitu pro B-glukany.
(Zekovi¢ a kol. 2005).

1.5.3.2 Beta glukan a protinadorova aktivita

Zymosan a dalsi 1,3-B-glukany maji vyznamnou protinddorovou aktivitu proti riiznym
druhtim spontannich a transplantovanych experimentalnich nadord. U 1,3-B-glukanu kvasinek
bylo prokézano potlaceni ristu savéich karcinomi a mySiho melanomu B16. Peritonealni
makrofagy z mysi 1é¢enych glukanem vykazovaly oproti normalnim makrofagiim vyznamnou
cytotoxickou odpovéd’. Ve studiich bylo dale prokazano, ze glukan pouzity K terapeutickym
ucelim muze potlacit bud’ jaterni metastazy nebo rast primarniho nadoru a prodlouzit dobu

pieziti (Zekovié a kol. 2005).
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1.5.4 Mannan

Mannan patii mezi hlavni slozky bunééné stény kvasinek. Je to polysacharid, ktery je
slozen prevazné¢ z D-mandzy, ktera je obvykle spojena sriznym mnozstvim proteini a
fosfat, muze také obsahovat malé mnozstvi N-acetyl-D-glukosaminii a jinych cukrii. Mannan
je vysoce vétveny a ma hlavni fetézec z a-1,6 vazeb D-manozovych jednotek a piipojené

postranni fetézce maji vazby a-1,2 a a-1,3 (Cawley a Ballou 1972, Jones a Ballou 1968).

1.5.5 Receptory rozpoznavajici komponenty Zymosanu A

1.5.5.1 TLRs — Toll-like receptory

Rodina TLR receptorii je dillezitou skupinou receptorti, pomoci kterych pfirozena
imunita rozpoznava invazivni mikroorganismy (bakterie, houby, prvoky a viry). TLRs jsou
zasadnimi molekulami pro rozpoznani a naslednou eliminaci mikrobt, kdy fagocyty osidli
napadené tkan¢ a nasledné mikroby usmrti. TLR rozpoznavaji velké mnozstvi chemickych
struktur charakteristickych pro tyto organismy, jako napf. lipopolysacharidy, lipoproteiny,
prokaryotické a virové nukleové kyseliny. Nékteré TLR se nachazi na bunééném povrchu,
jiné (TLR3,7,8,9) na intracelularnich membranach. Aktivaci téchto receptort dojde ke
spusténi exprese prozanétlivych cytokind (napt. IL-1, IL-6, TNF, IL-8) a nékterych
adhezivnich a kostimula¢nich receptorti (CD80 a CD86) na povrchu APC (Bauer a kol. 2008,
Hofejsi a Barttiikova 2005).

Zymosan A je rozpoznavan diky tomu, ze obsahuje B-glukan, ktery je detekovan

pomoci TLR2 v heterodimeru s TLR6 (Bauer a kol. 2008).

1.5.5.2 Dectin-1

Dectin-1 je v nedavné dobé charakterizovany lektinovy receptor, ktery je specificky
pro PB-glukan a vyskytuje se na povrchu makrofagi a neutrofili. Je to typ Il
transmembranového glykoproteinu, ktery rozeznava 1,3-B-glukany a 1,6-p-glukany vedouci
K mnozstvi bunéénych odpoveédi véetné fagocytézy, endocytozy a oxidativniho vzplanuti.
Dectin-1 spole¢né s TLR2 vyvolava produkci prozanétlivych cytokini a chemokind véetné
TNFa, MIP-2 a IL-12 u makrofagt a dendritickych bun¢k (Zekovi¢ a kol. 2005).
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1.5.5.3 MBL- Mannose binding lectin

MBL patii do rodiny kolektinti, protoze u nich byla objevena jak lektinova doména tak
kolagenni struktury. MBL ma oligomerni strukturu sloZzenou z dimerd az hexametrt, které
vytvaii tii stejné peptidické tetézce o vaze asi 32 kDa. Kazdy fetézec je charakterizovan
lektinovou (karbohydrat-rozpoznavajici) doménou (CRD), hydrofobni oblasti, kolagenni
oblasti a na cystein bohatou N-termindlni oblasti. Kolagenni oblasti ze vSech tii fetézcl tvofi
trojSroubovici (Turner 2003).

MBL vaze velké mnozstvi cukrd jako napi. N-acetyl-D-glukosamin, mandzu, N-
acetyl-manosamin, fukézu a glukézu. To mu umoziuje interagovat S nékterymi viry,
bakteriemi, kvasinkami, plisnémi a prvoky obsahujicimi tyto cukry. Ukazuje se, z2 MBL ma
nejméné Ctyfi razné funkce- aktivuje komplement, podporuje (na komplementu-nezavislou)
opsonofagocytozu, moduluje zanét a podporuje apoptozu. Nejdilezitéjsi je aktivace
komplementu, ktera je zprostiedkovana tieti, tzv. lektinovou cestou odlisnou od klasické i
alternativni cesty. Jeji aktivace je zprostfedkovana komplexem MBL se serinovou protedzou
(MASP-2), ktery specificky $tépi C4 a C2 a vytvaii C3 enzym konvertazu. Kromé toho muze
MBL komunikovat pfimo s receptory na povrchu bun¢k, ¢imz podpoti opsonofagocytdzu pies
drahu nezavislou na komplementu (Turner 2003).

