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1 Uvod

1.1 Historie nadorového onemocnéni

Prvni pisemné zaznamy o nadorovém onemocnéni pochazeji ze starovékého Egypta.
Nalezené papyry: The Edwin Smith Papyrus (obsahuje nejstarSi popis karcinomu prsu se
zavérem, ze na tuto nemoc neexistuje zadna 1écba) a The Ebers Papyrus (mimo jiné popisuje
nadory kuze) shrnuji veskeré tehdy zndmé poznatky tykajici se chirurgie a mediciny a
mapuji obdobi mezi lety 3000 az 1500 pf. n. l.. PfestoZze nddorovd onemocnéni nebyla ve
staroveku roz$ifena (vétSina lidi se nedoZivala vysokého véku), je zajimavé, Ze ve spisech
zt¢ doby je karcinom prsu uvadén mnohem castéji, nez jakékoli jiné malignity. Touto
problematikou se pozdéji zabyval fecky lékai a u¢enec Hippokrates (460-375 pft. n. 1.), ktery
vétil, Ze kazdé onemocnéni vznikd z ptirozenych pticin. VSiml si, ze nddory se vyskytuji
pfevazné u dospélych osob, a protoze mu jejich vzhled pfipominal kraba (fecky carcinos)
nazval je pojmem carcinoma (zhoubny nador). Aulus Celsus (25 pf. n. 1. — 50 n. |.) zavedl
oficialnim jazykem mediciny latinu a v tomto duchu ptelozil do té doby pouzivany termin
carcinoma jako cancer (nevylécitelny zhoubny vied). Pro 1écbu nadorti doporucoval
chirurgicky zésah a to v ¢asném stadiu této nemoci. Claudius Galén (130-200 n. 1.) byl vSak
opacného nazoru, chirurgicky zasah odmital a byl presvédcen, Ze nejlepsi 1écbou je podavani
projimadel, kterd maji t€lo vycistit. Galén byl ve své dobé velice uznavanym lékafem a tak
byly jeho prace vSeobecné piijimany v celém tehdy zndmém svété. Bohuzel se tim opozdil
pokrok v chapani vzniku a pribéhu této nemoci a nahlizeni na jeji 1é¢bu na nékolik stoleti

(Hajdu, 2011a).

Svétlejsim obdobim pro medicinu byl teprve piichod 15. stoleti a stoleti nasledujicich, kdy
se stalo pro lékate vice piijatelnym provadeét pitvy tél zemtelych a tim odhalit pficinu smrti.
Némecky chirurg Johannes Scultetus (1595-1645) v praci Armamentarium Chirurgicum,
ktera byla publikovana po jeho smrti v roce 1655, popisuje chirurgickou 1é€bu nadort
pomoci excize a amputace. Uz tehdy lé¢il karcinom prsu mastektomii s naslednym
vypalovanim, aby bylo zabranéno krvaceni a eliminovany potencialni zbylé nddorové bunky
(Hajdu, 2011b). V 18. stoleti se velice rozsifilo pouzivani mikroskopu, s ¢imz souviselo také
mnozstvi novych objevii. Vroce 1761 I¢kat John Hill popsal nddory nosi u muzi

Shupajicich tabak (Hajdu, 2011b). V roce 1775 londynsky chirurg Percivall Pott zaznamenal,



ze mezi kominiky se velice ¢asto objevuje nadorové onemocnéni Sourku (Porter, 1998).
Ptisuzoval ho chronickému drazdivému ucinku sazi (Stone et al., 2003) a byl tak prvnim,
kdo vlastné nevédomky popsal ucinek karcinogenii - mutagennich latek schopnych pronikat
do bun¢k tkani a poskozovat je (Stone et al., 2003). V roce 1789 byly popsany karcinomy
plic u 75% hornikd tézicich uranovou rudu v Krusnych horach. Délka pteziti hornikt od
vstupu do dolu ¢inila pouhych 20 let (Proctor, 1995). Protoze takovychto pozorovani stale
ptibyvalo, zacaly se hledat konkrétni spojitosti mezi témito pozorovanimi a vznikem
nadorového onemocnéni. Mezi léty 1871 a 1874 vznikla série publikaci, jejichz autorem byl
Anglicky chirurg Campbell De Morgan (Hajdu, 2011b). Mimo jiné se v nich piSe, ze
primarni nddor vznikd nejdiive lokalné a poté se z néj §ifi ,,nddorovy jed“ (v dne$ni
terminologii metastazy) nejprve do lymfatickych uzlin a poté mimo né€ na jind mista v téle.
Jeho teorii podpofil Jonathan Hutchinson, ktery byl rovnéZ nézoru, Ze naddor nejprve vznika
na jediném misté v téle a nadorové bunky ptirovnal Kk rebelim, ktefi se vymkli kontrole
»statu® ve kterém ziji a chtéji se osamostatnit. De Morgan si také v§iml, ze nékdy dochazi
ke spontannim regresim, kdy se nador sam zacne zmensovat nebo se ztrati docela. Ale jak
dodava, odumirani nadoru neprobihd vzdy bez komplikaci, protoZe nador je silné
vaskularizovdn a nekrotizujici masa buné¢k ucpava cévy, jez do néj vedou. DalSim jeho
poznatkem bylo, Ze spontanni regrese byly n¢kdy disledkem infekce a obzvlasté pak pii
propuknuti tuberkuldzy. S t€émito zavery pracoval posléze americky chirurg William Coley,
ktery v roce 1891 nakazil pacienta s pokro¢ilym sarkomem krku streptokokovou infekci a
tumor jako zazrakem zmizel. Byl po ném pojmenovan Coleylv toxin, smés extraktd z
Streptococcus pyogenes a Bacillus prodigiosus (jeho pouzivani v USA v roce 1953 zakazali)
(Grange et al., 2002).

Vroce 1911 Payton Rous objevil, ze vznik nddoru miize byt vyvolan virem (provadeél
experimenty s kufecim sarkomem). Tento virus byl po ném posléze pojmenovan a v roce
1966 dostal za tento objev Nobelovu cenu (Stone et al., 2003). Po prvni svétové valce doslo
k objeveni prvnich cytostatik odvozenych od yperitu a pracujicich na alkylacnim principu.
Ve 30. letech 20. stoleti byly za pfi¢inu vzniku nédorového onemocnéni oznaceny
polycyklické uhlovodiky, jeZ byly jen prvni karcinogenni latkou v dlouhém seznamu.
Mutagenitu karcinogennich latek prokazal Bruce Ames v 70. letech 20. stoleti (Stone et al.,
2003). V 80. letech pfisla éra terapii pomoci tumor specifickych antigent, které se vSak

ukdzaly jako neucinné. Zacatkem roku 1990 se zacalo s cilenou imunoterapii autolognimi



cytotoxickymi T lymfocyty specifickymi pro nddorové antigeny pacienta. Doufalo se, Ze se
podafi vyvinout vakcinu proti melanomu a ostatnim nadorovym onemocnénim (Grange et

al., 2002), ale dnes uz je zfejmé, Ze tudy cesta také nepovede.

Vzhledem k tomu, Ze nadorova onemocnéni jsou rozsahlou skupinou chorob, je
nepravdépodobné, ze bude nékdy objeven jediny 1€k na vSechny jednotlivé typy. Otevird se
nam tak Siroké spektrum moznosti, na co se mizeme dale zaméfit a stale toho zbyva spoustu
k vyzkouseni a ovéfeni, zda se jedna o uéinnou terapii &i nikoli. Ze je téma stale aktualngjsi
dokazuje i to, Ze zatimco jesté pred par lety platilo, ze nadorova onemocnéni u dospélych
osob jsou po kardiovaskularnich chorobach druhou nejcastéjsi pti¢inou smrti (Povysil et al.,
2011), dnes uz se staly jeji pfi¢inou hlavni v ekonomicky vyspélych zemich a druhou

nejcastéjsi v zemich rozvojovych (Jemal et al., 2011).

1.2 Spolecné znaky nadori

1.2.1 Obecna charakteristika nadorového bujeni

Vyjadfit jednoduSe a vystizné tak sloZity proces, jako je nadorové bujeni s jeho neuvéfitelné
rozmanitymi projevy 1 slozitymi a dosud neobjasnénymi patogenetickymi cestami vzniku, je
velice obtizné. Presto 1ze nador stru¢né definovat takto: Nador, novotvar — neoplazma, je de
novo vytvorend masa tkan¢, jejiz rust presahuje anatomické i1 funk¢ni potfeby tkdné normalni
a pokracuje 1 poté, co jsou pfi€iny vyvolavajici naddorové bujeni odstranény. Takto nové
vznikla nadorova tkéan postrada jakékoli uspofddani normalni tkan€ a nijak se nepodili na

kontrole ¢innosti noveé vznikajicich bunék (Povysil et al., 2011).

Nédory ziskavaji urCity stupenl nezavislosti-autonomie na tkani nebo organu v misté svého
vzniku, popf. v mistech metastatického rozsevu nadoru. ZvétSuji svou velikost bez ohledu na
lokalni prostfedi a celkovy stav hostitele. Autonomie naddoru vSak nikdy neni uplna, protoze

organismus mu poskytuje krevni zasobeni a tim ho vyzivuje (Povysil et al., 2011).

Spoleénym rysem vétSiny nadort je vznik z jediné progenitorové bunky, ve které doslo ke
zménam Umoziujicim jeji deregulovanou proliferaci do bunék dcefinych (jejich klonti) a

nasledné do dalSich generaci nddorovych bunék. Proto také vétSinu naddorG povazujeme za
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monoklonalni choroby (Stone et al., 2003). Pti takovéto rozsahlé klonalni expanzi vznika
obrovské mnozstvi bunék, které se v prub¢hu ¢asu méni a zdokonaluji ve schopnostech jak

uniknout imunitnimu systému hostitele, aby nebyly zniceny.

Zakladem vzniku nadorovych onemocnéni jsou neletdlni zmény genomu. Ty mohou byt
zpusobeny a) faktory prostfedi (radia¢ni zareni, chemické latky, virové infekce), b) faktory
vnitinimi (ptsobeni toxickych radikalti na DNA, ztrata schopnosti reparace DNA, nestabilita

genomu, genové prestavby), ¢) zdédény jako mutace v zarode¢né linii (Povysil et al., 2011).

V patofyziologii nadorovych bunék Ize vymezit sedm zakladnich zmén, které charakterizuji

rast nadoru:

» defektni DNA reparace se vznikem genomické nestability

* nezavislost na ristovych signalech

= ztrata schopnosti regulace bunck inhibi¢nimi signaly

* blok apoptozy

* neomezeny replikacni potencidl — pfekonani bunééného starnuti
" rozvoj angiogeneze

= schopnost invazivity a metastazovani

Mutace gentl, které reguluji nékteré nebo vSechny tyto znaky, jsou pfitomny u kazdého
zhoubného nadoru (Povysil et al., 2011).

Klic¢ovou roli vV tomto ohledu zastavaji Ctyfi zékladni skupiny regulatornich genti. Jsou to
protoonkogeny, podporujici proliferaci bun¢k, supresorové geny inhibujici rlst, geny
regulujici apoptozu a geny fidici reparaci DNA.

V posledni dobé se otevird dosud méné prozkoumané pole onkogennich mikro RNA a genti,
které je koduji. Genetické zmény v naddorovych buinkach smétuji k jejich zvyhodnéni oproti
bunikdm normalnim (zvySend prortstova aktivita, obejiti bunééného starnuti, odolnost vici
apoptdze). Mutantni alely protoonkogenii se oznacuji jako onkogeny, jejich funkce je
dominantni (k bunééné transformaci sta¢i mutace jen jedné alely). Supresorové geny jsou
povazovany za nadorove recesivni (svou funkci ztraceji az pti poskozeni obou alel) (Povysil

etal., 2011).



Alespon cast bun¢k nadorové populace mé schopnost délit se do nekonecna (Kim et al.,
1994; Shay et al., 2001). Vyuzivaji k tomu enzym — telomerazu. Tento enzym je schopny
replikace koncovych casti chromozomu - telomer, které jinak podléhaji progresivnimu
zkracovani v kazdém mitotickém cyklu, protoZze telomerické konce DNA se béhem
bunécného cyklu nemohou replikovat. Jinak by pii kritickém zkraceni doSlo k selhani
ochranné funkce proteinové Cepicky na koncich chromosomt a nésledovala by apoptoza.
Vétsina nadort obsahuje kratké telomery a produkuje vysoké mnozstvi telomerazy, zatimco
ve vétSiné normalnich somatickych bunék telomeraza chybi (Shay et al., 2001). U vétSiny
bunck je replikacni potencidl omezen na 60-70 déleni, poté bunky ptechazeji do stavu
senescence - bunééné starnuti, ktery vyusti apoptézou (Shay a Wright, 2000). Telomeraza je
fyziologicky aktivni jen v embryondlnich, zirode¢nych a néckterych somatickych a
progenitorovych kmenovych buiikdch (Povysil et al., 2011). Aktivita telomerazy at’ uz
reaktivované nebo syntetizované ve zvySené mife je spojena prakticky se vSemy typy

malignit (Shay et al., 2001).

1.2.2 Déleni nadora podle biologické povahy

Podle biologické povahy a potencialniho vyvoje se nadory déli na benigni a maligni.

Za benigni se povazuje nador, ktery roste v misté¢ svého vzniku ohranic¢en¢, nékdy byva i
opouzdfen, a nema tendenci k zakladani dcefinych lozisek v téle (metastazovani). Diky tomu
jej lze zpravidla dobte chirurgicky odstranit. Roste obvykle pomalu po dobu mésict az let a
okolni tkané pisobi ,,pouze* tlakovou atrofii, coz vSak napf. v oblasti mozku mize zplsobit
vyrazné komplikace i smrt. Je tvofen pouze diferencovanymi nadorovymi buitkami (Povysil
etal., 2011).

Maligni nadory jsou charakterizovany neohraniCenym rastem v misté svého vzniku
s tendenci infiltrovat okolni tkané a progresivné se Sifit do okoli a to blizkého 1 vzdalené¢ho
(metastazy). Jejich 1écba je proto velice obtizna. Rostou rychle a invazivné - proriistaji do
svého okoli a destruuji okolni tkédné. Jsou charakteristické Sirokym spektrem diferenciace
bunék od bunck zcela nediferencovanych po bunky cytologicky i funkéné zralé (Povysil et
al., 2011).



1.2.3 Schopnost invazivity a metastazovani u malignit

Jak nador roste, zvysuje se jeho agresivita a dochazi k progresi (ziskava potencial vyssiho
stupné¢ malignity). Progrese nespociva jen ve zvétSovani objemu, je zpiisobena vznikem
heterogenity bunécnych populaci vyvijejicich se z piivodniho nadorového klonu. Dochazi k
postupné kumulaci dalSich mutaci, vznikaji subklony s rozdilnymi charakteristikami, které se
mohou lisit ve schopnosti udrzovat déleni bunék, invadovat tkan¢ a metastazovat, reagovat

na rastové faktory a na 1é¢iva pouzivana pii nadorové terapii (Povysil et al., 2011).

Nédorové angiogeneze — schopnost novotvorby cév z pfirozené¢ho krevniho fecisté v okoli
nadoru je nepostradatelna pro rist a dalsi zvétSovani objemu nadoru (Povysil et al., 2011). Je
to proces nekontrolovatelny, deregulovany a nové vytvarené cévy tumoru jsou nevyzralg,
chaotické, strukturdlné deficitni a téméf bez vnéjsi vrstvy podplrnych bunck (pericyty,
hladké svalové buiiky). To vede k vysokému priniku plazmy do intersticia, Castému
krvaceni nebo naopak trombozam, coZ plsobi zvySovani intratumoralniho tlaku. Dochdzi ke
Spatnému pritoku krve nadorem, k ¢astym zanétim ¢i hypoxickym nekr6ézam, jez vedou
k dalsi stimulaci chaotické angiogeneze. Vlivem zvySeného tlaku v intersticialni tekutiné

klesa také prunik chemoterapeutik do nadorové tkané (Klener a Klener jr., 2010).

Hlavnim spousté¢em nadorové angiogeneze je hypoxie jejimz dusledkem je exprese
rastového faktoru pro endotelové bunky (VEGF, vascular endothelial growth factor),
angiogeninu, tumor necrosis factoru (TNF)-a aj. (Nishida et al., 2006; Klener a Klener jr.,
2010). Angiogenni faktory jsou rovnéz uvolhovany zanétlivymi bunikami, které se
v nadorech bézné vyskytuji (Povysil et al., 2011). Jelikoz jsou angiogenni faktory (stejné
jako jejich receptory) exprimovany také v okolnim stromatu a endoteliich dochézi
k patologickym autokrinnim a parakrinnim stimulacnim smyckam (Klener a Klener jr.,
2010). Nadorova tkah nemiZe zvétsit svou velikost nad primér 1-2 mm® bez
neovaskularizace, protoze by ustal pfisun zivin k buiikam a jeji rust by se zastavil (Ausprunk
a Folkman, 1977; Nishida et al., 2006). Do této milimetrové velikosti probiha v nadorové
populaci latkova vymeéna difuzi (Klener a Klener jr., 2010). Nadorové bunky jsou také
schopny stimulovat novotvorbu lymfatickych cév — lymfangiogeneze. Pii metastazovani do
nich pronikaji snadnéji nez do cév krevnich, diky mnozstvi otvori v kapilarnich sténach,

které jsou prakticky bez podpurnych bunék (Klener a Klener jr., 2010).



Nadorové bunky vstupuji do cévniho fecist¢ bud’ jednotlivé, nebo ve shlucich - v tomto
ptipadé¢ mohou vytvaret mikroemboly. V krevnim toku se pohybuji pasivné (Povysil et al.,
2011). Odhaduje se, ze na 1 gram (= lcm3) nadoru se do cirkulace dostava ne¢kolik milionti
bunék denné. Béhem obéhu vsak piezije jen nepatrny zlomek tohoto poétu (< 0,1%) (Klener
a Klener jr., 2010). Za eliminaci cirkulujicich nadorovych bunék jsou odpovédné jednak
mechanické faktory krevniho proudéni (vy$s$i hydrostaticky tlak, destrukce na srdecnich
chlopnich), jednak imunitnimi mechanismy (NK-buiky - natural killers, monocyty) (Klener
a Klener jr., 2010; Povysil et al., 2011) a dale také tzv. kyslikovy efekt (vysoka tenze kysliku
v arterialni krvi a plicnich kapilarach) (Klener a Klener jr., 2010). Dal§im vyznamnym
faktorem podilejicim se na destrukci nddorovych bun€k je tcinek oxidu dusnatého (NO)
uvolnovaného z aktivovanych makrofagi. Na jedné stran¢ NO sice usnadiiuje ptichyceni
nadorovych bun¢k k endotelu (pfednostné v mistech mezibunéénych spoji), na druhé strané
vSak vykazuje signifikantni cytotoxicky ucinek a indukuje apoptdézu nadorovych bunék
(Klener a Klener jr., 2010; Povysil et al., 2011). Maligni elementy jsou téZ charakterizovany
zménénou nebo zvySenou glykosylaci fady membranovych proteinil a lipida, které reguluji
mezibuné¢nou adhezi, invazivitu, metastazovani ¢i angiogenezi (Klener a Klener jr., 2010).
Tyto nadorové glykoproteiny a glykolipidy mohou byt rozpoznany imunitnim systémem,
ktery je schopen rozeznavat nadorové bunky a nicit je, ve vétSin¢ piipadi vSak tento
mechanismus selhava. Pfestoze se proti nadorovym buitkdm mohou tvofit protilatky, nemaji
prokazatelny protektivni Uc¢inek. Proto pfevazujici protinddorovy mechanismus spociva

na buiikami zprostiedkované imunité (Povysil et al., 2011).

