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1 Uvod

1.1 Historie

,VS8ichni pronasledovatelé démona nadoru v minulétoled museli byt fascinovani
prednetem svého pronasledovani a zardweuseli citit frustraci z jeho neuchopitelnosti. Se
vstupem do nového milénia mame djiade démon bude nakonec uchopen a Ze na zaklad
tohoto uchopeni najdemesigob, jak ho pemoci.” (Alfred GK, 2000).

Prvni zminky o rakovi& pochazi jiz z obdobi starékeho Egypta. V té dabale nebyla
medicina tak pokrala jako v dnesni dal lidé tedy nedokazali toto onemaci popsat a
popsali ji jako nevylé&telnou. Ric¢ina neni pesré znama ani dnes, ale s@sni onkologové
Piavod slova rakovina je fjpisovanfeckému |ék& Hippokratovi (460 az 370ipn. 1.)
(Olson, 1989). Hippokrates pouzival terminy ,caotia“ nebo ,carcinos” k popisu, jak se
pietvaeji viedy v nadory. Tyto pojmy vznikly pragdodobrd na zaklad pozorovani
karcinomi prsu. Tentarecky termin rakoviny byl pofl preloZzen do latinského slova pro
rakaci kraba (Celsus, 28 az 50.m. I.). Vys\tleni pro toto pojmenovani vyplyva z popisu
Siteni nadoii, které svymi dlouhymi vy¥ky podobajicimi se krabim noham pronikaji do
zdravych tkani (Petruzela a Konopéasek, 2003).

Za dlouha léta své existence tuto nemoc obklopiatitka aura (Tschuschke, 2004), stala
se synonymem smrti, nevylélnosti a krutych bolesti. Pro pacienty se v myobh
piipadech stala zdrojem strachu a obaW¥¢gmZ ve spojeni s nédomosti a Ihostejnym
piistupem okoli mMze vést k nefljemnému vyvoji nemoci (Adamec, 1970). Rakovina je
chapéna jako symbol zlaigstoze existuji i dalSéZka chronicka onemoéni, ktera mohou
korgit smrti a v sotasné dob na r¢ v zdpadnich spateostech umira vice lidi nez na
nadorova onemoeni (Tschuschke, 2004).i€¢5to ma pojem rakovina negai#ygi ohlasy
nez napiklad mrtvice nebo infarkt, a timto vnimanimibe zmisobit zavazné a¢iko
zvladnutelné psychické stavy (Koutecky a Konopa36R9). Proto satasni I€ké pouzivaji
rackji termin nadorové onemoéni, také zhoubné nadory a novotvary.



1.2 Co je rakovina

Rakovina je obecny laicky pojem pouzivany pro roisa skupinu nadorovych onemaaen
vyskytujici se pedevsim u starsSich lidi. Za diagndzou rakovinylsgva jeden velky vzor,
ktery se niZe vyjadovat v nesp&tu obrazi nemoci (Dahlke, 1998). Vznik rakoviny je
spojen jiz se zemou V jediné biice a tuto zrdnu MmiZou vyvolat vijSi ¢initelé i d&dicné
genetické faktory. V dnesni déle znamo vice nez 100 drulhakoviny, které jsou obvykle
pojmenovany podle organu nebo tkakde se vyskytuji nebo podle typu Blnkteré jsou
napadeny. Jak se tiky stavaji abnormalnimi, ziskavaji nové schopngakio je napiklad
dovednost uvolnitistové faktory a travici enzymy. Dale pak ovliyi ostatni normalni
buiky v okoli, coZz¢asto vede k poruSe funkce napadeného organu. Nadobroka se lisi
od normalni tim, Ze se trvale a nekoordinavdéli (SrSe1 a Srfiova, 1995). Bitka v €le
mutuje diky sérii nahodnych udalosti a ziskdva pnbet proliferovat bez normalnich
z&bran. Potomstvo této fky zdedi vSechny tyto vlastnosti a vznikd z nich nadderk
muze neomezen rast (Alberts, 2005). VSechna zhoubna nadorova one&ndcmaji
spole&ny charakteristicky znak, a to je pgawono vytv&eni abnormalnich bdhk
charakterizovanych nekoordinovanynistem, s postupnym ighim do okolnich tkani,
prinikem do mizniho a krevnihéeist¢ a postizenim vzdalenych ordgér{fPetruzela a
Konopasek, 2003). Zakladnim prvkem nimido procesu je mutace. Latky, které indukuji

mutace, se oziaji jako mutageny (Ipser, 2006).

1.2.1 Fi¢iny a symptomy nadorovych onemocéni

Priciny vzniku rakoviny nelze zcela specifikovat, rakav je multifaktorialni onemocmi,
Cc0Z znamena, Zze aby se nemoc rozvinulagepaoje k tomu souhruiznych faktoti. Dulezita
je nagriklad Gprava Zzivotniho stylucetre dietetickych navyk. Umrtnost na rakovinu by
bylo mozné podle odhédsnizit Gpravou Zivotniho stylu a omezenim expokiemecerogein
vngjSiho prostedi az o 33 % (Petruzela a Konopasek, 2003). Sympjsou zavislé na tom,
kde se rakovina vyskytuje, jak velka je a jak metvaiuje dalSi organy nebo tk&nPokud
se rakovina rozHi, priznaky se mohou objevit iznych¢astech dla. Muze se ale také stét,
Ze se neprojevi zadné symptomy fepto, Ze rakovina roste velmi rychle. Zde sénaa
projevovat symptomy az v dépkdy rakovina zéne ovliviiovat okolni tkas a organy. Pro

lécbu je dilezité, aby byla diagn6zadena co nejiive, ged tim, nez se rakovina ro#silo
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dalSich¢asti €la. To je ale skdy velmi obtizné, potvadz i res rychlé rozvinuti ipznak,
lidé nekladou @raz napiklad bolesti hlavy, unavnebo mohou dostat strach z toho, co
piiznaky mohou znamenat a nawit lékae oddaluji. Z tohotow/odu byly fizné ve swté
zavedeny preventivni prohlidky, kde vetsiné pripadi dojde k odhaleni rakoviny jiz

v brzkém stadiu nemaoci, toto zavedla fiklad American Cancer Society.

1.2.2 Hlavni znaky

* nevyswitlitelny ubytek hmotnosti

* horeka

* Unava (niZze byt spojena s tim, Zekieré druhy rakoviny zZisobuji ztratu krve)

* Dbolesti

* kozni zmény (nagtiklad hyperpigmentace)

» Zloutenka

e erytém

e swdéni (pruritus)

* nadn®rny rast vias

» zmena vyprazdovani m@ového n¢chyre nebo jeho funkce

* nehojici se bolaky

e bilé skvrny v ustech nebo na jazyku (ty jsou znamWeukoplakie, coz je
prekancerdzni oblast @gobenaastym podrazghim)

» neobvyklé krvaceni nebo vytok

» tlak v miznych¢astechdla

» Spatné traveni nebo obtizné polykani

» kaSel nebo chrapot
(Zaloudik, 2008)



1.2.3 Ovliviujici faktory

» Kancerogeny
Jsou to latky, které jsou schopny wiba vyvolat zrmény vedouci ke vzniku nédoru.
Zpusobuji zejména zémy ve struktie DNA — tzv. mutace. Karcinogeny zahrnuji latky
chemické (nap rizné mutageny), fyzikalni (radionuklidy) virové. V jiném gipadct mize
nador vzniknout dlouhodobou opakovanou expozicpifkad koueni). Do dneSniho dne
bylo objeveno na 3000 karcinogennich latek a neugth pribyva.