MBL mé zédsadni vyznam hlavné v prvnich hodinach/dnech primarni pfirozené
imunitni odpovédi. Poskytuje prvni linii obrany pfedtim, nez adaptivni imunita zacne
fungovat, coz je dllezité zejména u déti ve v€ku 6 az 18 mésicli, kdy jeSté neni adaptivni

imunita zcela vyvinuta (Turner 2003).

1.5.5.4 Manézovy receptor (MR)

Manoézovy receptor (MR, CD206) je lektin C-typu, a je predevSim vyjadien na
makrofagach a dendritickych buiikach. Ve své extracelularni oblasti obsahuje tfi typy domén
— N-terminélni na cystein bohatou oblast (CR), fibronectin typu II (FN II) a osm tandemov¢
uspotradanych CTLDs (C-type lectin-like domains). Tato tfi vazebna mista rozpoznavaji velké
mnozstvi jak exogennich tak endogennich ligandi, tudiz se MR tucastni homeostatickych
procesu i rozpoznavani patogenu. Pomoci oblasti CTLD muze vazat ligandy mikrobidlniho
puvodu, jako naptiklad manoézu, kterd se casto objevuje na povrchu mikroorganismi (Gazi a

Martinez-Pomarez 2008). MR se ucastni fagocytdzy mikroorganismi prostiednictvim exprese
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MR cDNA v buikach COS-1, které zprostiedkovavaji jak endocytdzu, tak fagocytézu (East a
Isacke 2002).

1.5.6 Terapeutické vyuziti Zymosanu A v 1é¢bé nadort

VI0iv Zymosanu A na rust nadort byl zkouman jiz v poloviné 20. stoleti na mySich se
sarkomem (S-180) (Bradner a kol. 1958). Tyto studie byly provadény na zaklad¢ vysledki
Pillemera a jeho spolupracovnikt, ktefi poukazali na vztah Zymosanu A S properdinovym
systtmem (Pillemer a kol. 1954). Byly vSak prokazany i opa¢né ucinky Zymosanu, kdy
dochazelo ke snizeni obrany proti nddorovému bujeni. Tyto ufinky byly zavislé na mnozstvi
podaného Zymosanu a na dalSich testovacich okolnostech (Bradner a Clarke 1959).
Experimenty prokazaly, ze vysoké chronické davky Zymosanu zptsobovaly u mysi smrtelné
bakteriémie stievniho ptivodu (Bradner a Clarke 1959).

U mysiho adenokarcinomu bylo zaznamenano pozitivni piisobeni Zymosanu A ve
spojeni s chirurgickou lé¢bou a cyklofosfamidem. V tomto slozeni byl terapeuticky ucinek
mnohem VéEtSi nez pti samotném pouziti chirurgické a cyklofosfamidové 1écby (Martin a kol.
1964).

V novéjsich studiich bylo zjiSténo, Ze intratumordlni aplikace Zymosanu A ma
vyrazny terapeuticky ucinek na rust gliomu RG-2 podkozné aplikovaného krysam. Tato 1é¢ba
ve spojeni s radioterapii vykazovala synergicky efekt v prodlouzeni doby Zivota a rlstu
nadoru (Mariani a kol. 2007).

I pisobeni samotného beta glukanu bylo prokdzano v mnoha pracich. Dochazelo jak
Kk potlaceni rstu primarniho nadoru, tak k prodlouzeni doby zivota. Tyto studie byly
provadény u mysi se sarkomem (Williams a kol. 1985), pozitivni u¢inek byl prokazan také u
agresivnéjsiho mysiho melanomu B16 (Di Luzio a kol. 1979). Vyznamné bylo také zjisténi,
ze beta glukan ma zna¢ny vliv na snizeni tvorby metastaz (Williams a kol. 1985, Vétvicka a

kol. 2007).
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2. Cile prace

e Studium vlivu Zymosanu A na rast melanomu B16-F10
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3. Material a metody

3.1 Chemikalie

e RPMI 1640

e Fetal Calf Serum (FCS) (Sigma Aldrich),

e Zymosan A ze S. cerevisiae (Sigma Aldrich),

e BAM (Biocompatible Anchor for cell Membrane, Mw 4000) (NOF Corporation)
e lysin (Sigma Aldrich),

¢ lipopolysacharid (LPS) z E. coli (Sigma Aldrich)

o flagellin z B. subtilis (InvivoGen)

e MOUSE C-REACTIVE PROTEIN (CRP) ELISA TEST KIT (Life Diagnostics)
e Proteose Peptone (Difco)

e Fluid Thioglycollate Medium (Difco)

3.2 Laboratorni zvirata
Pti pokusech byly pouzivany mysi samice kmene C57BL/6N od firmy Charles River
Laboratories. Mysi byly 8 tydnt staré o vaze ptiblizné 18-20g. Byly chovany za standardnich

podminek s fotoperiodou 12/12, krmeny granulovanou stravou a vodou ad libitum.

3.3 Bunécné linie
Byla pouzita bunétna linie mySiho melanomu B16-F10, ktera byla darem od prof.

Rihové z Mikrobiologického tGistavu AV CR, Praha.

Kultivace bunék probihala v RPMI 1640 s 10% FCS, glutaminem, merkaptoethanolem
a antibiotiky (Sigma Aldrich). Buné¢na linie byla uchovavana v termostatu pii teploté 37°C

Vv atmosféfe nasycené vodnimi parami a obsahujici 5% CO..

