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1. Uvod

1.1. Rakovina — nadorové bujeni

Skupina vice nez sta chorob spadajicich pod pojekovina se v saiasné dob
v disledku starnuti populace, kemi a Spatné Zivotospravy stala gasgjSim divodem
amrti. Rocné ji podlehnou miliony lidiPostihuje jednoheélovéka ze ti. Kazdyétvrty muz a
kazda pata Zena pak bitvu s touto zAke nemoci prohravaji (Jemal et al., 2011; Knowles
Selby, 2005).

1.1.1. Historie

Davné teni, Ze rakovina je sta@jnstard jako lidstvo samo, ma sicé&agti realny
z&klad, nicméa paleontologické nalezy dokazuji vyskyt nadorovéugeni u zvat jiz v
prehistorickych dobach a dalekaedtim, nez se na Zemi objevélovék. NejstarSi
dochovany popis zhoubného nadorového onegroce mozno nalézt v Edwin Smithév
Papyru, jenz byl napsartiplizné 3 — 2,5 tisice letied nasSim letoptem. Jeho autor dosel k
zawru, Ze rakovina prsu je vazné onemidn které nelze vylét. Ebersiv Papyrus,
datovany kolem roku 1500¢pn. I., poprvé zniiuje nador nikkeé tkarg, lipom, a obsahuje
zminky o mozné rakovinkaze, dlohy, Zaludku a konmiku. Zajimavosti je, Ze Egyané
se nadory pokouSeli d& vypalenim, vyiznutim, aplikaci soli a arzénové pasty, ktera byla
pouzivana jako ,egyptské mazani“ az do 19. stéitdjdu, 2011).

Hippokrates (460-375ipn. I.) a jeho nasledovnici ddodnili vznik rakoviny gemirou
nebo nedostatkem krve, hlenu,&wa dalSichétnich sekrei, a to gevazr ve starSim &ku.

Recti doktai veédéli o rakovirg kaze, Ust, Zaludku a prsu. Hippokrates pak také dukaz



rozliSit nezhoubny nador od zhoubného. Ten pojmahtarminemkarkinbma neba@ mu
piipominal pohyb kraba (Hajdu, 2011; Trnka, 2008).

Fredmétem novodobych vyzkutnse rakovina stala relatignpozct. Do 19. stoleti se
jednalo o chorobu po#mé vzacnou, neltdbv té dold se ptimérna evropska délka Zivota
pohybovala okolo 35 let. Rakovina vSak postihovalgostihuje zejména vySSikové
skupiny. Pokud se objevil takovyto starSi pacieat,nadorové bujeni bylo nahlizeno spiSe
jako na projev BoZiwle ¢i nahodu. Jina vysileni se z&ala objevovat teprve na konci 18.
stoleti v podob teorii, Ze kancerogenezeibe byt spojena se specifickymi zkuSenostmi
stylem zivota paciefit(Wienberg, 1998).

Roku 1775 londynsky chirurg Percival Pott paxad zvySeny vyskyt karcinomu Sourku u
kominika, ¢imz odhalil gicinnou vazbu mezi vznikem rakoviny a pravidelnym tediem s
uhelnym prachem a sazeralSi giklady nazndovaly mozZnou souvislost mezi@anim
tabaku a rakovinou nosuwZenim uranu a rakovinou plic, praci s rentgenovyersim a
rakovinou Kize i leukémii, atd. (Trnka, 2008; Wienberg, 1998).

Vysledki Pottova vyzkumu vyuZili v roce 1915 japonstdei Jamagiva a ISikava, ke
opakovas potirali usi kralik uhelnym prachem, coz vedlo ke vzniku karcinomuntdi
pokusem zahdjili éru experimentalni onkologie (E;nX008).

Bylo rovrez zjiS€no, Ze cetnost vyskytu dznych druli rakoviny je dana takeé
geografickou polohou. N&prakovina Zaludku postihuje 1Xastji lidi zijici v Japonsku
nez v Americe, vyskyt rakoviny tlustéhdesta je 20-30x vysSi ve Spojenych statech nez v
uréitych regionech Afriky, atd. Zéthto vysledk vyplynulo, Ze vyznamnou roli ip
kancerogenezi hraji i ¢8i faktory jako Zivotni progedi, Zivotni styl a vyZivalovéka
(Wienberg, 1998).

1.1.2. Definice nadom

Moznosti, jakymi Ize definovat nadory, existujeahn. Jedna z definic zni, Ze nador
je nahlodeni abnormalnich b@h, jez se od standardnich unliSi svym fistem. Ten
pokraiuje i ve chvili, kdy fvodni gic¢ina podrcujici nadorovy st jiz na buky nepisobi
(Macdk a Ma&éakova, 2004).

DalSi hovei o vzniku nadoru ireverzibilni zénou tkar - jejim neregulovatelnymistem,

ktery ma autonomni povahu. Nadorovéiky jsou téngt ve vSech fipadech pozgnéné



buinky vlastniho &la vznikajici tak, Ze se vyhnou kontrolnim mechaniisi regulujicim
spravny tist zdravych tkani (M&k a M&akova, 2004).

Pouzivanymi synonymy slova nador jsou blasteaoplazie nebo tumor. Ne vSechna jsou
vSak uzivana spra¥nnag. pojmem tumor se v klinické diagnoze ozua jakékoli zdieni.
Laicka veéejnost také&asto nazyva karcinomem i benigni nadorova bujetkiolase tento
termin v odborné praxi vztahuje jen na maligniepité nadory(M&k a M&akova, 2004).

1.1.3. Rozdéleni nadora

Typy nadott se odvozuji od tkan ze které vznikly, pdanim gipony —om.
RozliSujeme také nadory neprave, nazyvané pseudoyu(acak a M&akova, 2004). Ty
pifipominaji nddory navenek, nagvym tvarem nebo strukturélr pozneénénim burk, ale
celkovy charakter naztaje, Ze se o pravé nadory nejedna. Do této kakegpaiti
hyperplazie, harmancie, choristie, cysty, ukladpafologického materiali&i zargtlivy

pseudotumor (Mejovsky a Bednar, 1994).

1.1.3.1.Eleni dle biologického chovani

Z hlediska biologického chovani se pravé nadaty ma benigni neboli nezhoubné a
maligni ¢ili zhoubné. Nkteré prameny uvadi takéeti skupinu, nadory intermediarni, coz
malignich nadat, ale olgas recidivuji, tvé metastazy (M&k, 2002).

Benigni nadoryvykazuji pomaly a expanzivniist, coz znamen4, Ze svymég@ovanim a
rozSrovanim utlg&uji okolni tkark. Fri negriznivé lokalizaci niZzou mit pro pacienta
smrtelné nasledky. Novotvary tohoto typu byvaji astitené a opouzéné. Jsou &tSinou
jednoduse chirurgicky odstraniteln&st se neopakuje, nemetastazuji. Jedna se o zralé,
diferenciované hiky (Macak a M&akova, 2004; Mejovsky a Bednar, 2000).

Matak (2002) ve své publikaci uvadi, zmaligni nadory rostou rychle, jsou négsré
ohrantené a zpravidla neopouzmé. Buiky jsou malo diferenciované nebo zcela nezralé,
zpravidla se u nich vyskytujéetné mitozy (i atypické). &t je infiltrativni, nadory
metastazuiji. #sobi celko¥, vedou ke kachexii, anémii, paraneoplastickym symdm."“

Hranice mezi jednotlivymi nadorovymi skupinameélze pevd vymezit, novotvar rize

byt nag. ohranéeny, a pesto tvdit metastazy. Jedinym skgdt@ prikaznym projevem pro



skupinu malignich onemoéni je zmigné metastazovani (=vytkgni sekundarnich shlik
rakovinnych bupk, které se uvolnily od jvodniho nadoru a nashromazdily se na jiném
misg& s gihodnymi podminkami) a invazivita (Mak, 2002).

K rozlereéni pacient do skupin, jez majitzné odhady dalSiho vyvoje nemoci a vyzaduji
tak miznou I&bu, se pouziva ,grading” - stanoveni stépliferenciace nadorovych bék a
.Staging“ - stanoveni velikosti, rozsahu a dalSkdmickych znaki nddoru (M&dk a
Macakova, 2004).

1.1.3.2.Eleni dle histologického fivodu

Novotvary podle histogeneze r@hgeme na:

a) mezenchymové
Pati sem nadory nezhoubné z pojivovych tkani, vaziiardm), chrupavky (chondrom),
tukové tkag (lipom), svaloviny (myom), cév, atd.
Maligni mezenchymové nadory se nazyvaji sarkontyd@farkom, liposarkom,...).

b) hematopoetické
Jedna se o nadory z krvetvornych tkani, k maligmiovotvaiim tohoto druhu spadaji
leukémie a lymfomy.

c) epitelovové
Mezi benigni nadoryadime papilomy vychézejici z kryci a vystelkovéntkd adenomy ze
Zlazoveého epitelu. Zhoubné nadory epitelovychdaise pak oznalji jako karcinomy.

d) z nervové tkarg a pigmentovych burék kaze
Do této kategorie spadaji naddory mozku, michy #greich nera (benigni napp — gliom,
maligni — glioblastom). Mezi nadory z nervové tk&eiadi také melanom coby maligni
novotvar, benigni sesBre vyskytuje jako pigmentovy névus.

e) smiSené
Pti histologickém vySéeni zjistime, Ze se tyto nadory skladaji ze dvooonéce fiznych
struktur. Mohou byt ob mezenchymového tupodu (nap. fibrolipom), nebo obsahuji
struktury epitelového a mezenchymovéliogru (fibroadenom).

f) nadory ze zarod€nych tkani (germiomy)
Benignim druhem je teratom, kterému davaji vznikrearodéné buiky vajeiniku/varlete,
nebo se objevuje na zaktadyvojové anomalie. Malignim pak seminom, embryanal

karcinom.



g) nadory trofoblastu
Tato skupina zahrnuje nadorové bujeni trofoblagevrgi vrstvy busk embrya ve stadiu
blastocysty). Nezhoubnym druhem je mola hydatidogapubnym choriokarcinom
(Mitejovsky a Bednar, 1994; Mak a Ma&akova, 2004; Trnka, 2008).

