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Seznam zKratek:

ACAID - anterior chamber-associated immune deviation (imunitni odchylka asociovana

s predni komorou o¢ni)

ADCC - antibody dependent cellular cytotoxicity (na protilatkach zavisla bunééna
cytotoxicita)

APC — antigen presenting cell (antigen prezentujici buiika)

BBB — blood brain barrier (krevni mozkova bariéra)

BRAID — brain associated immune deviation (imunitni odchylka asociovana s mozkem)
BTB — blood tubular barrier (krevni tubularni ariéra)

CD - cluster of differentiation (diferenciacni skupina)

CGRP — calcitonin gene-related peptide (peptid ptibuzny genu pro kalcitonin)

CNS — central nervous systém (centralni nervova soustava)

CRP — C reactive protein (C reaktivni protein)

Crry — complement receptor-1 related gene/protein Y (komplementovy receptor souvisejici
s genem/proteinem Y)

CTL — cytotoxic t lymphocyte (cytotoxicky t lymfocyt)

DC — dendritic cell (dendriticka buika)

DTH — delayed-type hypersensitivity (opozdéna hypersensitivita)

EAU — experimental autoimmune uveoretinitis (experimentalni autoimunni uveoretinitida)
EIU — endotoxin-induced uveitis (endotoxinem indukovana uveitida)

FasL — Fas ligand (receptor pro Fas)

Foxp3 — forkhead box P3 (forkhead transkrip¢ni faktor)

HLA — human leukocyte antigen (lidsky lymfocytarni antigen)

ICAM-I — intracelular adhesion molecule-I (vnitrobunééna adhezivni molekula)



IDO — indoleamine-2,3-dioxygenase

IL — interleukin

IL-1-R — interleukin-1 receptor (receptor pro interleukin)

IMA — immunologically mediated abortion (imunologicky zprostfedkovany potrat)
INF — interferon

KIR — killer cell imunoglobulin-like receptor (imunoglobulinu podobny receptor zabije¢skych
bunc¢k)

LIR — leukocyte 1g-like receptor (imunoglobulinu podobny receptor leukocytu)

LRR — leucine-rich repeats (opakovani bohata na leuciny) MHC — major histocompatibility

complex (hlavni histokompatibilni komplex)

MBL — mannose-binding lectin (lektin vazajici manosu)

MIF — macrophage inhibitory factor (makrofag inhibujici faktor)

MIP-1a — monocyte inflammatory protein (monocytarni zdnétlivy protein)

MR — mannose receptor (manosovy receptor)

NDV — Newcastle disease virus (virus Newcastleské nemoci)

NK — natural killers (pfirozeni zabijeci)

NKG — NK-cell lectine-like receptor (lektinu podobny receptor zabijecskych bunék)

NLR — NOD-like receptor (receptor podobny nukleotidu, vazajiciho oligomerujici doménu)
PAMPs — pathogen-associated molecular patterns (molekulové vzory asociované s patogeny)
PD-1 — programmed death-1 (protein programované smrti)

PDL-1 — programmed death ligand-1 (ligand programované smrti)

PGE2 — prostaglandin E2

PRR — pathogen recognition receptor (receptor rozpoznavajici patogeny)



Rd — retinal degeneration (degenerace sitnice)

RM — reccurent miscarriage (opakovany potrat)

RPE — retinal pigment epithelial cells (pigmentové epitelidlni buiiky sitnice)
SfasL — soluble Fas ligand (rozpustny Fas ligand)

SOM - somatostatin

SR/CR - spontaneous regression/complete resistance mice (odolnost mysi s kompletni

spontanni regresi)

TAA — tumor asociated antigens (antigeny asociované S nadory)
TCR —t lymphocyte receptor (receptor lymfocytu T)

TGFp — transforming growth factor (transformujici ristovy faktor)
Th —t helper cell (pomahacska t bunka)

TIR — the toll/interleukin-1 receptor (receptor toll/interleukin-1)
TLR — toll like receptor (receptor podobny genu Toll)

TLRA —toll like receptor agonist (agonista toll like receptoru)
TNF — tumor necrosis factor (faktor nadorové nekrozy)

Treg — regulatory t cells (regulacni t buriky)

TSA — tumor specific antigens (nddorové specifické antigeny)

TSTA — tumor-associated transplantation antigen (transplantacni antigen asociovany

S nadory)
VIP — vasoactive intestinal peptide (vazoaktivni stfevni peptid)

aMSH — a melanocyte stimulating hormone (o melanocyt stimulujici hormon)



1. Uvod

Imunitni systém ma schopnost rozpoznat a zabit rakovinné buiiky. Nicméné tyto bunky si
vytvofily ucinné mechanismy jak Se rozpoznani anaslednému eliminovani vyhnout.
Nadorova imunoterapie se zabyva vyvojem ruznych strategii, které by tento problém

ptekonaly.

V této praci budou probrany pfedev§im mechanismy imunitni tolerance
imunoprivilegovanych mist (oka, mozku, varlat, licniho vacku kiecka a trofoblastu)
a mechanismy tolerance nadorti (jako zvlastni piipad imunoprivilegovaného mista). Bude
provedeno porovnani téchto mechanismui a nasledné shrnuty pipady, kdy je jejich tolerance
prolomena. Pokusime se poucit ze zjist€énych poznatkti a navrhnout hypotézu, jak by se dala
narusit tolerance nadorti na urovni ziskané imunity. Ve druhé ¢asti prace bude navrZzena

moznost vyuziti stimulace vrozené imunity pro terapii nadorovych onemocnéni.

1.1 Rakovina

Rakovina je skupina nemoci, ve které ur€ity klastr bunék vykazuje nekontrolovatelny rist,
invazi do okolnich tkani a nékdy | metastazy (rozsifeni bunék pies mizu nebo krev do dalsich
mist V t€le). Hlavni a zakladni rys rakovinnych bunék je chybna kontrola bunééné proliferace,
ke které dochdzi v disledku mutaci. Obvykle vznikd mutaci Vv proliferanich genech tzv.
onkogenech nebo antiproliferacnich genech tzv. antionkogenech. Tim ziskaji mutantni formy
bunék nové vlastnosti, bud’ zvySenou nebo snizenou aktivitu. Potomstvo téchto bunék zdédi

tyto mutace a vznika z nich nador, ktery mize neomezen¢ rist (Alberts et al. 1998).

Velka ¢ast genetickych zmén vznika prostiednictvim endogennich mechanismt (chyby béhem
replikace genomu). Faktory prostiedi hraji také dilezitou roli. Jsou to prfedevsim chemické

karcinogeny, tabakovy kout, infek¢éni agens (viry, bakterie) a radiace (Schvab 2008).