Ne vSechny maligni nddory maji stejnou schopnost metastazovat, a to i nadory stejného
organu a stejné¢ho histologického typu. Metastazovani mize probihat ttemi zpUsoby, které se
mohou kombinovat: implantace nadoru v té€lnich dutinach (porogenni cesta), lymfatickd a
krevni cesta (Povysil et al., 2011).

Metastaza obvykle nepiedstavuje soubor nadorovych bunék identickych s primarnim
tumorem (odlisné mikroprostiedi, selekéni tlak). Buitky mohou v metastdze ptezivat dlouhou
dobu v tzv. ,,spicim* stavu (neproliferuji). Spoustécim mechanismem opétovného ristu mize
byt napt. chirurgické odstranéni primarni nddorové masy, ktera rtist dcefinych metastaz
humoraln¢ inhibovala (Klener a Klener jr., 2010). Nové vzniklé metastazy se mohou dale

Sifit a vytvaret tzv. metastazy metastaz (Klener a Klener jr., 2010; Povysil et al., 2011).



Maligni melanom je schopny metastazovat i do neobvyklych lokalizaci, ve kterych jiné
nadory metastazy schopny zalozit nejsou napf. slezina a myokard (Povysil et al., 2011).

Anatomicka lokalizace nadoru a pfirozené cesty krevniho a lymfatického tecist€ ne vzdy
vysvétluji distribuci metastaz v téle. Je pozoruhodné, ze v kosterni svaloviné se metastazy

témer nevyskytuji, a to ani u nadort S nejvyssim stupném malignity (Povysil et al., 2011).

1.2.4 Nadorova terminologie

Vsechny nadory maji dvé zékladni slozky: nadorovy parenchym a stroma nadoru.
Parenchym ptedstavuje vlastni naddorovou tkan, kterd by ovSem nemohla existovat bez
podpory stromatu. Stroma tvoii pojivova tkan, cévy, popt. zanétlivé buiky hostitele. Stroma
nepiredstavuje jen pasivni podporu, jakousi kostru, na které nador roste, nybrz piinasi vyzivu
a rastoveé regulacni prvky ovlivitujici nadorovy parenchym. Mezi bunikami stromatu a
perenchymu probiha molekuldrni komunikace brzdici nebo podporujici riist nadoru a jeho
dalsi vyvoj. Parenchym nddoru zdsadné urcuje biologické chovani nadoru. Podle povahy

parenchymu jsou také nadory terminologicky oznac¢ovany (Povysil et al., 2011).

epitelialni (nadory kryci a vystelkové tkang)
- benigni: epiteliom, papilom
- maligni: karcinom
= germinomy (nadory ze zarode¢nych tkani)
- benigni: teratom
- maligni: seminom, embryonalni karcinom
* hematopoetické (nadory z krvetvornych tkéani)
- maligni: leukemie a lymfomy
* neuroektodermalni (nadory mozku a pigmentovych bunék kize)
- mozek
benigni: gliom, meningeom
maligni: glioblastom, neuroblastom
- kaze
benigni: pigmentovy névus

maligni: melanom



» stromalni (nadory pojivové tkan¢)
- benigni: fibrom (vazivo), myom (hladké svalstvo), chondrom (chrupavka)
- maligni: sarkom
* nadory ze Zlazovych tkani
- benigni: adenom
- maligni: adenokarcinom

* nadory z ostatnich tkani (vzacné) (Vorlicek et al., 2006)

U obou pohlavi zcela pievazuji zhoubné nadory epitelového pivodu — karcinomy. U muzt
jsou nejcastéj$i karcinomy dychacich cest, nasledované karcinomem prostaty a tlustého
stfeva. U Zen je nejcastéjsi karcinom mlééné zlazy, na druhém misté je pohlavni Gstroji a na
tietim tlusté stfevo (Povysil et al., 2011). Incidence melanomu je u obou pohlavi témét

stejna, v ramci bilé populace ma vzestupny trend (Bandarchi et al., 2010).

1.2.5 Nadorové kmenové bunky

Termin kmenové buiika (stem cell) byl poprvé pouZzit v roce 1868. Dnes rozeznavame Ctyfi
typy téchto bunék, které spolu sdili zakladni charakteristiky, ale li§i se v nékolika
vyznamnych ohledech: zarodecné, somatické, uméle vytvotfené (geneticky upravené a
pouzivané pii experimentéalnich studiich) a nddorové. Nadorové populace obsahuje kmenové
buniky, které maji schopnost zahdjit proces nadorového ristu a udrzovat jej, podobné jako je
tomu u kmenovych bunék za fyziologickych podminek. Z celkového objemu nddorovych
bunék tvofi v§ak nadorové kmenové buiky (CSCs, Cancer Stem Cells) pravdépodobné jen
nizké procento populace. Piivod téchto bunék ziistdva nezndmy, ackoli nékteré studie tvrdi,
ze vznikly mutaci bun¢k somatickych (Reya et al., 2001). Existence CSCs byla poprvé
prokdzana v hematopoetickém systému pii studiu akutni myeloidni leukemie a
mnohocetného myelomu, v 90. letech 20. stoleti byly tyto buiiky izolovany. Od té doby byla
jejich ptitomnost prokdzéna rovnéz u malignich nadorti prsu, mozku, tlustého stieva a kiize
(Girouard a Murphy, 2011). Pfitomnost populace CSCs v lidském melanomu byla prokazana
vroce 2005 a to in vitro (ve stabilizované bunééné linii) i in vivo (vzorek odebrany
pacientovi pii operaci). Studie zjistila, ze melanomové CSCs jsou schopné proliferace,

diferenciace a sebeobnovy a krom¢ toho maji i vyssi tumorogenitu (Fang et al., 2005).


http://cancerres.aacrjournals.org/search?author1=Dong+Fang&sortspec=date&submit=Submit

1.3 Melanom

1.3.1 Melanocyty

Ptredpoklada se, ze melanocyty pochézeji z melanoblasti nebo z pluripotentnich bunck
neuralni liSty a migruji pfes paraspinalni ganglia a jejich periferni nervy az do epidermis,
dermis a vlasovych folikuli kde jsou ulozeny v nejvyssi mife. Vyskytuji se vSak téz ve
sliznicich, o¢nim bulbu a v plenach mozkovych (Bandarchi et al., 2010; Povysil et al., 2011).
Melanocyty a Langerhansovy butiky jsou dva typy dendritickych bunék nachazejicich se
vV pokozce — epidermis, ktera je z 95% tvofena keratinocyty, hlavnimi epidermalnimi
bunkami (Carneiro et al., 2011). Melanocyty jsou pigmentové bunky nachazejici se zejména
Vv bazalni vrstvé epidermis, které maji jedine¢nou schopnost syntetizovat pigment melanin.
Melanin je produkovan v melanosomech, specializovanych cytoplazmatickych organelach
podobnych lysozomm, které vznikaji odstépovanim z Golgiho aparatu (Costin a Hearing,
2007; Bandarchi et al., 2010). Melanosomy s hotovym pigmentem putuji z bunééného téla
melanocytu do jeho dlouhych vétvicich se vybeézkl, které jsou v pfimém kontaktu se
sousednimi keratinocyty a jsou jim predavany cytokrinni sekreci (viz. Obr. 1). V
keratinocytech se granula s melaninem kumuluji nad buné¢nymi jadry mitoticky aktivnich
bazalnich bunck ve form¢ pigmentovych Cepi¢ek a absorbuji Skodlivé ultrafialové (UV-
ultraviolet) zafeni dfive, nez mize proniknout do jadra a poskodit DNA (Costin a Hearing,
2007; Bandarchi et al., 2010).

Odhaduje se, ze kazdy melanocyt je v kontaktu s ptiblizné 36 keranocyty (Santiago-Walker
et al., 2009; Bandarchi et al., 2010) a vytvati spolu tzv. epidermalni melaninovou jednotku
(Costin a Hearing, 2007). V bazalni vrstvé, kde dochazi k melanogenezi a proliferaci
ostatnich bun¢k ktize, jsou v poméru 1:5, pficemz na sluncem exponovanych mistech se

jejich pomér zvysuje (Santiago-Walker et al., 2009).
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Obr. 1: Schéma epidermis — melanocyt (zlut€) obklopeny keratinocyty (Topham, 2012).

Rozdily v barvé pleti mezi riznymi rasami jsou dany predevSim mnoZstvim melanosomi a
obsahem melaninu v keratinocytech, které melanocyty obklopuji. Albini maji bé&zné
mnozstvi melanocytl, ale nedochazi u nich k tvorbé melaninu. U lidi existuji dva typy
melaninu: hnédo-¢erny eumelanin a cerveno-zluty pheomelanin. Oba jsou pfitomny ve
vlasech i epidermis a ovliviiyji jejich barvu (Thody et al., 1991). Melanocyty nejsou
rozmistény rovnomérné a husté shluky téchto bun¢k maji za nasledek vznik pih a skvrn. Po
vystaveni se UV zafeni dojde k vylouceni melanocyty stimulujiciho hormonu (MSH,
Melanocyte Stimulating Hormone) z hypofyzy a tento hormon nasledné stimuluje
melanocyty ke zvyseni jejich aktivity a k produkci zvySeného mnozZstvi melaninu nasledkem
¢ehoz kuze ztmavne. Opalenim se tak kuize chrani pted poSkozenim UV zafenim (Tadokoro

et al., 2005).
1.3.2 Epidemiologie
Maligni melanom je zhoubny novotvar odvozeny od melanocytii S nejrychleji vzristajici

incidenci na celém svété. Poprvé byl posan v 18. stoleti René Laenneckem (1781-1826)

(Hajdu, 2012). I pfes mnohaleté usili se u metastatického melanomu median pieziti
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dosahujici 6-8 mésicti (Garbe et al., 2011) po dobu poslednich dvaceti let nezménil. Pfi¢ina
této nemoci neni stale zcela objasnéna (Bandarchi et al., 2010). Incidence i mortalita jsou
nejvyssi mezi 60 — 70 lety. Incidenci zhoubného melanomu kize ukazuje Obr. 2, u déti je

nizka, ackoli u mladych zen zac¢ina stoupat (Moyer, 2012).
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Obr. 2: Graf zobrazuje aktualni vékovou strukturu pacientll s danou diagnézou v CR

s pfepoétem na 100 000 osob (Svod, 2012).

Melanom je mimoradné obtizné 1é¢itelny kvili jeho rezistenci ke konven¢nim terapiim jako
je radioterapie a chemoterapie (Bandarchi et al., 2010; Girouard a Murphy, 2011),
nejucinnéjsim zpusobem léCby tak ziistdva jeho chirurgické odstranéni v pocate¢nim stadiu
vyvoje. V Ceské republice byla incidence melanomu v roce 2008 u muzi 19,5/ 100 000
obyvatel a u zen 16,4/ 100 000 obyvatel (Kocak, 2012). Jednu z nejvyssich incidenci na
svéte ma Queensland v Australii a také Novy Z¢€land, coz je dano prilivem imigrantd se
svétlou pleti (viz. Obr. 3). Naopak nizsi a stalejsi se zda byt vyskyt u 0S0b s ¢ernou a tmavou
pleti (Africané, Indidni, Asiaté a Hispanci). Melanom se nejcastéji vyskytuje na trupu
(43,5%), koncetinach (33,9%), na dlanich, ploskach nohou a pod nehty (11,9%), na hlavé a
krku (10,7%) (Bandarchi et al., 2010).
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Obr. 3: Graf zobrazuje incidenci melanomu kiize na celém svété s prepoctem na 100 000

osob (Svod, 2012).

1.3.3 Rizikové faktory

Hlavnim rizikovym faktorem pro vznik maligntho melanomu je chronickd expozice
slunecnimu zéfeni, ale také navstévy solarii spolu s nedostatecnym pouZzivanim opalovacich
kréma (Bandarchi et al., 2010; Moyer, 2012). Pokud syntéza a distribuce melaninu v kzi
funguje spravné, de€lici se builky jsou chranény pred mutacemi, které UV zafeni muze
zptsobit. Skodlivé je zejména UVB zifeni (280-320 nm) (Costin a Hearing, 2007).
Ohrozeni jsou zejména lidé s fototypem kuze 1-3, ktefi maji svétlou pokozku, mnozstvi pih,
vice nez 50 béznych melanocytarnich névl (matefskd znaménka) s rizné intenzivni
pigmentaci a lidé s vice nez 5 dysplastickymi névy (névy vétsi nez 6 mm). Melanocytarni
névy mohou byt vrozeného nebo castéji ziskané¢ho pivodu a jejich vznik je spojovan
s vlivem UV zéfeni a s pisobenim zanétlivych cytokinti (Povysil et al., 2011). Vyznamnou
roli hraje také imunosuprese, expozice chemickym latkdm a Vv neposledni fadé genetické

faktory, které jsou pfi¢inou 12% malignich melanomt vyskytujicich se v ramci rodiny

(Bandarchi et al., 2010).
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1.3.4 Klinicky obraz a klasifikace

Klinicky obraz maligniho melanomu se typicky uréuje podle pravidla ABCD: Asymmetry,
Border irregularity, Color variegation, Diameter <6 mm (Bandarchi et al., 2010).

Maligni melanom klasifikoval Wallace Clark se svymi spolupracovniky do tii kategorii a
pozdéji Dr. Richard Reed ptidal jesté Ctvrtou, jejiz vyskyt neni az tak bézny. Dal§i moznou

klasifikaci je klasifikace podle Breslowa, kdy se urcuje tloustka a Sitka nadoru v mm.

RozliSujeme 4 zakladni formy maligniho melanomu:

»  Povrchové se Sifici melanom (50-75%)
Nejbeéznéjsi typ melanomu, mize se objevit na jakémkoli misté v kterémkoli véku.
Jedna se o mén¢ zhoubnou variantu, roste pouze V horizontdlni rovin¢, vétSinou
vznika de novo.

* Nodularni melanom (15-35%)

» Lentigo maligna melanom (5-15%)
Tato varianta se objevuje na kuzi poSkozené sluneénim zafenim piedev§im na
obli¢eji a rukou starSich pacienti. Jedna se o melanom in situ charakteristicky
plosnymi lozisky, na nichz se stiidaji svétlejsi a tmavsi odstiny hnédé barvy.

» Akralni lentigin6zni melanom (5-10%)
Vyskytuje se na dlanich, ploskach nohou a pod nehty. Z poc¢atku mize vypadat jako
bradavice, modfina ¢i mozol. Ojedinéle byly popsany i v oblasti prostaty nebo
vnitiniho genitdlu u Zeny a na nékterych sliznicich, pfedev§im dutiny ustni, nosni a

v distalni ¢asti rekta.

(Bandarchi et al., 2010; Povysil et al., 2011)

1.3.5 MySi melanom B16-F10

Pfi naSich experimentélnich studiich provadénych na mysich jsme pouzivali mysi melanom
B16-F10, pouzivany pro onkologicky vyzkum od roku 1970 (Fidler, 1970). Vyznacuje se

schopnosti zvySené invazivity a metastazovani, pii kterém jsou zasazeny hlavné plice.
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Kromé tohoto typu existuji dale mysi melanomové bunécné linie: B16-FO, B16-F1 a B16-
BL6 (Nakamura et al., 2002). B16-F0 je mateiskou buné¢nou linii, od které byly odvozeny
linie ostatni. B16-F1 byla ziskana jednou selek¢ni procedurou a B16-F10 deseti selekénimi
procedurami za pouziti metody podle Fiedlera (Fidler, 1973). Od linie B16-F10 byla

odvozena linie B16-BL6, jejiz invazivni schopnost je jesté vyssi (Nakamura et al., 2002).

1.4 Imunitni systém

Zakladni funkci imunitniho systému je zachovavat integritu organismu. Ta spociva v
rozpoznavani cizorodych makromolekularnich latek, zabranéni jejich vniknuti do organismu
a jejich eliminaci v organismu, nastoleni imunotolerance u vlastni tkané a imunitniho
dohledu nad prubéznou likvidaci vlastnich degrada¢nich produktt, starych a poskozenych
bungk a také bun¢k nadorovych (Krejsek a Kopecky, 2004).

RozliSujeme imunitu nespecifickou (také vrozena Ci pfirozend) a specifickou (také ziskana ¢i

adaptivni). Obé tyto sloZzky imunitniho systému spolu vzdjemné komunikuji a spolupracuyji.

1.4.1 Nespecificka imunita

Nespecificka imunita je z evoluéniho hlediska/ fylogeneticky velice starou vétvi imunity.
Plvodné jeji funkci zabezpeCovaly buiiky schopné fagocytdzy a pro jeji vyvoj bylo rovnéz
zasadni, ze dokaze rozlisit vlastni struktury od patogennich (Fujita et al., 2004). Maji ji jak
obratlovci tak bezobratli (Dumitru et al., 2000). Vrozend imunita ma zasadni vyznam pro
obranu pii prvnim styku s infekci, nez dojde K nastartovani imunity specifické, protoze se
aktivuje velice rychle. Nevyhodou je, Ze si nevytvaii pamét’, a tak pfi opétovném setkani
s timtéZz patogennim antigenem je rychlost odpovédi stale stejna. Jako ochranné bariéry
vrozené imunity pied patogeny Slouzi: kize, povrch sliznic s mukéznimi sekrety, nizké pH,
teplota, fasinkovy epitel, interferony, komplement, zanétliva reakce a dale buiiky: monocyty/

makrofagy, granulocyty, dendritické bunky a NK-bunky (Krejsek a Kopecky, 2004).
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1.41.1 Mechanismy rozpoznavani patogenii

Rozpoznani patogenti je umoznéno specidlnimi receptory (PRRs, Pattern Recognition
Receptors) na povrchu bunék vrozené imunity, které interaguji se specifickymi
molekulovymi vzory na povrchu patogeni (PAMPs, Pathogen-Associated Molecular
Patterns), které jsou spole¢né pro rozsahlé skupiny nepiibuznych mikroorganismi a jsou
zachovavany jako neménné, vysoce konzervované membranové molekuly (Fujita et al.,
2004; Krejsek a Kopecky, 2004). PRRs umoziuji nespecifické imunité rozpoznavat rovnéz
latky, Které jsou spojeny s bunéénymi komponenty uvoliovanymi pii poSkozeni, infekci
nebo stresovém stavu bun€k tkani (DAMPs, Damage-Associated molecular Patterns) i
Vv ptipadé neinfekéniho poskozeni a tim odhalit i poSkozeni zplisobena patogeny bez jejich
ptimé detekce. Typickymi DAMPs jsou proteiny tepelného Soku a pozménéné membranové
fosfolipidy (Foell et al., 2007).