1.1.3.3.Melanom

Melanom vznikd z melanodyt coz jsou pigmentové Klky neuroektodermalniho
puvodu nachazejici se v pokoZce,dkterych organech ¢ich), vzace ve Skde a sliznicich.
Pacient s diagnostikovanym koznim melanomem kazdym rokéimypa, Trnka ve své
knize uvadi, Ze v roce 1970 maligni melanonteské republice postihoval 3,3/100 tis.
obyvatel, zatimco v roce 2003 uz to byl vice n&indsobek - 17,1/100 tis. obyvatel (Trnka,
2008). Kasper hovo o incidenci této choroby u obyvatel USA. && se objevi 54 200
novych pacierit, z ¢ehoz vice nez 8 20Gipadi konci smrti. A¢koli ¢etnost vyskytu oproti
jinym nadorovym onemoeénim kize neni piliS vysoka, nebez@é spaiva v jeho vysoké
agresivit biologického chovéani (Kasper et al., 2005).

Melanom postihuje vSechny¢kove skupiny, negsgji osoby dospleho wku.
NachylrgjsSi skupinou jsou pak lidé fototypu | a Il, nebpa rizikovy faktor jeho vzniku je
povazovdno UV Z&ni, potazmo opakované solarni dermatitidy v rardétstvi ¢i po
kratkodobém, ale intenzivnim vystaveni UV pajimk- dovolené u ne, solaria (Kasper et
al., 2005; Trnka, 2008).

Klinicky se rozliSujictyti zakladni formy:

Povrchow se Sfici melanom - nejkezngjSi forma, ma tvar nepravidelného oblouku, je
vyvySen cca 2-4 mm nad Uraveokozky, barva fechazi od sstle hredé ges hrgdou,
Sedougernou po fialovo4kZzovou a bilou.

Nodularni melanom - roste velice rychle jakofgdovity, na povrchu zaschly uzlik, tvagov
je relativreé uniformni s tmavou, modroternou barvou.

Lentigo maligna melanom —ze v3ech uvedenych forem byva righi (zabird nejtSi
plochu), je¢asto zamovan s povrchayvse Sficim melanomem diky podobnému zabarveni,
byva vSak zcela nepravidelny, nevyvysevignika malignizaci Dubreuilhovy melanozy.
Akralni melanom - casgji se vyskytuje ucernochi, Hispand a Asiati, v podok
zvétSujiciho se matského znaménka na dlanigihchodidlech (Wallace et. al., 1969; Kasper
et al., 2005).



Jedinou efektivni ou melanomu je chirurgické odst&amn primarniho nadoru tak
rychle, jak je to jen mozné. Jeho Spatna progndameni z deficitu dostateé citlivych a
specifickych sérovych markiempro imunitni dohled nad vznikajicim melanomem néra
stadiu ( Hiura et al., 2011).

1.1.3.3.1. MySi melanom

MysSi melanomové modely se vyuZivaji jiz odiatku 20. stoleti, kdy bylo na mysich
kmenech objeveno nadorové bujeni melanomového tymbky z tchto spontanh
vznikajicich neoplazii bylo mozné transplantovat kdmgennich mysi, nebo kultivovat a
studovat in vitro. Pomohly odpégiét na mnoho otazek tykajicich se biologickych préces
tohoto druhy rakoviny. (Damsky a Bosenberg, 2010).

Pro onkologicky vyzkum mé& obrovsky vyznam myilanom B16 (v podabsolidniho
tumoru i metastaz). Tato b&ina linie byla charakterizovana v roce 1954, od ribRd0 se
kultivuje a transplantuje zacélem studia metastaz, jez vznikaji v plicich, jétra slezig
Teicher et al., 2011).

1.1.4. Pri¢iny a vznik nadora

Oproti jinym onemocEnim existuje u rakoviny mnohoftipin jejiho vzniku, coz
znesnaduje vytvaeni gesného obrazu patogeneze této nemoci. Klasickdogitike
faktory se z velk&asti vztahuji jen ke specifickym drim nadoti (Mifejovsky a Bednar,
1994).

Maak a Maéakova (2004) ve své publikadiadi mezi vlivy podilejici se na
kancerogenezi toto:

a) chemicke latky zevniho prostedi
Tyto latky jsou oznéované jako karcinogeny. Jedna se héawenlatky odvozené z dehtu,
areny - benzen, dale pak ddgtad vinylchlorid, aflatoxin, radon, latky obsaZerv
cigaretovém Kkoti (zpasobujici rakovinu plic), v alkoholu (rakovina hitaa jicnu, nefimo i
karcinom jater),...

b) fyzikalni vlivy
K dobie doloZzenym faktdim této skupiny péat rentgenové zéni a obech zaeni o kratké
vinové délce, ionizujici zéni (souvislost s vznikem leukémii byla zjish v HiroSing a
Nagasaki) a slurai UV z&eni (gedevsim UV-B ) zvySujici vyskyt melandm



c) viry
Podil vii na kancerogenezi byl objeven a prokazan wazvl ¢lovéka je zjiStna nepima
souvislost s nadory u Epstein-Baar viru (Buikittlymfom v oblasti centralni Afriky),
papilomavifi a herpes vir (karcinom dlozZniho ¢ipku), mozné nefmeé spojeni existuje
mezi virem HIV a vznikem lymforin

d) hormony
Pro vliv hormori na vznik nadorového bujeni mluvi zejména zvys&staost zhoubnych
nadofi u Zen v klimakteriu, tedy v obdobi, kdy seémhhladiny hormof. ZvySené mnozstvi
estrogei tak pravépodobré vede k rakovit prsu, endometria a vajeika.

e) dédiénost
Tento faktor se zda byt v stasné dob mére dilezitym. Jedna se spiSe &diEnost chorob
prispivajicich ke vzniku naddy coz zmisobuje vysSi nachylnost jedince kitym druhim
rakoviny.

f) dietetické zvyklosti a faktory okolniho pros¥edi
Tato kategorie vyplyva ze sledovani obsahlejSiharkuz lidi v miznych lokalitach, které se

liSi zpisobem stravy, tedy kvalitou potravy a jeji Uprayplacak a Ma&akova, 2004).

Opakované vystavovani chemikliim,iwir nebo fyzikalnim vliam uvedenym vySe vede
ke zménam v bugcném genomu. Z protoonkogennormalnich gein ovliviujici rist a
vyvoj burgk, se (nap virovou transdukci, bodovou mutaci, translokawbo genovou
amplifikaci) stavaji onkogeny, které poslézésagbuji transformaci normalni ikl v buiku
nadorovou (Ma&dk a M&akova, 2004).

Tento procesipmeny, tedy kancerogeneze, se sklad&kohka stadii. Prvni je stadium
iniciace, kdy dochazi k mutagenniméinku daného karcinogenu. Nasleduje faze promoce.
Ta miZe byt navozena latkami, jeZ primémejsou karcinogenni, avSak podporuji klonalni
expanzi iniciovanych butk. Poslednim, fetim stadiem je progrese, ¥mz se gkteré z
téchto benignich né&doér spontans nebo v dsledku dalSiho vystaveni karcinogem

piremeni v maligni invadujici nadory (Knowles a Selbyp3D

1.2. Lééba rakoviny

Hlavni el I&by je rakovinu vymytit. Pokud tohoto priméarnihoeciielze dosahnout,

shaha zdravotnikse zamtuje na zmiréini bolesti a symptoi rovrez pak nazachovani
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kvality Zivota, ffedevsim ve snaze ho prodlouzit. L@ zdsadarimum non nocereedy
~piredevsim neskodit", v terapii nadopiilis neplati. Pokud je &ba rakoviny mozna, pacient
by ji mél podstoupit navzdory moznosti nebeapgch, i Zivot ohroZujicich toxicit. Kazdy z
lé¢ebnych postup rakoviny ma potencial Zigobit pacientovi Ujmu, a tak se lékke
pravidlo néni naprimum succerrere- ,predevsim neprodl€momoci*.

Terapie nadar maze byt rozdlena doctyi hlavnich skupin: chirurgicky zakrok, apaéni
(v¢etre fotodynamické terapie), chemoterapie (zahrnujairtonalni molekulam cilenou
terapii) a biologicka terapie (imunoterapie a gemoterapie). Tyto druhy s&sto pouzivaji
v kombinaci a léebné prosedky v jedné kategorii mohou pracovat na princighkofika
mechanism (Kasper et al., 2005).