* Vék
S rostoucim ¥kem stoupa riziko vyskytu rakoviny. Bkam totiz rjakou dobu trva, nez
zmutuji a stanou se rakovinotvornymi. Mnoho lidi tsehto znén ani ,nestihne* doZit.
DalSim faktorem, prd se rakovina projevuje v pog8im wku, je delSi doba vystaveni
organismu karcinogennim latkamcan déleclovek Zije, tim je tSi prav@dpodobnost, Ze
v bunkach nastane geneticka &ma, a nemoc se &ae rozvijet (Petruzela a Konopasek,
2003).

* Geneticka vybava
Genetické mutace jsou zavislé rak faktoni. Lidé se mohou s genetickou mutaci jiz
narodit, to ale neznamena, Ze se musi projevit.Adridli to ani nikdy nezjisti, maji aletsi

pravdEpodobnost vzniku rakoviny. Tento fakt je Iékaazyvan jako geneticka predispozice.

e Viry
Virové ¢astice jsou komplexem bilkovin a nukleovych kysehma tedy ma svou vlastni
genetickou informaci a jeho hlavni Ukol je reprocekViry mohou na hikach misobit
genetické zrény, které se nemusi projevit, maji al&tdtr pravépodobnost, Zze se stanou
rakovinotvornymi. Nafiklad u Zen je znamy pappiloma virus, povazovanfilaani gicinu

rakoviny dloZnihog¢ipku.

» Bakteriélni infekce
Infekce tohoto typu nejsou povazovany za hlavitipu rakoviny. Nicméa nedavné studie
ukazaly, Ze gastritidy Zaludku vyvolané Helicobagiglori mohou u lidi vést ke vzniku

Zalude€nich wedi i ke vzniku rakoviny Zaludku.



Bakterialni infekce Ize @t antibiotiky, proto by objasimi bakterialni giciny mélo velky
vyznam pro prevenci rakoviny (Parsonnet, 1995).

1.3 Rakovina véislech

Rakovina je spolu s kardiovaskularnimi chorobandingu z nejasgjSich @icin umrti na
celém s¥té. Podle odhaitl Swtove zdravotnické organizace z&nv letech 2005 az 2015 na
rakovinu 84 milior lidi, zhruba 20 miliof novych gipadi ro¢né, 70 procent vSech
onkologickych pacieiitbude Zit v zemich, disponujicich pouze 5 %@wch prostedki na
zvladani této choroby. Je dokazano, Ze infekceickznmnohym lze potencialnpredejit,
zpasobuji 15 % (22 % v rozvojovych zemich) vSech nadgch onemoceni. Obdobg
koureni pisobi r@&né miliony novych pgipadi onemocsni rakovinou a umrti, a to jak v
rozvinutych, tak v rozvojovych zemich. Podle dd&jstavu zdravotnickych informaci a
statistikyCR zentelo v roce 2009 Ceské republice na rakovinu 28 064 lidi — 15 673imuz
a 12 391 Zen. Zabranit Ize vice nez 30 % vSechi((tddtav zdravotnickych informaci a
statistiky CR). V roce 2011 byly zuejrény nasledujici tdaje vyskytu rakoviny vesgy
12 662 554 fipadi rakoviny, z toho 6 092 359 v Asii, 3 208 882 v &wr véetne Ruska,
1603 870 v Severni Americe, 906 008 v Latinské Aceea 681 094 v Africe. | ips
ohromné finatini naklady ¥nované vyzkumu a moznostenth§ rakoviny, globala az 900
miliard dolai ro¢né, jeji vyhlidky do roku 2030 nejsou nijakzove, ve vSech oblastech se
odhaduje se zvySenym giem gipadi (celosetové az 69 %) (Kotyk, 2011). Rakovinou u
nas onemoami kazdy teti obyvatel. Nagiklad Ceska republika je mezi zeémi Evropské
Gnie na prvnim mistco se tge onemocéni rakovinou tlustého #va, jak je patrné
z obrazku (Grossmanova, 2008). Udaje o vyskytu riédG@R se nachazeji na internetovych
strankdch NOR (www.linkos.cz/odbornici/onkologierpipa), jsou kazdy #sic
aktualizovany. Zatim co incidence novotvareustéle stoupa, umrtnost se od druhé poloviny

90. let stale snizuje.



(a) Incidenen (b) Mortality

Obr. 1: Vyskyt a umrtnost rakoviny tlustéhéest v zemich Evropské unigm swtlejsi

barva, tim ¥tSi vyskyt a mortalita (Grossmanova, 2008).

1.3.1 Prevence vyskytu rakoviny

» omezit mnozZstvéerveného masa, datqunost pevazre masu bilému a rybam

* omezit gisun tuky, hlavre ZivogiSnych

» vyhnout se obezita snizit pijem potravy

» pravidelr® se ¥novat sportu

e podpora nektactvi

* omezovat nadiiné pozivani alkoholu

» zvySit gijem vldkniny, jist vice zeleniny, ovoce, l&§in, celozrnnych vyrobk
(Walker, 1998)



2 Kancerogeneze

Nador vznika a vyviji se procesem zvanym kanceregerfAdam et al., 2003). Jedna se o

vicestupovy proces, jehoz podstatou je postupné hra@madenetickych zrn. Podle

odhad je, pro vyvoj nadoru, nezbytnych 4 - hto znén a gefi, které ¢mto znmeénam

mohou podlehnout, jsou desitky. Obé&caxistuje asi Sest zakladnich vlastnosti¢pin

maligniho (zhoubného) nadoru:

neomezeny replikai potencial

poskozeni apoptozy

posileni abiogeneze

tvorba metastaz

necitlivost k signalm zastavujicim busny cyklus
sokEstatnost v produkcitstovych signal
(Weinberg, 2000).

Jednotlivé faze kancerogeneze:

* Iniciace - predstavuje prvotni zému v genetické informaci

 Promoce - v této fazi jsou biky stimulovany k intenzivgsi proliferaci tzv.

proliferatnimi faktory, které ale nejsou samy o &obchopny vyvolat v hikach

nadorovou transformaci, pouze ji podipd®i odstrarni tchto faktofi mize dojit i k

uplnému potlaeni kancerogeneze.

