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1. Uvod

1.1. Nadorova onemocnéni

Nadorova onemocnéni, laicky rakovina, je vSeobecny nazev pro chorobné stavy
vyznacujici se nekontrolovanym délenim bunék v tkanich a orgénech téla.
Prvni zédznamy o nadorovém onemocnéni jako zhoubné chorobé se objevily uz ve
starovékych egyptskych spisech kolem roku 1600 pi.n.l.. Jiz tfecky lékat Hippokrates
rozpoznal zhoubny a nezhoubny nador (Trnka, 2008). Velky posun nastal az koncem 18.
stoleti, kdy se zacCala feSit otazka pivodu nddort. Japonsti vyzkumnici vyvolali pomoci
kamenouhelného dehtu karcinom u kralikt, coz odstartovalo dal$i experimenty v oblasti
onkologie (Trnka, 2008). Piesto, Ze v sou¢asné dob¢ je znamo mnozstvi karcinogend, stejné
tak moznosti 1é¢by a osvéta v oblasti prevence se zlepsily, amrti na nadorova onemocnéni
pribylo. Je to dano tim, ze nadory vznikaji nahromadénim genetickych zmén v bunécnych
genech, z ¢ehoz plyne nartst poctu onemocnéni s prodluzovanim zivota lidi (Altaner, 2008).
Az do 19. stoleti se rakovina vyskytovala vzicné, protoze primérny vék Vv evropskych
zemich byl okolo ¢tyficeti let. Mnoho lidi zemielo napt. na infekéni choroby dfive, nez se u
nich rakovina mohla rozvinout (Weinberg, 2003). Nyni jsou nadorova onemocnéni pii¢inou

smrti kazdého patého ¢loveéka na zemi (Altaner, 2008).

1.2. Teorie vzniku narodu
V soucasné dobé¢ existuje n¢kolik nadorovych hypotéz, které reflektuji vyvoj nazord

na pfi€iny této choroby. Uvadim zde ty nejznamé;jsi, které od 19. stoleti prevladaly.

1.2.1. Nadorové hypotézy

Nejstar$i, embryonalni hypotéza, je zaloZena na podobnosti rychlého ristu zarodku a
nadorl. Conheim-Remak ji interpretoval jako hypotézu embryonalnich zbytkd, podle niZ by
nadory vznikaly z nevyuZitych embryondlnich bun¢k. Pfibuzna trofoblastova hypotéza Johna
Bearda udava jako piivodce nadorti primordidlni gonocyty (pfedchiidce spermii nebo
vajic¢ek) a je nejblize nyné&jsi kmenové hypotéze (Trnka, 2008).

Nasledovala iritacni Virchowova hypotéza opakovaného drazdéni (iritace), zanétu a
zranovani, které iniciuje vznik nddoru. U 15% dnes znamych malignit se myslenka zanétlivé
predehry potvrdila. Iritacni hypotéze v zapéti oponovala hypotéza regeneracni, podle které

vznik nadoru podnécuje regenerace — obnova tkané, nikoliv jeji drazdéni (Trnka, 2008).



V souCasné dob¢é dominuje mutacni genova hypotéza, ktera predpoklada vznik
nadord jako disledek nahromadéni 3-7 mutaci v bunice. Jednd se o mutace tykajici se
dilezitych procesi fizeni bunééné proliferace a diferenciace (Krejsek a Kopecky, 2004).

Objev pluripotentnich kmenovych bunék v dospélych tkanich vyustil v kmenovou
hypotézu karcinogeneze. Ta tika, ze kmenové buiky pfitomné v obnovujicich se tkanich
jsou staré jako organismus sdm, tudiz maji dostatek Casu karcinogenni vlivy nastfadat a

projevit. Jako prvni byly popsany nadorové kmenové bunky u karcinomu prsu v roce 2003
(Trnka, 2008).

1.2.2. DneSni vysvétleni vzniku nadori

Samotny vyraz nadorové hypotézy svéd¢i o tom, ze puvod nddord neni Uplné
jednoznaény. Nejvice je uznavana myslenka, ze nddory vznikaji nasledkem akumulace
genetickych poruch, tedy muta¢ni genova hypotéza (Krejsek a Kopecky, 2004).

V pribéhu Zivota je organismus vystavovan plsobeni vnéjsich vlivi, které mohou
vyvolat mutaéni zmény. VétSina zmén v DNA buiiky je neustale opravovana nebo téZzce
poskozené buiky zanikaji apoptéozou. Pii selhani opravnych mechanismi muize dojit
k nahromadéni mutaci v genech, které tidi rast buiiky. Pokud se tak stane u kmenové nebo
progenitorové buiky, vznikd kmenova nddorova bunka. Diferencovand buika ziskd diky
muta¢nim zménam schopnost sebeobnovy a stava se také zarodkem nadoru (Altaner, 2008).
Jedna se predevsim 0 aktivaci buné¢nych protoonkogenti a inaktivaci antionkogent, dale o
zmény v genech fidicich apoptéozu a opravu poSkozené DNA (Rejthar a kol., 2002).
Piedpoklada se, Ze je potfeba mutace alespont ve tfech genech, aby nastala maligni

transformace buiiky (Altaner, 2008).

1.2.3. Onkogeny a antionkogeny

Hlavnim rysem nadorli je deregulovand, tzv. autonomni bunécnd proliferace.
Odchylky v rovnovaze mezi proliferaci a apoptdzou jsou zpisobeny pieménou normalnich
bunéénych protoonkogenti na abnormalni onkogeny. Druhou nutnou podminkou maligni
transformace je genetickd porucha tumor-suprimujicich gent, antionkogent (Krejsek a
Kopecky, 2004).

Produkty protoonkogent dé¢lime podle lokalizace v bunice na rlstové faktory,
receptory riustovych faktorti, pfenaSece signalli v cytoplazmé a na transkripéni faktory
v jadie. Genetické poruchy v protoonkogenech vedou ke vzniku onkogent, jejichz produkty

se nazyvaji transformacni bilkoviny a spolupodili se na transformaci normdalni buiiky na



nadorovou. Protoonkogeny mohou byt zménény riznymi zplsoby, naptiklad bodovou
mutaci, deleci ¢asti genu, amplifikaci genu nebo mutaci v disledku inzerce viru. (Altaner,
2008).

Nadoroveé supresorické geny — antionkogeny koduji proteiny podilejici se na kontrole
bunééného rastu a procesu diferenciace. Pti jejich inaktivaci nebo ztraté nasleduje bunééna
transformace. Jako prvni byl objeven retinoblastomovy gen (Rb gen), ktery je lokalizovan
v jadre, kontroluje transkripci a reguluje bunécné déleni. V nefosforylované formé funguje
jako supresor, ale pokud je hyperfosforylovan, ztraci svou antionkogenni funkci (Rejthar a
kol., 2002).

»trazce genomu se prezdiva antionkogenu p53, jehoz mutovana forma se vyskytuje
u vice nez poloviny typu lidskych nadort. Hlavni funkci nemutované formy genu p53 je
kontrola prubéhu bunééného cyklu regulaci transkripce a replikace DNA. Pokud dojde
k poskozeni DNA, zvysi se exprese proteinu p53, ten se navaze na specifické sekvence DNA
a tim stimuluje expresi dalSich geni, které mu pomohou navodit dva dilezité efekty, a sice
zastavit bunéény cyklus v pozdni G; fazi a spustit apoptdzu. Zastaveni buné¢ného cyklu pied
S fazi dava bunkdm prostor pro reparaci DNA. V piipad¢ rozsahlého poSkozeni DNA, které
je neopravitelné, navodi p53 apoptézu pomoci apoptézu indukujicich genti (Rejthar a kol.,

2002). Existuje jesté dalsich deset antionkogend, které jsou typické pro urcité nadory.

1.3. Dédi¢nost nadori

Nadorové onemocnéni je choroba gent, a jelikoz dédi€nost je zprosttedkovéana geny,
naskytd se otazka dédi¢nosti nadorli. Ve skuteCnosti rakovina dédicna neni, ale existuji
rodiny, ve kterych se vyskytuje Cast&ji a to kvili zdédénym predispozicim k jejimu vzniku.
U somatickych mutaci je mutovany gen pfitomny jen v naddorovych bunkéach. Pokud dojde
k mutaci v zarode¢né burce, je toto poskozeni pieneseno do dal$i generace a vznika

predispozice, tj. vétsi nachylnost k rozvoji nadoru (Altaner, 2008).

1.4. Karcinogeneze

Béhem zivota je lidsky organismus vystaven fad¢ vnéjSich vlivili, z nichz nékteré jsou
schopné vyvolat mutace v ptisluSnych genech a iniciovat vznik nadoru. Tyto zevni mutageny
nazyvame karcinogeny a délime je na chemické, fyzikalni a biologické.

Chemické karcinogeny maji kladny naboj a tudiz velkou afinitu k zdporn€ nabitym
bunécnym strukturam, ptredevsim k DNA, RNA a k proteinim (Rejthar a kol., 2002).

Nejznaméjsi jsou polycyklické aromatické uhlovodiky (PAU) obsazené v uhelném a



cigaretovém dehtu, vyfukovych plynech, uzeném mase a piepalovanych tucich (Trnka,
2008).

Mezi fyzikélni karcinogeny fadime ionizujici zafeni, které prokazatelné zpilisobuje
nadorova onemocnéni. Prikladem je vyskyt velkého mnozstvi leukémii, ale také karcinomu
plic a prsu po vybuchu atomovych bomb v Hiro§im¢ a Nagasaki. Dale ultrafialové zateni,
které zptsobuje nadory kize u lidi se zvySenou expozici sluneénimu zatreni (Rejthar a kol.,
2002).

K biologickym karcinogentum fadime hlavné viry. Napiiklad virus Ebsteina-Barrové
(EBV) povazovany za puivodce Burkittova lymfomu celisti, dale papilomaviry spojované
s karcinomem d¢lozniho ¢ipku. Z fad bakterii je prokdazanym karcinogenem Helicobacter

pyroli (HP) souvisejici s karcinomem Zaludku (Trnka, 2008).

1.5. Déleni nadori

Nédory lze delit podle nékolika kritérii. Zakladni d€leni na maligni a benigni
charakterizuje biologické chovani nadoru k obklopujici tkani.

Benigni (nezhoubné) nadory ziistavaji na misté svého vzniku, kde rostou expanzivné
bez narusovani okolni tkané. Jedna se o ohrani¢ené utvary, ¢asto vazivové opouzdiené, coz
umoziuje jejich snadné chirurgické odstranéni. Organismu tedy nezpisobuji vyrazngjsi
poskozeni, ale rizikem mize byt tlak na sousedni struktury, zvlasté u benignich nadord
centralni nervové soustavy (Rejthar a kol., 2002).

Maligni nadory rostou agresivné a jsou schopné zakladat vzdalend loziska —
metastazy. Vici okolni tkani vykazuji infiltrativni nebo invazivni rist. Infiltrativni riist se
vyznacuje vrustanim nadorovych bun€k mezi buiiky okolni. Invazivni rist je vice agresivni a
navic ma na okolni bunky destruktivni Gc¢inky, které zpusobuji poruchy funkce postizené
tkané. Diky pfitomnosti §tépicich enzymu (proteaz) je invazivni rist hlavnim piedpokladem
metastatického rozsevu (Rejthar a kol., 2002).

Podle tkanového ptivodu — histogeneze délime nadory na mezenchymové, epitelove,

neuroektodermové, leukemie, lymfomy a nadory smisené (Vorlicek, 2006).

1.6. Melanom

Maligni melanom je nador neuroektodermalniho ptivodu vznikajici z pigmentovych
bun¢k — melanocyti. Teoreticky se tedy mlzZe objevit v kterékoliv tkani, nejcastéji vSak
postihuje kazi, v mensi mife oCi a vzacné sliznice. Jeho benignim protéjskem je pigmentovy

névus.