1.2.1. Imunoterapie

Modulace imunitniho systému za terapeutickyéelém ma dlouhou historii sahajici
az k Edwardu Jennerovi, ktery v roce 1796 prpouZil kravské neStovice k navozeni
imunity proti neStovicim pravym. Od té doby imurrajgie, ve formd profylaktickych a
terapeutickych vakcin, umoznila |éken oSetovat a pedchazet mnoha infékim
nemocem. S imunoterapii se v gasné dob stale vice shledavame také na poli onkologie,
V niz se snazi vyuzit sily a specifity imunitnihgtému - s $Simi ¢i menSimi Uspchy.
Ackoli jsou rakovinné biky méré imunogenni nez patogeny, imunitni systém je schgpe
rozpoznat a eliminovat. AvSak nadogasto interferuji s vyvojem a funkci imunitni
odpowdi. Proto je imunoterapie spiSe diagici formou I€by ke znéeni burk, které v &éle
zbyly po chirurgickém zakroku, chemoteragiiozaovani. Vyuzit plg vyhod burgcné a
molekularni imunologie a rozvinout strategie, jégkévné a bezpené zvysi protinadorovou
odpowd’, tedy Zistava velkou vyzvou (Murphy, 2010).

Rozélujeme dva zakladni typy imunoterapie v zavislosia efektorech, které
zprostedkovavaji imunitni odpad’. Jedna se protilatkovou (humoralni) a &tnou

imunoterapii (HoejSi a Barinkova, 2009).

1.2.1.1.Humoralni imunoterapie

HorejSi a Bariinkova (2009) ve své knize uvadi, Ze tento druh terggpzalozen na

VyuZziti:



a) monoklonalnich protilatek

Tyto protilatky (produkované jednim klonem B-lymfo& - vykazujici tak totoZnou
antigenni specifitu) konjugované s toxiny se vadawmnadorovy antigejmz dopravuji tyto
latky primo k nadoiim. Mohou misobit také samy o séb- vazbou na TAA (antigeny
asociované s nadory)igpobi programovanou b&mnou smrt, nador opsonizui indukuji
ADCC (na protilatkach zavislou b&mnou cytotoxicitu). Problémem je mozné poSkozeni
burek v okoli nadoru acasta rezistence nadorovych Bkn kterd vznikla #veéjSi
imunoselekci (HiejSi a Bariinkova, 2009)

b) bispecifickych protilatek

Umele syntetizované bispecifické protilatky se zatovazou jak na nadorovy antigen, tak i
na povrch T — lymfocyi nebo NK bugk. Jejich Fc oblasti mohou ro¥h vazbou na

piislusné receptory aktivovat fagocyty (tef$i a Barinkova, 2009).

1.2.1.2.Buééna imunoterapie

Zah@jeni imunoterapie zprostikované biikami miZe byt provedeno:

a) nespecifickou stimulaci zagtu
Do mista nadoru se injikuje cizoroda latka vyvoj&iaaret a giliv imunitnich burgk spolu
s ni likviduje i naddorové hiky.

b) pomoci LAK (lymphokine activated killeysa TIL (tumor infiltrating lymphocytés

bunék

Pacientovi se odeberou ¢ité imunocyty, které se nasledrstimuluji in vitro cytokiny
(=signalni proteiny slouzici k regulaci imunitni pmiedi) za &elem zvySeni aktivity
nadoro¥ specifickych bugk a poté se navraci &pdo okEhu.

c) zlepSenim antigen-prezentujici funkce nadorovych gk
In vitro je provedena geneticka Uprava nadorovychébujez pak exprimuji kostimutai
molekuly nebo produkuji cytokiny a stavaji se AP&hti{gen prezentujicimi lkami).
Pomoci chemoterapig radioterapie se zabrani jejich dalSimiledii a navrati se pacientovi,
piipadré se kultivuji spoléné s T-lymfocyty za Gelem vybuzeni nadoreévspecifickych
klont, které néi zarove i pavodni, nezminéné rakovinné biky.

d) pouzitim nadorovych vakcin
Pomoci unile vyrobenych peptitl rozpoznavanych nadoréspecifickymi T-lymfocyty se
uvnitt nebo v onkologického pacienta stimuluji Tc a Thl, ktewk s nadory vcelku
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Gsp@sSre bojuji. Tuto metodu vSak nelze vyuzit na Sirokyrubk pacieni a mize vést k
vedlejSim dinkam pri reakci lymfocyfi se zdravymi bikami, které na svém povrchu dany
peptid také nesou.

e) pomoci dendritickych bunék
Ty se pipravi z perifernich monoctjejich vystavenim sisi vybranych cytokif, jsou
nasleds kultivované s nadorovymi antigeny a po jejich @deni do dla pacienta fisobi
stimulané na T-lymfocyty.

f) pomoci T lymfocytia darce (po alogenni transplantaci)
Ackoli imunitni buiky darce nejsou za normalnich okolnosti fpansplantaci Zadané a
mohou vést k Zivotu ohroZujici reakci@t proti hostiteli, v fipadt transplantace kostni
dierg se jich vyuziva (v malém mnozstvi) pro&mi zbylych nadorovych bgk pacienta.

g) pomoci produkti imunitniho systému
Témi jsou napiklad interleukiny (IL-2), interferony (IFNra IFN-y) nebo faktory
stimulujici kolonie (GM-CSF). Nevyhodou je, Z& wySSim davkovani vykazuji systémovou

toxicitu (HorejSi a Barinkova, 2009).

1.3. Rakovina a imunitni systém

1.3.1. Imunitni systém

Imunitni systém fispiva k udrZeni stalého vimiho prostedi organismu jeho
ochranou ped nebezp8m zpisobenym cizorodymi (mikroorganismy, jejich toxiny)élu
vlastnimi elementy (posSkozené a nadorovékipy RozliSujeme d¥ hlavni skupiny
mechanism, které se podili na rozpoznani a eliminaci Skadliv mechanismy vrozené
(nespecifické) a ziskané (specifick€) imunity (Bakbva a Vernerova, 2002).

Prvni jmenované zahrnuji komplementovy systéaay enzyr piitomnych v séru, které
po aktivaci vyvolavaji celosadu zastlivych Gginki, lyzu bakterii, atd.) fagocytujici bky
(makrofagy, neutrofily, eosinofily — pohlcuji cizmta tlesa) a NK biiky (detaily uvedeny
v kapitole 1.3.2.). Reakce na antigen je rychlan(ity az hodiny) a uniformni. &e se tak
pomoci receptdr na bugcném povrchu, které rozpoznavajtimpo bakterialni slozky
(lipopolysacharidy, lektiny,...) nebo ndmo Fc ¢asti protilatky ¢i slozky komplementu
(Bartinkova a Vernerova, 2002; Playfair a Chain, 2000).
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Naproti tomu vyvojo¥ mladSi (ale dokonalejsi) systém ziskané imunitggwzen na
pusobeni lymfocyi a protilatek. Reakce naifomnost cizorodé latky trva delSi dobu (dny
az tydny), dochaziipni mimo jiné k formaci pagtovych burk, které @i opétovném
setkani vyvolaji rychlejSi acinn¢jSi odpo¥d’. Lymfocyty maji na své membréameceptory
rozpoznavajici jeden ¢&ity antigen, na &z pak tyto buky reaguji (Barinkova a
Vernerov4, 2002).

1.3.1.1.Imunitni dohled

Pred vice nez sto letyfiel Paul Ehrlich s mysSlenkou, Ze imunitni systérizen
rozpoznavat a regulovat naddorové bujeni. V téédatak byla imunologie velmi mladym
védnim oborem, zdravotnicka obec proto na tuto tewfilizela s despektem. V padesatych
a Sedesatych letech 20. stoleti Lewis Thomas adflacke Burnet dali Ehrlich@vpredstaé
formalni podobu vytvienim terminumunne surveillance #munitni dohled. Ani ten nebyl
v nasledujicich letech obegrpiijiman, nebd pro rg&j neexistovaly dostateé dikazy.
Naststi diskuze o této teorii a experimentélni testdyéji pravdivosti neustaly, a tak na
pocatku 21. stoleti mame stéle rostoucigtodikazi o tom, Ze je imunita zahrnuta do
procesu iniciace,tstu a metastazovani nadofSmyth a Hayakawa, 2004; Cotran et al.,
2010).

V soktasné dob je myslenka imunitniho dohledu podporovanaiidgd pozorovanim
piitomnosti lymfocytickych infiltrai okolo nadoit a v lymfatickych uzlinach drenujicich
mista rakoviny, vysledky experim@ntvétSinou s transplantovanymi nadory, zvySenym
vyskytem rikterych drulii rakovin u imunodeficientnich jedifi€nag. u pacieni s AIDS je
vyskyt rakoviny vyznami ¢asgjsi) a gimym dikazem tumor-specifickych T-lymfoayta
protilatek u pacierit V sowasné dob se krond ochranné role mluvi také o vlivu imunitniho
dohledu selekci nadorovych variant. Ty pak majizendou imunogenicitu¢imz mohou
snadgji unikat imunoloické detekci a eliman¢Cotran et al., 2010; Jilek, 2002)

Z vyskytu rakoviny u imunokompetentnigdinoi vyplyva, Ze systém imunitniho
dohledu neni dokonaly. Nadorové iy tedy musely vyvinout mechanismy, jak obejit
imunitni systém. Redpoklada se, Ze mu unikajfrtito zpisoby:

a) selekci antigen-negativnich variant

Zminéno jiz vysSe - sild imunogenni subklony jsou eliminovany.

