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1 Uvod

1.1 Obecné vlastnosti nadori

Nadory mohou vznikat v jakémkoli v€ku. Ve vétSin¢ piipadi se vSak objevuji
vV dospélosti a ve stafi. Mezi pohlavimi je fada rozdild. NejCastéjSimi nadory U Zen jsou
nadory prsu, dé€lohy, tlustého stfeva a ovaria. U muzi jsou Casté nadory karcinomy plic,
tlustého streva, prostaty a zaludku. Lécebné ucinky u n€kterych nadorti snizily kiivku
umrtnosti a soucasnéd lé¢ba dokaZze v mnoha ptipadech nadory vylécit nebo nador potlacit,

coZ pacientovi umozni vratit se do normalniho zivota (Macak & Macakova, 2004).

1.1.1 Nadorové bujeni

Velmi castou pti¢inou smrti clovéka je nddorové bujeni. Jelikoz dochazi
k prodluzovani véku lidi (pfedev§im v rozvinutych zemich, kde se zlepSuji zivotni
podminky), vyskyt naddorového bujeni se zvySuje. Dalsi pfiinou vzniku nadort je
samoziejm¢ zmeénéna potravni zvyklosti lidi a vystaveni mnoha faktortim, at’ jiz chemického

nebo fyzikalniho charakteru (Krejsek & Kopecky, 2004).

Nadorové bujeni pochazi zbun¢k vlastniho téla, vymyka se kontrolnim
mechanismim, které fidi rist normalnich tkani (Macdk & Macékova, 2004). V soucasnosti
se nadorové bujeni oznaCuje jako proces vedouci k nahromadéni genetickych poruch

(Krejsek & Kopecky, 2004).

1.1.2 Biologie nadorovych bunék

Nadorové buniky maji Sest Charakteristickych rysti: neomezeny replikacni potencial,
sobéstacnost v potiebé rastovych signall, necitlivost vi¢i rist inhibujicim signalim,
neschopnost apoptézy (fizend smrt builky), proces novotvorby krevnich kapilar
(angiogeneze), vytvafeni metastaz (vzdalena loziska) a prorustani do zdravych tkani
(invazivita) (Hanahan & Weinberg, 2000). Pro rtst nadort je podminujici mnozstvi délicich
se bun¢k v heterogenni populaci nadoru. U nadorovych bun¢k mize dojit k zastaveni ristu
nadoru (remise), zni¢eni piritomnych nadorovych bunék (eradikce) a znovuobjeveni

nadorového bujeni (Hynie, 2001).



1.1.3 Tridéni nadori
Nadory tfidime podle histologického vzhledu nadort (histogeneze) a biologickych
vlastnosti (chovani) nadorti. Podle biologického chovani nadorti se dale déli na benigni,

intermediarni @ maligni (Macak & Macéakova, 2004).

Benigni nadory zistdvaji na mist¢ svého vzniku, nemetastazuji. Nemaji ve vétsiné

ptipadl negativni vliv na organismus (Vorlicek a kol., 2012).

Intermedidrni nadory vytvaii rozhrani mezi benignimi a malignimi nadory. V nékterych
pripadech mohou metastazovat, ale jejich progndza je lepsi nez u malignich nadortt (Macak

& Macakova, 2004).

Maligni nadory rostou velmi rychle, §ifi se do okoli a vytvareji matastdzy. Musi se zacit

vcas 1é¢it, jinak dojde ke smrti organismu (Vorlicek a kol., 2012).

1.1.4 Sifeni nadoru v organismu
Nédorové buiky jsou charakteristické svym autonomnim chovanim, kdy dochazi
k jejich neregulovanému mnozeni atim buiky nedospivaji do zralého (diferencovaného)

stavu. Nadorové buiiky se mnoZi bez jakékoli regulace.

Sifeni nadoru mize probihat pfimym Sifenim nebo metastazovanim. Metastazovani je
schopnost zhoubného nadoru §ifit se do dalSich oblasti organismu. Kazdy nddor ma riiznou

schopnost §ifit se pomoci metastaz (Petruzelka & Konopasek, 2003).

Metastazovani porogenni je Sifeni umoznujici volny pohyb malignich bunék
Vv t€lnich dutinach. Karcinom vaje¢niku je typickym piikladem, kdy dochazi k Sifeni bunék

po povrchu organti dutiny biisni.

Metastazovani krevnim reciStém (hematogenni) je Sifeni malignich bun¢k krevni
cévou, kdy jsou krvi pfeneseny na vzdalené misto, kde vytvaieji své nové lozisko. Prikladem

je metastazovani karcinomt tlustého stfeva do jater (vratnicovou zilou).

Metastazovani lymfatickymi cestami je zakladani novych loZisek v lymfatickych
cestach nebo lymfatickych uzlindch. Toto §ifeni mize piejit v Sifeni krevnim systémem,

jelikoz mizni cévy usti do krevniho fecisté (Vorlicek a kol., 2012).



1.2 Maligni melanom (melanoblastom)
Melanom patii mezi neuroektodermové zhoubné nadory, které vychazeji z nezralych
melanocyti. Melanom se typicky objevuje v kozni oblasti, n€kdy se v8ak muze vyskytnout

i vjinych organech (oku, sliznici urogenitalniho a gastrointestinalniho traktu)(Vorlicek
a kol., 2012).

1.2.1 Patogeneze

Melanom je nador, ktery velmi casto vytvaii metastaze, ale pokud najdeme
melanocyty napiiklad v lymfatickych uzlinach, jesté to neznamena, Ze jde 0 nadorové bujenti,
protoze zde se mohou nachazet iza normalnich okolnosti. Melanocytové afekce jsou
nejcastéjsim pigmentovym postizenim kize, které muze byt benigni (melanocytovy névus-
ostfe ohrani¢ena pigmentova skvrna tvofena hnizdy melanocytil) nebo maligni (maligni
melanom). U melanocytovych afekci nejsou melanocyty navzajem fixovany a proto se
mohou jednotlivé bunky snadnéji uvolnit z bun&tného seskupeni. Proto také dochazi

ke vzniku metastaz i U malého primarniho nadoru.

U 50-70% nadorem postiZzenych lidi se melanom objevuje na normalné vyhliZejici
ktzi. U vétSiny dospélych nedochdzi k novému ptibyvani melanocytovych projevi. Pokud
by se ovSsem novy melanocytovy projev objevil, méli bychom ho tedy ihned rozpoznat.
Nékdy se ovSem stava, Ze nemocni ignoruji kozni projevy, ty se mohou zvétSovat, ménit
svou barvu, riist nad trovent okoli nebo se narusi kozni povrch a vznika vied s krvacenim.
Zbylych 30-50% melanomt vznika v jiz existujicim melanocytovém postizeni (V tzv.
prekurzorech melanomu). Vyznamné jsou malé vrozené névy, lentigomaligna melanom

a ruzné ziskané névy (Pizinger, 2003).

1.2.2 Klinicky obraz melanomu
Pro vyhodnoceni melanocytovych projevi se pouziva pravidlo ABCD, kde se kontroluji

tyto zmény:

e Asymetry - lozisko je nepravidelné a ma asymetricky tvar
e Borderline — loziskové okraje jsou nepravidelné, se zafezy a vybézky
e Colour —tmavne barva loziska, je skvrnita

e Diameter - primér loziska se zvétsuje (Vorlicek a kol., 2012).

Negativnim projevem je tvorba viedd (ulcerace), coz je proces, kdy diky rdstu nadoru

dochazi k naruseni kozniho povrchu a vznikne vied. U viedu dochazi ke krvaceni, kozni
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postiZzeni se nehoji a tim se tedy vied povazuje za zavaznou zménu, kterd zhorSuje prognodzu

postizeného.

Nékdy se u nemocnych s melanomem vyskytuje ztrata pigmentu, kdy dojde k vymizeni
hnédého melaninového pigmentu na jinych mistech téla. Tento ndlez je ptiznivy, protoze

doba pfieziti se tim zvySuje (Pizinger, 2003).

Dalsi zména, ktera provazi horizontaln¢ zvétSujici se melanom je regrese. Klinicky
regrese vypada jako problednuti ¢asti nadoru, nebo uplné vymizeni ¢asti nadorového loziska.
Tato zména ukazuje na dobrou obranyschopnost organismu proti naddorovému bujeni
(Pizinger, 2003).

1.2.3 Histologie melanomu

Tloustka nadoru je jeden z faktort, ktery odhaduje dalsi pribéh onemocnéni. Na
histologickych fezech se urcuje tloustka nadoru, coz je vzdalenost (v milimetrech) mezi
nejvrchnéj$im mistem nédoru v oblasti epidermis az k dolni nejhloubé&ji uloZené ¢asti nadoru
Vv tukové tkéani. Pokud je tloustka nadoru mens$i nez 0,75 mm, je metastazovani malo
pravdépodobné, ovsem nadory vétsi nez 4,0 mm maji zdvazny priabéh onemocnéni. Toto

déleni ma orientacni vyznam, ale je také vyznamnym faktorem pro dalsi 1écebné postupy.

Pii ristu nadoru (zejména pii horizontalnim rustu) vznika kolem nadoru
imunologickd obrannd reakce, coz je pozorovatelné pritomnosti lymfohistiocytarniho
infiltratu. Jde 0 zanétlivou reakci, jejiz infiltrat obsahuje hlavné T-lymfocyty (Pizinger,
2003).

1.2.4 MySi melanom B16

Jsou znamy Ctyfi ruzné linie mySiho melanomu - B16-FO, - F1,- F10 a— BL6, kde
melanom B16-F0 je rodicovskou bunéénou linii. Pro nase ucely vyuzivame bunky mysiho
melanomu B16-F10. Tento melanom je typicky svou vysokou invazivitou a schopnosti
metastazovat (pievazné do plic). Schopnost tvofit metastaze U mysSi se postupné zvysuje
v poradi B16-F0,- F1 a— F10. Melanomu B16-F10 byl ziskan pomoci Fidlerovi metody
ajeho bunky jdou velmi dobie napéstovat in vitro a velice dobife rostou (jejich doba

mitotického cyklu je néco malo pres 12 hodin) (Nakamura a kol., 2002).



1.3 Lécba v onkologii

Ve dvacatém stoleti prudce vzrostl vyskyt rakoviny a proto se béhem 2. poloviny
minulého stoleti rozvinula medikamentézni 1é¢ba. Diive byla na prvnim misté 1écba
chemoterapii, ale v posledni dob¢ se ji vyrovnava i rozvijejici se imunoterapie a biologicka
terapie. Samoziejmé pii terapii nadord zlstavaji stale zakladni 1éCebné postupy, jako je

chirurgické feSeni, chemoterapie a radioterapie (Altaner, 2008).

1.3.1 Chemoterapie

Chemoterapie je léCba provadéna pomoci cytostatik, coz jsou latky, které zastavuji
rist nddorového bujeni. PouZivaji se spolu s dalSimi lé€ebnymi postupy (operativni
odstranéni nebo ozafeni nadoru). Jsou rizné typy nadortt atim jsou iodlisné citlivé
k chemoterapii nebo 1é¢b¢ zafenim. Chemoterapie velice ptispiva k vylé¢eni mnoha pacientl

S ur¢itymi typy nddorového bujeni.

Cytostatika zpomaluji bunécnou proliferaci, proto ptuisobi na vyrazné proliferujici
nadorové buinky. Vysoka toxicita cytostatik se projevuje bohuzel i u dalSich rychle
rostoucich bunék (kostni dien, vlasové folikuly). Cytostatika maji rizné mechanismy
pusobeni. Soucasnym nebo postupnym podavanim nékolika cytostatik se ucinek
chemoterapie zvySuje a snizuje se rezistence bun¢k na cytostatika. Dalsim pokrokem bylo
spojeni vhodnych cytostatik s pomocnymi prostiedky, které obnovuji krvetvorbu a podporuji

imunitu.

Cytostatika maji také nezadouci ucCinky, inhibuji irist nenadorovych bun¢k
a poskozuji také strukturu DNA (Hynie, 2001).

1.3.2 Radioterapie

U nadord se radioterapie vyuziva jako soucast standartniho 1é¢ebného postupu ato
spole¢né s chirurgickou nebo chemickou 1é¢bou. Je to postup, kdy se do nadoru dostava
urcitad davka zateni. Tato davka by méla nador znicit nebo alespon omezit jeho rlst, ale bez
poskozeni zdravé tkané. Je vSak znamo, Zze zatfeni poSkozuje kromé proliferujicich bunck
i cévni pojivovou tkan. Tohoto G¢inku se velmi ceni U nadort, ale na zdravou tkan to mize

mit velmi nezadouci G¢inek (vznik poradia¢nich jevii) (Vorlicek a kol., 2012).