V soucasnosti incidence kozni formy maligniho melanomu celosvétové nartsta.
Nejcastéji postihuje bélosskou populaci, zvlasté v zemich s intenzivnim slune¢nim svitem,
tedy v Australii, na Novém Z¢landé a na jihu USA (Adam a kol., 2004).

Hlavni pfi¢inou maligni transformace melanocytli je expozice kiize UV zafeni.
Nejvetsi nebezpeci obecné hrozi bélosské populaci. Za nejrizikovéjsi skupinu povazujeme
jedince s fototypem kuize I a 11, coz jsou $patn¢ se opalujici svétlovlasi a zrzavi lidé (Adam a
kol., 2004).

1.6.1. Klinické priznaky a diagnostika

Pfedmétem pozorovani u této malignity je pigmentovy névus, u kterého sledujeme
zménu barvy (zesvétlani, ztmavnuti) a velikosti. Tyto pfiznaky mohou byt doprovazeny
svédénim, V pozd¢jSim stadiu zviedovaténim a krvacenim. Metastazy se nejcastéji vyskytuji
V podobé dalSich 1ézi v kazi, v lymfatickych uzlindch a plicich, méné pak v jatrech a kostech
(Novotny a kol., 2005).

Nejprve se stanovuje rozsah nadoru ultrazvukovym vySetfenim léze a spadovych
miznich uzlin. Diagnostika vzdalenéjSich metastaz vyzaduje vysetieni hrudniku, bficha a
malé panve. Nejcitlivéjsim nddorovym markerem je hladina LDH (laktat-dehydrogenaza).
V ptipadé€ familiarniho vyskytu nddort se nemocny podrobi genetickému vysetieni (Novotny

a kol., 2005).

1.6.2. Typy melanomii
Podle lokalizace délime maligni melanomy na koZni, okularni, sliznicni a jiné.

Okularni a slizni¢ni formy spadaji z terapeutického hlediska pod néddory pfislusné stejné
lokalizace. Kozni maligni melanom je nejrozsifenéj$im melanomem v bélosské populaci a
vyskytuje se v ¢tyfech hlavnich typech (Adam a kol.,2004).

e Superficidlné se §ifici maligni melanom (SSM)
Tvoii pres polovinu vSech melanomt. Vyskytuje se v podobé pomalu rostouci ploché
skvrny, ktera se $ifi do stran a ma nepravidelnou pigmentaci. V radialni fazi netvofi
metastazy. Miize vzniknout z dysplastického névu 1 se objevit na Cisté kuzi.

e Noduldrni maligni melanom (NMM)
Od zacatku roste vertikalng, mtize tedy vytvaret metastazy v jakékoliv fazi. Vznika z névu 1

samostatné.



e Lentigo maligna melanom (LMM)
Jedna se o tmavé skvrny, vyskytujici se hlavné v obli¢eji, zejména u starSich lidi. Tato forma
roste pomalu a v pozd¢jsim stadiu tvoii metastazy.

e Akrolentiginézni maligni melanom (ALM)
Tento melanom je zvlastni svou lokalizaci, vyskytuje se na koncovych ¢lancich prstii, casto
piimo pod nehtem. Kvtli své lokalizaci byva mylné diagnostikovan jako hematom nebo

mykoéza (Adam a kol., 2004).

1.6.3. Lécba melanomu

U primarniho nadoru je standardnim postupem chirurgické odstranéni léze i
s okrajem zdravé kuze. Nyni se odstrafiuje lem Siroky 1-3cm, diive byly provadény rozsahlé
excize s okrajem az 7 cm, ale neprokazala se u nich zadna vyhoda. V pftipadé postizeni
regionalnich uzlin, je také nutné jejich odstranéni. Pokud nalezneme vzdalené metastazy,
které neni mozné odstranit chirurgicky, pfichazi na fadu chemoterapie a radioterapie.
Obecné je odpoveéd melanomu na chemoterapii slaba, proto je tieba zvazit jeji rizika a
ptinosy pro pacienta. Radioterapie se pouziva zejména pii metastazach v kostech a v CNS

(Adam a kol., 2004).

1.7. Moznosti 1écby nadorua

K nejbeznéjSim metoddm nadorové terapie patii chirurgickd l1é¢ba, chemoterapie a
radioterapie. V zavislosti na stadiu choroby a pfitomnosti metastiz se Casto voli jejich
kombinace.

Obecné délime 1écbu na protinddorovou, podpiirnou a paliativni. Protinadorova 1écba
zahrnuje lécbu kurativni, jejimZz cilem je Uplné odstranéni nadoru. Naopak nekurativni
pfistup usiluje o zabijeni nadorovych bunék, ale nelpi na jejich Gplném vyhubeni. Uplatiiuje
se Vv piipadech, kdy stadium nemoci nebo celkovy stav pacienta znemoziuji tplné vyléceni.
Vysledkem je prodlouzeni Zivota o tydny az roky. Podplrna 1écba se zaméiuje na zmirnéni
potizi vyvolanych samotnym nddorem a terapii — napi. bolest, infekce pii chemoterapii,
anemie. Paliativni 1écba je komplexni podpirna 1écba, ktera pomaha nemocnému na sklonku
zivota snaset utrpeni (Vorlicek, 2006).

Chirurgicka l1écba se pouziva nejcastéji u nddorti v ranném stadiu. Cilem je odstranit
nador 1 S kmenovymi nadorovymi buitkami ptedtim, néz vycestuji do jinych casti téla, kde
zakladaji metastdzy. Pokud jsou pfitomna sekundarni loziska, uplatiiuje se kombinace

s radioterapii a chemoterapii (Altaner, 2008).



Radioterapie vyuziva dva druhy ionizujiciho zafeni — elektromagnetické (fotonové) a
korpuskularni (¢asticové). K elektromagnetickému zafeni patii rentgenové a gama zareni.
Casticové zafeni pracuje predevim s elektrony. Podle zpiisobu ozafovani rozli§ujeme
teleradioterapii, coz je ozarovani z dalky, kdy k lozisku vychazi ze zdroje kuzel paprski.
Naopak pfti brachyradioterapii je zdroj zafeni zavadén do téla pacienta, ¢imz se dosahne
vysoké a presné davky ptimo v nadoru (Vorlicek, 2006).

Pti cytotoxické chemoterapii jsou zabijeny aktivné se délici buiiky. Cely nador se
vzdy nepodatfi kompletné zlikvidovat kvili malému mnozstvi ned¢licich se kmenovych
nadorovych bunék. Naopak cytostatickd chemoterapie cilené blokuje molekulové drahy
(napf. prenos rastovych signali) v naddorovych buinkach a tim zastavuje jejich mnozeni

(Altaner, 2008).

1.8. Nador a imunitni systém
Imunitni systém zahrnuje dva typy obrannych mechanismii, pfirozenou
(nespecifickou) imunitu a adaptivni (specifickou) imunitu. Obé vétve funguji rozdiln€, kazda

ma své specifické burky, ale pro obranu organismu je dilezitd jejich spoluprace.

1.8.1. Buiiky vrozené imunity

Hlavnim pilifem pfirozené imunity je schopnost jejich bun¢k pohlcovat, usmrcovat a
rozkladat mikroorganismy — tedy fagocytdza. Fagocytujici bunky rozpoznavaji ,,nebezpecné
vzory* patogennich mikroorganismi pomoci membranovych receptori (Krejsek a Kopecky,
2004).

Fagocyty pronikajici do poskozenych tkani se nejprve zachyti na povrchu
endotelidlnich bunék cév a poté mezi nimi prostoupi do tkané (diapedéza). Vlivem
zanétlivych cytokinii exprimuji endotelidlni buniky adhesivni molekuly, ty se nachdzeji i na
fagocytech a jejich interakci k sob& buiky pfilnou. V tkdni fidi pohyb fagocyti
chemotaktické faktory uvoliiované z mista zanétu (Hofejsi a Bartinkova, 2009).

Neutrofilni granulocyty jsou nejpocetnéj$i populaci leukocyti. Pohlcuji
mikroorganismy a pomoci mikrobicidnich latek obsazenych v granulich je usmrcuji.
Produkuji prozanétové cytokiny TNFa (Tumor Necrosis Factor a), IL-1la, B, IL-12,
chemokiny regulujici migraci bun¢k — IL8 a faktory stimulujici hematopoézu G-CSF, GM-
CSF (Granulocyte-Macrophage-Colony-Stimulating Factor). Pusobeni granulocyti je
nespecifické, proto dochazi k urCitému poskozeni vlastnich struktur. Pokud bunky

imunitniho systému rozptylené ve tkanich identifikuji infekéni €astici, produkuji cytokiny,



hlavné G-CSF, GM- CSF a IL-3, které stimuluji diferenciaci granulocyti v kostni dfeni.

Zivotnost neutrofila je pouze nékolik desitek hodin (Krejsek a Kopecky, 2004).

Makrofagy se nachazeji ve vSech télnich organech a je velka pravdépodobnost, Ze se

invadujici patogen snimi setkd, proto jsou oznaCovany jako tzv. predsunutd hlidka
imunitniho systému. Monocyto-makrofagovy systém se zacind diferencovat v kostni dieni
z myeloidnich prekurzort, odtud jsou monocyty vyplaveny do periferni krve, kde urcity ¢as
cirkuluji a prodé€lavaji zmény Vv expresi povrchovych molekul. Nakonec monocyty migruji
do tkéni a pfeménuji se ve tkdnové makrofagy, které nesou typickou molekulu CDG6S.
Makrofagy maji schopnost prezentovat antigeny pohlcenych castic T lymfocytim
v komplexu s molekulami HLA I. nebo Il. tfidy. Jsou tedy mimotadn¢ dulezité pro rozvoj
specifické imunitni odpovédi zprosttedkované T lymfocyty (Krejsek a Kopecky, 2004).
Na rozdil od granulocytd, které pracuji ihned, potiebuji makrofagy ke své plné funkci
aktivaéni signaly od T lymfocytd — interferon-y, TNF. Dalsi dalezita funkce makrofagi
spoc¢iva v produkei cytokint IL-1a i B, IL-3, TNF, IL-6, IL-8, IL-12 a GM-CSF (Hofejsi a
Bartankova, 2009)

Existuji i makrofagy asociované s nddory (TAM, Tumor Associated Macrophages),
které poskytuji nadorovym bunkam rustové faktory a faktory podporujici angiogenezi, napf.
VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor). Dale pomoci proteaz rozklad4ji okolni tkan a
tim usnadiuji invazi a zakladani metastaz (Wahl a Kleinman, 1998). Tyto buriky jsou také
moznym cilem nadorové terapie. Joseph a lIsaacs (1998) zkoumali vliv ¢ty raznych
chemickych sloucenin (Linomidu, thalidomidu, pentoxifylinu a genisteinu), které meély
redukovat hustotu cévniho zasobeni a pocet TAM u krys postizenych rakovinou prostaty.

Linomide zpiisobil 69% inhibici nadorového riistu a nejucinnéji redukoval angiogenezi.

Dendritické buiiky vznikaji z myeloidni vyvojové linie a spoleéné s makrofagy
funguji jako bunky prezentujici antigeny T lymfocytim (APC; antigen presenting cells)
(Hoftejsi a Bartinkova, 2009).

Prekurzory nezralych dendritickych bunék migruji z krvetvornych organi do tkani
pusobenim chemokina tvofenych pii zdnétové reakci. Nasledné prestanou na chemokinové
signaly reagovat a setrvaji v daném misté, coZ jim umozni dostatecné dlouho interagovat
s mikrobidlnimi podnéty. Poté chemokiny stimuluji jejich migraci do sekundarnich
lymfatickych organi, kde ztrdci schopnost pohlcovat antigeny. Kromé kontaktu

s mikrobidlnimi povrchy jsou dendritick¢é bunky aktivovany plsobenim prozanétovych



cytokini a TNFa. Jejich role tedy spociva v indukci klonalni expanze T lymfocytt, kterym
vystavuji antigeny v komplexu s MHC | nebo Il (Krejsek a Kopecky, 2004). Folikularni
dendritické¢ bunky (FDC) slouzi jako APC B lymfocytim. V lymfatickych uzlinach se na
povrchu FDC zachycuji komplexy protilatky s antigenem — imunokomplexy. Shromazdéné
antigeny mohou byt rozeznavany B lymfocyty, které se nasledné transformuji v pamétové B

lymfocyty (Hofejsi a Bartinkova, 2009).