1.2 Nadorova imunologie

Mechanismy imunitnih0 systému muzeme rozdélit do dvou kategorii: ziskana imunita
(antigenn¢ specifickd, adaptivni) a vrozena imunita (nespecificka, neadaptivni). k tomu aby
mohl imunitni systém reagovat Snadorovymi bunkami, musi je nejdiive rozpoznat.
Zakladnim predpokladem tohoto rozpoznani je tedy existence nddorové specifickych
povrchovych antigeni (Hofej$i a Bartinkova 1998). u experimentalnich zvifat bylo
prokazano, Ze nadorové antigeny mohou vyvolat humoralni ibunikami zprostfedkované

imunitni odpovédi, které vyust'uji v destrukci nadorovych bunék (Janeway et al. 2004).

1.2.1 Ziskana imunita

Vyskytuje se az U obratlovcl. Zakladni vlastnosti je rozpoznani mezi télu cizimi atélu
vlastnimi strukturami. Dale je charakterizovana specifitou, diverzitou a imunologickou paméti

(coz je princip ockovani).

Ziskana imunita se rozd¢luje na dva oddily: humordlni a buné¢ny. Humordlni imunitni
odpovéd’ spociva ve vazbé protilatka-antigen. Efektorovymi bunkami jsou B-lymfocyty, na
jejichz membrénach jsou navazané zminéné protilatky. Po navazi antigenu na protilatku
dochézi ke klonalni expanzi B-lymfocytii (se specifitou pro dany antigen). Cast téchto klonti
necirkuluje v krvi a pfeméni se na pamétové buiky, které umozni rychlejs$i nastup reakce po

opétovném setkani s antigenem (Roitt et al. 2006), viz Obr. 1.
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Obr. 1: Aktivace a klonalni expanze B bun¢k (Campbell a Reece 2008).
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Hlavni ulohu U bunécné zprostiedkovanych mechanismii maji T-lymfocyty. Ty reaguji na
kazdou cizorodou strukturu prosttednictvim svych receptor (TCR). Rozlisuji se dvé zakladni
subpopulace T-lymfocytd CD4+ a CD8+. CD4+ jsou oznacovany jako Th (pomocné) bunky.
Déli se na Thl, jejichz funkci je produkovat lymfokiny, uplatiuji se Vv oddaleném typu
precitlivélosti a bunécné cytotoxicité. Druhym typem jsou Th2 bunky, které také produkuji
lymfokiny a pomdhdji polyklondlni aktivaci B bunc¢k. Oba typy Th bun€k rozpoznavaji
exogenni antigen prezentovany v komplexu s MHC Il. MHC Il je na povrchu APC buné¢k
(napt. makrofagt, dendritickych bunék). CD8+ buiiky jsou oznacovany jako Tc (cytotoxické).
Jejich hlavni funkei je rozpoznat endogenni antigeny v komplexu s MHC |. MHC i je na
povrchu vsech jadernych bunék, viz Obr. 2. Endogenni antigeny tvoii hlavné virem

infikované bunky nebo bunky nadorové (Kuby et al. 2007).
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Obr. 2: Rozpoznani rakovinnych bunék cytotoxickymi T-lymfocyty (Mitra et al. 2003)

Mezi dalsi dulezité bunky patii NK buiiky a makrofagy. NK atakuji hlavné bunky, které
neexprimuji MHC i a uplatiiuji se v ADCC (na protilatkach zavisla bunécna cytotoxicita).

Makrofagy jsou hlavni fagocytujici a antigen prezentujici buiiky.

Hlavni pfi¢inou selhavani imunitni obrany proti nadortim je asi praveé nedostatecna prezentace

(Hoftejsi a Bartiikova 1998). Specifické rysy, jako tlumeni reakce, bude probrano dal.



1.2.2 Nadorové antigeny

Jsou to molekulové struktury na povrchu nadorovych bunék. Mély by se chovat jako
antigenni a tudiz vyvolat imunitni odpovéd’ (Krejsek a Kopecky 2004).

Zpocatku byly nadorové antigeny obecné rozdéleny do dvou kategorii na zaklad¢é zpusobu
jejich exprese. Na TSA, které jsou pfitomny pouze na nadorovych bunikach a TAA, které jsou
pfitomny na nékterych nadorovych builkédch ataké na nckterych normaélnich bunkach.
Nicméng, tato klasifikace je nedokonala, protoze se ukézalo, Ze mnoho antigent, které byly
povazovany za tumor-specifické, bylo objeveno také na nékterych normalnich bunkach.
Moderni klasifikace nadorovych antigenti je zalozena na jejich molekularni struktuie
a puvodu. Vv soucasné dob¢ jsou lidské naddorové antigeny rozdéleny do nasledujicich tfid:
diferencia¢ni antigeny, antigeny se zvysSenou expresi, nadorové testikularni antigeny, antigeny
odvozené od virové indukovanych nadori, onkofetdlni antigeny a antigeny, které vznikaji

bodovymi mutacemi v onkogenech nebo tumor supresorovych genech (Liu 2010).

1.2.3 Vrozena imunita

Je evolucné star$i. Vyskytuje se U vSech mnohobunéénych organismi. Imunitni reakce
vrozené imunity neni zavislad na rozpoznani lymfocyty. Mechanismy nespecifické imunity
jsou tvofeny dvéma slozkami: bunéfnou ahumoralni. Bunéénou slozku predstavuji
fagocytujici buiikky a pfirozené cytotoxické bunky (NK). Humoralni slozku zase
komplementovy systém, interferony, lektiny a jiné sérové proteiny. Na rozdil od specifickych
slozek vrozena imunita nema imunologickou pamét’ (Hotejsi a Barttinkova 1998). Podrobngji

bude rozebrana dale.

1.3 Tolerance

Vyznamnou piekazkou K vytvoreni imunoterapeutik a ockovacich latek proti rakoving je, ze
mnohé nadorové antigeny jsou pomérné slabé a ze navic dochazi k navozeni stavu ucinné
imunotolerance nadort. Pokud bychom porozuméli mechanismim neodpovidavosti
a dokazali n&jakym zptisobem regulovat tuto imunologickou toleranci, byl by to vyznamny

krok v oblasti nadorové imunoterapie.



1.3.1 Co je to imunologicka tolerance

Je to stav, kdy imunitni systém neodpovida na urcity antigen, ktery by za jinych podminek
u stejného jedince vyvolal imunitni odpovéd’. Specifickd neodpovidavost je zpisobena
v dasledku snizené nebo uplné potlacené reaktivity klonu lymfocyti na dany antigen. Nékdy
je tento klon z organismu upln¢ ecliminovan. Jedinec, ktery toleruje urcity antigen, ma
zachovanou schopnost odpovidat na ostatni antigeny. Imunologicka tolerance je proto stejné
specificka jako imunita. Miize byt pfirozena (spontanni neodpovidavost na vlastni antigeny,
ktera vznika béhem ontogenetického vyvoje jedince se nazyva autotolerance) nebo sekundarni
(neodpovidavost na cizi antigen). V experimentalnich podminkdch se tolerance na urcity

antigen da navodit uméle (Ferencik et al. 2004).