* Progrese - v této fazi jiz dochazi k formovani samotnéhalora z divodu dalSiho

postupného nahromé&ali genetickych zkm. Nador Astava nejprve v mist svého

vzniku, do okolnich tkani a orgérse dostava pomoci invaze a metastazovani



Jako podminka akumulace veSkerych nutnychirerje nestabilita genomu. Geneticka
nestabilita nadorovych btk zpisobuje vyznamné zvySeni méwa rychlosti, ktera potom
zvySuje pravépodobnost akumulace vSech mutaci souvisejicicmeekagenezi.Geneticka

nestabilita je vysledkem mutaci, které:

e sniZuji gresnost replikace genomu, a tak zvysuji frekvengikte mutaci
e sniZuji &innost mechanisiopravujicich DNA nebo

» zvysuji vyskyt chromozomalnich zldgna grestaveb, coZ navozuje nestabilitu karyotypu.

| kdyZ nebylo prokdazano, Ze by genetickd nestabilbyla nezbytnou podminkou
kancerogeneze, je nepochybné, Ze se objevuje éhelp@tu nadof a nefimo se na jejich
vzniku vyznamg podili. Pra¥ genetickad nestabilita nadomiaze navic zfisobit zn&nou
heterogenitu buitnych klonmi v ramci jediného nadoru. Nejzav&@im disledkem této
heterogenity jsou komplikace pro terapii, protozgehogenni buftna populace nadoru
nemiZze na danou terapii odpovidat unifoRrmAo znamena, Ze zvolena terapiéze byt
acinné na ®které nebo i nadtSinu burénych populaci v nadoru, ale ponechava beakin

i tteba minoritni klon nadorovych béky ktery je v disledku terapie selektovan, zvyheédn
a miZe se stat p@tkem nové naddorové masy, ktera je agreégdvma odolrjSi vaci pasobeni
terapeutik (Smardova, 2010).

2.1 Metastazovani

Rakovina niZze zfisobit velmi vazné onemoéni a v nejhorSimifpact i smrt. NaSedo se
sklada z miliéid zivych burek, které rostou, &i se a zerfou. V raném ¥ku se buiky deli
rychleji, aby dochazelo Kistu osoby, v pozgsim wku, kdy jec¢lovek jiz plné vyvinuty, se
bunky déli pouze v pipadt potteby obnoveni starycti mrtvych burgk nebo pro regeneraci
zraréni. Rist rakovinnych bugk se od normalnich [isi, misto toho, abyiky umiely, dale
rostou a formuji nové hiky, které pozdji mohou napadat i jiné tké&ncoz normalni bitky
nemohou. Takto se dokaz€iSdo riznychcasti €la a vytvéet nadory, které pak napadaji

normalni tkds. Tento proces se nazyva metastazovani.



Jedna se o slozity proces, ktery sestava z mnawhi &t zavisi narad interakci mezi

nadorovymi btikami, mimobugénou matrici a cilovou tkani. Padla se dokazat, Ze
poruchy &chto interakci mezi nadorovouiikou a ECM jsou dlezitym faktorem pro vznik
karcinomu. Obnovenintthto interakci bylo naopak mozné zvratit fenotyparavé buky

na normalni fenotyp. Prvnim krokem v procesu matastani je odéeni jednotlivych

burék nebo populaci z nddorové tkéra to z dvodu ztraty buiiné interakce (Gabbert et
al., 1992). Kléovy vyznam maji adhezivni vlastnosti nadorovychdsumnvaze nadorovych
burgk z primarniho nadoru zavisi na tom, zda je nadidrogny aktivovat protolytické
enzymy, které rozpousti bazalni membrany a vazivoik@ (Liotta et al., 1980). Po
GspEsSné invazi pronikaji hiky do okolnich tkani a orgampomoci krevniho a lymfatického

systému. Jimi bdi cestuji s proudem tekutin, nebo se usadi a meo@arst, 2005).

2.2 Angiogeneze

Velmi dulezitou podminkou proist nadoru je dostatey prisun Zivin a kysliku, ktery musi
byt zajiS&n vytvorenim cévniho zasobeni, tzv. angiogenezi. Timto itenm rozumime
proces tvorby cév, angiogeneze ma ni@admy vyznam pro spravny rozvoj embrya,
uplatiuje se pi hojeni zlomenin nebo v pbéhu menstruéniho cyklu. V poslednim
desetileti je sedem zvySené pozornosti v onkologii, nélse ji gipisuje vyznamna uloha
v patogenezi nadorového procesu a metastazovami Boklady podporujici hypotézu o
zavislosti nadorovéhoistu a metastazovani na stupni angiogeneze pocljézejB0. let
minulého stoleti (Folkman a Klagsburn, 1987). Tepwposlednich letech vSak byly
podrobrji popsany mechanismy, kterymi je angiogeneze mguia (Klener, 2002).
Zmutované bitkky maji schopnostijnutit okolni tka k ristu cév. K poSkozenym hkam
pomoci cév takto proudi krev bohata na Ziviny alikysCim vice je nador zasobovéan
Zivinami nezbytnymi protst, tim se stdva agresiyjgim, bude vice metastazovat a pacient

ma mensi Sanci naqxiti.



3 Genetika nddorovych onemocéni

3.1 Geny a rakovina

Geny hraji d¢ hlavni role v rakovié. Onkogeny, které rakovinu mohout®pbit, jsou geny,
které za normalnich okolnosti négpbuji bugcnou maligni transformaci. V normalni
buiice kéduji bilkoviny regulujici normalntist buiky a teprve jejich mutace nebo atypicka
aktivace vedou ke ztrakontroly ristu a k peméné normalnich buék na buiky nadorové.
Oproti tomu supresorové nadorové geny (antionkogmoy steji jako onkogeny normalni
bung¢né geny, jejichZz ontogenicita se ale projektijgjich ztrag, nikoliv pii jejich aktivaci
(Weinberg, 1991). Jsou to geny, které zpomalujibuoé ctleni, opravuji chyby DNA, nebo
fidi, kdy buika zenie (proces znamy jako apoptdza). Pokud tyto genyacej sprava,
rast burgk se vymyka kontrole.

Jako kancerogen nebo karcinogen jsou éaveny latky, které mohou v Bkach vyvolavat
zmeény vedouci v dsledku ke vzniku nadér Mohou bu’ zngnit genetické informace, to
pak buika produkuje bilkovinu, které ma odliSné vlastnaséibo jde o poruchu regdldch
mechanisn. V takové biice se aktivuji geny, které jsou v normalnhce neaktivni. Bikka

pak ziskava ndfklad schopnost neomezenéhethi nebo neschopnost apoptozy.

