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1. Uvob

N 24

svéteé vilbec. Pocet piipadi stale roste, coz je dano hlavné tim, ze se u lidi prodluzuje délka
zivota. Nezanedbatelnym vlivem je i zhorSovani zivotniho stylu a zivotniho prostiedi.
Imunitni systém hraje velmi dalezitou roli pfi 1é¢bé nadort, tedy pii imunoterapii. Snaha
védeckych pracovnikii vedla v poslednich letech k casnéjsi diagnostice nemoci a lepsi

terapeutické 1écbé, ale bohuZzel ne k uplnému vyléceni.
1.1 RAKOVINA A JEJi VZNIK

Pro nadorové bunky je charakteristicky abnormalni riist a obchdzeni mechanismu regulace
rustu, coz u normalnich bun¢k nenajdeme. Také se vyhybaji apoptoze, téz zvané jako
programovana bunééna smrt (Franks a Teich 1999).

Kancerogeneze je nékolikastupnovy proces, pii kterém vznikaji nadory (nazyvané
také jako tumory, novotvary, neoplazma). Obecné dochazi ke hromadéni poruch uréitych
gent, které vedou k poSkozeni funkce bilkovin uplatiiujicich se pti regulaci déleni bunky a
zachovani stability genomu. Znazornéni tohoto procesu ndm ukazuje Obr. 1.

Prvni faze je oznaCovana jako faze iniciacni (vyvolani), cozZ je vcelku rychlé a kratkeé
Casové obdobi. Dochazi k metabolické aktivaci latek (karcinogeni), které vyvolavaji
rakovinné bujeni, a tedy poskozuji n€¢jaky gen. Pokud burika neopravi tento zmutovany gen,
tak zahyne nebo se stane prekancerogenem.

Druhé faze se nazyva promocni, je oproti prvni fazi velmi zdlouhava, trva 1éta az
desetileti. Dochazi pii ni ke stimulaci postizené buniky a K jeji proliferaci. D¢leni
iniciovanych bun€k je podporovano promoc¢nimi faktory, které ovliviiuji genovou expresi.
Plsobeni téchto faktori je nevratné. Uplatiiuji se samoziejmé jeSté dalsi latky (podplrné
faktory) v bunce, které mohou proces zpomalit, nebo dokonce i zastavit (Miccozzi 2007,
Franks a Teich 1999).

Progrese (rust) je tfeti a konecnou fazi kancerogeneze. Benigni léze jsou
transformovany do malignich. Tato faze je charakterizovana rychlej$im rlistem, invazivitou a
metastazovanim. Dochazi také k metabolickym, biochemickym a morfologickym zménam

bun¢k (Oliveira a kol. 2007).
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Obr. 1: Jednotlivé faze a procesy kancerogeneze (Oliveira a kol. 2007).

1.1.1 FAKTORY VZNIKU NADORU

Existuje cela fada pfi¢in vzniku nadort. Jinymi slovy lze fici, ze zname celou fadu
kancerogennich faktort, které maji fyzikalni, chemicky nebo biologicky charakter (Pacovsky
1993). Mezi fyzikalni ¢initele mizeme zahrnout hlavné rentgenové zateni, ionizujici zafeni a
obzvlasté UV zafeni, které ve znané mife zpisobuje hlavné nadory ktze — melanomy.
Potom obrovské mnozstvi chemikalii, at’ uz ptirodnich nebo syntetickych, se daji povazovat
za chemické kancerogeny. Piikladem je dehet, aromatické uhlovodiky (benzen), vinylchlorid
(pouzivany k vyrobé umélych hmot), aflatoxin (produkovany plisnémi rodu Aspergillus),
cigaretovy kouf nebo napiiklad alkohol, ktery zvySuje riziko vzniku karcinomu jater. Mezi
biologické Cinitele fadime hlavné viry. Napiiklad EB-virus (virus Epstein-Baar), ktery
zpusobuje vznik Burkittova lymfomu v Africe, nebo papilomaviry, u kterych byl prokazan
vliv na vznik karcinomu délozniho ¢ipku (Macak a Macakova 2004, Pacovsky 1993).
DalSich pfi¢in vzniku nddoru je nepteberné mnozstvi. Miizeme sem zatadit naptiklad
veék, dédicnost nebo hormondlni vliv. Nadory se vyskytuji u vS§ech vékovych kategorii, ale se

zvySujicim se vékem se zvysuje i riziko vzniku nadorti (Macak a Macakova 2004).

1.1.2 KLASIFIKACE NADORU

Nadory miizeme rozdélit do dvou hlavnich skupin, a to na nadory benigni a maligni (¢ili
nezhoubné a zhoubné). Pro nezhoubné nadory je typicky ohraniceny rist v jakékoliv tkéni,
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nemetastazuji a svym rustem omezuji a tlaci na okolni tkané. Mohou se vSak také maligné
zvrhnout. Oproti tomu zhoubné tumory pronikaji invazivné¢ do okolnich tkani a rozrusuji
jejich integritu. Dalsim velmi charakteristickym rysem je metastazovani — neboli vznik
druhotnych lozisek (v lymfatickych uzlinach nebo vzdalenych organech). Nadory (jejich
buiiky) produkuji bilkoviny, které zajistuji zabudovani krevnich kapildr do nadoru, a tim

tedy i jeho vyZivovani. (Franks a Teich 1999, Pacovsky 1993)

DalSim z typt klasifikace je déleni novotvarti podle toho, zjaké tkdné byly vytvoieny.

Z histologického hlediska se déli na nadory (Safrankova a Nejedla 2006):

e mezenchymoveé (neboli pochéazejici z chrupavky, vaziva, svalil, kosti, tukové tkan¢)
- nezhoubné: fibrom, lipom, chondrom, angiom, myom, osteom
- zhoubné: sarkomy (fibrosarkom, liposarkom, chondrosarkom, angiosarkom,
myosarkom, osteosarkom)
e c¢pitelové (neboli pochazejici z kryci nebo vystelkové tkané a jejich z1az)
- nezhoubné: papilom, adenom
- zhoubné: karcinomy (papilokarcinomy, adenokarcinomy)
e neuroektodermové (neboli pochdzejici z centralni nervové soustavy a ktize)
- nezhoubné: gliom (CNS), meningeom (CNS), pigmentovy névus (kiize)
- zhoubné: glioblastom (CNS), neuroblastom (CNS), melanom (kize)
e hematopoetické (neboli pochazejici z krvetvorné kostni tkan¢)
- zhoubné — leukemie, lymfom
e smiSené (neboli pochazejici ze dvou nebo vice riznych tkani)
- nezhoubné: teratomy
e mezoteliomy (nadory zhoubné i nezhoubné pochazejici z pleury, peritonea a
perikardu)

e choriokarcinomy (zhoubné nadory trofoblastu pochazeji z dé€lohy)

1.1.3 VYSKYT NADORU

Nadory se mohou objevit ve vSech tkéanich téla, jak u muzl, tak u Zen, a V podstaté
Vv kterémkoliv v€ku. Nejcastéji se nadory vyskytuji u lidi nad 60 let a Castéji (asi 0 4 %) jsou
nachazeny u muzi. Statistické vysledky v Ceské Republice ukazuji, ze v roce 2009 bylo
zji§téno skoro 79000 novych piipadii zhoubnych nadori. To, Ze vyskyt nadori v Ceské

Republice ma stoupavou tendenci, naznacuje i Obr. 2. Naproti tomu bylo také zjisténo, ze



statisticky poklesl pocet tmrti. Mezi nejcasté&j$i tumory vroce 2009 patiily nadory

mocCového méchyie, ledvin, pohlavnich organi a kozni melanom (Srb 2012).
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Obr. 2: Vyvoj poc¢tu novych ptipadti zhoubnych nadord u zen i muzt v letech 1985 — 2009
(Srb 2012).

1.2 MELANOM

Zhoubny nador melanom patii mezi neuroektodermové nadory. Vznika maligni transformaci
z melanocytii (pigmentové bunky), které produkuji svymi cytoplasmatickymi organelami
(melanosomy) pigment melanin. Vétsinou melanom vznika jako novy utvar na kuzi (66%),
ale stava se, ze se maligné zvrhne jiZz existujici pigmentovy névus (33 %). Melanocyty se
vyskytuji po celém povrchu kiize. AvSak melanom nejCastéji vznika na hlaveé, krku a
konCetinach, kvili ¢astému vystavovani téchto casti téla slune¢nimu zareni (UV-B 290 —
320nm). Je také znamé, Ze se tento nador mize objevit v oku (v duhovce), v mozku (v
mekkych plenach mozkovych) a zifidkakdy na sliznici nosu, jicnu, vaginy a rekta (Macak a
Macakova 2004, Fikrle a Pizinger 2010).

Pocet 0sob postizenych timto nddorem se stale zvySuje hlavné u bélocht a lidi, ktefi
pracuji venku. Incidence se naopak sniZuje s rostouci zemépisnou Sitkou, kde ve vysSich
zemépisnych Sitkach je spise UV-A zateni nez UV-B zafeni. UV-A zafeni (321 — 420nm)
nezpusobuje poskozeni kiize a je vhodné pro tvorbu vitaminu A a D (Godar 2011).