11



b) ztratou nebo redukci exprese MHC molekul
Tento stav vede k odvraceni utoku T-lymfacyavSak aktivuje makrofagy.

c) nedostaté&nou kostimulaci
Navozeni senzitivity T-lymfocyt vyZaduje dva signaly, jeden od ciziho peptidu
prezetovaného MHC molekulami (byva exprimovan) ahgirod kostimul&nich molekul
(¢asto chybi). Tento stavithe dokonce vyustit v apoptézu T- Bln

d) imunosupresi
Potlaeni imunitniho systému je #pobeno onkogennimi latkami (rfapionizanim
z&enim), nebo Pmo produkty naddr (TGF-[3).

e) maskovanim antigenu
Povrchové antigeny nadormohou byt skryty¢i maskovany pomoci glykokalyxovych
molekul.

f) apoptoézou cytotoxickych T burék
v kapitole 1.3.2.). Rakovinné Bky tak mohou eliminovat tumor-specifické nadorové T
buiky, které s nimi fijdou do kontaktu (Cotran et al., 2010).

Prehled mechanisty jimiz nadorove biikky unikaji T bugéné imunig, je uveden na Obr. 1.

Tumaor cell
ey
Tumor o
. ! T cell recognition of
%::::'i;ﬁl:!}or artigen tumor antigen leading
: ity MHE I to T cell activation
-__:—‘?\' :::_
molecule o S
Failure to produce tumor antigen
Antigen-loss Lack Of_ T cell
vanant of recogmition of tumor
tumor celi
Mutations in MHC genes or genes needed for
antigen processing
Immune S Lack of T cell
evasion iti f tum
B Hamars MHG-deficient PR R e

turreor cell

Inhibition of T cedl
activation

a'J.- T G e ?—v

Immunosuppressive cytokines (e.q., TGF-E)

Obr.1 Znazorrni mechanisi Uniku nadorovych butk T lymfocyim (Cotran et al., 2010)
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1.3.2. Efektory p¥rirozenych protinddorovych mechanisni

Buné¢nd imunita je hlavnimn vivo mechanismem boje organismu proti rakévin
(Cotran et al. 2010). Podili se nam

a) Cytotoxické T lymfocyty (CTL, Tc)
T lymfocyty jsou bugcnymi efektory ziskané imunity vyvijejici se ze shymrekurzoi
v brzliku. Zralé T biikky se vyskytuji v krvi a tvii 60 — 70 % vSech lymfocyt Kazdy
z téchto imunocyt nese specificky T bukiny receptor (TCR), ktery rozpoznava antigenni
peptid vazany hlavnim histokompatibilnim komplexdMHC 1) na povrchu antigen-
prezentujicich butk. K vyvolani proliferace a diferenciace prekiuje vSak teba dalSich
signali zprostedkovanych prav APC; pokud je T bika nedostane, vede to kjejimu
utlumeni.

Zralym cytotoxickym T lymfocyim pak st&i signal pouze od TCR a specializuji se na
eliminaci napadenych (intracelularnimi parazity)alanormalnich (poSkozenych stresem,
nadorovych) bukk. Jejich reakce vyZzaduje velmi blizky kontakt gdaouci biikou a byva
velmi radikalni, s porrné vysokym rizikem poSkozeni okolni tkdnUsmrceni ,vadné*
buiky probihaitemi moznymi zpsoby: pomocperforinu (tvoti pory v bugéné membra
— osmoticka lyza, finik proteaz)a granzymi (protedzy startujici proces apoptozy)
obsaZenych v cytotoxickych granuldch CTL. Déle poinfas ligandu (FasL), proteinu na
povrchu CTL, ktery se vaze na ,apopticky receptBdsR pitomny na mnoha hikach,
véetre CTL, diky remuz mize byt imunitni odpoid® CTL regulovana. Poslednim
mechanismem je sekretgnfotoxinu (LT; TNF) se stejnym &inkem jako ma FasL, je
vSak nejméd specificky a pi rozsahlé aktivaci CTL iize zmsobit vazné Skody na okolni
zdraveé tkani (HtejSi a Barinkova, 2009; Jilek, 2005).

Protinadorové dinky CTL jsou dobe prokdzany v experimentéliryvolanych nadorech.
CD8 + CTL vykazuji ochrannou funkcigd nadory spjatymi s viry (n&pnadory vyvolané
EBV nebo HPV) a byly zjignhy v krevnich a nadorovych infiltratech paciestrakovinou
(Cotran et al., 2010).

b) Natural killers butiky (p¥irozeni zabij&ti):
Tvoii 10 — 15 % lymfocyt periferni krve. Morfologicky se jednd o velké guérni
lymfocyty, které neexprimuji TCR ani imunoglobulinyRozpoznavaji vsak kky
s abnormalé nizkym pd@tem MHC | na svém povrchu. Vtomto ohledu spadagijiSes

k mechanisam vrozené imunity, tedy antigetimespecifické obrany organismu. Jsou
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schopné riit infikované a nadorové lilky bez gedesSlé senzitivizac&jmz zajistuji prvni
obrannou linii proti neZadoucim tkém. Nastroje cytotoxicity se vSak velmi podoba]iLC
(Cotran et al., 2010; HejSi a Barinkova, 2009).

Po aktivaci mohou NK hiky lyzovat Siroké spektrum lidskych nadorcetns téch, které
se nezdaly byt imunogenni pro Tiby. Zda se, Ze T a NK lily poskytuji dopiujici
protinddorové mechanismy. Nadory branici se tonwy, layly rozpoznéany cytotoxickymi
lymfocyty, exprimuji molekuly MHC | ve sniZené ifaj cimz paradox& mohou aktivovat
NK bunky, které jsou pray témito molekulami inhibovany. Aktivani receptory na NK
bunkach jsou velmi odlisné a gatdo rekolika genovych rodin. NKG2D proteiny
exprimované na NK a éhkterych T butkdch jsou dlezitymi spou&icimi receptory.
Rozpoznéavaji stresem indukované antigeny, jez shazeji na nadorovych tkach a
buinkach s poskozenou DNA, kde hrozi nebézpeoplastické transformace (Cotran et al.,
2010).

c) Makrofagy
Tvori 5 — 10 % leukocyit myeloidniho jgvodu, jedna se o fagocytujici itky vrozené
imunity a buky zaretlivé reakce. Aktivované makrofagy vykazuji cytoi@iu proti
nadorovym biikdmin vitro, podileji se na fagocyt6ze vlastnich apoptickychékumburgk
infikovanych nitrobus¢nymi agens. T a NK hiky produkuji interferon¢ a cytokiny, které
aktivuji makrofagy — vSechny bhky tak mohou spolupracovatipprotinddorové reakci.
Aktivované makrofagy mohou zabijet nadory podobnyngichanismy, jako 8i mikroby
(nag. produkci reaktivnich kyslikovych metabd)itnebo sekreci TNF tumor necrosis

factors - cytokimi schopnych vyvolat smrt nadorovych kkr{Cotran et al., 2010).

1.4. Terapie nadoni zaloZena na stimulaci nespecifické imunity

1.4.1. Akutni zanét

Zaret je jednim z hlavnich a velmicinnych nastraj vrozené imunity. NIZzeme jej
definovat jako slozitouadu fyziologickych reakci na poSkozeni (mechanidiggikalni,
ischemii, mikroogranismy) vaskularizované tkamurcitém mist. Tyto reakce vedou
k lokalizaci poskozeni, ochrarproti infekci eliminaci patogenu a Skodlivin, astené
regeneraci tk&h Akutni zart trva zpravidla kratkou dobu, po jeho odé&zinje tk& zcela
zhojena (HeejSi a Bariinkova, 2009).
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Zaretlivy proces zaina uvolrénim prozastlivych latek z degranulovanych Zirnych
burék, fagocyti a poSkozenych bék v misté naruSeni tk&h Ty pak vyvolaji vySSi
permeabiltu kapilar (plazmaticka tekutinangmymi makromolekulami z nich unika ven za
vzniku otoku — tumoru), expresi adheznich molekehdotelialnich butk (umozni gilnuti
a prostup fagocytujicich bk a lymfocyti do tkar), aktivaci koaguléni, fibrinolytické,
kininové a komplementové kaskady, bolestivost (dolavySeni teploty (calor). Spolu s
porusSenou funkci (functio laesa) a zarudnutim (ruiBou vySe zmigné projevy hlavnimi
znaky zagtu. Hromadici se makrofagy a polymorfonukleary pekretuji cytokiny a dalSi
mediatory, které &e zesiluji a pi dlouhodokjSim zartu napomahaji jako APC aktivaci
burék specifické imunity. Jejich zralé efektory se pefllina eliminaci patogenu produkci
protilatek napomahajicich opsonizaci a aktivaci glamentu, cytotoxicitowi zpétnou
stimulaci makrofag (HorejSi a Bariinkova, 2009; M&ak a M&akova, 2004).

VySe zmigné imunologické a fyziologickééfe podilejici se na akutnim zfin jsou

znazorrgny na Obr. 2.