3.2 Nadorova cytogenetika

Véda, ktera se zabyva mechanismy vzniku nadorovy@mocrni. Jeji kdeny mizeme
nalézt uz na konci minulého stoleti. Za jejiho adkitele je povaZzovan Boveri. Podle
Boveriho jsou nadorové kiky defektni, protoZe ztratily vlastnosti normalnisbrek, maji
jiny obsah chromatinu a kazdy nador je zaloZerjgdnou (Heim, 1995). Boveriho hypotéza
nemohla byt ale zitvodu nedostatmé techniky po vice nez 40 let testovana (Michaglova
1999). V nadorovych hikach nachazime mnohé &ny tykajici se chromozoi jedna se
nagiklad o znény paitu chromozon, translokace, delece, amplifikace nebo jitgspavby.
Rakovina je v 5-10 %ifpadech ddicnym onemocénim, kdy se fedava jeden abnormalni
gen (ne rakovina jako takova) z generace na gein&&deré druhy rakoviny se vyskytuji u
vice ¢leni jedné rodiny, a to zitbodu, Ze v rodié se vyskytuji stejné navyky, co seey

stravovani, kokeni, zivotniho stylu apod.
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4 Imunitni systém

Imunitni systém je sispecializovanych bwk a orgéai, které slouzi k obranorganismu
proti napadeni cizimi antigeny a patogeny. Jdemglikkovanou soustavuiznych organ —
kostni derg, sleziny, mandli, brzliku, ®&e, lymfatickych uzlin a plic — které vzajegn
spolupracuji (Schindler, 1991). Kazdy organ ma sviastni ochrannou funkci. Imunitni
odpovd’ je podle mechanisinsvého fisobeni dlena na vrozenou a ziskanou, které spolu
Gzce spolupracuji (Hejsi, 2009).

Vrozena imunita zahrnuje fagocyty, NKiiky, Zirné buky, dendritické biiky a humoralni
latky, jako je MBL, CRP a komplement, adaptivni imita zahrnuje T a B lymfocyty a
protilatkovou humoralni sloZku. Vrozena imunita @apolupracuje s adaptivni a je schopna
odlisit vlastni tkans od infelkénich agens, které jsou odstoaany bez poskozeni vlastni
tkarg. DalSim ukolem je odstii@vani viry napadenych, starych nebo poSkozenyctnileh
burgk (Janeway, 1997).

4.1 Vrozena imunita

Mezi humoralni sloZzky vrozené imunitsadime ®kolik typa cytokini, MBL, CRP a
komplementovy systém. Komplement je soubor asié@6wych a membranovych protéjn
které slouzi jako humoralni slozka nespecifické nityu spolu s interferony a dalSimi
plazmatickymi proteiny (Krejsek a Kopecky, 2004).ytakiny jsou produkovany
aktivovanymi fagocyty a jsou zprdéstikovately nasledné aktivace T-lymfatwazbou na
jejich specificky receptor (Murphy, 2011). Komplem@vy systém ma na rozdil od cytokin
schopnost sam vyvolat smrt danéky

Vrozena imunita je velmidinny obranny systémipd mnoha patogeny. Zahrnujérpzené
mechanismy, jimizdo disponuje jiz od narozeni. Jedna se o prvni abrany pi napadeni
patogenem a neni ovligna gedchozim setkdnim s danym patogenem. Rozpoznani
patogenu vrozenou imunitou sfpea ve vazh jejich molekularnich struktur (PAMPs =

pathogen-associated molecular patterns) na regeteré je rozpoznavaji (PRRs = pattern-
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recognition receptors). Tyto receptory se vyskyhgjména na makrofazich, dendritickych
burikach a neutrofilech.

Mezi mechanismy vrozené imunity ssdi z bugk predevsim fagocyty a tzv. natural killers
buiky — NK buiky, prirozeni zabijéi. NK bunky jsou morfologickyfazeny mezi lymfocyty.
Na svém povrchu vystavuji dva typy receptoinhibi¢cni a stimul&ni. Mezi stimul&ni
receptoryfadime nafiklad Fc receptory, které diky interakci s &sti komplexu antigen-
protilatka aktivuji cytotoxické mechanismy. Tentooges je ozn#van jako cytotoxicka
reakce zavisla na protilatkach (ADCC antibody-dejeen cellular cytotoxicity). Inhikdnimi
receptory jsou zejména povrchové struktury, kterBpoznavaji HLA | glykoproteiny na
povrchu bugk a blokuji tak aktivaci NK butk. Tak absence HLA | glykoproteirvyrazre
podporuje aktivaci cytotoxickych mechani&mAktivovana NK butka je schopna vyvolat
fizenou smrt nejen infikovanych biiqg ale i bukgk nadorovych (Hiejsi, 2009).

Imunitni reakci proti nadorovym Bkam lze vyvolat aplikaci sési LAK bunek (lymfokine
activated killers) doéta pacienta. Jednd se o &mrl-lymfocyti a NK-burek, které byly
izolovany z periferni krve pacienta, a aktivujivitro cytosiny, nafiklad IL-2. Takto Ize
aktivovat i lymfocyty, které byly odebran&imo z nadorové tkantzv. tumor infiltrated
lymfocyte (TIL). Ty jsou stejéjako LAK buiky injikovany zgt do organismu, ale jsou vice

v v K

specifické, tudiz vykazuji vyssEinost (Michalek, 2004).

4.2 Fagocyty

Fagocyty jsou biiky, které maji schopnost pohlcovat (fagocytovatpopdé patogeny, tak i
nefunkni nebo infikované hiky a pomoci svych vritich pochod je zntit (viz obrazek
2). Skodliviny identifikuji pomoci membranovych egtor, které se vazi ki piimo na
struktury cizorod&astice (nap Toll-like receptory, lektinové receptory) neboptieno za
pomoci komplementuci protildtek. Fagocytujici hika c¢astici obklopi vybBZzky své
cytoplasmy, tzv. pseudopodii, a ty ji u¥au do svého nitra, vznika tzv. fagosom. Mezi
buiky s touto schopnostadime monocyty, makrofagy, neutrofily, eosinofilydendritické
buiky. Kazdy typ butk se svou funkci mignliSi. V protinadorové imunitni odpé&di hraji
dulezitou roli monocyty a jejich tkiové formy makrofagy, které fagocytuji krém

intracelularnich patog@&ruhynulé nebo poskozené vilastniiky (Hoiejsi, 2009).
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pseudopodia fagosom

Obr. 2: Schéma fagocytézy (Sladek, 2006).

4.3 PAMPs

V posledni dekatd minulého stoleti bylo zji8ho, jakym zpisobem vrozena imunita
rozpoznava cizorodé mikroorganismy a struktury. yByopsany Pathogen associated
molecular patterns (PAMPSs). Jedna se o molekulawotivy, které se vyskytuji na povrchu
vira ¢i patogennich, ale i nepatogennich mikroorgafiisdsou tvéeny ¢astmi bakterialni
stny, nag. peptidoglykenem, kyselinou lipoteichoovou, lipbgacharidem, bakterialnimi
manany, glukany, bakterialni DNA a dvouSrouboviaoVeNA. PAMPs pedstavuji pro
mikroorganismy struktury, které jsou esencialni mjich Zivotni funkce, a zdsah vrozené
imunity vaci témto strukturam fedstavuje pro mikrobialni patogeny zasah, kteryatesn
obejit aktivaci kolateralnich metabolickych dralbkg je tomu naifiklad u antibiotik
(Krejsek a Kopecky, 2004). Tyto molekularni znalspy rozpoznavany pomoci PRR
(pattern-recognition receptors), které jsotitgmny na biikach vrozené imunity, tedy
makrofagach, neutrofilech, monocytegildendritickych buikach.

