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1.Uvod

2008, 11 600, 20 200, 1230000, 7 600 000, 13, 1 - zdanlivé nesouroda cisla, u
kterych by jen téZko Clov€k hledal vzajemné pojitko. Vyznamu tato fada nabyde, kdyz se
cifry daji do souvislosti s rakovinou. V roce 2008 zemielo v Ceské republice S touto
diagnézou piiblizné 11 600 Zen a téméef dvakrat vice muzii. V dalSich Sestadvaceti statech
Evropské unie v témze roce pocet obéti nadorového bujeni dosahl ¢isla 1,23 milionu,
celosvétoveé pak této zhoubné chorobé podlehlo 7 600 000 lidi. Tento tdaj odpovida 13 %
vSech umrti, a rakovina se tak stala prvni nejcastéjsi pti€inou smrti V rozvinutych zemich
(WHO, 2014; Luengo-Fernandez a kol., 2013).

1/3, 22 000 000, 126 000 000 000. Ani tato dalsi ¢isla nemaji optimisticky vyznam. Dle
vypoctu provedenych na zaklad¢é britskych dat postihne rakovina béhem zivota vice nez
jednu osobu ze t#i (Sasieni a kol., 2011). Vroce 2030 se odhaduje pocet nové
diagnostikovanych pacientli s nddorovym onemocnénim na 22 milionti. Diivodem je starnuti
a rust populace spolu se zvySujicim se trendem ,,rakovinu zapticiitujicitho chovani® (napf.
koufeni) Vv rozvojovych zemich (Jemal a kol., 2011; Cancer Research UK, 2012). Pokud
véfite, Ze patfite k tém §t'astnéjSim necelym dvéma tfetinam a rakovina se vas netyka, jste na
omylu. V roce 2009 dosahly v Evropské unii naklady na 1é¢bu rakoviny ¢astky 126 miliard
eur, kazdy ob¢an EU se na ni tak podilel praimérnou sumou 102 eur (Luengo-Fernandez a
kol., 2013). At jiz piimo ¢i nepfimo tento Siroky soubor chorob, ktery je charakterizovany
nekontrolovatelnym ristem a tkanovou invazivitou vlastnich abnormalnich bun¢k (Kasper a
kol., 2005), ma dopad na zivot nas vSech.

Ackoli se jiz dlouhé roky celosvétové snahy mnoha specialisti napfi¢ védou 1 medicinou
upiraji k nalezeni vhodné IéCby, soucasné moznosti zdaleka nezarucuji stoprocentni
imunitniho systému do boje proti rakoviné. Stejnou cestou se vydal i nd$§ tym. Ve své
bakalaiské praci jsem se zabyvala ucinky kotveni laminarinu (strukturou patiici mezi
PAMPs) na povrch nadorovych bunék, jehoz smyslem bylo pfilakat a pfimét efektory
vrozené imunity, aby maligni buiiku (v domnéni, Ze se jednd o patogen) zneSkodnily.
Provedené pokusy prokézaly, Ze se tomu tak skutecné déje. Hlavnim cilem této magisterské

prace je ziskat alespon drobny vhled do mechanismil, jakymi se tomu tak dgje.



1.1. Historie rakoviny a jeji 1écby

Diky souvislosti vzniku rakoviny sakumulaci poruch v genetické informaci je
pravdépodobné, ze nadorova onemocnéni provazi ¢lovéka od pocatku jeho existence; prvni
pisemnou zminku pak mizeme dohledat v egyptském papyru napsaném 2,5 tisice let pied
nasim letopoc¢tem (Tiwari a Roy, 2012). Dikazy o suzovani Egyptand touto chorobou v§ak
Ize nalézt i mimo staroveké svitky — a to ptimo na kostech mumii. V relativné nedavné dobé
byla naptiklad u ostatkii muze starych vice nez 2000 let diagnostikovana rakovina prostaty
(Prates a kol., 2011).

Pojmenovani nadorového bujeni se ptisuzuje Hippokratovi (460-375pf. n. 1). Tento
staroveky ,,otec mediciny* se spolu s jeho nasledovniky Aulem Celsem (10044 pi. n. L) a
Claudiem Galenem (131-200 n. l.) domnival, Ze rakovina je vysledkem nerovnovahy &tyi
télnich tekutin — krve, hlenu, ZIuté a ¢erné Zluci (tato teorie pfeZila své autory o celych tisic
let; Hajdu, 2011). Ve svych pracich pak popsali nékolik typi nadori a jejich doporucovany

zpusob 1écby spocival v chirurgickém odstranéni nddoru a okolni tkan€, vypaleni ¢i pouZiti

rtiznych masti a uzivani projimadel pro prevenci hromadéni
zluci (Hajdu, 2004).

Prvni tisténa kasuistika rakoviny byla publikovana v roce
1507 vtenoucké knizce pitevnich zaznamt Antonia
Benivieniho (1443-1502). Do konce 16. stoleti se provadéni
obdukeci stalo rutinni procedurou a spolu s timto postupem
rovnéz zacalo pfibyvat zaznaml a védomosti o nadorovém
bujeni (Hajdu, 2010).

Do stejného stoleti se také datuje prvni (v letech naseho

letopoctu) systematické uziti chemikalii k terapeutickym
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(1493-1541).  Nejcastgji  uzivanou  slozkou  jeho . P
mastektomie a pooperativni péde
chemoterapie byl arsen. V Paracelsové posmrtné vydané  gie scultetuse zjeho  knihy
knize je téz zachycena prvni souvislost mezi vznikem  Armamentarium  Chirurgicum
rakoviny a povolanim (tedy vn&jsimi p¥iinami), konkrétng ~ (Hajdu, 2011).
ptipady rakoviny plic u hornikt té€Zicich kovové rudy. Neni vSak ptekvapenim, Zze i v dobé
renesance hlavnim 1écebnym postupem zlstavalo chirurgické odstranéni nadoru. Techniku
mastektomie a pooperativni péce némeckého 1ékaie J. Sculteta z té doby muzete vidét na

ilustraci (obr. 1) vydané v roce 1665 (Hajdu, 2011).



Drtiva vétsina toho, co o rakovin¢ vime, je vSak podstatné mladsi. Od 20. stoleti se 1ékati
uchylili k radikalnim chirurgickym zakrokiim, kdy se pacientim odstranila co nejvétsi ¢ast
postizeného organu i s jeho okolim, a uzivani chemoterapeutik v obrovskych davkach, které
ovsem uspésné nicily kazdou délici se bunku v téle. Roku 1971 podepsal americky prezident
Richard Nixon National Cancer Act, kterym pfislibil dlouhodobou finan¢ni podporu
Narodnimu Institutu pro Rakovinu (Weinhouse, 1972). Porozuméni mechanismiim nemoci
pak vedlo kzlepseni zivotnich vyhlidek pacienti. Drastické metody byly vystiidany
SetrnéjSimi operacnimi zakroky a ozafovanim. Vysmivana chemoterapie, vV minulosti ¢asto
vyuzivana jako posledni moznost, vSak doSla také citelné zmény a Vv soucasnoti se hojné
vyuziva (Tiwari a Roy, 2012).

Ctvrty a nejmoderngjsi smér (vznikajici v 80. letech minulého stoleti), kterym se terapie

rakoviny ubird, vede ktzv. biologické 1€cb€. Jeji oznaceni se odviji od pouzivani

biologickych latek; v boji proti nadorovému bujeni se jedna zejména o produkty savciho
genomu zajistované technikami molekuldrni biologie a genetického inZenyrstvi. Zaklad
mnoha téchto produktl vychazi z mediatorti imunitni odpovédi a latek aktivnich v regulaci
ristu a maturace bunék, které se v té€lech savcu bézné vyskytuji (Oldham, 1986). Tyto
biologické latky a tzv. modifikatory biologické odpovédi jsou prostiedky, jejichz
mechanismy ucinku zahrnuji vlastni fyziologické odpovédi jedince.

Principy téchto mechanismi jsou velmi rozmanité. Mohou vést ke zvySeni pacientovy
obranyschopnosti prostfedky slouzicimi jako efektory ¢i mediatory protinddorové odpovédi,
kterou posiluji ¢i obnovuji; ptipadné tlumi tu cast pacientovy reakce, jez je Skodliva. Mohou
stimulovat intenzivnéj$i imunitni odpovéd’ jedince pomoci modifikovanych nadorovych
bunék ¢i vakcin. Dalsi snizuji transformaci a/nebo diferenciaci, ptipadné i maturaci
tumorovych bunék, interferuji s rast-podporujicimi faktory a angiogenezi-indukujicimi
faktory produkovanymi samotnymi nadory. Vyuzivaji biologické molekuly k zaméteni a
vazani rakovinnych buné¢k, a indukovat tak vyraznéjsi cytostaticky a cytocidni efekt, plus
mnohé dalsi (Oldham a Dillman, 2009).

Pfi pohledu na pfedchozi stranku je ziejmé, Ze se K biologické 16€b¢é upira mnoho nadéji.
Bohuzel vysledky jejiho samostatného vyuziti nejsou stale uspokojivé a biologickd 1écba
zustava spiSe jako dopliujici forma k vySe zminénym a vice invazivnim metodam terapie

rakoviny (Murphy, 2010).



1.2. Klasifikace nadoru

Vzhledem k faktu, ze ke zménam vedoucim k rakoviné mize dojit u celé fady
bunéénych typt, je pocet druhti rakoviny pomérné vysoky. Hanahan a Weinberg v roce 2000
hovotili o vice nez stovce typd tumorti (Hanahan a Weinberg, 2000), v soucasné dob¢ se da
diky pokrocilejSim diagnostickym a rozliSovacim metoddm uvazovat o jest¢ vySsim Cisle
(Hong a Cho, 2006).

Klasicky pietrvava déleni dle biologického chovani a histiogeneze (Koldova, 2013). Prvni
zminéné zahrnuje tfi kategorie:

a) nadory benigni- pomalu rostouci, ohrani¢ené, nerecidivujici se zralymi,

diferenciovanymi bunikami, netvofici metastazy, nebezpecné predevSim svym

expanzivnim ristem,

b) nadory maligni — spovahou opacnou k pfedchozi skuping€, tedy neohranicené,

srychlym invazivnim, infiltrativnim az destruktivnim rlstem, tvofici metastazy,

recidivujici;

¢) nadory intermediarni — s vlastnostmi obou skupin; prognoza je lepsi nez u zhoubnych

nadorli, ale mohou recidivovat nebo mtize dochazet k jejich generalizaci (Koldova,

2013).

Pocet skupin u déleni dle pivodu nddoru se naptic literaturou 1isi. Napt. Horton a Hills
uvadi Sest téchto kategorii:

a) nadory epitelialniho pavodu — zahrnuji nejbézné;jsi formy rakoviny:

e Dbenigni: papilomy, adenomy;
e maligni: karcinomy z dlazdicovitych bun¢k, epidermoidni karcinomy,
adenokarcinomy a dal$i rizné nediferenciované karcinomy;

b) nadory nehematopoetické mezenchymalni tkané:

e benigni: fibromy, myxomy, lipomy, chondromy, osteomy, benigni
osteoklastomy, synoviomy, angiomy, meningiomy, leiomyomy a rabdomyomy;

e maligni: obecné zvané sarkomy, pivodem =z pojivové tkang, kosti, cév,
mozkovych plen a svali;

c) nadory hemopoetickych a lymfoidnich tkani — jsou kategorii s individualnimi a

charakteristickym znaky, napf. tvorbou volné cirkulujicich bungk;

d) nadory nervové tkané — jsou riznorodou skupinou zahrnujici gliomy, nadory plexus

chorioideus, perifernich nervi, sitnice a nadledvin;



e) smiSené nadory — tedy ty, které se tézko klasifikuji (Horton a Hill, 1982), Koldova

uvadi, ze se jednd o nadory obsahujici minimdln¢ dvé nadorové slozky

z mezenchymu (fibrolipom, angiofibrom) ¢i z mezenchymu a epitelové casti

(fibroadenom). Byvaji zpravidla nezhoubné. Malginim piikladem je
adenosarkom a karcinosarkom (Koldova, 2013);

f) teratomy — jsou pomérné vzacné nadory slozené z vice tkani, jez jsou odlisné od casti

téla, ze které vyrustaji.
Koldova seznam rozsifuje o germinalni nadory (seminom, dysgerminom, teratom, atd.),
pigmentové melanocytarni nadory (benigni — névy, maligni melanom) nador trofoblastu

(choriokarcinom) a mezoteliom (Koldova, 2013).

1.2.1. Maligni melanom

Melanom (melanoblastom) je neuroektodermalni nador vznikajici malignim zvratem
melanocytt (Slampa a kol, 2007). Zrakovin kiize je melanom tfetim nejéast&ji se
vyskytujicim typem nadoru (Horton a Hill, 1982). K vyskytu dochazi v drtivé vétSing
pfipadi na ki7Zi, mizZze se vSak objevit 1 v oku a vzicnéji na sliznicich. Incidence jeho
vyskytu v poslednich letech stoupd, dle Slampy a kolektivu v CR pied sedmi lety dosahovala
hodnoty 12,1/100 000 muzi a 12,8/100 000 Zen (Slampa a kol., 2007).

Jiz v polovin¢ minulého stoleti védci zaznamenali vyznamnou korelaci mezi intenzitou
vyskytu melanomu a davkou slunecniho zareni (Lancaster, 1956). Za konkrétniho vinika je
povazovano ultrafialové zareni coby iniciator kancerogeneze. NejCastéji postihuje bilou rasu
(u Asiatu je jeho vyskyt fidky, u ¢ernochti vzacny) severského typu v oblastech s ozonovou
dirou (Vorlicek a kol., 2006).