1.3.2 Indukce imunologické tolerance

Imunologicka tolerance k vlastnim antigenim se vyviji v lymfatickych organech béhem zrani
ta B bun¢k. Lymfocyty t zraji vthymu (centralni tolerance) a v sekundarnich lymfatickych
tkanich po exportu zralych t bunék z thymu (periferni tolerance). v thymu dochazi k pozitivni
a negativni selekci. Pozitivni selekce je zalozena na eliminaci lymfocyti s nefunkénim TCR
neschopnych rozpoznat vlastni HLA molekuly. unegativni selekce dochazi k deleci
autoreaktivnich t bunék s vysokou afinitou vazby komplexu HLA-peptid (Sprent a Kishimoto
2001). Tento proces neni dokonaly, malé mnozstvi autoreaktivnich bunék unika do periferie.
Aby se zabranilo utoku téchto bunék na vlastni komponenty a naslednému vzniku
autoimunitni nemoci, je nezbytna existence mechanismii periferni tolerance. Ty zahrnuji
t bunéénou klonalni deleci, anergii, ignoranci a supresi (Miyagawa et al. 2010). Klonalni
delece vede k apoptotické smrti autoreaktivnich klont (napf. pii nekréze po uvolnéni velkého
mnozstvi autoantigenti). Klonalni anergie vznika pfi funkénim atlumu t lymfocyta, které jsou
schopny rozpoznat autoantigen, ale chybi kostimula¢ni signal (Bandyopadhyay et al. 2007).
Klonalni ignorance je stav, kdy lymfocyty nejsou schopny rozpoznat autoantigen (napf.
u antigend, které jsou exprimovany na vlastnich tkanich v podprahovém mnoZzstvi). VSechny
uvedené¢ mechanismy spadaji do procesu pasivnich mechanismt periferni tolerance. Aktivni
mechanismus imunologické suprese je zalozen na existenci regulacnich t bun¢k. (Vesela
a Stiz 2004). B bunky kromé regulace tolerance t lymfocyti mohou byt samy tolerizujicimi
bunkami. Podstupuji klonalni deleci, editaci receptoru nebo anergii (Ashour a Seif 2007).
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1.3.3 Imunoprivilegované oblasti jako zvlastni pfripad tolerance

Jsou to urcitd mista v téle, ktera jsou schopna tolerovat ptitomnost cizich antigent. Plné
alogenni tkan muze byt do nich transplantovana bez rizika odmitnuti. v dusledku toho nedojde
k poSkozeni tkan¢ ¢i organu, které by mohla zpisobit imunitni reakce vyvolana témito
antigeny. Mezi tato mista patii pfedni komora o¢ni, mozek, varlata, déloha nesouci plod
a také licni vacek u kiecki. Drfive se myslelo, Ze tato tolerance je zpusobena isolaci téchto
mist riznymi bariérami a tedy nepfistupnosti pro efektorové bunky imunitniho systému. Ale
bylo dokazano, Ze cizi antigeny mohou vyvolat v imunoprivilegovanych mistech specifickou

imunitni odpovéd’ (Streilein 1995).



2. Cile prace

Srovnani imunoprivilegovanych mist amechanismi navozeni imunotolerance za
fyziologickych podminek S navozenim imunotolerance U nadori. MozZnosti prolomeni

imunotolerance u nadort.

Uloha vrozené imunity ve vztahu nador-hostitel. MoZnosti vyuZiti stimulace vrozené imunity

pro imunoterapii nadorovych onemocnéni.



3. Mechanismy navozeni tolerance u jednotlivych
imunoprivilegovanych mist

3.1 Predni komora ocni

Privilegovaného stavu tohoto mista je z velké ¢asti dosazeno supresi DTH reakce, ktera je
vyvolana presentaci aloantigenu do piedni komory o¢ni. Mistni F4/80 APC buiiky opusti oko,
vstoupi do krevniho fecisté a nesou imunitni signal do sleziny. Za 1 tyden se objevi regulac¢ni
t bunky, které vytvoii antigen specifickou supresi DTH. Tento mechanismus se nazyva
ACAID (Streilein 2008), viz Obr. 3.

e Central processing 9 Efferent
spleen periphery

Treg cell
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’ Th1

induction

m
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responses

TRENDS in Immunology

Obr. 3: Reflexni oblouk imunitni tolerance oka. Zpracovani antigenu (Streilein 2008).

Mnoho antigent vyvolava ACAID, TSTA naopak vyvolavaji silnou DTH reakci (Benson
a Niederkorn 1992). k pochopeni imunitnich odpovédi oka na ptitomnost ciziho antigenu je
také nutné brat v uvahu mnoho prekryvajicich se mechanismi, které pfispivaji K ustaveni

a udrzovani privilegovanosti.



Mechanismy imunitni privilegovanosti oka:

e o0ko je vyplnéno imonusupresivnimi faktory zahrnujici neuropeptidy, oMSH,
somatostatin, vazoaktivni stfevni peptid, peptid vazany na gen pro kalcitonin, cytokiny
(TGFpB-2), inhibitory komplementu (CRP) a inhibitory aktivity NK bun¢k (MIF),

e nizka exprese MHC Il limitujici presentaci antigenu,

e stromalni bunky duhovky, fasnatého télesa a sitnice jsou schopny pfeménit t buniky na

Treg bunky, navic buniky RPE jsou schopny piimo inhibovat primované t bunky,

e molekuly jako PDL-1 aFasL, které jsou exprimovany stromalnimi bufikami oka,

indukuji apoptosu buné¢k (Streilein 2008),

e IDO enzym ovliviiuje katabolismus tryptofanu, ktery je dalezitou aminokyselinou pro
preziti t bun¢k (Chen et al. 2006).

3.2 Mozek

Mozek je dulezity organ pro pieziti aproto musi byt chranén pied patogeny.
Imunoprivilegovanost tohoto organu se vysvétlovala isolaci od imunitniho systému pomoci
BBB, nedostatkem lymfatickych kanald a imunitni nekompetentnosti mikroglii (makrofagy
v CNS). Nedavna data ale ukézala, ze CNS neni isolovana a ani neni pasivni V interakcich
S imunitnim systémem (Carson et al. 2006). Podobné jako U pifedni komory o¢ni se v CNS
uplatituje odchylna reakce na antigen (BRAID). Po vpraveni antigenu do mozku dojde
k potlaceni antigen specifické DTH reakce. Ale mechanismy BRAID se lisi od mechanismu
ACAID. Neuplatituje se slezina, ale bunky isolované z krénich uzlin. Ty mohou adoptivné

prenést BRAID. (Wenkel 2000).

Nedostatecna presentace antigenu V diisledku nizké exprese MHC molekul a kostimula¢nich
molekul, pfimé imunosupresivni pusobeni neuront na gliové bunky a produkce
imunosupresivnich cytokini astrocyty aneurony jsou dalsimi faktory podilejicimi se na

privilegovanosti (Roitt et al. 2006).