PAMPs aktivuji imunitni odpasd’, ktera chrani hostitelergd infekci. Typickym¢clenem
této skupiny molekul je endotoxin, bakterialni lpodysacharid (Ausubel, 2005).

Mezi nr¢ pati napgiklad oligosacharidy bohaté na mandzu, peptidogiykenebo
lipopolysacharidy fitomné v bakterialni 8b¢ (Murphy, 2011).

Po detekci PAMPs receptory PRR, dochazi k masimfiitraci bunék vrozené imunity,
nejprve neutrofii, poté monocyt, které se diferencuji na makrofagy a k aktivaci
komplementu. Jeho aktivaci dochazi ke klonalni expaB lymfocyti produkujicich
protilatky. Nésledny gibéh imunitni odpowdi je stimulovan T lymfocyty, které diky
antigen-prezentujicim ikdm rozpoznavaji antigeny. Tento mechanismus jeiveblre
znan, problémem nadoroveé terapie ale je, Ze naddraiky tyto PAMPs na svém povrchu

nemaji, a tudiz je vrozena imunita neni schopnekdetit a naslednatakovat.
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Z funk éniho hlediska Ize PRR rozdlit do t¥i skupin:

» Sekretované- funguji jako opsoniny, navazou se néngtpatogef a oznai je tak
pro pisobeni komplementu a fagotytrikladem je MBL (mananvazajici lektin),
ktery reakci s mannanem na povrchtiznych mikroorganistin spousti tzv.
lektinovou drahu aktivace komplementu (Votava, 2001

* Endocytarni — nachazi se na povrchu fagagypo rozpoznani PAMPs na povrchu
mikroorganisni zajisti vazbu mikroorganismu na povrchy fagocyfigji burtk, kde
je nasledna patogen usmrcen.iiRladem &chto PRR je makrofagovy receptor pro
manozu (Krejsek a Kopecky, 2004).

* Signalni — tato skupina recepiibrje schopna reagovat naitomnost PAMPSs
spusénim drah, které v hice aktivuji zejména geny pro prozéivé cytokiny. Tyto
receptory byly poprvé popsany u Drosophily a éeng jako Toll (Votava, 2001),
pozdji byly oznaeny u savi jako Toll-like receptor (TLR).

5 Latky aplikované v naSich experimentech a jejiclieceptory

5.1LTA

LTA (lipoteichoic acid) je kikovou sloZkou bu&né stny Gram-pozitivnich bakterii.
Chemicky vzorec je uveden na obrazku 3. Funguj® jaktivator imunitniho systému

s vlastnostmi velmi podobnymi lipopolysacharidu ra@-negativnich bakterii. Bylo
prokdzano, Zze LTA vaZze CD14 a spousti aktivaéesroll-like receptory 2, ale to, zda je ke
spuséni signalizace nutna aktivace na povrchuikyunebo internalizace musi byt nejprve
prokazano. V przkumu vazani LTA a internalizace bylo z§isb, Zze LTA a jeho
receptorové molekuly se hromadi v lipidovych vrstva jsou nasledncileny do Golgiho
aparatu. Zda se, Ze tato internalizace je zavigldlipidové vrst¢, protoZze tato léky
naruSovand vrstva inhibuje LTA/Toll-like recepto(Tziantafilou, 2004).

LTA se uvohuje z bakterii pedevSim po bakteriolyze vyvolané lysosomem, peptidy

z leukocyti nebo beta-laktamovymi antibiotiky. Je schopna szav na cilové hiky
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nespecificky progednictvim membranovych fosfolipidako je CD14 a Toll-like receptory.
LTA vazana na cil je schopna komunikovat s cirlkiginpi protilatkami a aktivovat kaskadu
komplementu. Aktivaci komplementu dochazi k prtkid&é odpowdi B-lymfocyti,

k uvoliovani neutrofit a makrofa§ z reaktivniho kysliku a dusiku, hydrolaz, proteina
rastovych fakto#t a cytokiri.

V sowasné dob je pouzivano ozrigni TA (teichoic acid) jako obecné ozeai pro
podobné aniontové molekuly,rgglevsim wall teichoic acid (WTA) a lipoteichoic @ci
(LTA). WTA i LTA maji ve své struktie jako hlavni nosny bod polymerftézec, slozeny
ze stidajicich se jednotek polyhydroxylovych alkamako je glycerol, ribitol nebo sacharid
a kyselinu fosforéna. Ty jsou spojeny s hlavnitetzcem fosfodiesterovymi vazbami. TA
jsou aniontové polymery (Morath et al., 2002). LEA liSi podle struktury, rozeznavame
¢tyii druhy LTA, jako zakladni je ozgena struktura, ktera obsahuje sgole
polyglycerolfosfatovy zaklad. Mnoho drakmeni Bacillus, Staphylococcus a Lactobacillus
obsahuje prévtento typ LTA (Fischer, 1996). Streptococcus pneniae vykazuje vyrazn
odliSny typ LTA od obecného, obsahujici opakujid mdnotky tetrasacharidovych
ribitolfosfata (Behr, 1992).

Q Q 0
N /P\ /P\
HO/Y\ o O/>AO / HOO o o QJ\C15H31
HO 10 o © "Ho HO%@VO " _O__CysH
g. OH HO ~ \n/ 151131
HaC™ “NH5* OH 0
L J45-50

Obr. 3: Chemicky vzorec LTA (http://www.en.wikigeolig, 2007).
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5.2 LPS

Lipopolysacharid je hlavni slozkou bitmych membran Gram-negativnich bakterii. Je
sloZzen zeif samostatnych oblasti — lipidu A, koroveé oblagtiodysacharidovehgetzce (O-
fetézec), ktery nemusi bytrifpomen u vSech strukturnich variant (viz obrazeki #jidické a
cukerna slozka se liSi nejen odliSnou chemickouksirou, ale také biologickou aktivitou.
LPS pisobi jako endotoxin, protoZe v lidskéstetvaze lipid binding protein (LBP) v séru,
které ho penese na CD14 receptor na &me membra# ten ho postuphpirenasi na dalsi
neukotveny protein, MD2, ktery spolupracuje s Tiké receptorem 4 (TLR4). CD14 a
TLR4 jsou gitomny v iiznych buikdch imunitniho systému J{etne makrofag a
dendritickych bugk), spousti signalizeni kaskadu pro makrofagy (endotelialninky
vyvolavajici sekreci zatlivych cytokini a oxidu dusitého) a to ma za nasledek
~endotoxicky Sok“. LPS jsou povazovany za jednyeaxictéjSich mikrobialnich produkt
diky své schopnosti vyvolat patofyziologické &y, predevsim horgku a zngny v okehu
bilych krvinek. Jenctyfi nanogramycistého LPS na kilogramélesné hmotnosti u lidi

vyvolavaji zvyseni teploty o 2°C vigiehu rekolika hodin (Weckesser et al., 1979).
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Obr. 4: Obecny vzorec lipopolysacharidu E. coli (Stie 2011).