Rozpoznanim PAMPs a DAMPs dochézi k aktivaci PRRs, ktera spousti celou kaskadu
imunitnich reakci vedoucich k zanétlivé odpovédi a vyvoji antigen specifické adaptivni

imunity.

PAMPS - nazev pochazi od Medzhitova a Janewaye (Medzhitov a Janeway, 1997),
predstavuji bunécéné struktury patogennich mikrobll (gram-negativnich, gram-pozitivnich,
mykobakterii a spirochet), které jsou pro né€ klicové pro preziti a zaroven se jimi odliSuji od
bunék eukaryotnich. Bunky nespecifické imunity je navic dokaZzi rozliSit od molekulovych
motivi, které na svém povrchu nesou mikroby, ktefi neptedstavuji pro cloveéka nebezpeci -
ptirozena mikroflora (Krejsek a Kopecky, 2004). Typickymi piedstaviteli PAMPs jsou
lipopolysacharid (LPS) slozka gram-negativnich bakterii (Dumitru et al., 2000),
lipoproteiny, peptidoglykany a N-formyl-methionin nachéazejici se v bunécné sténé vsech
bakterii, kyselina lipoteichoové nachazejici se u gram-pozitivnich bakterii, manany, glukany
typické pro kvasinky a jind fungalni agens (Krejsek a Kopecky), bakterialni CpG DNA
(Hécker et al., 2002), flagelin (Hayashi et al., 2001), terminalné vazana manodza (Yeeprae et
al., 2006) a dalsi.

PRRs byly poprvé objeveny u rostlin (Song et al., 1995) a prvni z téchto receptort, ktery
byl pozd¢ji nazvan TLR-1 (Toll-like receptor), byl objeven v roce 1994 u Drosophily
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melanogaster (Beutler, 2009). Toll byl pivodné nazev pro jeden z dvanacti geni
zodpovédnych za diferenciaci embrya u Drosophily. V tomto organismu maji molekuly Toll
rodiny vyznam jak ve vyvoji, tak v obrané proti infekci, u savct hraji TLRs roli v pfirozené
imunité.

PRRs se nachazeji v membrané ptedev§im fagocytujicich bunék. Jsou soucdsti monocyti,
makrofagt, neutrofild (Kennedy et al., 2007), NK-bun¢k (Brown, 2006), dendritickych
bunék, ale také epiteld stieva a dychacich cest (Krejsek a Kopecky, 2004).

PRRs mohou byt membranové vazané, cytoplazmatické, sekretované nebo jsou soucasti
endosomalnich vacku (Beutler, 2009). Jsou klasifikovany podle ligandi, které vazou,
specifi¢nosti, funkce a lokalizace do tfi skupin: Sekretované, Signalni a fagocytarni (Krejsek
a Kopecky, 2004).

= Sekretované PRRs

— CRP (C-reactive protein) je bilkovinou akutni faze. Vaze se na polysacharidy, nekrotické
bunky a mnohé dalsi ligandy na povrSich PAMPSs i bun¢k hostitele. Aktivuje komplement
klasickou cestou a hraje roli i v draze alternativni, vysledkem je opsonizace a urychleni
fagocytozy (Krejsek a Kopecky, 2004).

— MBL (Mannose-binding lectin) také znamy jako (Mannan-binding lectin) (Jack a Turner,
2003) byl poprvé izolovan v roce 1978 z kralic¢ich jater, v 80. letech byl izolovan z jater
lidskych a byla objevena jeho funkce v aktivaci komplementu, v 90. letech byly popsany dva
typy MBL vyskytujici se u mysi (Dommett et al., 2006). Lidsky MBL je kodovan genem
MBL2 nachazejicim se na chromozomu 10 (Matsushita et al., 2000).

MBL je sérovy protein jaterniho piivodu patfici do rodiny na Ca?* zavislych kolagennich
lektinii — kolektini (Arora et al., 2001). Kolektiny dostaly své jméno podle collagen-like
regionu a lektinového regionu. Lektiny jsou proteiny, které vazi cukerné molekuly
vyskytujici se obvykle na povrchu bakterii. Kolagenova doména interaguje s efektorovymi
bunkami nespecifické imunity (Matsushita et al., 2000).

Jedna se o mnohatetézcovou molekulu slozenou az z 6 podjednotek. Kazda podjednotka
obsahuje ti1 identické polypeptidické fetézce (32 kDa), které obsahuji na cystein bohatou

NH, terminalni doménu, kterd je stabilizovana kolagennim alfa helixem druhé domény a
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treti globuldrni karboxylovou doménu, kterd obsahuje rozpoznavaci karbohydratovou
doménu (CRD, Carbohydrate-Recognition Domain), kterou se MBL vaze na opakujici se
cukerné zbytky na povrchu patogent - PAMPSs (Arora et al., 2001). Znazornéni takové vazby
ukazuje Obr. 4.

MBL se véaze na 3- a 4- hydroxylové skupiny riznych cukrii, nejcastéj$imi ligandy jsou D-
mano6za, manan, N-acetyl-D-glukosamin a L-fukéza (Xu et al., 2010). Toto sterické
uspotradani dovoluje MBL specifické rozpoznavani cukr na povrchu Siroké Skaly patogent
véetné bakterii, hub, parazitickych protozoi a virQ, ale nedochazi k rozpoznavani vlastnich
struktur (Fujita et al., 2004). MBL ma také schopnost identifikovat apoptoticka téliska a
nekrotické buniky a kromé toho se muze vézat na nadorové bunky, které se vyznacuji

alterovanou glykosylaci membranovych struktur (Endo et al., 2006).

MBL ma dvé funkce — aktivuje lektinovou drahu komplementového systému nebo plisobi
piimo jako opsonin (Koch et al., 2001). Lidsky MBL se nachazi v krvi jako oligomer
slozeny z rizného mnozstvi podjednotek. Komplementovy systém aktivuje prostiednictvim
dvou sérovych proteaz MASP-1 and MASP-2 (MBL-Associated Serine Protease). Aktivace
lektinové drahy vede ke komplementem zprostiedkované lyze bunék v procesu, ktery
vyzaduje pritomnost C4, C2, C3 slozek a makromolekularniho komplexu poskozujiciho

membranu (Arora et al., 2001).

Mnozstvi klinickych studii uvadi spojitost mezi infekénimi chorobami a deficitem MBL
(Martin et al., 2003; Larsen et al., 2004; Fujita et al., 2004; Thiel et al., 2006; Bouwman et
al., 2006; Eisen et al., 2008) pticemz pravé deficit MBL se zda byt jednou z nejbéznéjsich
imunodeficienci. Frekvence MBL deficience se pohybuje v evropské populaci mezi 5 — 10%.
Deficit vede ke zvySené vnimavosti K virovym, bakteridlnim, plisnovym a protozoalnim
infekcim. Imunologicky je deficit MBL nejvice patrny u déti. MBL muize hrat roli v regulaci

uvolnovani zanétlivych cytokintt monocyty (Jack et al., 2001).

U lidi se vyskytuje pouze jedna forma MBL zatimco u hlodavct a jinych zvitat dvé: MBL-A
a MBL-C. Lidské MBL sdili strukturni i funk¢ni vlastnosti obou hlodavéich forem MBL. U
mysi byl izolovan jak MBL- A tak C a obé formy byly schopné aktivovat lektinovou drahu
komplementu (Fujita et al., 2004).
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Obr. 4: Znazornéni vazby MBL v komplexu s MASP-2 na molekulovy vzor na povrchu
gram-negativni bakterie spolu s navazanim slozky C4b komplementu (Degn et al., 2011).

= Signalni PRRs

— TLRs (Toll-like receptors) jsou transmembranové homo nebo heterodimerické bilkovinné
receptory s extracelularnimi na leucin bohatymi repetitivnimi sekvencemi, které slouzi pro
rozpoznani PAMPs. Piiblizné 80% jejich polypeptidického fetézce vycniva nad
cytoplazmatickou membranu buiiky (TLR-1, 2, 4, 5, 6, 10) nebo endosomu (TLR-3, 7, 8, 9).
TLR-10, ktery nejvice souvisi s TLR-1, 2 a 6 byl spolu s TLR-8 ztracen z mysiho genomu,
stejné tak jako TLR-11, 12 a 13 uz se nevyskytuji u ¢lovéka. Vazba PAMPs na TLR vyvola
signal, ktery je pfenesen do jadra a vede K syntéze cytokinti spojenych se zanétem (IL-1, 6,
8, 12 a TNF-a) (Beutler, 2009).

— NLRs (NOD-like receptors, nucleotide-binding oligomerization domain) se nachazeji
Vv cytoplazmé, maji rizné funkce v regulaci zanétlivych a apoptotickych reakci. Existuji dva
typy receptord. NLRC-1 (NOD1) rozpoznavaji peptidoglykan gram-negativnich bakterii a
NLRC-2 (NOD2) rozpoznavaji peptidoglykan gram-pozitivnich i negativnich bakterii. Po
rozpoznani endogennich PAMPs, které se odehrava stejnym zpisobem jako u TLRs, dojde
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Kk vytvoreni oligomeri a aktivaci kaspazy-1, ktera vede k aktivaci zanétlivych cytokint jako

IL-1, 6, 8 a dalSich (Inohara et al., 2005; Strober et al., 20006).

= Fagocytarni PRRS

Nachazeji se na povrchu makrofagl, neutrofild, dendritickych bunék a interakce s PAMPS

vede k fagocytoze prislusného patogenu.

— Manézovy receptor je transmembranovy protein patiici do lektinové rodiny obsahujici
nékolik lektinovych domén typu C a majici karbohydratovou doménu pro rozpoznani
PAMPs. Nachazeji se zejména na povrchu makrofagli a vazi se na ligandy s terminalni
neredukujici D-man6zou, mananem, L-fukézou a N-acetylglukosaminem za piitomnosti
Ca?*. Terminalng véazané cukry se b&n& vyskytuji v mikrobidlnich glykoproteinech a
glykolipidech, ale na sav¢ich burikach se normalné nevyskytuji (Opanasopit et al., 2001).
Cim vice cukernych zbytkii je prezentovano na membrané mikroba, tim v&tsi je afinita pro
makrofagy (Yeeprae et al., 2006). Vazba na mandzovy receptor je znazornéna na Obr. 5.
Manozové receptory mohou potlacit uvolilovani nekterych prozanétlivych cytokind jako

TNF-0, IL-18, IL-6 a tim regulovat odpovéd’ nespecifické imunity (Xu et al., 2010).

mannose-binding
@D jectin mBL)

bacterial
glycoprotein

terminal
mannose

C-type lectin,
a mannose receptor

phagocytic cell

Obr. 5: Rozpoznani mandzy vazané na povrchu bakterie mandézovymi receptory (Kaiser,
2012).
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— Scavenger receptor. Nachazi se na makrofdzich a jaternim endotelu, rozpozndva stény
bakterii a kvasinek. Vaze LPS a teichoové kyseliny (Aderem a Ulevitch, 2000).

— N-formyl Met receptor. N-formyl-methionin je prvni aminokyselinou, kterou za¢ina
proteosyntéza u prokaryot. U eukaryot zaCina methioninem. Receptory se nachazeji na

makrofazich a neutrofilech. Vyvolavaji chemotaxi a fagocytozu (Aderem a Ulevitch, 2000).

— Dectin 1 slouzi jako fagocytarni receptor beta glukanu. Nachazi se na povrchu makrofagt
(Brown et al., 2002), NK-bunék (Brown, 2006) a neutrofili (Kennedy et al., 2007).

1.4.2 Specificka imunita

Specificka imunita se v evoluci objevila s obratlovci, ov§em geny kodujici stézejni molekuly
jako jsou napf. imunoglobulin G (IgG), T bunéény receptor nebo hlavni histokompatibilni
komplex (MHC) tiidy 1. a II. byly objeveny pouze u Zraloki a vyssich obratlovcu (Fujita et
al., 2004). Ziskana imunita se vyznacuje vysokou specifitou, diverzitou a paméti a je rovnéz

schopna rozpoznani ciziho a vlastniho. Radi se sem B a T lymfocyty.

B lymfocyty maji tlohu v produkci protilatek, které se vazi na antigenni determinanty
cizorodych bun¢k. Kazdy B lymfocyt nese na svém povrchu molekulu protilatky jako
receptor. Po styku s antigenem proliferuji a diferencuji do bunék plazmatickych (dochazi ke
ztraté imunoglobulinovych receptorti) a pamétovych (uchovavaji si bunéénou pamét’ a pii
op€tovném styku se stejnou antigenni determinantou je protilatkova odpovéd” mnohanasobné
rychlejsi) a dochazi k produkci imunoglobulinovych molekul (d€li se do péti tiid: IgM, 1gG,
IgA, IgE, IgD, ptiCemz kazda tfida je charakteristickd urcitymi vlastnostmi) (Krejsek a
Kopecky, 2004).

T lymfocyty, poté co rozpoznaji antigenni determinantu, kterda musi byt ve spojeni
s molekulou MHC, proliferuji a diferencuji na efektorové a pamétové bunky. Zakladni
déleni T lymfocytl je na cytotoxické CD8+ lymfocyty (Tc), které rozpoznavaji antigenni
epitopy ve spojeni s MHC 1. a maji vliv na nddorové bunky a pomocné CD4+ lymfocyty
(Th), které rozpoznavaji antigenni epitopy ve spojeni s MHC Il. a produkci interleukini

ovlivituji mnoh¢ imunitni bunky a stimuluji Tc lymfocyty k pireméné na CTL, které likviduji
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nadorové a virem napadené buitkky. MHC 1. se vyskytuji na vSech jadernych bunkach, MHC
Il. na antigen prezentujicich buikach (APC, antigen-presenting cells) — dendritické buiky,
makrofagy a B lymfocyty (Krejsek a Kopecky, 2004). Z CD4+ lymfocytd mohou za ur¢itych
okolnosti vznikat regulacni T lymfocyty (Treg), které za normalnich okolnosti zabranuji
vzniku autoimunitnich chorob tim, Ze blokuji atak CTL. K jejich tvorbé vsak dochazi také
v nadorové tkédni, a protoze suprimuji atak CTL brani tak imunitnimu ataku nadoru

(Nishikawa et al., 2010).

1.43 Nadorova imunoterapie

Imunitni systém hraje v boji proti nddorovym onemocnénim dulezitou roli. Imunitni dohled,
ktery poskytuje, dokdze eliminovat transformované bunky ptfedtim, nez jsou schopny
vytvotit nddorovou masu. Cilem imunoterapie je vyvolat ¢i posilit slozky protinadorové
imunity a zaktivovat je v boji proti zhoubnému onemocnéni. Proti zafeni a chemoterapii ma
imunoterapie tu prednost, Ze je schopna ni¢it nddorové bunky vysoce selektivné a obvykle
nezavisle na jejich generatnim cyklu. Imunoterapie by tak mohla pfispivat zejména

k likvidaci tzv. zbytkovych nadorovych bunék a zarucit trvalé vyléceni.

Eliminace nadorovych bunék je zprostiedkovana zejména CD8+ cytotoxickymi T lymfocyty
(CTL), jez mohou byt izolovany znadorového stromatu rtznych typd tumorti. CTL
rozpoznavaji nadorové antigenni epitopy pouze ve formé peptidii vystavenych na povrchu
nadorovych bunék v komplexu s valstnimi MHC molekulami I. tfidy. Aktivace CTL
vyZzaduje ovSem kostimulaci pomocnymi CD4+ T lymfocyty (Th). Th lymfocyty se zase
nejprve musi s nadorovym antigenem setkat na povrchu antigen prezentujicich bunék napf.
dendritické bunky, B lymfocyty, Langerhansovy buiiky kiize, makrofagy aj.. Tato zktiZena
prezentace antigenl zajiSt'uje za normalnich okolnosti vysokou specifitu imunitnich reakci.
Predpoklada se, ze APC ziskaji nddorovy antigen tim, Ze fagocytuji apoptotické a nekrotické
nadorové bunky. Soubor nddorovych antigent je degradovan v lysosomech APC a nasledné
vystaven na bunécné membrané¢ v komplexu MHC molekul II. tfidy a kostimulacnich
molekul. Dochazi tak k aktivaci Th lymfocyt, které nasledné aktivuji cytotoxické T
lymfocyty a produkuji fadu cytokint (IL-2, TNF, IFNy), které maji pfimy protinadorovy
ucinek, zvysuji expresi MHC molekul I. tfidy na nddorovych buiikach a stimuluji slozky

nespecifické imunity (makrofagy, NK-buiiky). Vzhledem k tomu, ze uz jednou vytvotené
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CTL rozpoznavaji nadorové builkky bez nutnosti dalsi kostimulace, je kli¢ovou udélosti
protinadorové adaptivni imunity jednoznacné vznik a expanze tumor specifického klonu
CTL. Absence exprese nadorovych antigenti, nizka exprese MHC molekul ¢i aberantni
produkce imunosupresivnich cytokini (TGFB) muze blokovat imunitni odpovéd’ organismu

proti rostoucimu tumoru.

Dalsi vyznamnou slozku protinddorové imunity piedstavuji NK-bunky. NK-buiiky mohou
cileng likvidovat nddorové elementy se sniZzenou expresi MHC molekul I. tfidy, tedy takové
bunky, které unikaji mechanismiim adaptivni imunity zprostfedkované TCL. Kromé toho
diky expresi receptorti pro Fc fragment IgG mohou byt NK-buiky soustiedény do nadorové
masy pomoci terapeutickych monoklonalnich protilatek. Nékteré cytokiny (IL-2, 1L-12)
vyvolavaji pfeménu NK-bune¢k v LAK (lymphokine-activated kilers), které se vyuZzivaji
vV adoptivni imunoterapii. Urcitd role pfi eliminaci tumoru pfislusi téz aktivovanym
makrofagim. Na rozdil od bunééné imunity hraje humoralni slozka specifické imunity

(protilatky produkované B lymfocyty) pfi eliminaci nadort patrné jen okrajovou roli (Klener
a Klener jr., 2010).

Mezi cytokiny pulsobici jako regulatory vrozené a adaptivni imunity patii zejména
interferony (IFNs) a interleukiny (ILs). V nadorové terapii se z INFs nejvice uplatiiuje IFNa
a IFNy. IFNo mé vyrazné antiproliferacni a protinddorové ucinky. Ty se vysvétluji
pfedev§im zasahem do bunéného cyklu. IFNa indukuje expresi inhibitorti cyklin
dependentnich kinaz, které blokuji G; — S prechod. Dale stimuluje diferenciaci a potlacuje
angiogenezi. Zvysuje aktivitu CTL, makrofagli a NK-bunc¢k a jeho uc¢inkem dochazi ke
zvySené expresi antigenit MHC I. a II. typu. Uplatiiuje se v 1écb& mnohych malignit véetné
maligniho melanomu (Klener a Klener jr., 2010). IFNy stimuluje fagocytarni schopnosti
makrofagii a ma synergicky cytotoxicky ucinek s TNF. ZvySuje expresi Fc receptoru a tim
ovliviiyje protilatkami zprostiedkovanou imunitu.