Obr. 2 Schéma imunologickych a fyziologickych prace®i akutnich zaetu
(Playfair a Chain, 2000)
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1.4.2. Fagocytéza

Fagocyt6za se vyznamna@asti podili na zatlivém procesu. Jedna se o vyvojov
velmi stary mechanismus zaloZeny na pohlcovasiic z okolniho prostdi buiky. V rdmci
imunitniho systému dZeme tento proces rodd do nasledujicich krok chemotaxe -
putovani za patogenem, Skodlivou latkou, jeho/jgipoznani, pohlceni, Wipacd
cizorodého mikroorganismu usmrceni, zpracovanilaceyani latek, které stimuluji ostatni
sloZzky imunity. Na tento @ se specializuje hnedékolik populaci leukocyt nespecifické
imunity. Pati mezi & polymorfonuklearni leukocyty, které v zavislostia njejich
barvitelnosti a morfologii &ime na neutrofilni, eosinofilni a basofilni granulocyty
(posledni jmenované vSak nefagocytuji). U zdravélbueeka zastupuji 62 — 75 % bilych
krvinek. Za &Zného stavu neexprimuji MHC molekulydy Il, nejsou tedy profesionalnimi
antigen prezentujicimi hlkami. Receptory kratce Zzijicich (p¢ks v krvi 6 - 12 h) neutrofil
rozpoznavaji zejména extracelularni patogeny -drekteosinofilni granulocyty pak chrani
organismus fed parazitarnimi infekcemi. Neutrofily jsou cilemzdlrojemfady iznych
prozartlivych cytokinid, chemokii a ristovych faktofi, nagiklad IL-1 (stimulace T
lymfocytd), IL-8 (chemotaxe a aktivace granuloiyt TNF-a (cytotoxické a regukmi
acinky), GM-CSF (stimulacetstu kolonii granulocyi, makrofag) (HorejSi a Barinkova,
2009; Witko-Sarstat et al., 2000).

Dendritické burky se vyskytuji térét ve vSech organech a tkanich, nejvice vSaichr t
na pomezi okolniho prasdi a organismu - vii a sliznicich dychacihdraviciho Ustroji
tvoii 1 — 2 % celkového @tu burgk. Tyto buiky maji mezi fagocyty ustdni roli ve
zpracovani a fedkladani antigenu (nejvyznagpi APC), spojuji tak vrozenou imunitu
s imunitou ziskanou. Podili se také na zachovaminaotolerance (H@jSi a Barinkova,
2009).

Daldim typem fagocitjsou monocyty, jejichZ tkdovou formou jsounakrofagy. Sirsi
charakteristika je uvedena v kapitole 1.3.3. i¢f&i a Barinkova, 2009; Baftikova a
Vernerov4, 2002).

1.4.2.1.Rozpoznavaci mechanismy fagodyt

Vrozena schopnost detekovat patogeny je pro existenohobunénych organisra

zcela nutna a zajigje ji pritomnost PRRsRattern Recognition Receptdrdejich pehled je
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uveden v Tab. I. Jednd se o0 membranové proteimkty - bilkoviny vazajici sacharidy
(Toll-like receptory — TLR, mandzovy receptor, ddtovy receptor) a cytoplazmatické
receptory Nod. PRRs vetgine pripadh rozeznavajidu cizi struktury, které se nazyvaji
PAMPs Pathogen Associated Molecular Pattexny jsou pravépodobré pro mikrobialni
patogeny nutné kipziti, narozdil od ziv&icha, u kterych se nevyskytuji. Nejlépe popsané
PAMPs zahrnuji lipopolysacharidy (endotoxiny produéné gramnegativnimi bakteriemi),
peptidoglykany a lipoteichoové kyseliny (typickéopgrampozitivni bakterie), glukany a
mannany (houby - kvasinky a pl&n Rozpoznani échto struktur spousti odpéd
nespecifické imunity wenou k ochra hostitele ped invadujicim patogenem — exprese
prozartlivych cytokini, nékterych molekul aktivujicich APC (Brown a GordonQ0s;
HorejSi a Bariinkova, 2009).

Table 1. PRRs and Their Ligands

PiFE Localization Ligand Crrigin of te Ligand

TLR

TLR1 Plasma membmane Trincyl lpoprofein Bacieria

TLA2 Plasma membmans Lipogratein Bacieria, viruses, parasites, sl
TLR3 Enclally sosoime dsFhA Vins

TLR4 Plasma membmane LPS Bacieria, viruses, salf
TLRS Plasma membmane Flagelin Bacieria

TLRE Plasma rembans Diacyl Ipapraten Bacteria, viuses

TLRT fhuman TLRE) Eniialy sasnime ssANA Ving, bacleria, s

TLR3 Eniialy sasnime CpE-DNA Ving, bacteria, protoros, self
TLR1D Endialy sosoime Linkanawan Lirk navm

TLRT Plasma membmanse Profiinike molaculs Profozoa

RLR

ARG Cyhmiasm Short dsRNA, T riphosphate dsFNA A vineess, DNAvRS
MDAS Cylepasm Lengy csFihA AN A vinges (Pioomayiidas)
L&EP2 Cylplasm Linkanown FNA viness

NLR

RO Cyloplasm iE-DwAP Bacieria

ROD2 Cylapiasm MOP Bacieria

CLR

Dectin-1 Plasma membmane f-{Eucan Fungi

Dectin-2 Plasma membrans f-Ghucan Fungi

MINCLE Plasma membrane SAF13D Salf, ungi

Tab. | Prehled pattern recognition recepiba jejich ligand: (Takeuchi a Akira, 2010)
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1.4.3. B-glukany

B-glukany jsou v firod bézné se vyskytujici polysacharidy, kteréipeme nalézt u
hub, rostlin a #kterych bakterii. Mohou byt kratké nebo dlouhétvené ¢i newtve,
rozpustné i nerozpustné. Literatura tykajici senitmich odpo¥di na glukany mze byt
porgkud matouci, nelibto, co je pozorovano u jednoho preparatu glukdnywa ¢asto
nepgeesré vztazeno na vSechny glukany. V této souvislostv&ak nejastji hovoii o B-
glukanech hub. Ty twd v podokk gluk6zovych polymer s vazbouBl->3 a postrannimi
fetézci mizné deélky a rozlozeni, spojenymi vazb@ul->6, hlavni stavebni sloZzku higné
stny (Tsoni a Brown, 2008). Zakladni struktura jelsaena na Obr. 3.

QH OH OH
HO ] HO 0 HO 0
-0 0 0 o
OH OH OH

ﬁvx/i‘@x/m/

Obr. 3 Zakladni struktura linearnich (A) atwvenych (B)p- glukani(Tsoni a Brown, 2008)

Glukany se nachazi v btimé stné (celul6za) a dalSich strukturach rostlin (obilméag,
kde se mohou objevovat také jako polymery s vazifdni3 apl->4. Pouze malé mnozZstvi
bakterii (pidni organismy jakoAgrobacteriuma patogeny jakdStreptococcus mohou
vytvéret B-glukany, které jsou umisié v periplasmci kapsule (Goodridge et al., 2009).

Beznym zdrojem experimentainpouzivanéhop-1,3-glukanu jsou kvasinky (typicky
Saccharomyces cerevigdadouby Sclerotium glucanicuna dalSi), bakterieAlcaligenes
faecali a maskérasy (laminarin Zaminaria digitatg.

U obratlové i bezobratlich jsou rozpoznavany jako PAMPs spgigsimunitni odpo¥d’.
Nasledky rozpoznanp-glukanu pravdpodobrt zavisi na typu hiky a &astnicich se
receptod (Tsoni a Brown, 2008; Goodridge et al., 2009).
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1.4.3.1.&inky na imunitni systém

Imunostimul&ni vlastnosti glukain jsou gimo znamy jiz po desetileti, némo pak
po cela staleti. Blahodarn€idky spojené s vystavenim se purifikovanym glukanjsou
raizné. Pohybuji se od absurdnichc¢ldé pleSatosti), po &decky opodstatmé — pro
antitumorovy efekt glukanhovai moderni klinicka Séeni (Goodridge et al., 2009).

V sokasné dob Ize dohledat zrimé mnoZstvi publikacifjplizujicich E&inky téchto
uhlovodiki, nachazime v nich vS8ak mnoho nesrovnalosti a rézpdy prameni z
nedostaténého porozugni zakladnim molekularnim mechanidm, z pouziti velmi
odliSnych, ¢asto néistych p-glukani, z analyzy fiznych bugcnych typi a modelovych
systénii. AvSak identifikace Dectinu-1 i dalSich PRRs a @@ zmisobu, jakym tyto
receptory interaguji B-glukany a spousti bétnou odpo¥d’, zainaji poskytovat celistySi
nahled pro pochopenigiinki téchto karbohydrdit Cast&ns tak pomohly vysutlit uréité
nesrovnalosti v literate(Tsoni a Brown, 2008).

Schopnosp-glukani modulovat imunitu je ovlivéna délkou polymeru, stupm vétveni
a terciarni strukturou. Vime, Ze tyto atributy eniliji zpisob, kterym uhlovodiky interaguji
s jejich recepotory, hlaendectinem-1, &oli neni jasné jak. Velké nerozpustpglukany
jako kurdlan a zymosan jsou obécschopné aktivovat leukocyty#imo, spousiice
fagocytézu, atimikrobialni pochody a produkci cytok chemokiri a mediatai zargtu.
Glukany stedni velikosti, jako glukanfosfat, jsou aktivinivivo, zatim se ovSem nezda, ze
by spousily reakci leukocy in vitro. Nicmérgé existuji dikazy, Ze mohou aktivovat
transkrigni faktory, navodit produkci malého mnozstvi cytgkia modulovat zan
stimulaci drahy fosfoinositid-3-kinazyp-glukany s nizkou molekularni hmotnosti jsou
biologicky neaktivni jakn vitro, tak invivo (Tsoni a Brown, 2008).