3.4 Priprava melanomovych bunék B16-F10
Médium z kultivacni nadoby bylo slito a buiiky byly nasledné dikladné proplachnuty
dostate¢nym mnozstvim PBS. Poté byla provedena trypsinizace piidanim 0,5ml smési slozené

2 0,02% trypsinu a 0,02% EDTA v PBS. Smés se ihned slila a znovu bylo ptidano 0,5ml
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trypsiniza¢ni smési. Nasledovala inkubace v termostatu pti 37°C po dobu 3-5min, dokud
nedoslo k uvolnéni bunék. Poté se trypsinizace zastavila pfidanim média RPMI 1640 s 10%
FCS, ve kterém byly buiiky rozvolnény za pomoci Pasteurovy pipety. Bunky byly slity do
zkumavky a doplnény médiem RPMI 1640 s 10% FCS a nechaly se 10 min centrifugovat
(1509). Po centrifugaci byly bunky rozsuspendovany v RPMI 1640 bez séra. Pro stanoveni
poctu bunck se vysledna smés smichala S trypanovou modii (v poméru 1:1) a v Biirkerové
komiirce se bunky spocitaly. Vysledna smés byla upravena tak, aby bylo dosaZzeno

koncentrace 4 mil bunék/ml.

3.5 Transplantace melanomu B16-F10

Mysi byly nejprve oholeny ve spodni ¢asti zad. Do pravého boku jim poté bylo pod
kazi injekéné aplikovano 0,1ml bunééné smési (B16-F10 s RPMI 1640 bez séra) obsahujici
ptiblizné 400 000 bunék.

3.6 Méreni velikosti nadori

Menici se velikost nddorti byla méfena pomoci kaliperu. Méfeni probihalo kazdy
druhy den. Z namétenych hodnot byl poté vypocitin ze vzorce V= m/6 AB? objem nadoru
(Inaba a kol. 1986). A vyjadiuje nejvétsi rozmér nadoru a B nejmensi. Zjisténé objemy byly

dale statisticky zpracovavany.

3.7 Méreni teploty nadori

Teplota nadort byla méfena pomoci specidlniho teploméru IR RODENT
THERMOMETER 153 IRB od firmy BIOSEB. Pro srovnani byla teplota méfena také na
levém boku, kde nebyl nador transplantovany. Prvni den terapie byla teplota méfena v ¢asech
0, 6, 12 a 24 hodin. Poté byla teplota méfena kazdy druhy den po dobu 14 dni. Cidlo

teploméru bylo pfikladano vzdy na vzdalenost 2 mm od povrchu nadoru.

3.8 Odebirani krve z ocasu
Krev byla odebirana napichnutim zily u kofene ocasu a vznikla kapka odsata pomoci
injek¢ni stiikacky. Krev se odebirala v den zahajeni terapie v ¢asech 0, 6, 12 a 24 hodin.

Ziskana krev se nechala pies noc odstat v lednici pii 4°C, poté se 10 min. centrifugovala pii
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600g. Z kazdého vzorku se odebralo sérum, které¢ se uchovalo pii -20°C. Takto pripravené

sérum bylo pozd¢ji pouzito pro stanoveni CRP.

3.9 Pocditani metastaz

Pro zjiSténi poctu metastdz bylo nutné nejprve vypitvat mySim plice. Ty byly
uchovavany ve 4% roztoku formaldehydu. Po urcit¢ dob& od zakonzervovani byly plice
prohlédnuty pod binolupou a spocitana metastaticka loZiska, kterd jsou viditelna jako cerné

teCky rtizné velikosti (Vétvicka a kol. 2007).

3.10 Izolace makrofagu

Pro ziskani makrofagii z peritonealni dutiny bylo potieba nejprve piipravit 10%
proteose-peptonovy roztok. Ten byl ziskan smichanim 1g Proteose Peptone (Difco) s 10ml
deionizované vody. Dobie rozpusténd smés byla piefiltrovana pres 0,22ul filtr. 1 ml takto
piipraveného roztoku byl intraperitonealné aplikovan mysim. Po 3-4 dnech od aplikace byla
myS usmrcena cervikalni dislokaci a proveden peritonealni vyplach pomoci vychlazené¢ho
media RPMI 1640 bez séra. Buiiky ziskané peritonealnim vyplachem bylo nutné uchovavat na
ledu. Poté byly centrifugovany po dobu 10 min ve 4°C pii 170g. Stocené bunky byly
smichany s Iml RPMI 1640 s 10% FCS. Nasledn¢ byly pomoci trypanové modie spocitany
v Biirkerové komtrce a nafedény na pozadovanou koncentraci. Pouzitim pratokoveé

cytometrie byla ur¢ena kvalita bunécné smési.

3.11 Izolace neutrofili

Kizolaci neutrofilii z mySiho peritonea bylo pouzito 3% thioglykolatové médium.
Médium bylo pfipraveno smichanim 0,3g Fluid Thioglycollate Medium (Difco) s 10 ml
deionizované vody. Vznikly roztok modré barvy byl po dobu 1-2 min povaien v mikrovince.
Povafenim roztok zrizovél. Po vyndani z mikrovinky byl roztok ihned zchlazen pod tekouci
vodou a prefiltrovan pies 0,22 pl filtr do uzaviratelné nadoby obalené alobalem, aby se
k médiu nedostal ani vzduch ani svétlo. Takto piipravenou nadobu s roztokem jsme ulozili
ptes noc do lednice, kde se mezitim vytvofily dvé vrstvy zlutd a rizova. Pro dalsi aplikace se

pouzila spodni Zluta vrstva.
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Mys$im bylo intraperitonedlné injikovano 2ml pfipraveného média, které se nechalo
pusobit 4,5 — 5 hodin. Po uplynuti inkubaéni doby byla mys§ usmrcena cervikalni dislokaci a
poté vychlazenym PBS postupné proplachnuto peritoneum. Ziskany peritonealni vyplach byl
dan do zkumavky doplnéné chlazenym PBS. Poté byly bunky 10 min centrifugovany ve 4°C
pii 250g. Stocené bunky byly pfidany do 1 ml RPMI 1640 s 10% FCS a pomoci trypanové

modre spocitany v Biirkerové komirce. Cistota bun¢k byla stanovena pritokovou cytometrii.