Onkologové déli maligni melanom na tii zédkladni typy — povrchové se §itici melanom s
nejhorsi progndzou, noduldrni melanom a lentigo maligna s nejlepsi prognézou (Horton a
Hill, 1982) povazovany za melanom in situ (Slampa a kol., 2007). Prognéza je dale
odhadovéna podle Clarkova ¢i Breslewova klasifikacniho systému (Horton a Hill, 1982) a
dalsich faktort jako pfitomnost ulcerace, vaskularizace nadoru, infiltrujicich lymfocytd,
metastaz, atd. (Homsi a kol., 2005).

K Sifeni melanomu dochazi lymfatickou 1 krevni cestou. Prvni pfipad metastazovani
melanomovych bungk v kuzi. Casté jsou i metastizy do okrskovych miznich uzlin

hlubokymi lymfatickymi cévami. Kromé nich se vSak loZiska mohou najit témét v jakémkoli



organu, nejcastéji ovSem v plicich, jatrech a mozku (Horton a Hill, 1982). V ptipadé, Ze
dojde u pacienta knalezu distalnich metastdz, je melanom vétSinou povazovan za

nevylécitelny. Pétileté doby preziti dosdthne méné nez 10 % pacientii (Balch a kol., 2001).

1.2.1.1. MySi melanom B16-F10

Rozsifenym modelem pro experimentdlni vyzkumy in vivo je mysi bunécna
melanomova linie B16 ziskand pied vice nez 65 lety z chemicky indukovaného tumoru u
kmene mysi C57BL/6. Jako jeden z podtypu této linie byla v 70. letech odvozena doktorem
Fidlerem vysoce metastazujici varinta F10. Stala se v laboratofich hojn¢ vyuzivanou diky
rychlému rdstu in vivo (smrt po subkutanni aplikaci mize nastat do 2-4 tydni), silné
pigmentaci usnadiiujici pozorovani a vysoce agresivni schopnosti tvofit metastazy v plicich

(Herlyn a Fukunaga-Kalabis, 2010).

1.2.2. Sarkom

Pojem sarkom zahrnuje pomérné Sirokou skupinu mezenchymalnich neoplazii, které
vznkaji v kostech ¢1 mekkych tkanich (svaly, Slachy, tuk, fibrézni a synovialni tkan, cévy,
nervy). Jednd se o relativné vzacné zhoubné nadory tvotici méné nez 1 % vSech malignit.
V Ceské republice se roéné vyskytne piiblizné 350 piipadi (Zaloudik, 2006). Sarkomy
postihuji vSechny vékové skupiny, byvaji jednim z nejcastéji se vyskytujicich typt solidnich
nadort u déti (Kasper a kol., 2005).

Diivodem patogeneze miize byt expozice chemickym kancerogenim (azbest, dioxiny,
atp.), vzacn¢ trauma a zranéni, kdy sarkomy vychdzeji z jizveni po prodé€lané operaci,
popaleni ¢i zlomeniny. Mezi iatrogenni faktory patii radioterapie. Dulezitou roli hraje
geneticka predispozice (Li-Fraumeni syndrom, NF-1, chromosomalni translokace t(X,18)
(p11,q11). atd.). Kaposiho sarkom je jako jediny vyvolan virem (Kasper a kol., 2005).

Diagnoza byva vzhledem k vzicnosti onemocnéni problematickd. Projevem je casto
zdufeni ¢i bulka hmatné pod kizi nebo ve svalech, mechanickymi symptomy je tlak, pnuti ¢i
pocit skifpnuti svalu nebo nervu (Zaloudik, 2006).

Metastazy nejcastéji pronikaji do plic, u urcitych typi sarkomi pak do lymfatickych uzlin a
vzacné do jater a kosti.

Prognostickymi faktory jsou histologicky stupeni, vztah k fascidlnim prostorim a velikost

primarniho tumoru. Léceni jsou zpravidla pacienti bez metastaz, a to chirurgickym zakrokem



v kombinaci s radio a/nebo chemoterapii. Pacienti v pokroc¢ilém stadiu (metastazy, postizené

uzliny) zpravidla umiraji do jednoho roku (Kasper a kol., 2005).

1.2.2.1. Mysi sarkom S-180

Sarkom S-180 transplantovatelny na BALB/c my$i ma pivod v samovolné vzniklém
axilarnim a epitelidlnim nadoru, ktery byl objeven a zkouman ptesné pied sto lety doktorem
Woglomem (Zuckerberg, 1973). Charakteristickou vlastnosti je vysoka rychlost ristu,

absence Ci nizky pocet metastaz a moznost ob¢asné spontanni regrese (Jones a kol., 1939).

1.3.  Imunitni systém a imunosurveillance malignich
onemocnéni

Imunitni systém pfedstavuje rozsahlou skupinu bun¢k a molekul, jejichz hlavnim
ukolem je obrana organismu pied infekci. Kromé rozpoznani a potlaeni patogennich
mikroorganismii a pochodii musi byt imunitni systém také schopny rozliSit télu vlastni
struktury od cizich ¢i pozménénych. Lze jej rozdélit na dvé zakladni ¢asti — vrozenou
(nespecifickou), ktera vyvola imunitni odpovéd’ vzdy ve stejném rozsahu nehledic na pocet
setkani s infek¢nim agens, a ziskanou (specifickou/adaptivni), jejiz mira odpovédi se zvySuje
s opakovanou expozici mikrobum (Delves a Roitt, 2000). Zakladni charakteristiky a rozdily
jsou uvedeny Vv nasledujici tabulce (Tab. 1; Janeway a Medzhitov, 2002).

Tab. 1. Pfehled zakladnich rozdilti mezi vrozenou a ziskanou imunitou (Janeway a Medzhitov, 2002)

vrozena imunita ziskana imunita
Receptory fixované v genomu koédované v genovych
segmentech, nutné pieskupeni
Distribuce neklonalni klonalni
buriky jedné tfidy jsou identické burky jedné tfidy jsou rozdilné
Rozpoznani konzervované  molekularni  vzorce detailni molekularni struktury
(LPS, LTA, glykany,..) (proteiny, peptidy, uhlovodiky)
RozliSent viastniho ROk nedokonalé
a ciziho
Doba piisobeni okamzita aktivace efektorti opozdena aktivace efektorti
Odpovéd’ kostimula¢ni molekuly Klonalni expanze nebo anergie
cytokiny (IL-1B, IL-6) IL-2
chemokiny (I1L-8) efektorové cytokiny (IL-4, IFNy)




Hypotéza zapojeni imunitniho systému do boje s rakovinou, poprvé zminéna Paulem
Ehrlichem (Ehrlich, 1909) a pozdé&ji rozvedena a pojmenovana jako immunosurveillance
Burnetem a Thomasem (Burnet, 1970), fik4, ze imunitni systém dohlizi na bunky podléhajici
malignimu zvratu a pokud funguje spravné, jejich odstranénim ptedchézi rozvoji nadorového
onemocnéni. Tato pres sto let stard mySlenka byla podpofena pozorovanimi, kdy
imunosuprimovani lidé a imunodeficientni mysi vykazovali vétsi nachylnost k onemocnéni
rakovinou; konkrétné typy nadord asociovanymi s virovou infekci (Jakobisiak a kol., 2003;
Bui a Schreiber, 2007) a chemickou kancerogenezi. Nepiimym dikazem svéd¢icim pro
existenci imunitniho dohledu je i samotna ptitomnost slozitych a dimysinych
imunosupresivnich mechanismu inicovanych nadory (Hatina, 2005).

Nov¢j$im pojmem je tzv. imunoediting, ktery 1épe vystihuje dualni charakter interakce
mezi imunitou a rakovinnymi buiikami. V anglickém jazyce se o0 ném hovofi jako o systému
tti E — elimination, equilibrum, escape. Immunosurveillance se uplatiiuje v prvni fazi a podili
se na eliminaci nddord. Béhem rovnovazného staddia probiha darwinovska selekce
tumorovych variant, jez jsou nasledn¢ schopné uniku a davaji vzniknout odoln€jSim a
progresivngji rostoucim tumortum jiz na hranici detekovatelnosti. Proces imunoeditingu trva
po celou dobu existence nadoru a tim urcuje jeho fenotyp (Dunn a kol., 2002; Ostrand-
Rosenberg, 2008).

1.3.1. Ziskana imunita versus rakovina

Od 60. let minulého stoleti se v literatufe zaCinaji objevovat zminky a dikazy o
antigenicité nadorovych bun¢k, ktera stoji za vyvolanim imunitni odpovédi o ruzné sile a
efektivit¢ (napt. Klein, 1966). Tato antigenicita vznikd na zakladé¢ produkce proteinii
(antigent), které jsou pozménény v dusledku mutace, exprimovany v nadmérném mnozstvi
¢1 na nespravném misté a v nespravny cas (jejich produkce je vztazena pouze k urcité fazi
vyvoje organismu; Boon a kol., 1997). Tyto nddorové antigeny jsou tiidény do dvou
hlavnich skupin:

a) tumor-specifické antigeny (TSA) — nachazejici se pouze v prostiedi nadoru a obvykle
souvisejici s procesem kancerogeneze

b) tumor-asociované antigeny (TAA) — bézné se vyskytujici bunééné proteiny, které
jsou z néjakého divodu u uréitého druhu rakoviny exprimovany s vyssi Cetnosti

(Hatina, 2005).



Antigeny mohou byt pomoci MHC-1 a MHC-II molekul prezentovany na povrchu antigen
prezentujicich bunék (dale jen APC). Vzniklé komplexy jsou rozpoznavany T-bunéénymi
receptory (TCRs), pficemz dochazi k aktivaci ptislusnych T-lymfocytd (Houghton a
Guevara-Patifio, 2004). Ty jsou pak hlavnimi pomocniky a efektorovymi bunikami adaptivni
imunity. Konkrétné se jedna o cytotoxické CD8" a 2 subpopulace pomocnych CD4" T-
lymfocytt (Thl a Th2). Pasobeni Thl vede diky stimulaci CD8+ T bunék k poSkozeni
nadorové tkan¢, ptrevaha Th2 znamena odklon k humoralni imunitni odpovédi pomoci
stimulace B-lymfocyta a tvorby protilatek - tento stav zda se byti kontraproduktivnim, nebot’
aktivované B-bunky a jejich rozpustné produkty se udajné podili na kancerogenezi (Ostrand-

Rosenberg, 2008).

1.3.2. Vrozena imunita

Tato fylogeneticky star§i ¢ast imunitniho systému se V rizné mife nachazi u vSech
mnohobunéénych organismii a vyuzivd mechanismy, které jsou neménné zapsany
v genetické informaci jiz od bunck zirode¢né linie. Tyto mechanismy pak slouZi
k rozpoznani chemickych a biologickych struktur, jez jsou typické pro patogenni
mikroorganismy. Neexistuje zde imunologicka pamét, ktera je doménou adaptivni Casti
imutniho systému (Medzhitov a Janeway, 1997). Imunitni reakce se piili§ nelisi dle
jednotlivych druht mikroba, jsou vSak rychlé a veskrze efektivni, slouzici jako prvni

obranna linie pfi napadeni organismu (Akira a kol., 2006).

1.3.2.1. Bunécné slozky

Kriticky dulezitou tlohu ve slozitém soukoli imunitniho systému obratlovct hraji bilé
krvinky myeloidniho piivodu, které profesionalné pohlcuji a ni¢i patogeny. Spolu s dal§imi
buitkami svym plisobenim vyvolavaji celou Skalu reakei souhrnné oznacovanou jako zanét.
Jsou nezbytné k hojeni ran a uzdraveni tkané. Tyto fagocyty se déli na mononuklearni a
polymorfonuklearni bunky lisici se nejen tvarem jadra ale i dal§imi funkcemi (Beutler, 2004;
Unanue, 1976).

Mezi mononukledarni fagocyty patti makrofagy, vznikajici pfestupem monocytt z krve do
tkané¢ a jejich blizce pfibuzné a méné pocetné dendritické bunky odvozené také od
monocytl. Mononuklearni fagocyty jsou pomérné veliké bunky (15-25 pm Vv priméru)

s nepravidelnym povrchem s filopodii a rozmanitym tvarem (Singh, 2006).



Makrofagy jsou hojné rozmistény po celém téle tak, aby byly v ptipad¢ vniku infekce do
makroorganismu jakoukoli cestou vzdy pobliz; tvori také soucast parenchymu dalezitych
organt jako je srdce, mozek, ledviny a jatra. Mimo fagocytdzu je jejich dalsi velmi diilezitou
funkci supervize. Pomoci chemotaktickych cytokini totiz mohou povolat na misto infekce
dalsi myeloidni bunky - polymorfonukleary. Spolecné s dendritickymi buiikami zahajuji
adaptivni imunitni odpoveéd’ tim, ze prezentuji antigen T-lymfocytim pomoci jejich MHC 11
molekul. Jsou tak nezbytnym mistkem k vzniku kompletni imunitni odpovédi (Beutler,
2004; Rosenthal a kol., 1975).

Polymorfonukledrni fagocyty zvané téz granulocyty (PMN) podle piitomnosti granul
V cytoplazmé zahrnuji tfi typy bunék — neutrofily, eosinofily a bazofily. Eosinofiliim (1-3 %
vsech leukocytll) je klasicky pfisuzovana role v obrané¢ proti mnohobunéénym parazitim.
Nové studie vSak naznacuji, Ze se jednd o pleiotropné multifunkéni leukocyty podilejici se
jak na iniciaci 1 propagaci mnohych zanétlivych procest, tak 1 na modulaci nespecifické i
specifické imunity (Rothenberg a Hogan, 2006). Bazofily (0-1 %) jsou rovnéz dulezitymi
efektorovymi buiikami, které vylitim obsahu svych granul pfispivaji k ochrané proti
parazitickym helmintiim a k vzniku alergickych reakci (Nakanishi, 2010).