1.3.3 Chirurgicka lécba
Chirurgie je zakladni 1é¢ba nadori, ktera hraje velmi dalezitou roli v diagnostice,

prevenci a terapii nadort. Pokud je nador lokalizovany a nemetastazuje, provadi se radikalni
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chirurgicky zékrok. Takto lokalizovany nddor se vétSinou vyskytuje v raném stadiu, operaci

dojde k odstranéni nadoru spole¢né s lemem okolni tkan¢ (Vorli¢ek a kol., 2012).

1.3.4 Nadorova imunoterapie

V posledni dobé se stava velmi vyznamna nadorova imunoterapie, ato jak
Vv pokusech in vivo nebo in vitro, tak jako bézny 1é¢ebny postup U nadorového onemocnéni.
Je podavéna jako monoterapie nebo spole¢né s chemoterapii. Touto lé€bou dochazi
Kk podporovani pfirozené protinadorové obrané organismu. Cilem je zasahnout do procesu
tumorigeneze (vznik nadoru) azvratit tento proces, ale aby doSlo Kco nejmenSim
nezadoucim G¢inkdm na organismus (Kralickova a kol., 2011). Zatimco v zahranici se pojem
imunoterapie kryje s pojmem biologicka terapie, U nas se pojem biologicka terapie pouziva
pro terapii cilenou (pouziti protilatek pro blokaci povrchovych bunéénych receptorii, pouziti
inhibitort kinaz ucastnicich se pfenosu signali a inhibitorit enzymu ovliviiujicich

epigenetické zmény).

1.3.4.1 Bakterialni adjuvans
Vyuziva se kmene Bacillus Calmet-Guerin (BCG), ktery se pouziva pii 1é¢bé
karcinomu moc¢ového méchyie ato pomoci monoterapie nebo v kombinaci s chemoterapii

(Grange a kol., 2008).

1.3.4.2 Nadorova vakcinace
U nddorového onemocnéni se déli vakcinace na preventivni a léCebnou. Mezi
preventivni patii ofkovani proti hepatitidé B (kdy jde o prevenci hepatocelularniho

karcinomu) a o¢kovani proti papilomavirim (prevence karcinomu délozniho ¢ipku).

Lécebné piisobeni nadorovych vakcin je zaloZzeno na zlepSeni antigenni prezentace
nadorovych bun¢k. Vybér vhodného antigenu, pouziti spravného adjuvans a zajisténi trvale
ucinné odpovéedi, hraji dulezitou roli pfi vyrobé protinddorové vakciny. (Tolozo akol.,
2004), Protinadorové vakciny rozdélujeme na celobunééné, geneticky pfipravené, peptidové,
proteinové, VLP vakciny (virus-like particles) a vakcinace dendritickymi bufikami
(Kralickova a kol., 2011).

Problémem celobunécnych vakcin je, Ze maji nizkou schopnost vyvolat imunitni
odpovéd’. Castou komplikaci je vyskyt jinych antigenti U metastiz a u matei'ského nadoru.
Jako celobunécné vakciny se nejvice pouzivaji ozafené nadorové bunky, které tak ztratily

schopnost délit se.



Geneticky pfipravené vakciny S pouZzitim plazmidové DNA jsou hlavnim vyzkumnym
smérem. (Weide a kol., 2008). Problémem DNA vakcin se mize stat vélenéni virového
genomu do lidského genomu s dal$i schopnosti maligni pfemény (Krejsek & Kopecky,
2004).

VLP vakciny jsou viru podobné Ccastice- prazdné obaly virti tvofené kapsidovym
proteinem LI, coz je nositel vSech dilezitych imunitnich epitopt. Vakciny neobsahuji
virovou DNA (ta je nutnd pro rozvoj infekce) ajsou tedy neinfekéni a neonkogenni
(nereplikuji se). Purifikované VLP jsou pak smichany s adjuvans a vytvareji konecnou
vakcinu. Tyto adjuvancia pomdhaji pohlceni ockované protilatky antigen prezentujicimi
bunkami a napomahaji nespecifické stimulaci imunitni reakce (Wright a kol., 2006)(Tolozo
a kol., 2004).

Vakcinace dendritickymi butikami. Za pomoci ruznych cytokini (GM CSF, IL- 4) lze
Z perifernich monocyti pfipravit velké mnozstvi dendritickych bunék (in vitro). Ty se
kultivuji s nddorovymi antigeny (lyzatem nadoru nebo apoptotickymi nadorovymi buiikami)
a aplikuji se pacientovi, kde stimuluji jeho T- lymfocyty K protinadorové odpovédi. Tato
vakcinace je ve fazi klinickych II- 1ll. zkousek u pacientd s melanomem nebo karcinomem

prostaty nebo ledvin (Hofejsi & Barttiikova, 2009).

1.3.4.3 Adoptivni imunoterapie
Adoptivni imunoterapie je zaloZzend na reinfuzi lymfocytii, které jsme nejdiive

nakultivovali se smési cytokini. V uplynulych letech vSak pokusy s LAK buiikami

v v

1.4 Imunologie nadori
Imunitni systém udrzuje vnitini prostiedi organismu (homeostazu). Jeho hlavni funkci
je schopnost reagovat na nebezpec¢i a skodliviny, at” uz vné&jsi (mikroorganismy a jejich

toxiny), nebo vnitini (nadorové zménéné bunky), a eliminovat je.

Imunitni systém obsahuje jednotlivé bunky, které koluji krevnim a miznim fecistém,
bunky jednotlivych tkani a organy téchto bunék. Organy, kde dochazi k vzniku a zrani
bun¢k, jsou thymus a kostni dfeii. VSechny buiky vznikaji z buniky kmenové (CD34+).
Zrani krevnich bun€k z kmenovych je fizeno faktory stimulujici bunétné kolonie (CSF)

a n¢kterymi interleukiny (Bartinkova & Vernerova, 2002).



Latka, ktera je schopna vyvolat imunitni odpovéd’ se nazyva antigen. Antigeny jsou

bilkovinné, lipidové a cukerné povahy (proteiny, glykoproteiny, lipopolysacharidy).

1.4.1 Unik nadori pied imunitnim systémem

Unikovych mechanismi je celd fada, aproto je sila imunitniho systému proti
nadorovému onemocnéni obvykle nedostate¢nd. Nadorové bunky jsou pomoci téchto
mechanismt schopny uniknout imunitnimu sytému, kdy se na tomto Uniku podileji jak
nadorové builky, tak bunky imunitniho systému (hlavné s nadory asociované makrofagy-
TAM a CD4+ CD25+ regula¢ni T- lymfocyty (Hotejsi & Barttikova, 2009). Mechanismy,

kterymi nadorové bunky unikaji utoku imunitniho systému:

e Nizk4 imunogenicita (schopnost vyvolat imunitni odpoveéd’), jelikoz nédory

jsou vlastni tkani a antigeny vzniklé v disledku mutaci jsou slabé.

e Absence kostimulaénich faktori CD80 aCD86 (slouzi k utlumeni
cytotoxickych a pomocnych T- lymfocytl). Jelikoz jsou nadorové antigeny
prezentovany lymfocytim bez kostimula¢nich molekul, dochazi k navozeni
tolerance nadord.

e Snizena exprese MHC |(HLA 1), diky tomu dochazi k uniku pted
cytotoxickymi T- lymfocyty.

e Produkce faktorii inhibujici T- lymfocyty- nadory vylucuji transformujici
rustovy faktor TGF- beta, ktery vyvolava tvorbu Treg z CD4+ lymfocyti, ty
potlacuji atak cytotoxickych lymfocyth. Dalsi cytokin, ktery se podili na
navozeni nadorové tolerance, je IL- 10.

e Exprese znacného mnoZstvi Fas ligandu. Pokud se tento FasL dostane do
kontaktu s Fas receptorem, dojde k apoptoze infiltrujicich lymfocyta (burnka
s Fas receptorem). Nadory snizuji hladinu Fas receptord, ¢imz se stavaji
odolnymi proti apoptoze a posiluji FasL, ktery likviduje lymfocyty (puisobi

i na neutrofily) a ptispiva k imunotoleranci (Bartunkova, 2002).

1.4.2 Slozky imunitniho systému

Imunitni systém vykonava ur€ité funkce, kde hraji roli krevni bunky a humoralni
faktory. Nékteré builky putuji krevnim a miznim ob&éhem, a pokud jsou potieba, vyb&hnou
do mista zanétlivé reakce. Dal$i buiiky imunitniho systému se nachazeji ve tkani a nikam

necestuji. Slozky imunity se déli podle svého uplatnéni v imunitni reakci. Humoralni



imunita, kterd je zajiSténa protilatkami a systémem krevnich bilkovin (komplementem)

a buné¢na imunita, kde hraji dtlezitou roli fagocytujici bunky.

Mechanismy imunitniho systému mizeme rozdé¢lit na 2 typy- vrozené (nespecifické)
a ziskané (specifické), které se vzajemné dopliiuji. Do vrozené imunity patii granulocyty,
komplement, makrofagy/ monocyty a NK buiky (ptirozeni zabijeci). Lymfocyty T a B tvoii

slozku ziskané imunity (Bartinkova & Vernerova, 2002).

Posledni ochranou proti nddorovému bujeni je imunitni reakce na nadorové builky.
Pokud dojde k pfeméné bunék na buiiky nadorové, imunitni systém musi rychle a efektivné
zareagovat a eliminovat je. Zhlediska velkého vyskytu zhoubnych nadorti se zda byt
imunitni odpovéd’ na nadorové bujeni nedostatecné U€inna, ovsem tak tomu neni. Béhem
zivota ziejm¢ dochdzi k nadorovému bujeni castéji aimunitni systém zfejmé podobné
vyskyty nékolikrat fesil. Se zvysujicim se v€kem klesa funkce imunitniho systému, a proto

pak castéji dochazi k propuknuti nddorového onemocnéni.

Diive se myslelo, Ze G€inngjsi slozkou protinddorové imunity je specifickd imunita,
protoze se predpoklddalo, Ze naddorové bunky maji na svém povrchu nadorové antigeny,
které¢ specifickd imunita rozpoznd jako cizi a navodi imunitni odpovéd’. OvSem nadory,
ptirozené¢ se vyskytujici U ¢lovéka, nejsou schopné navodit dostate¢nou imunitni reakci
(nejsou vysoce imunogenni). V soucasnosti je tedy jasné, ze praveé pfirozend imunita je

Vv protinddorové imunité efektivnéjsi a rozhodujici. (Krejsek & Kopecky, 2004).

1.5 Ziskana imunita

Ziskana (specifickd) imunita je evolucné mladsi (objevila se az s obratlovci), antigenné
specifickd, reaguje na cizorodou c¢astici pomoci vysoce specifickych molekul (protilatky,
antigenné specifické receptory T- lymfocytd akjeji aktivaci dojde az po setkani
s antigenem. Charakteristickym rysem téchto specifickych reakci je imunologickd pamét’.
K ziskané imunité¢ se fadi mechanismy humoralni, které jsou zalozené na protilatkach,
a bunécné zprostiedkované (zalozené na T- lymfocytech). K aplnému rozvoji specifické

imunity dochazi za nékolik dni aZ tydnd. Radi se sem T a B lymfocyty.

1.5.1 Lymfocyty
T lymfocyty dozravaji vthymu a dokazi zprostiedkovat specifickou imunitu. Aby
mohla specifickd imunita fungovat, musi spolupracovat s imunitou vrozenou. Specificka

imunitni odpoveéd’ zprostfedkovana T-lymfocyty brani organismus proti v§em typtim infekci



a proti nadorovému bujeni. Kdyz T-lymfocyty dozraji, dostavaji se do krve a poté migruji
pies lymfatické tkan¢ zpét do cévniho fecisté. Naivni T lymfocyty (T lymfocyty, které se
jesté nesetkaly s antigenem) prochdzi z krevniho fec€isté do tkani, dokud se nepotkaji
s antigenem. Antigen dokaze T lymfocyty rozpoznat, jen kdyz jsou ve spojeni s MHC
molekulami (v antigen prezentujicich bunkach (APC) vznikaji peptidické fragmenty, které
pfedstavuji antigen). Pfikladem antigen prezentujici buiiky jsou dendritické buiky. Kdyz
dojde k rozpoznani antigenu pomoci receptoru na T lymfocytech (receptor pro antigen),
dojde k rozsiteni daného T lymfocytu. T lymfocyty jsou rozdéleny na subpopulace CD4+ |
které pracuji jako bunky pomocné (Th buiiky) a buiiky supresorické Treg, a CD8+, pracujici
jako cytotoxické buiiky (Tc buniky). Subpopulace CD4+ se déli na dalsi dva subsety Thl
(imunitni reakce proti bakteridlnim patogenim), které produkuji zejména IL- 2 a IFN-
y @ Th2 (imunitni reakce proti mikroorganismiim), které produkuji hlavné IL- 4, IL- 5, IL-
6 allL- 10. Tyto subsety se od sebe lisi odlisnou produkci cytokini a funkci (Krejsek &
Kopecky, 2004).