Mezi ¢initele zpusobujici vznik melanomu fadime 2 hlavni rizikové faktory. Je to
pfedevsim jiz vySe zminéné ultrafialové zateni a geneticky vliv. Genetika ovliviiuje zejména

typ pleti, vznik matefskych znamének, vznik atypickych névii a jejich pocet. K vyssi



pravdépodobnosti vyskytu melanomu piispiva I pfitomnost nadoru v rodiné a imunosuprese,
neboli porucha funkce imunitniho systému (Fikrle a Pizinger 2010, Stockfleth 2010).

U nckterych lidi postizenych melanomem byly také objevené mutace DNA
v chromozomech. Nejcastéjsi a nejprozkoumané;jsi abnormalitou je mutace u chromozomu 9
(9p21 delece). Dojde tak k postizeni genu, ktery koduje regulacni proteiny, které se uplatiuji
pti bunééném cyklu (Fikrle a Pizinger 2010).

1.2.1 KLINICKA DIAGNOZA MELANOMU

Pokud se lozisko melanomu vcas identifikuje a odstrani, pak je nejvétsi Sance na vyléCeni,
protoze nador nestihne metastazovat do jiné ¢asti téla. Kozni melanom se diagnostikuje
podle tzv. ,,ABCDE* pravidel — neboli podle 5 kritérii vzhledu loziska.
e A (asymmetry) — tvar maligniho nadoru byva velmi nesymetricky, a tim jak se
lozisko nadoru zvétSuje, tak se zvyraziuje 1 jeho nepravidelnost
e B (borders) — ohraniceni nadoru je nepravidelné a na lozisku jsou viditelné rizné
zatezy
e C (color) — nador ma vysokou variabilitu barev, byva skvrnity s mnoha odstiny
(hn&dé, cerné, Sedé, modré, ¢ervené i dokonce bilé - amelanotické)
e D (diameter) — pramér loZiska je vét$i nez u pigmentovych névi, mé¢l by mit vice
nez 6 mm alsponi v jednom sméru

e E (evolution) — vyvoj nadoru v Case, jeho zvétSovani a popiipad¢ i jeho zvySovani

Tato pravidla vSak nefunguji vzdy stoprocentné. Nékdy se stava, ze maligni nador je mozné
zameénit za strup, diky podobné barvé a struktuie, nebo mohou byt diagnostikovany i maligni
nadory mensich rozméri nez je 6 mm. Melanomy jsou vzhledové rtiznorodé nadory, pro
které je naptiklad dale typické krvaceni, hnisani a samoziejm& metastazovani. Maligni
melanom se §itfi krevni 1 lymfatickou cestou, kdy nejprve metastazuje do nejblizsi lymfatické
uzliny a potom do jinych tkani v téle, nejcastéji do plic (Fikrle a Pizinger 2010, Stockfleth
2010, Vorli¢ek a kol. 2006).

1.2.2 TYPY MELANOMU
Lidskou populaci suzuje hned nékolik typti melanomi. Mezi ty zakladni patii Ctyfi celkem

rozdilné typy — povrchové $ifici se melanom (SSM), nodularni melanom (NM), lentigo

maligni melanom (LMM), akrolentigindzni melanom (ALM) (Stockfleth 2010).



e Povrchové se Sifici melanom patfi mezi nejbéznéjsi melanomy u lidi (bélochi).
Ptiblizn€ 70% vSech melanomu tvoii pravé SSM. Vyskytuje se u vSech generaci a ve
vétsi mife u Zen nez u muzl. Klinicky se projevuje jako tmava, plochd nebo lehce
vyvySena skvrna rtuznych barev a je nepravidelné ohrani¢eny. SSM se objevuje ve
dvou ruznych fazich — radialni (1éze je na povrchu a je Zivotu nejméné nebezpecna) a
vertikalni (Iéze pronika i hloubé&ji do kize) (Stockfleth 2010, Hofmann-Wellenhof a
kol. 2012).

e Nodularni melanom je nejagresivnéjs$i (brzy metastazuje) a druhy nejcastéji se
vyskytujici typ melanomu (15%). Objevuje se hlavné u starSich jedinci a obecné
vznika z pigmentového uzliku na pokoZce. Je to maly (1-2 cm) ohrani¢eny tumor,
pro ktery je typické krvaceni a hnisani. M4 rizné barvy (nej¢astéji na¢ervenalou), ale
mize byt i bez pigmentu (amelanoticky) (Hofmann-Wellenhof a kol. 2012,
Stockfleth 2010).

e Lentigo maligni melanom zaina jako mala, nepravidelnd pigmentova skvrna, a pak
se nékolik let vyviji v maligni tumor. Prvni neinvazivni faze se oznacuje jako lentigo
maligma, a teprve pozdéjsi faze se oznacuje jako zhoubny melanom. Vyskytuje se u
star§ich lidi a vyhradné na castech téla vystavovanych slune¢nimu zareni (krku a
hlav¢). Tumor ma nepravidelné ohraniceni, byva plochy a rtiznobarevny (hnédy,
tmaveé modry az ¢erny) (Stockfleth 2010, Clark a Mihm 1969).

e Akrolentiginozni melanom je nejvzacnéjSim typem melanomu, ale statisticky
nejCastéji zpusobuje umrti. Progndéza nebyva ptizniva, jakmile se nador zacne Sifit
invazivné (metastazuje). Bézn¢ se vyskytuje na chodidlech, dlanich nebo pod nehty u
star§ich lidi. V priméru ma tento nador 2-3 cm a zabarveny je do hnéda az Cerna.
Charakteristicky je pro né€j neohrani¢eny rust a pronika hloub¢ji do kuze (Stockfleth
2010, Krementz a kol. 1982).

1.2.3 ZHOUBNY MELANOM U MYSI

Spontanné vznikajici maligni melanom se u mysi vyskytuje velmi ziidka. Mnohem cast&;si
je uméla transplantace nadort. Tato modelova zvifata se obecné vyuZzivaji k védeckému
vyzkumu, aby se porozumélo principu vzniku melanomu, jeho obrané pfed imunitnim
systémem a procesu metastazovani. Déle se vyuZzivaji k testovani a hodnoceni G¢innosti

novych lé¢iv (Bosserhoff 2011).



Bunéénych melanomovych linii, které se pouzivaji v praxi, je zndmo hned nékolik
typt. Jsou to napiiklad melanomy B16-F10 (vyuzivany pravé v této bakalatské praci —
transplantovany do mysi kmene C57BL/6N), B16-FO, B16-F1 a B16-BL6. Pro tyto typy
melanomt je velmi charakteristické vytvareni sekundarnich lozisek, a to predevsim v plicich

(Nakamura a kol. 2002).

1.3 ZPUSOBY TERAPIE NADOROVYCH ONEMOCNENT{

Pro 1&Cbu rakoviny je nejdilezitéjsi véasna diagnostika. Nejlépe tak brzka, aby nedoSlo
k rozvinuti nemoci do pokrocilejich stadii. Jelikoz nador mize byt detekovany az od
urcitého poctu bungk, neni tedy snadné tuto zdkefnou nemoc odhalit hned v pocatcich.

V dnes$ni medicin€ se vyuzivaji 4 zakladni metody pfii 1é¢bé nddorovych onemocnéni:
operativni odstranéni nadoru, ozafovani, chemoterapie a biologickd terapie, ktera je
povazovana za nejnovejsi typ 1écby. I pres veskeré tyto 1éCebné zdkroky jsou nékteré druhy

nadori stale nevylécitelné (Dollinger a kol. 2002).

1.3.1 OPERATIVNI ODSTRANENI NADORU

Chirurgicka terapie je nejdéle pouzivanym a také nejucinnéjSim typem 1é€by nadord. Velmi
Casto se provadi profylakticka operace, tj. Ze se pfedb&ézné odstrani podeziely benigni nador,
ktery by se ¢asem mohl maligné zvrhnout. Operativni zakrok se hlavné pouziva, pokud se
nador nachazi na jednom misté (vyfizne se primarni lozisko nadoru, odstrani se okolni tkan a
postizené¢ lymfatické uzliny). Operace se také uplatiiuji pii jinych zpasobech [écby
(radioterapie, chemoterapie), které se pak oznacuji jako 1é¢ba adjuvantni (doplikova) (Nezu
a kol. 2004).

1.3.2 RADIOTERAPIE

Metoda ozafovani se vyuziva ke zmenSovani zhoubnych nadora a v nejlepsim ptipadé vede
k jejich uplnému vymizeni. Radiace (Castice nebo vinéni s vysokou energii) zplsobi
poskozeni molekuly DNA, a tim dojde k usmrceni bun€ék — jak nadorovych, tak i
normalnich. Nadorové buiiky se pak nemohou délit a nemaji ani schopnost obnovy na rozdil

od normalnich bunck zdravé tkané. Radioterapie miva velmi Casto za nasledek neptiznivé

vedlejsi ucinky (Nezu a kol. 2004).