Z ILs je nejveétsi pozornost vénovana IL-2 a IL-12. IL-2 vznika v Th lymfocytech po setkani
s antigenem. Autokrinné a parakrinné stimuluje proliferaci antigen specifickych T
lymfocytl, B lymfocytl a NK-buné¢k a podporuje sekreci dalSich cytokini T bunikami (IL-4,
IFNy). Kombinace IL-2 s IFNa jevi u¢innost v 1é¢b¢ maligniho melanomu (Klener a Klener
jr., 2010). IL-12 predstavuje dulezity spojovaci ¢lanek mezi nespecifickou a specifickou

imunitou. Jeho hlavnim zdrojem jsou aktivované makrofagy a dendritické bunky. IL-12
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indukuje vznik subsetu Thl, stimuluje aktivaci NK-bun¢k a podporuje produkci IFNy
aktivovanymi T lymfocyty a NK-buiikkami. Vyvolava expresi dal$ich cytokini a je
zodpovédny za angiogenni ucinek. IL-12 predstavuje idedlni imunomodulator pro rtzné
formy nadorové imunoterapie, jednak v podob¢ piimé systémové aplikace rekombinantné
pfipraveného proteinu, jednak formou nadorovych DNA vakcin kodujicich jako kostimulator
gen pro IL-12, nebo v podobé¢ adoptivni bunécné imunoterapie vyuzivajici geneticky
modifikovanych dendritickych bunék zvysens produkujicich IL-12. V poslednich letech byly
zahajeny klinické studie testujicic IL-12 Vv terapii maligniho melanomu, adenokarcinomu

ledviny a T bunéénych lymfoma (Klener a Klener jr., 2010).

1.4.3.1 Nadorové antigeny

Ackoliv jsou nadorové buiiky vysledkem maligni transformace normalnich bunék
organismu, exprimuji na svém povrchu antigeny, které mohou byt rozpoznany imunitnim
systtmem jako cizi. Schopnost prezentovat cizi antigeny koreluje se schopnosti
imunokompetentnich bunék eliminovat nadorové buinky. VétSina tumort je vSak jen slabé

imunogenni, takZze mira imunitni odpovédi nestaci k jejich eradikaci. Navic v prubéhu ristu

cvwr

Nadorové antigeny lze rozdélit do dvou skupin: na antigeny, které se na normalnich bunikach
nevyskytuji a jsou tudiz specifické pro nadorové buiky (TSA, tumor-specific antigens), a na
antigeny, které se nachazeji i na normalnich bunkach (TAA, tumor-associated antigens).
Mezi TSA patii imunogenni peptidy mutacemi pozménénych onkoproteinli a tumor
supresorovych gend (napif. BCR-ABL, RAS, p 53 aj.). Nejcastéji se vsak jedna o proteiny
mutovanych genii, které v procesu maligni transformace nehraji Zadnou tlohu a které
vznikaji zcela ndhodné jako vedlejsi produkty genomické nestability nddorovych bunék.
K dal$im nadorovym antigenim mohou patfit virové proteiny onkogennich DNA virl (napf.
EBV, HPV), jejichZz infekce je spojovéana s rizikem rozvoje nékterych malignit (lymfom,
karcinom délozniho hrdla).

TAA jsou obvykle u nadorové populace vyrazné zvysen¢ exprimovany, coZ muze vyvolat
imunitni odpovéd’ (napf. vysokd exprese genu pro tyrozinazu u maligniho melanomu).
V nadoru muze také dochdzet k nepfirozené reexpresi proteinli, které jsou exprimovany

pouze v uréitych organech. Piikladem jsou MAGE (Melanoma Antigen Genes), které se za
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normalnich okolnosti nalézaji pouze ve tkanich varlat, u melanomu vsak dochazi k jejich
abnormdalni masivni expresi. Dal§im pfikladem jsou onkofetdlni antigeny, které jsou
exprimovany pouze v urCitém stadiu embryonalniho vyvoje (AFP, a-fetoprotein aj.).
Onkofetalni antigeny slouzi zejména v diagostice jako nddorové markery. Maligni elementy
jsou také charakterizovany zménénou nebo zvySenou glykosylaci fady membranovych
proteini a lipidd, které reguluji mezibunéénou adhezi, invazivitu, metastazovani c¢i
angiogenezi. Tyto nadorové glykoproteiny a glykolipidy (muciny, gangliosidy aj.) mohou
byt rozpoznany imunitnim systémem napi. prostfednictvim MBL. Tkanové specifické
antigeny slouzi k ur¢eni piivodu tumoru a mohou byt rovnéz predmétem imunoterapie napf.
monoklondlnimi protilatkami. Vytvareji se nadorové vakciny a zkousi se adoptivni

imunoterapie geneticky modifikovanymi T lymfocyty (Klener a Klener jr., 2010).

1.4.3.2 Navozeni nadorové imunotolerance

Jak bylo feceno vySe, vétSina nddori je jen slab&é imunogenni, takze nemulze dojit
k dostatecné stimulaci imunitnich mechanismii a k jejich zni¢eni. Na svém povrchu
nadorové bunky exprimuji MHC I. molekuly jen slabé, coz brani v jejich rozpoznani CTL,
umoziuje to rozpoznani NK-buiikami, které rozpoznavaji cile bez MHC I. dobfe, ale jejich
pusobeni je nedostacujici. Nadorové bunky navic produkuji fadu cytokint, kterymi se snazi
zabranit imunitnimu ataku. Mezi hlavni patfi TGF-f a IL-10. TGF-B je schopny inhibovat
cytotoxickou aktivitu NK-bun€k a makrofagt, spolu s VEGF podporuje angiogenezi a tim i
metastazovani a stimuluje tvorbu Treg lymfocyti z Th lymfocytl. K jejich tvorbé dochazi
vV nadorové tkéani, vlivem produkce TGF-B. Pfreménéné Treg ho vylucuji rovnéz, ¢imz
dochézi k autokrinni stimulaci a vzniku dalSich a dalSich Treg, a protoZe suprimuji atak CTL
brani tak imunitnimu ataku nadoru (Nishikawa et al., 2010). Existuji dva fenotypy Th
lymfocytd: Thl a Th2. Thl produkuji cytokiny (INFy, TNF a IL-2) namifené proti
intracelularnim patogeniim. Tvofi se pii zanétlivé odpovédi a uplatiuji se v ataku vaci
nadorove tkani. INFy ovliviiuje prezentaci MHC I. molekul a expresi nador-specifickych
antigenti na povrchu nadorovych bunék a ty se tak stavaji viditelnéjsi pro cytotoxické T
lymfocyty (Krejsek a Kopecky, 2004). Th2 produkuji cytokiny (IL-4, 5, 10, 13) namifené
proti extraceluldrnim patogenim. Tento typ vSak také pfevlada v nadoru a jeho okoli, takze
dochazi k tlumeni zanétlivé odpovédi a blokace zasahu imunitniho systému (vznik Treg

lymfocytl) (Zitvogel et al., 2008). Ob¢ formy se navzdjem inhibuji. IL-10, ktery je
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produkovan u mysi Thl, ale u lidi Thl i Th2, snizuje tvorbu cytokint dilezitych pro aktivaci
Imunitniho systému INFy, IL-12 aj. (Mestas a Hughes, 2004).

1.4.4 Charakterizace latek pouZitych v této praci k protinadorovému

ataku

Agonisté fagocytarnich receptori

Manan

Manan je polymerem sloZzenym z D-mandz pospojovanych vazbou (1,4). Dle spojeni
rozliSujeme, alfa a beta manan. Vyskytuje se na povrsich gram-negativnich bakterii a hub
kde slouzi jako PAMPs pro vazbu PRRs, ktera je zprostfedkovana sekretovanym MBL a
manodzovym receptorem na povrchu makrofagii. MBL se vaze také na D-manozy pfitomné
na prvrchu bakterii. Jelikoz vazba MBL vyzaduje, aby molekuly manézy byly ptitomny ve
veétsim mnozstvi, aby doSlo k co nejvétSimu poctu interakci s manézovymi molekulami
(Yeeprae et al., 2006) a dulezitym faktorem pro rozpoznani je rovnéz velikost ligandu
(Opanasopit et al., 2001), domnivam se na tomto zdkladg, Ze manan se z tohoto hlediska jevi
jako mnohem lepsi kandidat pro terapii. Jeho polymerni struktura (obsahuje 30-60 D-
mandzovych podjednotek) zajistuje adekvatni vazbu MBL a vysokou afinitu pro makrofagy
(Jack a Turner, 2003).

Rozpoznani cukerné struktury mananu na povrchu mikroorganizmu spousti lektinovou drdhu
komplementu. Komplementovy systém je za fyziologickych podminek udrzovan v neaktivni
formé. Aktivovan je ttemi hlavnimi cestami: klasickou, alternativni a lektinovou. Klasicka
cesta je nejcastéji aktivovana imunokomplexem (komplex antigenu a protilatky), alternativni
predevsim kontaktem s bakteridlnimi a arteficialnimi povrchy. Posledni objevena, avsak
fylogeneticky nejstarsi, je cesta lektinova. Klicovym spoustéfem lektinové drahy je vazba
MBL na cukerné struktury nachazejici se na fad¢ patogennich mikrobli a hub. Po vazbé
dochazi k fadé reakci vedouci k opsonizaci, fagfocytoze a lyze cilové bunky (Endo et al.,

2006).
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Molekuly s terminalni man6zou

Molekuly s terminalné vazanou D-mandzou jsou rozpoznavany mandzovym receptorem
(MR) makrofagt (Yeeprae et al., 2006) a rovnéz mandzu vazajicim lektinem (MBL) (Fujita
et al., 2004). Terminaln¢ vazané cukry se bézné vyskytuji v mikrobialnich glykoproteinech a
glykolipidech, ale na savc¢ich buiikach se normalné nevyskytuji (Opanasopit et al., 2001).
ProtoZze mandza je pomérné mala molekula a velikost ligandu hraje v rozpoznavani MBL
vyznamnou roli (Opanasopit et al., 2001) je nutné, aby na membrané¢ mikroba bylo
prezentovano co nejvice cukernych zbytktli, aby bylo dosazeno adekvatni afinity pro MR

makrofagt (Yeeprae et al., 2006) a sekretovaného MBL.

Beta Glukan

Glukany patii mezi ptirodni polysacharidy, jedna se o polymery glukdzy. Jednotlivé typy se
od sebe odliSuji riznou mirou aktivity. Nejaktivnéj§i z glukant je beta-1,3-D-glukan
nachazejici se v bunéénych sténach nékterych hub a kvasinek (Vétvicka et al., 2007).

Prvni zpravy o biologickych ucincich polysacharidii jsou vice nez 60 let staré. Beta glukany
specificky aktivuji receptor CR3 (Complement Receptor 3). Tento receptor se nachazi na
povrchu neutrofilii, makrofag a NK-bun¢k a patii mezi PRRs (Vétvicka et al., 2007).
Fagocytarnim receptorem pro beta glukan je Dectin-1 pfitomny na vSech zminénych
bunikach. Signalnim receptorem je TLR-2 (Beutler, 2009). Aktivace vede ke stimulaci
buniek, spusténi komplementové kaskady, tvorbé protilatek a produkci cytokint IL-1, 6 a
TNF-o.

Vliv glukant na 1é¢bu nadorovych onemocnéni prokézaly mnohé studie. Obecné plati, ze
glukany zvysuji odolnost organismu proti virovym, bakteridlnim, plistiovym a parazitarnim
onemocnénim, zvySuji obranyschopnost proti chemickym karcinogentim, stimuluji produkei
bunék kostni dien¢ a prodluzuji dobu pteziti pii vysokych davkach ozareni. Beta glukan tak
jednoznacéné predstavuje jeden z nejucinngjSich imunostimulator. Aby beta glukan ptsobil
na makrofagy dostatecné aktivacné, musi byt pfipravek ocistén od lipidl a proteind. Beta

glukan nema Zadné vedlejsi G¢inky ani neni toxicky.
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Agonisté signalnich recpetori

LPS

Lipopolysacharid (LPS) tvofi hlavni slozku cytoplazmatické membrany gram-negativnich
bakterii a predstavuje vyznamny endotoxin, na néjz organismus reaguje silnou imunitni
reakci. Jedna se o velkou molekulu slozenou z lipida a polysacharidi, které jsou navzajem
spojeny kovalentni vazbou. LPS véze rozpustny protein LBP (LPS binding protein) a tento
komplex se dale vaze na CD14 — receptor monocytl a makrofagi. LBP je vyjadien jak
Vv rozpustnych tak membranoveé vazanych formach. Receptorem pro LPS je TLR-4, ktery
vaze LPS i bez ptitomnosti CD14. Uloha CD14 spo¢iva ve vytvaieni vysoce afinniho
receptoru. Po navdzani na TLR-4 dojde k aktivaci signdlni drahy vedouci k vyrazné
stimulaci makrofagt a aktivaci B lymfocyti (Dumitru et al., 2000).

Zatimco mysSi jsou vuc¢i tomuto endotoxinu vysoce odolné, lidé jsou vici jeho ucinkiim
velice citlivi (Copeland, 2005). Uvadi se, ze mysi dokazi snést az 10 000 krat vyssi davku
LPS nez ¢lovek (Warren et al., 2010). Divodem, pro¢ mysi snaseji vysoké koncentrace LPS

je, ze u mysi je funkce proteinu TLR-4 vysoce potlacena (Beutler, 2009).

Flagelin

Flagelin je protein tvaru dutého valce, ktery je hlavni slozkou bakterialniho biciku, kde tvoii
Sroubovicova vlakna. Patii mezi PAMPs a jako takovy je rozpoznavan nespecifickou
imunitou pomoci TLR-5. Rozpoznavan je bakterialni flagelin z gram-pozitivnich i gram-

negativnich bakterii a aktivace receptoru stimuluje produkci TNF-a (Hayashi et al., 2001).

1.4.5 Strategie v nadorové terapii

Pii naSem vyzkumu jsme vychazeli z praci prof. Cui, z nichZz vypliva, Ze nespecificka
imunita je schopna bud’ Giplné zabranit vzniku nadoru a nebo 1 pokrocily nddor sama znicit a
to bez ucasti T lymfocytd (Cui et al., 2003; Hicks et al., 2006). Nadorové bunky byly
zabijeny pfedevSim neutrofily, makrofagy a NK-buitkami pficemz likvidace nadorovych

bunék byla rychld, efektivni a nedochazelo k poskozovani bun€k normélnich.
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Pti pokusech se sarkomem S180 na mySich kmene BALB/c si prof. Cui a jeho tym vSimli, Ze
u jedné z mysi se nador nerozvinul, byla vi¢i nému rezistentni. K ovéfeni tohoto pozorovani
byly mysi aplikovany dalsi dvé davky (2)(106 bun¢k S180) a kdyz se nador nerozvinul ani
tentokrat, byla davka jest¢ zvySena (2)(107 bunc¢k S180). Mys vsak ziistala zdrava a bez
nadoru. Bylo tedy zkoumano, zda se tato vlastnost pfenese i na potomky této mysi, ptipadné
1 na jiné mysi kmeny a vysledek byl pozitivni. Mutace v genu, ktera byla za rezistenci
zodpovédna, byla nazvana SR/CR (spontaneous regression/cancer resistant). Fenotyp této
mutace byl dominantni a frekvence SR/CR fenotypu ¢inila 38%. Dale bylo zjiSténo, Ze
manifestace tohoto fenotypu zavisi na véku mysi ve chvili prvni aplikace nadorovych bunék.
Ve staii 6 tydnt vSechny mysi vykazovali CR fenotyp, u zadné se nador nerozvinul, naopak
ve stari 22 tydnl vykazovaly mysi fenotyp SR, k rozvinuti nddoru doSlo, ovSem nésledovala
jeho spontanni regrese. Vysvétlenim miZze byt pokles obranyschopnosti spojeny
se zvySujicim se vékem. Mutace SR/CR dava mysim odolnost i vii¢i jinym typtim nadora.

Bunky vrozené imunity u SR/CR mysi byly schopny nalézt nddorové bunky a znicit je.
Buiky normalnich mysi tuto schopnost nemaji. Zkusili jsme proto prostfednictvim vazby
PAMPs na povrch nadorovych buiiek iniciovat odpovéd’ zprostiedkovanou bunikami

nespecifické imunity nesoucim na svém povrchu PRRs.

1.5 Charakteristika pritokové cytometrie

Priitokova cytometrie je moderni analytickd metoda schopna rychlého simultanniho méfeni
vice parametrli jednotlivych ¢astic v suspenzi a analyzy jejich fyzikdlnich (optickych) a
chemickych (fluorescencnich) vlastnosti béhem prichodu laserovym paprskem. Ziskané
informace jsou tedy jak kvalitativniho tak kvantitativniho charakteru (Roubalova, 2012).
Pouzivani prutokové cytometrie v Klinickych laboratofich v poslednich deseti letech znacné
vzrostlo a v dnesni dob¢ tato metoda poskytuje velice dulezité tdaje. Naléza uplatnéni ve
véde¢ a vyzkumu (imunofenotypizace, DNA/RNA analyza aj.) stejné jako v medicin¢ a to
zejména v klinické imunologii, laboratorni hematologii a klinické onkologii. V posledni
dobé je vyuzivana také pro odhaleni a screening genetickych chorob (Rahman, 2006; Virgo
et al., 2012). My jsme vyuzili schopnosti multiparametrického meéfeni pro analyzu
jednotlivych subpopulaci leukocyti metodou imunofenotypizace - rozliseni jednotlivych
subpopulaci v suspenzi bun¢k a jejich vizualizace pomoci fluorescencné¢ znacenych

monoklonalnich protilatek (MoADbs).
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Cile prace:

Optimalizovat pouziti mandzy kotvené na nadorové bunky pro dosazeni

maximalniho terapeutického ti¢inku. K tomu studovat:

- rizné zpiusoby kotveni

- synergii s agonisty signalnich receptorti

- ruzné aplikacni rezimy

- moznost dalsiho zesileni uc¢inku aplikaci beta glukanu

- moznost ndhrady LPS flagelinem

Pomoci priutokové cytometrie z analyzovat zanétlivy infiltrdt a zmény na bunécné

urovni v priabéhu nadorové terapie.
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3.1

3.2

Material a metody

Chemikalie pouZité v experimentech

RPMI 1640 (Sigma-Aldrich)

Fetal calf serum (FCS) (Sigma-Aldrich)

Antibiotic/ Antimycotic Mixture (PLL)

Manéza (Sigma-Aldrich)

Manéza (G)s-(K)10-STE (Schafer-N)

Manan - Saccharomyces cerevisiae (Sigma-Aldrich)

LPS - lipopolysacharid z Escherichia coli (Sigma-Aldrich)

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

BAM - Biocompatible Anchor for cell Membrane, Mw 4000 (NOF Corporation)
DOPE - N-(Succinimidyloxy-glutaryl)-L-a-phosphatidylethanolamine, Dioleoyl
(NOF Corporation)

TCEP - Tris(2-carboxyethyl)phosphine hydrochloride (Sigma-Aldrich)

Beta glukan - Beta-1,3-D glucan (Transfer Point)

Flagelin (Invitrogen)

Laboratorni zvirata

Jako experimentalni zvifata byly pouzity samice inbrednich mysi kmene C57BL/6N, SPF

(special pathogen free), chov (Charles River Laboratories). V dobé zahajeni terapie byly

mysi osm tydnt staré a vazily 18-20g. Byly chovany ve sterilnich boxech, za standardnich

podminek ve zvéfinci Parazitologického ustavu Biologického centra AV CR v Ceskych

Budéjovicich. K vodé 1 potravé (standartni komeréni granulovand smés) mély pfistup 24h

denné¢, byly chovany pfi fotoperiodé 12/12.