Dalsimi jsou napfiklad ThO klony, které produkuji smés cytokinti typu 1a2. Th3
jsou T- lymfocyty, ukterych je charakteristickd intenzivni produkce TGF- B, Dalsi
subpopulaci T- lymfocytl jsou Thl7, které sekretuji IL- 17 (mé& vyrazné prozéanétlivé
vlastnosti), zvySuji aktivitu neutrofild. Tyto buiky si diferencuji z ThO lymfocytt. Dale tyto
Th17 bunky produkuji IL- 21, ktery aktivuje NK buiiky a tim se zesiluje zanétliva reakce
(Hotejsi & Barttinkova, 2009).

Kdyz dojde k eliminaci infekce, dojde k zeslabeni aktivity T lymfocyti. Nékteré jsou
zni¢eny apoptdzou, jiné antigen specifické T lymfocyty se pfeméni na pamétové bunky

(Hoftejsi & Bartiinkova, 2009)(Krejsek & Kopecky, 2004).

B lymfocyty jsou typické bunky specifické humoralni imunity. Jejich vyvoj probiha
V kostni dfeni. Pokud jsou zralé, maji na svém povrchu receptory pro antigen
(imunoglobulinové molekuly). Aby mohlo dojit k aktivaci B lymfocytu atim i K tvorbé
protilatek, musi B lymfocyty spolupracovat s T lymfocytarnim systémem (pomocnymi
signaly subsetu Th2 T lymfocytt). B lymfocyty mohou také fungovat jako antigen
prezentujici buniky T lymfocytim, protilatkami mohou ovliviiovat mechanismy piirozené
imunity. B lymfocyty, které jsou jiz diferenciovany, se hromadi v sekundarnich lymfatickych
organech (Krejsek & Kopecky, 2004).

10



1.6 Prirozena imunita

Pfirozena (nespecifickd) imunita obsahuje slozky jako je komplementovy systém,
fagocytujici bunky a NK buiiky. Je to vyvojove starSi systém, jelikoz schopnost fagocytozy
mély jiz jednobunécné organismy. Reakce téchto slozek je na pfitomnost antigenu velmi
rychléd a vzdy stejna (uniformni), nezavisle na tom, zda uz se s antigenem dfive setkala, nebo

ne.

Nespecifické mechanismy imunity jsou zalozeny na rozpoznani chemickych struktur
charakteristickych pro mikroorganismy. Mezi humoralni slozky nespecifické imunity patfi
komplement, interferony, lektiny ajiné sérové proteiny amezi slozky bunééné patii
prirozené cytotoxické nebo fagocytujici buiiky. Systém fagocytl vytvaii bunécnou slozku
pfirozené imunity, patii mezi né monocyty/ makrofagy, polymorfonuklearni leukocyty
(s vyjimkou basofilti) a dendritické bunky, které hraji hlavni roli ve zpracovani a prezentaci
antigenu T lymfocytim, ¢imz vytvareji spojnici mezi nespecifickou a specifickou imunitou.
Hraji zde dulezitou tlohu MHC glykoproteiny, diky kterym jsou na povrchu APC
vystavovany fragmenty proteind jimi pohlcenych (Hofejsi & Bartiinkova, 2009).

Fagocytéza je proces, kde dochazi k cestovani za Skodlivinou (chemotaxe),
rozpoznani, pohlceni, zpracovani (nebo usmrceni). Cizorodou castici fagocytarni bunky
poznaji pomoci receptorit pro bakterialni slozky (lipopolysacharid, lektiny), nebo pomoci
receptorii, které rozpoznaji Fc cast protilatky nebo slozky komplementu (Bartiiikova &

Vernerova, 2002).

Pokud dojde k zanétlivé reakci, fagocytarni bunky uvolni mediatory zanétu,

prozanétlivé interleukiny a faktor nekrotizujici nador (TNF).

1.6.1 Makrofagy

Mezi bunky protinadorové imunity se fadi leukocyty, které vytvareji charakteristické
mikroprostiedi nadoru. Leukocyty se vyskytuji ve stromatu anadorové tkani, a pokud
infiltruji nddor, mohou ho podporovat v jeho rhstu arozSitovani. Také mohou zplsobit

sniZzeni imunity (imunosupresi), coZ je typické pro nadorové onemocnéni.

Makrofagy, které vznikaji z monocyti (prekurzor makrofagl), tvoii vétSinu
leukocyti v nédoru. Jde o0 makrofagy asociované snddorem (Tumor Associated
Macrophages). Monocyty se do nadoru dostavaji cilené, pomoci cytokint. Tyto cytokiny

Vv prostfedi nadoru =zajisti delSi preziti makrofagii a spoleéné vytvaii cytotoxicitu vici
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nadorovym bunkam. Makrofagy dokazi posSkodit endotel cév atim ovlivnit rist nadoru
(negativn¢). OvSem nékdy mohou makrofagy asociované s nadorem rist nadoru podporovat,

a tim i jeho metastazovani (Krejsek & Kopecky, 2004).

1.6.1.1 Rozpoznani pFitomnosti patogenii vrozenou imunitou

Receptory vrozené imunity rozpoznavaji molekuly patogennich mikroorganismd,
které ozna¢ujeme PAMPs (Pathogen Associated Molecular Patterns). Prikladem mohou byt
endotoxiny (lipopolysacharidy) spoleéné pro gramnegativni bakterie, peptidoglykany
(typické pro grampozitivni bakterie), glukany a mannany charakteristické pro kvasinky
a plisné. Pro tyto typické mikrobialni komponenty jsou na fagocytech pifitomny rizné druhy
membranovych receptori PRRs (Pathogen Recognition Receptors). Tyto receptory umoziuji
vrozené imunité rozpoznat i nebezpecnou invazi a spustit obrannou zanétlivou reakci, kterou
nasleduje aktivace ziskané imunity. PRRs se d¢li podle jejich funkce na sekretované,

signalni a fagocytarni (Hofejsi & Bartiinkova, 2009) (Krejsek & Kopecky, 2004).

Sekretované receptory funguji jako opsoniny (vazi se na mikrobidlni stény), které
oznacuji Castici jako cizorodou. To umozni fagocytim akomplementu rozpoznat
mikrobialni povrchy. Nejznaméj$im sekretovanym receptorem je sérovy lektin vazajici
mannosu (mannose- binding lectin, MBL), dalSim ptikladem je C- reaktivni protein (CRP).
Tyto receptory se vazi na PAMPs rtiznych patogeni a tim spousti komplementovou kaskadu,

ktera vede k opsonizaci patogent a urychleni fagocytozy.

Fagocytarni receptory se nachédzeji na povrchu fagocytujicich bunék (makrofagy,
dendritick¢ bunky, neutrofily). Fagocytéozu zprostfedkuji interakce mezi povrchovymi
lektiny (proteiny schopné vazat sacharidy) fagocytl a sacharidy (soucasti mikrobidlnich
glykoproteini a polysacharidii). Kdyz dojde k rozpoznani mikrobidlnich PAMPs, zajisti
PRRs jejich vazbu na povrch fagocytd, které zplisobi jejich usmrceni a rozkladani
Vv lysosomu. Timto zptisobem vznikaji antigenni fragmenty, které¢ jsou ve spojeni s MHC
molekulami II. Tfidy prezentovany T- lymfocytim na povrchu APC. NejvyznamnéjSim
fagocytarnim receptorem je mandzovy receptor (vyskytuje zejména na makrofagach), ktery
rozeznava polysacharidy obsahujici D- mannosu. Dal§imi zastupci této tfidy jsou Scavenger
(aklidové) receptory, N- formyl Met receptory a Dectin 1 (Krejsek & Kopecky, 2004)
(Hoftejsi & Bartiinkova, 2009).

Signalni receptory hraji hlavni roli ve spousténi systému vrozené imunity.

Nejvyznamngjs$imi signalnimi receptory jsou TLR (Toll- like receptory), které dokazi
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rozeznat chemické struktury charakteristické pro rizné patogeny- lipopolysacharidy,
lipoproteiny, prokaryotické a virové nukleové kyseliny. Nékteré z téchto receptor mohou
byt také stimulovany molekulami organismu vlastnimi, které se uvoliuji pfi stresovém nebo
nekrotickém poskozeni tkdné aslouzi jako signaly nebezpe¢i (podobné jako PAMPs).
Nékteré TLR jsou umistény na povrchu bunék, jiné v intracelularnich membranach (TLR 3,
7, 8, 9). Signalni receptory aktivuji geny pro prozanétlivé cytokiny (IL- 1, IL- 6, TNF, IL- 8)
a geny pro nekteré¢ adhezivni a kostimulacni receptory na povrchu APC. Sekrece cytokint
a indukce membranovych receptort je dilezitad pro regulaci imunitni odpovédi (interaguji
s antigenné specifickymi slozkami imunitniho systému). Dal§im piikladem signalnich
receptort jsou cytoplasmatické NOD- like receptors (NLRs), které maji podobnou funkci
jako TLR (Hofejsi & Bartankova, 2009).

1.6.2 Dendritické bunky

Dendritické buiiky jsou v nddorové tkdni zastoupeny rovnomeérné jako makrofagy.
Hraji dualezitou roli pro spusténi specifické imunitni odpoveédi ajsou schopné spojit
pfirozenou a specifickou imunitu. Dendritické bunky exprimuji velké mnozstvi molekul II.
tiidy hlavniho histokompatibilniho komplexu (molekuly MHC Il) a presentuji antigen
T lymfocytim. Dendritické bunky asociované s nadorem (Tumor Associated Dendritic
Cells) mohou byt nezralé a tim mize dojit k snizeni T-lymfocytarni imunity. Nebo jsou plné
vyzralé a ty dokézi spustit imunitni reakci v okoli nddoru. Pokud dojde k zachyceni antigenu,
dendritické bunky migruji do lymfoidnich organd, kde dojde k vlastni imunitni reakci
(presentuji antigen lymfocytim). Diky tomu dojde k rozsifovani antigen specifickych
T lymfocytd a hned poté se aktivuji B lymfocyty (Krejsek & Kopecky, 2004).

Dendritické bunky jsou nejucinnéjSimi antigen- prezentujicimi buiikami, proto jsou
vyuzivany jako vakciny proti nadortim. Byly vyvinuty riizné strategie, které maji za cil dodat
tumor- associated antigens (TAAs) do dendritickych bunék pomoci nddorové RNA,
nadorovych lyzath nebo apoptopickych nadorovych bunék, které vyvolavaji a posiluji
protinadorovou imunitni odpovéd’. OvSem existuje alternativni strategie, ktera indukuje
protinadorovou imunitu. Jednd se 0 pouziti bunék ziskanych fuzi dendritickych bunék
anadorovych bunék, jelikoz fuze dedritickych anadorovych bunék vyvolava silnou
protinadorovou imunitni odpovéd’. Tato fize bun€k nabizi nckolik vyhod pro prezentaci
nadorovych peptidii a nasledné indukce protinddorové imunity: zpracovani a prezentace
neidentifikovanych TAA (¢imz obchazi nelehky kol poznat jednotlivé TAA), prezentace

vice TAA (¢imz se zvySuje frekvence T- bunécné odpovédi a maximalizace protinadorové
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imunity), dale hojna prezentace TAA kostimula¢nich molekul (¢imz se zabrani mozné
indukci tolerance) a aktivace polyklonalnich CD4+ a CD8+ T- bunék (¢imZ pomaha T-
bunikam, aby doslo k indukci CTL odpovédi)(Koido a kol., 2013).