3.12 Stanoveni mnoZstvi C-reaktivniho proteinu
Z ptipraveného séra bylo pomoci komeréné¢ dodaného kitu MOUSE C-REACTIVE
PROTEIN (CRP) ELISA TEST KIT (Life Diagnostics) stanoveno mnozstvi CRP v séru.

3.13 Sonikace
K sonikaci jsme pouzivali sonikator HIELSCHER VP200S a to tim zptisobem, ze
dand suspenze byla 10x 10s ozvuCovéna v ledové lazni. Po kazdém ozvuceni probchlo

20s chlazeni.

3.14 Statistické zpracovani dat
Statistické vyhodnoceni vysledki bylo provedeno pomoci Studentova t-testu
v programu MS Excel. Prezivani mysi bylo vyhodnoceno pomoci testu Kaplan-Meier

v programu MedCalc.

3.15 Pokus €. 1: Studium vlivu kotveného Zymosanu A na rist melanomu

V pokusu bylo pouzito 24 mysi, kterym byl transplantovan melanom. Dvanacty den po
transplantaci byly mysi randomizovany do 4 skupin (A, B, C, K) po 6 mysich a byla zahajena
terapie. Pfed aplikaci 1éCiva byla vzdy nejprve zméfena teplota a velikost nadoru. V den
zahajeni terapie byla mySim v Casech 0, 6, 12 a 24 hod odebréana krev zocasni zily.
Terapeutikum bylo ob den aplikovano i.t. v mnozstvi 50ul/mys, celkem podano 6x ve dnech
0,2,4,6,8a10.
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e Skupina A: Zymosan A - BAM (pfiprava suspenze: 17,36 mg Zymosanu A/ml PBS —
celkem 2 ml — sonikovano a poté ptidano 100 pl 15 mM BAMgye0 vV DMSO (Kato a kol.
2004) — vse promichano a nechano lhod pfi pokojové teploté — piidano 100 ul 1M
TRIS/HCI pH 8,0 — dialyza MWCO 12-14000 x PBS, pii 4 °C pies noc)

e Skupina B: Zymosan A (ptiprava suspenze: 17,36 mg Zymosanu A/ ml PBS — celkem 4
ml — sonikovano —dialyza pti 4°C ptes noc x PBS, MWCO 12-14000)

e Skupina C: lysin - BAM (ptiprava roztoku: 0,45ml 30 mM lysinu v DMSO + 0,45 ml 10
MM BAMypo VDMSO (Kato a kol. 2004) — promichano a ponechano 1 hod pfii
pokojové teploté — ptidano 75ul TRIS/HCI pH 8,0 — + 5,625 ml PBS)

e Skupina K: kontrolni skupina - PBS

Po ukonéeni terapie, tj. 26. den od transplantace nadoru, byly myS$i uspany
diethyletherem a usmrceny cervikalni dislokaci. Poté jim byly vypitvany plice, které byly

pozdéji pouzity k zjisténi poctu metastaz.

3.16 Pokus €. 2: Studium vlivu kotveného Zymosanu A ve spojeni s LPS a
flagellinem na rast melanomu

Do 2. pokusu bylo zahrnuto 30 mysi, které byly podle velikosti nadorti rovhomeérné
rozdéleny do 6 skupin (A, B, C, D, E, K) po 5 mysich. Terapie byla zahajena 12. den od
transplantace nadoru. U nadorid byla méfena teplota i velikost. VSechny latky byly do nadort

injikovany celkem 6x ve dnech 0, 2, 4, 6, 8 a 10 v mnozstvi 50ul/mys podle tohoto schématu:

e Skupina A: Zymosan A - BAM (ptiprava suspenze: viz Pokus ¢. 1 — skupina B)

e Skupina B: Zymosan A - BAM + LPS (piiprava suspenze: 1 mg LPS smichano s 2 ml
Zymosan A — BAM, vysledna koncentrace LPS 0,5 mg/ml)

e Skupina C: LPS (pfiprava roztoku: 1 mg LPS smichano s2 ml PBS, vysledna
koncentrace 0,5 mg/ml)

e Skupina D: Zymosan A — BAM + flagellin (ptiprava suspenze: 100ul zasobniho roztoku
flagellinu (100 pg/ml) smichano s1,9 ml Zymosan A — BAM, vysledna koncentrace
flagellinu 5 pg/ml)

e Skupina E: flagellin (ptiprava roztoku: 100ul zasobniho roztoku flagellinu (100 pg/ml)
smichano s 1,9 ml PBS, vysledna koncentrace flagellinu 5 pg/ml)

e Skupina K: kontrolni skupina - PBS

Po ukonceni terapie byl sledovan riist nddorti a doba pieziti mysi.