3.3

Kultivace a transplantace melanomu B16-F10

Ve vSech pokusech byly pouzity nadorové burniky z bunéc¢né linie melanomu B16-F10

obdrzené darem od prof. Rihové z Mikrobiologického tistavu AV CR v Praze. Jejich
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kultivace probihala v RPMI 1640, dale jen RPMI, s 10% fetalniho bovinniho séra (FCS),
antibiotiky, glutaminem a merkaptoetanolem, v termostatu pti 37°C, v atmosféte nasycené
vodnimi parami s obsahem 5% oxidu uhli¢itého.

Poté co bunky melanomu narostly v dostate¢ném mnozstvi, bylo slito kultivacni médium a
bunky byly tiikrat proplachnuty sterilnim pufrovanym fyziologickym roztokem (PBS,
Phospate Buffered Saline). Nasledovalo kratké promyti trypsiniza¢ni smési (0,02% trypsin,
0,02% EDTA v PBS) a jejimu ptidani v objemu 0,5 ml k buiikdm. Po nékolika minutové
inkubaci v termostatu pii 37°C doslo k odpoutani adherovanych bunék, nacez k nim bylo
piidano 5 ml RPMI s 10% FCS ¢imz se zainhiboval trypsin. Nasledovala centrifugace
10min/150G/4°C, promyti bun¢k v RPMI bez séra, rozsuspendovani v 5 ml RPMI, smichani
s trypanonovou modti (1:1) a spocitani bun€k v Biirkerové komirce. Vysledna koncentrace
bunék byla upravena na 4 miliony/ ml RPMI.

Transplantace melanomu mysim byla provddéna vzdy po dosazeni osmi tydnt. Pred
samotnou transplantaci byly mysi oholeny na zadech v pravo a v piipad¢ experimentt, kdy
byly méfeny teploty také v levo. Do oholeného mista v pravé ¢asti zad bylo aplikovano s. C.
(podkozng) 400 000 bun¢k melanomu v 0,1 ml RPMI bez séra.

3.4 Meéreni velikosti nadora

Velikost nadori byla métena kaliperem kazdy druhy den. Objem nadorové masy byl
vypocitan pomoci vzorce: V = % X A X B? kde A je nejvétsi rozmér nadoru (jeho délka) a B

nejmensi (vySka) (Inaba et al., 1986).
3.5 Redukce nadorového rustu vuci kontrole

Nejprve se vypoctou aktudlni redukce nddorového ristu (v %) ve dnech 4,6,8,10,12 a 14 po

zahdjeni terapie dle vzorce:

(priamérny objem naddorid v kontrolni skupiné - primérny objem nadoru v léCené skupiné) x 100

primérny objem nadora v kontrolni skupiné

Ze vsech Sesti hodnot se vypocte primérna hodnota a vyjadii se opét v procentech, ziska se

tak hodnota ,,redukce nadorového rustu vici kontrole®.
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3.6 Méreni teploty nadori

Mg¢éfeni teploty bylo provadéno obden pouze u prvniho experimentu. U kazdé mysi byly
zaznamenavany teploty dve¢. Teplota nadoru na pravé strané zad a teplota levého boku.
Hodnota naméfené teploty nadoru byla nasledné porovnavana s povrchovou teplotou téla
myS$i. Kméfeni byl pouzit bezdotykovy teplomér uréeny pro hlodavce (IR Rodent
Thermometer 153 IRB, Bioseb). Teplomér se piikladal na vzdalenost 2 mm od méfeného

mista.

3.7 Pocitani plicnich metastaz

Plicni metastazy byly vyhodnocovany pouze v prvnim experimentu. Odebrané plice byly
vlozeny do 4 % formaldehydu, kde byly ponechany, aby zesvétlaly a detekce metastdz byla
snadngjsi. Nasledné prohlizeni plic a pocitani metastdz (vypadaji jako Cerné tecky) bylo

provadéno pod binolupou metodou podle Vétvicky (Vétvicka et al., 2007).

3.8 Vysledna analyza dat

Ziskana data byla statisticky vyhodnocena pomoci oboustranného dvouvybérového
Studentova t-testu pro vybéry s riznym rozptylem v programu Microsoft Excel. V tomto
programu byly také vytvofeny grafy. Pro vyhodnoceni piezivani mySi byl pouzit program

MedCalc a test Kaplan-Meier.

3.9 Priprava roztoku a nasledna syntéza latek pouzivanych pro terapie

= Aminace mananu
Aminovany manan byl ziskan reduk¢éni aminaci mananu metodou dle Torosantucci
(Torosantucci et al., 2005). Roztok mananu v prostiedi octanu amonného byl redukovan
kyanoborohydridem sodnym po dobu péti dnti pii pH 7,5 a 50 °C. Nésledovala dialyza ve
sttevé MWCO 3500 proti PBS pfi 4 °C pfes noc za stdlého michani.
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* Priprava manan-BAM a manan-DOPE
Navazani molekuly BAM (DOPE) na aminoskupinu mananu bylo provedeno pii pH 7,3
metodou podle Kato (Kato et al., 2004). Béhem jedné hodiny pfi pokojové teploté doslo k
reakci skupiny NHS, vazané na BAM (DOPE) s aminoskupinou aminovaného mananu.

Ziskané roztoky latek v PBS byly uchovavany pfi - 20°C az do doby pouziti.

*» Priprava manan-SMCC
Podle firemnich navodd (Thermo Scientific, Pierce Protein Biology Products) podobnym
zptisobem jako v pifedchozi metod¢ zreagovala v prostiedi PBS NHS skupina SMCC s
aminoskupinou aminovaného mananu. Pro navazani ligandi s SMCC na nadorové bunky
bylo nejprve tieba zajistit existenci vazebnych —SH skupin. Toho bylo dosazeno obdobné
jako u in vitro experimentd (Christiaansen et al., 1984) redukci cystinti a to pomoci TCEP,
jehoz roztok v PBS o 50 mM koncentraci (50 pl) byl aplikovan intratumoralné (i. t.) 1 h pred

aplikaci roztoku manan-SMCC.

3.10 Schéma jednotlivych terapii

Pro vSechny provadéné experimenty bylo spole¢né: pouziti samic mysi kmene C57BL/6N,
kterym bylo ve stafi 8 tydnu s.c. aplikovano 400 000 bunék melanomu B16-F10. Dvanacty
den po transplantaci melanomu byly zméfeny objemy nador a mysi byly randomizovany do
skupin. V tento den byla zapocata terapie, pfi¢emz od jejiho pocatku byly mysi chovany

jednotlivé v boxech. Piislusné terapeutické roztoky byly podavany i.t. v objemu 50pl.

3.10.1 Pouziti molekul S terminalné vazanou mandzou, za vyuZiti spaceru

a kotveni v membrané, pro terapii melanomu B16-F10

V tomto pokusu bylo pouzito 24 mysi, které byly randomizovany po 6 do 4 skupin. Veskeré
informace o typu mysi, aplikovanych buikach, zpusobu randomizace atd. viz podkapitola
3.10. Terapie byla zahajena v ¢ase 0, kdy byla my$im zméfena nejprve teplota nadoru a poté
povrchova teplota téla. Poté byla zmétena velikost nddort a nasledné aplikovany roztoky,
které jsou uvedeny nize. Teplota byla méfena po celou dobu terapie od jejiho pocatku

nejdiive v intervalech po 6,12 a 24 hodinach a nasledné pak obden tedy v intervalu 2,4,6,8,
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10,12,14. Terapeutické roztoky byly aplikovany obden (celkem 6x) do 10 dne. Dvanacty a
¢trnacty den byly méfeny pouze teploty a velikosti nadorti. Po skonceni terapie byly

analyzovanym myS$im odebrany plice, na kterych byly spoé¢itany metastazy.

Skupiny:

. LPS (0,5 mg/ml PBS) (6 mysi)

[1. 3 mM manosa (G)s-(K)10-STE v PBS (6 mysi)

I11. 3 mM manosa (G)s-(K)10-STE in LPS (0,5 mg/ml) v PBS (6 mysi)
IV. PBS: (6 mysi)

3.10.2Terapie melanomu pomoci pulzni aplikace smési manan-BAM s LPS

V tomto pokusu bylo pouzito 10 mysi, které byly randomizovany po 5 do 2 skupin. Pulzni
terapie spocivala v i.t. aplikaci terapeutické smési resp. PBS ve dnech 0,1,2,....8,9,10,

....16,17,18,....24,25,26.

Skupiny:
I. 0,2 MM manan-BAM in LPS (0,5 mg/ml PBS) (5 mysi)
II. PBS (5 mysi)

3.10.3 Terapie melanomu pomoci mananu kovalentné vazaného

prostiednictvim SMCC, FeSeni otazky synergie s LPS

V tomto pokusu bylo pouzito 24 mysi, které byly randomizovany po 6 do 4 skupin. Terapie
byla zahajena v ¢ase 0, kdy byl vSem skupindm kromé kontrolni nejprve aplikovan i. t.
roztok R (50 mikrolitri 50 mM roztoku TCEP v PBS). Po uplynuti 1 hodiny byly podany
roztoky terapeutické. Skupiny byly léCeny pulzni terapii v intervalu 0,1,2. Po skonceni

terapie byly mySim déle méteny pouze nadory a bylo zaznamenéavano pfeziti.

Skupiny:

. LPS (0,5 mg/ml PBS)/ R (6 mysi)

I1. 0,2 mM manan-SMCC/ R (6 mysi)

[11. 0,2 MM manan-SMCC in LPS (0,5 mg/ml PBS)/ R (6 mysi)
IV. PBS (6 mys3i)
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3.10.4 Vyuziti beta glukanu k podpoieni terapie zaloZené na kombinaci
manan-BAM/ LPS, pokus o nahradu LPS flagelinem

V tomto pokusu bylo pouzito 20 mysi, které byly randomizovany po 5 do 4 skupin. Terapie
byla zahajena v Case (0). VSem skupinam byly i.t. aplikovany terapeutické roztoky
Vv intervalu 0,1,2 hodiny, nasledujici den (1) byl interval 0,1 hodiny a den poté (2) byly
roztoky aplikovany pouze v ¢ase 0 hodin. Skupina II. navic dostavala 1x denné peroralné
suspenzi beta glukanu od pocéatku terapie po dobu 6 dni (3 mg beta-glukanu v 50

mikrolitrech vody).

Skupiny:

I. 0,2 MM manan-BAM in LPS (0,5 mg/ml PBS) (5 mysi)

I1. 0,2 mM manan-BAM in LPS (0,5 mg/ml PBS) / beta glukan (5 mysi)
I11. 0,2 mM manan-BAM/ in flagelin (5ug/ml PBS) (5 mysi)

IV. PBS (5 mysi)

3.10.5 Vyhodnoceni pritomnosti jednotlivych subpopulaci leukocyti

pomoci prutokové cytometrie v melanomu ovlivnéném terapii

V tomto pokusu bylo pouzito 39 mysi, které¢ byly randomizovany po 9 do 4 skupin. V case
Oh byly mysim i.t. aplikovany terapeutické roztoky, Které jsou uvedeny nize a poté
v intervalech po 12,24 a 48h byly vzdy z kazdé skupiny odebrany 3 mysi, byly jim zmé&feny
a poté vypitvany nadory. Jako negativni kontrola slouZily 3 mysi, které byly analyzovany

v Case Oh a kterym nebylo aplikovano nic.

Skupiny:

I. LPS (0,5 mg/ml PBS) (9 mysi)

I1. 0,2 mM manan-BAM v PBS (9 mysi)

I11. 0,2 mM Manan-BAM in LPS (0,5 mg/ml PBS) (9 mysi)
IV. PBS (9 mysi)
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3.10.5.1 Metodicky postup experimentu

3.10.5.1.1 Odebirani nadoru

Vzdy v ptislusném casovém intervalu (Oh, 12h, 24h, 48h) byl usmrcen dany pocet mysi,
kterym byly odebrany nadory. Nadory byly dale zpracovany podle nésledujiciho

metodického postupu.

Pouzité zasobni/ pracovni roztoky:
= RPMI 1640 (Sigma-Aldrich)
= PBS(pH=7,3-7,4)
= LiberaseDL (c=5 mg/ml)/ (0,33 mg/ml) (Roche Diagnostics)
= DNasel (c=10 mg/ml)/ (0,2 mg/ml) (Roche Diagnostics)

Zpracovani naddoru:

Odebrany nador byl rozstiihan a vlozen do 1 ml sterilniho RPMI s Liberase DL (0,33
mg/ml) a DNase | (0,2 mg/ml). Poté byl uloZen na led a nasledné inkubovan 1 hod pii 37 °C
za mirné¢ho tfepani. Po inkubaci byly vzorky zcentrifugovany 10min/160g/4°C, pelet byl
nafedén v PBS a homogenizovan pres sterilni sitko (70um, BD Bioscience). Homogenat byl
poté promyt ve velkém objemu PBS centrifugaci 10min/160g/4°C. Pelet byl nasledné
nafedén PBS na 0,5 ml. Tento postup byl spolecny pro vSechny odebrané nadory. Vzorky
byly poté pieneseny do 96 jamkového mikrotitratniho panelu s kulatym dnem (Corning

Incorporated) v objemu 10ul/jamka a pouzity k analyze pomoci pratokového cytometru.

3.10.5.1.2 Analyza pomoci priitokového cytometru

K suspenzi bunék ptitomnych v nddoru (viz ptedchozi bod) byly pfidany fluorescencné
znacené MoAbs specificky reagujici s definovanymi membranovymi receptory jednotlivych

leukocytarnich subpopulaci (viz. Tab. | a Il). Postup zpracovani vzorki byl nasledujici.
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Pouzité zasobni, pracovni roztoky a chemikalie:
= PBS
= fluorescencné znacené MoAbs proti specifickym receptoriim leukocytarnich
subpopulaci (eBioscience)
» fluorescencné znacené kalibrac¢ni kulicky (CountBright Absolute Counting Beads,

0,52 x 10°/50 pl, Invitrogen)

Metodika:

Ke vzorkim bylo piidano 10 ul v PBS prediedénych MoAbs (10 upl/ jamka) a bylo
provedeno srovnani s negativni kontrolou a to pro kazdy vzorek nadoru, aby byla vyloucena
moznost nespecifického navazdni MoAbs na povrch bunék. Vzorky byly inkubovany po
dobu 20 min pii 4°C a poté promyty v PBS (150 ul) centrifugaci 2min/160g/4°C. K peletu
bylo doplnéno 140 pl PBS a 10 ul kalibra¢nich kuli¢ek a to ke vS§em vzorkim. Mikrotitra¢ni
panel byl vloZzen do automatického podavace vzorki (HTS) a jednotlivé subpopulace
leukocytli byly méfeny pritokovym cytometrem (BD FACSCantoll flow cytometer, BD
Biosciences, USA) pomoci dvou laseri, modrého a ¢erveného, jejichz zafeni vyvolavalo
excitaci fluorochromu na znacenych MoAbs navazanych na specifické molekuly na povrchu
bun¢k. Kontrola fluorescencné znacenych MoAbs byla provedena pii kazdé analyze na
vzorku splenocytii ziskanych ze sleziny experimentalni mysSi ze skupiny IV, jiZz bylo

aplikovéano PBS.

Excitacni a emisni vlnové délky pouzitych fluorescenéné zna¢enych MOADbS a nastaveni
prutokového cytometru je uvedeno v tabulkach (Tab. Il a IV). Naméfena data byla
analyzovana v softwaru BD FACSDiva verze 6.1.3. Analyza vzorkt byla nastavena tak, aby
bylo zaznamendvano vzdy 20 000 udalosti. Absolutni mnozstvi bunék bylo uréeno pomoci
fluorescenéné znacenych kalibracnich kulicek. Absolutni pocty bunék v ptivodnim vzorku
byly poté piepocitany na 1mm? nadorové tkané a s témito hodnotami bylo déle pracovéano pfi

tvorbé grafii.
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Tab. I: MoADs pouzité pti znaceni €. I leukocytarnich subpopulaci.

znaceni ¢. 1 v ix s
redéni

specificka fluorescencné znacend MoAb

leukocyty

anti-Mouse CD45 PerCP-Cy5.5; clone 30-F11; 0,2 mg/ml | 200x

T-lymfocyty

anti-Mouse CD3e FITC; clone 145-2C11; 0,5 mg/mi \ 100x

CD4+ T-lymfocyty

anti-Mouse CD4 APC; clone GK1,5; 0,2 mg/ml | 100x

CD8+ T-lymfocyty

anti-Mouse CD8a PE-Cy7; clone 53-6.7; 0,2 mg/ml \ 100x

NK buiiky

anti-Mouse NK1.1 PE; clone PK136; 0,2 mg/mi | 100x

Tab. I1: MoADbs pouzité pti znaceni €. I leukocytarnich subpopulaci.

znaceni ¢. 11 v x s
redéni

specificka fluorescencné znacena MoAb

leukocyty

anti-Mouse CD45 PerCP-Cy5.5; clone 30-F11; 0,2 mg/ml \ 200x

T-lymfocyty

anti-Mouse CD3e FITC; clone 145-2C11; 0,5 mg/mi | 100x

granulocyty

anti-Mouse Ly-6G (Gr-1) Alexa Fluor 700; clone RB6-8C5; 0,2 mg/ml ’ 100x

B-lymfocyty

anti-Mouse CD19 APC,; clone eBiol1D3; 0,2 mg/ml \ 100x
monocyty/makrofagy

anti-Mouse F4/80 PE-Cy7; clone BMS8; 0,2 mg/ml | 100x
Tab. 111: Vinové délky excitace a emise fluorescenéné znacenych MoAbs.
fluorescen¢ni znaceni | excitace (nm) emise (nm) laser
PerCP-Cy5.5 488 690 modry
FITC 488 518 modry
PE 488 575 modry
PE-Cy7 488 760 modry
APC 633 660 cerveny
Alexa Fluor 700 633 723 cerveny
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Tab. 1V: Nastaveni prutokového cytometru pouzité pro méfeni vzorkd.

nastaveni laseri nastaveni HTS

Window Extension 2,0 Sample Flow Rate 1,0
FSC Area Scaling 0,8 Sample Volume (ul) 50,0
Laser Delay Blue 0,0 Mixing Volume (ul) 100,0
Laser Delay Red 30,0 Mixing Speed 100,0
Area Scaling Blue 0,8 Number of Mixes 3,0
Area Scaling Red 1,3 Wash Volume (ul) 400,0
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4 Vysledky

4.1 Pouziti molekul s terminalné vazanou mano6zou, za vyuZiti spaceru a

kotveni v membrané, pro terapii melanomu B16-F10

V tomto experimentu byl sledovan vliv LPS, roztoku manoza (G)s-(K)1c—STE v PBS a jejich
soucasného pusobeni na inhibici rastu melanomu. Vliv 1é¢by na redukci nadorového ristu
udava Obr. 6. Samotné LPS pulsobilo velmi vyrazné sniZzeni nadorového ristu, které bylo
statisticky vyznamné po celou dobu terapie. Molekula manéza-(G)s-(K)10-STE vyuziva 5
molekul glycinu jako spacer, 10 lysind pro nabojovou interakci se zaporn¢ nabitymi
nadorovymi buiikami a kyselinu stearovou pro ukotveni se v membrané nédorové bunky.
Efekt byl opét velmi vyrazny, avSak redukujici G¢inek byl nizsi nez u LPS. Bylo dosazeno
statisticky vyznamnych hodnot v celé délce terapie vyjma 10. dne. Kombinace obou latek uz
takové vysledky nepfinesla, nedoslo ani k aditivit¢ ani synergii a od 10. dne terapie zacal
sldbnout vliv na inhibici nddorového ristu. Nicméné i1 tady bylo dosazeno statistickych

vyznamnosti v redukci ristu nadort oproti kontrole.