1.6.3 Polymorfonuklearni leukocyty (granulocyty)

Granulocyty jsou velmi dilezitou slozkou pfirozené imunity, jsou nejpocetnéjsi
tiidou leukocytti. Granulocyty se déli na neutrofily, eozinofily a bazofily. Pouze neutrofily
a eosinofily dokazi pohlcovat mikroorganismy, usmrtit a rozlozit je. Dalsi dulezitou funkci
granulocyti je jejich produkce cytokinti, protoze diky nim mohou zasahovat do funkci
imunitnich reakci. Ve svych granulich maji fadu biologicky aktivnich latek (hydrolytické
enzymy, proteoglykany a hlavné biogenni aminy- histamin a serotonin), které se b&hem
imunitni reakce (zanétu) uvolnuji a tim eliminuji infek¢éni agens. Granulocyty jsou schopny

téz poskozovat i struktury vlastniho téla (Krejsek & Kopecky, 2004).

1.6.4 NK buiky

Mezi bunky protinddorové imunity patii NK bunky, které jsou velmi dilezZitou
slozkou pfirozené imunity, i kdyz tvofi pouze 5-10% mononuklearnich bun¢k (smés bunék
lymfocytarni a monocyto-makrofagové tady) Vv periferni krvi. Pokud dojde ke styku
s poSkozenou bunikou, NK bunky reaguji velmi rychle ibez pfedchozi zvySené citlivosti
ajejich cytotoxicita neni zavisla na pfitomnosti antigeni HLA systému (French &
Yokoyama, 2003), (Smyth a kol, 2001). NK bunky dokazi rozpoznat a nasledné zabit bunky,
které nenesou na svém povrchu dostate¢né mnozstvi molekul HLA 1. Ttidy (Gross &
Walden, 2008), jelikoz nadorovym buikam chybi MHC molekuly (u lidi HLA) a diky tomu
se kryji pied plisobenim cytotoxickych T- lymfocytii. Tato absence MHC molekul umoziuje
NK buiikkdm rozpoznat nadorové buinky a znicit je. NK bunky maji na svém povrchu
receptory pro MHC molekuly, pokud jsou tyto receptory obsazeny MHC molekulou,
pusobeni NK bungk inhibuje, ale pokud nejsou obsazeny MHC molekulou, dojde ke zni¢eni
postizené buiiky NK buiikami (Jilek, 2005).

NK buiiky se objevuji ve vSech orgénech téla, ovSem v kazdém orgénu maji jiné
zastoupeni. V lymfatickych organech je 10krat vyssi pocet NK bun€k neZ v periferni krvi
(Gregoire a kol., 2007). Dale se vyssi poc¢et NK bunék vyskytuje v plicich, jatrech a sleziné
(Ferlazzo a kol., 2004).

Pokud jsou NK buniky aktivované, vytvaii se fada cytokinii a chemokini, které se
ucastni imunitni reakce, jelikoz vedou K autokrinni (bufika je pfeménéna diky ucinku
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ristového faktoru a vaze se na membranové receptory té samé bunky, ktera ho vyrobila)
a parakrinni (zde se vaze vznikajici rastovy faktor na membranové receptory jiné burky)
aktivaci bun¢k. Timto zptsobem reguluji NK bunky pfirozenou i ziskanou imunitni reakci

(Biron a kol., 1999).

Na povrchu NK bunék se objevuji molekuly, které funguji jako receptory pro
adhezivni molekuly cytokiny achemokiny Diky témto receptorim muzeme NK bunky
rozpoznavat. Naptiklad molekulu CD7 maji na svém povrchu vS§echny NK buiiky. Normalni
krevni lymfocyty vystavuji na svém povrchu CD56 i CD3 molekuly, zatimco NK bunkam
zcela chybi receptor pro T-lymfocyty ( CD3 molekula) (Robertson & Ritz, 1990). Molekula
CD56 je hlavni membranova molekula NK bunék, jind molekula na povrchu vétSiny NK

buné¢k je CD16 (Lanier a kol., 1986).

1.6.4.1 Pro¢ NK buiiky nejsou tak uc¢inné proti nadorim?

Absence MHC molekul vede sice k umoznéni ataku NK bunék, ale jejich ataku se
nadorova buika brani expresi MHC Ib molekul (u ¢lovéka HLA- G). HLA- G se nachazi jen
na povrchu bun¢k trofoblastu (¢ast placenty pochazejici z plodu) a vaze spousty peptidu.
Burnky trofoblastu neexprimuji klasické MHC | molekuly a proto nemohou byt T- buiikami
rozpoznany. Aby se bunky trofoblastu nestaly tercem NK bunék, jsou na tyto buiky
specificky exprimovany neklasické MHC | molekuly HLA- G. Tyto HLA- G s peptidy jsou
rozpoznavany inhibi¢nimi receptory NK bunék a pfispivaji tak k toleranci plodu v déloze.
NK bunky nemaji univerzalni inhibi¢ni receptor, ktery by rozeznal vSechny izotypy a formy
MHC I. Jednotlivé klony NK bun€k vystavuji na svém povrchu rizné kombinace inhibi¢nich
receptort. Inhibiéni receptory jsou bud’ imunoglobulinové skupiny (jsou pouze na lidskych
NK buiikach, tzv. KIR (killer inhibitor receptors) nebo C- lektinové skupiny. C- lektinové
skupiny jsou jak umysi (receptory Ly- 49), tak na lidskych NK bunkach (heterodimer
CD94/ NKG2A). Vysledna reakce NK bun€k tedy zavisi na tom, zda pievazi stimulacni
nebo inhibi¢ni signaly(Hoftejsi & Bartliikova, 2009).

1.6.4.2 Cytokiny v onkologii

Proliferace normalnich (nenadorovych) bunék je také regulovana rtznymi faktory
a cytokiny. Ale pokud se tato regulace vymkne kontrole zdravych tkani, vznikd zhoubny
nador. K proliferaci nadorovych bunék patii také jejich autokrinni a parakrinni podpora.
Cytokiny se ucastni regulacnich mechanismi, jako je proliferace nadorového bujeni,

ovliviuji rast nadoru, také metastazovani a vyvoj a rust novych krevnich cév (angiogenézi).
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Mezi cytokiny vyskytujici se U mechanismi protinadorové imunity patii interleukin-
1 (IL-1), IL-2, TNF-o nebo interferony. Interferony se v onkologii vyskytuji nejdéle,
piedev§im INF-a. NejlepSich ucinki INF-o bylo dosazeno u adenokarcinomu ledviny,
maligniho melanomu a karcinomu délozniho ¢ipku (Klener, 1997). U interleukinl je
nejvice znamy svym klinickym uplatnénim IL-2, ktery se stal spolecné s INF-a béznym
vyuzitim Kk 1é¢bé pro metastazujici adenokarcinom ledviny, také se zjistily urcité uspéchy
Vv 1é¢bé maligniho melanomu. Dale IL-2 slouzi k aktivaci a mnozeni LAK bunék v pokusech
in vitro, které se poté zpétn¢ podavaji pacientovi (Bubenik a kol., 2003), (Escudier a kol.,
1994).

U parakrinni stimulace, ktera ovlivituje proliferaci endotelii a fibroblasti (ma
vyznam pro nové se vytvarejici cévy v nadoru), je zndmym cytokinem TGF-a. ZvySena
exprese tohoto cytokinu se Casto vyskytuje U transformovanych nadorovych bunck. Tato
exprese je navozena onkogeny (geny podilejici se na vzniku nadoru) nebo kancerogeny
(latka, vyvolavajici nadory). Urychleni vzniku nadoru pomoci TGF-a bylo zjisténo

u epitelidlnich nadort (prs, ledviny).

Mezi dalsi cytokiny patfi TGF-B, ktery ma dvé funkce v nddorovém ristu. Dokaze
tlumit imunitni reakce atim usnadiiuje vznik nadoru, oslabuje totiz proliferaci i funkci
bunék, které zprostiedkovavaji imunitni odpovéd’ (imunokompetentni buiky). Druhou
funkci je stimulace ristu nadoru, pomoci parakrinniho uc¢inku na stromalni ¢asti nadoru

(Klener, 1997).

Stroma nadorQ je tvofeno makrofagy. Tyto makrofagy samy produkuji mediatory,
které podporuji proliferaci nadorovych bunék, angiogenezi a metastazovani. U rostouciho
nadoru se uvolfuji chemokiny, které umoziuji vstup neutrofild. Tyto neutrofily dale
uvoliiuji mitogeny a faktory ptsobici na vznik cév, ¢imz vznika pro rist nadoru vhodné

prostiedi (Yan a kol., 2006).

1.6.4.3 Chemokiny a jejich receptory

Ve vyuziti NK bun€k v experimentech, které se zabyva protinddorovou terapii, maji
dulezitou roli chemokiny a jejich receptory. Chemokiny jsou skupiny malych, strukturné
pribuznych molekul, které reguluji dopravu riznych typa leukocyti pomoci interakei sedmi-
transmembranovych proteinti a G-protein vazanych receptort (Zlotnik & Yoshie, 2000).
Chemokiny a jejich receptory hraji také dtlezitou roli pii zrani dendritickych bunék, infekci,

pfi angiogenézi a rustu nadort (Rossi & Zlotnik, 2000).
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Diky uc¢inku chemokini jsou do mikroprostiedi nadoru pfinaseny T lymfocyty,
dendritické bunky, granulocyty, makrofagy iNK buiky, které spoleéné vytvaii
protinadorovou imunitu. VSechny tyto bunky urcuji, jak probéhne imunitni reakce. Zda
dojde kK odmitdni nadoru (melanom), nebo se zvySi invazivita nadoru spolu

S metastazovanim (karcinom prsu) (Balkwill, 2004).

1.6.5 Komplementovy systém

Komplement je humoralni ¢ast vrozené imunity. Je to systém asi 30 sérovych
a membranovych proteintt (produkované jaternimi bunkami, popiipadé makrofagy).
Obsahuje devét zakladnich slozek ( C1-C9) (Bartinkova & Vernerova, 2002). Po riznych
podnétech se aktivuji jednotlivé slozky (kaskadovitd aktivace). Hlavni slozkou je C3, jejiz
fragment C3b se kovalentné vaze na mikrobidlni povrch. Komplex proteinii C5b, C6, C7,
C8, C9- tzv. MAC (membrane attack complex) je kone¢nym produktem komplementové
kaskady. Tento MAC dokaze perforovat membrany (vytvoii se vnich pory) nékterych
mikroorganismi, zplsobovat jejich lyzu a tim je usmrti. Hlavnimi funkcemi komplementu
jsou opsonizace (C3b), chemotaxe (C3a, C5a) a osmoticka lyza (C5b- C9). Dalsi slozkou
komplementu je imunokomplex obsahujici fragmenty C3dg stimuluje aktivaci B- lymfocyti,
imunokoplexy obsahujici fragmenty C3b reguluji transport antigeni do sleziny a uzlin.
Komplement se muze aktivovat tfemi zpusoby- klasickou, kdy se komplement aktivuje
komplexem antigen- protilatka, lektinovou , kde je aktivatorem lektin vazajici mannosu
(MBL) a alternativni cestou, kdy k aktivaci dojde kontaktem slozky C3 s patogennim
povrchem (Hofejsi & Bartunkova, 2009).

1.6.6 Nadorova onemocnéni a vrozena imunita

Pivodni ptedpoklad, Zze bunécné cytotoxicita zavisla na protilatkach (ADCC) ziskané
narusen. Profesor Zheng Cui objevil mutaci SR/ CR u jedné mysi BALB/c, ¢imZ poukazal
na to, Ze nadory mohou byt ni¢eny vrozenou imunitou. Z této mySi BALB/ ¢ vznikl kmen
rezistentnich myS$i- SR/ CR mysi (mySi se schopnosti spontanni regrese nebo kompletni
rezistenci). Tyto mysi dokazi odolat vysokym davkam nadorovych bunék, které jsou pro
divoky typ (WT) mysi smrtelné i v malé¢ davce. Leukocyty mysi s SR/ICR mutaci dokazi
rozeznat nadorové buiiky jako cizorodé a rychle je znici, proto jsou tyto mysi tak odolné vici
nadorim. SR/ CR mysi se umi vypotadat s nadorovymi buitkami bez ptedeslého kontaktu,

z ¢ehoz vyplyva, ze protinadorova odpoveéd’ vychazi z vrozené imunity (Hicks a kol., 2006).
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Na myS BALB/ c, ukteré byla objevena mutace SR/ CR bylo nemozné transplantovat
sarkom S180 (ani pii pouziti vysokych davek) (Cui a kol., 2003).