1.4.3.2B-glukanové fagocytarni receptory

Komplementovy receptor 3(CR3) je integrinovy dimer skladajici sexg[3; fetezci
a je Siroce exprimovan myeloidnimiikami, jako jsou monocyty, makrofagy, dendritické
bunky, neutrofily a NK buky. CR3 vaze slozku komplementu iC3b a je hlavrégeptorem
zodpo¥nym za fagocytézu komplementem opsonizova@stice. CR3 ma extrérin
rozliSnou Skalu ligantl kromé komplementu zahrnuje fibriongen, koagula faktor X,

ICAM-1 (intercellular adhesion molecule protein exprimovany na povrchu endotelialnimi
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bunek, umodujici prostup leukocyit z krve do tka®), stejré tak mnoZzstvi povrchu
houbovych, parazitickych a bakterilnich BknToto Siroké rozmezi ligatidoopsanych pro
CRS3 vedlo k dom&énce, Ze krord své schopnosti vazat specificky ligandizea pomahat
koordinovat hromaghi dalSich receptérs nizkou afinitou a jejich vazbu k cytoskeledy,
fetizec CR3 mé vysokou afinitu (5 x $0M) k vazani B-glukanu (Goodridge et al., 2009;
HotejSi a Bariinkova, 2009).

Dectin-1 je membranovy receptor Il. typu, jenZ ipak C-typoveé lektinové rodih
receptoéi, obsahujici extracelularni C-koncovou C-typovoiutifteovou doménu, kratkou
oblast stopky, jedinou transmembranovou domeénuatkkiintracelularni chvost zakdeny
40 aminokyselinamiTento receptor je u mysi exprimovan zejménakami myeloidniho
pavodu, makrofagy, dendritickymi lidami a neutrofily. Dectin-1 byl také detekovan
pomoci ptitokové cytometrie na podmno#ilB a T lymfocyti, ovSem jeho funkce @cthto
burgk neni zcela i&jma. Signaly dectinu-1igpivaji k fiznorodé odpoidi makrofag,
dendritickych butk a neutrofiti, jako jsou fagocytdza, oxidativni vzplanuti, degrace
neutrofili, zabijeni hub a produkce lipidovych medidt@areta, cytokini a chemokid,
které rekrutuji a koordinuji aktivitu dalSich imtmich burtk (Goodridge et al., 2009).

1.4.3.3.TLR 2 a jeho spoluprace s fagocytarninfi-qglukanovymi receptory

TLR 2 je¢len proteinové skupiny Toll like receptoobratlovd. Ty po rozpoznani
urgitych PAMPs indukuji expresi gérkostimula&nich molekul a zattovych cytosir, jako
je IL-12, hemopoetinovy heterodimer stimulujici Thl NK buiky, a TNF, trimer
indukujici lokalni za#t a aktivujici endotelie (Takeda a Akira, 2005;i&]8i a Barinkova,
2009). Schéma vlivu TLR na vrozenou a ziskanou itaunazete vidt na Obr. 4.

TLR 2 tvadi extracelularni doména obsahufl& az 20 na leucin bohatych repetic (LRR) a
motivy podobné LRR. Intracelulariast pak obsahuje Toll/IL-1 receptor (TIR) doménu
(Kirschning a Schumann, 2002).

TLR2 rozpozndva  Sirokou paletu  mikrobialnich skz Ty  zahrnuji
lipoproteiny/lipopeptidy iznych patogein peptidoglykany a lipoteichoovou kyselinu
grampozitivnich bakterii, lipoarabinomannan mykdbak glykosyl fosfatidyl inositolovou
kotvu Trypanosom cruzizymosan z hub a LPSkterych drul bakterii (Takeda a Akira,
2005).
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Obr. 4 Schéma vlivu TLR na vrozenou a ziskanou imunitke@aa Akira, 2005)

V mnohych pokusech bylo zj$io, Ze dectin-1 je u makroféga dendritickych bugk
dulezitym partnerem TLR2 pro produkci zdovych cytokini v ramci odpowdi na stimuly
obsahujici3-glukany. Jejich spolupracefizeni imunitni reakce poskytuje cenny model pro
objaskni mechanisrin interakce mezicetnymi rozpoznavacimi receptory nélezejicimi
vrozené imunit. P¥i rozpoznavani zymosanu makrofady dendritickymi buikami se
dectin-1 i TLR2 objevuji na fagosomech, kde seidettvaze ng3-glukany, zatimco TLR

rozpoznava odlisné slozky btimé sény kvasnic (Gantner et al., 2003).

A
S
=
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o
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©
2 vl
o

l:'2_ NF-kB
Reactive T TNFo
Cxygen IL-12
Obr. 5 Spolupréace receptdrpo rozpoznani zymosanu (Gantner et al., 2003)
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Na Obr. 5 mZeme vidt spolupraci &hto dvou receptdér Castice zymosanu je
rozpoznana saasreé dectinem-1, TLR a CD14. Dohromady ushajil zarétovou odpo¥d.
Dectin-1 spoustiimo fagocytdzu a stimuluje produkci ROSispiva tedy k mikrobialnimu
zabijeni. TLR vyvolavaji signalizaci skrze MB, kter4 vede k produkci zémovych
cytokini, piicemZ je tato reakce zesilovana dectinem-1. Stépk TLR signalizace
umoaiuje produkci ROS, ktera bylaipodre spuséna dectinem-1 (Gantner et al., 2003).

1.4.3.4.Laminarin

Laminarin je zasobni polysacharid velkésti hrédych fas. V sodasné dob se
neiastji ziskava z druhiLaminaria digitata Jedna se o hydrofilr-1,3- s olsasnymi-

1,6- postrannimietézci. (Copping a Duke, 2007). Jeho struturni vzorec j©ha 6.

HO LHFHH
HO 0

P o MO

Obr. 6 Strukturni vzorec laminarinu (Southgate et al.,@99

Zatimco existuje mnoho studii nairiky vysokomolekularnicl-glukani, informacio 3-
glukanech s nizkou molekularni hmotnosti je k disgigpodstats mérg, atkoli diky jejich
vySSi rozpustnosti jsou pro Klinické vyuziti vhégi (Pang et al., 2005). Je dokazano, Ze
rozpustny laminarin {sobi jako inhibitor dectinu 1 (Frasnelli et al.,08). Zdroje také
uvadi, Ze efekt laminarinu na imunitni systém jeiayi nebo Zadny (Tsoni a Brown, 2008;
Pang et al., 2005).
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2. Cile prace

> In vivoterapie melanomu B16-F10 zaloZzen& na instalagnkzmmu na

povrch nadorovych buk.

» Owveéreni moznosti zesileni terapeutickélmigu laminarinu kombinaci
sLPS aLTA.
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3. Material a metody

3.1. Material

3.1.1. Chemikalie

- RPMI 1640 (Sigma-Aldrich)

- Fetal Calf Serum (FCS) (Sigma-Aldrich)

- laminarin, z Laminari®igitata (Sigma-Aldrich)

- octan amonny (Sigma Aldrich)

- kyanoborohydrid sodny NaBEN (Sigma-Aldrich)

- BAM - Biocompatible Anchor for cell Membrane, M#000 (NOF Corporation)
- LPS, zE. coli0111.B4 (Sigma-Aldrich)

- LTA, z B. subtilis(Sigma-Aldrich)

3.1.2. Experimentalni zvirata

Pokusy se provétly na samicich mySi C57BL/6N od Charles River Labories, 8
tydna starych, s vahou 18-20 g.
Byly chovany pi fotoperiodt 12/12, pistup k vo@ a standardni potréawnebyl omezen.

3.1.3. Bunééna linie

V pokusech bylo pouzito bgk mysiho melanomu B16-F10, dar prdtihové
(MBU, Praha). Ty byly kultivovany v. RPMI 1640 s%0FCS, antibiotiky, glutaminem a

merkaptoethanolemiipteplo& 37° C v atmosfie nasycené vodnimi parami obsahujici 5 %
CO..
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3.2. Metody

3.2.1. Priprava bunék melanomu B16-F10 pro uziti in vivo

Po odstragni kultivatniho média byly biiky 2x proplachnuty steriinim PBS. Byla
provedena trypsinizace (0,02% trypsin a 0,02% EDT?BS) a poté se lilay vlioZily na 1-5
minut do termostatu (37° C). Malé mnozstvi médiNR 1640 s 10% FCS) bylo nasledn
piidano k buikdm, které v 8m byly rozvolreny pomoci Pasteurovy pipety. Suspenze byla
pielita do zkumavky, doptma na 20 ml objemu a centrifugovana po dobu 10 tytiu
pietizeni 150G. Po centrifugaci se médium vylilo aregfugované biiky byly naediny
RPMI 1640 na 3 ml. Pomoci Pasteurovy pipety sekpopet rozvolnily a do pipravené
zkumavky bylo napipetovano 30 ul této suspenze auBQ@rypanové moil. Snes se
promichala a nechaldiplizné minutu kultivovat. V Birknero¥ komirce se spéital patet

burgk, podle ©&j pak byla suspenze fekna na paebnou koncentraci.