@l |l Olll, mv.

objem nadori (mm?)

pocet dni terapie

Obr. 6: Vliv 1é¢by na redukci nadorového ristu. | - LPS, Il - manéza-(G)s-(K)10-STE, Il -
LPS v kombinaci s manéza-(G)s-(K)10-STE, IV — kontrola (PBS).

* P <0,05 vztazeno ke kontrole (IV), ** P < 0,01 vztazeno ke kontrole (1V)
*** P < (0,005 vztazeno ke kontrole (IV), ***** P <(0,0005 vztazeno ke kontrole (IV)
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Grafy na Obr. 7 a 8 ukazuji vyvoj teplot u mysi v pribéhu terapie. Tmavsi barvou (velkym
pismenem) je oznacena teplota nddoru zatimco svétlejsi barva (malé pismeno) udava
povrchovou (kontrolni) teplotu téla mysi. Skupina (A,a) odpovida skupiné 1., (B,b) skupiné
IL., (C,c) skuping III., (D,d) skupiné I'V.
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Obr. 7: Vliv 1é¢by na prumérnou teplotu mysi vV prvnich 24 hodinach. Skupina (A, a) - LPS,
(B, b) - manodza-(G)s-(K)10-STE, (C, ¢) - LPS v kombinaci s manoéza-(G)s-(K)1-STE, (D, d)
— kontrola (PBS).
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Teplota nadorti byla vzdy nizsi, nez jakou méla kontrolni mista. Ze srovnéni teplot naddoru a
téla mysi vici méfeni u kontrolnich mysi vyplyva, Ze existuji tyto statisticky vyznamné
rozdily: ve 4. dni terapie u skupiny B, 8. den u skupiny C, 10. den u skupin A, C a 14. den u
skupiny a. Celkovy trend teplot byl klesajici. Je zfejmé, Ze teploty neodrazeji zadnym

zpusobem ani zplsob, ani prub¢h terapie.
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Obr. 8: Vliv 1é¢by na primérnou teplotu mysi v pribehu celé terapie. Skupina (A, a) - LPS,
(B, b) - mandza-(G)s-(K)10-STE, (C, ¢) - LPS v kombinaci s manéza-(G)s-(K)10-STE, (D, d)
— kontrola (PBS).

* P <0,05 vztazeno ke kontrole (D), ** P < 0,01 vztazeno ke kontrole (D)
*** P < 0,005 vztazeno ke kontrole (D), © P < 0,05 vztazeno ke kontrole (d)
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Nasledujici dva grafy demonstruji schopnost roztoku manéza (G)s-(K)10-STE v PBS tplné
potlacit metastazovani maligniho melanomu. Graf na Obr. 9 zobrazuje primérny vyskyt
plicnich metastaz u jednotlivych skupin mysi. Graf na Obr. 10 zobrazuje, u kolika procent

mysi v jednotlivych skupinach se objevily plicni metastazy.
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Obr. 9: Priméry pocet plicnich metastaz zjistény u mysi. | - LPS, Il - manéza-(G)s-(K)1o-

STE, Il - LPS v kombinaci s manéza-(G)s-(K)10-STE, IV — kontrola (PBS).
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Obr. 10: Procentualni zastoupeni mysi s plicnimi metastazami. | - LPS, Il - manéza-(G)s-

(K)10-STE, Ill - LPS v kombinaci s manéza-(G)s-(K)10-STE, IV — kontrola (PBS).
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4.2  Terapie melanomu pomoci pulzni aplikace smési manan-BAM s LPS

Jak vyplyva z Obr. 11, pulzni terapie smési mananu a LPS vyvolala velmi vyraznou redukci
nadorového ristu. V Ié¢ené skupiné bylo dosazeno statisticky vyznamného prodlouzeni

zivota (viz. Obr. 12).
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Obr. 11: Vliv 1é¢by na redukci nadorového ristu. I - manan-BAM in LPS, Il — kontrola
(PBS).

* P <0,05 vztazeno ke kontrole (1), **** P < 0,001 vztaZzeno ke kontrole (IT)
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Z hlediska pfeziti bylo dosazeno statisticky vyznamného prodlouzeni a 4 myS$i z 5 navic

ptezily hranici 100 dni. Pteziti bylo zaznamenavano od aplikace bunék melanomu.
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Obr. 12: Vliv 1é¢by na prodlouzeni pieziti. I - manan-BAM in LPS, Il — kontrola (PBS).
*** P <(,005 vztazeno ke kontrole (II)
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4.3 Terapie melanomu pomoci mananu kovalentné vazaného

prostiednictvim SMCC, FeSeni otazky synergie s LPS

Jak vyplyva z Obr. 13, samotné LPS aplikované do melanomii piedredukovanych roztokem
R vyvolalo nevyraznou redukci nddorového rtstu. Manan-SMCC rovnéz aplikovany do
nadorovych bunék predredukovanych roztokem R piisobil az do 8. dne terapie srovnatelné
s LPS/ R, poté vsak zacal nadorovy rist redukovat do té miry, Ze az do konce terapie byl
jeho ucinek statisticky vyznamny. Velmi vyrazné se projevila synergie pii kombinaci obou
latek, ktera zpisobila statisticky vyznamnou inhibici nadorového ristu v pribéhu celé

terapie.
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Obr. 13: Vliv 1é¢by na redukci nadorového ristu. | - LPS/ R, 1l - manan-SMCC/ R, I -
manan-SMCC in LPS/ R, IV — kontrola (PBS).

* P <0,05 vztazeno ke kontrole (IV), ** P < 0,01 vztazeno ke kontrole (1V)
*** P <0,005 vztazeno ke kontrole (IV), ***** P <(0,0005 vztazeno ke kontrole (IV)
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Z hlediska prodlouzeni pteziti se terapie ukazala jako neucinna (Obr. 14).
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Obr. 14: Vliv lé¢by na prodlouzeni pieziti. | - LPS/ R, 1l - manan-SMCC/ R, Il - manan-
SMCC in LPS/ R, IV — kontrola (PBS).

Tento experiment jsme opakovali s tim, Ze byly ménény rezimy aplikace terapeutické smési.

Vysledek je uveden v tabulce Tab. V. Jeji prvni fadek obsahuje pro srovnani data z vyse

uvedeného experimentu.

Tab. V: Terapie melanomti pomoci mananu kovalentné vazaného na nadorové bunky.

Zpusob terapie Redukce | Statisticka Pocet mysi, u Preziti
nadorové | vyznamnost | kterych doslo k | 100 dni
ho ristu | prodlouZeni | pFechodnému od

vici preziti viici vymizeni aplikace
kontrole kontrole melanomu bunék

0,2 mM manan-SMCC in LPS (0,5

mg/ml) (pfedredukovani), aplikace v 92,6 % ne 3 (60 %) 0 (0 %)

den 0,1,2

0,2 mM manan-SMCC in LPS (0,5

mg/ml) (pfedredukovani), aplikace v 98,3 % ne 5 (100 %) 0 (0 %)

den 0,1,2,8,9,10

0,2 mM manan-SMCC in LPS (0,5 blizké,

mg/ml) (pfedredukovani), aplikace v 97,6 % P=0,051 5 (100 %) 1 (20 %)

den 0,1,2,8,9,10,16,17,18,24,25,26

0,2 mM manan-SMCC + LPS (0,5

mg /ml) (pfedredukovani), aplikace v | 98,3 % ne 4 (80 %) 0 (0 %)

den 0,2,4,6,8,10

48




4.4 Vyuziti beta glukanu k podporeni terapie zaloZené na kombinaci
manan-BAM/ LPS, pokus o nahradu LPS flagelinem

Jak vyplyva z Obr. 15, beta glukanem se nepodafilo zvysit Gi¢innost terapie, ktera byla i bez
jeho pouziti velmi vysoka. Rovnéz se ukazalo, ze flagelin neni mozno pouzit jako nahradu za

LPS, alespon ne v tomto uspotradani experimentu.

al. all. @[l mv.
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Obr. 15: Vliv 1é¢by na redukci nadorového rastu. | - manan-BAM in LPS, Il - manan-BAM
in LPS/ beta glukan, 111 - manan-BAM/ flagelin, IV — kontrola (PBS).
* P <0,05 vztazeno ke kontrole (IV), ** P < 0,01 vztazeno ke kontrole (1V)
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Manan-BAM in LPS a manan-BAM in LPS/ beta glukan pusobily srovnatelné i z hlediska
dlouhodobého prodlouzeni preziti (viz Obr. 16). Z kazdé ze skupin vzdy jedna mys ptezila

hranici 100 dni. Terapie manan-BAM/ flagelin se i na urovni vlivu na pfeziti ukazala jako

neucinna.
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Obr. 16: Vliv 1é¢by na prodlouzeni preziti. | - manan-BAM in LPS, Il - manan-BAM in
LPS/ beta glukan, 111 - manan-BAM/ flagelin, IV — kontrola (PBS).
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45 Vyhodnoceni pritomnosti jednotlivych subpopulaci leukocyti

pomoci prutokové cytometrie v melanomu ovlivnéném terapii

V tomto experimentu byl sledovan objem nadort a mira infiltrace melanomu leukocyty. Vliv
1é¢by na redukci nadorového ristu udava Obr. 17. Obr. 18-25 znazorfuji mnozstvi
infiltrovanych bunék. Zkoumany byly granulocyty, monocyty/ makrofagy, NK-bunky, T
lymfocyty — Tc a Th a B lymfocyty.
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Obr. 17: Vliv 1é¢by na redukci nadorového ristu. | - LPS, 1l - manan-BAM, |1l - manan-

BAM in LPS, IV — kontrola (PBS).
** P <(,01 vztazeno ke kontrole (1V)
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Obr. 18 ukazuje mnozstvi leukocyti (CD45+ bungk) ptitomnych v nadorové tkani.
Z obrazku je jasn¢ vidét, ze leukocyty migrovaly do nadorid kontrolni skupiny pouze
v prvnich 24h diky zanétlivé odpovédi, kterou vyvolalo i.t. podani PBS (traumatizace
vpichem). Po jejim odeznéni, mnozstvi leukocyti zacalo klesat. Naopak u 1é¢enych skupin,
zejména téch, které obsahovaly LPS, podani terapeutickych roztoki vedlo k infiltraci
leukocytarnich bunék, které je nejvice patrné ve 48h, kdy skupina, jiz bylo podavano LPS,
dosahla statistické vyznamnosti rozdilu oproti kontrole. Mezi skupinou, kde bylo podavano

LPS a LPS s manan-BAM nebyly zaznamenany zasadnéjsi rozdily.
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Obr. 18: Vliv 1é¢by na infiltraci CD45+ bun¢k do melanomu. I - LPS, Il - manan-BAM, 11l -
manan-BAM in LPS, IV — kontrola (PBS).
* P <0,05 vztazeno ke kontrole (IV)
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Na Obr. 19 je znazornéno mnozstvi granulocyti (GR1+ bunék nesoucim na svém povrchu
receptor GR1 a leukocytarni CD45) ptitomnych v nadorové tkani. V prvnich 24h byla
migrace bun¢k jako odpoveéd na terapie u vSech skupin téméf stejnd. Vyrazny rozdil je ale
patrny po uplynuti 48h. LPS a jeho kombinace s manan-BAM plisobily jako vyrazny stimul
pro migraci granulocytii do nadorti. U samotného manan-BAM doslo po pfechodné infitraci
k poklesu. Co se tyce kontrolni skupiny, doslo rovnéz k prechodné infiltraci. Rozdily mezi
obéma skupinami s LPS nebyly vyrazné. Ze srovnani Obr. 18 a 19 vyplyva, Ze mohutna
leukocytarni infiltrace vyvolana predev§im pfitomnosti LPS byla z velké miry dana

granulocytarni infiltraci.
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Obr. 19: Vliv 1é¢by na infiltraci GR1+ bun¢k do melanomu. I - LPS, Il - manan-BAM, Il -
manan-BAM in LPS, IV — kontrola (PBS).
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Z Obr. 20 vyplyva, ze monocyty/makrofagy (F4/80+ bunky nesouci na svém povrchu
receptor F4/80 a leukocytarni CD45) zacaly do nadord vyrazné migrovat po uplynuti 24h.
Jejich infiltrace nebyla tak pocetné vyrazna, jako tomu bylo u granulocyta (5-9000 oproti 10
— 19000). Po 48h je ale vidét pokles, ktery je nejvice patrny u LPS a jeho kombinace
s manan-BAM. Naopak u kontrolni skupiny méla jejich pfitomnost stoupajici trend. Tento

infiltrat mél u obou skupin s LPS srovnatelnou dynamiku.
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Obr. 20: Vliv 1é¢by na infiltraci F4/80+ bun€k do melanomu. I - LPS, 1l - manan-BAM, Il -
manan-BAM in LPS, IV — kontrola (PBS).
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Na Obr. 21 je znazornéna infiltrace nadoru NK-bunikami (CD161+ buiiky nesouci na svém
povrchu receptor CD161 a leukocytarni CDA45). Nejvyraznéji NK-buiky do nadora
migrovaly pii terapii manan-BAM. U jeho kombinace s LPS doslo k pfechodnému zvyseni
ve 24h. Pfi podani samotného LPS k zddné vyrazné infiltraci nadoru nedoslo. U kontrolni
skupiny méla jejich pfitomnost stoupajici trend, ktery byl vyssi neZz u makrofagi. Celkovy
narust infilrace NK-bunikami béhem 48 hodin svéd¢i o jejich roli v protinadorovém

pusobeni.
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Obr. 21: Vliv lé¢by na infiltraci CD161+ bunék do melanomu. I - LPS, Il - manan-BAM, I11
- manan-BAM in LPS, IV — kontrola (PBS).
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Obr. 22 ukazuje infiltraci nadorti lymfocyty (CD3+ bunky nesouci na svém povrchu receptor
CD3 a leukocytarni CD45). Jejich pfitomnost v nadorové tkani ve srovnani s bunikami
nespecifické imunity je zvlasté v prvnich 24h vyrazné nizsi. Svédci to o nutnosti nejprve se
z aktivovat, tedy rozpoznat antigeny prezentované antigen prezentujicimi buiitkami. Ve 48h
jejich mnozstvi stoupé a naprosto zasadni vzestup je patrny u LPS, kde se jejich pocet béhem
24h zdvacetinasobil a dosahl statistické vyznamnosti. Té bylo také dosazeno pfi srovnani

LPS a mannan-BAM/ LPS. U kontrolni skupiny je patrny mirny vzestup az ve 48h.
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Obr. 22: Vliv 1é¢by na infiltraci CD3+ bunék do melanomu. I - LPS, Il - manan-BAM, III -
manan-BAM in LPS, IV — kontrola (PBS).
*Hx*k P <0,001 vztazeno ke kontrole (IV), © P < 0,05 vztazeno k LPS (1)

56



Na Obr. 23 je znazornéna infiltrace nadort Th lymfocyty (CD4+ buiikami nesoucimi na
svém povrchu receptor CD4, lymfocytarni CD3 a leukocytarni CD45). Jejich migrace do

nadoroveé tkan¢ zacina vyraznéji stoupat az po 48h, pfi¢emz zdaleka nejvyraznégjsi je u LPS,

kde doslo béhem 24h k desetinasobnému zvySeni.
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Obr. 23: Vliv 1é¢by na infiltraci CD4+ bun¢k do melanomu. I - LPS, Il - manan-BAM, Il -
manan-BAM in LPS, IV — kontrola (PBS).
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Na Obr. 24 je znazornéna infiltrace nadort Tc lymfocyty (CD8+ bunkami nesoucimi na
svém povrchu receptor CDS, lymfocytarni CD3 a leukocytarni CD45). Nejdiive zacina jejich
mnozstvi stoupat v nadorech léCenych manan-BAM. Vzestup ve 12 i 24h pievysuje
mnozstvi pfitomné pii ostatnich terapiich. Ke konci terapie jsou hodnoty vyrovnangjsi.
Jejich mnozstvi stoupd i v kontrolni skupiné, coz muze vypovidat o cileném utoku na

nadorové buiky. Je vSak tieba mit na zteteli, Ze se jedna o velmi malé pocty bunék.
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Obr. 24: Vliv 1é¢by na infiltraci CD8+ bunék do melanomu. I - LPS, Il - manan-BAM, III -
manan-BAM in LPS, IV — kontrola (PBS).
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Obr. 25 ukazuje mnozstvi B lymfocytti (CD19+ bunek nesoucich na svém povrchu receptor
CD19, lymfocytarni CD3 a leukocytarni CD45). Jejich mnozstvi vyrazné stoupd ve 48h u
nadort 1é¢enych manan-BAM. U kombinace s LPS je efekt méné vyrazny, u ostatnich
skupin témeét zadny. Sveédci to o tom, ze B lymfocyty nehraji v nadorovém ataku v podstaté
zadnou roli. I pfi nejvyssi infiltraci ve 48h u manan-BAM jejich mnozstvi dosahlo pouze 700

v 3 y ’ %
bunék na lmm" nadorové tkané.
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Obr. 25: Vliv 1é¢by na infiltraci CD19+ bunék do melanomu. | - LPS, Il - manan-BAM, Il -
manan-BAM in LPS, IV — kontrola (PBS).
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5 Diskuse

Zabyvali jsme se otdzkou vyznamu kotveni mandzy na povrch nadorovych bun¢k pro
aktivaci protinarového ataku fagocyti, vyznamem spole¢ného podavani agonisti signalnich
receptori a moznostmi optimalizace protinddorového ataku. Prace je soucasti SirSiho
vyzkumu, proto v navaznosti na jiné prace feSila urcité specifické otazky, urcity vyzkum

uzavirala, jiny otevirala.