1.3.3 CHEMOTERAPIE

Chemoterapie je 1écba nadorii pomoci riznych chemickych latek (cytotoxické 1éky), které by
mély byt schopné znicit nadorové buiiky. Farmaceutické firmy se stale snazi vyrabét nova,
ucinngjsi a méné toxicka chemoterapeutika, coz znamena, ze se tento typ terapie stale vyviji
(Dollinger a kol. 2002). Aby se dosahlo lepsiho Gc¢inku Iécby, tak se pouziva vzdy vicero
chemickych latek najednou (tim se snizi rezistence nadorovych bun€k na toxicitu). Protoze
se buiiky neustale d€li a nachdzi se v riznych fazich bunééného cyklu, tak je kazda pouzita
latka zamétena na jinou fazi tohoto cyklu.

Vyhodou této terapie je, Ze nadoroveé buinky maji asi dvakrat pomalej$i mitoticky
cyklus nez buiiky normalni, které se pak mohou rychleji zotavit. Takovym zptisobem muize
byt docileno snizovani poctu nadorovych bunék. Chemoterapie ma vSak i celou fadu
nevyhod - nezadouci u¢inky. Mezi nejCastéjsi patii vypadavani vlasl, nevolnost, zvraceni,

snizeni poctu bilych krvinek a celkové oslabeni organismu (Nygren 2001).

1.3.4 BIOLOGICKA TERAPIE

Obecné se tyto terapie nazyvaji jako terapie zacilené a patii mezi né naptiklad imunoterapie
(viz nize). Dilezitou roli v obran¢ proti nadorovym onemocnénim hraje pravé i na§ imunitni
systém, a to jak imunita vrozena, tak i ziskana. Aplikuji se imunologicky aktivni latky, které
se uplatiuji pti riiznych fazich vzniku nadoru. Mezi nejCastéji pouzivané latky patti cytokiny
(interferony, interleukiny) a monoklonalni protilatky. Biologicka terapie by meéla vést
k tomu, ze se buriky piestanou dé€lit nebo zaniknou — tim, Ze se zvySi ucinnost bunék
imunitniho systému, oslabi se rast tumorovych bunék nebo se zamezi Sifeni bunék nadoru

z prvniho nalezisté (Veselsky a kol. 2004, Dollinger a kol. 2002).

1.4 IMUNOLOGIE NADORU

Imunitni systém dohlizi na integritu organismu — rozlisuje vlastni tkan od cizi, ni¢i skodlivé
patogeny a prubézné likviduje i vlastni pozménéné (zmutované) burky. Mechanismy
imunitniho systému mizeme obecné rozdélit na 2 typy — nespecifické a specifické (neboli
vrozené a ziskané), které se navzijem dopliuji. Do nespecifické imunity zahrnujeme
komplementovy systém, granulocyty, makrofagy/monocyty a NK buriky (natural killers).

Specificka imunita je zaloZend hlavn€ na T a B lymfoctech. T lymfocyty plsobi piimo a B



lymfocyty piisobi prostfednictvim protilatek (Hofejsi a Barttinikova 2009, Veselsky a kol.
2004).

Imunitni systém se také podili na likvidaci nddorovych bunék, ale se zvySujicim se
vékem se snizuje vykonnost imunitnich mechanismi, a proto pak castéji dochazi
k propuknuti této nemoci. Imunoterapie nadorovych onemocnéni je nejnovéjSim typem 1écby
a je zaloZena na vrozené i ziskané imunité. Pied tim, nez se tumor rozsiti do okolnich tkani a
téla, je zapotfebi, aby buinky imunitniho systému (T lymfocyty) rozpoznaly nadorové
antigeny, Cili specifické struktury na povrchu nddorovych bunek (Krejsek a Kopecky 2004).
Velka vétsina tumort je malo imunogenni, proto imunitni reakce velmi Casto nestaci k jejich
likvidaci. B€éhem dlouhodobych vyzkumt byly objeveny 2 skupiny nadorovych antigend:
TAA — antigeny asociované s nadory a TSA — antigeny specifické pro nadory.

e TAA — tyto antigeny se vyskytuji jak na nadorovych builkach, tak 1 na
buiikdch normalnich. Na nadorech byvaji exprimovany s vyssi frekvenci a
mohou tak byt rozpoznany imunitnim systémem. Piikladem jsou onkofetaIni
antigeny nebo MAGE ( melanoma antigen genes). MAGE je rodina antigend,
ktera byla nalezena na melanomovych bunkach. Onkofetalni antigeny (AFP
a-fetoprotein, CEA karcinoembryonalni antigen) se normaln¢ vyskytuji pouze
pii urité¢ fazi embryonalniho vyvoje. V dospélosti jsou pak znamkou
nadorového onemocnéni (Igney a Krammer 2002, Klener a Klener 2010).
e TSA — pro tyto antigeny je typické, ze se vyskytuji pouze na nadorovych
butikach, a to na tumorech, které byly vyvolané chemickymi, fyzikalnimi 1
biologickymi kancerogeny. Jsou to abnormalni proteiny, které vznikly jako
dasledek mutace néjakého genu (Hofejsi a Barttinkova 2009, Igney a
Krammer 2002).
Normalni a nadorové bunky maji velkou vétSinu povrchovych proteint shodnych, proto
imunitni systém povazuje buiiky tumoru za vlastni ¢asti téla a neutoc¢i na né. Aby doslo
k imunitni reakci, je zapotiebi, aby byl nadorovy antigen zpracovan antigen prezentujicimi
burikami APC — makrofagy, dendritickymi buitkami nebo B- lymfocyty, a pak jeho peptidy
prezentovany T lymfocytim (hlavné cytotoxickym lymfocytim CTL). Prezentace antigent
je provadéna za pomoci hlavniho histokompatibilniho komplexu (MHC) ptfedevsim 2. tiidy
(Krejsek a Kopecky 2004, Houghton 1994).



1.4.1 ZPUSOBY UNIKU NADORU PRED IMUNITOU

Nadorové bunky vyvinuly celou fadu strategii na molekularni i bunécné Grovni, S jejichz
pomoci unikaji imunitnim mechanismim. Mezi takové strategie patii napiiklad produkce
latek, které potlacuji Cinnost imunitniho systému, nebo regulace MHC 1 pii prezentaci
antigenu. Dale to je antigenni variabilita a $patné zpracovani antigenu. Rada téchto

mechanismi je velmi podobna tinikovym mechanismiim infek¢énich ¢initeld (Gilboa 1999).
1.4.1.1 PRODUKCE IMUNOSUPRESIVNICH LATEK

Nadorové bunky produkuji faktory (cytokiny, chemokiny, aj.), které snizuji vykonnost
imunitniho systému. Tyto latky inhibuji rGstové faktory, které za normalnich okolnosti
stimuluji imunitni odpovéd’. Nejvyrazn€jsim faktorem je cytokin - transformujici ristovy
faktor B (TGF-B), ktery protinddorovou imunitu ovliviiuje svym ptsobenim na proliferaci,
diferenciaci a aktivaci bun¢k ziskané a vrozené imunity (imunosuprese). Pii patologickém
stavu se tedy TGF-P vyskytuje ve vétsi mife, nez byva jeho hladina pii normalnim stavu. Je
znamo 5 izoforem TGF-f, které museji byt nejprve aktivované, a receptory pro TGF-f se
nachazeji skoro na vSech typech bunék (Igney a Krammer 2002).

Dal§im vyznamnym cytokinem je Interleukin-10 (IL-10), ktery zptsobuje, ze APC
(antigen prezentujici bunky) malo vystavuji naddorovy antigen, a také potlacuje tvorbu
nékterych jinych cytokint dilezitych k aktivaci bun€k imunitniho systému. Napiiklad
potlacuje tvorbu IL-1, IFNy, IL-12 a TNF a (Whiteside 2006, Hoftejsi a Bartiiikova 2009).

Vaskularni endotelidlni rastovy faktor (VEGF) je také produkovany nadorovymi
bunikami. VEGF je angiogenni faktor, to znamend, ze se uplatituje pii tvorbé novych cév,
které nadory potiebuji, aby mély dostatek zivin. Dale bylo zjisténo, Ze negativné pusobi i na
dendritické butiky — inhibuje jejich zrani, a ty potom toleruji nadorové antigeny (Igney a
Krammer 2002, Delves a kol. 2011).

1.4.1.2 JINE MECHANISMY UNIKU NADOROVYCH BUNEK PRED IMUNITNIM SYSTEMEM

Na Fas receptor (FasR), ktery se nachazi skoro na vSech bunkach, se navaze Fas ligand
(FasL), coz je jeden z mnoha transmembranovych proteind. Za normalnich podminek vede
tato vazba ke spuSténi programované bunécné smrti bun€k, vcetné¢ bun€k imunitniho
systému (lymfocytl atp.), tedy k regulaci imunitni odpovédi (aby nedoslo k autoimunitnim

ataklim). Nekteré naddorové bunky praveé tento Fas ligand exprimuji na svém povrchu, a to
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obvykle vede k likvidaci T lymfocytd a neutrofili. Tyto imunitni buiiky maji na svém
povrchu nejen FasL namifeny proti nadorovym bunkam, ale i FasR, ktery je &ini
zranitelnymi (Whiteside 2006).