25



3.17 Pokus €. 3: Studium vlivu kotveného Zymosanu A s pridanim
makrofagi a neutrofilii na rist melanomu

V pokusu bylo pouzito 15 mysi s transplantovanym nadorem, které byly rozdéleny do
5 skupin (1, 11, 11, 1V, V) po 3 mysich. Lécba byla zahajena 12. den od transplantace nadoru.
V den zahajeni 1é¢by (den 0) bylo podano i.t. 100ul smési jednotlivych latek s makrofagy
nebo neutrofily. Poté byly jednotlivé latky injikovany kazdy druhy den (2, 4, 6, 8 a 10)
v mnozstvi 50 ul/mys bez pridani makrofagli nebo neutrofili. Pied podanim 1é¢iva byla vzdy

zméfena teplota a velikost nadoru.

e Skupina I: Zymosan A — BAM + 1. den terapie makrofagy (ptiprava suspenze pro 1. den
terapie: 200ul Zymosanu A — BAM smichano s 200ul makrofag), nasledné obden
Zymosan A-BAM

e Skupina Il: Zymosan A — BAM + 1. den terapie neutrofily (pfiprava suspenze pro 1. den
terapie: 200ul Zymosanu A-BAM smichdno s 200ul neutrofilti ), nasledn¢ obden
Zymosan A-BAM

e Skupina Ill: PBS + 1. den terapie makrofagy (pfiprava suspenze pro 1.den terapie :
200ul PBS smichano s 200ul makrofagti), nasledné obden PBS

e Skupina IV: PBS + 1. den terapie neutrofily (pfiprava suspenze pro 1.den terapie : 200ul
PBS smichéno s 200ul neutrofili), ), nadsledné obden PBS

e Skupina V: kontrolni skupina - PBS, obden 50ul (0, 2, 4, 6, 8, 10)

Pouzité suspenze bunék:
50 miliont makrofagi / ml PBS, ¢istota 71,5 %
80 miliond neutrofilt / ml PBS, Cistota 67,7 %
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3.18 Pokus €. 4: Ovéreni vlivu kotveného Zymosanu A ve spojeni
s makrofagy na rist melanomu

Pokus €. 4 slouzil k ovéteni vysledkli z predeslého pokusu. Bylo pouzito 24 mysi,
které byly podle velikosti nddoru rovnomérné rozdéleny do 4 skupin (I, II, III, IV) po 6
mysich. Terapie byla zapocata 12. den od transplantace nadoru. Pfed aplikaci 1éCiva byla
zméfena teplota a velikost nadoru. Poprvé (den 0) bylo terapeutikum pro skupiny I a IlI
podavano i. t. v mnozstvi 100 ul/mys. Ostatni dny (2, 4, 6, 8 a 10) byla 1é¢ba injikovana ob

den v mnozstvi 50 pul/mys.

e Skupina I: Zymosan A — BAM + 1. den terapie makrofagy (pfiprava suspenze pro 1.den
terapie: viz Pokus ¢. 3- skupina 1), nasledné obden Zymosan A-BAM, 50 ul

e Skupina Il: Zymosan A — BAM (piiprava suspenze: viz Pokus ¢. 1 — skupina B), obden
50 pl (0, 2, 4, 6, 8, 10)

e Skupina Ill: PBS + 1. den terapie makrofagy (pfiprava suspenze pro 1. den terapie: viz
Pokus ¢. 3- skupina I1), nasledné obden 50 ul PBS

e Skupina IV: PBS, obden 50 ul (0, 2, 4, 6, 8, 10)

Pouzita suspenze bunék:

50 miliont makrofagi / ml PBS, ¢istota 80,1%
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4. Vysledky

4.1 Pokus €. 1: Studium vlivu kotveného Zymosanu A na riist melanomu
Cilem pokusu bylo zjistit, zda ma na rust nadord vliv Zymosan A kotveny na nador
pomoci BAM, nebo zda je tento vliv zanedbatelny oproti Zymosanu samotnému. Z grafu
(Obr. 1) je patrné, Ze kotveny Zymosan A mél na rast nadoru vliv vétsi, ten vSak nebyl
statisticky vyznamny. V intervalu méfeni od 4. do 14. dne vyvolal Zymosan A-BAM
primérné 28% redukci nddorového rastu, zatim co Zymosan A samotny jen 16,1%. Kontrolni

lysin-BAM nepuisobil zadnou redukci nadorového ristu.
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Obr. 1: Vliv Zymosanu A kotveného pomoci BAM na velikost nadort.
A- Zymosan A — BAM, B- Zymosan A, C- lysin - BAM, K- kontrola PBS
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Nasledujici graf (Obr. 2) znazornuje naméiené teploty nadoru v porovnani s teplotou
téla mysi. Z grafu je zfejmé, Ze teplota téla byla vyssi nez teplota nddoru, a Ze se teplota

V prib&hu terapie mirné snizovala.
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Obr. 2: Teplota nadoru v porovnani s teplotou téla v pribéhu terapie pomoci volného a
kotveného Zymosanu A.