Neutrofily jsou vysoce pohyblivé a kratce zijici bilé krvinky, V jejichz cytoplasmé se
nachazi velké mnozstvi sekre¢nich granul. Pro svoji mensi velikost (12-15 pum) jsou
nazyvany také jako mikrofagy. U zdravych jedincii tvoti neutrofily v periferni krvi 40-80 %
vSech leukocytl - v absolutnich ¢islech a za normalnich podminek toto procento odpovida u
¢loveka zhruba 5000/mm?®, celkovy pocet vSak miZe byt 5-10nasobny v piipadé vazné
infekce (Beutler, 2006; Lacy, 2006).

V soucasné dobé¢ se jevi, ze makrofagy i neutrofily mohou v boji s rakovinou stat na obou
stranach vale¢né linie. K protinddorovym pochodiim patii fagocytéoza, ADCC reakce vici
rakovinnym bunikdm a produkce cytokint, které ptsobi proti tumortim ptimo (TNF, TRAIL)
i nepfimo (IL-12, IL-18). Pro ucéast na rozvoji nadoru hovofi schopnost neutrofilli
transformovat normalni bunky in vitro (Jakobisiak a kol., 2003) a epidemiologické studie
odhalujici souvislost mezi chronickym zanétem a vyskytem rakoviny (napi. Coussens a
Werb, 2002).

Pritomnost zanétlivého infiltratu v nddoru je dlouhodobé zndmé zaleZitost, nicméné k
jednozna¢nym zavéram, zda je to ku prospéchu pacienta ¢i nadoru, se v&€da stale nedobrala

(Jakobisiak a kol., 2003).
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Natural killer (NK) buiiky se sice lisi od dfive uvedenych leukocytt lymfoidnim
puvodem spoleénym s T a B lymfocyty, piesto se jejich protinadorové a protivirové ucinky
fadi mezi mechanismy vrozené imunity (Cerwenka a Lanier, 2001), ptipadné na pomezi
nespecifické a specifické imunity (Vivier a kol., 2011). Tvofi pfiblizné¢ 15 % lymfocytt
v krevnim fecCisti a nachazeji se také v perifernich tkanich, jako jsou jatra, peritonealni dutina
a placenta (Trinchieri, 1989). Ulohou NK bunék je kontrola exprese MHC | molekul
prezentujicich vlastni antigeny cytosolického pivdou na povrchu tkanovych bunék. Aby se
vyhnuly ataku specifické imunity, u nékterych nddora a virovych infekci dochazi k zastaveni
exprese €1 pozmeénéni téchto molekul. Jejich absence pak vede u NK bunék k spusténi
cytolytickych pochodud (Bottino a kol., 2005). Nazev natural killers se odviji od schopnosti
plusobit bunéfnou smrt (zprosttedkovanou nejCastéji absenci MHC 1 ¢i1 mechanismem
ADCC) rakovinnym a virem infikovanym buiikdm bez specifické imunizace. NK buiiky jsou
také producenty fady cytokini (TNFa, IL-10, IL-3, G-CSF) a chemokind (CCL molekuly a
IL-8), ¢imZ vyznamné napomahaji kolokalizaci dalSich hematopoetickych bunék v misté
zanétu (Vivier a kol., 2011). U zvitecich modelt jsou NK buriky povazovany za vyznamné
Cinitele immunosurveillance, u lidi tato funkce stejné jako vliv na progndézu zustava

predmétem diskuze (Jakobisiak a kol., 2003).

1.3.2.2. Humoralni slozky

Kromé¢ bun¢k se na vrozenych imunitnich reakcich mohou podilet 1 samotné
biomakromolekuly, zejména proteiny. Ty jsou schopné lokalizovat i usmrcovat mikroby,
které nebyly fagocytovany. Mezi takové molekuly patfi naptiklad nékteré rozpustné
receptory rozpoznavajici patogeny (PRRS).

Vyznamnym humoralnim efektorovym mechanismem je komplement (Beutler, 2004).
Komplementovy systém je tvofen ptiblizng ctyficeti plazmatickymi a membranovymi
glykoproteiny, jejichz funkce se daji shrnout do tii hlavnich bodad - 1) wvznik
membranolytického komplexu naruSujici integritu cilového mikroorganismu 2) pokryti
patogenu fragmenty komplementovych bilkovin, které interaguji s receptory na povrchu
fagocytt 3) produkce peptidi zprostiedkovavajicich charakter zanétlivé reakce (Frank,
1988).

Existuji studie, které potvrzuji aktivaci komplementu proti nadorové mase (napf.
Niculescu a kol., 1992). K té v8ak nejspiSe dochazi jen tehdy, pokud se vyvinou a na nador
pusobi protilatky (Jakobisiak a kol., 2003).
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Dalsim dulezitym latkovym nastrojem téla jsou cytokiny sekretované jak leukocyty, tak i
dalsimi typy bunék (endotelialni b., fibroblasty apod.). Jedna se o velkou a diverzifikovanou
rodinu malych proteini s molekulovou vahou nejéastéji okolo 10-25 kDa, které slouzi jako
rozpustné zprostfedkovatele inter- i intracelularni komunikace i za hranicemi imunitniho
systému. Skrze navazani na vysoce afinni receptory na povrchu bunék fidi (auto- i
parakrinng) jejich rast, diferenciaci a aktivaci (Haddad, 2002). Tzv. cytokinova signalni sit’
umoznuje udrzovat stalé vnitini prostiedi téla (Krejsek a Kopecky, 2004). V ramci imunitni
systému se podili na bunécné signalizaci, vyvoji imunitni tkdné a organti, zanétu i hojeni.
Podle druhti produkovanych cytokini mtizeme urcit, jakou povahu bude mit imunitni
odpovéd’ (Commins, 2010; Haddad 2002).

Odpovéd’ jednotlivych bun€k na cytokiny zavisi zejména na ucastnicich se ligandech,
specifickych receptorech exprimovanych na bunééném povrchu a jednotlivych
signalizacnich kaskadach, jeZ jsou aktivovany. Dle charakteru jejich plsobeni vznikaly
podskupiny s riznymi nazvy. RozliSujeme tak interleukiny modulujici rtst, diferenciaci a
aktivaci béhem imunitni odpovédi; chemokiny s hlavni funkci nasmérovat imunitni systém
do mista zanétu pomoci chemotaxe; interferony (IFN) primarné zprostifedkovavajici
bunéénou odpovéd’ na virovou infekci (Brocker a kol., 2010). Dale se odlisila kategorie
transformujicich rastovych faktort (TGF), faktort nekrotizujicich nador (TNF), rtstovych
faktort krvetvorby (CSF), apod. Tento zpusob klasifikace vSak zlstava arteficialni a velmi
piiblizny, proto se v soucasné dob¢ védci priklanéji k o néco prehlednéjSimu (ovsem stejné
hrubému) dé¢leni cytokini na zakladé jejich funkce, napiiklad na cytokiny pro- a
protizanétlivé, uplatitujici se v humoralni/bunééné odpoveédi, atd. (Krejsek a Kopecky, 2004;
Hotejsi a Barttiiikova, 2005).

V pocetnych experimentech, kdy se cytokiny podavaly exogenné, byl zjistén jejich
protinadorovy potencial (Parmiani a kol., 2000). Bohuzel se stavalo, Ze co fungovalo Vv urcité

davce u jednoho modelu, mélo u jiného zcela opaény efekt (Jakobisiak a kol., 2003).

1.3.3. Zpusoby uniku rakovinnych bunék imunitni odpovédi

Byt se imunitni systém zda byt dobie vybaven pro konfrontaci s vn€j§im i vnitinim
Lnepritelem®, na potlateni rakovinného bujeni casto nestac¢i. Divodem selhani je jiz
zmifovana prirozena selekce takovych nadorovych bungk, které vyvinou dimysiné strategie
uniku imunitnimu dohledu. Tyto strategie funguji na dvou zékladnich principech — a) evazi

vzniku imunitni odpovédi a b) jejimu potlaceni (Jakdbisiak a kol., 2003).
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a) Prvni kategorie zahrnuje vyselektované maligni bunky, jeZ pozbyly ¢i snizily expresi

urcitych molekul vedoucich k uspésné aktivaci lymfocyti. U takovych bunck pak

dochazi nejen k absenci povrchovych antigenti, ale také MHC molekul tfidy I,

kostimula¢nich molekul a tzv. ,,danger* signali (Khong a Restifo, 2002).

b) Jak uvadi Jakobisiak a kol. ve svém c¢lanku (Jakobisiak a kol., 2003), existuji pacienti

s rakovinou, u nichz, i pfes prokazatelnou ptitomnost specifickych T- lymfocytd a

protilatek v krvi i nddorové tkani, nedochazi ke zniceni tumorového loziska. Divodem

miize byt vyssi rychlost ptibyvani maligni masy nez jeji likvidace. Dalsi vysvétleni

spociva ve fenotypové odlisnosti bunék nadorové tkané¢ — imunitni reakce muize byt

cilena pouze na jeden ¢i par klond, které se podaii zniCit, nicméné vétSina ostatnich

pieziva a roste dal. Vylozené¢ imunosupresivni mechanismy rakovinnych bunék pak

spoéivaji V. TUMOR-SPECIFIC T CELLS
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e zvySeni exprese urCitych  Obr.2.: Piehled mechanismii (iniku nadorové buiky
regulaénich proteini imunitnimu systému (pfevzato od Whiteside, 2006)

inaktivujicich nékteré slozky komplementového systému (Jakobisiak a kol., 2003).

K uvedenym bodiim je nutno doplnit zminku o p¥itomnosti regula¢nich (CD4°CD25") T-

lymfocyti (Wang a Wang, 2008), které b&ézn¢ brani autoimunitnim reakcim, a pfitomnost

supresorovych bunék myeloidni linie, jez mohou v tumorovém mikroprostiedi rovnéz

navodit toleranci antigen-specifickych CD8" T-lymfocytti k nidorovym buitkdm (Nagaraj a
Gabrilovich, 2008). Shrnuti mechanismi vystihuje Obr. 2 (Whiteside, 2006).
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1.3.4. Zanét

Zanét je prvotni a nespecifickou odpovédi zivé tkané na jeji poSkozeni (iritanty,
mechanickymi i fyzikalnimi vlivy, traumaty, atp.) a efektivni zbrani schopnou se vétSing
pripadd vypotadat s vSudyptitomnymi infekénimi agens (Kumar a kol., 2004; Sorci a Faivre,
2009). Sestava se z koordinované lokalni a systemické mobilizace imunitnich, endokrinnich
a neurologickych mediatorti, které maji nasmérovat buiky a dalsi efektory do mista
poskozeni, vést k eliminaci Sifeni patogenu, jeho odstranéni, obnoveni homeostazy a
nastartovani repara¢nich pochodt (Kumar a kol., 2004). Projevem téchto d&ju jsou typické
ptiznaky zanétu — rubor, calor, dolor, tumor, popsané Celsem jiz v roce 25 n.l., a fuctio laesa
doplnénd Galenem v 2. stoleti n. 1. (Rather, 1971).

Tradi¢né se v souvislosti se zanétem hovofi o akutni a chronické fazi — ostra hranice vSak
mezi nimi chybi. Obecné je pro akutni formu zanétu typickéd infiltrace PMN a odeznéni
vétSinou bez nasledkli, =zatimco chronickd forma byvd spojovdna s pozdéji

nastupujicim lymfocytarnim a monocytarnim infiltratem a patologii (Ryan a Majno, 1977).

1.3.4.1. Cytokiny ovliviiujici vznik a rozvoj zanétu

IL-1. Pfi svém objevu ve 40. letech 20. stoleti byl diky své schopnosti vyvolat horecku

IL-1 nazyvan jako endogenni pyrogen (Atkins, 1960). Pozd¢ji byl termin interleukin 1
rozsifen na dvé vzajemné podobné (40% homologie aminokyselin) a vysoce prozanétlivé
molekuly, ato IL-1a a IL-1 (Lomedico a kol., 1984; Dinarello, 1991).

Jejich systemické Gc¢inky se projevuji jako typické ptiznaky infekce — mimo horecku se
jedna také o tunavu, nechutenstvi, letargii. Metabolické UCinky zahrnuji napf. snizenou
hladinu zinku a zeleza v krvi, zvySenou exkreci sodiku a syntézu jaternich proteinti akutni
faze (Dinarello, 1988). V oblasti hematologie pusobi IL-1 v ob&hu neutrofilii, lymfopenii i
zvySenou protinadorovou aktivitu (Ulich a kol., 1987). DuleZitou vlastnosti je aktivace T-
lymfocytti pomoci zvySovani produkce IL-2 spolu s expresi receptort pro IL-2. Uginky na
cévni sténu se projevuji zvySenou leukocytarni adhezi, hypotenzi (pfispivajici k septickému
Soku), zvysenou produkci PGE;, atd (Commins a kol., 2010; Dinarello, 1988).

IL-1 jsou masivné produkované pti infekei, zranéni ¢i antigenni stimulaci, pfi¢emz hlavnim
zdrojem byvaji mononuklearni fagocyty, k syntéze vSak dochazi také u bun€k cévni, kozni,
mozkové i nékterych dalsich tkani (Commins a kol., 2010).

V soucasné dobé je do rodiny IL-1 fazeno 11 peptidd, jejichZ hlavni funkce spociva v fizeni

zanétlivé odpoveédi (Dinarello, 2011).

14



IL-6 je dal$i multifunkéni cytokin produkovany v hojné mife mononukledry (Commins a
kol., 2010). Konstitutivné i na zaklad¢ riznych stimuli (mitogeny, viry, IL-1, TNF-a, atd.)
jej sekretuji také T a B lymfocyty, fibroblasty, keratinocyty, endotelidlnimi buitkami a
v neposledni fadé bunky riznych nadorG (Hirano a Kishimoto, 1989). IL-6 muze byt
povazovan za jeden z indikatort zanétu, nebot’ jeho sérové hodnoty jsou za normalniho stavu
velmi nizké (Ershler, 1993).