Tumory maji velmi nestabilni genomy, neustale dochazi ke zménam jejich
antigennich struktur na povrchu bunky (coz je oznaCovano jako heterogenita) a mnohé
antigeny maji shodné se zdravymi bunikami. Tyto mutace jim umoziuji dobie se skryvat
ptred imunitou a zptsobuji jejich toleranci imunitnim systémem (Delves a kol. 2011).

Mezi dalsi strategii Uniku nékterych nadort pfed imunitou patii 1 blokace
komplementu. Inhibice komplementu je zptsobena hlavné expresi molekul CD 46, CD 55 a

CD 59, kter¢ zabraiuji aktivaci této kaskady glykoproteinti (Veselsky a kol. 2004).

1.5 VROZENA IMUNITA

Imunita je obecné definovana jako proces rozpoznani a eliminace Skodlivych a cizich latek
Vv téle. Vrozena imunita (nebo také nespecificka, neadaptivni) je vyvojovée stars$i nez imunita
ziskana a je povazovana za prvni obranny mechanismus téla pii setkani s antigenem.
Nespecifickou imunitu tvofi bunécné slozky (rtzné buiiky imunitniho systému —
piirozené cytotoxické a fagocytujici) i slozky humoralni (cela fada proteinti — komplement,
interferony, proteiny akutni faze). Dulezitym obrannym mechanismem, ktery lze také zafadit
do vrozené imunity, je bezpochyby naSe neporuSena pokozka a sliznice (Hofejsi a

Barttiikova 2009, Delves a kol. 2011).

1.5.1 BUNECNI CINITELE VROZENE IMUNITY

Bilé krvinky (leukocyty) jsou kli¢ovymi butikami na$i imunity, které mezi sebou komunikuji
pfimym kontaktem nebo za pomoci riznych uvoliiovanych latek (proteinil). Vznikaji z jedné
pluripotentni kmenové buiky v kostni dieni, a pak se dale za pomoci rozdilnych faktora
diferencuji na rtizné typy leukocytd. Do bun€k vrozené imunity fadime polymorfonukleary

(granulocyty), dendritické buriky, makrofagy/monocyty a NK buiiky (Delves a kol. 2011).

1.5.1.1 POLYMORFONUKLEARY (GRANULOCYTY)

Mezi polymorfonukledry, které se tak oznacuji diky své mnohotvarnosti jadra, fadime
neutrofily, eiosinofily, bazofily a zirné bunky. Jsou charakteristické svymi

cytoplasmatickymi granuly, jejichz obsah (chemicky aktivni latky) uvoliuji pti zanétlivé
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reakci, aby zneskodnily cizorodou ¢astici. Neutrofily maji schopnost fagocytozy. Fagocytuji
patogeny a cizorodé castice, které prilnou k jejich bunécnému povrchu (prostfednictvim
receptortl) a nasledné uvolni sviij obsah granul.

Zirné buiiky (mastocyty) jsou tkafovou formou bazofild, takze jejich granula také
obsahuji histamin a heparin. Nachézeji se obecn¢ v oblastech, které¢ ¢eli vnéjs§imu prostiedi, a
to konkrétné ve tkanich organt — ktze, plic a zazivaciho traktu. Mastocyty se uplatiuji
hlavné pfi alergickych reakcich, ale také pti tvorbé novych cév a opravé tkani. Granulocyty
také sekretuji i celou fadu cytokinti, dilezitych pro aktivaci jinych bun¢k imunitniho

systému — jako obranu proti nadorim (Metcalfe a kol. 1997, Pathak a Palan 2005).
1.5.1.2 DENDRITICKE BUNKY (DC)

Mezi nejdilezitéj$i antigen prezentujici bunky (fazené vedle makrofagi, neutrofili a B
lymfocyt mezi profesiondlni APC) patti buiiky dendritické, ¢imZ dochéazi k propojeni
nespecifické imunity se specifickou. DC mohou na svém povrchu exprimovat antigeny, jak
ve spojeni s molekulami MHC 1, tak i s MHC 11. Nachazeji se skoro ve vSech tkanich a jejich
dlouhé membranové vybézky umozinuji kontakt s bunikami, které se vyskytuji v jejich
blizkosti. V poslednich letech je snaha zapojit tyto dilezité bunky imunitniho systému do
terapic nadort. Jejich Kultivace s nadorovymi antigeny ve vhodném prostiedi dokaze
indukovat imunitni odpovéd’ (Pathak a Palan 2005).

Dendritické buniky rozdélujeme na nezralé a zralé. Nezralé mohou vzniknout piimo
z kostni dfené nebo z monocytd. Jejich hlavnim tkolem je fagocytovat odumielé buiky
vlastnich tkani a tyto antigeny vystavit lymfocytim, které se tim neaktivuji, ale spiSe
piispivaji k toleranci vlastnich tkani (tzv. regula¢ni lymfocyty). Zralymi DC se potom stavaji
pii rozpoznani Skodlivych antigenti (patogentl) a cytokinovou stimulaci. Zralé buiky se
ptesunou do lymfatickych uzlin, kde prezentuji antigen a G¢inn€ aktivuji 1 naivni T-

lymfocyty (Hoftejsi a Barttiiikova 2009).
1.5.1.3 MAKROFAGY

Makrofagy jsou tkanovou formou monocytt a fadi se mezi profesionalni antigen prezentujici
bunky. Jsou vyznamnymi fagocyty a produkuji vyrazné mnozstvi proteini dileZzitych pro
stimulaci imunitni odpovédi. Makrofagy maji na svém povrchu i v endosomech celou fadu
receptort (PRR - Pattern Recognition Receptors), kterymi rozpoznavaji povrchové a

nitrobunécné molekuly mikrobialnich patogenti (PAMP). Diky témto receptorim je imunita
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schopna rozlisit cizorodé¢, nebezpecné patogeny od nepatogennich mikroorganismu (Krejsek
a Kopecky 2004). Na povrchu maji dale receptory pro slozky komplementu, receptory pro
rizné cytokiny, rastové faktory a chemokiny. Nebo je napiiklad jejich povrch obohacen o
molekulu CD14 pro vazbu bakteridlniho lipopolysacharidu (LPS). Makrofagy se vyskytuji
ve vSech organech téla, kde fagocytuji umirajici a staré bunky. Nejvétsi populace makrofagi

byla objevena v jatrech, kde se oznacuji jako Kupfferovy buiiky (Pathak a Palan 2005).

1.5.1.4 NK BUNKY

NK bunky, neboli ptirozeni zabijeci, se nachazeji v lidském 1 zvifecim organismu a pravem
nalezi do vrozené imunity. Mohou bez jakékoliv pfedchozi stimulace eliminovat nékteré
virem napadené buiiky, a dokonce 1 n¢které buiikky nddorové. Nemaji schopnost fagocytdzy,
takze Skodlivé bunécné elementy likviduji cytotoxicky (Hotej$i a Bartiiikova 2009). NK
buiiky nesou na svém povrchu znaky podobné lymfocytim, a také obsahuji granula
s cytotoxickymi latkami — granzymy a perforiny. Dale obsahuji 2 typy povrchovych
receptord. Jeden typ je pro rozpoznani a navazani molekul MHC 1. tfidy. Zdravé buiiky jsou
tak ochranény pred NK bunkami a cytotoxickd reakce nepropukne. Druhy, lektinovy
receptor aktivuje v ptipad¢ chybéjiciho komplexu MHC 1 cytotoxickou reakci, vedouci
k likvidaci buiiky. Bunky nadorové a infikované virem velmi cCasto postradaji tyto
molekulové komplexy MHC I, ¢ehoz mlize byt vyuzivano V protinddorové 1écbé (Pathak a

Palan 2005, Krejsek a Kopecky 2004).

1.5.2 KOMPLEMENT

Humoralni slozkou vrozené imunity je soubor pfiblizné tficeti proteini a glykoproteint,
ktery se oznacuje terminem komplement. Tyto membranové a sérové proteiny se nachéazeji
V séru a na povrchu bunék u vSech obratlovcl. Mezi nejdilezitéjsi patii bilkoviny znacené
C1 - C9. Kazda slozka komplementu musi byt nejprve aktivovand néjakym podnétem, aby
mohla plnit svoji funkci — aktivace probiha kaskadovité (Hofejsi a Bartinkova 2009).
Vyznamnou sloZkou je C3, kterd se miiZze navazovat na mikrobialni povrch. Findlnim
produktem je potom komplex proteini MAC (membrane attack complex), ktery je schopny
narusit membranu patogenti. Vytvoii se v ni pdry, coZz postupné vede k lyze bakterialni
buriky. Jinou funkci meziprodukti komplementu je naptiklad opsonizace (C3b), chemotaxe

(C3a, C5a) nebo imunokomplexova eliminace.
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Komplement muze byt aktivovany tfemi drahami: 1) klasickou — komplement je
aktivovany komplexem antigen-protilatka, 2) lektinovou — je variantou drahy klasické (avsak
aktivatorem je MBL) nebo 3) alternativni — aktivace kontaktem slozky C3 s patogennim

povrchem (buné¢na sténa bakterii) (Pathak a Palan 2005).