3.3 Varlata

Imunologicka tolerance je ustanovena uz pied narozenim ¢lovéka. Pritomné antigeny jsou
povazovany za vlastni. Antigeny, které se vyskytnou pozdéji jsou oznacovany jako cizi. Proti
témto cizim antigenim by méla vzniknout imunitni odpovéd’. Béhem puberty zarodecéné
bunky ale zahajuji program, ktery vede ke vzniku spermii. Béhem tohoto procesu se na
povrchu zarode¢nych bunék tvoii fada novych, pro organismus cizich molekul. Varlata ale
maji schopnost tolerovat tyto cizi antigeny. Opét se zde vyskytuje vice faktort, které se
podileji na imunoprivilegovanosti tohoto organu. Nejznaméjsi znich je BTB. Je
charakterizovana tésnym spojenim mezi sousedicimi Sertoliho bunikami, viz Obr. 4. Je tak

regulovan prostup vétsich hydrofilnich molekul obzvlasté proteind.

Seminiferous
( A tubules

Germinal compartment

)

T cell

Interstitial compartment

Obr. 4: Morfologie varlat (Fijak a Meinhardt 2006).

Androgeny hraji roli v inhibici exprese prozanétlivych cytokinii a posunuji rovnovahu
cytokinti K tolerantn&j§imu prostiedi. Zirné buiiky hraji roli v indukci a zesileni imunitnich

reakci. Tim, ze nedochazi K jejich aktivaci, je udrZzovana imunitni privilegovanost (Fijak
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a Meinhardt 2006). Produkce imunosupresivnich molekul Sertoliho bufikami (hlavné IL-6,
ktery pusobi na aktivaci ta B lymfocytll) a exprese FasL (zprostiedkovava bunécnou smrt)

jsou dalsimi mechanismy, které piispivaji k imunotoleranci (Filippini et al. 2001).

3.4 Licni vacek krecka

Je ztejmé, ze licni vak je bez lymfatickych cév. Areolarni pojivova tkan (hlavni vrstva
membrany licniho vacku) je zodpovédna za imunitni privilegovanost (Shepro et al. 1963,

Billingham 1960).

3.5 Téehotenstvi: placenta, plod a déloha

Té&hotenstvi je unikatni udalosti, kdy geneticky a imunologicky c¢aste¢né cizi plod (polovina
roli v ptezivani hraji buniky trofoblastu (cytotrofoblastu). Ty na svém povrchu exprimuji jiny
typ HLA molekul (HLA G a HLA E). Takze mateiské t lymfocyty je sice rozpoznaji, ale
misto zahajeni imunologické reakce, ktera by vedla k destrukci, dochazi pouze k supresi.
Ackoliv by mély byt bunky trofoblastu zni¢eny matetskymi NK buiikami, nedochazi k tomu.
Vv d¢loze matky se nachdzi specialni NK buiiky. Bunky cytotrofoblastu vylu€uji chemokiny
(MIP-1a), které ovliviiuji vznik téchto NK bunék. Na povrchu NK bunék se nachazi
specifické inhibi¢ni receptory. Ty se vazi s HLA G a tak nedochazi k odmitnuti plodu (Poole
a Claman 2004).

Plod je relativné izolovan od imunitniho systému matky.

Na bunkach lidské placenty byly identifikovany proteiny rodiny B7. Jsou to transmembranové
proteiny, které interaguji S receptory rodiny CD28. Poskytuji kostimula¢ni signal K iniciaci
primarni odpovédi T-lymfocyti. PD-1 je jednim z CD28 inhibi¢nich receptord. Ten je in vivo
exprimovan na aktivovanych tbuilkach aje kriticky dilezity v udrZzovani imunologické

tolerance.
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IDO je tryptofan katabolizujici enzym exprimovany trofoblastem. Degradace tryptofanu,
produkce toxickych metabolitl, pozménéni APC bunc¢k a Treg jsou mechanismy, které
vyvolavaji supresi t bunék. Chemickou inhibici IDO dojde umysi k T-bunétné zavislému
odmitnuti semialogennich plodt. Genetickou eliminaci IDO vsak k odmitnuti nedoslo. Tento
enzym také chrani Treg bunky pfed atokem imunitniho systému, které jsou velmi dilezité

Vv uspésném tehotenstvi (Petroff 2005).

Buniky trofoblastu vytvari FasL. Interakci s receptory na mateiskych lymfocytech dochazi
k apoptoze téchto lymfocytd. To by mohlo pfispivat k imunitni privilegovanosti placenty
béhem téhotenstvi. Mutace Vv Ipr (defekt ve funkci FasL) neméla Zzadny vliv na vysledek
t€hotenstvi. Ale u mysi gld (postradaji fungujici FasL) doslo k extensivni infiltraci lymfocytt
a buné¢né smrti na rozhrani placenty a decidua (Kanellopoulos-Langevin et al. 2003).

Makrofdgy maji také svij podil na GspéSném prubchu téhotenstvi. Klasicky aktivované
makrofagy produkuji prozanétlivé cytokiny (IL-1, IL-6, IL-12) aaktivuji Thl bunky.
Vv placenté¢ se ale nachazi alternativné aktivované makrofagy, které¢ produkuji cytokiny jako

IL-10 a antagonistu IL-1-R. Tim snizuji zanétlivou odpovéd’ a inhibuji aktivaci Th1 bungk.

Crry (komplementovy receptor souvisejici S genem/proteinem Y) je dalsi cestou, jak je
regulovano uspésné téhotenstvi. Je to inhibitor C3 a C4 komponenty v komplementové
kaskad¢é. Naruseni tohoto inhibitoru v trofoblastu a obklopujici tkani decidua vedlo

k progresivnimu zhorSeni mysich embrii a nakonec k smrti plodu (de Lemos 2002).

Studie na mysich modelech ukazaly, Ze u normalniho téhotenstvi pfiméfené plisobeni Treg
bunék zptisobi potlaceni utoku matetskych Th1l bunék na semialogenni zarodek. Pfitomnost
Treg bunék je nezbytna Vv prvnich dnech téhotenstvi a také v dobé pied implantaci embrya.
Mechanismy, kterymi Treg bunky vyvijeji potlacujici reakce jsou nyni ve stadiu urcovani.
Jako vSechny t bunky i Treg buiiky, aby byly schopné vykonavat supresivni funkci, musi byt
aktivovany, viz Obr. 5. k aktivaci je nutné setkani TCR s pfibuznym antigenem a ptitomnost
IL-2. Antigenem fizend proliferace je ziejma v lymfatickych uzlinach délohy a mize se také
vyskytovat ve tkani decidua, kde je hojné mnozstvi zralych myeloidnich DC bunék schopnych

prezentovat antigeny bunék trofoblastu.
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Obr. 5: Model kli¢ovych kroku aktivace a expanze Treg bunék, ziskani supresivni funkce

vedouci k toleranci mezi matkou a plodem (Guerin et al. 2009).

3.6 Mechanismy navozeni tolerance nadoru

Interakce mezi imunitnim systémem a malignimi buiikami hraje vyznamou roli pti vzniku
nadort. Selhani imunitniho systému Vv rozpoznani a odmitnuti transformovanych bunék mize
vést Kk rozvoji rakoviny. Nadory vyuzivaji velmi mnoho zpisobu, jak ptedejit odmitnuti

imunitnim systémem (Igney a Krammer 2002).