3.2.2. Transplantace nadorovych burék B16-F10

Po oholeni srsti na spod¥dsti zad mysi bylo na pravé stéasubkutana aplikovano
400 tisic melanomovych bgkv 0,1 ml RPMI 1640.

3.2.3. Méreni velikosti nadoru

Méieni bylo provadno v pfibehu terapie jednou za dva dny. Ki@ni velikosti
nadofi byl pouzivan kaliper.
Ze ziskanych rozéni se paital objem pomoci vzorce V &6 AB?, v nimz A odpovida
délce nadoru a B jeho vysce.
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3.2.4. Mé&reni teploty nadoru a mysi

Teplota byla mfena pomoci teplodnu pro hlodavce IR RODENT
THERMOMETER 153 IRB firmy BIOSEB i@d zahdjenim terapie, 6, 12, 24 hodin po
zahdjeni terapie a kazdy druhy den terapie. Tefrem ikladal se na vzdalenost 2 mm od
nadoru praveéasti zad (teplota nadoru), a na stejnou vzdalembs$fize levécasti zad bez

nadoru (teplota mysi).

3.2.5. Vyhodnoceni p&tu metastaz

Po dobu nejmén jednoho tydne byly plice pokusnych mysSi naloZzemy 4 %
formaldehydu a nasledrse pod binolupou @italy metastazysgrné teky).

3.2.6. Statistické vyhodnoceni dat

Statistické vyhodnoceni vysledliknéieni bylo provedeno pomoci Studentova t-testu
v programu MS Excel.

Prezivani mysi bylo vyhodnoceno pomoci testu Kaplaiekv programu MedCalc.

3.2.7. Priprava laminarin - BAM

Aminovany laminarin byl ziskdn redéki aminaci laminarinu metodou dle
Torosantucci et al., 2005. Roztok laminarinu v i octanu amonného byl redukovan
kyanoborohydridem sodnyntigpH 7,5 a 50° C po dobugp dni. Nasledovala dialyza ve
sttew¢ MWCO 3500 proti PBSip4° C ges noc (stalé michani).

Navazani molekuly BAM na aminoskupinu laminaribylo provedeno ip pH 7,3
metodou dle Kato et al., 2004. Nasledovala dialfgateve MWCO 3500 proti PBSiip 4°

C p‘es noc (stalé michani).
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3.2.8. Pokusé. 1: Piasobeni laminarinu samotného i ve sisi s LPS na fist melanomi

Experiment byl provath na 21 samicich mysi C57BL/6N chovanych jedn&tliv
které byly 12. den po transplantaci 400 tisic dxuumelanomu B16-F10 rozteny do 3
skupin A, B, C po 5 kusech a do skupiny K s 6 kisy.stejny den byla zé#iena teplota a
velikost nadot, poté se zahajila nadorova terapie, kter&isqata v Sesti injikacich ve dnech
0,2, 4,6, 8, 10.

Schéma davkovani a doby aplikace:
» Skupina K: obden 6x intratumoralni aplikace 50 BBRkontrolni)
e Skupina A: obden 6x intratumoralni aplikace 50 5l &M laminarinu v PBS
» Skupina B: obden 6x intratumoralni aplikace 50 /5l ®M laminarinu v PBS in LPS
0,5 mg/ml
» Skupina C: obden 6x intratumoralni aplikace 50 REL(0,5 mg/ml PBS)

Po 6, 12 a 24 hodinach od zahajetbyebyla néfena teplota nadoru a teplota refer@ho

bodu na druhém boku mysSi. Kazdy druhy den po doburfi od pa@atku terapie se pak

mefila velikost nadai a teplota nadoru + refea bod.

3.2.9. Pokusé¢. 2: Studium vlivu kotveni laminarinu na povrch nadorovych bunék na

jeho protinadorovou U¢innost aresSeni otazky synergie s LPS

Experiment byl provash na 30 samicich mysi C57BL/6N chovanych jednétliv
které byly 12. den po transplantaci 400 tisic dxuumelanomu B16-F10 rozteny do 5
skupin K, A, B, C, D po 6 kusech. Ve stejny denabgiréiena teplota a velikost nador

poté se zahajila nadorova terapie, kter&s@ba v Sesti injikacich ve dnech 0, 2, 4, 6, 8, 10

Schéma davkovani a doby aplikace:
» Skupina K: obden 6x intratumoralni aplikace 50 BBRkontrolni)
» Skupina A: obden 6x intratumoralni aplikace 50 §bl @M aminovaného laminarinu

» Skupina B: obden 6x intratumoralni aplikace 50 j5IfM laminarin-BAM
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» Skupina C: obden 6x intratumoralni aplikacetsn®,5 mM laminarin-BAM in LPS
(0,5 mg/ml)
* Skupina D: obden 6x intratumoralni aplikace LPS f@g/ml PBS)

Po 6, 12 a 24 hodinach od zahajetibyebyla neiena teplota nadoru a teplota refei@ho
bodu na druhém boku mysSi. Kazdy druhy den po doburfi od pa@&atku terapie se pak
mefila velikost nadok a teplota nadoru + refema bod. Posledni den terapie byly mysi
usmrceny, jejich plice vypitvany a nalozeny do 4&tnfaldehydu. Po 14 dnech byly
pocitdny metastazy.

3.2.10.Pokusé. 3: Synergie gisobeni kotveného laminarinu (laminarin-BAM)
s LPS/LTA

Experiment byl provash na 30 samicich mysi C57BL/6N chovanych jednétliv
které byly 12. den po transplantaci 400 tisic dxumelanomu B16-F10 rozteny do 6
skupin K, A, B, C, D, E po 5 kusech. Ve stejny dsta znetena teplota a velikost nador

poté se zahajila nadorova terapie.

Schéma davkovani a doby aplikace:

» Skupina K: obden 6x intratumoralni aplikace 50 BBRkontrolni)

» Skupina A: obden 6x intratumoralni aplikace 50 {5l @M laminarin-BAM

» Skupina B: obden 6x intratumoralni aplikace 50 RBEL(0,5 mg/ml PBS)

» Skupina C: obden 6x intratumoralni aplikace 50 BIfM laminarin-BAM in LPS
(0,5 mg/ml)

» Skupina D: obden 6x intratumoralni aplikace 50 IAL(3 mg/ml PBS)

» Skupina E: obden 6x intratumordlni aplikace 50 I @M laminarin-BAM, in LPS
(0,5 mg/ml) in LTA (3 mg/ml)

Po 6, 12 a 24 hodinach od zahajenibye byla n¥fena teplota nadoru a teplota
referegniho bodu na druhém boku mySi. Kazdy druhy den pbudl4 difi od pa&atku
terapie se pak #fila velikost nadaok a teplota nadoru + refém® bod. Nasledh byla

sledovana dobareziti.
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4. \ysledky

4.1. Pokusé. 1: Pisobeni laminarinu samotného i ve sisi s LPS na Kist

melanomi

Vysledky jsou uvedeny na Obr. 7. Z grafu je patraé, statisticky vyznamnou
redukci nadorovéhaistu vykazuje terapie stsi LPS a laminarinu a samotné LPS. Samotny
volny laminarin fist nAdoru neovlifuje. Redukcetstu nadait smesi laminarin/LPS je dana

pouze pitomnosti LPS. LPS a laminarin nevykazuji Zzadnérdaaaktivity ¢i synergie.
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Obr. 7 Vliv terapie na velikost nadorgkupina K- kontrolni - PBS, skupina A- laminaskupina B -
LPS+laminarin, skupina C — LPS)
*=P <0,05
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Na Obr. 8 je znazoema povrchova teplota nadoru (P) a teplota refgrémm bodu na
druhém boku mysi (L). V @béhu experimentu dochazi k postupnému snizovani vSech
teplot. Teploty nikterak neodrazeji druh @lpth terapie.

*7 Vliv terapie na teplotu mysi
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Obr. 8 Vliv terapie na teplotu mySL ¢ leva strana bez nadoru, P- prava strana s néadgrskupina K

— kontrolni - PBS, skupina A — laminarin, skupinralBS + laminarin, skupina C — LPS)
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4.2. Pokusé. 2: Studium vlivu kotveni laminarinu na povrch n&orovych

bunék na jeho protinadorovou Winnost areseni otazky synergie
s LPS

Vysledky jsou uvedeny na Obr. 9. Z grafu je pat@eestatisticky vyznamnou redukci
nadorového rstu vykazuje terapie stei LPS a laminarinu kotveného pomoci BAM.
Aminovany laminarin a laminarin-BAM Zgobily srovnatelnou statisticky nevyznamnou

redukci nddorovéhaistu.

3000 Vliv terapie na velikost nadoru

2500 -

o J _
E 2000
g EK
1500 -
R m
=
£ @B
cm D
oy ] C
2 1000
@D

500

0. 2. 4. 6. 8. 10. 12, 14.

den terapie

Obr. 9 Vliv terapie na velikost nadongkupina K — kontrolni - PBS, skupina A — aminovianginarin,
skupina B- laminarin-BAM, skupina C — LPS + lamiimaBAM a skupina D — LPS)
* = P<0,05
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Na Obr. 10 je znazo&na povrchova teplota nadoru (P) a teplota referémm bodu na
druhém boku mysi (L). V prabéhu experimentu dochazi k postupnému snizovani vSech
teplot. Teploty nikterak neodrazeji druh @lpth terapie.