V dalSich studiich se prokazalo, ze ptfenesenim leukocytti z SR/ CR mysi na jiné
normalni, nemutované mysi nesouci sarkom S- 180, ale i mnohé jiné nadory, je mozné
dosédhnout vyraznych terapeutickych efektd. V piipadé mysi se sarkomem S- 180 byla
vysledkem stabilizace nebo kompletni vymizeni nadort (9 ze 14), kdy mysi s uplnou regresi
zustaly bez zndmek nadorového rustu po dobu 10 mésici. Z téchto vysledki vyplyva, ze
bunky vrozené imunity SR/ CR mysi rozezndvaji urcité vlastnosti spole¢né vS§em nadorovym

bunkam a tim dochazi k jejich likvidaci (Hicks a kol., 2006).

Také se zjistilo, Ze mutace SR/ CR zavisi na stafi mysi, kdy u mladsich mysi (mladsi
nez 4 mésice) doslo kUplné rezistenci proti  transplantovanym nadorim (complete
resistance, odtud CR). U starSich mysi se nadory sice pfijaly, ale byly nasledn¢ postupné
zlikvidovany (spontaneous regression, odtud SR)(Hicks a kol., 2006).

Také byla provedena studie, kde se zjistilo, Ze mutace SR/ CR se da pfenést na mysi
jinych linii- kiizenim dojde k pfenosu mutace na potomky. Byly vyuzity mysi linie C57BL/
6, CAST/ Ei nebo nahé mysi (nude mice), které postradaji thymus. Jelikoz se U mysi bez
thymu vyskytuji T- lymfocyty velmi malo, dokazalo se, Zze k zniceni nadoru je zapotiebi

vrozené imunity (NK burky, neutrofily, makrofagy) (Cui a kol., 2003) (Hicks a kol., 2006).

1.7 Nadorova terapie pomoci Zymosanu A a lipopolysacharidu (LPS)
Podle prof. Cui lze navodit atak vrozené imunity na nadorové buiky, je ovSem
zapotiebi, aby je rozeznaly. Jakym zplisobem rozeznavaji nddory mysi s SR/CR mutaci neni
dosud znamo. JelikoZ normalni mysi tuto schopnost postradaji a jelikoz na nadorech nejsou
PAMPSs, proto se vnasi praci snazime uméle navazat PAMPs (Zymosan A) na povrch

nadorovych bunék. Dale fesime jeho synergii s LPS (signalni ligand).

1.7.1 Zymosan

Zymosan, diive znamy jako zymin nebo Eckerova frakce (podle jeho ptipravy, kterou
poprvé navrhl Pillemer a Ecker), je znamé cinidlo pro zkoumani zanétlivé reakce. Je
pfipravovany zbuné¢né stény kvasinky Saccharomyces cerevisiae (Aimanianda a kol.,
2009). Bunééné stény jsou ziskavany jako odpad pii vyrobé bilkovin pro krmiva nebo

k vyzivé lidi. Existuji dva typy Zymosanu AaB. Zymosanové castice jsou sloZeny
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predevsim z beta- glukanu a mannanu (Di Carlo & Fiore, 1958). Tyto slouceniny jsou

rozpoznavany vrozenou imunitou.

1.7.1.1 Zymosan A a jeho protinadorové piisobeni

Bylo jiz potvrzeno, Ze stimulace vrozené imunity proti transplantovanym nadorim je
zavisla na urcité davce Zymosanu A. Pocatecni experimenty ukazaly, ze ptili§ vysoké davky
Zymosanu A zpiisobuji smrt mysi (bakteriémii stfevniho ptivodu). Dale se zkouselo, zda
dojde k aktivaci obranné reakce i po aplikaci nizsi davky Zymosanu A. K regresi nadoru
dochazelo, pokud byl Zymosan injikovan ¢tyfi, tii 3 nebo jeden den pied nebo po implantaci
nadoru. V pokusech provadénych v polovin€ 20. stoleti se zaznamenal terapeuticky ucinek
Zymosanu A u mysiho sarkomu S- 180 . Samotny Zymosan A se aplikoval intraperitonaln¢.
Diky této terapii doslo k vyrazné regresi nadoru (pies 50%) (Bradner & Clarke, 1959).

Také byl zaznamendn pozitivni G¢inek podani Zymosanu zvifatim po chirurgickém
odstranéni zhoubnych nadort, kdy dochazelo k niz§imu vyskytu metastaz a delSi zivotnosti.

(Holan a kol., 1980).

Byly shromdzdény informace, které dokazuji opa¢né plsobeni Zymosanu, tedy ze
Zymosan blokuje regresy nadoru, v zdvislosti na podani rizného mnozstvi Zymosanu.
U experimentélnich zvitat, kterym byl poddn Zymosan, bylo dokonce prokazano, ze tumor
roste a zabiji svého hostitele stejné jako U neléCenych (kontrolnich) skupin (Bradner &
Clarke, 1959).

Mezi receptory rozpoznavajici komponenty Zymosanu A patii:

e Signalni receptor TLR 2, ktery rozpoznava Zymosan A, jelikoz obsahuje beta
glukan, ktery TLR 2 v heterodimeru TLR 6 dokaze detekovat.

e Fagocytarni receptor Dectin- 1 je lektinovy receptor, ktery je specificky pro
beta glukan, vyskytuje se na povrchu makrofag a neutrofilti. Spolu s TLR
2 produkuji prozanétlivé cytokiny a chemokiny (Zekovi¢ a kol., 2005).

e Mandzovy receptor (MR) patii mezi fagocytdrni PRR, hlavnim tkolem je
vyvolat vrozenou imunitu, aby doslo k zlikvidovani gramnegativnich nebo
grampozitivnich bakterii procesem fagocytdzy.

e Sckretovany receptor mandzu vazajici lektin (MBL) je sérovy protein, ktery

vvvvvv

reakce- vyrabi se v jatrech pii akutni fazi infekce, poté je vylu¢ovan do
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plazmy. Dokaze rozpoznat manan a navazat se na n¢j (Janeway & Medzhitov,
2002).

1.7.2 Betaglukan

Beta glukany jsou polysacharidy, které maji dlouhy fetézec a jejich strukturalni
jednotkou je glukoza. Glukoza mé v fetézci vazby v pozicich 1,3a1,6 (Chovancova &
Sturdik, 2005). Primérni struktury, vétveni a molekulovd hmotnost ovliviiuji vyrazné jeho

biologické vlastnosti (Zekovi¢ a kol., 2005).

Hlavni slozkou buné¢nych stén jsou 1— 3, 1— 6-pB-glukany spolu s1— 3- B—
glukanhydroldazami a syntdzami. Biologicky aktivni glukany jsou izolovany z mnoha druht
hub atyto glukany hub jsou svou strukturou velmi podobné struktuie kvasinek. Hlavni
fetézec 1— 3 spojeny B-D-glukopyranosylovou jednotkou, podél niz se rozvétvuji vedlejsi
fetézce z B-D-glukopyranosylovych jednotek spojenych, 1— 6 vazbou (Zekovi¢ akol.,
2005).

1.7.2.1 Beta glukany a imunitni reakce
Mezi hlavni biologické ucinky beta glukanli patfi zvySeni odolnosti proti virovym,
bakterialnim, parazitickym infekcim, protinddorova aktivita, prevence kancerogeneze

(proces tvorby nadortit).

Hlavni tloha beta glukant je aktivace imunitnich bunék- makrofagt. Beta glukany
jsou rozpoznavany leukocyty (makrofagy, monocyty) a NK bunikami pomoci specifickych
receptorti (Chovancovéa & Sturdik, 2005).

Ochranny ucinek 1— 3- B—glukanti je vysvétlen jako zvysujici se obranyschopnost
organismu pomoci aktivace makrofagl, stimulaci T-bun¢k a aktivace NK bunc¢k. Makrofagy
jsou nejlepsim cilem pro 1— 3- B—glukany. Pokud dojde k aktivaci makrofagi beta glukany,
zvysuje se jejich pocet a stimuluje se sekrece tumor nekrotizujiciho faktoru. Makrofagy se

aktivuji pomoci Toll-like receptorti 2.

Nedavno byl izolovan receptor dectin-1, ktery dokaZe rozpoznat rozpustné
anerozpustné 1— 3- p-glukany a 1— 6- B—glukany, atim dochazi k rizné buné¢né

odpovédi (fagocytoza, endocytdza). Synergie mezi dectinem-1la TLR 2 mize navodit

-----

(Zekovi¢ a kol., 2005).
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1.7.2.2 Beta glukan a jeho protinadorové ptisobeni

U experimentalnich zvifat ma zymosan ajiné 1— 3- p—glukany vyznamny
protinadorovy ucinek proti riznym druhlim spontannich a transplantovanym nadoram.
Potlaceni rustu karcinomu zvifat @ mys$iho melanomu B16 bylo zji§téno i U samotného beta
glukanu. Zjistilo se, ze glukan, vyuzivajici se terapeuticky, by mohl potlacit jaterni metastaze

a zvysit dobu pieziti (Zekovi¢ a kol., 2005) (Diller a kol., 1963).

Beta glukany tedy predstavuji pfimou protinadorovou aktivitu proti riznym nadortim
ataké zabranuji matastazovani. Pfikladem je histologicky rozbor tkdné¢ melanomu, do
které¢ho byla injikovana beta glukanova suspenze, kde doSlo k vyskytu zvySeného poctu

makrofagt a absenci tumoru (Velisek, 2002).

Nicméné, jiné studie uvadéji, ze beta glukany maji tlumivé ucinky na c¢innost
makrofagt a potlacuji jejich fagocytarni aktivitu. Tyto rizné ucinky beta glukani imunitni
reakci muze byt zpusobeno rozdily v chemické povaze riznych beta glukana (Fuentes a kol.,

2011).

1.7.3 Manan

Manan se nachdzi v bunécné sténé mikroorganismi- na bunééné sténé kvasinek
a gramnegativnich bakterii. Je to polysacharid sloZen z D- manéz spojenych glykosidickou
vazbou (Lipke & Ovalle, 1998). Manan je velmi antigenni latka, slouzi jako PAMPs pro
vazbu PRRs, ta je zprosttedkovana receptory — MBL a MR na povrchu makrofagi (Yeeprae
a kol., 2006), coz vede k aktivaci komplementového systému (lektinovou cestou) (Hofejsi &

Bartankova, 2009).

1.7.3.1 Manan a jeho protinadorové ptisobeni

Bylo zji§téno, Zze volny manan nezpusoboval Zddnou redukci nadorového ristu
umysi C57BL/ 6N (Bruzlova, 2012), jelikoz nedokazal zajistit aktivaci fagocytarniho
receptoru ligandy vazanymi na povrch mikroorganisma (Underhill & Gantner, 2004). Ale
I pouhd aminace mananu vedla k protinadorovému ucinku (aktivace MR, MBL) (Bruzlova,

2012).

Mohutny protinadorovy ucinek se projevil ukotveného mananu pomoci BAM
v kombinaci s LPS a LPS/ LTA , coz plné potvrzuje nazor Underhilla a Gantnera (2004)
0 spoluptisobeni signalni a fagocytarni signalizace. U této terapie doslo i K ojedinélému

uplnému znic¢eni nadoru (Bruzlova, 2012).
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Jako nejucinnéjsi terapie se projevila pulzni terapie (v den0, 2, 4, 6, 8, 10) pomoci
manan- BAM s LPS, kdy doslo k vyléceni ¢ty mysi, které piekonaly 100 denni hranici
(Maierova, 2012)

Dalsi studie se zamétila na kotveni mananu pomoci kovalentni vazby SMCC ve
spojeni s LPS, kde doslo k pfechodnému vymizeni nador u tfi mysi, kde byla redukce

nadorového rustu vici kontrole 92,6 % (Maierova, 2012).

1.7.4 Lipopolysacharid (LPS)
Lipopolysacharid je hlavni slozkou vnéjSich bunéénych membran gramnegativnich
bakterii. Diky jeho chemické struktufe funguje jako primérni cil imunitnich procesti. LPS ma

toxikologickou aktivitu, kterd mé vliv na patogenitu bunky.

LPS se sklada ze tii samostatnych oblasti- lipid A, korova oblast a polysacharidovy
fetézec. Polysacharidovy fetézec se nemusi vyskytovat uvSech strukturnich variant.
Lipidicka a cukerna slozka se 1i§i svou chemickou strukturou a biologickou aktivitou
(Weckesser a kol., 1979).

1.7.4.1 Slozky LPS

Lipid A je zakotven ve vngjsi membrané, zatimco zbytek LPS vyéniva nad povrch
buniky. LPS je k ostatnim slozkam bunécné stény vazan silnymi hydrofobnimi vazbami
a z zivych bun¢k se tedy uvolnuje az kdyz by doslo k jejich poskozeni. U molekuly LPS ma

prave lipid A schopnost vyvolat infekci a toxicitu.