1 - teplota nadoru, 2 — teplota téla

A- Zymosan A — BAM, B- Zymosan A, C- lysin - BAM, K- kontrola PBS
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Pro stanoveni CRP byla nejprve sestrojena kalibra¢ni kiivka (Obr. 3) a z jeji rovnice
regrese vypoctena koncentrace C-reaktivniho proteinu V jednotlivych skupinach (Obr. 4).
Nejveétsi mnozstvi CRP bylo naméfeno u skupin A a B, tedy u skupin obsahujicich Zymosan

A. Jeho statisticky vyznamny narGst vrcholil 12 hod. po =zahajeni terapie.
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Obr. 3: Kalibra¢ni kiivka stanoveni mysiho CRP.
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Obr. 4: Mnozstvi CRP naméfené v prubéhu 24 hodin od zapoceti terapie pomoci volného a
vazaného Zymosanu A.
A- Zymosan A — BAM, B- Zymosan A, C- lysin - BAM, K- kontrola PBS

Hladina statisticky vyznamného rozdilu vii¢i kontrole: * P < 0,05, ** P < 0,01, *** P < 0,005,
*akx p< 0,001
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Po ukonceni terapie byl stanoven pocet metastaz u jednotlivych skupin. Procentudlni
zastoupeni metastaz v jednotlivych skupinach je znazornéno v grafu (Obr. 5). Na Obr. 6 je
zaznamenana intenzita metastazovani u mysi, u kterych byly metastazy zjistény. VIiv terapie

na vyskyt metastaz se zda byt nejednoznacny.
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Obr. 5: Procentualni vyskyt metastaz v jednotlivych skupinach pii terapii s pouzitim
kotveného a volného Zymosanu A

A- Zymosan A — BAM, B- Zymosan A, C- lysin - BAM, K- kontrola PBS
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Obr. 6: Primérny pocet metastaz u mysi, u kterych byly zjistény. Terapie s pouzitim volného
a kotvené¢ho Zymosanu A.
A- Zymosan A — BAM, B- Zymosan A, C- lysin - BAM, K- kontrola PBS
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4.2 Pokus €. 2: Studium vlivu kotveného Zymosanu A ve spojeni s LPS a
flagellinem na rast melanomu

Cilem pokusu bylo zjistit, zda kotveny Zymosan A (Zymosan A-BAM) ma na rGst
nadort vétsi vliv ve spojeni s dalsimi PAMPs (LPS, flagellin). Na Obr. 7 jsou znazornény
objemy nadort jednotlivych skupin. Velikost nadoru nejvice snizoval kotveny Zymosan A ve
spojeni s LPS, kde doslo k vyrazné synergii, statisticky vyznamné byly i nckteré dalsi

skupiny. Osvédcila se kombinace Zymosan A—-BAM s flagellinem, vedouci rovnéz k synergii.
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Obr. 7: Vliv kotveného Zymosanu A ve spojeni s LPS a flagellinem na velikost nadoru.

A- Zymosan A — BAM, B- Zymosan A — BAM + LPS, C — LPS, D - Zymosan A — BAM +
flagellin, E — flagellin, K- kontrola PBS

Hladina statisticky vyznamného rozdilu viic¢i kontrole: * P < 0,05, ** P < 0,01, *** P < 0,005,
*ackk P< 0,001, **#*x P <0,0005, ***#** p <(0,0001

Hladina statisticky vyznamného rozdilu vii¢i skupiné A: A P <0,05

V nasledujicich grafech (Obr. 8 a Obr. 9) jsou zaznamenany teploty nadoru a téla,
naméfené v pribéhu terapie. Teploty béhem 1écby kolisaly, teplota téla byla vétSinou vétsi nez

teplota nadoru. Teploty neodrazely pribéh a ucinnost terapie.
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Obr. 8: Teploty naméfené v den zahajeni terapie pomoci Zymosanu A-BAM v kombinaci
s LPS a flagellinem.

1- teplota ndadoru, 2 — teplota téla

A- Zymosan A — BAM, B- Zymosan A — BAM + LPS, C — LPS, D - Zymosan A — BAM +
flagellin, E — flagellin, K- kontrola PBS
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Obr. 9: Teploty namétené v prib&hu terapie pomoci Zymosanu A-BAM v kombinaci s LPS a
flagellinem.

1- teplota nadoru, 2 — teplota téla
A- Zymosan A — BAM, B- Zymosan A — BAM + LPS, C — LPS, D - Zymosan A — BAM +
flagellin, E — flagellin, K- kontrola PBS
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Po ukonceni terapie byla sledovana doba pieziti mysi (Obr. 10). Statisticky vyznamné
delsiho pteziti oproti kontrole dosahla pouze skupina C (P <0,05), ackoliv ve skupin¢ B jedna
mys prezila vice nez sto dni a do doby sepisovani bakalaiské prace bez jakychkoli znamek

nadoru stale zije.
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Obr. 10: Vliv Zymosanu A-BAM v kombinaci s LPS a flagellinem na pfezivani mysi.
A- Zymosan A — BAM, B- Zymosan A — BAM + LPS, C — LPS, D - Zymosan A — BAM +
flagellin, E — flagellin, K- kontrola PBS
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4.3 Pokus €. 3: Studium vlivu kotveného Zymosanu A s pridanim
makrofagii a neutrofilii na rist melanomu

V pokusu byl zjistovan vliv Zymosanu A — BAM s pfidanim makrofagii nebo
neutrofilti na velikost nadort. Velikosti nadord jsou znazornény v grafu (Obr. 11). Z grafu je
patrné, ze 12. den terapie doslo k zdsadnimu zmenseni velikosti nddorti u skupiny I (Zymosan

A — BAM + makrofagy), tento pokles byl statisticky vyznamny.
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Obr. 11: Vliv kotveného Zymosanu A ve spojeni s makrofagy nebo neutrofily na velikost
nadoru.

| — Zymosan A — BAM + 1. den makrofagy, 11- Zymosan A — BAM +1. den neutrofily, 111-
PBS + 1.den makrofagy, IV - PBS + 1.den neutrofily, VV — kontrola PBS

Hladina statisticky vyznamného rozdilu viéi kontrole: * P < 0,05, ** P < 0,01, *** P < 0,005
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Béhem pokusu byly méteny teploty naddoru a téla mysi. Na Obr. 12 jsou zaznamenany
teploty namétené v pribéhu terapie. Z grafu je patrné, ze teplota téla byla vyssi nez teplota

nadoru a béhem 1écby kolisala.
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Obr. 12: Teploty nador( v porovnani s teplotami téla v prib&hu terapie pomoci Zymosanu A
ve spojeni s makrofagy nebo neutrofily.