Pisobenim IL-6 se B lymfocyty méni ve zralé plasmatické bunky produkujici protilatky.
Aktivuje rovnéz T lymfocyty, ptisobi na jejich rust i diferenciaci (Commins a kol., 2010).
Stimuluje rist hematopoetickych kmenovych bunék, ale také hybridomt, plasmocytomt a
myelomi. Naproti tomu tlumi zrdni myeloidnich leukemickych bun€k a bunék karcinomu
prsu (Hirano a Kishimoto, 1989). Podobné¢ jako IL-1, IL-6 navozuje horeCnaté stavy
(Commins a kol., 2010) a hraje hlavni ulohu ve stimulaci hepatocelularni syntézy proteint
akutni faze (Castel a kol., 1989).

IL-8 (neutrophil chemotactic factor). Roku 1987 byl identifikovan novy cytokin, jehoz
pusobeni vede k aktivaci neutrofilti (Yoshimura a kol., 1987). Ta zahrnuje tfi stézejni reakce
— a) zménu tvaru neutrofill, jez je déana aktivaci kontraktilniho systému, umoZznujici
adherovat k endotelialnim  buikdm (IL-8 fungoval obdobné jako jiné znamé
chemoatraktanty, napt. komplementovy protein C5a; Baggiolini a Clark-Lewis, 1992);

b) exocytozu vedouci k uvolnéni rozpustnych proteinii a remodelaci bunéc¢né membrany
v disledku jeji fze se zasobnimi organelami (IL-8 spousti exocytozu specifickych granul a
sekre¢nich vacka; v ramci zmény biomembrany jeho piasobenim dochazi mj. k expresi
adheznich molekul CD11b/CD18; Detmars a kol., 1990; Baggiolini a Clark-Lewis, 1992);

c) oxidativni vzplanuti charakteristické pro stimulované fagocyty, pficemz interleukin-8
vyvolava rychlou a pfechodnou aktivaci NADPH-oxiddzy vedouci ke vzniku superoxidu a
peroxidu vodiku (Baggiolini a Clark-Lewis, 1992).

Stejné jako u vétSiny cytokind i v piipadé IL-8 in vitro studie prokazaly, ze za produkci
stoji jak bilé krvinky (monocyty, T-lymfocyty, neutrofily), tak i buitky mimo krevni fadu
(Harada a kol., 1994). Témi jsou zejména vaskularni endotelidlni bunky (Strieter a kol.,
1989), kozni fibroblasty, keratinocyty a hepatocyty (Thornton a kol., 1990; Harada a kol.,
1994). Z malignit pak nadorové bunky zaludku (Yasumoto a kol., 1992). IL-8 neni tvoien

konstitutivné, v plasmé jeho hladina vzrista na detekovatelné hodnoty za piitomnosti
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zanétlivych stimuli, jako jsou LPS, IL-1 a TNF a svého maxima dosahuje po 2 hodinach

(Harada a kol., 1994; Strieter a kol., 1989).

TNF. Pied témét cCtyficeti lety pii sledovani hemoragické nekrézy tumorti zpiisobené
endotoxinem objevila skupina védcti novou molekulu s vyraznou onkolytickou aktivitou
vici sarkomu a dal$im transplantovanym nadortim. Autofi studie ji pojmenovali dle svého
ucinku jako tumor necrosis factor, pficemz piedpokladanym zdrojem uréili makrofagy
(Carswell a kol., 1975). O deset let pozd¢ji doSla jina skupina védct k zavéru, ze kachektin
(latka potlacujici aktivitu proteinové lipazy a pusobici ztratu hmotnosti pti infekénich a
nadorovych onemocnénich) je jedna a tdz molekula jako TNF (Beutler a kol., 1985).

V nasledujicich letech ke kachexii a schopnosti protinadorové toxicity ptibyla celd fada
dalSich uc€inkt a vlastnosti. TNF se hlavni mérou podili na rozvoji septického Soku ( Beutler
a kol., 1985; Tracey a kol., 1987), na buné¢né urovni se jedna o silny aktivator neutrofilti
zprosttedkovavaje jejich adhezi, chemotaxi, degranulaci a respiratorni vzplanuti (Commins a
kol., 2010). Diky svému vlivu na ostatni buniky (fibroblasty, endotelidlni buiiky, makrofagy,
lymfocyty, adipocyty a osteoklasty) ucastnici se imunitnich reakci, se TNF fadi mezi
cytokiny s tstfedni roli v modulaci akutnich a chronickych zanétlivych stavt (Strieter a kol.,
1988).

I u tohoto cytokinu bylo pozdé¢ji zjisténo, ze se vyskytuje ve dvou formach, a to jako
TNF-a produkovany mononukledrnimi fadou (v mens$i mife také neutrofily, lymfocyty,
NKburikami, endotelidlnimi a Zirnymi bufikami) a TNF-B, tzv. lymfotoxin a, sekretovany
lymfocyty (Commins a kol., 2010).

IFN. Nazev této rodiny cytokini byl poprvé pouzit vroce 1957 pro pojmenovani
fyziologické latky interferujici s virovou replikaci (Isaacs a Lindermann, 1957). Na zakladé
receptorové specifity se déli na IFN typu I az III. Zatimco skupina | a Il obsahuje vice
ruznych molekul, ndmi sledovany interferon-y je jedinym ¢lenem druhé kategorie (Gray a
Goeddel, 1982; Commins a kol., 2010). V minulosti se piedpokladalo, ze jeho zdrojem jsou
vyluéné T lymfocyty a NK buiky (Young, 1996), pozdéji byla produkce IFNy detekovana i
u B lymfocytii a profesionalnich antigen-prezentujicich buniek (APC= monocyty/makrofagy,
dendritické buriky; Schroder a kol., 2004). Pravé IFNy sekretovany APC mize byt dulezity
pro vlastni lokalni aktivaci i aktivaci bun€k v blizkosti v rané obranné reakci proti infekci

(Frucht a kol. 2001; Schroder a kol., 2004).
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Slabé protivirové ucinky IFNy a ptivod z T bunék svéd¢i o tom, Ze ma spiSe charakter
interleukinu nez interferonu (Commins a kol., 2010). Nicmén¢ mezi cytokiny zodpovédnymi
za bunikami zprostfedkovanou imunitu je tim nejvyznamnéjsim (Farrar a Schreiber, 1993).
IFNy navozuje zvySenou expresi molekul MHC tfidy I i II, ¢imz stimuluje prezentaci
antigenu a produkci cytokini APC. Obdobné jako TNF-o a IL-1 stimuluje funkce
mononuklearnich fagocytl, granulocyti a NK bungk, vede k jejich zvysené adhezivité
k endotelialnim buinikam, akumulaci leukocytt v misté infekce a jejich schopnosti zabijet
cizorodé mikroorganismy (Commins a kol., 2010). Esencialni je také ucast IFNy v obrang
proti intracelularnim patogenim (Newport a kol., 1996), relativni novinkou je objev jeho
preventivniho charakteru ptisobeni proti vzniku a rozvoji nadorovych onemocnéni (Ikeda a

kol., 2002).

TGF-B. Na pocatku 80. let minulého stoleti byla purifikovana a charakterizovana rodina
peptidi (Frolik a kol, 1983), které neoddiskutovateln¢ patii K nejvice pleiotropnim
cytokiniim majice stimula¢ni i inhibi¢ni G¢inky na mnoho druhd bunék (Sporn a Roberts,
1992). Tii rtzné savéi izoformy (TGF-B 1-3) jsou produkovany vétSinou typu bunék
nejCastéji v latentni formé, jez pro vykdzani biologickych u¢inkt vyzaduje aktivaci riznymi
faktory (plasmin, thrombospondin, atd.) (Lawrence, 1996).

Biologicky efekt TGF-B spociva ve stimulaci vzniku fibrozy, formace extracelularni
matrix, podpory hojeni ran a jizveni. Jednd se o mocny inhibitor B a Tc lymfocytli, obecné
pak brani proliferaci a navozuje bunécnou smrt (Commins a kol., 2010). Pfedpoklada se, ze
apoptické bunky produkuji TGF-B K zajisténi imunosupresivni prostiedi, kde nevznika zanét
ani autoimunity ohrozujici okolni zdravou tkan (Chen a kol., 2001). Svym tlumivym efektem
na cytotoxicitu mononuklearnich a NK bunék je TGF-B antagonistou déju vyvolanych vyse
uvedenymi prozanétlivymi cytokiny. Mezi Ty buiikami existuje skupina T lymfocyti
zvanych jako Treeulazniy bufiky, které exprimuji na membranu vazany TGF-f zajiStujici
velkou cast z jejich supresivni aktivity. TGF-f je trvale tvofen v zdravych plicich, kde
pomahéd snizovat vznik alergickych reakci, obdobné zajiStuje ve stfevech imunitni
neodpovidavost na symbiotické bakterie a potravni alergeny (Commins, 2010).

Dalsim z d€ju zavislych na pusobeni TGF-B je sav¢i embryogeneze (Heine a kol., 1987);
kromé& apoptickych pochodi tento cytokin také reguluje bunéény cyklus, konkrétné brani
bunikam piekonat G1 fazi (Hanahan a Weinberg, 2000). Obejitim této vlastnosti, tedy

signalnich drah pro TGF-B, se nadorové bunky vymykaji kontrole a proliferuji. Zaroven
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tvoii vice TGF-f, kterym tlumi imunitni reakce v okoli a navozuji angiogenezi (Blob a kol.,
2000).

Konkrétné¢ v mikroprostiedi nadoru vede produkce TGF-f také k posunu makrofagi a
neutrofilll od fenotypu M1 aN1 (vykazujici protinadorové ucinky) do fenotypu M2 a N2 (s
pronadorovymi u¢inky; Fridlender a kol., 2009).

1.3.5. Rozpoznavaci mechanismy vrozené imunity

Dlouhou dobu se vétilo, ze imunologické odpoveéd’ vrozené ¢asti imunitniho systému je
zcela nespecificka. Tato domnénka byla ptekonana praci imunologa Janewaye Jr., ktery
ptisel s konceptem tzv. pathogen-recognition receptor (PRRS). Omezeny pocet téchto
receptord, kodovanych jiz v zdrode¢né linii, umoznuje rozli§it mezi vlastni molekularni
strukturou a strukturou cizorodych mikroorganismu (Janeway, 1992).

Charakteristickym rysem vsech PRRs je rozpoznavani mikrobialnich komponentd
znamych jako pathogen-associated molecular patterns (PAMPS), které jsou pro
mikroorganismy esencialni a tézko

Ser umr_\p onin (PRR)
nahraditelné jinymi strukturami (AKira 0 oihosen
0 Non -opsonlc FA\JF Multliple
w7 recognition recognlition
a kol., 2006). Dalsim typem molekul

aktivujicich PRRs jsou damage- recognion “mmeppg{”“g”*““ ‘/:‘/ %Et

associated molecular patterns Dﬁ

recognmun

wapl.asmlc 4
recognmun
NLR
. v ., , prc}tel
svém povrchu ¢i uvoliuji do okoli '.

Ph gocyte'\\_ _—
i i - ammatory lcrobial killing J
(Takeuchi a Akira, 2010). Inf \ = mu/

response

(DAMPs) — litky produkované o\ s

poskozenymi buiiky, jez je vystavuji na /

—

PRRs jsou neklonalni, exprimované
Obr.3. Metody rekognice patogenu zprostiedkované

na vSech buiikkdch daného typu, PRRs (Brown, 2006)

nezavislé na imunologické paméti a

schopné¢ detekovat patogeny bez ohledu na stddium jejich zivotniho cyklu.
V makroorganismu se PRRs mohou vyskytovat a) na povrchu bunék, b) v cytoplasmé a
buné¢nych organelach, ¢) vséru a tkanovém moku (Beutler, 2004). Vysledkem jejich
zakladnich funkci je opsonizace, aktivace komplementu a koagula¢ni kaskady, fagocytoza,
aktivace prozanétlivych signalnich drah a navozeni apoptozy (Janeway a Medzhitov, 2002)

Uvedena fakta jsou ilustrovana na Obr. 3 (Brown, 2006).
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Rizné PRRs reaguji surCitymi PAMPs, vykazuji rozdilnou miru exprese, aktivuji
specifické signalni drahy a vedou k rozlicnym odpovédim proti danému ptvodci infekce.
Zakladni zplisoby vrozené¢ho imunitniho rozpoznani jsou vysoce konzervované napfi¢ vsemi
zivo¢isnymi i rostlinnymi druhy (Akira a kol., 2006).

Rodina PRRs je velmi pocetna — obsahuje nékolik hlavnich podskupin liSicich se
strukturou a/nebo funkci, jimiz jsou: s membranou asociované toll-like receptors (TLRS),
C-type lectin receptors (CLRs), cytosolové NOD-like receptors (NLRs), RIG-I-like
receptors (RLRs) a AIM2-like receptors (ALRs) — viz Tab. 2 (Takeuchi a Akira, 2010).

Tab. 2: Transmembranové a intracelularni PRRs s jejich ligandy (ptevzato z Takeuchi a Akira, 2010)

Lokalizace Puvod ligandu
TLR

TLR1 cytoplazmatickd membrana triacyl lipoproteiny bakterie
TLR2 cytoplazmaticka membrana lipoproteiny bakterie, viry, parazité, vlastni
TLR3 endolyzosom dsRNA viry
TLR4 cytoplazmatickd membrana LPS bakterie, viry, vlastni
TLR5 cytoplazmatickd membrana flagelin bakterie
TLR6 cytoplazmatickd membrana diacyl lipoproteiny bakterie, viry
TLR7(lids endolyzosom SSRNA viry, bakterie, vlastni
ky TLR8)
TLR9 endolyzosom CpG-DNA viry, bakterie, protozoa, vlastni
TLR10 endolyzosom neznamy neznamy
TLR11 cytoplazmatickd membrana profilin-like molekula  protozoa

RLR
RIG-I cytoplazma kratka dsRNA, RNA viry, DNA viry

5'trifosfat dSRNA

MDAD5 cytoplazma dlouha dsRNA RNA viry (Picornaviridae)
LGP2 cytoplazma neznamy RNA viry

NLR
NOD1 cytoplazma iE-DAP bakterie
NOD2 cytoplazma MDP bakterie

CLR
Dectin-1  cytoplazmaticka membrana B-glukan houby
Dectin-2  cytoplazmaticka membrana B-glukan houby
MINCLE cytoplazmatickd membrana SAP130 vlastni, houby

1.3.5.1. Toll-like receptory (TLRS)

Toll-like receptory savcu jsou homologickou rodinou k produktu genu Toll (Akira a kol.,
2001), jenz byl poprvé identifikovan jako molekula nezbytna pro vyvoj embrya u D.
melanogaster. Nedlouho poté byla objevena také jeho klicova tloha v rozpoznani

houbovych infekci a obrané proti nim (Lemaitre a kol., 1996). Aktivace lidskych TLRsS
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rovnéz piispiva K imunitni odpovédi organismu, konkrétné vede k produkci prozanétlivych
cytokinti a expresi kostimulaé¢nich molekul (Medzhitov a kol., 1997).