Korova oblast (vnitini klira) je heterosacharidova slozka LPS, ktera je dale tvofena

2 podjednotkami, vnitini a vn&jsi korovou oblasti (Huang a kol., 2012).

1.7.4.2 Funkce LPS

LPS aktivuje mnoho transkrip€nich faktord, které se stanou aktivnimi az po stimulaci
lipopolysacharidem. Dale LPS produkuje mediatory, které jsou schopny vyvolat septicky
Sok. V lidském téle pasobi LPS jako endotoxin, protoze v séru vaze lipid binding protein,
ktery LPS pfenese na CDI14 receptor na bunééné membrang, ten ho pienasi dal na MD2
protein, ktery spolupracuje s TLR4 (Obr. 1). Ackoli LPS je silnym aktivatorem makrofagu,
molekularni mechanismy jeho interakce s membranovymi builkami, nejsou zatim zcela
vysvétleny. Jednoznacné se vi, ze antigen CD14 a LPS-binding protein (LPB) hraji kli¢ovou
roli pfi zprostfedkovani bunééného rozpoznani a v reakci na LPS. Protoze antigenu CD14

chybi transmembrdnovd doména, musi tam byt soucCasné pfitomny dalsi membranové
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proteiny (TLR4 a TLR2). CD14 a TLR4 se nachazi v riznych bunkach imunitniho systému

(makrofagy, dendritické bunky), dochazi k sekreci zanétlivych cytokini a chemokinti, coz

vede k septickému Soku (Ohki a kol., 2001).

| LBP

LRR MD-2 CD14
B Cytoplasm
TIR-domain

- 5 =
= g Adaptor
= = proteins
B
=

Obr. 1: Spoluprace receptori LPS na makrofagu (Fujihara a kol., 2003).

LPS patii mezi nejtoxi¢téjsi mikrobialni produkty, které maji schopnost vyvolat
patofyziologické zmény (horecka, zmény v obéhu bilych krvinek). Za tyto zmény je
zodpovédny konkrétné lipid A, tyto imunopatologické zmény mohou vést k endotoxémii,

ktera vede k vysoké mortalité (Bayston & Cohen, 1990).

1.7.5 Protinddorové piisobeni Zymosanu A a LPS

Novéjsi studie ukazaly vliv Zymosanu a LPS na gliom RG-2, ktery byl podkozné
implantovan krysam. Krysy byly léCeny intratumoralné injekci TLR ligandi
lipopolysacharidu a Zymosanu. Podavani latek bylo lepsi v jednorazovych davkach, a vedlo
K aplné regresi nadoru, u LPS 71% au Zymosanu 50%. Vysledkem tedy je, Zze pifima
intatumoralni 1é¢ba s TLR ligandy LPS a Zymosanu je velice u¢inna v tvorbé protinadorové
odpovédi. Tato 1é¢ba muze byt v synergii s cytotoxickou terapii (radioterapii)(Mariani a kol.,
2007). Ve zminéné praci vSak nebylo studovano soucasné pusobeni Zymosanu A a LPS

a jejich pfipadna synergie.
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2 Cile prace

e Vazba Zymosanu A na nadorové bunky pomoci SMCC a studium jeho synergie
s LPS

e Histologické vyhodnoceni pribéhu imunoterapie zalozené na pouziti LPS/ZymosanA
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3 Material a metody

3.1 Chemikalie
V pokusech byly pouzivany tyto chemikalie:

e RPMI 1640 (Sigma Aldrich)

e FCS - Fetal Calf Serum (Sigma Aldrich)

e Zymosan A ze S. cerevisiae (Sigma Aldrich)

e LPS - lipopolysacharid Escherichia coli (Sigma Aldrich)

e Lysin (Sigma Aldrich)

e SMCC - 4- (N-Maleimidomethyl) cyclohexanecarboxylicacid N-
hydroxysuccinimide ester (Thermo Scientific)

e TCEP - Tris (2- carboxyethyl) phosphine hydrochloride

3.1.1 Priprava terapeutik
Zymosan A- SMCC

104,2 mg Zymosanu A bylo rozsuspendovano v 6 ml PBS a sonikovano 10 X 10 vtefin
(mezi sonikaci vzdy 20 vtetin chlazeni). K této suspenzi bylo pfidano 1,5 ml 2 mM SMCC

v PBS pH 7,4. Smés byla promichana a ponechana reagovat 40 minut pii pokojové teplote.
Zymosan A- SMCC+ LPS (0,5)
K Zymosanu A- SMCC byl ptidan LPS na vyslednou koncentraci 0,5 mg/ ml.
LPS (0,5)
Roztok LPS v PBS o koncentraci 0,5 mg/ ml.
Lysin- SMCC

6 ml 5.10*M lysinu bylo smichano s 1,5 ml 2 mM SMCC v PBS pH 7,4 a ponechéno
reagovat 40 min pii1 pokojové teplot¢.

Lysin — SMCC + LPS (0,5)

K roztoku Lysin — SMCC byl ptidan LPS na vyslednou koncentraci 0,5 mg/ml.

R

50 mM roztok TCEP v PBS.
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3.2 Laboratorni zvirata

Pii pokusech byly pouZity samice inbrednich mysi kmene C57BL/6N od spole¢nosti
Charles River Laboratories. Pti zahajeni terapie byly mysi 8 tydnt staré, jejich vaha byla 18-
20 g. Byly chovany za standartnich podminek, v mistnosti s fotoperiodou 12/12 a za stalého

piisunu potravy (granulovana smés) a sterilni vody.

3.3 Kultivace melanomu B16- F10

Pii experimentu byly pouzity naddorové builky z bunééné linie melanomu B16- F10,
ktera byla darem od prof. Rihové (Mikrobiologicky tistav AV, CR, Praha). Buiky byly
kultivovany v RPMI 1640 s10% FCS, glutamanem, merkaptoethanolem a antibiotiky
(Sigma Aldrich). Tato kultivace probihala v termostatu, pii teploté¢ 37 °C (v atmosfére

nasycené vodnimi parami s 5 % oxidu uhli¢itého).

Poté, co nadorové bunky narostly v dostacujicim mnozstvi, jsme odstranili médium,
buiiky byly proplachnuty dostatecnym mnozstvim pufrovaného fyziologického roztoku
(PBS). Poté nasledovala trypsinizace pfiddnim 0,5 ml smési (0,02% trypsin, 0,02 % EDTA
v PBS) k bunkam. Buiiky byly inkubovany v termostatu pii 37 °C, kdy po nékolika minutach
doslo k odpoutani adherovanych bun¢k. Poté se zastavila trypsinizace ptidanim 5 ml RPMI
1640 s 10% FCS. Nasledovala centrifugace (10 min, 150G, 4°0), promyti a rozsuspendovani
bunék v RPMI 1640 bez séra. Aby se stanovil pocet bun€k, doslo k smichani s trypanovou
modii (v poméru 1:1). Buiiky byly spocitany v Burkerové komurce a vysledna koncentrace

byla upravena na 4 miliony bun¢k/ ml RPMI.

3.4 Transplantace melanomu B16- F10

Transplantace mySiho melanomu byla provanéna na mySich oholenych ve spodni ¢asti
zad, kdy jim bylo do pravého oholeného boku podkozné aplikovano 400 000 bunck
melanomu B16- F10 v 0,1 ml RPMI 1640 bez séra.

3.5 Méreni velikosti nadori
Velikost nadoru byla métfena pomoci kaliperu a z naméfenych hodnot byl vypocitan
objem nadoru podle vzorce V= m/ 6AB? kde A vyjadfuje nejvétsi rozmdr nadoru

a B nejmensi (Inaba a kol, 1986). Nadory byly béhem pokusu méfeny obden.
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3.6 Prumérna redukce nadorového rustu

Nejprve vypoéteme redukce nadorového ristu ve dnech 4,6,8,10,12,14 od zacatku

terapie podle vzorce:

(pramé&rny objem nadort v kontrole) — (prumérny objem nadora v 1é¢ené skuping) x 100

prumérny objem nadori v kontrole

Primérmé redukce nadorového ristu je vyjadiena V% aje primcérem zvysSe

vypoctenych Sesti hodnot.

3.7 Pocitani plicnich metastaz
Po vypitvani mysSich plic, byly plice uchovany v 4 % roztoku formaldehydu nékolik
dni. Nasledné byly prohlizeny pod binolupou, kdy se pocitala v§echna metastaticka loziska,

ktera vypadaji jako ¢erné tecky riznych velikosti (Vetvicka a kol, 2007).

3.8 Sonikace
K sonikaci byl pouzit sonikator HIELSCHER VP200S. Dana suspenze byla 10x 10

vtetin ozvuCovana v ledové lazni a po kazdém ozvuceni probéhlo 20 vtetin ochlazovani.

3.9 Histologické vyhodnoceni

Nejprve byly vypitvany mysi melanomy, které byly ukladany v 4 % formaldehydu po
nékolik dni, poté dosSlo k prekrajovani nadoru. Nasledovalo odvodnéni a poté prosyceni
vzorkll parafinem. Druhy den byly vzorky zality parafinem na parafinové lince (LEICA
EG1150 H) apoté byly zchlazeny. Z vytvorenych parafinovych bloki se na sankovém
mikrotomu (LEICA SM 2000R) nakrajely histologické preparaty, které se poté nechaly 30
min fixovat v termostatu. Kazdy preparat byl nabarven zakladni metodou Hematoxylin-
eosin , zamontovan do montovaciho média apoté vyhodnocovan pomoci mikroskopu
(Olympus BX 51) pii celkovém zvétseni 40x (zvetSeni objektivu 4x) a fotoaparatu (Olympus
Camedia C5060). K vyhodnoceni vyskytu nekrozy a granulocytarni infiltrace jsme pouzivali
program QuickPHOTO MICRO s méfici funkci analyza fazi.

3.10 Statistické vyhodnoceni dat

Vysledna data byla statisticky vyhodnocena pomoci oboustranného dvouvybérového
Studentova T-testu v programu MS Excel. Piezivani mySi bylo hodnoceno pomoci testu

Kaplan- Meier v programu MedCalc.
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3.11 Popis jednotlivych terapii
Mysi byly 12. den po transplantaci melanomu ndhodné rozdéleny do skupin (podle

typu 1é¢by), byly jim zméfeny objemy nadort a byla zahajena terapie.

3.11.1 Studium vlivu kotveného Zymosanu A ve spojeni s LPS na riist melanomu

V pokusu bylo pouzito 20 mysi, které byly rozdéleny po 5 do 4 skupin (A, B, C, K).

Ve dnech 0,1,2 bylo my$im aplikovano intratumoralné (i. t.) po 50 mikrolitrech

jednotlivych roztokt takto:
Skupina A: Zymosan A-SMCC + LPS (0,5)
Skupina B: Zymosan A-SMCC
Skupina C: LPS (0,5)
Skupina K: PBS

Skupindm A,B,C bylo hodinu pted aplikaci jednotlivych latek injikovano i.t. vzdy 50

mikrolitra roztoku R.

U mysi byla obden az do 14. dne od zahajeni terapie méfena velikost nadort, pak

byla sledovana doba pieziti.

3.11.2 Screening rezimu lé¢by melanomu aplikaci Zymosanu A- SMCC+ LPS
V pokusu bylo pouzito 10 mysi, které byly nahodné rozdéleny po 5 do 2 skupin (A, B).
V této terapii se aplikovalo intratumoralné 50 mikrolitra smési Zymosan A- SMCC+ LPS

ve dvou aplika¢nich rezimech takto:

Skupina A: Zymosan A- SMCC+ LPS, aplikovano ve dnech 0, 1, 2 (jeden terapeuticky
pulz)

Skupina B: Zymosan A- SMCC+ LPS, aplikovano ve dnech 0, 1,2 ..... 8,9, 10 (dva
terapeutické pulzy)

Skupinam A 1 B bylo hodinu pifed aplikaci jednotlivych latek injikovano i.t. vzdy 50

mikrolitra roztoku R.