1 - teplota nadoru, 2 — teplota téla

I — Zymosan A — BAM + 1. den makrofagy, 11- Zymosan A — BAM +1. den neutrofily, 111-
PBS + 1. den makrofagy, 1V - PBS + 1. den neutrofily, V — kontrola PBS
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4.4 Pokus ¢. 4: Ovéreni vlivu kotveného Zymosanu A ve spojeni
s makrofagy na rist melanomu

Cilem pokusu bylo ovéfit vysledky ziskané v pokusu €. 3. Naméiené velikosti nadorii
jsou zaznamenany Vv grafu (Obr. 13). Opét jako v predeslém pokusu doslo u jeho konce
k synergii Zymosan A-BAM s makrofagy a to statisticky vyznamné. Pokles objemu nadoru

vSak nebyl tak dramaticky, jak v pfedeslém pokuse.
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Obr. 13: Vliv kotveného Zymosanu A ve spojeni s makrofagy na velikost nadoru.

| — Zymosan A — BAM + 1. den makrofagy, 11- Zymosan A —BAM, 111- PBS + 1. den
makrofagy, IV — PBS

Hladina statisticky vyznamného rozdilu vuci skupiné IV: * P < 0,05

Hladina statisticky vyznamného rozdilu vici skupiné III: A P < 0,05, AA P <0,01,
AAA P <0,005
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Teploty namétené v pribéhu terapie jsou zaznamenany na Obr. 14. V pribéhu prvniho

dne byly teploty o néco vyssi nez ve zbyvajicich dnech.
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Obr. 14: Teploty namétené v prib&hu terapie - vliv kotveného Zymosany A ve spojeni
S makrofagy.

1 —teplota nadoru, 2 — teplota téla

I — Zymosan A — BAM + 1. den makrofagy, 11- Zymosan A — BAM, I11- PBS + 1. den
makrofagy, IV — PBS
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5. Diskuze

Cilem prvniho pokusu bylo zjistit, zda Zymosan A kotveny na nador pomoci BAM
(4¢innou kotvici slozkou je hydrofobni fetézec kyseliny olejové, kotvici se do hydrofobni
vrstvy membran), bude mit vet§i terapeuticky ucinek nez Zymosan A samotny. Nas
pfedpoklad, Ze kotveny Zymosan A ma vétsi Gcinek byl v pokusu prokazdn. MoZnost
pozitivniho vlivu samotného BAM byla vyvracena v kontrolni skupiné¢ (BAM- lysin), ve které
k zadnému terapeutickému ucinku nedoslo. Zymosan A samotny sice urCity terapeuticky
ucinek také vykazoval, ale nebyl pfili§ vyznamny, coz odpovida i vysledkim diivéjSich
pokusu (Marsikova 2010). V pokusech provadénych uz Vpoloviné 20. stoleti, byl
zaznamenan lécebny efekt i u Zymosanu samotného, ten vSak byl testovan na sarkomu S-180,
ktery je méné agresivni neZ ndmi pouzity melanom. K pokusiim pouZzivali mysi, které byly
vice nez 100 dni staré, protoze bylo zjiSténo, Ze mladé mysi Spatné¢ reaguji na 1écbu
Zymosanem (Bradner a Clarke 1959). V naSem pokusu byly pouzity mysi mlads$i, mozna i
proto nebylo dosazeno tak dobrych vysledkll. Problémem pii terapii Zymosanem byla
pti davce 1000mg/kg/den byla zaznamenina az 90% umrtnost, se sniZujici se davkou
umrtnost klesala (Bradner a kol. 1958).

Soucasti pokusu bylo také stanoveni mnozstvi CRP v séru, které bylo méteno v 0, 6,
12 a 24 hodinach od zapoceti terapie. Vysledky ukazuji, ze ve skupinach lécenych
Zymosanem A, doslo ke zvySené hladiné CRP v porovnédni s ostatnimi skupinami. To
potvrzuje nas piedpoklad, Ze Zymosan je schopen vyvolat zanét a tim vede k celkové aktivaci
imunitniho systému, tedy i boji vuci nadorovym buikam. ZvySeni hladiny CRP bylo
statisticky vyznamné a je vhodné ke sledovani poc¢atecni faze experimentu. Pro dlouhodobé
sledovani je tato metoda méné vhodna, protoze nasledné odbéry krve z mysiho ocasu jsou
velmi stresujici a je zde 1 nebezpeci ovlivnéni vysledkt na zaklad¢ uvolnéni DAMPs.