3.6.1 Mechanismy uniku nadorua pred imunitnim systémem

Predpokladame, Ze nadorové buniky produkuji proteiny, které normalni builky nevytvafeji.
Tyto proteiny nazyvame TAA a TSA. Predpokladem pro rozpoznani TAA nebo TSA je jejich

prezentace prostiednictvim MHC tfidy I. Bylo dokazano, ze mnoho nadorovych bunék
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exprimuje na svém povrchu méné MHC i v porovnani s normalni tkani, ze které vznikly. Tak

nedochazi k lyzi transformovanych bun¢k zprosttedkované CTL (Bubanovic 2004).

Mnoho dtkazi ukazuje, ze NK bunky piednostné napadaji bunky, jejichz exprese MHC i je
snizena nebo zcela zruSena. Nadorové bunky se pfed nimi brani zvySenou expresi proteinu
HLA-G. Je to unikatni, neklasicka (tfida Ib) MHC molekula téidy I. Interakci HLA-G
a inhibi¢nich receptord NK bunék (LIR-2 a KIR2DL4) dochazi k inhibici cytolysy NK
bunikami. Navic HLA-G muze nepiimo0 pfispivat K potlaceni cytolysy, zprostiedkované NK

bunkami, prostfednictvim zvysené regulace HLA-E (Sheu a Shih 2010).

Kromé¢ KIR receptorii maji NK bunky jesté dvé isoformy lektinu podobnych receptort
CD94/NKG2A a CD94/NKG2B. Receptory NKG2 strukturu MHC i rozpoznavaji nepiimo,
specificky vazi rozStépeny peptid z vedoucich sekvenci molekul tfidy la, vazanych ve Zlabku
molekul t¥idy Ib. Ttida Ib u lidi je HLA-E. v pfipadé chybé&jiciho MHC i miZe nastat zabijeni
NK bunkami (Diefenbach a Raulet 2001).

U mnoha typa rakoviny byla demonstrovana exprese FasL. Exprese FasL na povrchu
t lymfocytu je dulezita ve zprostiedkovani bunééné smrti nadorovych bungk, vytvaiejicich
Fas. Nicméné mnoho rakovinnych bunék si vyvinulo odolnost proti Fas/FasL
zprostfedkované apoptoze. Exprese FasL na naddorovych bunikach spolu s faktem, Ze mnoho
nadort je odolnych proti Fas/FasL zprostiedkované apoptoze, podporuje hypotézu, ze nadory
pouzivaji FasL ke spusténi preventivniho utoku proti aktivovanym t lymfocytim jako cestu,
jak se vyhnout svému znifeni. atudiz FasL pomaha nadorovym tkanim byt
imunoprivilegovanym mistem. Nékolik studii ale ukazalo, ze FasL na nadorovych bunkach
muze byt prozanétlivy. Transplantované nadorové bunky, které vyjadiuji FasL byly rychle
odmitnuty U mys$i, V porovnani S nddory, nemajici tuto molekulu. Odmitnuti bylo vétSinou
zptisobeno infiltraci neutrofild. Nicméné rGzné nadory tvofi rizné mikroprostiedi,
charakterizované pfitomnosti nebo chybénim rtznych cytokinl. Jedna studie ukazala, Ze
pfidanim TGFB1 do nadorového mikroprostfedi zabranilo utoku neutrofilti na nador (Lu B. et
Finn 2008).

Rakovinné bunky produkuji mnozstvi cytokinti a chemokind, které maji potlacujici t¢inek na
bunky imunitniho systému. Neodpovidavost imunitniho systému U pacientt S rakovinou je

pfisuzovana vylu¢ovani imunosupresivnich cytokint. IL-10 ma schopnost inhibovat aktivaci
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imunitnich bunék mnoha zpisoby, jako je tfeba inhibice prezentace antigenu a tvorba IL-12.
IL-10 také inhibuje diferenciaci, zrani a funkci dendritickych bunék a také zvySuje spontanni
apopozu a interferuje tak s indukci protinadorové odpovédi. IL-10 chrani rakovinné bunky
pied CTL snizenim HLA tridy I, Il a ICAM-1. TGF-B je dal§im cytokinem, ktery inhibuje
aktivaci, proliferaci a aktivitu lymfocytd. Muze také indukovat produkci IL-10. PGE; je
dalsim faktorem, ktery je exprimovan nadorovymi buiikami. ZvySuje produkci IL-10

makrofagy a inhibuje produkci I1L-12 (Kim et al. 2005).

Dalsim mechanismem, ktery je zodpovédny za snizeni odpovidavosti t bun¢k (CD4+CD25-
a CD8+) proti nadordm je pfitomnost regulac¢nich bunék (Treg). Objevuje se stale vice dikazi
0 jejich pritomnosti i v periferni krvi a béhem infiltrace nadorti lymfocyty. Treg butiky jsou
obecné charakterizovany fenotypem CD4+CD25+. Mohou vznikat ptirozené selekci v thymu
nebo indukci v periferii s expresi markeru CD25 po imunosupresivnim pusobeni cytokini IL-
10, TGF-B nebo obou soucasné. Na rozdil od mysi u ¢lovéka je exprese CD25 variabilni.
Vv soucasné dobé se k indentifikaci Treg bunék pouziva jejich specificky marker transkripéni
faktor foxp3 (Assudani et al. 2007).
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3.7 Srovnani mechanismu zajistujicich toleranci u jednotlivych

imunoprivilegovanych mist

Tab. I: Tabulka nékterych mechanismu tolerance U imunoprivilegovanych mist a u nadoru,

pokus 0 srovnani

Oko Mozek Trofoblast Varlata Nador
ACAID BRAID HLA G HLA G
Nizka exprese | Nizka exprese Vliv MIP-1a na | Inhibice Nizka exprese
MHC MHC vznik prozanétlivych | MHC

a kostimulacnich | specidlnich NK | cytokint
molekul bun¢k androgeny

Treg Treg Treg

Blood-ocular Blood-brain Relativni Blood testis

barrier barrier oddéleni od barrier
imunitniho
systému matky

PD-L1 Piimé PD-L1 Potlaceni

poskytujici imunosupresivni | poskytujici aktivace zirnych

kostimulaéni plsobeni kostimulaéni bunék

signal T- neurontl na signal T-

lymfocytim gliové buiky lymfocytim
Alternativné Produkce IL-6 | Produkce TGF-
aktivované beta, IL-10,
makrofagy, IL12
produkujici
IL10
Crry inhibitor
slozek
komplementu
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Tab. II: Tabulka imunosupresivnich faktorti imunoprivilegovanych mist (Niederkorn 2006)

Faktor Efekt Oko Mozek | Trofoblast

TGF-p potlacuje aktivaci tbun¢k, NK bungk, | ano ano ano

makrofagli; vyvolava toleranci indukujici

APC

IDO vycerpava tryptofan anechava hladovét | ano ? ano
t bunky

SFasL potlacuje nabor a aktivaci neutrofilti ano ? ?