1.5.3 JAK VROZENA IMUNITA ROZPOZNAVA PRITOMNOST PATOGENU?

Zkratkou PAMPs (Pathogen associated molecular paterns) jsou oznacovany slozky vétSiny
bunéénych stén patogenu (télu skodlivych i neSkodlivych), které nepodléhaji strukturnim
zménam (jsou stalé). Prikladem takovych slozek mohou byt napiiklad lipopolysacharidy
(LPS), kyselina lipoteichova (LTA), lipoproteiny nebo peptidoglykany. Tyto molekuly
dovedou upozornit vrozenou imunitu na pranik patogent do organismu, coz potom dale vede
k rozvoji adaptivni imunity (Medzhitov a Janeway 2002).

Receptory na buiikdch vrozené imunity, které jsou schopné rozpoznat
mikroorganismy (PAMPs), jsou oznacovany jako PRRs (Pattern Recognition Receptors).
Nachazeji se na makrofagach, neutrofilech, NK bunkach a dendritickych bunkach — tedy
pfedev§im na fagocytech. Konkrétné se mohou vyskytovat extracelularné (na povrchu
bunky), intracelularné nebo mohou byt sekretovany do krve a tkanovych tekutin. Popis
lidskych PRRs muzeme vidét v tabulce (Tab. I).

Existuji ti1 typy téchto receptort liSicich se strukturou a zpisobem indukce imunitni
odpovédi. Naptiklad jejich funkce spociva v aktivaci komplementu, opsonizaci, fagocytdze
nebo vyvolani apoptozy (Janeway a Medzhitov 2002, Krejsek a Kopecky 2004). Z hlediska

funkce tedy rozliSujeme receptory endocytarni, sekretované a signalni.

e Endocytarni (fagocytarni) PRR — nachdzeji se na povrchu bun€k schopnych
fagocytozy. Jakmile jsou rozpoznany piislusné mikrobialni znaky, tak interakce
PAMP - PRR vede pravé ke spusténi fagocytozy (pohlceni) mikroorganismu. Mezi
endocytarni PRR fadime naptiklad manozovy receptor nebo makrofagovy scavenger
(vychytavaci) receptor.

e Sekretované PRR — takovéto molekuly se navazi na mikrobialni bunéénou sténu a
mohou tak byt rozpoznany komplementovym systémem a fagocyty. Maji funkci
opsonini a piikladem mohou byt MBL (mannose-binding lectin), CRP (C-reactive
protein) a SAP (serum amyloid protein) produkované pii akutni fazi v prvnich

etapach infekce.
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e Signalni PRR — jakmile se cizoroda ¢astice navaze na tento typ receptoru, tak dojde

k zahajeni komplexni signalni kaskady. Vysledkem je potom produkce cytokini,

které stimuluji vrozenou a nasledné ziskanou imunitu. Pfikladem signalnich

receptort jsou TLR (toll-like receptory) a NOD (nucleotide-binding oligomerization

domain) (Neth a kol. 2005, Krejsek a Kopecky 2004).

Tab. I: Vycet nejbéznéjsich lidskych PRRs s popsanymi funkcemi (Pathak, Palan 2005).

PRR Type of PRR PAMPs recognized Function
- C-reactive Secreted Molecular groups found on the cell walls Promotes opsonization and activates the
protein of a wide variety of bacteria and fungi, complement cascade
including phosphocholine moieties,
lipoproteins, monophosphate esters, and
histones.
LBP Secreted LPS Binds LPS and transfers the complex to
cell surface CD14
Mindin Secreted Recognizes sugar moieties Opsonizes bacteria and promotes their
phagocytosis; promotes secretion of
pro-inflammatory cytokines by
macrophages
Collectins Secreted Bind glucose, L-fucose, mannose, N-acetyl
mannosamine, and N-acetyl glucosamine
residues on microbial cell walls.
1. MBL, and SP-A and SP-D recognize Opsonize bacteria and enhance their
mannose or N-acetylglucosamine residues  clearance; MBL can also activate
complement by cleaving C3
2. Ficolins recognize N-acetyl glucosamine,  Activate complement by the alternative
N-acetyl galactose, and L-fucose pathway
Mannose Endocytic Recognizes carbohydrates with a large Initiates phagocytosis; promotes secretion
receptor number of mannoses or fucoses of pro-inflammatory cytokines by
macrophages
Scavenger Endocytic Bind micro-organisms and their products Initiate internalization of the bound entity
receptors including lipoteichoic acids, LPS, CpG
DNA and low-density lipoproteins.
CD14 Signalling Binds LPS and other cell wall constituents Together with TLRs results in activation
receptor of Gram-positive and Gram-negative bacteria  of a number of genes involved in innate
and adaptive immune responscs
TLRs Signalling Recognize conserved products of microbial Activation induces the expression of a
receptors metabolism such as LPS, peptidoglycan, and  variety of cytokines and costimulatory

lipoteichoic acids.

molecules crucial to the initiation of
adaptive immune responses

1.5.4 RAKOVINA A VROZENA IMUNITA

Veédci si mysleli, ze nejvétsi roli v obrané proti nddorim hraje adaptivni imunita, a to

konkrétné buné€na cytotoxicita zavisla na protilatkdch (ADCC). V roce 1999 vSak profesor

Zheng Cui zjistil, Ze nddory mohou byt zlikvidovany pravé vrozenou imunitou. Se svym

tymem provadél pokusy na mysich typu BALB/c a aplikoval jim 200 tisic bun¢k sarkomu

S180. Jedna mys vSak nevykazovala zadné ptiznaky, proto byla ddvka nadorovych bunék
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zdvojnasobena a pak dokonce zvySena az na 20 miliont bun¢k. Ani tentokrat nebyl nador
pfijat, i pfestoze se sarkom fadi mezi velmi agresivni nadory (Cui a kol. 2003, Hicks a kol
2006).

Zazratna mys byla nakonec namnozena a 40% jejich potomkt vykazovalo tuto
odolnost vii¢i nadorim. Tim byla objevena dominantni mutace v jednom genu u mysi.
Kromé nadorové rezistence méla tato mutace i jinou vlastnost — spontanni regresi. Proto
vhodné oznaceni pro tuto zménu v genu bylo SR/CR (spontaneous regression / cancer
resistant). Bylo zjisténo, ze mutace SR/CR je zavisla na stafi mys$i. U my$i mladsich nez 4
mésice byla viditelnd kompletni odolnost vici transplantaci naddort, ale u starSich mysi se
nador objevil, v ur¢ité fazi doslo ke stagnaci, a potom k samovolnému vymizeni (Hicks a
kol. 2006).

Mys s SR/CR mutaci byla zkfizena 1 s jinymi mySimi kmeny, ¢imZ doSlo k pfenosu
mutace na jejjich potomky. V pokusu byly pouzity naptiklad mySi z kmene C57BL/6,
CAST/Ei nebo bezthymové C57BL/6™™™™ nahé mysi (nude mice). Diky my$im bez
thymu bylo odhaleno, Ze se pfi likvidaci nddoru uplatiiuji buiky vrozené imunity — NK
bunky, makrofagy a neutrofily. Protoze T-lymfocyty se u tohoto typu mysi vyskytuji ve
velmi malém mnozstvi, tak musel byt nador zni¢en vrozenou imunitou. CoZ bylo potvrzeno i

in vitro pokusem (Cui a kol. 2003, Hicks a kol 2006).

1.6 POTENCIALNI VYUZITIi MANANU V TERAPII NADORU

Podle profesora Cui Ize docilit toho, aby buriky vrozené imunity napadaly buiiky nadorové.
Je ale potieba, aby je rozeznaly. V této praci jsme tedy prakticky vyzkouseli ,,mySlenku“
umeélého navazani PAMPs (konkrétné manan) na povrch nadorovych bun¢k. Dale jsme fesili

otazku jeho piipadné synergie se solubilnimi signdlnimi ligandy (LPS, LTA).
1.6.1 MANAN A JEHO RECEPTORY
1.6.1.1 MANAN

Manan se fadi mezi polysacharidy a je sloZzeny z n¢kolika podjednotek D- mandz, které jsou
spojené glykosidickou vazbou. Podle vazby potom rozlisujeme o nebo f manan. Manan ve
formé manan-proteinovych komplexti se nachdzi Vv bunééné stén€ mikroorganismd,
konkrétn¢€ na bunééném povrchu kvasinek (hub) a gramnegativnich bakterii (Lipke a Ovalle

1998). Manan se fadi mezi PAMPs, protoze je povazovany za vysoce antigenni latku, a
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imunitni systém ho rozpoznava pomoci receptord, jako jsou manozu vazajici lektin (MBL)
nebo manézovy receptor (MR). Detekce mananu (mandzy) pomoci MBL vede v organismu

k aktivaci komplementu lektinovou cestou (Janeway a Medzhitov 2002).
1.6.1.2 MBL

Mannose-binding lectin (také nazyvany jako Mannan-binding lectin) je sérovy protein, ktery
se fadi mezi sekretované PRR, je produkovany v jatrech pti akutni fazi infekce a vylucovan
do plasmy. Selektivné rozpoznava manan, N-acetylglukosamin nebo fukdzu obsaZenou
Vv patogenech a vaze se na manan (Opanasopit a kol. 2001, Janeway a Medzhitov 2002).
Struktura MBL se obcas trochu li§i, protoze miliZe obsahovat rizné oligomerni fetézce
(dimery az hexametry spojené disulfidickymi mastky). VSechny oligomery obsahuji 3 stejné
peptidické tetézce (35kDa), kde kazdy ma pravé jednu lektinovou oblast (neboli oblast pro
rozpoznavani karbohydratii), hydrofobni oblast, kolagenni oblast a na cystein bohatou N-
terminalni oblast. Diky kolagennim a lektinovym doménam se MBL fadi mezi kolektiny.
Kolagenni oblast je dilezita pro interakci s imunitnim systémem a lektinovd oblast se
naopak navazuje na cukry (karbohydraty) v bunééné sténé¢ mikroorganismt (Turner 2003,
Mudry 2009).