V predpokusech jsme zjistili, ze volna mandza nevyvoldva zadny protinadorovy ucin.
Navazali jsme na pokusy Kumzikové (2012), kterd se zabyvala otdzkou pouzitelnosti
kotvené manézy V protinddorové terapii. Zajimala nas rovnéz otazka moznosti kombinace
manodzy ukotvené v membrané nadorovych bunek s LPS. V pracech Auerové (2012) a
Cunatové (2012) byla popsana silna synergie pusobeni LPS, tedy ligandu signalniho
receptoru, s aktivaci fagocytarnich receptorti (pomoci laminarinu a f-MLF motivi). Mandza
ukotvend pomoci lipofilniho fetézce kyseliny stearové sice vyvolala silnou redukci
nadorového rustu, k synergii s LPS vSak nedoslo. Vysvétlujeme si to inhibici mandzového
receptoru, ktery se nachazi na povrchu makrofagli a dendritickych bunék, ptisobenim LPS
(Shepherd et al., 1990; Xu et al., 2010). Mandzovy receptor ziejmé v tomto experimentu hral
klicovou roli, a proto se jeho inhibice LPS projevila v thrnné bilanci negativné.

V tomto experimentu jsme rovnéz vyhodnocovali zmény teploty. Zjistili jsme, Ze nikterak
terapii neodrazeji a vzhledem k tomu, Ze tento zavér nebyl osamoceny (Bruzlova, 2012;

Kumzakova, 2012; Waldmannova, 2012) od tohoto méfeni jsme nadale upustili.

V nasledujicim experimentu jsme navazali na to, co zjistila Bruzlova (2012). NasSla zpusob,
jak dosahnout synergie mezi mandézovymi motivy a LPS. Ktomu je vSak tfeba, aby
terminalni mandéza byla soucasti oligomeru, mananu. Ten je pak vic nez ligandem
mano6zovych receptort ligandem manan binding lektinu (MBL). To vede Kk aktivaci
komplementu lektinovou cestou a tento proces jiz neni LPS inhibovan, naopak leukocyty
stimulované LPS se mohou diky opsonizaci na trovni C3b plné zapojit do protinadorového
ataku. Experimenty Bruzlové sice demonstrovaly mohutnou synergii kotveného mananu a
solubilniho LPS (odpovida ptedstavam Underhilla a Gartnera (2004) o spoluptisobeni
signalni a fagocytarni signalizace), nebylo vSak dosazeno statisticky vyznamného

prodlouzeni preziti a z&dna mys nepiekonala 100 denni hranici pteziti. Zacali jsme se proto
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zabyvat studiem moznosti zvySeni u¢innosti terapie. Nejprve jsme vyzkouSeli moznost
kotveni mananu pomoci dvou alifatickych fetézcii (manan-DOPE). To se neosvéddilo,
k Zadnému zlepSeni nedoslo (data neukazany). Na zakladé fady predpokust jsme dospéli
k nazoru, ze G¢inngjsi terapii neZ je aplikace terapeutické smési manan-BAM s LPS v den 0,
2,4,6,8,10, je terapie pulzni. Ta se ndm téz v uvedeném experimentu plné osvéd¢ila. Krome
jedné mysi, uhynulé kratce po piekonani 100 denni hranice, ostatni tfi mysi ziji dosud (vice
nez 200 dni).

Dalsi cesta vedla ke kovalentnimu kotveni ligandu pomoci SMCC. K terapii jsme pouzivali
manan kovalentn¢ vazany prostfednictvim SMCC v kombinaci s LPS. Jelikoz se osvédcuje
pulzni terapie, zkouseli jsme nejprve jeden terapeuticky pulz 0,1,2. Terapie ptsobila velice
dobfe a u tif mysi doslo k pfechodnému vymizeni nddort. Redukce nddorového ristu vici
kontrole doséhla 92,6%, statisticky to vSak zivot neprodlouzilo a zadnd my$ nepiezila.
Pokusili jsme se tedy o modifikaci terapeutickych rezimi. Jinymi principy aplikace (obden,
dva, Ctyfi pulzy) jsme potvrdili vysokou ucinnost a dosahli jesté vysSich hodnot. Rovnéz
bylo dosazeno piechodného vymizeni melanom, ale co se tyka uplného pteziti 100 dni,
toho bylo dosazeno pouze v jednom ptipadé. MoZnym vysvétlenim je, Ze kovalentni vazba
sice umoziuje intenzivni pisobeni, ale neumoziuje, aby po rozpadu nadorové buiky doslo k

opétovnému navazani interagujici molekuly.

Dosavadni vysledky mé i jinych (Auerova, 2012; Bruzlova, 2012; Cunatova, 2012;
Kumzakova, 2012; Waldmannova, 2012) ukazaly, Ze rozhodujici je pocatecni silny pulz.
V poslednim experimentu jsme se proto pokusili o intenzivni rezim a zaroven 0 soucasnou
stimulaci beta glukanem, jehoz protinadorovy ucin je znam a podafilo se ndm ho rovnéz
prokazat (Kalferstova, 2008). Také jsme se pokusili 0 nahradu LPS flagelinem a to z toho
divodu, ze u lidi vyvolava toxické ucinky (Copeland, 2005). My jsme pouzivali LPS
v koncentraci (0,5 mg LPS/ml PBS) a vzdy aplikovali i.t. 50 pl ~ 25ug LPS. Takto upravena
davka adekvatné stimulovala TLR-4, avSak nebyla toxicka (Glaserova, 2012).

Co se tyce aplikace beta glukanu, v ucinnosti redukce naddorového rlstu a pieziti ptsobila
smés manan-BAM/ LPS srovnatelné se smési, ke které byl ptidan beta glukan. Ukazalo se,
7e v tomto uspotadani, kdy samotna smés manan-BAM/ LPS pusobi velmi t¢innou redukci
az potlaceni nadort, neni beta glukan vhodné ptidavat.

Naéhrada LPS flagelinem se nezdafila a je tak tfeba hledat dal$i moZznosti ndhrady tohoto

ligandu agonisty signalnich receptorti bezpecnymi pro ¢loveka.
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Analyza bunécné suspenze ziskané z melanomu pomoci prutokové cytometrie jasné ukazala
naprostou prevahu bun¢k nespecifické imunity v nadorové tkani. Nejvetsi zastoupeni mély
granulocyty (pravdépodobné zejména neutrofily). Makrofagy a NK-buiiky se v melanomu
vyskytovaly pfiblizn¢ stejnou mérou. Th lymfocyty byly pfitomny ve velmi malém
mnozstvi, Tc lymfocytd bylo jest¢ dvakrat méné a B lymfocyty se nddorové tkani témér
nevyskytovaly.

Vysledky svéd¢i o hlavni roli granulocytl a makrofidgl v zénétlivé odpovédi. Ptitomnost
NK-bun¢k sveédei o jejich cilené infiltraci do nddoru a protinadorovém pisobeni. Velice
pomalé zvySovani poétu T lymfocytd svéd¢i o nutnosti nejprve se z aktivovat, tedy
rozpoznat antigeny prezentované antigen prezentujicimi buikami. Migrace Th bunék do
nadoru je rychlejsi nez u Tc bunék piicemz to, ze Tc lymfocyty stoupaji i v kontrolni
skupiné mize vypovidat o cileném utoku na nadorové bunky. Témét Uplnéd absence B

lymfocytt svéd¢i o tom, ze V nadorovém ataku nehraji v podstaté zZadnou roli.

Zjistili jsme, ze na rozdil od pokust in vivo, pfi kterych smés manan-BAM s LPS vyvolava
na rozdil od samotného LPS mohutny protinadorovy uc¢in, na zéklad¢ analyzy bunécného
infiltratu nic podobného pozorovat nelze. To je vSak logické. LPS vyvold mohutnou
infiltraci, zpocatku jak jsme vid€li, zejména granulocytl. Na ni pfitomnost ligandu
fagocytarnich receptorti vliv nemd, samotné pisobi jen nepatrné. Rozdil je v tom, Ze u LPS
samotného tento infiltrat nikterak cilené neptsobi. V piipadé piitomného ligandu
fagocytarnich receptort je vSak ucinek fagocytli namifen na buiky, na které jsou navazany.
V naSem piipadé tedy kotveny manan-BAM vazal MBL. Doslo ke spusténi komplementové
kaskddy kdy na trovni C3b, tedy na urovni opsonizacni, se do reakce zapojily pocetné

namigrované fagocytarni bunky.
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Zavér

Manoéza vazana na peptidicky fetézec a kotvena pomoci alifatického tetézce vyvolala
sice silnou redukci nadorového rustu, ale jeji kombinace s LPS se ukazala jako

kontraproduktivni. Uloha manézového receptoru a jeho inhibice LPS je diskutovana.

Ze vsech latek pouzivanych v nadorové imunoterapii se nejvice osvédCila smes
manan-BAM/ LPS (BAM - kotveni pomoci fetézce olejové kyseliny) pfi aplikaci ve
4 pulzech. Bylo tak dosazeno vyrazné redukce nadorového ristu a nejlepSiho

vysledku preziti. Celkové se tato terapie ukéazala jako viibec nejlepsi.

Ve srovnani s manan-BAM se manan-DOPE vyuzivajici ke kotveni dva fetézce

neosveédcil a vykazoval horsi vysledky.

Kovalentni kotveni mananu pomoci SMCC mélo velmi vyrazny vliv na redukci
nadorového rastu a vedlo k ¢astému prechodnému vymizeni nadord, avSak ne k

prodlouzeni pieZiti.

Terapie zaloZend na smési manan-BAM/ LPS je natolik G¢innd, Ze nelze dosahnout

zvyseni jejiho u¢inku pomoci peroralni aplikace beta glukanu.

Pokus o ndhradu LPS flagelinem za Uc€elem nahrady tohoto ligandu netoxickym

agonistou signalnich receptort se nezdafil.

Monitoring teplot nadorti a povrchové teploty téla mysi ukazal, Ze teploty neodrazeji

zadnym zpiisobem zptisob, ani priib¢h terapie.

Analyza bunécného infiltratu ukazala, Ze v obdobi prvnich dvou dnli po aplikaci
samotného LPS a jeho smési s manan-BAM neni mezi témito skupinami Zadny
podstatny rozdil. Dochazi k mohutné, ale srovnatelné granulocytarni infiltraci.

Rozdily v dopadu obou terapeutickych ptistupti jsou diskutovany.

63



7 Seznam pouzité literatury

Aderem A., Ulevitch R.J., 2000: Toll-like receptors in the induction of the innate immune
response. Nature. 406(6797): 728-787.

Arora M., Munoz E., Tenner A.J., 2001: Identification of a site on mannan-binding lectin
critical for enhancement of phagocytosis. J Biol Chem. 276(46): 43087-43094.

Auerova M., 2012: Terapie nadorovych onemocnéni zaloZzena na ukotveni laminarinu na
povrch nadorovych bundk. Ceské Budgjovice. Bakalaiska prace. Jihoteska Univerzita,
Ptirodovédecka fakulta, Katedra medicinské biologie.

Ausprunk D.H., Folkman J., 1977: Migration and proliferation of endothelial cells in
preformed and newly formed blood vessels during tumor angiogenesis. Microvasc Res.
14(1): 53-65.

Bandarchi B., Ma L., Navab R., Seth A., Rasty G., 2010: From melanocyte to metastatic
malignant melanoma. Dermatol Res Pract. 2010: 1-8.

Beutler B.A., 2009: TLRs and innate immunity. Blood. 113(7): 1399-1407.

Brown G.D., 2006: Dectin-1: a signalling non-TLR pattern-recognition receptor. Nat Rev
Immunol. 6(1): 33-43.

Brown G.D., Taylor P.R., Reid D.M., Willment J.A., Williams D.L., Martinez-Pomares
L., Wong S.Y., Gordon S., 2002: Dectin-1 is a major beta-glucan receptor on macrophages.
J Exp Med. 196(3): 407-412.

Bouwman L.H., Roep B.O., Roos A., 2006: Mannose-binding lectin: Clinical

implications for infection, transplantation, and autoimmunity. Hum Immunol. 67(4-5): 247-
256.

Bruzlova P., 2012: Ovéieni moznosti terapie nadorovych onemocnéni pomoci instalace
mananu na povrch nadorovych bunék. Ceské Budgjovice. Bakalaiska prace. Jihodeska
Univerzita, Pfirodovédecka fakulta, Katedra medicinské biologie.

Carneiro J.R.M, Fuzii H.T., Kayser C., Alberto F.L., Soares F.A., Sato E.l., Andrade
L.E., 2011: IL-2, IL-5, TNF-a and IFN-y mRNA expression in epidermal keratinocytes of
systemic lupus erythematosus skin lesions. Clinics (Sao Paulo). 66(1): 77-82.

Copeland S., Warren H.S., Lowry S.F., Calvano S.E., Remick D., and the inflammation
and the host response to injury investigators, 2005: Acute inflammatory response to

endotoxin in mice and humans. Clin Diagn Lab Immunol. 12(1): 60-67.

64


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bizhan%20Bandarchi%2C%20Linglei%20Ma%2C%20Roya%20Navab%2CArun%20Seth%2C%20and%20Golnar%20Rasty
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Brown%20GD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12163569
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Taylor%20PR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12163569
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Reid%20DM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12163569
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Willment%20JA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12163569
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Williams%20DL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12163569
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Martinez-Pomares%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12163569
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Martinez-Pomares%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12163569
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wong%20SY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12163569
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gordon%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12163569
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12163569

Costin G.E., Hearing V.J., 2007: Human skin pigmentation: melanocytes modulate skin
color in response to stress. FASEB J. 21(4): 976-994.

Cui Z., Willingham M.C., Hicks A.M., Alexander-Miller M.A., Howard D., Hawkins
G.A., Miller M.S., Weir H.M., Du W., DeLong C.J., 2003: Spontaneous regression of
advanced cancer: ldentification of a unique genetically determined, age-dependent trait in
mice. Proc Natl Acad Sci U S A. 100(11): 6682-6687.

Cunatova S., 2012: Ovéfeni moznosti terapie nadorovych onemocnéni pomoci kotveni
formylmethioninu na povrch nadorovych bunék. Ceské Budg&ovice. Bakalaiska prace.
Jiho¢eska Univerzita, Ptirodovédecka fakulta, Katedra medicinské biologie.

Degn S.E., Jensenius J.C., Thiel S., 2011: Disease-causing mutations in genes of the
complement systém. Am J Hum Genet. 88(6): 689—705.

Dommett R.M., Klein N., Turner M.W., 2006: Mannose-binding lectin in innate
immunity: past, present and future. Tissue Antigens. 68(3): 193-209.

Dumitru C.D., Ceci J.D., Tsatsanis Ch., Kontoyiannis D., Stamatakis K., Lin J.H.,
Patriotis CH., Jenkins N.A., Copeland N.G., Kollias G., Tsichlis P.N., 2000: TNF-a
induction by LPS is regulated posttranscriptionally via a Tpl2/ERK-dependent pathway.
Cell. 103(7): 1071-1083.

Eisen D.P., Dean M.M., Boermeester M.A., Fidler K.J., Gordon A.C., Kronborg G.,
Kun J.F.J., Lau Y.L., Payeras A., Valdimarsson H., Brett S.J., Ip W.K.E., Mila J.,
Peters M.J., Saevarsdottir S., Till JW.O., Hinds Ch.J., McBryde E.S., 2008: Low serum
mannose-binding lectin level increases the risk of death due to pneumococcal infection. Clin
Infect Dis. 47(4): 510-516.

Endo Y., Takahashi M., Fujita T., 2006: Lectin complement system and pattern
recognition. Immunobiology. 211(4): 283-293.

Foell D., Wittkowski H., Roth J., 2007: Mechanisms of Disease: a 'DAMP' view of
inflammatory arthritis. Nat Clin Pract Rheumatol. 3(7): 382-390.

Fujita T., Matsushita M., Endo Y., 2004: The lectin-complement pathway — its role in
innate immunity and evolution. Immunol Rev. 198: 185-202.

Hicker G., Redecke V., Hiacker H., 2002: Activation of the immune system by bacterial
CpG-DNA. Immunology. 105(3): 245-251.

Hayashi F., Smith K.D., Ozinsky A., Hawn T.R., Yi E.C., Goodlett D.R., Eng J.K,,
Akira S., Underhill D.M., Aderem A., 2001: The innate immune response to bacterial
flagellin is mediated by Toll-like receptor 5. Nature. 410(6832): 1099-1103.

65


http://www.fasebj.org/search?author1=Gertrude-E.+Costin&sortspec=date&submit=Submit
http://www.fasebj.org/search?author1=Vincent+J.+Hearing&sortspec=date&submit=Submit
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17242160
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dommett%20R.M.%2C%20Klein%20N.%2C%20Turner%20M.W.%2C%202006%3A%20Mannose-binding%20lectin%20in%20innate%20immunity%3A%20past%2C%20present%20and%20future.
http://cid.oxfordjournals.org/search?author1=Damon+P.+Eisen&sortspec=date&submit=Submit
http://cid.oxfordjournals.org/search?author1=Melinda+M.+Dean&sortspec=date&submit=Submit
http://cid.oxfordjournals.org/search?author1=Marja+A.+Boermeester&sortspec=date&submit=Submit
http://cid.oxfordjournals.org/search?author1=Katy+J.+Fidler&sortspec=date&submit=Submit
http://cid.oxfordjournals.org/search?author1=Anthony+C.+Gordon&sortspec=date&submit=Submit
http://cid.oxfordjournals.org/search?author1=Gitte+Kronborg&sortspec=date&submit=Submit
http://cid.oxfordjournals.org/search?author1=J%C3%BCrgen+F.+J.+Kun&sortspec=date&submit=Submit
http://cid.oxfordjournals.org/search?author1=Yu+Lung+Lau&sortspec=date&submit=Submit
http://cid.oxfordjournals.org/search?author1=Antonis+Payeras&sortspec=date&submit=Submit
http://cid.oxfordjournals.org/search?author1=Helgi+Valdimarsson&sortspec=date&submit=Submit
http://cid.oxfordjournals.org/search?author1=Stephen+J.+Brett&sortspec=date&submit=Submit
http://cid.oxfordjournals.org/search?author1=W.+K.+Eddie+Ip&sortspec=date&submit=Submit
http://cid.oxfordjournals.org/search?author1=Joan+Mila&sortspec=date&submit=Submit
http://cid.oxfordjournals.org/search?author1=Mark+J.+Peters&sortspec=date&submit=Submit
http://cid.oxfordjournals.org/search?author1=Saedis+Saevarsdottir&sortspec=date&submit=Submit
http://cid.oxfordjournals.org/search?author1=J.+W.+Oliver+van+Till&sortspec=date&submit=Submit
http://cid.oxfordjournals.org/search?author1=Charles+J.+Hinds&sortspec=date&submit=Submit
http://cid.oxfordjournals.org/search?author1=Emma+S.+McBryde&sortspec=date&submit=Submit
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Endo%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16697920
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Takahashi%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16697920
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Fujita%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16697920
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16697920
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=search&db=PubMed&term=%20H%26%23x000e4%3Bcker%20G%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=search&db=PubMed&term=%20Redecke%20V%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=search&db=PubMed&term=%20H%26%23x000e4%3Bcker%20H%5Bauth%5D

Hicks A.M., Riedlinger G., Willingham M.C., Alexander-Miller M.A., Von Kap-Herr
C., Pettenati M.J., Sanders A.M., Weir H.M., Du W., Kim J., Simpson A.J.G., Old L.J.,
Cui Z., 2006: Transferable anticancer innate immunity in spontaneous regression/complete
resistance mice. Proc Natl Acad Sci U S A. 103(20): 7753-7758.