Vliv terapie na tvorbu metastaz je spornd, v procentualnim zastoupeni sice vykazoval
Zymosan A-BAM nejmensi Cetnost vyskytu metastaz, pramérny pocet metastaz byl ale
naopak nejvyssi. Cim to bylo zptisobeno, neni zcela jasné. Prokdzany pozitivni vliv beta
glukanu na redukci tvorby metastaz (Williams a kol. 1985, Vétvicka a kol. 2007) mohl byt
potlacen piisobenim BAM, ktery sam o sobé ve srovnani s kontrolou vykazoval ur¢ity, byt
velmi maly vliv ve smyslu zvySeni vyskytu a intenzity metastazovani. Pro to, aby byly

ucinény jakékoli zavery, je vSak tieba rozsahlejsich studii.
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Z namé&fenych teplot miizeme vyvodit pouze to, ze teplota téla byla témét vzdy vyssi
nez teplota nadoru. Toto je ziejm¢ dano nizsi vaskularizaci tkdné a moznd i tim, Ze nador
vystupuje nad povrch téla. Piekvapivé bylo, Ze ani aplikace vysoce u¢innych latek, jako je
LPS a flagellin, signdlnich PAMPs vyrazné stimulujicich zanét, nevedlo ke zvySeni teploty
ani nadoru, ani téla. Méfeni teploty se ukazalo jako neefektivni pro monitorovani experimentti
tohoto typu.

Kotveni Zymosanu A pomoci BAM sice piili§ nezvysilo jeho protinadorovy uéinek,
presto jsme se rozhodli stimto preparatem pokracovat. Divodem bylo i to, ze paralelni
vysledky s kotvenim mannanu (Bruzlova, in prep.) a laminarinu (Auerova, in prep.), tedy
latek blizkych slozkam Zymosanu, ukéazaly na velky vyznam kotveni, které se sice projevuje
pti pouziti téchto fagocytarnich ligandi samotnych jen nevyrazné, ale v kombinaci se
signalnimi PAMPs poskytuje velice vyraznou redukci nadorového ristu, vedouci az
K uplnému vyléceni. Vyzkum pouzitelnosti Zymosanu A nekotveného v kombinaci se
signalnimi ligandy se stal naplni dal3i diplomové prace (Zenka, sistni sdélent)

Ve druhém pokusu jsme se snazili podpofit u¢inek kotveného Zymosanu A (Zymosan
-BAM) pomoci LPS a flagellinu. Nejvyraznéjsi terapeuticky uc¢inek mél kotveny Zymosan A
ve spojeni S LPS. Samotny LPS vykazoval také velmi dobré terapeutické ucinky. To potvrzuje
vysledky piedchozich pokust, kdy byl prokazan supresivni G¢inek LPS u gliomt (Mariani a
kol. 2007). Velmi vyznamné je zjisténi, Ze Zymosan ve spojeni s LPS pisobi synergicky.

Potlac¢eni ristu melanomu bylo patrné také v ptipad€é pouZziti Zymosanu A ve spojeni
s flagellinem. I samotny flagellin vykazuje protinadorovou aktivitu (Sfondrini a kol. 2006, Cai
a kol. 2011), dulezita je vSak doba podani flagellinu, protoze bylo zjisténo, Ze pokud se poda
v dob¢ transplantace nadoru, vede naopak k zvySenému ristu nadoru (Sfondrini a kol. 2006).
Flagellin podany spole¢né s kotvenym Zymosanem A vykazoval synergii, doslo k zmenSeni
nadoru jak vici flagellinu samotnému, tak 1 vii¢i Zymosanu.

Nalezena vyrazna synergie Zymosan A — BAM s LPS i flagellinem plné podporuje
nazor Underhilla a Gantnera (2004), ktefi zdlraznuji nutnost spolupradce rozpustnych
signalnich PAMPs s aktivaci fagocytarnich receptorit pomoci fagocytarnich ligandti vazanych
na povrch mikroorganismd.

Po ukonceni terapie byla sledovana doba pieziti mysi. Ackoli se ve skupiné 1éCené
Zymosanem ve spojeni s LPS jedna mys vylécila a ptezila vice nez sto dni, nebylo toto preziti
statisticky vyznamné oproti kontrole. Statistické vyznamnosti bylo dosazeno pouze u skupiny

se samotnym LPS. Uplné vylé&eni neni nahoda, ve skupinach, kde jsou pouzivany kombinace
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rozpustnych signalnich ligandt s kotvenymi fagocytarnimi, k tomuto jevu pravideln¢ dochazi
(Zenka, vstni sdélent).

Ve tfetim a ¢tvrtém pokuse byla snaha zesilit imunitni odpovéd’ na kotveny Zymosan
A priddnim makrofidgii nebo neutrofill pfimo do nadoru, provést tedy umélou infiltraci
nadori bez pouziti signalnich PAMPs. Pouziti makrofagh se pozitivné projevilo ke konci
obou pokust, coz je vzhledem k dlouhé Zivotnosti makrofagi mozné. Zda je tato cesta

realnou, ukazou dalsi experimenty s opakovanym podavanim makrofagu.
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. Souhrn

Byl zjistén slaby terapeuticky vliv intratumoralné poddvaného Zymosanu A kotveného na

nador pomoci BAM.

Bylo prokazano synergické pusobeni Zymosanu A — BAM v kombinaci sLPS a

flagellinem, vedouci k vyrazné redukci nadorového rustu.

Bylo zjisténo, ze statisticky vyznamna hladina sérového CRP odrazi zédnét indukovany

volnym i vdzanym Zymosanem A.

Bylo zjisténo, Zze méfeni teplot nadoru a mysi nereflektuje zpiisob a vysledky nadorové

terapie a neni tedy pro monitorovani obdobnych pokusti vhodné.

Vliv Zymosanu A — BAM na vyskyt metastaz je neprikazny.

Zymosan A — BAM ve spojeni s LPS je schopen ojedinéle vyvolat uplnou eradikaci

melanomu vedouci k uplnému vyléceni mysi.
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