CRP inhibuje komplementovou kaskadu ano ? ano

VIP inhibuje aktivaci a proliferaci tbunék; | ano ano ano
inhibuje DTH

CGRP inhibuje  zpracovani  prozanétlivych | ano ano ano
faktorti makrofagy

SOM potlacuje produkci inf-y aktivovanymi | ano ano ano

t buitkami; indukuje produkci a-MSH

a-MSH inhibuje DTH auvolovani zanétlivych | ano ano ano
faktor. makrofagy; inhibuje aktivaci
neutrofild; indukuje CD4+,CD25+ Treg
bunky

MIF potlacuje aktivitu NK bunék ano ano ano

V uvedenych tabulkach (Tab. iaTab. Il) miuzeme jasné¢ vidét, Ze mnoho mechanismi
pfispivajicich k navozeni imunologické tolerance je shodnych. Analyzou patologickych stavii,
kdy dojde k prolomeni téchto mechanismi u pfedni komory o¢ni, mozku, varlat a trofoblastu,

bychom mohli najit zptisob, jak prolomit i stav nadorové tolerance.
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4. Mechanismy poruseni tolerance u jednotlivych
imunoprivilegovanych mist

4.1 Oko

U rd mysi starSich 12 mésict byla pozorovana ztrata kapacity nitroo¢ni tekutiny K podpofeni
ACAID, ktera meéla byt vyvolana vstiiknutim rozpustného bilkovinného antigenu.
Porovnanim riznych mysi s degeneraci sitnice a mysi starSich nez 12 mésicti bylo dokézano,
ze veék ani degenerace sitnice nejsou pricinou zruSeni ACAID. u starSich rd mysi byla ztrata
ACAID doprovazena zna¢nym snizenim hladin TGF-B2 v nitroo¢ni tekutiné (Welge—Liiflen et
al. 1999).

Béhem zkoumani interakci hostitele ariznych nadorovych linii, spadajicich do kategorie
tkani s vice mensinovymi H nekompatibilitami, byla prodlouzena privilegovanost pozorovana
u vSech histologickych kategorii nadorii S vyjimkou t bunéénych lymfomu. Navic kapacita
téchto nadorl, udrzovat imunitni privilegovanost, mize byt zruSena, kdyz je tlymfom
vpraven do ptfedni komory oka. Tento efekt je pfisuzovan lymfokinim, vylu¢ovanym
nadorem, jako je IL-2. vjeho ptitomnosti doslo krozvinuti DTH reakce (Niederkorn
a Streilein 1986).

Bunky P815 (mastocytom) vpravené Balb/c mys$im bez sleziny do piedni komory o¢ni misto
ACAID vyvolaly silnou DTH reakci. Nitroo¢ni nador tak podstupuje imunitni odmitnuti,
charakterizované ischemickou nekréozou, ktera vyust'uje v atrofii postizeného oka. Tato forma
vyusténi neni jedinecna U aloS$tépli alogennich nadorfi, vyskytuje se také U vysoce
imunogennich syngennich néadorti. P91 (mutant mastocytomu P815) exprimuje silné
tumorspecifické antigeny, které vyvolavaji silné DTH odpovédi po nitroo¢ni transplantaci
DBA/2 my$im i v pfitomnosti netknuté sleziny. Imunitni odmitnuti i v tomto piipad¢ vytstuje
v atrofii (Niederkorn 2009).

Druha cesta, kdy dojde k odmitnuti nadoru, je nezavisla na DTH reakci a nezpusobuje
vedlejsi zranéni ocnich tkani. AdSE1 je adenovirem transformovana nadorova bunécna linie.
Odmitnuti imunitnim systémem je zavislé na CD4+ t buinikach a INF-y, ale nevyzaduje CD8+

cytotoxické lymfocyty, perforin, TNF-a, NK buiky, B buiky ani FasL (Wang et al. 2003).
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Nitroo¢ni zanéty EIU (endotoxinem indukovana uveitida) a EAU (experimentalni autoimunni
uveoretinitida) jsou schopny naruSit dilezité parametry imunitni privilegovanosti, od
prolomeni bariéry krev-oko, pfes ztratu imunosupresivniho mikroprostfedi az po zruSeni

ACAID - umysi s EAU po vpraveni ovalbuminu (Ohta et al. 1999).

4.2 Mozek

Rostouci mnozstvi ditkkazii ze studii na hlodavcich naznacuje, Ze zhrouceni imunitni

privilegovanosti prispiva ke vzniku roztrou$ené sklerozy.

Intracerebralné vpraveny IL-12 do CNS indukoval odmitnuti gliomu pievazné pusobenim
CD8 t bun¢k nezavisle na pusobeni interferonu y. Dulezitymi faktory Uspé$ného odmitnuti

byly misto, trvani a ¢as exprese 1L-12 (Vetter et al. 2009).

4.3 Varlata

Ackoliv jsou varlata imunoprivilegovanym organem, mize Vnich vzniknout zanét,
asociovany se snizenou plodnosti nebo neplodnosti. Experimentalni autoimunni orchitis je
organové specificky model autoimunity, charakterizovany pfitomnosti infiltratt
intersticialnich lymfomononuklearnich bunék a vaznym poskozenim semenotvornych kanalki
vyustujicim Vv aspermatogenezi a neplodnost. Jednim z moznych vysvétleni by mohlo byt
neadekvatni vysoké mnozstvi Treg bunek ¢i pfitomnost vysokych hladin TNF-a, IL-6 a IL-

12, které mohou podstatné zhorsit supresivni funkci Treg bunék (Jacobo et al. 2009).

4.4 Trofoblast

V nékterych piipadech mohou byt mechanismy imunitni tolerance naruseny a muze tak dojit
k imulogicky zprostfedkovanému potratu (IMA). Typ imunologického mechanismu zavisi na
dob¢, ve které téhotenstvi probihd. Za predCasny potrat (do tfinactého dne téhotenstvi) je

zodpovédny buiikami zprostfedkovany imunitni mechanismus. Tento mechanismus zahrnuje
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imunokompetentni decidualni buriky a jejich produkci rozpustnych faktord nebo cytokint. Po
proniknuti stromatu blastocysty a decidualni reakci délozni tkané muze byt IMA zpasoben
I humoralnim  mechanismem,  produkci  otcovskych  anti  protilatek  hlavniho
histokompatibilniho komplexu nebo dokonce autoimunni poruchou, vedouci k produkci
autoprotilatek (antifosolipidové, antinuklearni, polyklonalni aktivace B bun¢k) (Giacomucci

et al. 1994).