Clenové rodiny TLRS jsou exprimovany na membranich imunitnich bunék s riznou
intenzitou — od nékolika stovek u nezralych dendritickych bungk, po tisice u monocytt. Jsou
pozorovany také na B lymfocytech a specifickych typech T lymfocytii. Lze je detekovat i na
bunkach, které nejsou soucasti imunitniho systému: adipocytech, myocytech ¢i buikach
vaskularnich a intestinalnich endotelii (Akira a kol., 2001), dokonce i na nadorovych
bunikach. Mira exprese TLRs neni statickd, mize byt modulovana v ramci odpovédi na rizné
stimuly, napf. na pfitomnost patogenu nebo pisobeni cytokini a okolniho stresu (Akira a
kol., 2006).

Strukturné se jednd o transmembranové glykoproteiny 1. typu, pro néz je charakteristicka
extracelularni doména obsahujici proménlivy pocet leucine-rich repeat (LRR) motiva a
cytoplasmatickd signalizatni doména podobajici se intracelularni casti receptoru pro
interleukin 1 (IL-1R) nazyvana jako TIR (Toll/IL-1R homologni) doména (Bowie a O Neill,
2000).

Na zakladé primarni struktury mohou byt TLRS rozd¢leny do n€kolika podrodin, z nichz
kazda rozeznava podobné PAMPs — ligandem podrodin TLR1, TLR2 a TLR6 jsou lipidy,
zatimco TLR7, TLR8 a TLRY vazou nukleové kyseliny. Velmi zajimavou vlastnosti TLRs
je také to, ze nékteré tyto receptory rozpoznavaji hned n€kolik vzdjemné velmi odlisnych
ligandt. Ptikladem je TLR4, ktery mize byt aktivovan LPS, fuznim proteinem respira¢niho
syncytialniho viru, fibronectinem, heat-shock proteiny, atd. — pfi¢emz vSechny tyto latky
jsou rozdilné strukturni povahy (Akira a kol., 2006).

Jak napovida Tab. 2 TLRs se mohou vyskytovat jak extra-, tak intracelularné. Mezi prvni
jmenované patii TLRs 1,2,4,5 a 6. Zbytek je k nalezeni téméf vylu¢né ve vnitrobuné¢nych
strukturach, zejména endosomech — to znamend, ze pted aktivaci piislusné signalizacni
drahy je nutna internalizace ligandu (Akira a kol., 2006).

Obecné lze fici, Ze signalizacni molekuly TLR drah jsou shodné se signaliza¢nim
molekulami pro IL-1R signalizaci (Akira a Takeda, 2004). Stimulace bun¢k TLR ligandem
vede k vzajemné interakci mezi TIR doménami Toll-like receptori a adaptorovymi
molekulami (napt. MyD88). Vysledkem je spusténi downstreamové signalizaéni kaskady
(zahrnujici pfenos signalu pomoci kindz IRAK, adaptoru TRAF6 apod., kon¢ici uvolnénim
transkrip¢niho faktoru NF-«kB, ktery je pak translokovéan do jadra) a produkce prozanétlivych
cytokinl a chemokinti (Martin a Wesche, 2002). Podrobny ptiklad funkéniho schématu je
zachycen na Obr. 4 (Anwar a kol., 2013).
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1.35.11. LPSaTLR4

Lipopolysacharidy (= endotoxiny, LPS) jsou pravdépodobné nejvyraznéjSimi
mikrobialnimi stimulanty vrozené imunity. Typicky se skladaji ze tii Casti. Prvni je
hydrofobni doména, zndma rovnéz jako lipid A, zodpovédna za biologickou aktivitu LPS.
Zbytek molekuly je hydrofilni a obsahuje neopakujici se ,,jadrové* oligosacharidy (2. ¢ast) a
distalni polysacharid ozna¢ovany jako O-antigen (3. ¢ast; Raetz a Whitfield, 2002).

Lipopolysacharidy tvoii vnéj$i vrstvu bunécné stény Gram negativnich bakterii, kde
napomahaji jeji organizaci a stabilité. Z ni jsou uvoliovany nejen po smrti bakterii, ale také
v moment¢ jejich ristu a déleni (Erridge a kol., 2002).

V piipadé, ze dojde k aktivaci ptislusnych receptorti na povrchu makrofag pravé lipidem
A, je spusSténa tvorba ruznych mediatort zanétu (napt. TNF-a a IL1-B) a aktivuje se
produkce kostimula¢nich molekul vyzadovanych pro zapojeni ziskané ¢asti imunitniho
systétmu do odpovédi vici patogenu. U mononuklearnich a endotelidlnich bunék lipid A
stimuluje produkci tkanovych faktort (Raetz a Whitfield, 2002). Jak Raetz a Whitfield na
zéklad¢ Drakeovych udaja uvadi, tyto synergické deje jsou zadouci pro odstranéni lokélni
infekce, avSak v ptipad¢ vazné sepse, kdy dochazi k systémové nadprodukci, mohou tyto
prozanétlivé a srazeci faktory vést az k septickému Soku a umrti ( Raetz a Whitfield, 2002;
Drake a kol., 1993).

LPS spousti reakci sav€ich bun€k interakci s nékolika riznymi bilkovinami — jedna se o
rozpustny LBP (LPS binding protein), CD14 (kotveny glykosylfosfatidylinositolovy protein
téz existujici v solubilni form¢), rozpustny MD-2 (schopny nekovalentni vazby s TLR4 ¢i
piimého formovani komplexu s LPS za jeho nepiitomnosti) a TLR4 s vysadnim postavenim
mezi ostatnimi ((Lizundia a kol., 2008; Lu a kol., 2008).

Po rozpoznani LPS, dochazi k oligomerizaci TLR4 a zapojeni jeho downstreamovych
adaptorii skrze interakcei s dileZitou TIR doménou. TLR4, narozdil od jinych TLRs, vyuziva
vSech pét zndmych adaptorovych proteinil, kterymi jsou: MyD88, TIRAP, TRIF, TRAM a
SARM. TLR4 signalizace se pak rozchazi do dvou drah — na MyD88 zavislé a na MyDS88
nezavislé (TRIF-dependentni). Ob€ pokracuji reakéni kaskddou dalSich molekul zachycenou
na Obr. 4. MyD88 dependentni signalni draha vede k navozeni exprese prozanétlivych

cytokinovych genti, zatimco druha vrcholi produkei interferont typu | (Lu a kol., 2008).
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Obr. 4: Schéma signalnich drah TLR4. Vlevo MyD88-dependentni, vpravo TRIF-dependentni
(pfevzato od Lu a kol., 2008)

1.3.5.2. Lektinové receptory typu C (CLRs)

Lektiny obecné tvofi pocetnou skupinu proteinl, jez se vyskytuje napfi¢ vSemi
nadfiSemi od viru po ¢lovéka (Sharon, 2008). Jsou zodpovédné za rozpoznani a Vysoce
afinni vazbu sacharidd volnych ¢i obsazenych v glykoproteinech, glykolipidech a
polysacharidech (Goldstein a Hayes, 1978). Diky jejich vazebné specifité mohou slouzit jako
rozpoznavaci molekuly uvnitt bun¢k, mezi buikami 1 mezi celymi organismy (Chrispeels a
Raikhel, 1991).

Pro rodinu lektinovych receptort typu C je charakteristické, ze jejich funkce je podminéna
pritomnosti Ca®*. CLRs maji spolecnou alesponn jednu glycid-rozpoznavajici doménu
obsahujici konzervované zbytkové motivy a urcujici cukernou specifitu daného CLR.
Spole¢né tyto receptory dokdzou rozpoznat vétSinu lidskych patogenii; manodzové struktury
jsou typické pro viry, houby a mykobakterie, fukéza byva specificky exprimovana na
urcitych bakteriich a helmintech, a glukanové molekuly se nachizeji na povrchu
mykobakterii a fungalnich mikroorganismi (Geijtenbeek a Gringhuis, 2009). Rozpoznani
téchto struktur vede k internalizaci patogenu, jeho degradaci a v pitipadé APC rovnéz
k prezentaci antigenu (van Kooyk a Rabinovich, 2008).

V soucasné dobé CLR rodina obsahuje také proteiny, které, a¢ maji jednu nebo vice
oblasti homolognich k glycid-rozpoznavajici doméné, ne vzdy vazou sacharidové struktury

(Zelensky a Gready, 2005). S CLRs se mizeme setkat bud’to v rozpustné formé nebo ve
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formé transmembranovych proteini. Transmembranové CLRs slouzici jako PRRs se déli do
dvou skupin; skupiny | — patticich k rodiné mandézovych receptort a skupiny II- nalezejicich
k rodin¢ asialoglykoproteinovych receptorii obsahujici mimo jiné také S dendritickymi

bunikami asociovany lektin typu C - dektin 1 (Geijtenbeek a Gringhuis, 2009).

1.3.5.2.1. Beta glukany, laminarin a dektin-1

Biologicky nejaktivngjsi beta glukany jsou polysacharidové homopolymery
D-glukozovych monomernich jednotek vzajemné spojenych —1,3-glykosidickou vazbou
(ptipadné 1,4). Vyskytuji se v bunécné sténé nékterych bakterii, hub, plisni, kvasinek,
liSejnikd, tas i obilovin (Morshed a kol., 2013), jiz dodavaji elasticitu a mechanickou
odolnost, eventuelné¢ slouzi jako =zasobni latky (Calderone a Braun, 1991). Jejich
nepiitomnost v téle zivoCichi z nich d¢la klasické PAMPs (Brown a Gordon, 2003).

Beta glukany se od sebe lisi délkou fetézcti a postrannim vétvenim, kde se nejéastéji
vyskytuji B-1,4 ¢i B-1,6-glykosidické vazby. Typ vétveni se zda byt druhové specificky;
bunécna sténa bakterii obsahuje prvni zminované, pro houby je typicky druhy typ (Chan a
kol., 2009). Rozpéti jejich molekularni vahy je rtzné, od desitek po tisice kDa (pfiCemz
kol., 2009), a zalezi na puvodu. Stejné je to i s rozpustnosti primarné zavislé na struktuie
molekuly (Rop a kol., 2009).

V minulé i souc¢asné dob¢ se nespocet studii zabyvalo pozitivnim vlivem beta glukand na
bunéfnou aktivitu (posileni funkce makrofagi a NKbunék) a naslednou produkci
prozanétlivych molekul (Brown a Gordon, 2003), které stimuluji imunitni systém a
podporuji 1é¢bu mnohych onemocnéni (Rop a kol., 2009). Na navozeni téchto déju se
pravdépodobné podili specifickd interakce s nékolika bunéénymi povrchovymi receptory
jako je komplementovy receptor typu 3, laktosylceramid, vybrané scavengerové receptory a
dektin-1 (Akramiene a kol., 2007). Ty se mohou nachazet na makrofagach, neutrofilech,
dendritickych butikach, a poddruhu T lymfocytd (Williams a kol., 2003), mimo imunitni
systém také na epitelialnich bunkach (Ahren a kol., 2001), fibroblastech (Kougias a kol.,
2001) a bunikach hypofyzy (Breuel a kol., 2004).

Kromé napomoci v potlaceni infekénich agens (Rondanelli a kol., 2009) beta glukany
z obilovin také snizuji cholesterol (napt. Wood, 1990; Bell a kol., 1999), pozitivné ovliviiuji

krevni cukr u pacienti s diabetem (Pick a kol., 1996), beta glukanové dopliiky stravy
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vyrobené z hub jsou Casto doporucovany k uziti pti 1é¢bé ¢i prevenci rakoviny (Mayell M.,

2001; Kobayashi a kol., 2004).

Laminarin slouzi jako zasobni polysacharid hnédych ftas, zejména rodu Laminariae,
z n¢hoz se také nejcastéji ziskava. Ve vodé rozpustny laminarin druhu Laminaria digitata je
B-1,3-D-glukan obsahujici ptiblizn¢ 25 glukosylovych zbytki s relativné malym mnoZzstvim
[-1,6- postrannich fetézci (Read a kol., 1995). Jakozto velmi kratky beta glukan (< 5-10 tis.

MW) je laminarin povazovan za biologicky neaktivni (Gordon a Brown, 2003; Miyanishi a
kol., 2003).

Dektin-1. Jak vypovidad jeho pojmenovani zminéné v piedeslé kapitole, dektin-1 byl
puvodné povazovan za receptor specificky pro dendritické buniky (Ariizumi a kol., 2000).
Nyni je zndma jeho exprese na mnoha dalSich typech bun€k véetné mononuklearti, neutrofilii
a subsetu T-lymfocytt (Taylor a kol., 2002) — intenzita se pak odviji od typu tkané (nejvyssi
muzeme logicky sledovat v plicich a stievech) a stimulace (u myS$i napf. cytokinové,
steroidni, mikrobialni; Willment a kol., 2003; Brown, 2006). Ptestoze beta glukanovych
receptori existuje na leukocytech vice, dektin-1 se jevi byt tim hlavnim na povrchu
dendritickych bun¢k a makrofagt
(Brown, 2006).