Basofily, Zirné buiiky a eosinofily hraji roli v ochran¢ epitelialnich povrchi, hlavné
sliznice traviciho, dychaciho a urogenitdlniho traktu, pfed parazity. V cytoplazmé maji
granula obsahujici zanétlivé a cytotoxické mediatory. Zatimco neutrofilni granulocyty
likviduji fagocytované mikroorganismy uvnitt buiiky, eozinofily, basofily a zirné bunky
uvolnuji obsah svych granuli do vnéjsiho prostiedi, kde parazity ni¢i. Basofily a zirné bunky

obsahuji mediator alergické reakce, histamin (DeFranco a kol., 2007).

NK buiiky, oznacované jako pfirozeni zabije¢i (Natural Killer), se pravdépodobné
oddéluji od lymfoidnich prekurzorti. S T lymfocyty maji spolecné napt. povrchové molekuly
CD2, pro n¢ samotné je charakteristickd molekula CD56. Na rozdil od T lymfocyti
neexprimuji receptory pro antigen. Ulohou NK bunék je cytotoxicky likvidovat buiiky virem
infikované, nadorové nebo infekéni agens. Pomoci membranovych receptorti se vazi na
ligandy cilovych bunék a provéfuji, zda maji byt eliminovany. Povrchové molekuly KAR
(Killer Activation Receptor) NK bunék nesou aktivacni motiv ITAM (Immunoreceptor
Thyrosine based Activation Motif). Pokud KAR identifikuje na cilové bunce sviij ligand,
poskytne tim NK butice aktivaéni signdl. Naopak KIR (Killer Inhibition Receptor) nesouci
motiv ITIM ( Immunoreceptor Thyrosine based Inhibition Motif) poskytuje inhibi¢ni signal.
Po secteni vSech aktivacnich a inhibi¢nich signalt zahdji NK buika bud’ cytotoxicky atak,
nebo vyhodnoti buiiky jako normalni. Cytotoxické aktivita je zesilena IL-2 produkovanym
TH; lymfocyty, samotné NK bunky produkuji INFy, IL-3, GM-CSF a TNFa (Krejsek a
Kopecky, 2004).

1.8.2 Buiiky ziskané imunity

T lymfocyty se vyvijeji vthymu, kam putuji jejich prekurzory z kostni dien€.
Thymocyty zde ziskaji funkéni komplex TcR (T cell Receptor) a molekul komplexu CD3,
navic exprimuji soucasn¢ molekuly CD4 a CD8 a proto jsou oznacovany jako dvojité

pozitivni. Takto vybavené vyzravajici T lymfocyty vstupuji do procesu pozitivni a negativni



selekce. V ramci pozitivni selekce jsou eliminovany T lymfocyty, které nemaji afinitu
k vlastnim molekulam MHC. Zéaroven se z dvojité pozitivnich bun&k stavaji CDS" nebo
CD4" T lymfocyty tim, Ze snizuji expresi druhé molekuly. Vznikaji tedy TC lymfocyty
CD8" (cytotoxické), které rozpoznavaji antigeny v komplexu s MHC molekulami I. tiidy a
TH lymfocyty CD4" (helpery) interagujici s MHC II. t¥idy. Pii negativni selekci hynou ty,
které s vysokou afinitou rozpoznévaji komplexy MHC s vlastnimi antigeny.

Diferencovany T lymfocyt migruje z thymu do sekundarnich lymfatickych organd,
kde TH subpopulace po setkani s antigenem vyzrava do funk¢né odlisSnych subseti. Naivni
TH lymfocyt, ktery se nesetkal s antigenem, oznacujeme jako subset THO (Krejsek a
Kopecky, 2004).

Subset TH1 T lymfocyti aktivuje makrofagy produkci cytokinii, zejména IL-2 a
INFy. TH2 bunky interaguji s B lymfocyty stimulovanymi antigenem a pomadhaji jim se
namnozit a diferencovat v plazmatické bunky, které produkuji protilatky. Tato pomoc
spociva v produkci cytokint IL-4, IL-5, IL-6 (Hofejsi a Bartunikova, 2009).

T lymfocyty, které po antigenni stimulaci produkuji TGFB (Transforming growth
factor B) a IL-10 spadaji do samostatného subsetu TH3, jsou také oznaCovany jako Treg
(regulacni T lymfocyty). Jejich cytokiny maji protizanétové tcinky a tlumi aktivitu subsetu
TH1 (Krejsek a Kopecky, 2004).

DalSim subsetem T lymfocytll jsou buitkky TH17, nazvané podle produkce IL-17,
ktery stimuluje aktivitu neutrofild. Dale produkuji IL-21 a tim aktivuji NK buiky.
Diferenciace TH17 z THO T lymfocytt je zprosttedkovana IL-23 produkovanym buikami

vrozené imunity (Hofejsi a Bartiinkova, 2009).

B lymfocyty jsou zakladni buiky specifické humoralni imunity. Vyvijeji se
z progenitorovych bunék v kostni dfeni a poté se hromadi v sekundarnich lymfatickych
organech. Na svém povrchu exprimuji receptory pro antigen BcR (B cell Receptor), které
interaguji se samotnymi antigennimi podnéty a nepotiebuji je predkladat v komplexu
s molekulami MHC. BcR se sklada z molekul IgM a 1gD. Naivni zralé B lymfocyty
s vyjadienym receptorem recirkuluji mezi perifernimi lymfatickymi tkanémi, dokud se
nesetkaji s antigenem. K aktivaci B lymfocyti je nutnd nejen antigenni stimulace, ale také
pomocné signaly poskytované subsetem TH2 T lymfocyti. Poté dojde ke klonélni expanzi a
diferenciaci do konec¢ného stddia plazmatické bunky. Plazmatickd buiika produkuje
protilatky, imunoglobuliny, které jsou solubilni formou BcR ptivodniho B lymfocytu a maji

tedy stejnou antigenni specifitu.
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B lymfocyty také slouzi jako bunky prezentujici antigeny. Jsou schopné
internalizovat komplexy BcR s vychytanymi antigeny, které zpracuji a prezentuji ve vazbé

s MHC II. tfidy pomocnym T lymfocytim (Krejsek a Kopecky, 2004).

1.8.3. Nadorové antigeny

Nadorové buniky jsou télu vlastni, jen se vice ¢i méné odliSuji od bun€k normalnich.
Teoreticky by je mély imunitni mechanismy likvidovat jako jiné patogeny. Rozdily mezi
nadorovou a normalni buiikou jsou ale tak malé, Ze je imunitni systém ignoruje (Hofejsi a
Bartankova, 2009).

Uz v Sedesatych letech 20. stoleti bylo zndmo, Ze nador jako takovy se pomérné malo
antigenné odlisuje od tkani svého vzniku. Jeho antigeny jsou malo ,,nové* nebo ,,cizi* na to,
aby byly dostate¢nym podnétem pro imunitni atak. Navic atak nastupuje s uréitym ¢asovym
zpozdénim, protoze vznikly novotvar je Casto mechanicky izolovan od kontaktu s butikami
imunitniho systému, napf. vazivovym pouzdrem, které rozruSuje teprve V pokrocilejSim
stadiu (Sekla, 1961). Pfesto je existence nadorovych antigenti zakladni podminkou pro
rozpoznani a eliminaci nddoru imunitnimi mechanismy. Byly identifikovany dvé skupiny
nadorovych antigenti — antigeny specifické pro nadory (TSA) a antigeny asociované s nadory

(TAA) (Hofejsi a Bartinkova, 2009).

TSA se vyskytuji vyluéné na nadorovych buiikach konkrétniho nadoru u konkrétniho

jedince. Jsou vysledkem genovych mutaci, které zpiisobi maligni transformaci bunky.
Vyuziti TSA pro 1écbu je znacn€ komplikované, protoZe piipadnd terapie by musela byt
zcela individualni.
Do této kategorie fadime napt.: Komplexy MHC tf. I s abnormélnimi fragmenty bunécnych
proteinti. Abnormalni proteiny jsou produkty mutovanych genti. Déle komplexy MHC
s fragmenty proteinii onkogennich virQ, které najdeme u nadorti vyvolanych viry (EBV).
Nédorové buniky myelomii a lymfomt maji na povrchu BcR nebo TcR, které funguji jako
antigenni struktury (Krejsek a Kopecky, 2004; Hofiejsi a Bartinkova, 2009).

TAA se nachazeji jak na nadorovych, tak i1 na normalnich buiikéch, li§i se pouze
V mife exprese. Patfi mezi né¢ napf. onkofetdlni antigeny embryondlnich bunék, které jsou
V postnatalnim obdobi exprimovany pouze na nadorovych bunkach — a fetoprotein (AFP),
karcinoembryonalni antigen (CEA). Dale melanomové antigeny (MAGE-1, Melan-A)
pfitomné na melanomovych buiikach, méné pak na normalnich melanocytech (Krejsek a

Kopecky, 2004).

11



1.8.4. Unik nadori imunitnimu systému

Antigenni specifika nddorovych bunck jest¢ neni zarukou, Ze je imunitni systém
rozpozna. Nadorové bunky si pro svou obranu vytvofily mechanismy, které jim umozni
uniknout imunitnimu dozoru. Existuje n€kolik zptsobu uniku (Rejthar a kol., 2002).

Béhem riistu nadoru dochazi k pozitivni selekci neantigennich nebo slabé antigennich
bun¢k a ty siln€¢ imunogenni jsou eliminovany. Zbylé antigeny musi byt prezentovany Tc
lymfocytim v komplexu s MHC 1. tfidy a navic musi byt pfitomny kostimula¢ni molekuly
CD80 a CD86. Oboji je u nadorovych bunck redukovano nebo chybi uplné, nefunguji tedy
jako APC (Rejthar a kol., 2002).

Nizka denzita MHC 1. tfidy by méla vyvolat cytotoxicky utok NK bun¢k (Krejsek a
Kopecky, 2004). Pro tento ptipad se v8ak nador brani expresi molekul HLA-G, coz potvrdil
Paul a Kkol.(1998), ktefi zjistili pfitomnost HLA-G u melanomovych bunénych linii i
V metastaze ziskané biopsii.

Nador- protektivné ptsobi i membranové produkty genu Fas. Nadorové bunky
exprimuji Fas ligand a Tc lymfocyty maji Fas i Fas ligand. Interakce Fas — FasL indukuje u
cytotoxickych lymfocyti apoptozu (Rejthar a kol., 2002).

V prostiedi nadoru je zvySen vyskyt T-regulacnich lymfocytl (Treg), které chrani
organismus pfed autoimunitni reakci. Treg produkuji suprimujici cytokiny TGFp a IL-10 a
inhibuji bunéény cyklus CD4" a CD8" T-lymfocytli, mohou tedy piispét k rozvoji nadoru
(Lineham a kol., 2005).

1.8.5. Imunita a protinadorovy atak

I pfes obtiznou rozliSitelnost je vic¢i nadoru zahdjena imunitni reakce. Jednd se o
posledni obranu organismu, protoze nastupuje az po opravnych mechanismech genetickych
poruch na trovni DNA. Donedavna byl prosazovan zejména vliv specifické imunity, ktera
by méla rozpoznavat nadorové antigeny. Nyni vime, ze T lymfocyty rozpoznavaji pouze
antigeny zpracované APC, a ptikladame vrozené imunité rozhodujici podil v boji s nadory
(Krejsek a Kopecky, 2004).