U mysi byla obden az do 14. dne od zahdjeni terapie méfena velikost nadort, pak byla

sledovana doba preZiti.
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3.11.3 Histologické vyhodnoceni prubéhu terapie zaloZené na pouziti LPS,
kotveného Zymosanu A a kotveneného Zymosanu A ve spojeni s LPS

Do tohoto pokusu bylo zahrnuto 24 mysi, které byly randomizovany do 4 skupin (A, B,

C, K) po 6 mysich. Dvanacty den po transplantaci nadoru byla zahajena 1é¢ba, kdy byl viem

skupinam, kromé& skupiny kontrolni (t¢ bylo pichnuto pouze PBS), nejprve aplikovano 50

mikrolitrii roztoku R. Po uplynuti 1 hodiny byla provedena aplikace terapeutik podle tohoto

schématu:
Skupina A: Zymosan A- SMCC+ LPS
Skupina B: Zymosan A- SMCC
Skupina C: LPS
Skupina K: kontrolni skupina- PBS

8 hodin po ukonceni terapie byly vzdy 2 mySi zkazdé skupiny (celkem 8 mysi)
usmrceny cervikalni dislokaci (zlomeni vazu), po 24 hodinach dalSich 8 mysi a po 48
hodinach poslednich 8 mysi. Poté jim byly vypitvany melanomy, které byly pozdéji pouzity

pro histologické vyhodnoceni.

3.11.4 Histologické vyhodnoceni vlivu kotveni SMCC na riist nadoru

K tomuto pokusu bylo pouzito 20 mysi (randomizovany po 5 mysich do 4 skupin- A,
B, C, K). Péti mysim (skupina C) bylo 12. den po transplantaci nadoru intratumularné (i. t.)
pichnuto 50 mikrolitri PBS a ostatnim skupinam (A, B, K) po 50 mikrolitrech roztoku
R (21.5 mg/ 1,5 ml PBS), a po hodin¢ 50 mikrolitra:

Skupina A: lysin- SMCC
Skupina B: lysin- SMCC+ LPS
Skupina C: LPS

Skupina K: PBS

8 hodin po ukonceni terapiec byly 2 mysi z kazdé skupiny (celkem 8 mysi) usmrceny
cervikdlni dislokaci (zlomeni vazu), po 24 hodinach dalSich 8 mysi apo 48 hodindch
posledni 4 mySi. Poté jim byly vypitvany melanomy, které byly pozdéji pouzity pro

histologické vyhodnoceni.
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3.11.5 Terapie melanomu pomoci pulzni aplikace smési kotveného Zymosanu

A ve spojeni s LPS
Pro tento pokus bylo pouzito 10 mysi, rozdélenych do 2 skupin (A, K) po 5 mysich.
Pulzni terapie spocivala vi. t. podani PBS skupiné¢ K a terapeutické smési skupiné

AV rezimu;:

e 0.den0, 3, 6 hod
e 1.den0, 3 hod
e 2.den0hod

Schéma davkovani:
Skupina A: Zymosan A- SMCC+ LPS
Skupina K: kontrolni skupina- PBS

Skupiné A bylo hodinu pted aplikaci terapeutick¢ smeési injikovano 1i.t. vzdy 50

mikrolitra roztoku R.

Po skonceni terapie byly mySim méfeny objemy nadori (obden) a po uplynuti Ctrnacti

dnti od pocatku terapie byly mysim odebrany plice pro vyhodnoceni metastaz plic.
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4  Vysledky

4.1 Studium vliva kotveného Zymosanu A ve spojeni s LPS na rust

melanomu

Cilem tohoto experimentu bylo zjistit, zda kotveny Zymosan A ve spojeni s dalSim
PAMPs- konkrétné¢ LPS (Zymosan A- SMCC+ LPS) mé na rlst nadoru vétsi vliv, nez
samotny kotveny Zymosan A (Zymosan A- SMCC). Z grafu (Obr. 2), kde jsou znazornény
objemy jednotlivych skupin, je patrné, ze na riist nddoru ma opravdu nejvétsi vliv kotveny
Zymosan Ave spojeni s LPS (nejvice snizoval velikost nadoru). Mezi kotvenym
Zymosanem A a LPS doslo k vyrazné synergii. Protinddorovy ucinek smési byl statisticky
vyznamné vys$§i, nez Gcinek jednotlivych slozek smési. Statisticky vyznamnym byl i vliv

samotného kotveného Zymosanu A.
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Obr. 2: Vliv kotveného Zymosanu A ve spojeni S LPS na velikost melanomu.
A- Zymosan A- SMCC+ LPS, B- Zymosan A- SMCC, C- LPS, K- kontrola PBS.

Hladina statistické vyznamnosti ve srovnani s kontrolni skupinou: * P< 0,05, ** P< 0,01,

w3k P<(0,005.

Hladina statistické vyznamnosti ve srovnani se skupinou B: A P< 0,05, AA P< 0,01, AAA P<
0,005.

Statisticka vyznamnost vici skupiné C: e P< 0,05.
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Po ukonceni terapie byla pozorovana doba pteziti mysi, aby bylo ukazano, jaky vliv
ma terapie na prodlouZeni Zivota mysi. Ze zaznamenanych dat (Obr. 3) je zfetelné, Ze dané
terapie nemély zasadni vliv na pteziti mysi (i pfesto, Ze jedna mys ze skupiny A piezila vice
nez 100 dni). MyS$i zkontrolni skupiny mély délku pieziti téméf stejnou jako mysi
z ostatnich (IéCenych) skupin. Mys$ 1é¢ena Zymosanem A- SMCC+ LPS (skupina A) zije
déle jak rok od pocatku 1écby transplantovanych nadort (2. 4. 2012) bez jakékoli znamky

nadorového rustu.
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Obr. 3: Vliv Zymosanu A- SMCC ve spojeni S LPS na ptezivani mysi.

A- Zymosan A- SMCC+ LPS, B- Zymosan A- SMCC, C- LPS, K- konrola PBS.
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4.2 Screening rezima lécby melanomu aplikaci Zymosanu A- SMCC+
LPS

V tomto pokusu jsme se zabyvali porovnavanim rezimu 1é€by melanomu B16- F10
pomoci kotveného Zymosanu A ve spojeni s LPS (Obr. 4), z divodu maximalizace G¢inku
terapie. Porovnavali jsme u¢inek rezimi 0, 1, 2a0, 1, 2.... 8, 9, 10 na rtst naddoru. Jak
z grafu vyplyva, rezim 0, 1, 2 je daleko efektivnéjsi (i kdyz rozdil vici druhému rezimu

nebyl statisticky vyznamny, nevykazoval statisticky vyznamnou redukci nadorového ristu).
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Obr. 4: Porovnani rezimi 1é¢by melanomu pomoci kotveného Zymosanu A ve spojeni

s LPS.
A- Zymosan A- SMCC+ LPS, rezim 0, 1, 2.

B- Zymosan A- SMCC+ LPS, rezim 0, 1, 2.... 8, 9, 10.
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Po skonceni 1é¢by byla pozorovana doba pteziti mysi (Obr. 5). Urezimu 0, 1,
2 nedoslo ke statisticky vyznamné del$imu pfreziti oproti rezimu 0, 1, 2.... 8, 9, 10, i kdyz

jedna mys zije beze znamek onemocnéni dosud.
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Obr. 5: Vliv rezimu 1é¢by melanomu na ptezivani mysi.
A- Zymosan A- SMCC+ LPS, rezim 0, 1, 2.

B- Zymosan A- SMCC+ LPS, rezim 0, 1, 2.... 8, 9, 10.
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4.3 Histologické vyhodnoceni terapie zaloZené na pouziti LPS, kotveného

Zymosanu A a kotveného Zymosanu A ve spojeni s LPS

V tomto experimentu Slo 0 histologické vyhodnoceni pribéhu terapie, kdy se
zjistovalo, jak velky vliv mé jaka terapie (kotveny Zymosan A, kotveny Zymosan A ve
spojeni s LPS asamotné LPS) na vyskyt granulocytarniho infiltratu a nekrézy ve tkani
nadoru. Jak je patrné z grafu (Obr. 6) na vyskyt nekrozy se nejvice podili kotveny Zymosan
A ve spojeni s LPS.
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Obr. 6: Vyskyt nekrozy u jednotlivych terapii.

A- Zymosan A- SMCC+ LPS, B- Zymosan A- SMCC, C- LPS, K- kontrola PBS.
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Vliv terapie na vyskyt granulocytarniho infiltratu je zobrazen v nasledujicim grafu
(Obr. 7). Nejvétsi zastoupeni granulocytt se vyskytuje ulécby pomoci LPS, a hned poté
u Zymosanu A- SMCC+ LPS.
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Obr. 7: Vyskyt granulocytarniho infiltratu u jednotlivych terapii.

A- Zymosan A- SMCC+ LPS, B- Zymosan A- SMCC , C- LPS, K- kontrola PBS.

Utinnost terapie pomoci kotveného Zymosanu A ve spojeni s LPS je patrnd jiz
8 hodin po aplikovani terapeutické smési. Porovnani histologického preparatu 1éCby
Zymosanem A- SMCC+ LPS (Ptiloha 1, Obr. 13) s kontrolni skupinou (Pfiloha 2, Obr. 14)
prokazateln¢ znazornuje vyskyt nekrozy a granulocytti u 1é€eného nadoru. Jesté znatelngjsi
rozdil se objevuje po 48 hodinach, kdy se u melanomu l1é¢ené¢ho kotvenym Zymosanem A ve
spojeni s LPS vyskytuje obrovské zastoupeni nekrozy a znacna granulocytarni infiltrace

(Priloha 3, Obr. 15).

Vliv 1é¢by pomoci LPS na vyskyt granulocytti a nekrozy je také zietelny jiz 8 hodin

po aplikovani terapeutické smési (Pfiloha 4, Obr. 16). V porovnani s touto 1écbou, je terapie
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pomoci samotného Zymosanu A- SMCC (Ptiloha 5, Obr. 17) mén¢ ucinnéjsi (nedochazi
k takovému vyskytu nekrozy a granulocytii). Avsak oproti kontrolni skupiné (Pfiloha 2, Obr.
14) je tato 1é¢ba kotvenym Zymosanem A také velmi efektivni. K vét§im rozdilim ve
vyskytu granulocytd a nekrézy u 1écby pomoci Zymosanu A- SMCC (Pfiloha 7, Obr. 19)
a pomoci LPS (Ptiloha 6, Obr. 18) dochézi po 48 hodinach, kdy je 1é€ba nddoru pomoci LPS
jesté ucinngjsi (vyskytem granulocytd i nekrdzy). LPS ma silny destruktivni G¢inek na tkan

nadoru (dochazi k rozpadu bungk).

Pokud vSak porovnavame vliv 1é¢by na vyskyt granulocytl a nekrézy, jak po 8, 24
a 48 hodinach, vychazi jako nejefektivnéjsi lé¢ba pomoci kotveného Zymosanu A ve spojeni
s LPS (Ptiloha 1, Obr. 13) (Ptiloha 3, Obr. 15). U tohoto typu 1é¢by dochazi k nejvétsimu
zastoupeni nekrdzy a velkému vyskytu granulocytd, jak oproti kontrole, tak oproti ostatnim

lécenym skupinam.
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4.4 Histologické vyhodnoceni vlivu kotveni SMCC na rust nadoru

V tomto Kontrolnim pokusu se prokazalo, ze pfitomnost kotveni pomoci SMCC nema
vliv na vyskyt nekrozy (Obr. 8) a granulocytarniho infiltratu (Obr. 9) v histologické tkani
melanomu a tudiz nema kotveni zadny vliv (negativni, ani pozitivni) na lécbu pomoci

kotveného Zymosanu A- samotného nebo Vv pritomnosti LPS.
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Obr. 8: Vliv kotveni pomoci SMCC na vyskyt nekrozy.

A- lysin- SMCC, B- - lysin- SMCC+ LPS, C- LPS, K- kontrola PBS.
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Obr. 9: Vliv kotveni pomoci SMCC na vyskyt granulocytarniho infiltratu.
A- lysin- SMCC, B- lysin- SMCC+ LPS, C- LPS, K- kontrola PBS.

Porovnani tkané nelé¢eného melanomu (kontrolni skupina- PBS) (Ptiloha 8, Obr. 20)
s tkan¢ melanomu s kotvenim pomoci SMCC (lysin- SMCC) (Ptiloha 9, Obr. 21), 24 hodin
po aplikovani latky, znazoriiuje, ze kotveni pomoci SMCC neovliviiuje Zadnym zpisobem

chovani nadoru a tudiz nemé zadny vliv na 1é¢bu nadoru.
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4.5 Terapie melanomu pomoci pulzni aplikace smési kotveného

Zymosanu A- ve spojeni S LPS
Pulzni terapie pomoci smési Zymosanu A- SMCC+ LPS vyvolala vyraznou statisticky

vyznamnou redukci nadorového rustu.

Vliv terapie na velikost nadoru
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Obr. 10: Vliv pulzni terapie na redukci nadorového rustu.
A- Zymosan A- SMCC+ LPS, K- kontrola PBS.