Jako u prvniho non-TLR PRR

bylo u dektinu-1 prokazano, ze po

specifickém rozpoznani

)
Y] Unknown
kinase

rozpustnych i partikularnich (-
1,3- a/nebo B-1,6-glukani a

zymosanu (Brown a Gordon,

2001) zprostiedkovava vlastni . WA

. ., . . . Macrophages Respiratory burst 7 TNF Phagocytosis and

intracelularni signalizaci (Brown, TNF production
., A Dendritic cells IL-10 production  IL-2 production TNF and IL-12 TNF production

2006).  Dochazi  k produkci | and phagocytosis production )

rozli¢nych cytokinu a 5 . ) , ) " )

Y n Obr. 5: Pienos signalu z aktivovaného dektinu-1 a piiklad jeho
chemokini - u urCitych  Ggink( na makrofagy a dendritické butiky (pfevzato z Brown,

prozanétlivych cytokinii (napf. 2006).

TNF, IL-12) vSsak musi byt spole¢ny signal i od TLR (Gantner a kol., 2003), indukci
oxidativniho vzplanuti (Underhill a kol.,, 2006) a pozifeni ligandu pomoci fagocytézy a

pravdépodobné i endocytéozy (Brown a kol, 2006). Pfenosu signalu vyvolaného
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aktivovanym dektinem-1 a pfiklady jeho u¢ink na makrofagy a dendritické bunky jsou na
obrazku 5 (Brown, 2006).
Experimenty Taylora a kolektivu potvrdily, ze dektin-1 hraje rovnéz dilezitou roli v

bunééné odpoveédi neutrofilli proti neopsonizovanym fungalnim patogenim (Taylor a kol.,
2006).

1.3.5.3. Formyl peptidové receptory (FPRSs) a formyl-methionin-
leucin-fenylalanin (f-MLF)

Dal§im typem transmembranovych PRRs jsou tzv. formyl peptidové receptory,
popsané poprvé Vroce 1976 jako oblasti na povrchu neutrofila s vysokou afinitou k N-
formyl-methionin-leucin-fenylalaninu (Showell a kol., 1976), prototypu N-formylovanych
bakterialnich peptidi. Patii do rodiny receptort spfazenych s G proteinem podilejicich se na
imunitnich procesech (Le a kol., 2002). U ¢lovéka jsou znamy 3 druhy FPRs (FPR, FPRL1,
FPRL?2) lisici se ligandy a mirou exprese na povrchu riiznych bilych krvinek, rodina mysich
FPRs (fprl, fpr-rsl, fpr-rs2, fpr-rs3, fpr-rs4,...) je jesté pocetnéjsi (Migeotte a kol., 2006).

Kromé zminénych neutrofili a monocytii, jsou FPRS exprimované na mnoha dalSich
bunikdich mimo krevni fadu (viz. Migeotte a kol.,, 2006), naptf. na povrchu astrocyti,

hepatocytti, kde je jejich funkce nejasna (Panaro a kol., 2006), Efekty po navazani
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piislusného  ligandu na _ _fon — _ _ _ _ _ e — _ _ Extracellular _
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krve (Arbour a kol., 1996) Ci Obr. 6: Signalni drahy aktivovaného FPR (pievzato z Le a kol.,
vyvolani fagocytozy a 2001)
oxidativniho vzplanuti (Panaro a kol., 2006). Piehled signalnich drah aktivovaného FPR je

znazornén na obrazku 6 (Le a kol., 2001).
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Ligandy FPRs jsou N-formylované peptidy, které mohou byt endogenniho ¢i exogenniho
pivodu. Endogenni N-formylované peptidy pochdzi z mitochondrii, a signalizuji tak
poskozeni bunék tkané. V ptipadé exogennich latek se jednd o rozsdhlou skupinu peptida
uvolnovanou bakteriemi (Fu a kol., 2006), nebot’ prokaryoticka proteosyntéza se za¢ina vzdy
od N-formylmetioninu (Adams a Capecchi, 1966).

Kromé N-formylovanych peptidi izolovanych pfimo z bakterii (f-MLF napt. z E. coli),
poslouzi k aktivaci FPRs také uméle syntetizované a neformylované peptidy, piikladem
muze byt Trp-Lys-Tyr-Val-D-Met (WKYMVm; Le a kol., 1999) ¢i His-Phe-Tyr-Leu-Pro-
Met-NH2 (HFYLPM; Bae a kol., 2003). ¢) Neformylovanymi endogennimi agonisty FPRs a
tedy i chemoatraktanty jsou také napt. katepsin G (Sun a kol., 2004) a annexin 1 (Walther a
kol., 2000).

1.3.5.4. Komplementovy receptor typu 3

Komplementovy receptor typu 3 (oznacovany také jako CR3, CD11b/CD18, Mac-1,
oaMpB2) je heterodimerni transmembranovy glykoprotein nachdzejici se na povrchu
polymorfonukledrnich a mononuklearnich fagocyti, NK bunék a nepocetném subsetu B a T
lymfocyti.

S molekulami CR4 (CD11c¢/CD18) a LFA-1 (CD11a/CD18) patii do rodiny leukocytarnich
B2-integrini se spolecnym CD18 B-fetézcem a jednim z tii typtit CDI11 a-fetézce na CD18
nekovalentné vazanym. Jedna se o molekuly s intercelularni adhezni funkci a membranové
receptory se schopnosti signalizace (Ross a Vétvicka, 1993).

CR3 interaguje s rozmanitymi ligandy od komplementového fragmentu iC3b, intercelularni
adhezni molekuly 1 (ICAM-1), pies fibrinogen az po B-glukany (shrnuto v Marth a Kelsall,
1997).

Literatura uvadi, Ze pti aktivaci CR3 fragmenty 1C3b, které opsonizuji povrch patogenu bez
ptitomnych polysacharidovych struktur, dochdzi pouze k adhezi fagocyti a NK bunék
k danému povrchu. V moment¢, kdy se jedna napft. o bakterii ¢i kvasinku s bunéénou sténou
S B-glukany, je spustén proces fagocytozy, degranulace a oxidativniho vzplanuti (Vétvicka a
kol., 1996). Vétvicka a kol. ve svém vyzkumu také zjistili, Ze rozpustné B-glukany mohou
pomoci stimulace CR3 neutrofily a NK bunky jaksi pfedaktivovat tak, ze je pozdé&ji
cytotoxicky efekt vyvolan 1 u opsonizovanych bunéénych struktur bez karbohydratl napf.

nadorové bunky a erytrocyty s iC3b (Vétvicka a kol., 1996).
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1.3.6. Mechanismy eliminace patogeni makro a mikrofagy

V moment¢, kdy se bunky imunitniho systému dostanou do mista infekce a pomoci
vyse uvedenych molekul a déjii rozpoznaji cizorodé struktury, nastava proces jejich potirani.
V piipadé granulocyti a makrofagi je nastrojem eliminace piedevsim fagocytoza (Sorci,
2009). Pomérn¢ nove se V piipadé neutrofili hovoti také o tzv. neutrofilnich extracelularnich

pastich (NETSs; Brinkmann a kol., 2004).

1.3.6.1. Fagocytoza a bunééné zabijeni

Proces bunécného rozpoznani a pohlceni urcité castice o prumeru vétsim nez 0,5 um
(Flannagen a kol., 2009), na konci 19. stoleti poprvé popsal rusky doktor Ilja Me¢nikov pii
pozorovani prithledné larvy motské hvézdice. Po dalSich pokusech s trnem doSel k hypotéze,
7e nové pojmenované fagocyty by mohly hrat dilezitou roli v obrannych mechanismech,
tkédnoveé homeostaze a procesu zanétu i u lidi (Mecnikov, 1905; Stuart a Ezekowitz, 2005).

Kontakt fagocytu s mikrobem vyvola vznik intracelularnich signali, které spousti mnoho
riznych dalSich procesti. Dochazi k pteskupeni aktinovych vlaken cytoskeletu (Kaplan,
1977) tak, Ze nastane extenze ¢i vchlipeni membrany a internalizaci ¢astice (Underhill a
Ozinsky, 2002). M¢ni se uroven produkce a pohybu vezikula, které splyvanim
S cytoplazmatickou membranou zvétSuji jeji povrch a obsahuji latky, jez se podili na
degradaci obsahu nové vznikajiciho fagosomu (Aderem, 2002). Aktivuje se apoptdza a
mechanismy mikrobidlniho zabijeni, vytvaii se cytokiny i chemokiny a vznikaji molekuly
nutné k prezentaci antigenu pro adaptivni imunitu, ¢imz fagocytéza funguje jako most mezi
obéma druhy imunity (Aderem, 2002; Underhill a Ozinsky, 2002).

Pfi svém vzniku a dozravani ziskava fagozom mnohé mikrobicidni vlastnosti (Flannagen a
kol., 2009). Dochazi k acidifikaci fagosomalni lumen pomoci V-ATPazy translokujici
vodikové protony skrze membranu (Beyenbach a Wieczorek, 2006). Kyselé prostfedi nejen
zabrafiuje mikrobidlnimu ristu, ale rovznéz vytvaii pH optimum pro mnohé hydrolytické
enzymy fagocytii. Vodikovy gradient z prostiedi vytlacuje také bakteridlni ziviny, usnadiuje

vvvvvv

reaktivnich forem kysliku (Flannagan a kol., 2009).

Hlavnim nastrojem zabijeni patogeni u profesionalnich fagocytd je produkce
reaktivnich forem Kysliku (ROS) a dusiku (RNS; Flannagan a kol., 2009). Aktivni NOX2
NADPH oxidéaza ptemistuje elektrony z NADPH v cytosolu na molekularni kyslik, pti¢emz
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uvoliiuje Oz do vnitiku fagozomu (Quinn a Gauss, 2004). Tam byva superoxid pfeménén na
peroxid vodiku, ktery mtze déle reagovat s dal§im O, za vzniku hydroxylovych radikalt a
singletového kysliku (Minakami a Sumimotoa, 2006). Druhy zplsob produkce toxickych
sloucenin kysliku vyuziva enzym obsazeny v azurofilnich granulech neutrofili a lyzosomech
monocytti — myeloperoxidazu (MPO). Ta se uvoliuje do fagolyzosomi i do okoli bunky a
katalyzuje pfeménu H,O, v kyselinu chlornou (az 50x G¢innéjsi nez peroxid) a chloraminy.
Z HOCI muze dale vznikat jesté reaktivnéjsi hydroxylovy radikal a singletovy kyslik (Racek,
2008).

Oxid dusny a reaktivni formy dusiku (RNS) z n€j odvozené jsou pak prominentnimi
antimikrobialnimi nastroji makrofagi (Flannagan a kol., 2009). NO syntaza (NOS2) slouzi
jako dimer — prvni podjednotka pievadi elektron z NADPH na FAD, z ného na FMN a
posléze na hem sousedni podjednotky za vzniku - NO a citrulinu z L-argininu a kysliku
(Stuehr, 1999; Flannagan a kol., 2009). Oxid dusny, syntetizovany na cytoplasmatické strané
fagozomu, difunduje membranou a v Ilumen po setkani s ROS mize spontanng, ¢i
zprostiedkované pies katalyzatory, podléhat preméné¢ v RNS jako napt. radikal oxidu
dusicitého (‘NO,), nitroxyl (NO"), peroxynitrit (ONOO), oxid dusity (N,O3), atd. ROS a
RNS jsou vysoce toxické, nebot’ pusobi inaktivaci cilovych proteinti, oxidativnimi pochody

poskozuji lipidy a nevratné ni¢i DNA (Flannagan a kol., 2009).

s Host microbicidal factors

NiCici arzendl pak dopliuji antimikrobialni
proteiny a peptidy. V zasadé se déli do dvou
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Obr. 7: Mechanismy ur¢ené k degradaci
Flannagan a kol., 2009). Kromé  gbsahu fagozomu (ptevzato z Flannagan

bakteriostatickych latek najdeme uvnité granul i @ Kol., 2009)

proteiny a peptidy zplsobujici permeabilitu bunééné stény a membrany (defensiny,
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cathelicidiny), nebo hydrolyzujici uhlovodiky (napf. lyzozym, B-glukuronidaza), lipidy
(fosfolipdza A2) a proteiny (katepsiny, Flannagan a kol., 2009). Piehled mechanismi
eliminace patogenu je uveden na obr. 7 (Flannagan a kol., 2009).

Vyse zminovand myeloperoxidaza se jevi také jako klicovy enzym pro niceni
extracelularnich cild, které nemohou byt fagocytovany. Nasledky uvolnéni myeloperoxidazy
do okoli buniky se odviji od jejiho ptilnuti k cilové struktufe. Pokud fagocyty aheruji pevné
k povrchu cizorodé ¢i opsonizované Castice, dochazi mezi nimi k vytvofeni kapsy oddélené
od extracelularniho prostfedi, do niz je MPO uvoliovana spolu s H,O,, coz simuluje
podminky panujici uvnitt fagozomu. Druhy pfipad toxického plsobeni MPO vznika pfii
jejim uniku do extracelularni tekutiny, napt. pted uzavienim fagozomu, v momenté¢ kdy
dojde Kk lyze leukocytu, nebo pokud je bunka vystavena velkému mnozstvi rozpustnych

stimulti (Klebanoft, 2005).