Mikroprostiedi nadoru, charakterizované hypoxii, aktivuje slozky pfirozené imunity,
které prezentuji zpracované antigeny T lymfocytim a poskytuji jim I. aktivacni signal.
Nejucinngjsimi APC jsou dendritické buiky, které zpracovavaji nadorové antigeny
Vv priibéhu migrace do sekundarnich lymfatickych organii. Pro zajisténi optimalniho kontextu
rozpoznavani jsou nutné¢ II. signaly, u dendritickych bunék se jedna o interakci

kostimula¢nich molekul CD80 a CD86 s molekulou CD28 na T lymfocytech. Pokud T
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lymfocytim chybi II. signal jsou utlumeny nebo hynou apoptoézou a vznika prostiedi, kde je
navozena tolerance rostouciho nadoru (Krejsek a Kopecky, 2004).

Nadorové bunky postradaji expresi molekul MHC I. tfidy, a stavaji se tak teréem pro
cytotoxicky utok NK bunék. Dale stimuluji imunitni systém k produkci interferonti (INF),
které po navazani na povrchové receptory cilovych (nadorovych) bunék zptsobi rozklad
RNA. Imunomodula¢ni INFy zesiluje expresi MHC 1. tfidy na nadorovych buiikach a tim je
zcitlivi pro cytotoxické CD8" T lymfocyty (Krejsek a Kopecky, 2004).

Naopak Gastl a kol. (1996) ve své analyze primarnich a metastatickych bunék renalniho
karcinomu ukdzali, Ze n€které typy nadorti exprimuji i MHC II. tfidy, ¢im iniciuji odpovéd’

CD4" T lymfocytt.

1.9. Terapie nadora pomoci stimulace vrozené imunity

Z vyse uvedenych poznatkll plyne, ze naddorové buiiky jsou mélo imunogenni a je
nutné je imunitnimu systému zviditelnit, napt. ,,0znacit“ vhodnym motivem, ktery bez
problému rozpozna.

Slozky piirozené imunity jsou schopné identifikovat nebezpecné vzory invadujicich
mikroorganismti pomoci receptori PRR (Pattern Recognition Receptors). Za nebezpecné
vzory povazujeme bunééné struktury typické pro mikroby — tzv. molekulové vzory
asociované s patogeny (Pathogen Associated Molekul Patterns- PAMPS). PAMPs délime na
motivy fagocytarni a na signdlni motivy, které vyvolaji zanét. Tyto konzervované struktury
se nachdzeji u Gram-pozitivnich, Gram-negativnich bakterii a mykobakterii. Jedna se
napiiklad o peptidoglykan, lipoproteiny, lipopolysacharid (LPS), kyselinu lipoteichovou,
flagelin nebo N-formylmethionin. U kvasinek nalezneme glukany a manany. Vyznamné
imunostimula¢ni u€inky maji i useky bakterialni DNA, které obsahuji sekvence purin-

pyrimidin-C-G-pyrimidin-pyrimidin - CpG motivy (Krejsek a Kopecky, 2004).

1.9.1. Pattern Recognition Receptors (PRR)

Z hlediska funkce délime PRR na sekretované, endocytarni a signalni. Sekretované
PRR se vazi na mikrobidlni povrchy, opsonizuji je a tim zajisti jejich identifikaci fagocyty a
komplementovym systémem. K tomuto typu fadime lektin vazajici manan (Manan Binding
Lectin, MBL). Fagocytujici buniky exprimuji endocytarni PRR, které zajisti vazbu, pohlceni
a smérovani mikrobl do lysozomu. Ptikladem je makrofagovy receptor pro manosu (MMR)
nebo makrofagovy vychytavaci receptor MSR (Macrophage Scaverner Receptor). Signalni

receptory po identifikaci PAMPs spusti signalni systém NF«kB, ktery stimuluje produkci

13



prozanétovych cytokint, predevsim TNFa a IL-1. Do této tfidy spadaji Toll-like receptory
(TLR) (Krejsek a Kopecky, 2004).

Prvni ¢len rodiny Toll genti byl pivodné identifikovan u drozofily, kde kontroluje

vyvoj dorzoventralni osy embrya (Janeway a Medhizov, 1999). Ukazalo se, ze tento gen
koduje transmembranovy protein skladajici se z extracelularni ¢asti bohaté na leucin a
Z cytoplazmatické domény, kterd je shodna s cytoplazmatickou doménou savciho receptoru
pro IL-1 (Hashimoto a kol., 1988).
V soucasnosti zname 10 funkcnich TLR, které miizeme rozdélit podle bunécné lokalizace.
TLR 1,2,4,5,6 a 10 jsou exprimovany na povrchu bun¢k a po aktivaci migruji do fagosomu,
zatimco TLR 3, 7, 8 a 9 jsou na povrchu bunéénych kompartmentti, hlavné¢ endosomu a
endoplazmatického retikula. Nitrobunééné TLR identifikuji napt. nukleové kyseliny vird,
které¢ pronikly do buniky. Pokud neni pfitomen ligand, maji TLR tendenci vytvaret
nekovalentni dimery. Napt. TLR-2 tvofi heterodimery s TLR-1, ptipadné s TLR-6 (Kanzler
a kol., 2007).

Dnes vime, ze TLR se vyskytuji i u rliznych typd nadord. Aktivace nddorovych TLR
nepodporuje pouze proliferaci, ale také invazi a metastazovani. Navic indukuje tvorbu
prozanélivych a imunosuprimujicich cytokint, které zvysuji rezistenci nddoru vaci ataku Tc
lymfocyta (Huang a kol., 2008). Nedavna studie prokazala vyrazn¢ vyssi expresi TLR7-
TLR10 u karcinomu tlustého stfeva v porovnani s normalni tkani. Soucasné byla zjiSténa
nizkd mira preziti spojend s expresi TLR7 a TLRS, které jsou pfitomny i u kmenovych

nadorovych buné¢k a zvySuji jejich rezistenci k apoptoéze (Grim a kol., 2010).

1.9.2. Vyvoj zpusobu lécby

Prvni poznatky o rakoviné ve spojeni s bakteridlni nakazou se objevily
v devatenactém stoleti, kdy byl pozorovan pozitivni U¢inek infekéniho onemocnéni kiize
zpusobené¢ho bakterii Streptococcus pyogenes na remisi nadoru. Timto piipadem se
inspiroval predni americky chirurg William Coley, ktery poté injikoval smés bakterii
Streptococcus pyogenes a Bacillus prodigiosus pacientim s neoperabilnim sarkomem a
dosahl vice nez 10% vyléceni. Svym prepardtem, zvanym Coleyho toxiny, naznacil prvni
pokus o imunoterapiii nadort (Coley, 1910).

Poté se zacala pouzivat atenuovand vakcina bacille Calmette-Guerin, ktera byla
puvodné vyvinuta proti tuberkul6ze a dodnes je povaZzovéana za nejucinnéjsi terapeutikum pii

1é¢be karcinomu mocového méchyte (Kamat a Lamm, 2001).
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V navaznosti na Coleyho experimenty Havas a kol.(1958) srovnavali vliv riiznych
kment Streptococus pyogenes a Serratia marcescens, samostatné i v kombinaci, na regresi
myssiho sarkomu 37. Posuzovéna byla i toxicita u zdravych mysi, kdy pti davce 1ml smési
toxini nastala az stoprocentni umrtnost. Donnelly a kol.(1958) doplnili otazku toxinu
histopatologickym rozborem. Ptitomnost nekrézy a granulocytarniho infiltratu a 50-ti az 60-
ti procentni regrese nadoru potvrdily, ze urity onkoliticky efekt toxint existuje.

Nejen bakterie, ale i viry se pouzivaly s cilem eliminovat nador. Virus vakcinie byl
aplikovdin u metastdz maligniho melanomu a zpisobil vymizeni sekundarnich
intradermalnich loZisek u 6 z 10 p¥ipadt. Uéinkoval pouze pii p¥imé inokulaci do 1éze, na
vzdalengjsi loziska a loziska v lymfatickych uzlinach nemél zadny vliv. Mechanismus
u¢inku nebyl zcela objasnén, ale nejvice se usuzovalo na stimulaci nespecifické odpovédi
imunitniho systému (Hunter a kol., 1970).

Unikatni mechanismus pfirozené odolnosti vi¢i nadoram popsal Cui a kol.(2003).
Jedind mys§ kmene BALB/c zlstala po transplantaci Sarkomu 180 bez nadoru. Pro ovéteni
zazracné regrese byly mysi podany dalsi ¢tyii injekce, z toho dvé se zvySenou koncentraci
nadorovych bunék, a ani poté krozvoji sarkomu nedoSlo. Naopak, transplantace
vyprovokovala masivni infiltraci leukocytli vrozené imunity, které zacaly s naddorovymi
buikami vytvaret shluky a rosety. Nasledna cytolyza probihala rychlosti az 20 milioni
bunék sarkomu za prvnich 12 hodin a bez poskozovéani normalnich bun¢k. Potomci plivodni
mysi vykazovaly odolnost az ve 40ti %. Pfi kiizeni s my$Smi z kmentd C57BL/6, CASE/Ei a
CH3 doslo také k pfenosu znaku na potomky. Bylo tedy jasné¢, ze se jednd o dominantni
mutaci v genu a mys$i ji nesouci zacaly byt oznaCovany jako SR/CR — (spontaneous

regression / complete resistance) (Cui a kol., 2003; Hick a kol., 2006).

V soucasné dobé se je stfedem z4jmu terapeutické vyuziti agonisti TLR, které
stimuluji vrozené protinddorové mechanismy, tedy aktivuji NK builkky, monocyto-
makrofagovy systém a indukuji produkci cytokini jako je INFa, INFy a TNFa (Kanzler a
kol., 2007). Kauffman a kol.(2012) in vivo pokusem ov¢tili, Ze Imidazoquinolin, syntetiticky
agonista TLR 7 a 8, pulsobi protinadorove. Mysi srendlnim karcinomem 1éCené
Imidazoquinolinem vykazovaly uz po prvnim podani 50% redukci nadorového ristu.
Zarovén byla prokazana indukce apoptozy, zvySena infiltrace T-ly a produkce
prozanétovych cytokind.

Agonistou TLR9 jsou nemethylované CpG motivy bakterialni DNA, pouzité napi. na

modelu mys$iho karcinomu tlustého stfeva. Injikace oligodeoxynukleotidi s CpG motivy
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(CpG ODN) do okrajové ¢asti nadoru zpisobila jeho regresi a vyléceni 17 mysi z 20. U mysi
se dvéma nadory byla navozena systémova odpovéd’, nebot’ doslo k odhojeni i neléCeného

nadoru (Heckelsmiller a kol., 2002).

1.10. Zymosan (preparat ziskany ze Saccharomyces cerevisiae) v roli PAMP
Saccharomyces cerevisiae je jednobunécény eukaryotni organismus, fadi se mezi
vieckovytrusné houby, do ¢eledi kvasinkovitych. Primitivni houby maji pevnou buné¢nou
sténu, ktera je tvofena chitinem, polymery N-acetyl-D-glukosaminu, glukany, manany a
galaktany. Vrozend imunita rozpoznavd patogenni kvasinky na zaklad¢ interakci s
témito konzervovanymi slozkami (DeFranco a kol., 2007). Metodou, piivodné popsanou
Pilmerem a Eckerem, lze z bunétné stény kvasinek ziskat Zymosan - jemny prasek,
nerozpustny ve vodé, v organickych ani v zasaditych rozpoustédlech. Zymosan obsahuje
zejména B-glukan a manan (Pillemer a Ecker 1941). Existuji 2 typy zymosanu A a B, které

se mirng 1isi svym chemickym slozenim (Di Carlo a Fiore, 1958).