Afinita MBL k manoze je celkem nizka (10 M), proto struktura receptoru vyzaduje
vétsi pocet soucasnych interakci s man6zovymi molekulami. Hlavnimi funkcemi MBL jsou
aktivace komplementu lektinovou cestou (viz Obr. 3), ktera nastava po navazani Se na
mikroorganismus, nebo také s tim souvisejici opsonizace (aktivace makrofagti na urovni
komplementového C3b) (Turner 2003). Nejdiive musi MBL vytvofit komplex se serinovymi
proteazami MASPs 1 a 2 (MBL-associated serine proteases), pak se navaze patogenni
castice (naptiklad mandza na povrchu bakterie) a rozjede se komplementova kaskada.
Vysledkem je pak zniceni patogenu (viru, bakterie ¢i kvasinky). Slozka C3b je schopna se
navazat i na komplementové receptory na fagocytech, a tim je aktivovat k imunitnimu ataku

(Gadjeva a kol. 2001, Garred a kol. 2006).
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Obr. 3: Utok komplementu zprostiedkovany komplexem MBL-MASPs (Garred a kol. 2006)
1.6.1.3MR

Mandézovy receptor (také oznaCovany jako makrofagovy receptor pro mandzu) patii mezi
fagocytarni PRR, které se nachazeji pfedev§im na fagocytarnich buiikdch — Kupfferovych
bunkach, alveolarnich, slezinnych makrofagach, dendritickych bunkach nebo dokonce na
bunkach endotelu (Opanasopit 2001). MR muzeme zatadit do lektinové rodiny typu C a je
pro n&j charakteristicka karbohydratova doména pro rozpoznavani mikroorganismu, které na
povrchu bunééné stény obsahuji napiiklad D-mandzu, N-acetylglukosamin nebo L-fukézu
(Opanasopit 2001, Janeway a Medzhitov 2002).

MR ma za kol vybudit vrozenou imunitu k likvidaci napiiklad grampozitivnich nebo
gramnegativnich bakterii a hub, a to procesem fagocytozy. Fagocytujici bunka musi nejdrive
po rozpoznani poziit mikrobialni patogen a postupné ho rozlozit lysozomalnimi enzymy
v lysozomu. APC pak mohou prezentovat antigen na povrchu s molekulami MHC, a tim do
,,boje* zapojit i ziskanou imunitu (Janeway a Medzhitov 2002). MR je dale zodpovédny za
vytvareni prozanétlivych signalt, které vedou k produkci cytokinti, jako jsou TNF-a, IL-1,
IL-6, IL-12 (Pathak a Palan 2005).
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2. CILE PRACE

e Invivo studium vlivu mananu na mysi melanom B16-F10.

e Ovefeni moznosti zesileni G¢inku mananu v kombinaci s né€kterymi agonisty

signalnich receptort.
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3. POUZITE MATERIALY A METODY

3.1 SEZNAM CHEMIKALIQ

V pokusech byly pouzity tyto chemikalie:

e RPMI 1640 (Sigma-Aldrich)

e FCS — Fetal Calf Serum (Sigma-Aldrich)

e Manan Saccharomyces cerevisiae (Sigma-Aldrich)

e LPS - lipopolysacharid Escherichia coli (Sigma-Aldrich)

e LTA —kyselina lipoteichova Bacillus subtilis (Sigma-Aldrich)

e BAM - Biocompatible Anchor for cell Membrane, Mw 4000 (NOF Corporation)

3.2 LABORATORNI ZVIRATA A BUNECNE LINIE

Pti laboratornich pokusech byly pouzity mysi kmene C57BL/6N, které byly potizeny od
spole¢nosti Charles River Laboratories. VSechny mysi byly sami¢iho pohlavi, vazily 18-20g
a byly 8 tydnt staré. Mysi mély neomezeny pristup ke sterilni vod¢ 1 potravé a byly chovany
vV mistnosti s fotoperiodou 12/12.

Buné&éné linie mys$iho melanomu B16-F10, dar prof. Rihové (Mikrobiologicky tstav
AV CR, Praha), byly uloZeny v termostatu pii teplotd 37°C (v atmosféfe nasycené vodnimi
parami s 5 % oxidu uhli¢itého). Kultivace melanomovych bunék probihala v RPMI 1640 s

10% bovinnim fetdlnim sérem, antibiotiky, glutaminem a merkaptoetanolem.

3.3 PRIPRAVA BUNEK MELANOMU B16-F10

Nadorové bunky byly pouzity v in vivo pokusech. Nejprve bylo z buné€k odstranéno médium
a po opétovném proplachnuti sterilnim roztokem PBS (3x) byla piidana trypsiniza¢ni smés
(0,02 % trypsin a 0,02% EDTA v PBS). Trypsinizace probihala pii 37°C po dobu 5 minut a
po pridani média RPMI 1640 s 10% FCS byla zastavena. Buiiky byly rozvolnény za pomoci
Pasteurovy pipety. Nasledovalo stoc¢eni v centrifuze (10 minut, 150g, 4°C) a po vyliti média
byly buiiky znovu promichany v RPMI 1640 (uZ bez séra).

Do zkumavky bylo napipetovano 30ul suspenze bun€k a 30ul trypanové modfi, ktera

slouzi k ur¢eni zivotnosti bun¢k (mrtvé bunky se obarvi modie). VSe se promichalo a pro
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pocitani bun¢k v mikroskopu byla vyuzita Biirkerova komurka. Podle po¢tu bunék byla

suspenze potom nafedéna na potiebnou koncentraci.

3.4 TRANSPLANTACE MELANOMOVYCH BUNEK

Pro lepsi viditelnost i méteni teploty byly mysi nejprve oholeny na pravé i levé dolni ¢asti
zad. Potom jim pod kuzi na pravé strané¢ bylo injikovano 0,1 ml buné¢né suspenze, tedy
RPMI 1640 s obsahem cca 400 000 melanomovych buné¢k B16-F10.

3.5 MERENI VELIKOSTI NADORU

Velikost transplantovanych nadord byla méfena za pomoci kaliperu. Nadory byly béhem
pokusu méefeny obden a po skonceni 1€cby jenom jednou tydné. Z naméfenych hodnot byl
vypocitan objem nadoru podle vzorce V= T/6AB?, kde A je délka nadoru (nejvétsi naméfeny

rozmér) a B je vyska nadoru (nejmensi naméteny rozmer).

3.6 MERENI TEPLOTY NADORU

Teplota nadoru byla méfena za pomoci specialniho typu mysSiho teploméru IR RODENT
THERMOMETER 153 IRB od firmy BIOSEB. Pro statistické ucely byla méfena teplota na
vyholeném pravém i levém boku mysi, méfila se tedy teplota nadoru i povrchova teplota téla

bez nadoru.

3.7 STANOVENI POCTU METASTAZ

Mysi plice byly vypitvany a naloZeny do 4 % formaldehydu, kde byly ponechany po dobu
alespoil jednoho tydne. Pak byly plice peclivé prohlédnuty pod binolupou a byla
zaznamenana vSechna metastaticka loZiska. Metastazy se na svétle ruzovych plicich jevily

jako Cerné tecky.
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3.8 STATISTIKA

Statistické vyhodnoceni namétenych hodnot bylo provedeno pomoci Studentova t-testu
v programu MS Excel. K vyhodnoceni piezivani mysi jsme pouzili test Kaplan-Meier

v programu MedCalc.

3.9 PRiIPRAVA LATEK POUZIVANYCH K LECBE

Ptiprava aminovaného mananu:

Aminovany manan byl ziskan redukéni aminaci mananu (Torosantucci a kol. 2005). Roztok
mananu V prostiedi octanu amonného byl redukovan kyanoborohydridem sodnym pti pH 7,5
a 50 °C pét dnt. Nasledovala dialyza ve stievé MWCO 3500 proti PBS pti 4 °C pies noc za

stalého michani.
Ptiprava manan-BAM:

Navazani molekuly BAM na aminoskupinu mananu bylo provedeno pii pH 7,3 metodou
podle Kato a kol. (2004). Nasledovala dialyza ve sttevé MWCO 3500 proti PBS pii 4 °C

pies noc za stalého michani.