1.3.6.2. NETs

K fagocytoze a degranulaci, hlavnim antimikrobidlnim strategiim neutrofild, pfibylo
pied 10 lety objevené formovani tzv. neutrophil extracellular traps (Brinkmann a kol.,
2004). Spociva ve vypusténi obsahu jadra do okoli bunky (stimulované PMA, IL-8 ¢i LPS),
pricemz tento d¢j muize trvat v zavislosti na druhu stimulace minuty i1 hodiny a klicovou roli
Vv jeho iniciaci hraji ROS (Papayannopoulos a Zychlinsky, 2009). NETs jsou tvofeny vlakny
dekondenzovaného chromatinu, histony a proteiny uvolnéné z primarnich (elastaza, katepsin
G, myeloperoxidaza), sekundarnich i terciarnich granul (laktoferrin, gelatinaza), které jim
dodavaji toxicky potencial (Brinkmann a kol., 2004). Jejich vysoka koncentrace vede
k zneSkodnéni a zabijeni patogenti a zaroven brani jejich Sifeni.

NETs se zdaji byt ufinné vici grampozitivhim 1 negativnim bakteriim, houbam i
parazitim. Je mozné, ze rovnéz sehravaji dilezitou roli i v boji proti nefagocytovatelnym

patogentim, jako jsou hyfy hub a helminti (Papayannopoulos a Zychlinsky, 2009).

1.3.7. Imunodeficientni mysi

K zji§tovani a porozuméni nejriznéjSich mechanismil imunitniho systému na Grovni
bunék 1 molekul se vyuZzivaji mySi imunodeficientni modely. Od pfirozené se vyskytujicich
imudeficientnich mys$i se véda spostupem c¢asu a rozvojem novych metod dostala
k imunodeficiecim vzniklymi ¢i navozenymi mutacemi, transgenozou ¢i metodami

genetického inZenyrstvi (Belizario, 2009).
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1.3.7.1. SCID mysi

Oznaceni SCID je zkratkou pro severe combined immunodeficiency a znamena vazny
nedostatek funkénich bungk ziskané imunity. Jejich vzacna recesivni mutace (Prkdc™?, 16.
chromozom) ma negativni vliv na rekombinaci gend antigennich receptord, ¢imz prerusuje
rany vyvoj bunck B a T linie. Pro SCID mysi je tak typickd velmi nizka ¢i témef
nedetekovatelnad hladina imunoglobulini v séru. Ostatni hematopoetické buiky se vyviji a
funguji spravné. V soucasné dobé¢ existuji tfi kmeny SCID mysi — C57BL/6, Balb/c a CB-17
(Bosma a Carroll, 1991; Belizario 2009). Posledni jmenované¢ byly pouzity v této praci.

SCID mysi jsou rutinné vyuzivany v mnoha vyzkumech tykajicich se zdkladnich
imunitnich pochodii i slozitéjSich de¢ja. Kvuli jejich postizeni nedochdzi k odmitnuti
transplantovanych $tépti. Umoznuji také rust alogennich i xenogennich nadort. Diky
nepfitomnosti lymfocytl, 1ze po porovnani se zdravymi jedinci odliSit hranici vrozené a

ziskané imunitni odpovédi (Bosma a Carroll, 1991).

1.3.7.2. Mac-1 (CD11b) -/- mysi

Kmen mysi deficientnich pro integrin oM byly vyvinuty pomoci cileného nahrazeni
exonu 1 Itgam genu vektorem jinych geni u mySiho kmene C57BL/6J. Informace o
prislusném receptoru, jehoz je proteinova podjednotka CD11b soucasti, jsou uvedeny
v kapitole Komplementovy receptor 3. Neutrofily ztéchto transgennich mysi vykazuji
poruchy adhezivity, fagocytozy tizené iC3b a homotypické agregace. Schopnost degranulace
je snizend. Vyuziti spo¢iva ve studiu imunitni odpovédi vici patogentim a v ziskavani

imunokompetentnich bun¢k (Lu a kol., 1997).

1.4. Terapie melanomu pomoci fagocytarnich
ligandi kotvenych na povrchu bunék

Inspiraci k tomuto zptisobu terapie byl objev SR/CR mysi profesorem Cuim (Cui a
kol., 2003), které dokazou rozpoznat a likvidovat nadorové bujeni pomoci bunék vrozené
imunity (konkrétné PMN, makrofagy a NK buriky; Hicks a kol., 2006). Od bodu zjisténi
jejich potencidlu vedl krok k napadu oznacit maligni buiky PAMPs tak, aby bunky
v domnéni, Ze se jednd o infek¢ni agens, zautocCily na (za béznych podminek pro vrozenou

imunitu nendpadnou) nadorovou masu. DalSim dilezitym objevem byla pro zajisténi
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synergie u¢inku nutnost aktivace signalnich PRR spolecné s aktivaci fagocytarnich receptori
polem ligandli o vhodné hustoté (Underhill a Gantner, 2004). Kromé kotvenych agonisti

fagocytarnich receptorti je tak v terapii pouzivano také LPS.

1.4.1. Laminarin —- BAM

Laminarin byl kotveny pomoci biocompatible anchor for cell membrane (BAM) -
molekuly, na jejimz jednom konci se nachazi olejova skupina slouzici jako hydrofobni kotva
prostupujici bunéfnou membranou, aniz by ji poSkodila. Druhy konec je tvofen
polyethylenglykolem (PEG) zvySujicim hydrofilitu s reaktivni skupinou na konci, na niz je
mozno vazat dalsi latky (Kato a kol., 2004).

Terapie laminarin-BAM v kombinaci s LPS v in vivo pokusech vedla az k 90,2% redukci
nadoroveého rlstu oproti kontroldm. RovnéZz vysledky histologie po této terapii ukazaly
statisticky vyznamnou redukci nadorové tkané. V in vitro pokusech s makrofagy PMJ2R
(aktivovanymi LPS) doSlo k 41% sniZzeni poctu melanomovych bun¢k s ukotvenym

laminarinem na svém povrchu (Janotova a kol., 2014).

1.4.2. f-MLF - DOPE

V dalsich pokusech bylo pouzito f-MLF kotvené pomoci BAM a DOPE
(dioleoylphosphatidylethanolamine - latka svou strukturou podobna BAM, li§i se vSak
piitomnosti druhého alifatického fetézce).

Terapii timto ligandem v kombinaci s LPS bylo dosazeno obdobnych (le¢ o néco slabsich)

vysledku jako v piipadé 1é€by laminarinem (viz Janotova a kol., 2014).
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2. Cile prace

e Stanovit hladiny cytokini IL-1pB, IL-6, IL-8, TNF-a, INF-y a TGF-B v pribéhu

terapie melanomu B16-F10 pomoci kotveného laminarinu, LPS a jejich kombinace.

o Oveiit piedpoklad, Ze pouzivana terapie melanomu B16-F10 je skute¢né zalozena na

mechanismech a buiikdch vrozené imunity - vyuziti SCID mysi.

e Porovnat ucinnost aplikace kotveného laminarinu + LPS obden s pulsnim rezimem

lécby u SCID mysi.

e Zjistit roli CR3 u mysi s melanomy B16-F10 Ilé¢enych laminarinem kotvenym

pomoci BAM ve spojeni s LPS — vyuziti Mac-1" mysi.

e Ovefit téinnost imunoterapie zalozené na instalaci ligandu fagocytarnich receptoru
na povrch nadorovych bun¢k i1 u jiného typu nadoru, nez dosud testovaného

melanomu — studovat terapii sarkomu 180 transplantovaného BALB/c mySim.
e Ur¢it miru degranulace neutrofild pii interakci s melanomovymi buikami

s kotvenym fagocytarnim ligandem pomoci MPO — zavést a optimalizovat in vitro a

in vivo metody.
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3. Material a metody
3.1. Chemikalie

e BAM - Biocompatible anchor for cell membrane, Mw 4000 (NOF Europe, Belgie)

e DNaza I (Roche Diagnostics)

e DOPE - N-(Succinimidyloxy-glutaryl)-L- « -phosphatidylethanolamin, Dioleoyl (NOF
Corporation, Japonsko)

e EDTA - kyselina ethylendiamintetraoctova (Sigma Aldrich)

e ELISA kity (IL-1p, IL-6, INF-y, TGF-B, TNF-o — eBioscience, IL-8 - R&D systems)

e FCS — Fetal Calf Serum (Sigma Aldrich)

e Fluid Thioglycollate Medium (Difco)

e f-MLF - N-formyl-methionin-leucin-fenylalanin (Sigma- Aldrich)

e Laminarin z L. Digitata (Sigma Aldrich)

e Liberaza DL (Roche Diagnostics)

e LPSZzE. coli (Sigma Aldrich)

e Myeloperoxidase (MPO) Fluorometric Activity Assay Kit (Sigma Aldrich)

e RPMI 1640 (Sigma Aldrich)

e Trypanova mod¥ (Sigma Aldrich)

e Trypsin (Sigma Aldrich)

3.2. Laboratorni zvirata

V experimentech byly pouZivany samice mysi kmene BALB/c, C57BL/6N, Mac-1 -
(C57BL/6N) a SCID (C.B17/lcr-scid).

Oba kmeny imunokompetentnich mysi byly objednany z Charles River Laboratories, ve
zvéfinci Parazitologického tstavu AV CR v Ceskych Budgjovicich pak byly chovany za
standardnich podminek s fotoperiodou 12/12 a s neomezenym pfistupem k vod¢ a
granulované potravé. Terapie byla zahajena ve staii 8 tydni v ptipadé mySi kmene
C57BL/6N, mysi BALB/c byly v momentu zacatku 1écby 9 tydenni.

Kmeny imunodeficientnich mysi pochazely z vlastniho chovu PaU BC AV CR v Ceskych
Budgjovicich (SCID mysi byly ptivodné ziskany z Charles River Laboratories, chovné pary
Mac-1"" ‘byly laskavé poskytnuty Dr. Chavakisem z Univerzitni kliniky C. G. Caruse v
Drazd’anech), kde byly odchovany za standardnich podminek ve sterilnim prostiedi v IVC
(Air Handling Solutions; Tecnoplast, Italy) s HEPA filtry. Béhem pokust byly drzeny
v izolatorech (BEM Znojmo, CR) s HEPA filtry, piistup ke sterilni komeréni granulované
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stravé a sterilni vod¢ nebyl omezen. Lécba byla zapocata ptiblizné v 8-10. tydnu zivota

mysSi.

3.3. Bunéc¢né linie

V experimentech uzité bunécné linie mySiho melanomu B16-F10 a mys$iho sarkomu
S-180 byly darem prof. Rihové z Mikrobiologického tstavu AV CR, Praha.

Kultivace bun¢k obou lini probihala v RPMI 1640 obsahujicim 10% FCS s ptidavkem 1 %

antibiotik, 1 % glutaminu a 0,1 % merkaptoetanolu pfi teploté 37° C v atmosféie nasycené

vodnimi parami obsahujici 5 % CO,.

3.4. Priprava bunéénych linii pro pouziti in vivo

Po odstranéni kultivaéniho média byly narostlé nadorové buitky B16-F10 dtikladné a
Setrné promyty pomoci sterilniho pufrovaného fyziologického roztoku (PBS). Nasledovala
trypsinizace pomoci 0,5 ml trypsiniza¢ni smési (0,02 % trypsin a 0,02 % EDTA v PBS). Za
ucelem dalsiho uvolnéni adherovanych bun¢k probéhla 5 minutova inkubace v termostatu pii
37° C. Trypsiniza¢ni reakce byla zastavena pridanim média RPMI 1640 s 10% FCS, v némz
doslo k rozvolnéni bunék Pasteurovou pipetou. Po centrifugaci (10 min, 4° C, 150G) a vyliti
séra doslo k nafedéni bun¢k na pozadovy objem ptidanim RPMI 1640, tentokrat bez FCS.
Roztok s B16-F10 se smichal v poméru 1:1 s trypanovou modii a mnozstvi bun¢k bylo po
chvili spoéitano v Biirkerové komurce. Dle zjisténého pocétu se pak suspenze nafedila na
pottebnou koncentraci 4 mil. bunék/ml.
Pti ptipravé sarkomovych bunc¢k S-180 mohl byt diky absenci adhezivity ke sténé
kultivaéni nadoby vynechdn bod trypsinizace. VSe ostatni bylo provedeno stejn¢ jako

Vv ptipad¢ bun¢k melanomovych.

3.5. Transplantace nadorovych bunék

Pro transplantaci bun€k bylo nejprve nutné oholit srst mys$i na pravém boku asi do
poloviny zad. Do této partine pak bylo subkutanné aplikovano 0,1 ml melanomové (B16-
F10 s RPMI 1640) ¢i sarkomové (S-180 s RPMI 1640) suspenze obsahujici 400 000 bunék.

3.6. 1Izolace neutrofilu

Izolaci neutrofili z mySiho peritonea pfedchazela ptiprava 3% thioglykolatového

média (0,3 g Fluid Thioglycollate Medium + 10 ml deionizované vody). Roztok mél modrou
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barvu, kterd se po pievareni v mikroviné troub€ (1-2 min) zménila na rtizovou. Po zchlazeni
byl roztok prefiltrovan do uzaviratelné naddoby obalené alobalem, aby se zabranilo pfistupu
vzduchu a svétla. Roztok byl uloZen do lednice. Pfes noc se v nadobé oddélily dveé vrstvy -
vrchni rizova a zIuta u dna.

Kazdé mysi pak byly intraperitonedlné injikovany 2 ml Zluté zbarveného média a
ponechaly se pusobit. Za 4,5 - 5 hodin byla mys vykrvena a usmrcena cervikalni dislokaci.
Vychlazené PBS bylo vstiiknuto do peritonea, lehkym poklepanim se docililo proplachnuti a
nasledn¢ byla tekutina odebrana do zkumavky. Bylo pfilito dals$i chlazené PBS a nasledovala
centrifugace (20 - 40 min podle ohraniceni peletu) ve 4 °C pii 250 G. Pelet byl opatrné
rozsuspenzovan v piidaném RPMI 1640 s 10% FCS doplnéném na 1 ml. Buiky byly

spocitany v Biirkerové komtrce.

3.7. Sonikace

Za pouziti pristroje HIELSCHER VP200S doslo kozvucovani dané suspenze

V ledové lazni 10 x 10 s, pficem po kazdé sonikaci se suspenze chladila po dobu 20 s.