* P< 0,05 vztazeno vuci kontrole.
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Po ukonceni 1é¢by byly spocitany metastaze u jednotlivych skupin. Graf (Obr. 11)
znazoriuje vliv terapie na intenzitu metastazovani, tedy na primérny pocet metastaz U mysi,
u kterych byly nalezeny. Na Obr. 12 je zaznamenano procentudlni zastoupeni mysi
S metastazami U jednotlivych skupin. V obou pfipadech (jak intenzita metastazovani, tak

vyskyt metastaz) je nizsi u 1é¢ené skupiny nez u kontroly.
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Obr. 11: Vliv terapie s pouzitim kotveného Zymosanu A- ve spojeni s LPS na intenzitu

metastazovani.

A- Zymosan A- SMCC+ LPS, K- kontrola PBS.
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Obr. 12: Vyskyt metastaz pii terapii s pouzitim kotveného Zymosanu A- ve spojeni s LPS.
A- Zymosan A- SMCC+ LPS, K- kontrola PBS.
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5 Diskuze

Jelikoz bylo v pfedchozich pokusech zjisténo, Ze kotveny Zymosan A ma veétsi
terapeuticky uc¢inek, nez Zymosan A samotny (Waldmannova, 2012), rozhodli jsme se
v nasSich pokusech pracovat s kovalentnim vazanim ligandu pomoci SMCC. Kotveni
fagocytarnich ligandii ma velky vyznam. Jak udava Underhill a Gantner (2004) je ukotveni

fagocytarnimi ligandy podminkou jejich pisobeni.

V ptipadé volného Zymosanu A pozorovala Waldmannova (2012) urcitou
protinadorovou aktivitu, kterd vSak byla velmi nevyrazna (16,1 % redukce nadorového
rastu). Toto neni az tak piekvapivé zjisténi, zvazime-li, Ze Zymosan A obsahuje agonisty
signalnich i fagocytarnich receptori aje korpuskularni povahy. Vazba Zymosanu A na
nadorové builkky pomoci BAM (hydrofobni interakce) popisovand Waldmannovou (2012)
protinadorovy u¢inek Zymosanu A zvysila na 28%. Nami provedena kovalentni vazba byla
jesté ucinng&jsi (61,9 %). Spojeni pusobeni kovalentn& vazaného Zymosanu A se signalnimi
PAMPs (unas konkrétné¢ LPS) vedlo k velmi vyrazné redukci nadorového rlstu az
K uplnému vyléceni. Jak jsme zjistili v prvnim experimentu, tato synergie LPS s kovalentn¢

vazanym Zymosanem A vedla k 97,2 % redukci nadorového rustu.

Zjisténd vyrazna synergie pusobeni LPS (ligand signéalniho receptoru) s aktivaci
fagocytarnich receptor (pomoci laminarinu, f- MLF motivii, Zymosanu A) byla jiz zjisténo
v predchozich pokusech (Auerova, 2012), (Cunatova, 2012), (Waldmannova, 2012). Tuto
synergii si vysvétlujeme tak, ze signalni ligandy zplsobi mohutnou zanétlivou infiltraci
nadoru a kotvené fagocytarni ligandy ji pak nasméruji na nadorové bunky, které jsou timto

zni¢eny. Tomu odpovidaji i vysledky histologie (viz nize).

Nejprve jsme zkouSeli terapeuticky pulz 0, 1, 2, ktery pilsobil velice efektivné
Vv eliminaci nadorového rustu, kdy doslo u 4 mysi dokonce k do¢asnému vymizeni nadoru.
Redukce néadorového rustu byla oproti kontrole statisticky vyznamnad a dokonce doslo
K preziti 1 mysi, kterd zije jiz pies rok bez jakykoli znamek nadorového ristu. | pies toto
ojedinglé pieZiti, tato terapie neméla statisticky vyznamny vliv na pfezivani mysi. MoZznym
vysvétlenim by mohlo byt, Ze kovalentni vazba poskytne intenzivni pusobeni, ale pokud
dojde k rozpadu nadorovych bun¢k, tak uz kovalentni vazba nedokaZe znovu navazat

interagujici molekuly (Maierova, 2012).
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Kotveny Zymosan Avkombinaci sLPS vrezimu 0, 1, 2mél tedy vyznamny
protinadorovy ucinek, proto jsme se se Zymosanem A- SMCC+ LPS rozhodli nadale
pracovat a pokusili jsme se o modifikaci terapeutickych rezimt. Nové zvoleny rezim 0, 1,
2....8, 9, 10 ve srovnani splivodnim 0, 1, 2rezimem nebyl tak ucinny na redukci

nadorového rlstu a ani nemél zadny vétsi vliv na dobu prezivani mysi.

K zjistovani pribcéhu terapie zalozené na pouziti kotveného Zymosanu A, LPS

a kotvené¢ho Zymosanu A ve spojeni s LPS jsme vyuzili histologického vyhodnocovani.

Byl zde pozorovan velky vliv LPS na 1é¢bu nadoru, kdy samotné LPS vykazovalo dobré
terapeutické UCinky — ve tkani nadoru bylo velmi silné zastoupeni granulocytli a nekrozy
(ato jiz po 8-48 hod 1écby), coz odpovida zjisténi Maierové (2012), ze LPS vyvolava
mohutnou infiltraci, zpocatku zejména granulocytl. V praci Waldmannové (2012), Auerové
(2012) bylo také potvrzeno, ze ma samotné LPS velmi dobré terapeutické ucinky
a zpusobuje nadorovou redukci. V nasem iV uvedenych experimentech byl pouzit LPS
o0 koncentraci 0,5 mg/ml PBS, coz je, jak zjistila Glaserova (2012) koncentrace schopna
ucinné stimulovat TLR4, ale pfitom neni cytotoxicka. Supresivni ucinek LPS byl rovnéz
zjistén U na krysim modelu U gliomii (Mariani a kol., 2007), zde vSak byla pouzita pomérné
vysoka davka LPS. Jelikoz LPS vyvolava u lidi toxické u¢inky (Copeland a kol., 2005), je
treba hledat dal$i moznosti nahrady ligandu agonisty signalnich receptorti bezpecnych pro

¢loveka.

Vliv na 1é¢bu nadoru vykazoval i kotveny Zymosan A, ktery vyvolal ve tkani nadoru
vyskyt granulocytadrniho infiltratu a hojné nekrozy. Nas§ vysledek, ze je kotveny Zymosan
A schopny vyvovat zanét a tim navodit aktivaci imunitniho systému byl také zjistén v praci
Waldmanové (stanovenim mnozstvi CRP v séru). OvSem problémem pfi terapii Zymosanem
dochazelo az k 90% umrtnosti mysi, se snizujici se davkou Zymosanu, umrtnost klesala

(Bradner a kol., 1958).

Nejefektivnéjsi terapii na redukci nadorového ristu je terapie pomoci kotveného
Zymosan A ve spojeni s LPS, kdy doslo k nejvétsimu vyskytu granulocytt i nékrozy ve

tkani naddoru a tim tedy k navozeni imunitnich reakei.

Histologickym vyhodnocenim se také vyloucila moznost pozitivniho vlivu samotného

kotveni SMCC, ato Vkontrolnim pokusu (SMCC-lysin), kde nedoSlo k Zadnému
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terapeutickému ucinku (U porovnani PBS a lysinu- SMCC nedoslo téméf k zadnym zménam

histologické tkan¢ nadoru).

Pfedchozi vysledky mé i jinych (Auerova, 2012), (Waldmannova, 2012) ukazaly, zZe je
rozhodujici pocateéni silny pulz. Proto jsme se rozhodli nadale hledat jesté G¢inngjsi
modifikace terapeutickych rezimd. Aplikovali jsme terapeutickou smés na pocatku 1é¢by (0.
den) celkem tiikrat v ¢ase 0, 3, 6 hod, dalsi den dvakrat v 0, 3 hod a posledni den jen jednou.
Timto rezimem bylo dosazeno statisticky vyznamné redukci nadorového rdstu oproti
kontrole a do¢asnému vymizeni nadoru. V porovnani s méné intenzivni terapii provedenou
V prvnim experimentu mizeme konstatovat , ze tato intenzivni terapie vedla k 99,6% redukci
nadorového rustu, tudiz byla jesté ucinnéjsi. Treba vSak zminit, Ze béhem ni doslo k thynu
dvou z péti mysi (hned po injikaci suspenze). Domnivame se, ze pfi¢inou by mohlo byt, ze
se castecky Zymosanu A dostaly do krevniho obéhu. Je to jen hypotéza, na jejim provereni
pracujeme.

Po ukonceni terapie se studoval vliv 1é¢by na intenzitu metastazovani, kdy byl sice
vyskyt metastaz a jeich intenzita u lécby Zymosanem A- SMCC+ LPS nizsi oproti kontrole,
ale pouze nevyrazng. Z téchto vysledkil tedy nelze usuzovat na to, ze by terapie snizovala

vyskyt metastaz.
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6 Souhrn

e Kovaletni kotveni Zymosanu A pomoci SMCC ve spojeni s LPS vrezimu 0, 1,
2 mélo silny vliv na redukci nadorového ristu. Tato terapie je schopna vyvolat
doCasné vymizeni nadorii a ojedinéle dochazi k uplnému vyléCeni a preziti mysi
(pteziti mysi vSak neni statisticky vyznamné oproti kontrole).

e Terapie pomoci Zymosanu A- SMCC+ LPS vrezimu 0, 1, 2....8, 9, 10 nevykazovala
oproti rezimu 0, 1, 2 vétsi ucinek na redukci nadorového ristu, ani na ptezivani mysi.

e Histologické vyhodnoceni terapie Zymosanem A- SMCC+ LPS potvrdilo, Ze tato
1écba je nejefektivnéjsi, dosSlo k nejvétsimu vyskytu nekrdzy a granulocytarniho
infiltratu.

e Samotné kotveni pomoci SMCC nema Zadny vliv na terapii nadoru.

¢ Intenzivni pulzni terapie Zymosanem A- SMCC+ LPS (0. den v 0, 3, 6 hod, 1. den
v 0, 3 hod a 2. den v 0 hod) vedla k dalsimu zvyseni G¢innosti terapie, bylo dosazeno
99,6% redukce nadorového ristu.

e VIiv této intenzivni pulzni terapie pomoci Zymosanu A- SMCC+ LPS na tvorbu

metastdz je zanedbatelny.
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8  Prilohy

8.1 Priloha 1: Histologickd tkan melanomu léceného kotvenym

Zymosanem ve spojeni s LPS, 8 hod po aplikaci terapeutik

Obr. 13: Histologicky preparat melanomu, 1ééeny pomoci Zymosanu A- SMCC+ LPS, A-
nadorova buika, B- granulocyty, C- nekroza.

8.2 Priloha 2: Histologicka tkan nelé¢eného melanomu, 8 hod po terapii

Obr. 14: Histologicky preparat melanomu bez 1é¢by, A- nadorova bunka, C- nekroza
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8.3 Priloha 3: Melanom 48 hod po terapii Zymosanem- SMCC+ LPS

Obr. 15: Melanom 1é¢eny pomoci Zymosanu A- SMCC+ LPS, B- granulocyty, C- nekroza.
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8.4 Priloha 4: Histologicky preparat melanomu po 8 hod 1ééby pomoci
LPS

Obr. 16: Melanom 1é¢eny LPS, A- nadorova bunka, B- granulocyty, C- nekroza.

8.5 Priloha 5: Histologickd tkain melanomu lé¢eného kotvenym

Zymosanem A, 8 hod po terapii

Obr. 17: Melanom 1éCeny pomoci Zymosanu A- SMCC, A- nadorova bunka, B-
granulocyty, C- nekroza.
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8.6 Priloha 6: Melanom 48 hod po terapii pomoci LPS

Obr. 18: Lécba melanomu pomoci LPS, A- nadorova burika, B- granulocyty, C- nekroza.

8.7 Priloha 7: Melanom 48 hod po terapii pomoci kotveného Zymosanu A

-

Obr. 19: Lécba melanomu pomoci Zymosanu A- SMCC, B- granulocyty, C- nekroza.
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8.8 Priloha 8: Melanom 24 hod po vpichu PBS

Obr. 20: Histologicka tkan nelé¢eného melanomu, A- nadorova buika, B- granulocyty, C-

nekroza.

8.9 Priloha 9: Vliv kotveni SMCC na melanom, 24 hod od vpichu (lysin-
SMCC)

Obr. 21: Histologicka tkan melanomu s kotvenim SMCC, A- nadorova bunka, B-
granulocyty, C- nekroza.
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