1.10.1. p-glukan

B-glukany (polymery glukozy) jsou nejefektivnéjsi imunomodulatory z fad polysacharidd,
které se uplatiuji Vv protinddorové a protiinfekéni imunité. Kromé bunéénych stén hub
mohou byt izolovany z motskych fas, bakterii a obilovin. Primarni fetézec B-glukani je
tvoten z B (1-3) glykosidicky vazanych D-glukopyranézovych jednotek, ke kterym se
napojuji vedlejsi D-glukopyranosy vazbou (1-6). Pocet vedlejsSich jednotek vyjadiuje stupen
vétveni (degrese of branching, DB). Imunostimulac¢ni efekt B-glukani spoc¢iva v nardstu

profesionalnich fagocyti — monocytl, makrofagl, granulocyti a dendritickych bunék

(Novak a Vetvicka, 2009).

1.10.2. Mannan

Mannan je sloZen pfevazné¢ z D-manosy a mize obsahovat i malé mnoZzstvi jinych cukri,
napt. N-acetyl-D-glukosaminu. V hlavnim fetézci jsou D-mannosové jednotky spojeny
vazbou a(1-6), jednotky postranich fetézcu se ptipojuji a(1—2) a a(1—3). Bunécna sténa
Saccharomyces cerevisiae ruznych kmenii miize obsahovat strukturné odlisSné

mannany(Cawley a Ballou, 1972).
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1.10.3. Rozpoznani Zymosanu imunitnim systémem
Diky svému slozeni je Zymosan rozpoznavan hned nékolika PRR na bunkach

vrozené imunity.

1.10.3.1. TLR2

TLR2 rozpoznava celou fadu mikrobidlnich komponent. Experiment s TLR-2
deficientnimi mySmi, které byly nachylné k infekci Stafyloccocus aureus ukazal, Ze tento
TLR je zasadni pro rozpoznani peptidolykanti Gram-pozitivnich bakterii (Takeuchi a kol.,
2000). Underhill a kol.(1999) definovali rozpoznavani kvasinek, za kterymi TLR-2 putuje do
fagosomu makrofagl. Z toho plyne, ze pfi fagocytéze patogenii mohou spolupracovat obé
tiidy PRR. Fagocytarni receptory zajisti pohlceni Castice (zde receptor pro manosu-MR) a
signalni receptory (zde TLR-2) putuji do fagosomu, kde se vazi na ligand a spusti zanétlivou

odpoved'.

1.10.3.2. Dectin-1

Dectin-1 je hojné¢ exprimovan na dendritickych bunkach, kde jeho C-lektinova
doména zprostiedkuje rozpoznani glukant spojenych B(1-3) a PB(1-6) glykosidickou
vazbou. Soubézné je TLR-2 sméfovan do fagosomu a tyto dva receptory synergicky vyvolaji
produkci zanétlivych cytokini (DeFranco a kol., 2007). Experiment s vyuzitim Dectin-1
specifickych monoklonalnich protilatek ukazal, Ze Dectin-1 funguje jako hlavni receptor pro

Zymosan i na makrofagach (Brown a kol., 2002).

1.10.3.3. Mannose binding lectin (MBL)

MBL se vaze na cukerné ligandy v buné¢né stén¢ bakterii, kvasinek a vird. Spada do

rodiny kolektinti, coz jsou solubilni proteiny ptfitomné na sliznicich a v krevnim ob¢hu, které
rozpoznavaji mikrobialni povrchy. Jednotlivé fetézce kolektinl se skladéji z N-termindlni
oblasti bohaté na cystein, kolagenni oblasti, alfa-helikalni oblasti a z domény rozpoznavajici
karbohydraty (CRD) (DeFranco a kol., 2007).
Dilezitou funkci MBL je aktivace komplementu lektinovou cestou. Aktivace zacina vazbou
MBL na pfislusné motivy patogenil, poté se vytvoii komplex MBL se serinovou proteazou
(MASP-2), ktera stépi C4 a C2 za vzniku C3 konvertazy. MBL funguje také jako opsonin —
piipoji se k infek¢ni ¢astici a stimuluje jeji pohlceni procesem fagocytdzy. (DeFranco a kol.,
2007).
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1.10.3.4.Manézovy receptor (MR)

MR je PRR na povrchu makrofagi a dendritickych bun¢k a zprostifedkovava
fagocytozu patogentl, jejichZz bunécna sténa obsahuje karbohydraty (man6zu). MR patii do
rodiny multilektinovych receptort, které obsahuji 8-10 lektinovych domén (CTLDs), N-
termindlni na cystein bohatou doménu a fibronektinovou doménu typu II (FNII) (Stahl a

Ezekowitz, 1998).

1.10.4. Vyuziti Zymosanu Vv nadorové imunoterapii

Pozornost k Zymosanu upoutal objev properdinového systému. Zymosan piidany
k lidskému séru inaktivoval tieti slozku komplementu, coz bylo zpusobeno piitomnosti
sérového proteinu properdinu, ktery se navazal na Zymosan a vznikly komplex PZ zpisobil
za urcitych podminek inaktivaci C’3 (Pillemer a kol. 1954). Nasledné pouziti Zymosanu ve
spojeni s nadory paradoxné zlepSilo rast transplantovaného karcinomu. MySim byly
injikovany bunky lidského karcinomu tlustého stfeva a poté rizné davky Zymosanu.
Vyhodnoceni naddorového ristu ukazalo, ze nador se nejlépe ujal u mysi, které dostaly vyssi
davky Zymosanu. Zde se nabizelo vysvétleni, ze Zymosan vyvazal sérovy properdin, ktery
by jinak odolnost vic¢i nadoru posilil. Sporné je, ze nizké davky Zymosanu hladinu
properdinu zvysily az tfikrat (Hebrut a Kraemer, 1956). Pii dalsich experimentech musela
byt tato skutec¢nost zohlednéna.

Zpusobem davkovani Zymosanu se zabyvali Bradner a kol.(1958) u Sarkomu 180.
Testovali rizné mnozstvi Zymosanu podané v riznych ¢asovych intervalech. Statisticky
vyznamnych vysledki dosdhli u nizsich davek do 160 mg/kg, vyssi davky sniZovaly
rezistenci hostitele (Bradner a kol., 1958). Byly provedeny i dalsi studie se Sarkomem 180,
které¢ dosahly podobnych vysledkl. Navic bylo zjisténo, Zze vysoké davky potlaci pozitivni
efekt nizkych davek. Probihala také 1é€ba Zymosanem Vv rozmezi dva tydny pied 1 po
transplantaci sarkomu. Dale se védci domnivali, Ze vysoké davky Zymosanu (1000mg/kg)
podané intraperitonealné zptisobuji letalni sttevni bakteriémie (Bradner a Clarke, 1959).

Zymosan pusobi pozitivné i jako dopln€k standartni terapie. V kombinaci
S chirurgickym zékrokem a cyklofosfamidem vyznamé zvysil efektivitu 1écby mySiho
adenokarcinomu oproti operované skupiné lécené jen cyklofosfamidem (Martin a kol.,
1964). Stejn¢ tak plsobil Zymosan podany ke kombinované chemoterapii STEM
(streptonigrin, thioguanin, Endoxan a mitomycin) (Martin a kol., 1970).

Nedavna studie se zaméfila na intratumoralni aplikaci Zymosanu, lipopolysacharidu
(LPS) a cytokinu GM-CSF u podkozné implantované¢ho gliomu RG-2. Jak Zymosan, tak
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LPS zpomalily rist nadoru oproti kontrolni skupiné. Pfi opakovaném podani byla
pozorovana 50% regrese u skupiny lé¢ené Zymosanem (Mariani a kol. 2007).
V této préaci vyuzivame kovalentni vazby Zymosanu na nadorové bunky pomoci

heterobifunk¢éniho ¢inidla SMCC a navic prostiednictvim flagelinu stimulujeme dalsi TLR.

1.11. Bifunk¢ni ¢inidla

Crosslinking, ¢esky biokonjugace, je proces chemického spojovani dvou nebo vice
molekul kovalentni vazbou. Biokonjugéaty obsahuji reaktivni konce, které jsou schopné
pfipojit se ke specifickym funkénim skupindm na proteinech a dalSich molekulach. Slozita
struktura proteinti vSak poskytuje pouze Ctyfi funkéni skupiny vhodné jako terée pro
kovalentni vazani.

e -NH; skupina se nachazi na N-konci kazdého polypeptidického fetézce a v postranich
fetézcich u lysinu. Za fyziologickych podminek se nachazi vné proteinu a tudiz je
ptistupnd pro konjugaci i bez denaturace.

e -COOH skupinu najdeme na C-konci polypeptidu a v postrannich fetézcich u
kyseliny asparagové a glutamové. Je také na povrchu proteinové struktury.

e v postranim polypeptidickém fetézci existuje u cysteinu SH skupina. V ramci
sekundarni a tercidlni struktury proteinu jsou cysteiny spojeny disulfidickymi
mustky, které musi byt redukovany, aby byly SH dostupné pro konjugaci.

e aldehydové a ketonové skupiny vznikaji pfi posttranslaéni upraveé proteinti procesem
glykosylace [1].

Biokonjugaty délime na homo- a heterobifunkéni ¢inidla. Homobifunkéni ¢inidla
maji na konci spacerll totoZzné reaktivni skupiny. PouZivaji se k ndhodnému spojovani
molekul. Pokud napi. ptfiddme biokonjugdt amin-amin k bunécnému lyzatu, dojde
k nahodnému spojeni polypeptidd, jejichz lysiny jsou v roztoku blizko sebe.

Heterobifunk¢ni ¢inidla maji na kazdém konci jinou reaktivni skupinu, umoznuji tedy
nasledné spojovani molekul s odpovidajicimi funkénimi skupinami [1].

Heterobifunkéni ¢inidlo SMCC [succinimidyl-4-(N-maleimidomethyl) cyclohexan-1-
carboxylat], je amin-sulfanyl membranovy biokonjugat. Obsahuje N —hydroxysuccinimid,
ktery reaguje s primarnimi aminy a maleimid, ktery reaguje s thiolovou skupinou cysteinu

[1].
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1.12. Flagelin

Flagellin je hlavni slozkou bi¢iku bakterii. TLR 5 rozpoznava flagelin z Gram
pozitivnich 1 Gram negativnich bakterii. Aktivace TLR 5 spusti signalni systém NF«xB a
stimuluje produkci TNFo (Hayashi a kol., 2001).

V roli imunoterapeutika se flagelin osvédcil pii 1écbé lidského karcinomu tlustého
stieva transplantovaného mySim. Rhee dosahl vyrazné redukce pomoci injikace flagelinu do
okoli nadoru (Rhee a kol., 2008).
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2. Cile prace

1. Kotveni Zymosanu A na nadorové bunky pomoci SMCC a jeho synergie s
flagelinem.

2. Analyza imunoterapie zalozené na kombinaci Zymosan A/flagelin pomoci histologie.
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3. Materialy a metody

3. 1. Vy¢et chemikalii
V pokusech byly pouzity tyto chemikalie:
= Zymosan A ze S. cerevisiae, (Sigma Aldrich),
= lipopolysacharid (LPS) z E. coli (Sigma Aldrich),
= flagelin z B. subtilis (InvivoGen),
= lysin (Sigma Aldrich),
=  SMCC (Succinimidyl-4-(N-maleimidomethyl)cyclohexane-1-carboxylate) (Thermo),
= TCEP (Sigma Aldrich)
= RPMI 1640 (Sigma Aldrich),
= Fetal Calf Serum (FCS) (Sigma Aldrich)

3. 2. Laboratorni zvirata

Pii pokusech jsme pracovali se samicemi mySiho kmene C57BL/6N od firmy Charles
River Laboratories, staii 8 tydnt, vaha 18-20g. Mysi byly chovany za standardnich
podminek s fotoperiodou 12/12 a mély neomezeny pfistup ke granulované potravé a sterilni

vodé.

3. 3. Typ melanomu

Pro pokusy byla pouzita bunétna linie mysiho melanomu B16-F10, dana darem
(prof. Rihova, MBU AV CR, Praha).
Bunky byly umistény v termostatu s teplotou 37°C, v atmosféfe nasycené vodnimi parami a
s obsahem 5% CO,. Kultivace bunék probihala v RPMI 1640 s ptidavkem 10% FCS,
glutaminu, merkaptoethanolu a antibiotik (Sigma Aldrich).