V séru a deciduu pacientl S opakujicim se potratem byly zjistény zvySené hladiny cytokind
arozpustnych receptori pro cytokiny. To naznacuje, ze imunitni mechanismus muze byt
dulezity. Efektorova odpovéd’ t bunék mize byt funkéné rozdélena do dvou podskupin Thl
a Th2. Pravé piebytek cytokini odvozenych od Thl bunék byl dokazan u stimulovanych
krevnich bunék trofoblastu pacientti s RM. Takovym cytokinem je IL-12. Ten je zasadnim pro
zrani fenotypu Thl in vivo a in vitro (Wilson et al. 1997).

Pii snizené expresi HLA-G jsou aktivovany Th 1 buiky. Ty uvoliuji cytokiny jako INF-y,
TNF-a, TNF-f alL-2, které mohou inhibovat rast a metabolickou aktivitu lidského
placentarniho trofoblastu (Baek et al. 2007), viz Obr. 6.
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Obr. 6: Potencialni imunologické mechanismy zapojené v opakované téhotenské ztraté (Baek

et al. 2007).
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4.5 Zobecnéni poznatki z poruseni tolerance u jednotlivych

imunoprivilegovanych mist, navrhy pro nadorovou terapii.

Zpusobl naruseni tolerance neni mnoho. Dotykaji se zdsahu na Grovni cytokind, pfipadné
jsou provadeény aplikaci specifickych antigenti S adjuvans (experimentalni autoimunni
orchitis), nebo vyvolanim zanétu pouzitim endotoxinu (EIU). Terapie nadort zalozend na
pokud mozno lokalni eliminaci TGF-beta nebo blokaci jeho receptorti byla jiz mnohonasobné

studovana s ¢asteénymi vysledky (Saunier 2006, Penninson a Pasche 2007).

Vzhledem k tomu, Ze jak z vySe uvedeného vyplyva, je tolerance nadorti zabezpecena Sirokou
plejaddou regula¢nich mechanismii zejména na tUrovni ziskané imunity, jevi se jako
perspektivnéj§i vénovat se moznosti ataku na Grovni vrozené imunity. Uvedeny piiklad se
silnym naruSenim tolerance azhroucenim celého systému aplikaci endotoxinu

(lipopolysacharidu) ukazuje na realnost této cesty.
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5. Terapie nadorua stimulaci vrozené imunity.

Vrozena imunita byla po mnoho let povazovana za oddéleny subjekt od pfirozené imunity
a m¢la druhotfady vyznam Vv hiearchii imunitnich funkci. Nedavné studie obrany hostitele proti
mikrobialnim patogeniim vsak ukazaly, Ze typ vytvoiené efektorové odpovédi je zavisly nejen

na ziskané imunit¢ ale stejné tak na odpovédi vrozené imunity (Medzhitov a Janeway 1997).

Vyse byly popsany nékteré mechanismy ziskané imunity, které pouzivaji imunotolerantni
mista a nddory. Dokéze se S nadory vypotadat imunita vrozena? Na nadorech se nenachazi
zadné motivy, charakteristické pro bakterie ¢i houby. Proto neni diivod, aby vrozena imunita
zautocila. Profesor Cui ale dokazal, Ze vrozena imunita dokaze rakovinné bunky u¢inné zniéit

(viz kapitola 5.2).

Systém vrozené imunity pouziva K rozpoznani antigenti rizné druhy PRR receptort, které
Jsou exprimovany na bunécném povrchu, ve vnitrobunéénych oddilech nebo jsou sekretované

do krevniho fecisté a tkanovych tekutin (Medzhitov a Janeway 2002).

5.1 Pattern recognition receptors

Jejich funkcei je rozpoznat PAMPs, coz jsou molekuly nezbytné pro pieziti mikrobidlnich
patogenti, ale nejsou produkovany hostitelem. Rozpoznani téchto vzort vede k expresi
cytokinti, chemokind a kostimulaénich molekul, které odstrani patogeny. Dale k aktivaci APC

bunék a ke specifické aktivaci ziskané imunity (Pedraza et al. 2010).

5.1.1 Druhy PRRs

PRR se déli na solubilni, signalni a fagocytarni. Mezi solubilni patii napt. CRP a MBL. Do
signalnich paii tfinact TLR receptor, dale receptory NOD. Do fagocytarnich pocitame
scavengerové receptory, MR, formyl peptidové receptory a Dectinl (receptor pro beta glukan)
(Gordon et al. 2002, Abrahams 2010, Brown 2005).
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5.2 SR/ICR mysi

Velice zasadnim piispévkem V oblasti ivah 0 pouziti vrozené imunity jsou prace tymu prof.
Cui Prof. Cui objevil mysi s tzv. SR/CR mutaci. CR znamena ,,cancer rezistant”, ttmto mys$im
se dosud nepodafilo transplantovat zadnou nadorovou linii, jsou odolé. To se vSak tyka véku
do 4 mésicu. Pak se transplantované nadory ujmou, rozrostou, ale zahy dojde k druhému jevu,
nadory se spontanné odhoji (,,spontaneous regresion”, SR) (Cui et al. 2003).
Nejpozoruhodnéjsi vlastnosti je, Ze pomoci NK, PMN i makrofagt lze tuto tizasnou odolnost
pfenést i na normalni mysi S nadory. Po pfeneseni uvedenych bunék doslo k vylééeni mysi,
zmizeni nadrou (Hicks et al. 2006). Je tedy ziejmé, ze pozoruhodna rezistence SR/CR mysi je
dana vrozenou imunitou a ze vrozend imunita ma obrovskou schopnost likvidovat nadory
i v pokrocilém stadiu vyvoje. Jak z praci vyplyva, neni tato schopnost U mutantnich mysi dana
néjakou hyperreaktivitou vrozené imunity, ale tim, ze bunky vrozené imunity jsou schopny

rozpoznat nadorové bunky jako cizi.

Domnivame se, Zze za zminénou mutaci SR/CR se skryva reexprese zapomenutého genu pro
néjaky, dosud neznamy TLR. u c¢lovéka vSak zatim nelze upravit jeho genom tak, aby
ptislusny receptor detekoval nadorové buriky, tak jako je tomu u uvedené mutace. Tieba na to
jit z opaéného konce, je tedy potfeba navazat agonisty znamych TLR receptorti ptimo na
nadorové buinky, aby mohly byt rozpoznany bunikami vrozené imunity. Pouhd pfitomnost
téchto agonisti v téle podporuje nespecificky zanét, ktery jako takovy nadorovy rist pouze
podporuje (cytokiny) (Tsan 2006).

5.3 Toll-like receptory

Role téchto receptord spociva Vv aktivaci fagocyti atkanovych dendritickych bunék, na
kterych se TLR nachazi, aby mohly reagovat na patogeny sekreci chemokinli a cytokint
a dale v expresi kostimula¢nich molekul, potfebnych k aktivaci ziskané imunity (Janeway et
al. 2005). Reakce vrozené imunity zacinaji tim, Ze TLR rozpoznaji specifické mikrobialni
komponenty, Siroce exprimovanych bakteriemi, prvoky aviry. Jsou to membranové
glykoproteiny typu I, charakterizované cytoplazmickou TIR signalni doménou a externi

antigen rozpoznavajici doménou, zahrnujici 19-25 tandemovych motivil bohatych na
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opakujici se leuciny (LRR). ulidi Ize rozdé€lit 10 funk¢énich TLR podle jejich subcelularni
lokalizace. TLR 1, 2, 4, 5, 6 a10 jsou exprimovany na povrchu bunék, ostatni TLR ve
vnitrobunéénych  oddilech  téméf  vSech  typi  bunék, hlavné v endozomech

a endoplazmatickém retikulu (Kanzler et al. 2007).