5.3 PAMPs

Jedna se o molekularni motivy, které se vyskytajipovrchu vié ¢i patogennich, ale i
nepatogennich mikroorganismTyto molekularni znaky jsou rozpoznavany pomoRiRP
(pattern-recognition receptors), které jsokitgmny na bikach vrozené imunity, tedy
makrofagach, neutrofilech, monocytetirdendritickych biikach. PAMPs aktivuji imunitni
odpowd, kterd chrani hostitelere@d infekci. Typickymc¢lenem této skupiny molekul je
molekul je povaZzovan endotoxin, bakterialni lipgmaicharid (Ausubel, 2005). Mezg n
pati nagiklad oligosacharidy bohaté na mandzu, peptidoglykaebo lipopolysacharidy
piitomné v bakterialni &b¢ (Murphy, 2011).
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5.4 Toll-like receptory

Jedna se arilu proteirti, které hraji hlavni roli v imunitni odpésl proti infekci. Pomoci
TLR proteini, je hostitel schopen rozpoznat molekularni stmyknnalezené na patogenech
nazyvané patogen-associated molecular patterns EBAMedavné pokroky ve vyzkumu
TLRs poukazuji na t&ebny potencial proti nemocem, jako jsou autoimunitnemocgni
nebo rakovina (So a Ouchi, 2010).

Do sowasnosti bylo objeveno 10 receptdrLR, které jsou zahrnuty do identifikace PAMPs
(Krejsek a Kopecky, 2004). TLRs jsou vazany a aktany fiznymi ligandy. Jejich
aktivatory se nachazekdy na povrchu busk, nékdy na vnitnich bugénych komponentech
(Takeda, 2003). Molekuly mikrdl které narusi igkazky jako Kze nebo sliznice, jsou
rozeznany TLR receptory a ty aktivuji i¢nou imunitni odpo¥d’. Jejich nazev je odvozen
od jim podobného proteinu kédujiciho Toll gen, itbyl popsan v Drosophile v roce 1985
Christiane Nusslein-Volhardovou (Hansson, 2005)l-lMie receptor je tedy homologem
Toll proteinu Drosophily (So a Ouchi, 2010). Jejiobjeveni identifikovalo receptory
vrozené imunity, které jsou zodp@né za mnoho imunitnich funkci studované po mnoho
let. Zajimavé je, Ze TLRs se zdaji byt zapojenyzaou produkci cytokifh a v bur¢né
aktivaci v odpodi na mikroby, a nehraji tedy vyznamnou roti pdhezi a fagocytéze
mikroorganisni. Po aktivaci TLRs s jejich ligandy, &upiimo jimi, nebo s pomoci
piislusnych proteifn, jako CD14 a MD2 (pafpact TLR2/4), buiky evokuji zastlivou
reakci, koordinuji imunitni systém v celém organisa nakonec chrani hostiteléed
masivnim rozgenim patogei po infekci (Takeda, 2005). Zatimco TLR-2 fungugkq
receptor pro Gram-pozitivni bakterie, TLR-4 sloyako receptor pro Gram-negativni
bakterie (Mitchell et al., 2010). Signalizace TLRgla rozsahle zkoumana v poslednich
n¢kolika letech (Takeda, 2004).

5.5 Nas experimentalni model, melanom B16-F10

MysSi melanom typu B16 se pouZiva ve vyzkumu jizroku 1970 (Fidler, 1970). Existuji
Styfi druhy této buiéné mysi linie: B16-FO, B16-F1, B16-F10 a B16-BL6ejddstji se
vyuziva B16-F10, patvadz tento mySi melanom je velmi stabilnim model@no
experimentalni studie nadorové terapie. Pouzivajtaké z dvodu, Zze velmi dofe tvai
nadory v mysich liniich C57BL/6 (Wang et al., 2006)
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Tyto melanomy jsou schopny exprese rozdilnych tuasaciovanych antigén které jsou
potencialnimi nosi pro vyrobu terapeutickych nadorovych vakcin. Mysélanom linie
B16-F10 jsme pro naSe studium zvolili i my. Jedeaoslinii, kterd je vice agresivni a

mnohem sillji metastazuje do plic, nez zbylé linie (Nakumatrale 2001).
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6 Cile prace

In vivo studium vlivu kyseliny lipoteichoové (sameéti v kombinaci s LPS) na melanom
B16-F10.
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7 Material a metody

7.1 Chemikalie

RPMI 1640 — Sigma-Aldrich

Fetal Calf Serum (FCS) — Sigma-Aldrich
LTA z B. subtilis — Sigma-Aldrich

LPS z E. coli 0111.B4 — Sigma-Aldrich

7.2 Laboratorni zvirata

Pfi pokusech byly pouzity mysi sadiiho pohlavi kmene C57BL/6N z chovu Charles River
Laboratories staré 8 tydno vaze 18-20g. Byly chovany ve standardnich pokédn ve
zvéfinci Parazitologického Ustavu AkademietdvCR. Mély bez omezeni iistup ke

granulované potrava vodt.

7.3 Bungéna linie B16-F10

Byla pouzita buina linie nadorovych buwk B16-F10, dar od prof.Rihové
z Mikrobiologického Ustavu AVCR v Praze. Biiky byly kultivovany v RPMI 1640 s 10%
fetalniho bovinniho séra a antibiotiky (Sigma) mmestatu pi teplog 37°C v atmosfie

obsahujici nasycené vodni pary a 5% oxiducitého.

7.4 Fiprava melanomovych burék

* Trypsinizace

Médium z falkonek se slije a kultitai nadobka sefikrat disledré promyje dostatgnym

mnoZstvim PBS. Po poslednim sliti s&dg 0,5 ml trypsinizéni snesi (0,02 % trypsin a
0,02% EDTA v PBS) a ihned se vylije (pro dokonalstearéni piipadnych zbytk média se
sérem). Opt se gilije 0,5 ml trypsinu a necha trypsinizovati 37°C po dobu 3-5 minut.
Trypsinizace se zastavi pomoci média RPMI 1640esens, buiky se sklidi z falkonky do

zkumavky a jsoufifpraveny k dalSimu pouZziti.
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» Kontroly Zivotnosti, poc¢et bunék

K uréeni Zivotnosti a pfiu burek se uzivala Burkerova kairka a trypanova mdd Z

vysledné suspenze se odebereuR®micha se s 20l trypanové motk, ¢imz dosahneme
fedkni 1:1, a naaplikuje se do Bulrkerovy kimky. U suspenzi s sekavanou vySSi
koncentraci butk se pouZivaldedni 1:10. P¢italo se vZzdy dvakrat 2&verai, z ¢ehoz se

udélal pramér, a potom se stanovil pet burgk podle vzorce:

pocet burgk ve 25 polich xedsni x 10 = paset burgk / ml

Zivotnost se ufila podle procenta Zivych (tedy neobarvenych)diun

* Transplantace melanomu B16-F10

Po trypsinizaci a centrifugaim promyti byly biiky melanomu B16-F10 rozsuspendovany
v RPMI 1640 bez séra a sfiany. V dok transplantace byly mysi velku 8 tydri. Do
piedem oholeného mista v pravé zathsti zad mySi C57BL/6N byls.c.injikovano 0,1 ml
burg¢né suspenze obsahujici 400 000dbuin

7.5 Paitani metastaz

Metastazy byly p&itany v prvnim pokusu. Byla spitdna metastaticka loziskéefné teky)
na plicich pomoci binolupy.