Vliv terapie na teplotu mysi
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Obr. 10 Vliv terapie na teplotu my$i —leva strana bez nadoru, P- pravéa strana s méog skupina K

— kontrolni - PBS, skupina A — aminovany laminaskupina B- laminarin-BAM, skupina C — LPS +
laminarin-BAM a skupina D — LPS)
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Na dalSich grafech je znazémvliv Iécby na vyskyt a intenzitu metastazovani nador

Z Obr. 11 je patrny vliv terapie na vyskyt metastajednotlivych |€ebnych skupinach.

Terapeuticky vliv jednotlivych prepafainebyl @ilis vyrazny, nejlépe {sobil LPS. Vliv

terapie na intezitu metastazovani je zna&sorna Obr. 12. Jedna se oupkrny paiet

metastaz na myS s metastazemi. V tomto ohledu wykdzmejlepSi vysledky aminovany

laminarin.

Viiv terapie na vskyt metastaz v Vliv terapie na intenzitu metastazovani
jednotlivych skupinach 12 . 11 11
100 100 < ~ 10 1 ]
[ ] \
100 80 g 38 | —y
s 80 66,7 oA % 6 5
g 60 5  |\gg|l E A i 4 oA
5 30 E
g ‘2‘8 mc| ¢ 2| 1,25 ﬂ =
= @D 0 4 mC
0 : : : : B
K A B Cc D K A B C D
nazev skupiny nazev skupiny
Obr. 11 Vliv terapie na vyskyt metastaz  Obr. 12 Vliv terapie na intenzitu

v jednotlivych  skupinach sKupina K -
kontrolni- PBS, skupina A — aminovany laminarin,
skupina B- laminarin-BAM, skupina C — LPS +
laminarin-BAM a skupina D — LPS)

metastazovani skupina K — kontrolni- PBS,
skupina A — aminovany laminarin, skupina B-
laminarin-BAM, skupina C — LPS + laminarin-
BAM a skupina D — LPS)
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4.3. Pokusé. 3: Synergie gisobeni kotveného laminarinu (laminarin-
BAM) s LPS/LTA

N s

Vysledky jsou uvedeny na Obr. 13. Z grafu vyplyZ@ statisticky vyznamnou redukci
nadorového trstu vykazuje hneddhkolik |é¢ebnych latek. NejginngjSi se jevi srés LTA,
LPS a laminarin-BAM, déle pak s LPS a laminarin-BAM a pak samotny LPS ¢irhost

smesi byla v obou fipadech statisticky vyznamarvySSi nez &innost jejich jednotlivych

slozek.
3500 . Vliv terapie na velikost nadoru
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__ 2500
g
E
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den terapie

Obr. 13 Vliv terapie na velikost nadoruskupina K- kontrolni - PBS, skupina A- laminarinN8A
skupina B — LPS, skupina C — LPS+laminarin-BAM,pékat D — LTA, skupina E — LTA+LPS+laminarin-
BAM)

* =P<0,05 ** = P<0,01 ***= P<0,005 ku K (kontrole)

4 =P<0,05 4 4 =P<0,01 4 4 4= P<0,005 ku A (laminarin-BAM)

®= P<0,05 ku B (LPS)

- p<0,05 ku D (LTA)
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Na Obr. 14 je znazo&na povrchova teplota nadoru (P) a teplota referémm bodu na
druhém boku mysSi (L) Z tohoto ngteni ot nelze vyvodit Zadné zéry tykajici se korelace

terapie a nagtenych teplot.

Vliv terapie na teplotu mysi

36
35 -
34 -
W K-L W K-P
O 33 EALOAP
g M B-L OB-P
= 32 || ' ‘ ECL ECP
= ‘| ED-LOD-P
31 -
‘| EE-L OE-P
30 -
29 - ‘ ‘
28 -

0 hod 6 hod 12hod 24hod 2.den 4.den 6.den 8.den 10.den 12.den 14.den

cas terapie

Obr. 14 Vliv terapie na teplotu mySiL —leva strana bez nadoru, P- prava strana soréd; Skupina
K — kontrolni-PBS, skupina A — laminarin-BAM, skgB- LPS, skupina C — LPS + laminarin-BAM, skupina
D — LTA, skupina E — LTA+LPS+laminarin-BAM)
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Obr. 15 zachycuje graf vlivu terapie n&epiti. Zadna z kebnych latek zatim nevykazuje
statisticky vyznamné prodlouzeni dobkepiti. MyS ze skupiny k&ené snisi LTA, LPS a

laminarin-BAM vSak staleigZiva.

Vliv terapie na preziti
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Obr. 15 Vliv terapie na peziti mySiskupina K — kontrolni - PBS, skupina A — laminaBiAM, skupina
B- LPS, skupina C — LPS + laminarin-BAM, skupina DTA, skupina E — LTA+LPS+laminarin-BAM)

36



5. Diskuse

Jak jiz bylo uvedeno, samotny a volny laminarimsgbi jako inhibitor dectinu-1
(Frasnelli et al., 2005). Proto nebyltegvapivé, Ze jeho i.t. aplikace nikterak nadoro&st r
neovlivnila, a to ani viitomnosti LPS. Ten sice nadorovou redukciisgboval, coz
odpovida praci Mariani et al., 2007, aléitpmnost laminarinu tuto aktivitu jen mén
shizovala.

Beta glukany, mezi&i laminarin paf, mohou fisobit na tech arovnich. Prvni je
uvedena interakce s fagocytarnim receptorem déctiktera je v fipadt laminarinu
inhibi¢ni, tudiz nemzeme @ekavat vliv na nadorové bBlky. Druha speéiva v aktivaci
TLR2, coz vede ke kaskédkorgici stimulaci produkce prozéttivych cytokini (Gantner et
al., 2003). Rozvoj zatu, byt by nebyl cilen proti nadém, by mohl fist nadoi potlaovat,
jak se s tim setkavame u Coley toxinu (Tsung adpr2006). K tomu pravgodobr také
nedoSlo. Teti cestou je aktivace CR3 (Goodridge et al., 200@nastal ovSem ani tento
piipad, moznd proto, Ze nadorovéky nebyly nikterak opsonizovany.

V naSich experimentech vychazime ze studie Unildiera Gantnera (2004). Ti achziuji
nutnost synergie aktivace signalnich PRR s aktivagocytarnich receptdr Pro aktivaci
fagocytarnich receptdije ale nutné, aby ligandy byly umisy na povrchu busk (v piirodé
zpravidla mikroorganisi). Fagocytarni receptory fagocytujicich Blrjsou totiz slabé a
vyZaduji existenci @itého pole ligand o vhodné hustét Rozhodli jsme se proto toto pole
vytvorit kotvenim laminarinu na povrch nadorovénky. Tim nejen vznikne signal pro
dectin-1 fagocytujicich buk, ale jejich atak bude ro¥a primo nasmrovan Zadoucim
smérem, a to proti nadorovym hkém.

Uspgchu jsme dosahli jiz s pouzitim aminovaného lanmimarJeho aminoskupinaejmg
prispéla k spravné orientaci molekul laminarinu, nébpravdpodobré interagovala se
zapornym nabojem nadorovych ln Obdobny efekt vyvolal laminarin-BAM, tedy
laminarin nesoucifes PEG spacer alifatickgtézec olejové kyseliny, ktery mu umiage
kotveni se do buik, diky gimé aplikaci pevazri nadorovych.

Pro dalSi studium jsme vybrali laminarin-BAMelikoZz na zakladl obdobnych praci
s manosou (Kumzakovin prep) a formylovymi peptidy (Mkovéa, Cunéatova,in prep)
vime, Ze kotveni pomoci alifatickydrettzci je mnohem stabilijSi nez kotveni pomoci

nabojovych interakci.

37



Kombinace laminarin-BAM s LPS (TLR4 agoniszgiména kombinace laminarin-BAM
s LPS a LTA (TLR2 agonist)fmesla velmi vysokou redukci nadorovéhistu a je spojena i
s uplnym by ojedirélym odstragnim nadoru, které se zatim jevi jako trvalé. Toépln
odpovida avaham Underhilla a Gantnera, 2004 o ppéati signalnich a fagocytarnich
receptoii. Ta je vdaném ffpac doloZzena nap praci Yadav a Schorey (2012)
dokumentujici spolupraci dectinu-1 s TLR2, nebo cpra&erwerda et al.,, (2008),
pojednavajici o synergii dectinu-1 s TLR2 a TLR4aZse jedna o synergiiaznych
receptoi na urovni jedné fagocytujici blay, nebo zda je jeji podminkou synergicka
spoluprace  zajis€ni mohutné infiltrace novych monodya neutrofiti, je jednou z otazek,

které si klademe.
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6. Zavér

> Intratumoralni aplikace laminarinu nema vliv na oy rist, volny

laminarin v kombinaci s LPS nevykazuje Zadnou aiditici synergii

» Laminarin-BAM v kombinaci sLPS a ipdevSim v kombinaci
s LPS/LTA pisobil velmi vyraznou redukci nddorovéhistu vedouci
ojedirele  kuUplnému vymizeni nadoru a kdlouhodobému,

pravcEpodobr trvalému uzdraveni mysi

» Me¢teni teploty nadoru a mysSi neni vhodné pro monitanbwohoto typu

experimenti.
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