3.10 Pokus 1: MELANOM B16-F10 A JEHO OVLIVNENI APLIKACI

MANANU

V prvnim experimentu bylo pouzito 21samic z mysiho kmene C57BL/6N. Kazdé mysi bylo
pod kizi injikovano 400 000 melanomovych bunék B16-F10. Mysi byly po 12. dni od
transplantace zméfeny kaliperem a rozdéleny do 3 skupin po 5 (A, B, C) a jedné skupiny po
6 mysich (K - Kontrola). VSechny mysi byly chovany jednotlivé. Terapie nadort byla

zapocata tentyz den a schéma pokusu (davkovani a zplsob aplikace latky) bylo nasledujici:

e Skupina A — aplikace 50 ul mananu + LPS, 6x obden, intratumoralné
e Skupina B — aplikace 50 ul LPS, 6x obden, intratumoralné
e Skupina C — aplikace 50 ul mananu, 6x obden, intratumoralné

e Skupina K (kontrolni) — aplikace 50 ul PBS, 6x obden, intratumoralné
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Teplota (nddoru + referencniho mista na druhém boku) byla zmétfena pied zapocetim terapie
(v case 0) a pak po 6, 12 a 24 hodinach. Beéhem 1écby byla teplota (nadoru + referen¢niho
mista na druhém boku) méfena vSem skupinam kazdy druhy den po dobu 14 dnt. Po
zméfeni teploty nasledovalo vzdy méfeni velikosti nadoru. Posledni den pokusu byly mysi

zabity.

3.11 Pokus 2: MELANOM B16-F10 A JEHO OVLIVNENI APLIKACI

MANAN-BAM

Do druhého experimentu bylo zapojeno 30 samic z mySiho kmene C57BL/6N. Kazdé mysi
bylo pod ktizi injikovano 400 000 melanomovych bun¢k B16-F10. Mysi byly po 12. dni od
transplantace zméteny kaliperem a rozdéleny do 5 skupin po 6 mysich (A, B, C, D, K -
kontrola). VSechny mysi byly chovany jednotlivé. Terapie nadort byla zapocata tentyz den a

schéma pokusu (davkovani a zplisob aplikace latky) bylo nasledujici:

e Skupina A — aplikace 50 ul manan-BAM + LPS, 6x obden, intratumoralné
e Skupina B — aplikace 50 pl LPS, 6x obden, intratumoralné

e Skupina C — aplikace 50 pul manan- BAM, 6x obden, intratumoralné

e Skupina D — aplikace 501 manan-NH2, 6x obden, intratumoralné

e Skupina K (kontrolni) — aplikace 50ul PBS, 6x obden, intratumoralné

Teplota (nddoru + referen¢niho mista na druhém boku) byla zmétena pied zapocetim terapie
(v Case 0) a pak po 6, 12 a 24 hodinach. Béhem IéCby byla teplota (nadoru + referen¢niho
mista na druhém boku) méfena vSem skupindm kazdy druhy den po dobu 14 dnt. Po
zméteni teploty nasledovalo vzdy méfeni velikosti nadoru. Posledni den pokusu byly mysi
zabity a byly jim vyjmuty plice. Nasledné byly plice zakonzervovany 4% roztokem

formaldehydu do doby po¢itani metastaz.

3.12 Pokus 3: MELANOM B16-F10 A JEHO OVLIVNENI APLIKACI

MANAN-BAM V RUZNYCH KOMBINACICH

Ve tfetim experimentu bylo pouZzito 30 samic z mySiho kmene C57BL/6N. Kazdé mysi bylo
pod kizi injikovano 400 000 melanomovych bun€k B16-F10. Mysi byly po 12. dni od
transplantace zméfeny kaliperem a rozdéleny do 6 skupin po 5 mySich (A, B, C, D, E, K —
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kontrola). VSechny mysi byly chovany jednotlivé. Terapie nadorti byla zapocata tentyz den a

schéma pokusu (davkovani a zptlisob aplikace latky) bylo nasledujici:

e Skupina A — aplikace 50 pul manan-BAM+LPS+LTA, 6x obden, intratumoralné
e Skupina B — aplikace 50 pul manan-BAM+LPS, 6x obden, intratumoralné

e Skupina C — aplikace 50 ul LPS, 6x obden, intratumoralné

e Skupina D — aplikace 50 ul manan-BAM, 6x obden, intratumoralné

e Skupina E — aplikace 50 ul LTA, 6x obden, intratumoralné

e Skupina K (kontrolni) — aplikace PBS, 6x obden, intratumoralné

Teplota (nddoru + referenéniho mista na druhém boku) byla zmétena pied zapocetim terapie
(v Case 0) a pak po 6, 12 a 24 hodinach. Béhem léCby byla teplota (nadoru + referen¢niho
mista na druhém boku) méfena vSem skupindm kazdy druhy den po dobu 14 dnii. Po
zméteni teploty nasledovalo vzdy méteni velikosti nddoru. Posledni den pokusu nebyly mysi

zabity a byla u nich provedena statisticka analyza pieziti (v programu MedCalc).
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4. \/YSLEDKY

4.1 Pokus 1: MELANOM B16-F10 A JEHO OVLIVNENI APLIKACI

MANANU

V tomto pokusu jsme se zabyvali melanomem B16-F10 a jeho ovlivnénim pomoci mananu
podévaného intratumoralné. Vysledny vliv terapie na velikost nddort je uveden na obrazku
4. Z grafu je viditelné, Ze manan, ktery byl podavany samostatné, nemé&l zadny vliv na rust
nadori. Kombinace mananu s LPS nevykazovala zadné znamky aktivity ¢i synergie, veskery
tumor inhibi¢ni efekt byl dan LPS.
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Obr. 4: Vliv terapie na velikost nadoru (skupina A — podavan manan + LPS, skupina B —
podavan LPS, skupina C — podavan manan, K kontrolni skupina — podavano PBS).
Statistickd vyznamnost ve srovnani s kontrolni skupinou: * = P<0,05. Statistickd

vyznamnost ve srovnani se skupinou C: A = P<0,05.

Na obrazku 5 a 6 je graficky znazornén vliv terapie na teplotu nadori. Tmavs§im odstinem je
vzdy znacena prumérnd povrchova teplota nadoru a svétlejsi odstin odpovida prumérné teploté
kontrolniho bodu na druhém boku mysi. U nadoru byly ve srovnani s télem zaznamenany
prevazné nizsi teploty, tento rozdil vSak nebyl statisticky vyznamny. VSechny teploty v prubéhu

experimentu mirn¢ klesaly. Teploty vSak neodrazely zpisob a prub¢h terapie.
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Obr. 5: Vliv Iécby na teplotu mySi — Vv prubéhu prvniho dne terapie. Jednickou je vzdy
oznacena teplota nadoru a dvojkou povrchova teplota téla (skupina A — podavan manan +
LPS, skupina B — podavan LPS, skupina C — podavan manan, K kontrolni skupina —
podavano PBS).
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Obr. 6: Vliv 1é¢by na teplotu mySi — Vv pribehu celé terapie. Jednickou je vzdy oznacena
teplota nadoru a dvojkou povrchové teplota téla (skupina A — poddvan manan + LPS,
skupina B — podavan LPS, skupina C — podavan manan, K kontrolni skupina — podavano
PBS).
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4.2 PoOkUS 2: MELANOM B16-F10 A JEHO OVLIVNENI APLIKACI

MANAN-BAM

V tomto pokusu jsme se zabyvali melanomem B16-F10 a jeho ovlivnénim pomoci manan-
BAM (samostatn¢ i s LPS) a pomoci aminovaného mananu, vSe bylo podavano
intratumoralng. Vysledny vliv terapie na velikost nadord je uveden na obrazku 7. Z grafu je
viditelné, ze manan, ktery byl upraveny aminaci, mél jen ¢astecny vliv na zmenseni nadort.
Kotveni mananu pomoci BAM jiz mélo lepsi vysledky, které byly statisticky velmi

vyznamn¢ podpoteny kombinaci s LPS.
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Obr. 7: Vliv terapie na velikost nadoru (skupina A — podavan manan-BAM + LPS, skupina
B — podavan LPS, skupina C — podavan manan-BAM, skupina D — podavan manan- NH;, K
kontrolni skupina — podavano PBS). Statistickd vyznamnost ve srovnani s kontrolni
skupinou: * = P<0,05. Statisticka vyznamnost ve srovnani se skupinou C: A = P<0,05;
AAAAA = P<0,0005.