5.3.1 TLR a jejich agonisté

Ptehled TLR a jejich agonistti udava Tab. III

Tab. I11: TLR a jejich agonisté (Ospelt a Gay 2009).

TLR Exogenni ligandy

TLR1 Tri-acetylované lipopeptidy, poriny

TLR2 Lipopetidy, peptidoglykany, glykolipidy, polysacharidy, viry,

celé bakterie

TLR3 dsRNA

TLR4 | LPS (lipid A)

TLR5 flagelin

TLR6 di-acetylované lipopeptidy

TLRY SSRNA

TLR8 SSRNA

TLR9 | CpG DNA

TLR10 |?
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5.4 Umisténi agonisty TLR na povrch nadorovych bunék

Prvnim zpasobem je pomoci transdukce onkolytickych virti vnést gen kédujici agonistu TLR
do nadorovych bungk. a zajistit pomoci signalnich sekvenci uchyceni toho agonisty na

membrané nadorovych bunék.

Druhym zptsobem je na jakéhokoliv agonistu TLR navazat biotin a pomoci onkolytickych
viri vnést do nadorovych bunék gen pro avidin nebo streptavidin. Systém avidin-biotin se
vyuziva pro svoji vysokou afinitu v mnoha oblastech biotechnologii. Avidin a strepavidin jsou
mimotradné stabilni molekuly ajejich schopnost vézat biotin mlze ptezit drsné reakéni
podminky (Diamandis a Christopoulos 1991). Vyhodou této metody je moznost pouZit vice
TLR agonistli @ moznost je ménit v pribéhu terapie. Vneseni genu pro avidin do HelLa bun¢k

bylo jiz vyzkouseno, avidin se exprimoval a byl schopen vazat biotin (Walker et al. 1996).

Ttetim zplisobem je navazat agonistu TLR na jiny vhodny nosi¢. Jednou z moznosti je pouziti
poly-L-lysinu jako nosice. Ten disponuje vyraznym kladnym nabojem a mize se tak vazat na
zaporny naboj nadorovych bunék. Je zndmy nejen svou biokompatibilitou, ale také snadnou
konjugaci s bioaktivnimi molekulami (Li et al. 2009). Na poly-L-lysin je také mozné snadno
navazat peptidy, za¢inajici formylmethioninem. Tyto peptidy ptitahuji buiikky vrozené imunity

(Diirr et al. 2006).

5.5 Jaké agonisty TLR pouzit?

V piipadé prvniho zptsobu by bylo nejlepsi volbou pouziti flagelinu. Oproti ostatnim neni tak
komplikovany. Jeho molekulova hmotnost se pohybuje vV rozmezi od 28600 Da do 63200 Da
(McDonough a Smith 1976). Receptor, ktery ho vaze je TLRS (Feuillet et al. 2006). TLR5
rozpoznava konstantni ¢ast molekuly flagelinu (Smith et al. 2003).

U druhého zptisobu je mozné vyuzit nejriiznéjsi agonisty TLR, jedinou podminkou je moZnost

biotinilizovat.

Ve ttetim ptipad¢ je dilezité, aby nam pienaSena molekula pfili§ neovlivnila celkovy naboj.
M¢la by byt mala. Jednou z moznosti by bylo pouziti slozky beta glukanu, skladajici se ze 4-5

glukoz, navazanych beta 1,3 glykosidickou vazbou (Jamois et al. 2005).
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5.6 Jaké onkolytické viry pouzit?

M¢ély by byt nepatogenni, se zachovanou moznosti replikace a piednostné se mnozit
v nadorovych bunkach. v Givahu pfipada atenuovany Newcastle disease virus (Galanis et al.
2001). Ten se 10 000 krat 1épe mnozi v nadorovych bunkach nez v buitkach normalnich (Bar-
Eli et al. 1996). Pouzit by se mohl i Sendai virus citlivy na trypsin. Pomoci trypsinogenu by se
dalo dosahnout v¢étsiho zesileni targetingu, Vv dusledku aktivace v misté nadoru. Byly
provedeny ucinné genové transdukce do primarné kultivovanych bunék a tkani (Yonemitsu et
al. 2000, Masaki 2001). Je povazovan za nepatogenni pro ¢loveéka anavic se replikuje

Vv cytoplasmé a neptedstavuje riziko integrace do genomické DNA (Huang 2009).

Pomoci téchto viru je tfeba piislusné geny vpravit do nadorovych bungk, zafidit jejich expresi

a vylouceni a ukotveni proteinu V membrané.

5.7 Usporadani in vivo experimentu

Aby se viry a¢inng dostaly do nadorovych bunék a nebyly predcasné likvidovany, potlacila by
se imunita hostitele podanim cyklofosfamidu (Rollinghoff et al. 1977). Viry nesouci gen pro
agonisty TLR by se vpravily pfimo do nadoru, do jeho blizkosti ¢i do zasobujici cévy. Dale
by se pouzil trypsinogen, ktery by nam napomohl lokalné aktivovat jak Sendai virus tak
i NDV (Leeuw et al. 2003). Zakladem bude sledovat transdukci gend agonisti TLR, aby byly
exprimovany na povrchu nadorovych bunék. v pfipadé flagelinu bude vnesen piimo gen,
v piipadé avidinu bude nasledovat aplikace né&jakého agonisty TLR (mozno i flagelinu)

S vdzanym biotinem.
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6. Zaver

e Imunotolerance Vv imunoprivilegovanych mistech anadorech je zajiSténa existenci

Sirokého rejstiiku imunosuprimaénich mechanismti, do zna¢né miry identickych.

e Je znamo jen pomérné malé mnozstvi prolomeni tolerance Vv imunoprivilegovanych
mistech a vzhledem k tomu, Ze imunotolerance je U nadord zajisténa souc¢asné mnoha
zpuisoby pfedevSim V roviné ziskané imunity, jevi se pouziti téchto poznatkl jako

nerealné.

e Dojde-li ktomu, Ze vrozena imunita rozezna nador jako cizi, je schopna ho

s neobycejnou intenzitou zlikvidovat.

e Vzhledem K tomu, Ze vrozena imunita zpravidla nedokaze nador definovat jako cizi,

nabizi se moznost nador pro vrozenou imunitu identifikovat instalaci PAMPs.

e Jsou diskutovany vhodné molekularni motivy a zplsoby jejich instalace na nadorové

buriky s cilem vyvolani cileného a u¢inného imunitniho ataku.
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