7.6 Méreni teploty nadoni
Teplota nadar byla neEfena pomoci bezdotykového teplnon IR RODENT

THERMOMETER 153 IRB od firmy BIOSEB. Pro srovnanjld teplota také gfena na

levém boku, kde nebyl nador a které bylo r&myholeno.
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7.7 Méreni velikosti nAdon

V obou pokusech byl sledovan a zaznamenauanmadoi. Nadory byly n¢feny pomoci

kaliperu. Jejich objem byl vygten pomoci vzorce:

V = n/6 AB?

kde A je nej¥étSi a B nejmensi roz¢nnadoru (zpravidla je nejmensi vyska).

7.8 Statistické vyhodnocovani dat
Statistické vyhodnoceni naiienych hodnot bylo provedeno pomoci Studentovatt-tes

v programu MS Excel.
Analyza dat peziti byla provedena v programu MedCalc (survivellgsis, Kaplan-Meier).
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8 Prrehled experimenti

8.1 Pokusé. 1

Terapie melanomu B16-F10 pomoci aplikace LTA.

MySim bylo s.c. napichano po 400 000 nadorovychékbumie B16-F10. 12. den po
transplantaci melanomu byly mysi r@ékehy do 4 skupin po 6 a byla zahgjena terapie. Byl
sledovan ndrst nadoii a meeny teploty. Nadory byly gfeny kaliperem obden od zahgjeni
terapie, tedy O, 2., 4., 6., 8., 10., 12. a 14 degploty byly néfeny v den napichani
nadorovych buék po 6, 12 a 24 hodinach, poté vzdy v de®ieni nadoi. MySim

v jednotlivych skupinach bylo intratumorélmplikovano obden vzdy po 50 dané latky,
celkem 6x a to v den 0,2,4,6,8,10. Roztoky bylyiktie(sterilizace filtraci).

Schema pokusu:
Skupina A: 6 i.t. aplikaci 50 mikrolitrroztoku LTA 6 mg/ml PBS
Skupina B: 6 i.t. aplikaci 50 mikrolitroztoku LPS 10 mg/ml PBS

Skupina C: 6 i.t. aplikaci 50 mikrolitroztoku LPS 1 mg/ml PBS
Skupina D: 6 i.t. aplikaci 50 mikrolitr PBS — kontrola
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8.2 Pokust. 2

Terapie melanomu B16-F10 pomoci aplikace LTA v komibaci s LPS.

12. den po transplantaci nddorovych &dubyly mysSi rozéleny do 4 skupin po 5 mysich a
byla zahajena terapie st&jnjako v gedchozim pokuse, tedy vzdy 6 i.t. aplikaci 50
mikrolitra roztoka v den 0,2,4,6,8,10.

Schema pokusu:

Skupina A: 6 i.t. aplikaci 50 mikrolitrroztoku LTA 3 mg/ml PBS

Skupina B: 6 i.t. aplikaci 50 mikrolitroztoku LPS 0,5 mg/ml PBS

Skupina C: 6 i.t. aplikaci 50 mikrolitroztoku LPS 0,5 mg/ml PBS in 3 mg/ml LTA
Skupina D: 6 i.t. aplikaci 50 mikrolitr PBS — kontrola
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9 Vysledky

9.1 Pokusé. 1

Terapie melanomu B16-F10 pomoci aplikace LTA.

V pokusu byl sledovan st transplantovaného melanomu B16-F10 po opakovanyc
aplikacich LTA. Jako porovnavaci skupina byla zwmalderapie pomoci LPS, a to malou
davkou (1 mg/ml) a velkou davkou (10 mg/ml) LPS.s\iné hodnoty udava obrazek 5.
Vyplyva z rgj, Ze LTA nedosahl tak vyrazné redukce nadorovéisiurjako LPS obou
koncentraci. Mc¢i LPS o vySSi koncentraci bykiin LTA statisticky velmi vyznamé niZsi.
Nicmeére v porovnani s kontrolou LTA nadorovyast vyrazi brzdil a bylo dosazeno

statistické vyznamnosti.

2500
2000
= 1500 =A
f,"?; =B
£ 1000 c
500
O_

Den terapie

Obr. 5: Primerné objemy nadar jednotlivych terapii. A — LTA, B — LPS (10 mg/nl)-
LPS (1 mg/ml), D — kontrola.
* P < 0,05 vztazeno ke kontrole (D)

** P < 0,01 vztazeno ke kontrole (D)

A P< 0,05 vztazeno k LPS 10 mg/ml (B)
AA P< 0,01 vztazeno k B

AAA P < 0,001 vztazeno k B

AAAA P < 0,0001 vztazeno k B

26



Na obrazku 6 je uveden {ih teplot nadoru a kontrolniho mista na druhém balau.

ziejme, Ze teploty zadnym égobem neodrazeji druh &idek terapie.

é teploty (°C)

umeérn

Pr

37,0
36,0
35,0
34,0
33,0
32,0
31,0
30,0
29,0
28,0
27,0
26,0

0

6 hod. 12 hod. 1 2

Den terapie

10

12

14

mA

HB

mC

mD

Obr. 6: Primerné teploty nar¥ené v jednotlivych skupinach. (A/A” - nadoru/bok).
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Na obrazku 7 je uveden vyskyt metastaz (procent8i mynetastazemi v dané skufin
Vyplyva z rgj, Ze LTA neovlivnilo vyskyt metastaz, ty byly nakny u kazdé mysi.
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80% -
S 70% -
£
ﬁ 60% - EA
8 50% - mB
()
E 0% - we
B
g 30% - =D
8 20% -
a.

10% -

0% I T T T

A B C D
Skupiny

Obr. 7: Patet mySi v % s metastazemi v jednotlivych skupi(@ehLTA, B — LPS 10 mg/ml,
C - LPS 1 mg/ml, D — kontrola).
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Na obréazku 8 je uvedena intenzita metastazovatim@ny patet metafazovych lozisek na
myS s metastazemi). Vyplyva g&jnze nejmensiho pmérného pétu metafdzovych lozisek
na mys dosahlo LPS ve vysSi koncentraci, vliv LTArevyrazny.
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O I T I T T
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Skupiny

Obr. 8: Primerné paty metafazovych lozisek na mys s metafazemi vtjaget skupinach
(A—=LTA, B—LPS 10 mg/ml, C — LPS 1 mg/ml, Dntrktn).
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9.2 Pokus¢. 2
Terapie melanomu B16-F10 pomoci aplikace LTA v komibaci s LPS.

V pokusu byl sledovan st transplantovaného melanomu B16-F10 po opakovanyc
aplikacich LTA, LPS a jejich kombinace. Vysledné&hoty udava obrazek 9.