Inohara, Chamaillard, McDonald C., Nuiiez G., 2005: NOD-LRR proteins: role in host-
microbial interactions and inflammatory disease. Annu Rev Biochem. 74: 355-383.

Jack D.L., Klein N.J., Turner M.W., 2001: Mannose-binding lectin: targeting the
microbial world for complement attack and opsonophagocytosis. Immunol Rev. 180: 86-99.
Jack D.L., Turner M.W., 2003: Anti-microbial activities of mannose-binding lectin.
Biochem Soc Trans. 31(Pt 4): 753-757.

Jemal A., Bray F., Center M.M., Ferlay J., Ward E., Forman D., 2011: Global Cancer
Statistics. CA Cancer J Clin. 61(2): 69-90.

Fang D., Nguyen T.K., Leishear K., Finko R., Kulp A.N., Hotz S., Van Belle P.A., Xu
X., Elder D.E., Herlyn M., 2005: A tumorigenic subpopulation with stem cell properties in
melanomas. Cancer Res. 65(20): 9328-9337.

Fidler 1., 1970: Metastasis: quantitative analysis of distribution and fate of tumor emboli
labeled with 1251-5-iodo-2"-deoxyuridine. J Natl Cancer Inst. 45(4): 773-782.

Fidler 1., 1973: Selection of successive tumour lines for metastasis. Nat New Biol. 242(118):
148-149.

Garbe C., Eigentler T.K., Keiholz U., Hauschild A., Kirkwood J.M., 2011: Systematic
review of medical treatment in melanoma: current status and future prospects. Oncologist.
16(1): 5-24.

Girouard S.D., Murphy G.F., 2011: Melanoma stem cells: not rare, but well done. Lab
Invest. 91(5): 647-664.

Glaserova S., 2012: Studium terapie melanomu B16-F10 pomoci aplikace LPS. Ceské
Bud¢jovice. Bakalarska prace. JihoCeska Univerzita, Pfirodovédecka fakulta, Katedra
medicinské biologie.

Grange J.M., Stanford J.L., Stanford C.A., 2002: Campbell De Morgan's 'Observations
on cancer', and their relevance today. J R Soc Med. 95(6): 296-299.

Hajdu S.1., 2011a: A note from history: Landmarks in history of cancer, part 1. Cancer.
117(5): 1097-1102.

Hajdu S.1., 2011b: A note from history: Landmarks in history of cancer, part 2. Cancer.
117(12): 2811-2820.

66


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Inohara%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15952891
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chamaillard%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15952891
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=McDonald%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15952891
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Nu%C3%B1ez%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15952891
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15952891
http://cancerres.aacrjournals.org/search?author1=Dong+Fang&sortspec=date&submit=Submit
http://cancerres.aacrjournals.org/search?author1=Thiennga+K.+Nguyen&sortspec=date&submit=Submit
http://cancerres.aacrjournals.org/search?author1=Kim+Leishear&sortspec=date&submit=Submit
http://cancerres.aacrjournals.org/search?author1=Rena+Finko&sortspec=date&submit=Submit
http://cancerres.aacrjournals.org/search?author1=Angela+N.+Kulp&sortspec=date&submit=Submit
http://cancerres.aacrjournals.org/search?author1=Susan+Hotz&sortspec=date&submit=Submit
http://cancerres.aacrjournals.org/search?author1=Patricia+A.+Van+Belle&sortspec=date&submit=Submit
http://cancerres.aacrjournals.org/search?author1=Xiaowei+Xu&sortspec=date&submit=Submit
http://cancerres.aacrjournals.org/search?author1=David+E.+Elder&sortspec=date&submit=Submit
http://cancerres.aacrjournals.org/search?author1=Meenhard+Herlyn&sortspec=date&submit=Submit
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1279913/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1279913/

Hajdu S.1., 2012: A note from history: Landmarks in history of cancer, part 3. Cancer.
118(4): 1155-1168.

Christiaansen J.F., Gallardo D., Burnside S.S., Nelson A.A., Sears D.W., 1984: Rapid
covalent coupling of proteins to cell surfaces: Immunological characterization of viable
protein-cell conjugates. J Immunol Methods. 74(2): 229-239.

Inaba M., Tashiro T., Kobayashi T., Fujimoto S., Sakurai Y., Maruo K., Ohnishi Y.,
Ueyama Y., Nomura T., 1986: Evaluation of response rates to various antitumor agents of
human gastric tumours implanted in nude mouse. Jpn J Cancer Res. 77(2): 190-196.

Kaiser G.E. Doc Kaiser's Microbiology Website [online]. [cit. 2012-12-08]. Dostupné z:
<http://faculty.cchcmd.edu/courses/biol41/lecqguide/unit4/innate/mannose.html>.
Kalferstova L., 2008: Proenzymoterapie melanomu B16-F10. Ceské Bud&jovice.
Bakalatska prace. JihoCeska Univerzita, Prirodovédecka fakulta, Katedra medicinské
biologie.

Kato K., Itoh C., Yasukouchi T., Nagamune T., 2004: Rapid protein anchoring into the
membranes of Mammalian cells using oleyl chain and poly(ethylene glykol) derivatives.
Biotechnol Prog. 20(3): 897-904.

Kennedy A.D, Willment J.A., Dorward D.W., Williams D.L., Brown G.D., DeLeo F.R.,
2007: Dectin-1 promotes fungicidal activity of human neutrophils. Eur J Immunol. 37(2):
467-478.

Kim N.W., Piatyszek M.A., Prowse K.R., Harley C.B., West M.D., Ho P.L., Coviello
G.M., Wright W.E., Weinrich S.L., Shay J.W., 1994: Specific association of human
telomerase activity with immortal cells and cancer. Science. 266(5193): 2011- 2015.

Klener P., Klener P. jr., 2010: Nova protinadorova 1é¢iva a 1éCebné strategie v onkologii.
Praha: Grada publishing. 232 s.

Kocak 1., 2012: Cilena lécba metastatického melanomu vemurafenibem. In Edukacni
sbornik. XXXVI. Brnénské onkologické dny a XXVI. Konference pro nelékaiské
zdravotnické pracovniky. Brno: Masarykiiv onkologicky tstav v Brng. Cast VII. Nadory
ktze a maligni melanomy. 104 s.

Koch A., Melbye M., Serensen P., Homee P., Madsen H.O., Molbak K., Hansen Ch.H.,
Andersen L.H., Hahn G,W., Garred P., 2001: Acute respiratory tract infections and
mannose-binding lectin insufficiency during early childhood. JAMA. 285(10): 1316-1321.
Krejsek J., Kopecky O., 2004: Klinicka imunologie. Hradec Kralové: Nucleus HK.

941 .

67


http://student.ccbcmd.edu/~gkaiser/goshp.html
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/eji.v37:2/issuetoc

Kumzikova Z., 2012: Ovéfeni moznosti terapie nadorovych onemocnéni pomoci slouc¢enin
s terminalni manosou. Ceské Budg&ovice. Bakaldiskd prace. Jihogeskda Univerzita,
Ptirodovédecka fakulta, Katedra medicinské biologie.

Larsen F., Madsen H.O., Sim R.B., Koch C., Garred P., 2004: Disease-associated
mutations in human mannose-binding lectin compromise oligomerization and activity of the
final protein. J Biol Chem. 279(20): 21302—-21311.

Martin P., Lerner A., Johnson L., Lerner D.L., Haraguchi S., Good R.A., Day N.K.,
2003: Inherited mannose-binding lectin deficiency as evidenced by genetic and immunologic
analyses: association with severe recurrent infections. Ann Allergy Asthma Immunol. 91(4):
386-392.

Matsushita M., Thiel S., Jensenius J.C., Terai I., Fujita T., 2000: Proteolytic activities of
two types of mannose-binding lectin-associated serine protease. J Immunol. 165(5): 2637-
2642.

Medzhitov R., Janeway C. A. jr., 1997: Innate immunity: impact on the adaptive immune
response. Curr Opin Immunol. 9(1): 4-9.

Mestas J., Hughes C.C., 2004: Of mice and not men: differences between mouse and
human immunology. J Immunol. 172(5): 2731-2738.

Moyer Ch.S. Melanoma rates keep rising, especially among young women [online].
Publikovano  9.4.2012  [cit.  2012-12-11].  Dostupné z:  <http://www.ama-
assn.org/amednews/hlsa0409.htm>.

Nakamura K., Yoshikawa N., Yamaguchi Y., Kagota S., Shinozuka K., Kunitomo M.,
2002: Characterization of mouse melanoma cell lines by their mortal malignancy using an
experimental metastatic model. Life Sci. 70(7): 791-798.

Nishida N., Yano H., Nishida T., Kamura T., Kojiro M., 2006: Angiogenesis in cancer.
Vasc Health Risk Manag. 2(3): 213-219.

Nishikawa H., Sakaguchi S., 2010: Regulatory T cells in tumor immunity. Int J Cancer.
127(4): 759-767.

Opanasopit P., Shirashi K., Nishikawa M., Yamashita F., Takakura Y., Hashida M.,
2001: In vivo recognition of mannosylated proteins by hepatic mannose receptors and
mannan-binding protein. Am J Physiol Gastrointest Liver Physiol. 280(5): G879-889.

Porter R., 1998: The greatest benefit to mankind: A medical history of humanity. New
York: W.W. Norton & Company. 831 s.

68


http://www.jbc.org/search?author1=Flemming+Larsen&sortspec=date&submit=Submit
http://www.jbc.org/search?author1=Hans+O.+Madsen&sortspec=date&submit=Submit
http://www.jbc.org/search?author1=Robert+B.+Sim&sortspec=date&submit=Submit
http://www.jbc.org/search?author1=Claus+Koch&sortspec=date&submit=Submit
http://www.jbc.org/search?author1=Peter+Garred&sortspec=date&submit=Submit
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Martin%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14582818
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lerner%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14582818
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Johnson%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14582818
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lerner%20DL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14582818
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Haraguchi%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14582818
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Good%20RA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14582818
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Day%20NK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14582818
http://www.jimmunol.org/search?author1=Misao+Matsushita&sortspec=date&submit=Submit
http://www.jimmunol.org/search?author1=Steffen+Thiel&sortspec=date&submit=Submit
http://www.jimmunol.org/search?author1=Jens+C.+Jensenius&sortspec=date&submit=Submit
http://www.jimmunol.org/search?author1=Itaru+Terai&sortspec=date&submit=Submit
http://www.jimmunol.org/search?author1=Teizo+Fujita&sortspec=date&submit=Submit
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mestas%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14978070
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hughes%20CC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14978070
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14978070
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Nakamura%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11833741
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yoshikawa%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11833741
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yamaguchi%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11833741
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kagota%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11833741
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Shinozuka%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11833741
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kunitomo%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11833741
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11833741
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/ijc.v127:4/issuetoc
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Opanasopit%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11292596
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Shirashi%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11292596
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Nishikawa%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11292596
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yamashita%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11292596
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Takakura%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11292596
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hashida%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11292596
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11292596

Povysil C., Steiner I, Horalek J., Kodet R., KolaF Z., Ludvikova M., Luka§ Z.,
Mrhalova M., PovySilova V., Tichy M., 2011: Obecna patologie. Praha: Galén. 290 s.
Proctor R.N., 1995: Cancer wars: How politics shapes what we know and what we don't
know about cancer. New York: Basic Books. 368 s.

Rahman M., 2006: Introduction to flow cytometry. Oxford: AbD Serotec Ltd. 33 s.

Reya T., Morrison S.J., Clarke M.F., Weissman I.L., 2001: Stem cells, cancer, and cancer
stem cells. Nature. 414(6859): 105-111.

Roubalovi L., 2012: Pritokova cytometrie. In FONS. Informaéni Bulletin. Ceska
spole¢nost klinické biochemie. Pardubice: STAPRO, s.r.o. Laboratorni technologie. 5-9 s.
Santiago-Walker A., Li L., Haass N.K., Herlyn M., 2009: Melanocytes: from morphology
to application. Skin Pharmacol Physiol. 22(2): 114-121.

Shay J.W., Wright W.E., 2000: Haylick, his limit, and cellular aging. Nat Rev Mol Cell
Biol. 1(1): 72-76.

Shay J.W., Zou Y., Hiyama E., Wright W.E., 2001: Telomerase and cancer. Hum Mol
Genet. 10(7): 677-685.

Shepherd V.L., Abdolrasulnia R., Garrett M., Cowan H.B., 1990: Down-regulation of
mannose receptor activity in macrophages after treatment with lipopolysaccharide and
phorbol esters. J Immunol. 145(5): 1530-1536.

Song W.Y., Wang G.L., Chen L.L., Kim H.S., Pi L.Y., Holsten T., Gardner J., Wang
B., Zhai W.X., Zhu L.H., Fauquet C., Ronald P., 1995: A receptor kinase-like protein
encoded by the rice disease resistance gene, Xa21. Science. 270(5243): 1804-1806.

Strober W., Murray P.J., Kitani A., Watanabe T., 2006: Signalling pathways and
molecular interactions of NOD1 and NOD2. Nat Rev Immunol. 6(1): 9-20.

Stone M.J., Aronoff B.E., Evans W.P., Fay J.W., Lieberman Z.H., Matthews C.M.,
Race G.J., Scruggs R.P., Stringer C.A., 2003: History of the Baylor Charles A. Sammons
Cancer Center. Proc (Bayl Univ Med Cent). 16(1): 30-58.

Svod. Epidemiologie zhoubnych nadorti v Ceské republice [online]. [cit. 2012-11-25].
Dostupné z: <www.svod.cz>.

Tadokoro T., Yamaguchi Y., Batzer J., Coelho S.G., Zmudzka B.Z., Miller S.A,,
Wolber R., Beer J.Z., Hearing V.J., 2005: Mechanisms of skin tanning in different
racial/ethnic groups in response to ultraviolet radiation. J Invest Dermatol. 124(6): 1326 —
1332.

69


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Song%20WY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8525370
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wang%20GL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8525370
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chen%20LL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8525370
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kim%20HS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8525370
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pi%20LY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8525370
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Holsten%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8525370
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gardner%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8525370
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wang%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8525370
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wang%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8525370
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zhai%20WX%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8525370
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zhu%20LH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8525370
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Fauquet%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8525370
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ronald%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8525370
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Strober%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16493424
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Murray%20PJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16493424
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kitani%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16493424
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Watanabe%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16493424
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Strober%20et%20al.%2C%20Signalling%20pathways%20and%20molecular%20interactions%20of%20NOD1%20and%20NOD2.%20Nat%20Rev%20Immunol.%202006%2C%20Volume%206(1)%3A9-20.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=search&db=PubMed&term=%20Stone%20MJ%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=search&db=PubMed&term=%20Aronoff%20BE%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=search&db=PubMed&term=%20Evans%20WP%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=search&db=PubMed&term=%20Fay%20JW%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=search&db=PubMed&term=%20Lieberman%20Z%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=search&db=PubMed&term=%20Matthews%20CM%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=search&db=PubMed&term=%20Race%20GJ%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=search&db=PubMed&term=%20Scruggs%20RP%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=search&db=PubMed&term=%20Stringer%20CA%5Bauth%5D
http://www.svod.cz/

Thiel S., Frederiksen P.D., Jensenius J.C., 2006: Clinical manifestations of mannan-
binding lectin deficiency. Mol Immunol. 43(1-2): 86-96.

Thody A.J., Higgins E.M, Wakamatsu K., Ito S., Burchill S.A., Marks J.M., 1991:
Pheomelanin as well as eumelanin is present in human epidermis. J Invest Dermatol. 97(2):
340-344.

Topham M. PhysioWeb [online]. Publikovano 2.5.2007 [cit. 2012-11-23]. Dostupné z:
<http://www.physioweb.org/IMAGES/melanocyte.jpg>.

Torosantucci A., Bromuro C., Chiani P., De Bernardis F., Berti F., Galli C., Norelli F.,
Bellucci C., Polonelli L., Costantino P., Rappuoli R., Cassone A., 2005: A novel glyco-
conjugate vaccine against fungal pathogens. J Exp Med. 202(5): 597-606.

Underhill D.M., Gantner B., 2004: Integration of Toll-like receptor and phagocytic
signaling for tailored immunity. Microbes Infect. 6(15): 1368-1373.

Vétviéka V., Dvofak B., Vétvickova J., Richter J., K¥izan J., Sima P., Yvin J.C., 2007:
Orally administered marine (1—3)-beta-D-glucan Phycarine stimulates both humoral and
cellular immunity. Int J Biol Macromol. 40(4): 291-298.

Virgo P.F., Gibbs G.J., 2012: Flow cytometry in clinical pathology. Ann Clin Biochem.
49(Pt 1): 17-28.

Vorli¢ek J., Abrahamova J., Vorlickova H., 2006: Klinicka onkologie pro sestry. Praha:
Grada publishing. 328 s.

Waldmannova E., 2012: Studium nadorové terapie pomoci Zymosanu A. Ceské
Budéjovice. Bakalarskd prace. JihoCeska Univerzita, Pfirodovédeckd fakulta, Katedra
medicinské biologie.

Warren T.S., Fitting C., Hoff E., Adib-Conquy M., Beasley-Topliffe L., Tesini B., Liang
X., Valentine C., Hellman J., Hayden D., Cavaillon J.M., 2010: Resilience to bacterial
infection: difference between species could be due to proteins in serum. J Infect Dis. 201(2):
223-232.

Xu X., Xie Q., Shen Y., Lu G., Yao H., Chen Y., Zhou J., 2010: Involvement of mannose
receptor in the preventive effects of mannose in lipopolysaccharide-induced acute lung
injury. Eur J Pharmacol. 641(2-3): 229-237.

Yeeprae W., Kawakami S., Yamashita F., Hashida M., 2006: Effect of mannose density
on mannose receptor-mediated cellular uptake of mannosylated O/W emulsions by
macrophages. J Control Release. 114(2): 193-201.

70


http://www.sciencedirect.com/science/journal/01615890/43/1
http://www.physioweb.org/IMAGES/melanocyte.jpg
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Krizan%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16978690
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sima%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16978690
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yvin%20JC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16978690
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yeeprae%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16876282
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kawakami%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16876282
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yamashita%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16876282
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hashida%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16876282

Zitvogel L., Apetoh L., Ghiringhelli F., André F., Tesniere A., Kroemer G., 2008: The
anticancer immune response: indispensable for therapeutic success? J Clin Invest. 118(6):
1991-2001.

71


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=search&db=PubMed&term=%20Zitvogel%20L%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=search&db=PubMed&term=%20Apetoh%20L%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=search&db=PubMed&term=%20Ghiringhelli%20F%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=search&db=PubMed&term=%20Andr%26%23x000e9%3B%20F%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=search&db=PubMed&term=%20Tesniere%20A%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=search&db=PubMed&term=%20Kroemer%20G%5Bauth%5D