3.4. Piiprava melanomovych bunék B16-F10 pro transplantaci

Z kultivaéni nadobky bylo slito médium a buiiky byly 2x dikladné proplachnuty
dostate¢nym mnozstvim sterilniho PBS. U proplachnutych bunék byla zahajena trypsinizace
ptfidanim 0,5ml trypsiniza¢ni smési (0,02% trypsinu a 0,02% EDTA v PBS). Nasledovala
inkubace v termostatu 3-5 minut, dokud se bunky neuvolnily. Trypsinizace byla zastavena
pfidanim RPMI 1640 + 10% FCS a buiikky byly rozvolnény pomoci Pasteurovy pipety,
nasledovala centrifugace (10min, 150g, 4°C). Pelet byl rozsuspendovan v RPMI 1640 bez
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ptidavku séra. Pro stanoveni poctu bunck byl odebran vzorek suspenze, smichan v poméru
1:1 s trypanovou modii a napipetovan do Biirknerovy komurky. Podle poctu bun¢k byla

suspenze upravena na pozadovanou koncentraci.

3.5. Transplantace melanomu B16-F10
Mysi byly nejprve oholeny na pravé spodni Casti zad. Néasledujici den jim bylo
subkutanné injekéné aplikovano 0,1ml suspenze B16-F10 v RPMI bez séra, coz odpovidalo

4x10° melanomovych bungk.

3.6. Méreni velikosti nadori
Velikost nadorti se kontrolovala béhem 1écby obden, poté min. jednou tydné. Pomoci
kaliperu byl zm&Fen nejvétsi a nejmensi rozmér nadoru (A a B). Pomoci vzorce V= 1/6 AB?

byly vypocitany objemy nadort (Inaba a kol., 1986). Objemy byly statisticky vyhodnoceny.

3.7. Vypocet redukce nadorového ristu
Redukce nadorového rustu (v porovnani s kontrolou) ve dnech 4, 6, 8, 10, 12, 14 od

zapoceti terapie byla pocitana nasledovné:

(primérny objem nadora v kontrolni skup. — prumérny objem nadoru v 1é¢ené skup.) x 100
pramérny objem nadorti v kontrolni skup.

Primér z hodnot namétenych v jednotlivé dny je vyjadien v procentech a ptedstavuje

redukci nadorového riistu pro 1é¢ené skupiny.

3.8. Priprava latek pro lécbu
e Zymosanu A — pfiprava suspenze:
104,2 mg Zymosanu A + 6 ml PBS, sonikovano 10x10 vtetin, mezi sonikacemi 20 vtetin
chlazeni — dialyza x PBS pfes noc pii 4°C, MWCO 12-14 000 .

e Zymosan A-SMCC.:

6 ml Zymosanu sonikovaného v PBS (10x10 vtefin, 20 vtefin chlazeni) + 1,5 ml 2 mM
SMCC, tedy:
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1 mg SMCC rozpustit ve 30 ul DMSO, piidat 1,5ml PBS (pH=7,4) pokojové teploty —
promichat a rychle pfilit 6 ml sonikovaného Zymosanu — nechat 40 min reagovat pti

pokojové teplote.

e Lysin-SMCC

6 ml 5-10™*M lysinu + 1,5 ml 2 mM SMCC, tedy:

1 mg SMCC rozpustit ve 30 ul DMSO, ptidat 1,5 ml PBS (pH=7,4) pokojové teploty —
promichat a rychle pfilit 6 ml roztoku lysinu — nechat 40 min reagovat pii pokojové

teploté.

e Roztok,,R*“

Cinidlo, které redukuje disulfidické mastky (cystin), aby byla —SH skupina piistupna pro
vazbu SMCC.

129 mg TCEP rozpustit v 9 ml PBS.

e Flagelin

Z flagelinu byl ptipraven zasobni roztok o koncentraci 100 ug/ml PBS.

3.9. Priprava a vyhodnoceni histologickych preparati

e Excize nadort byly po dobu jednoho tydne fixovany ve 4% roztoku formaldehydu.
Poté byly zkrajeny na vhodnou velikost a standardnim zptisobem upraveny do
parafinovych blockl. Na sanikovém mikrotomu (Leica-SM 2000R) byly kréjeny fezy
o tloustce 5 um a nasledné barveny hematoxilin - eosinem.

e Preparaty byly prohlizeny na mikroskopu Olympus DX 51, zvétseni objektivu 40x,
pripojen fotoaparat Olympus Camedia - C 5060.

e Vyhodnoceni histologickych nalezii bylo provedeno analyzou fazi v programu

QuickPHOTOMICRO 3.0, zde pouzity snimky potizené pii zvétSeni objektivu 4x.

3.10. Pocditani metastaz
Vypitvané plice byly fixovany ve 4% roztoku formaldehydu po dobu jednoho tydne. Poté
byla pod binokularni lupou Spocitana metastaticka loziska, kterd se jevi jako Cerné tecky

(Vétvicka a kol., 2007).

24



3.11. Statistické zpracovani vysledki
Statistické vyhodnoceni vysledkl bylo provedeno pomoci oboustranného neparového
t-testu v programu ,,R*“. Pro vyhodnoceni pfezivani mysi byl pouzit program Statistica 10 —

analyza prezivani, graf Kaplan Meier.

3.12. Pokus ¢. 1: Studium vlivu kotveného Zymosanu A v kombinaci s LPS na rist
mysSiho melanomu.

V pokusu bylo pouzito 25 mysi s transplantovanym melanomem B16-F10. Dvanacty
den od transplantace byly rozdéleny do 5 skupin a chovany samostatné. Po zméteni velikosti
nadoru byla mySim aplikovana terapie podle nasledujiciho schématu, vse I.t.
(intratumoraln¢), mnoZzstvi 50 pl, v ¢asovém intervalu 0, 2, 4, 6, 8,10 dni.:

e Skupina A: Zymosan A — suspenze

e Skupina B: Zymosan A + LPS — (3 ml Zymosan A+1,5 mg LPS)

e Skupina C: LPS — (1 mg LPS rozpustén ve 2 ml PBS)

e Skupina D: Zymosan A-SMCC + LPS/R — (2 ml Zymosan A-SMCC + 1 mg
LPS)
-nejprve vSem mySim pichnut roztok ,,R“ a po 1 hod. terapeutikum

e Skupina K: PBS — kontrolni skupina

Od zahajeni terapie byla obden métena velikost nadorti po dobu 14 dni. 26. den od
transplantace nadoru byla terapie ukoncena, poté méfeni probihalo 1x tydn&. U mysi bylo

sledovano preziti.

3.13. Pokus ¢. 2: Histologické vyhodnoceni vlivu kotveného Zymosanu A ve spojeni
s LPS a flagelinem na mikroprostiedi melanomu.

Pro pokus bylo pouzito 36 mysi s transplantovanym melanomem B16-F10. 12. den
po transplantaci byly mys$i randomizovany do 6 skupin po 6 jedincich a zacala terapie.
Mysim byla jednorazové i.t. podana Iéciva v mnozstvi 50ul dle uvedeného schématu.
Skupinam A, B, C, D a E byl nejprve podan roztok ,,R“ a po 1 hodin¢ 1écivo. Skupiné
K podano PBS také 2x s hodinovym rozmezim.

e Skupina A: Zymosan-SMCC/R
e Skupina B: LPS/R — (1 mg LPS rozpustén ve 2 ml PBS)
e Skupina C: Zymosan A-SMCC + LPS/R — (2 ml Zymosan A-SMCC + 1 mg LPS)
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e Skupina D: flagelin/R — (100ul zasobniho roztoku flagelinu
smichano s 1,9 ml PBS, vysledna koncentrace flagelinu 5 pg/ml)
e Skupina E: Zymosan A-SMCC + flagelin/R — (380 ul Zymosanu A-SMCC+
20 pl zasobniho roztoku flagelinu— vysledna koncentrace
5 ug flagelinu/ ml Zymosanu A-SMCC)
e Skupina K: PBS - kontrolni skupina

Za 8, 24 a 48 hodin byly vzdy 2 mysi z kazdé skupiny usmrceny. Nadory jim vypitvané
byly dany do formalydehydu a pozdé&ji histologicky zpracovany.

3.14. Pokus €. 3: Provéreni vlivu kovalentni vazby pomoci SMCC/R na mikroprostiedi
melanomu.

Opét jsme pouzily 36 mysi s melanomem B16-F10, které byly 12. den po
transplantaci rozdéleny do Sesti skupin po Sesti jedincich. Léciva byla podana jednorazove
dle uvedeného schématu. Vse i.t. v mnozstvi 50 pl. Kazda mys byla injikovana 2x, tedy
nejdiive roztokem ,,R“ nebo PBS a po uplynuti 1 hod. pfislusSnym terapeutikem.

e Skupina A: lysin-SMCC/R — (330ul lysin-SMCC v PBS)

e Skupina B: lysin-SMCC + LPS/R - (330 pl lysin-SMCC in LPS 0,5 mg/ml)

e Skupina C: lysin-SMCC + flagelin/R — (380 pl lysin-SMCC + 20 pl zasobniho
roztoku flagelinu—vysledna koncentrace Sug flagelinu/ml lysin-SMCC

e Skupina D: Zymosan A/PBS

e Skupina E: LPS/PBS

e Skupina K: PBS/R

Za 8, 24 a 48 hodin byly vzdy 2 mysi z kazdé skupiny usmrceny. Vypitvané nadory byly

fixovany ve formaldehydu a poté histologicky zpracovany.

3.15. Pokus ¢. 4: Studium vlivu kotveného Zymosanu A ve spojeni s flagelinem na rist
a metastazovani melanomu.

Pro pokus bylo pouzito 20 mysi s transplantovanym melanomem B16/F10. 12. den
po transplantaci byly mysi rozdéleny do ¢tyt skupin a byla zahdjena terapie. Léciva byla

aplikovana i.t., mnozstvi 50 ul, v rezimu 0, 2, 4, 6, 8, 10 dni podle uvedeného schématu.
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e Skupina A: Zymosan-SMCC + flagelin/R — (viz. pokus ¢.2, skupina E)
e Skupina B: Zymosan-SMCC/R -

e Skupina C: flagelin - (5 pg flagelinu /ml PBS)

e Skupina K: PBS - kontrolni skupina

Mysim byla ve dnech 1écby a poté 12. a 14. den méiena velikost nadorii. 26. den od

transplantace nadoru byly mysim vypitvany plice a fixovany ve formaldehydu pro pozdéjsi

pocitani metastatickych lozisek.
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4. Vysledky

4.1. Pokus ¢. 1: Studium vlivu kotveného Zymosanu A v kombinaci s LPS na rist
mySiho melanomu.

Cilem pokusu bylo zjistit, jaky vliv m& na rdst melanomu Zymosan A kotveny
pomoci SMCC oproti volnému Zymosanu A V prosttedi, kde je LPS. Jak vyplyva z obrazku
1, ptisobil Zymosan A ¢astecnou, ojedin€lé statisticky vyznamnou redukci nadorového rtstu
srovnatelnou s pisobenim LPS. Zymosan A spolu s LPS vykazaly pouze velmi mirnou
aditivitu pusobeni. V pfipadé, kdy byl Zymosan A ukotven na nadorové buinky pomoci
kovalentnich vazeb, pak spolu s LPS vykazal velice vyrazny Gc¢inek na redukci nddorového
rustu. V ¢asovém rozmezi od 4. do 14. dne od zahgjeni terapie vyvolal kotveny Zymosan ve
spojeni s LPS primérné 97,8% redukci nadorového rlstu, zatimco volny Zymosan s LPS

63,6%. Vyznam kotveni Zymosanu byl tedy zasadni.
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Obr. 1: Vliv kotveného Zymosanu A ve spojeni s LPS na velikost nadort.
A- Zymosan A, B- Zymosan A + LPS, C- LPS, D- Zymosan A-SMCC + LPS/R,
K- PBS kontrola

Hladina statisticky vyznamného rozdilu vii¢i kontrole: * P < 0,05, ** P < 0,01, *** P <0,005
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Vysledky nasledné analyzy preziti uvadi obrazek 2. Ve srovnéni s kontrolou dosahla

nejvyssiho preziti skupina B (Zymosan A + LPS), tento rozdil vSak nebyl statisticky

vyznamny.
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Obr. 2: Vliv kotveného Zymosanu A ve spojeni s LPS na pfezivani mysi.
A- Zymosan A, B- Zymosan A + LPS, C- LPS, D- Zymosan A-SMCC + LPS/R,
K- PBS kontrola

4.2. Pokus ¢. 2: Histologické vyhodnoceni vlivu kotveného Zymosanu A ve spojeni
s LPS a flagelinem na mikroprostiedi melanomu.