LTA opét nedosahla tak vyrazné redukce nadorovéisturjako LPS, ovSem v kombinaci
s LPS byla redukce nadorovéhistu velmi vysoka a statisticky velmi vyznamna. Sgne
dosazena kombinaci LPS a LTA vedla ke snizésturstatisticky vyznamnémuid obéma

jednotlivym slozkam.
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Obr. 9: Primerné nandrené objemy naddrv jednotlivych skupinach. A — LTA, B - LPS, C
— LPS + LTA, D — kontrola.

* P < 0,01 vztazeno ke kontrole (D)

** P < 0,005 vztazeno ke kontrole (D)
*** P < 0,0005 vztazeno ke kontrole (D)
*x P < 0,05 vztazeno ke kontrole (D)
*exx P < 0,001 vztazeno ke kontrole (D)
A P< 0,05 vztazeno k LTA (A)

AA P< 0,01 vztazeno k LTA (A)

e P< 0,05 vztazeno k LPS (B)
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Na obrazku 10 je uvedentih teplot nadoru a kontrolniho mista na druhém baku.
ziejme, Ze teploty Zzadnym @gobem neodrazeji druh &idek terapie, v gimeéru jsou ale

el

nizsi nez teploty v prvnim pokuse.
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Obr. 10: Przmerné nangiené teploty naddrv jednotlivych skupindch. A/A” — nadoru/druhy
bok.
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Na obrazku 11 jsou uvedeny dobiepiti jednotlivych mysi ve skupinach. Vyplyva &,rée

jednotlivé terapie netty na délku peziti vliv.

PREZITI
100
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> :
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g 60r —a
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c
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O'I [ [ [ [
35 40 45 50 55 60 65 70
Time

Obr. 11: Survival analysis jednotlivych skupin —toga Kaplan-Meier)
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10 Diskuze

| pies velky rozvoj léebnych postujp stale existuji nemoci, se kterymi si medicina umi
poradit jenc¢ast&né. Mezi tyto nemoci pat i pres dlouholeté vyzkumy prédwmadorova
onemocgni. Odhaleni nadorového onemeénhv ¢asném stadiu zvySuje Sance jedince na
pieziti, to je ale velmi obtizné, protoZe rakovinangevzdy projevi stefna stejnou silou.
Ustaviiné se pracuje na postupech, které by objevily rakovimaném stadiu jejiho vyvoje.
Dlouholeté vyzkumy imunitnich reakci in vitro natkanech a mysich vedly k poznani
principd protinaddorovych imunitnich mechanidm Odpowd imunitniho systému je
podmirgna @Fitomnosti specifickych antigémprezentujicich na nadorovychiiach, kde je
imunitni systém rozpozna. Jak, bude imunitni reapaebihat, zavisi na typu nadoru a

zpisobu jeho vzniku (Male et al., 2006).

Velkym pfinosem pro &du bylo studium mySi s unikatnim znakem, s odoinesti
rakovirg. P¥i pokusech v roce 1999 doslo k nalezeni SR/CR reutgedné z BALB/c mysi
(spontaneous regression / cancer resistant (Cual.et2003). Tato mutace byla zahy
pienesena na mysiznych linii. Projevem tohoto znaku je, n&wu zavisla (od 4 rsio)
spontanni regrese jiz rozvinuté rakoviny a odolnogadSich mySi &i transplantaci
libovolného druhu rakoviny. Zajimavym zggim bylo, Zze T lymfocyty jsou dlouho
povaZzovany za hlavni efektorovénby v hostitelské imunét proti rakovirgé, u SR/CR mysi
nejsou ale zapojeny vdani nadorovych busk (Hicks et al., 2006). VeSkera odolnosiciv
rakovirg je spojena pouze s tikami vrozené imunity a je jimifpnositelna na divokeé i
nadofm citlive, mysSi (Hicks et al.,, 2006). Pozoruhodnézmosti vrozené imunity

v protinadorové obranse staly vychodiskem pro tuto a dalSi naSe prace.

Co se tge LTA, detailni informace o Gram-pozitivnich bakin interagujicich s vrozenym
imunitnim systémem stéle chybi. Yepichozich studiich byly pozorovany iiepe zastlivé
odpowdi v hostiteli. LTA gedstavuje fidu amfifilnich molekul ukotvenych na #8im
povrchu cytoplazmatické membrany v Gram pozitivibalkterii a Bzné se uvohuje bthem
bunééného tistu, zejména v ramci antibiotickéchy. To zpisobuje ¥tSi miru uvohovani
cytokini. Po identifikaci molekul TLR, byla publikovan&éda kontroverznich zprav o
zapojeni &chto molekul (TLR-2, TLR-4 a MD-2) v bétiné aktivaci vyvolané LTA. LTA je

povaZzovan zaidezitého prosednika za#u, ale mechanismus navazani na receptory neni
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zcela jasny, patvadZ pokusy byly provaay s komegné vyrakenymi pripravky LTA, které
jsou kontaminovany zgaym mnozstvim LPS. Byla jiz vyvinuta metodi&teéni na zaklad

butanolové extrakce (Lotz et al., 2004). Mechansmiisobeni LTA je porrné slozity, ale
hlavni roli v em hraje TLR-2 (Knapp et al., 2008). Vliv LTA na mdvy nist dosud nebyl

studovan.

V prvnim pokusu jsme sledovaltiaek LTA na redukci transplantovaného melanomu. LTA

nadorovy tist redukoval sice ménnez LPS, alefesto byl tento &in statisticky vyznamny.

LPS v prvém pokusu vyvolal z&iaou redukci nadorovéhdistu. Tyto vysledky odpovidaji
studii Chicoine et al., 2001. Nicm&njak jsme zjistili (Glaserova, in prep.), koncees
LPS, které pouzil Chicoine et al. v zrain@ praci i naSe koncentrace LPS js#ilipvysoke a

pusobi na nadorové hlky piimou cytotoxicitou.

V druhém pokuse jsme pouzili takovou koncentraciSLP které jsme adéli, Ze neni
cytotoxickda, ale Ze budeupobit jen na Urovni imunitni jako TLR-4 agonist.tato
koncentrace vyvolavala redukci nadorovéetstu a to vyssi, nez LTA.

Kombinace LPS a LTA vedla k vyraznému poédai nadorovéhoustu. To odpovida
poznatkKim o synergii LPS a LTA (Chapekar et al., 1996).

V dalSich studiich jsme pak na tuto vyraznou syinemgvazali a Usgsre ji rozSiili

kombinaci s fagocytarnimi ligandy, mananem a lanmiean (Bruzlova, Auerovan prep).
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11 Souhrn

 LTA LPS zpisobilo redukci nadorovehastu melanomu B16-F10.

« Ucinek LPS byl ¥t3i nez dinek LTA.

* Byla owtena synergie meziagobenim LTA a LPS naist melanomu B16-F10 na
mySim modelu. Aplikace obou latek dosahla velmiazyreho snizeni nadorového
rastu.

» Sledovani povrchové teploty nadoru i mySi se uk@gafo nevhodné pro tento druh

studii.
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