Na obrazku 8 a 9 je graficky znazornén vliv terapie na teplotu nadort. Jako Vv pfedchozim

experimentu se méieni teploty ukazuje jako nevhodné pro monitorovani 1écby.
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Obr. 8: Vliv 1é¢by na teplotu mySi — V prubéhu prvniho dne terapie. Jednickou je vzdy

oznacCena teplota nadoru a dvojkou povrchova teplota téla (skupina A — podavan manan-

BAM + LPS, skupina B — podavan LPS, skupina C — podavan manan-BAM, skupina D —

podavan manan- NH,, K kontrolni skupina — podavano PBS).
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Obr. 9: Vliv 1é¢by na teplotu mySi — Vv pribehu celé terapie. Jednickou je vzdy oznacena

teplota nadoru a dvojkou povrchova teplota téla (skupina A — podavan manan-BAM + LPS,

skupina B — podavan LPS, skupina C — podavan manan-BAM, skupina D — podavan manan-

NH2, K kontrolni skupina — podédvano PBS).
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Na Obrazku 10 vidime, ze vyskyt metastaz v jednotlivych skupinach je mensi nez u
kontroly, kde se metastazy objevily u vSech mysi. Lécba tedy ovlivnila vyskyt metastaz u

lécenych skupin.
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Obr. 10: Vliv nadorové terapie na vyskyt metastaz u testovanych mysi (skupina A — podavan
manan-BAM + LPS, skupina B — podavan LPS, skupina C — podavan manan-BAM, skupina

D — podévan manan- NH;, K kontrolni skupina — podavano PBS).

Na dalsim obrazku (Obr. 11) je vidét vliv 1é¢by na intenzitu metastazovani, tedy na
prumérny pocet metastaz u mysi, u kterych byly prokazany. Skupina B vykazuje stejny pocet
metastaz jako skupina kontrolni. Zatimco ve skupinach A a C je pocet metastaz piiblizné

3,5x mensi nez v kontrole.
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Obr. 11: Primérny pocet metastaz u mysi, u kterych byly zjistény (skupina A — podavan
manan-BAM + LPS, skupina B — podavan LPS, skupina C — podavan manan-BAM, skupina
D — podavan manan- NH,, K kontrolni skupina — podavano PBS).
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4.3 Pokus 3: MELANOM B16-F10 A JEHO OVLIVNENI APLIKACI

MANAN-BAM V RUZNYCH KOMBINACICH

Treti pokus byl zaméfeny na 1é€bu melanomu B16-F10 pomoci roztoku manan-BAM
v riznych kombinacich s agonisty signalnich receptorti. Vysledny vliv terapie na velikost

nadort je uveden na obrazku 12. Z grafu je viditelné, Ze statisticky nejvyznamnéjsi jsou

skupiny A a B, tedy kombinace manan-BAM s LPS a LTA manan-BAM v kombinaci s LPS.

3500 -
3000 -
= 2500
E HA
5 2000 =B
o
? mC
E 1500
) mD
<
O 1000 E
M Kontr.
500
0
0 2 4 6 8 10 12 14
Den terapie

Obr. 12: Vliv terapic na velikost nadoru (skupina A — podavan manan-BAM+LPS+LTA,
skupina B — podavan manan-BAM+LPS, skupina C — podavan LPS, skupina D — podavan
manan- BAM, skupina E — podavan LTA, K kontrolni skupina — podavano PBS). Statisticka
vyznamnost ve srovnani s kontrolni skupinou: * = P<0,05; ** = P<0,01; *** = P<0,005;
*Fhxk = P0,001; ***** = P<0,05. Statisticka vyznamnost vztahovana ke skupiné¢ D: A =

P<0,05; AA = P<0,01; AAA = P=<0,005.

Obrazky 13 a 14 graficky znazornuji vliv terapie na teplotu nadort. Tato meéfeni nikterak

neodrazeji vyrazny vliv nékterych smeési na redukci nadorového rustu.
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Obr. 13: Vliv 1écby na teplotu mySi — V prabéhu prvniho dne terapie. Jednickou je vzdy
oznaéena teplota nadoru a dvojkou povrchova teplota téla (skupina A — podavan manan-
BAM+LPS+LTA, skupina B — podavan manan-BAM+LPS, skupina C — podavan LPS,
skupina D — podavan manan- BAM, skupina E — podavan LTA, K kontrolni skupina —
podavano PBS).
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Obr. 14: Vliv 1é¢by na teplotu myS$i — v prub&hu celé terapie. JedniCkou je vzdy oznacena
teplota nadoru a dvojkou povrchova teplota téla (Skupina A — podavan manan-
BAM+LPS+LTA, skupina B — podavan manan-BAM+LPS, skupina C — podavan LPS,
skupina D — podavan manan- BAM, skupina E — podavan LTA, K kontrolni skupina —
podévano PBS).

31



Ve tietim pokusu byla provedena analyza piezivani (Obr. 15), aby se zjistilo, jaky ma 1é¢ba

vliv na prodlouzeni zivota mysi. Ze zaznamenanych dat bylo patrné, Ze dana 1é¢ba neméla

velky vliv na preziti mysi (i kdyz jedna myS$ zlstala nazivu), protoze mysi v kontrolni

skupiné ziistaly skoro stejn¢ dlouho nazivu jako mysi z ostatnich skupin. Mys ve skupiné A,

tedy terapie pomoci kombinace manan-BAM + LPS + LTA, nicméné nejevi zadné znamky

nadorového onemocnéni a zije jiz 95 dni ode dne transplantace melanomovych bun¢k (k

15.4)).
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Obr. 15: Analyza piezivani provedena v programu MedCalc za pouziti Kaplan-Meier testu
(skupina A — podavan manan-BAM+LPS+LTA, skupina B — podavan manan-BAM+LPS,

skupina C — podavan LPS, skupina D — podavan manan- BAM, skupina E — podavan LTA,

K kontrolni skupina — podavano PBS).
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5. DISKUZE

Volny manan nezpusobil Zzddnou redukci nddorového rustu. To odpovida poznatklim o jeho
receptorech. Man6zovy receptor (MR) je schopen zajistit pohlceni jeho molekul bez dalsich
nasledkti (Napper a kol. 2001). Urcita hustota vyskytu imobilizovanych molekul man6zy
(mananu) je nutna pro atak MBL (Opanasopit a kol. 2001). Pro fagocytézu obecné plati, ze
je nutno zajistit aktivaci fagocytarnich receptort ligandy vazanymi na povrch
mikroorganismi apod. (Underhill a Gantner 2004). Samotny manan nic takového zabezpecit
nemohl, ale bylo tfeba potvrdit, Ze povrch nadorovych bunék opravdu nebude tyto molekuly
zadnym zplUsobem vazat. Underhill a Gantner (2004) zdUraznuji, Ze pro G¢innou imunitni
odpoveéd’ je tieba, aby doslo k synergii aktivace signalnich receptort s aktivaci fagocytarnich
receptord. Proto jsme zkouseli pfidat agonistu TLR4, LPS. K synergii nedoSlo, manan svoji

roli agonisty hrat nedokaZze ani za podminek kostimulace.

V druhém pokusu bylo ptekvapivé, Ze pouhd aminace mananu vedla k urcitému
protinadorovému efektu. Zaporné nabity povrch nddorovych bun€k ziejmé dokéazal spravné
molekuly mananu orientovat a urcitd hustota molekul mohla aktivovat MR nebo MBL, nebo

oba receptory s ptislusnym lytickym ¢i fagocytarnim dasledkem.

Manan-BAM byl opatien kromé PEG spaceru alifatickym fetézcem olejové kyseliny,
umoziujici kotveni do bunétné stény, v tomto ptipadé pievazujicich naddorovych bunék.
Protinadorovy ucinek se zvysil a piedevsim jeho kombinace s LPS a LPS/LTA vykazala
velmi silny protinadorovy ucCinek, podporujici nazory Underhilla a Gantnera (2004).
Kombinace mananu s LPS a LTA dokonce vedla sice Kk ojedin¢lé, ale jinak velmi

pozoruhodné uplné likvidaci naddoru, ktera se zda byt trvala.

Vzhledem k tomu, ze LPS potlacuje u¢inné expresi mandézovych receptor (Shepherd a kol.
1990), domnivame se, Ze mechanismus plisobeni manan-BAM vede pres MBL aktivaci
tvorby komplementu. Pak LPS 1 LTA aktivaci pfislusnych TLR mohou stimulovat
zanétlivou infiltraci a posilit atak neutrofili a makrofagl, vaZicich se prostfednictvim C3R
na iC3b ozonizovany povrch nddorovych bunék. LPS muize téz ptimo aktivovat C3R
(Hoftejsi a Bartiinova 2009). Na§ nazor podporuje i pozorovani, ze kdyZ pouzijeme manozu
kotvenou pfes spacer k membrané a interagujici ziejmé jen s MR, tak k zadné aditivité ¢i

synergii s LPS nedochazi (Kumzakova, in prep.).
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6. ZAVER

Byla zjisténa nutnost kotveni mananu na bunky nddoru pro dosazeni protinddorového

efektu.

Kotveny manan (manan-BAM) v kombinaci s LPS, pfipadné se smési LPS a LTA,
vykézal velmi vyrazny synergicky efekt projevujici se vyraznou redukci nadorového
rustu. Kombinace se smési LPS a LTA vedla v ojedinélém piipadé k uplnému
odstranéni nadoru a ziejmé k Gplnému vyléceni mysi.

Manan-BAM ve smési s LPS zpiisobil redukci vyskytu a intenzity metastaz.

Bylo zjisténo, ze vypoveédni hodnota teplot v misté nadoru a mimo nador je mala a
neodrazi zpisob ani vysledky nadorové terapie.
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