V tomto pokusu jsme zjistovali, do jaké miry vyvolaji nami pouzivané ligandy
histologické zmény u melanomu. Jako hlavni kritérium jsme zvolili pfitomnost
granulocytarniho infiltratu a nekrozy. Obrazek 3 demonstruje granulocytarni infiltraci.
Ukazalo se, Ze vyraznym signalnim ligandem je LPS, ktery vyvola stejnou infiltraci sam,
jako ve spojeni se Zymosanem A. U vSech ligandii Ize pozorovat urcitou schopnost

vyvolavat granulocytarni infiltraci. NemiiZeme zde ale mluvit o jejich synergii.
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Obr. 3: Vliv kotveného Zymosanu A ve spojeni s LPS a flagelinem na pfitomnost
granulocytarni infiltrace v melanomu.

A- Zymosan-SMCC/R, B- LPS/R, C- Zymosan-SMCC+LPS/R, D- flagelin/R, E- Zymosan-
SMCC+flagelin/R, K- PBS/PBS kontrola

Na obrazku 4 je vyhodnocena nekrotizace nadoru. U vSech skupin vidime nardst

nekrotickych ploch v ¢ase. U skupiny ZymosantLPS je patrny aditivni efekt. Flagelin

ucinkoval hife, jak samotny, tak v kombinaci.

30



30 +

S

> mA

2

£ mB

c

e mC

3

° mD
OE
mK

8 24 48

Hodiny od zacatku terapie

Obr. 4. Vliv kotveného Zymosanu A ve spojeni s LPS a flagelinem na nekrotizaci
melanomu.

A- Zymosan-SMCC/R, B- LPS/R, C- Zymosan-SMCC+LPS/R, D- flagelin/R, E- Zymosan-
SMCC+flagelin/R, K- PBS/PBS kontrola

V piiloze 1 ukazuji obrazky 10-21 typické vzorky nadorové tkané odebrané po 8 a
po 48 hodinach. Z celé sady obrazkil je patrna vzriistajici nekrotizace tkané, ktera koreluje
s grafickym znazornénim na obrazku 4. Na obrazku 10 a 11 je zachycena kontrolni skupina,
u které se na okrajich nadoru vyskytuji granulocyty, ale nepronikaji hloubé¢ji do tkang, aby ji
rozkladaly. Pfi porovnani obrazka znazoriujicich zmény po 8 hodinach vidime, Ze Zymosan
a LPS (samostatné i v kombinaci) nejlépe sméruji granulocyty do tkan¢. Nasledné zakladani
mnoha malych nekrotickych loZisek likviduje nador zevnitf.

V ptiloze 2 (obrazky 22-24) mizeme vidét likvidaci nadorovych bunék ve vétsim
detailu. PtestoZe skupina Zymosan + flagelin ptisobi méné, da se na ni tento jev dobie
demonstrovat. Snimky jsou pofizené z okraje preparatu. Pii tomto zvétSeni vidime i1 zbytky
melaninu z rozpadlych nadorovych bungk.

V ptiloze 3 jsou uvedeny piiklady dalSich dvou jevu, které se v histologickych
preparatech bézné vyskytovaly. Jejich ptitomnost vSak mohla byt ovlivnéna zplsobem
zpracovani vzorku, proto nejsou procentualné vyjadieny. Na obrazku 25 a 26 je znazornén

zanétlivy lem, ktery se vytvaii kolem nadoru. Pfi excizi byl patrny jako naZloutly hlen
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opouzdiujici lozisko. Po 48 hodinach mlizeme pozorovat zfetelny bytek granulocytt, které
migrovaly do nadorové tkané.
Obrazek 27 znazornuje priklad dilatované cévy poSkozené zanétem. Je zde vidét, jak

granulocyty zacinaji prostupovat st€énou cévy a infiltruji okolni tkan.

4.3. Pokus ¢. 3: Provéreni vlivu kovalentni vazby pomoci SMCC/R na mikroprostiedi
melanomu.

Vzhledem k pouziti heterobifunkéniho ¢inidla SMCC ve vSech nasich pokusech jsme
museli provértit jeho vliv na vyvoj nadoru. Cilem tohoto pokusu bylo zjistit, zda kotveni
ovliviiuje proces 1é¢by tim, Ze by samo o sobé& plisobilo pro- nebo protinddorove.

Z obrazku 5 (granulocytarni infiltrace) je ziejmé, ze nelécena skupina, které byl podan lysin-
SMCC/R je velmi blizka kontrole. Stejné tak u smési LPS s lysin-SMCC/R byly zmény dany
ptritomnosti LPS. Muzeme fici, ze heterobifunkéni ¢inidlo, jakozto chemicka sloucenina,
vyvola jen nepatrné siln€j$i odpovéd’ imunitniho systému nez fyziologicky roztok, ale
nejednd se o zadné specifické interakce typu receptor-ligand. Dale je zde ukazano slabé
pusobeni flagelinu, které se spiSe bliZi kontrolni skupin€ nez LPS. Naopak volny Zymosan

vyvolal vyraznou invazi granulocyta.
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Obr. 5: Vliv zptsobu kotveni na ptitomnost granulocytarniho infiltratu.
A- lysin-SMCC/R, B- lysin-SMCC+LPS/R, C- lysin-SMCC+flagelin/R, D- Zymosan/PBS, E-
LPS/PBS, K- PBS/R kontrola
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Z obrazku 6 vidime, ze i v pfipad¢ nekrozy nema lysin SMCC/R zadny vliv oproti kontrolni

skuping a po pifidani k LPS jsou zmény dany pouze timto pfidavkem.
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Obr. 6: Vliv zplisobu kotveni na ptitomnost nekrdzy.
A- lysin-SMCC/R, B- lysin-SMCC+LPS/R, C- lysin-SMCC+flagelin/R, D- Zymosan/PBS, E-
LPS/PBS, K- PBS/R kontrola

4.4. Pokus ¢. 4: Studium vlivu kotveného Zymosanu A ve spojeni s flagelinem na rist a
metastazovani melanomu.

V tomto pokusu jsme zjistovali, zda piidani flagelinu ke kotvenému Zymosanu A
povede k synergii, podobné jako tomu bylo u LPS v pokusu ¢. 1. Na obrazku 7 jsou uvedeny
objemy nadorti u jednotlivych skupin. Z grafu je patrné, ze Zymosan samotny i Zymosan
v kombinaci s flagelinem zptsobil témét shodné snizeni velikosti nadort, které bylo
statisticky vyznamné. Vliv flagelinu tedy nebyl piili§ vyrazny, coz dokazuje i redukce
nadorového rastu mezi 4. a 14. dnem terapie. Zymosan v kombinaci s flagelinem zputsobil
prumémé 79,2% redukci nadorového ristu, Zymosan 65,4% a flagelin jen 25,3%. Jedna se

tedy o aditivni, nikoli synergicky ucinek.
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Obr. 7: Vliv kotveného Zymosanu A ve spojeni s flagelinem na velikost nadoru.
A- Zymosan A-SMCC/R + flagelin, B- Zymosan A-SMCC/R, C- flagelin, K- PBS kontrola

Hladina statisticky vyznamného rozdilu vi¢i kontrole: * P < 0,05

Na obrazku 8 je uveden procentudlni vyskyt plicnich metastdz u mysi v jednotlivych
skupinach. U skupiny A bylo metastdz vice nezZ u skupiny kontrolni, naopak ve skupiné B se
neobjevila zddna metastaticka loziska.

Na obrazku 9 je uvedena intenzita metastazovani, tedy celkovy pocet metastdz ve skuping,
déleny poctem mysi ve skupiné, u kterych byly metastazy nalezeny.

Ve skupiné A byly metastdzy hodnoceny pouze u ¢tyf mysi, nebot’ jedna uhynula prvni den

terapie.
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Obr. 8: Procentualni vyskyt metastaz u jednotlivych skupin.
A- Zymosan A-SMCC/R + flagelin, B- Zymosan A-SMCC/R, C- flagelin, K- PBS kontrola
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Obr. 9: Intenzita metastazovani pro jednotlivé skupiny.

A- Zymosan A-SMCC/R + flagelin, B- Zymosan A-SMCC/R, C- flagelin, K- PBS kontrola
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5. Diskuse

Na zakladé predchozich experimentt, které dokazuji, Ze Zymosan, LPS i flagelin
jsou t¢innymi agonisty TLR a pusobi protinddorové (Mariani a kol., 2007; Rhee a kol.,
2008) jsme se pokusili zvysit jejich ucinek simultanni aplikaci a ukotvenim Zymosanu na
nadorové builky. Zaroven jsme fesili moznost ndhrady LPS flagelinem.

V prvnim pokusu byl prokdzan vyrazny efekt kotveného Zymosanu A ve spojeni
s LPS, kdy béhem terapie doSlo opakované k vymizeni nadort, a vytvorily se strupy. Velky
rozdil mezi kotvenym a nekotvenym Zymosanem ukazuje na zasadni vyznam ukotveni na
nadorové buniky. Zymosan A je diky svym slozkdm schopen stimulovat jak signalni TLR
receptory (TLR2), tak diky své korpuskularni povaze dokaze ptimo stimulovat i fagocytarni
receptory (dectin-1 a manosovy receptor), vyzadujici kotvené ligandy (Underhill a Gantner,
2004). Kdyz vsak tyto procesy probihaji s nekotvenym Zymosanem a jsou podporovany
LPS, vyvolavajicim, jak jsme zjistili, silnou leukocytarni infiltraci, neni jejich Uc¢inek
zdaleka tak velky, jako kdyz se ukotvenim Zymosanu vSechny procesy nasméruji na
nadorové bunky. Stejné vyznamny vliv kotveni byl pozorovan i u predeslych experimentt,
kde jsme pouzili BAM (Waldmannova, 2012).

Zaroven jsme pozorovali pozitivni protinddorovy uc€inek samotného Zymosanu. Tento
vysledek nebyl pfili§ vyrazny a nebyl, s vyjimkou jednoho dne, statisticky vyznamny.
mysi se Sarkomem 180 (Bradner a Clarke, 1959). PieZiti mySi se vV naSem piipad€ vyrazné
nelisilo od kontrolni skupiny, coz je v rozporu s experimenty Bradnera a kol. (1958), kteti
podavali intraperitonealné¢ Zymosan a dosahli vyznamného pteziti oproti kontrole, jak u
jednorazové, tak u opakované aplikace. Vysledky vSak neni moZné plnohodnotné
porovnavat. Nejen, ze se jednalo o odlisny zpisob aplikace, ale pfedev§im Bradneriv tym
pracoval se Sarkomem 180. Oproti tomu naSe experimenty byly postaveny na pouZiti
melanomu B16-F10, ktery je vysoce agresivni a metastazuje do plic (Nakamura a kol.,
2002). Navic byla 1é¢ba Sarkomu zahajena 24 hodin po transplantaci, kdy nemohl byt
rozvinut. Naopak ve vSech naSich experimentech je terapie zapocata 12. den po
transplantaci, aby se blizila klinické praxi, kde je nutné pocitat s ur¢itou prodlevou. Rozdil
mohly zplsobit 1 pouZit¢ mysi kmeny, podobné jako Ha/ICR a DBA/2 mysi odpovidaly
odli$né na Zymosan (Bradner a Pindell, 1965). Bylo také zjisténo, Ze mysi méné nez 100 dni
staré¢ reaguji na Zymosan slab¢ (Bradner a kol., 1958). Nami pouzit¢ mysi byly mladsi,

mozna 1 diky tomu jsme nedosédhli v oblasti pteziti tak dobrych vysledkli. Obecné mizeme
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konstatovat, ze kovalentni kotveni ligandi fagocytarnich receptori vede K velmi vyrazné
redukci nadorového ristu, ale vliv na pteziti neni tak vyrazny. Méné pevné zptusoby vazby
(BAM) nemaji sice tak dramaticky tc¢inek na redukci nadorového rustu, ¢astéji vSak vedou
K Gaplnému vyléCeni mySi. Vysvétlujeme si to tak, Ze na rozdil od kovalentni vazby jsou
ostatni interakce reversibilni a umoznuji dal$i ataky na nadorové buiky az do jejich
likvidace (Zenka, tstni sdélent).

Cilem druhého pokusu bylo prokazat, ze 1é¢iva indukuji migraci granulocyti a

zpusobuji nekrézu nadorového loziska. LPS byl vyhodnocen jako vyznamny TLR ligand
zpusobujici nejvyrazngjsi granulocytarni infiltraci. Dosahl stejnych hodnot samostatné i
v kombinaci se Zymosanem, tim ale nemtizeme zpochybnit pisobeni Zymosanu, protoze i u
néj nastala vyraznd migrace granulocytl. Kombinace Zymosan/LPS nicméné zadné rysy
aditivity ¢i synergie nevykazovala. Hodnoty po 8 hodinach nelze brat jako smérodatné,
protoze v tuto dobu je vétSina granulocytl pfitomna v zanétlivém lemu na okraji nadoru a
ten mohl pfi ptipravé preparatu odpadnout.
Naopak u nekrézy se projevila aditivita az synergické pisobeni LPS s kotvenym
Zymosanem. Aktivované granulocyty produkuji prozanétlivé cytokiny (zejména TNFa a IL-
1), které¢ indukuji u nadorovych bunék proces apoptéozy a zbytky apoptotickych bunck
fagocytuji. Predpokladame, ze zaroven se pres dectin-1 na beta glukanové slozky Zymosanu
vazi makrofagy a dendritické bunky a fagocytuji je. Pokus potvrdil nase piedstavy o tom, ze
LPS vyvolava predev§im zanétlivou infiltraci, ale Ze pro zajisténi vyrazné likvidace nadori
je nutna pritomnost ligandl fagocytarnich receptorti navazanych na nadorové bunky. Co se
ty¢e ucinkl flagelinu, jeho schopnost vyvolat dostateCnou infiltraci je slaba a tudiz ve
spojeni s kotvenym Zymosanem nedoslo k vyrazngj§i nekrotizaci nadorové tkané. To
odpovida vysledkiim naseho posledniho pokusu.

Ve tietim pokusu jsme vyvratili mozny vliv samotného SMCC na rist nadoru. Plocha
granulocytarniho infiltratu i nekrozy zptisobena SMCC se blizila kontrole. Po 24 hod. byla
zaznamenana mensi plocha nekrézy zptisobena SMCC+LPS ve srovnani s LPS+PBS.
Nemuzeme tvrdit, ze by SMCC inhiboval aktivaci imunitniho systému, protoze v dalSich 2
odbérech 1 u granulocytt si byly tyto skupiny blizké. Navic pti krajeni preparatu mohlo dojit
k vydroleni ¢asti nekrotické plochy.

V tomto pokusu byl zafazen také Zymosan a ukazalo se, Ze v nekotvené formé mirné
prevysuje svymi signalnimi slozkami schopnost LPS vyvolavat infiltraci a rovnéz je schopen
vyrazné indukce nekrotizace. Toto zjisténi koreluje s pokusem ¢. 1, kde volny Zymosan

zpusobil 52,6 %ni redukci nddorového ristu.
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Obecné neni pro vyhodnocovani experimentti tohoto typu zdékladni histologicka
technika dostacujici. Ziskdme sice obraz mikroprostfedi nddoru, kde vidime v Case
postupujici degradaci tkané, ale nejsme schopni detekovat vSechny typy bun¢k (makrofagy,
NK buniky, DC, ptipadné Tc Ilymfocyty). Piedmétem dalsi prace by mohlo byt
imunohistochemické zpracovani.

Poté, co jsme v histologii vypozorovali slaby efekt flagelinu, provétovali jsme jeho
vliv na rist nadoru v samostatném pokusu.

Ctvrty pokus potvrdil slabou odpovéd’ imunitniho systému na flagelin, ktery zptisobil
pouze 25%ni redukci nadorového ristu oproti kontrole. Pisobeni kotveného Zymosanu na
nadorovy rist bylo vyraznéjsi, statisticky vyznamné. Smés flagelin / kotveny Zymosan pak
vykazovala nevyraznou aditivitu, coz odpovidalo 1 vySe uvedenym histologickym
pozorovanim.

Nedavna studie naopak prokézala, ze flagelin inhiboval proliferaci buné¢né liniie karcinomu
prsu in vitro. In vivo zpomalil rist nadoru a vyznamné zvysil infiltraci granulocytt (Cai a
kol., 2011). Stejnych vysledki bylo dosazeno u karcinomu tlustého stieva (Rhee a kol.,
2008). Oproti tomu piidani flagelinu k buné¢éné linii karcinomu zaludku zesililo proliferaci
nadorovych bunék (Song a kol., 2011). Zde je potieba zdaraznit, ze flagelin se vazal na TLR
5, ktery exprimovaly buiniky pouzitych karcinom na svém povrchu. V téchto naSich
pokusech se flagelin neosvéd¢il a neni vhodny jako ndhrada za LPS. Abychom mohli ucinit
zavér o pusobeni flagelinu, bylo by dobré provést in vitro pokus, ktery by ukazal, zda také
nepodporuje proliferaci linie B16-F10. V kazdém ptipad¢ se ukazuje, ze u protinadorové
terapie kovalentné¢ kotvenym Zymosanem neni kombinace s flagelinem pfili§ ucinna.
Lepsich vysledkli dosdhla Waldmannova (2012), ta vSak pouZzila Zymosan kotveny pomoci
BAM.

Ve spojeni s expresi TLR na nadorovych buiikach je potfeba zminit, Ze lidské melanocyty
exprimuji také TLR 2,3,4,7 a 9, jejichz stimulace peptidoglykanem a LPS vyvolala produkci
prozanétlivych cytokind (Yu a kol., 2009). V potencialni klinické aplikaci u melanomu by
mohl byt G¢inek agonistii téchto TLR zesilen.

Ve skupiné lécené Zymosan+flagelin zemfiela jedna myS$ prvni den terapie, ostatni byly
apatické a nepfijimaly potravu. Tento stav miizeme piisuzovat toxicit¢ Zymosanu popsané
Bradnerem a kol. (1958), kde vysoké davky Zymosanu (1000mg/kg/den) zptisobily smrt 9
z 10 mysi, umrtnost klesala se snizujici se davkou. U mys$i byla zjiSténa bakteriémie
sttevniho puvodu. Nov¢jsi vysvétleni toxicity Zymosanu spociva v nadprodukci oxidu

dusnatého (NO), ktery zpusobil u krys akutni peritonitidu s naslednym selhanim organd.
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Znamky zanétu (tvorba exudatu a narlst leukocytil) byly detekovatelné jiz po 3 hodinach a
dosdhly maxima po 18 hodinach od aplikace Zymosanu. Pokud byl pted injikaci Zymosanu
podan inhibitor NO syntazy, doslo ke snizeni zanétlivych parametrti (Cuzzocrea, 1997).
V pokusu ¢. 4 1 v dalsim (Svackova, in prep) uhynuly mysi béhem 6 hodin od podani
Zymosanu, ktery mohl vyvolat podobnou reakci. | v ptedchozi praci doslo k thynu mysi
léCenych Zymosanem (Waldmannova, 2012). Vzhledem ktomu, Ze pouzivame relativné
malé davky Zymosanu a vzhledem k tomu, Ze pozorujeme Casto tthyny jiz béhem jedné az
dvou minut po aplikaci, domnivame se, Ze vysvétlenim uhynti muze byt to, ze dojde
k aplikaci Zymosanu caste¢né do nadorové cévy, coz vzhledem K jeho korpuskularnimu
charakteru mtize byt velmi nebezpecné.

Vliv 1é€by na tvorbu metastaz neni zcela jasny. Procentualni vyskyt metastaz byl nejvyssi u
lé¢ené skupiny A, kde byla aplikovana smés kotveného Zymosanu A s flagellinem, naopak
byl nulovy u samotného kotveného Zymosanu A. Pro vyvozeni jakychkoliv zavéri by

musely byt provedeny dalsi pokusy.
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6. Zavér

e Byl zjistén castecny vliv nekotveného Zymosanu A a LPS na potlaceni ristu

melanomu, spole¢né vykazovaly mirnou aditivitu ptsobeni.

e Protinadorové plisobeni Zymosanu A ve smési s LPS se velmi dramaticky zvysilo

kovalentnim ukotvenim Zymosanu A na nadorové buiiky.

e Bylo prokédzano, ze ucinek kotveného Zymosanu A je specificky zavisly na

Zymosanu A, kovalentni kotveni samo o sob&é nadorové bunky neovliviuje.

e Kovalentn¢ kotveny Zymosan A ve spojeni s LPS vyvolal vyraznou granulocytarni

infiltraci a nekrotizaci tkan¢ a zaroven nejucinnéji redukoval riist melanomu.

e Flagelin se jako u€inny agonista TLR a jako ekvivalent k LPS neosvédcil.

e Vliv 1écby na tvorbu metastaz byl nepriikazny.
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8. Prilohy

8.1. Priloha 1: Znazornéni vlivu lécby na mikroprostfedi melanomu—pokus ¢. 2.
(Histologické vyhodnoceni vlivu kotveného Zymosanu A ve spojeni s LPS a flagelinem

na mikroprostiedi melanomu).

Pouzité zkratky:
A —néadorové bunky
B — nekréza

C — granulocyty

Obr. 10: PBS po 8 hod.
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-SMCC/R po 48 hod.

Obr. 13: Zymosan

-SMCCI/R po 8 hod.

Obr. 12: Zymosan

Obr. 15: LPS/R po 48 hod.
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Obr. 14: LPS/R po 8 hod.



po 48 hod.

Obr. 18: flagelin/R po 8 hod. Obr. 19: flagelin/R po 48 hod.
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Obr. 20: Zymosn-CC + flagelin/R Obr. 21: Zymosan-SMCC + fIgeIin/R
po 8 hod. po 48 hod.
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8.2. Priloha 2: Priklad rozkladu nadorové tkané granulocyty — pokus €. 2 (Histologické
vyhodnoceni vlivu kotveného Zymosanu A ve spojeni s LPS a flagelinem na

mikroprostiedi melanomu.)

A — nadorové buiky
B - nekréza

C - granulocyty

D — zbytky melaninu

. ~.

Obr. 23: Zymosan-SMCC + flagelin Obr. 24: Zymosan-SMCC + flagelin
Po 24 hod. po 48 hod.
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8.3. Priloha 3: Dalsi jevy v histologickych preparatech — pokus ¢. 2 (Histologické

vyhodnoceni vlivu kotveného Zymosanu A ve spojeni s LPS a flagelinem na

mikroprostiedi melanomu).

- ~
- A
~ ~

Obr. 25: flagelin/R po 8 hod. Obr. 26: flagelin/R po 48 hod.

A — nadorové bunky
B - zanét
C - granulocyty

D - céva

Obr. 27: Zymosan-SMCC + flagelin po 8 hod., dilatovana céva.
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