3.8. Meéreni a vypocet velikosti nadori

M¢feni velikosti nadoru bylo provadéno v pribéhu terapie kazdy druhy den pomoci
specialniho kaliperu. Dle Inaby a kol. byl nejvétsi rozmér nadoru (délka) oznaCen pismenem
A, nejmensi (vysSka smérem od téla) pismenem B. Objem nadoru byl vypocitan dosazenim

hodnot do vzorce V=n/6 AB? (Inaba a kol., 1986).

3.9. Prumérna redukce nadorového ristu (%)

K vypoctu redukce nadorového ristu (ve srovnani s kontrolou) byl pouzit nasledujici
VZOrec:

(prumérny objem nddora v kontrolni skupiné — prumérny objem nadoru v 1é¢ené skupiné) x 100

pramérny objem nadort v kontrolni skupiné

Redukce nadorového rastu byla spocitana ze zjisténych objemi nadora ve 4., 6., 8., 10.,
12., a 14. den od zahijeni 1éCby. Téchto Sest cifer pak poslouzilo k vypoctu pramérné

hodnoty, jeZ v procentech udava ,,primérnou redukci naddorového ristu®.
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3.10. Pocitani plicnich metastaz

Vypitvané plice byly zakonzervovany v 4% roztoku formaldehydu. Pod binolupou se

nasledné zjistil pocet metastatickych loZisek (Cernych tecek ruzné velikosti).

3.11. Statistické vyhodnoceni dat

Statistické vyhodnoceni dat bylo provedeno v programu R. K zjisténi statistické
vyznamnosti byla pouzita analyza rozptylu (ANOVA) doplnéna post-hoc Tukeyovym
testem. V pripad¢€, Ze data nespliiovala podminky normality vybéri a homogenitu rozptyld,
byla data zlogaritmovana. Pokud tato prava nepomohla, byl pouzit neparametricky Kruskal-
Wallistiv test.

Analyza pteziti byla vypracovana v programu STATISTICA 12 pomoci Kaplan-Meierova

testu.

3.12. Priprava terapeutickych latek

3.12.1.  Ptiprava f-MLFGsK — DOPE (+ LPS)

Ptiprava tohoto terapeutika spocivala ve smichani 6 ml ImM DOPE v PBS se stejnym
objemem 1mM f-MLFGGGGGG-K. Reakce probihala 1 h pfi pokojové teploté. Vysledny

roztok byl sterilizovan filtraci skrze péry o priméru 0,22 pm.

3.12.2. Priprava laminarin —- BAM + LPS

Pro pfipojeni biokompatibilni kotvy (BAM) bylo nutné nejprve provést redukéni
aminaci laminarinu. Ta spocivala v pétidennim redukovani roztoku laminarinu
kyanoborohydridem sodnym (pH 7,5; 50 °C, prostfedi octanu amonného). Roztok byl dale
ptes noc dialyzovan ve sttevé MWCO 3500 proti PBS (4 °C, stalé michéani; Torosantucci a
kol., 2005).

K navdzani molekuly BAM na aminoskupinu laminarinu doSlo pfi pH 7,3 dle metody
Katoa a kol., 2004. Nakonec byl roztok dialyzovan za stejnych podminek jako po aminaci.
Vysledkem byl 0,2 mM roztok laminarin-BAM v PBS. Smési LPS bylo docileno ptidanim

LPS na finalni koncentraci 0,5 mg/ml.
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3.13. Pokusy

3.13.1. Stanoveni koncentrace cytokinii v nadorové tkani
V pribéhu 1é¢by laminarin-BAM, LPS a jejich smési
Tento experiment byl proveden na 39 samicich mysi C57BL/6N. Dvanacty den po
transplantaci 400 tis. bun¢k melanomu B16-F10 byly mysi rozdéleny do ctyf terapeutickych
skupin (A, B, C, K) po deviti kusech. Kazdé¢ mysi se zmétila velikost nadoru, do néjz bylo
nasledné jednorazoveé aplikovano 50 pl 1éciva. U zbyvajicich tfech mysi slouzicich jako
negativni kontrola byla nejprve zaznamendna velikost jejich nadort, pak byly mysi
usmrceny a nador jim byl vyjmut. Usmrceni a odebrani nddorti probihalo rovnéz po 12, 24 a

48 hodinéch vzdy u tfech mysi z kazdé skupiny.

Nadory byly posléze ocCistény studenym médiem RPMI 1640 bez séra a nastithany na
malé dilky, kter¢ byly vlozeny do zkumavek s 1 ml sterilntho RPMI 1640 bez séra
s Liberazou DL (0,33mg/ml) a DNazou (0,2 mg/ml). Po 1 hodin¢ inkubace (mirné
protiepavani, 37° C), byly vzorky 10 minut centrifugovany (160G, 4 °C). Supernatant byl
odebran a uloZen do mraznicky (— 80 °C) az do doby stanoveni koncentrace cytokinii
metodou ELISA (imunoenzymaticka reakce detekujici antigen/cytokin ve vzorku) pomoci
komercné dodanych kiti. Samotné testy se pak provadély presné dle instrukci v ptilozenych
navodech.

Pouzita terapeutika v jednotlivych skupinach:

= A:LPS (0,5 mg/ml) v PBS

= B:0,2 mM laminarin-BAM v PBS

= C:0,2mM laminarin-BAM + LPS (0,5 mg/ml) v PBS

= K: kontrolni — PBS

3.13.2. Studium vlivu kotveni f-MLF a synergie s LPS na
redukci ristu nadoru u SCID mysi

Experiment byl provadén na 16 samicich SCID mysi, které se 12. den po transplantaci
400 tisic melanomovych bunék B16-F10 rozdélily do 4 skupin (A, B, C a K) po 4 jedincich.
Ve stejny den byla zahajena terapie. Pulzni intratumoralni podani 50 pl terapeutika/mys
probihalo ve dnech 0, 1, 2....8, 9, 10,...16,17,18,...24, 25, 26 a velikost nadoru se méfila
obden. Druhym sledovanym udajem byla doba pteziti po ukonceni terapie.

Pouzita terapeutika v jednotlivych skupinach:
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A: 0,5 mM fMLFGgK-DOPE

B: 0,5 mM fMLFGgK-DOPE+LPS (0,5 mg/ml)
C: LPS (0,5 mg/ml) v PBS

K: kontrolni PBS

3.13.3. Studium lé¢ebného ucinku smési lamirin-BAM+LPS
aplikované pulzné na redukci nadorového ristu u SCID mySi

V tomto pokusu bylo pouzito deset samic SCID mysi s transplantovanym melanomem
B16-F10. Dvanact dnii od transplantace se mysi rozdé€lily do dvou stejnych skupin (A, K) a
bylo jim poprvé intratumoralné aplikovano 50 ul ptislusného roztoku/mys. Shodna aplikace
probihala dale ve dnech 1, 2,...8, 9, 10,...16, 17, 18 a 24, 25, 26. Krom¢ velikosti nadorti
méiené kazdy druhy den byla sledovana také doba pteziti po ukonceni terapie.

Pouzita terapeutika v jednotlivych skupinach:
= A:0,2mM laminarin-BAM + LPS (0,5 mg/ml) v PBS
= K: kontrolni — PBS

3.13.4. Studium lé¢ebného uc¢inku smési laminarin-BAM+LPS
aplikované obden na redukci nadorového ristu u SCID mysi

V dal$im experimentu bylo zahrnuto sedm samic SCID mysi, jimZ byl transplantovan
melanom B16-F10. Po dvanacti dnech byly mysi rozifazeny do dvou skupin (A, K), pfi¢emz
skupina A Citala tfi jedince, zatimco skupina K ¢tyfi. Intratumoralni aplikaci 50 pl
prislusného roztoku/mys provadéné 0., 2., 4., 6., 8. a 10. den vzdy piedchazelo zméreni
velikosti nadoru.

Pouzita terapeutika v jednotlivych skupinach:
= A:0,2mM laminarin-BAM+LPS (0,5 mg/ml) v PBS
= K: kontrolni — PBS

3.13.5. Studium vyznamu CR3 V redukci nadorového ristu u
Mac-1" mysi lé¢enych smési laminarin-BAM+LPS aplikované
kazdy druhy den

I tento pokus zaéinal transplantaci 400 tis. melanomovych bunék B16-F10, tentokrat
ovSem kazdé z 11 samic mysi Mac-1"", Dvanacty den od transplantace nasledovalo rozdéleni
do tfi skupin (skupina A a Kpo 4 mysich, skupina B po 3 mysich) a zahajeni 1écby

spocivajici V Sesti intratumoralné¢ a obden aplikovanych davkach 50 pl pfislusného
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roztoku/mys (tedy 0., 2., 4., 6., 8. a 10. den). Ve stejné dny byla méfena i velikost nddoru az
do 14. dne. Po ném byly mysi usmrceny a z vypitvanych plic se zjiStoval pocet metastaz.
Pouzita terapeutika v jednotlivych skupinach:

= A:0,2mM laminarin-BAM+LPS (0,5 mg/ml) v PBS

= B:LPS (0,5mg/ml) v PBS

= K: kontrolni — PBS

3.13.6. Ovéreni ucinnosti terapie na sarkomu S-180 u BALB/c

Nasledujici pokus zahrnoval 18 samic mysi kmene BALB/c, jimZ bylo ve stafi § tydnt
transplantovano 400 tis. sarkomovych bun¢k S-180. Dvanécty den od transplantace se mysi
roziadily do tfi skupin po Sesti mySich (A, B, K). Stejny den se také zapocala lécba
obnasejici 1.t. injikaci 50 pl terapeutika/mys. 2., 4., 6., 8. 10. den od zahdjeni terapie dostaly
my$i dalsi davky lécebné latky a byla jim métfena velikost nadorii. Méfeni se provadélo
rovnéz ve 12. a 14. den, kdy doSlo k usmrceni my$i a vypitvani jejich plic za Gicelem analyzy
poctu metastaz.

Pouzita terapeutika v jednotlivych skupinach:
= A:0,2mM laminarin-BAM+LPS (0,5 mg/ml) v PBS
= B:LPS(0,5mg/ml) v PBS
= K: kontrolni — PBS

3.13.7. Stanoveni miry degranulace neutrofilii pri interakei
S melanomovymi buiikami a fagocytarnim ligandem pomoci
MPO - zavedeni a optimalizace metody

3.13.7.1. Priprava vzorki pro stanoveni aktivity uvolnéné MPO po
inkubaci neutrofili s nadorovymi buiikami a laminarinem

Melanomové buitky B16-F10 oSetiené stejnym zplsobem jako pro transplantaci (viz
kapitola 3.4) byly nafedény na vyslednou koncentraci 500 tis. bun¢k/ml média s FCS. 100 pl
této suspenze (50 tis. bun€k) bylo napipetovano do sedmi jamek desticky s V dnem. Do tiech
jamek bylo ptidano 100 pl roztoku 0,2 mM laminarin-BAM + médium s FCS, zatimco
k dalsim tfem bylo doplnéno 100 pl roztoku PBS+ médium s FCS. Po tficetiminutové
inkubaci (37 °C, 5% CO, atmosféra) byla desticka po dobu dvou minut stacena (4 °C,
424G), aby mohl byt odstranén supernatant.
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Ke kazdé z vySe zminénych Sesti jamek se pridalo 200 ul suspenze neutrofilti (1,25 mil.
neutrofili/ml média s FCS — izolace a ptiprava viz kapitola 3.6), pii¢emz k 7. jamce bylo
ptidano 200 pul média s FCS. Do dosud nevyuzitych dalSich tiech jamek bylo napipetovano
po 200 ul stejné suspenze neutrofilti. Nasledovalo jemné rozsuspendovani (pipeta se Sirokym
otvorem) obsahu vSech jamek a prob&hla dvouhodinova inkubace (CO; termostat, 37 °C). Z
kazdé jamky bylo odebrano a na ¢ernou destiCku pieneseno 50 ul supernatantu. V dalsich
péti jamkach této desticky bylo ptipraveno 50 ul supernatantu sonikovanych B16-F10 (1
jamka), 50 ul supernatantu sonikovanych neutrofili (po 3 jamkach) a 50 ul MPO Assay
Buffer+Master reaction Mix (1 jamka) vypovidajici o intenzité pozadi. Poslednim krokem

bylo samotné stanoveni aktivity MPO.

3.13.7.2. Priprava vzorki pro stanoveni aktivity MPO uvolnéné do
mezibunécéného prostoru nadorové tkané po aplikaci kotveného
laminarinu, f-MLF, LPS ¢i jejich smési
Supernatanty piipravené pro stanoveni hladiny cytokini (viz kapitola 3.13.6) byly
vyuzity i v tomto pokusu. Kromé vzorkl ziskanych po aplikaci laminarinu, se analyzovaly
také vzorky po i.t. injikaci 0,5 mM f-MLFKK-BAM a smési 0,5mM f~-MLFKK + LPS (0,5
mg/ml). Princip jejich ziskani byl zcela shodny jako v pfipad¢ ,laminarinovych®

supernatantli. Stanoveni aktivity MPO pak prob¢hlo dle ptilozeného navodu.

3.13.7.3. Stanoveni aktivity MPO

K zjisténi enzymatické aktivity uvolnéné myeloperoxidazy byla pouzita souprava
Myeloperoxidase (MPO) Fluorometric Activity Assay Kit (Sigma Aldrich). Principem testu
je schopnost MPO katalyzovat tvorbu HCIO reagujici s aminofenyl fluoresceinovym
substratem za vzniku fluoresceinu (Aex = 485/ kem = 525 nm). Test byl proveden zcela dle
pokyna pfiiloZzeného navodu, k zméteni fluoresence posluzil piistroj Tecan (40 minut s
60s intervaly).

Aktivita MPO se spocitala dle vzorce: MPO aktivita= B x dilu¢ni faktor vzorku
reakéni ¢as x V

B= mnozstvi (pmol) fluoresceinu uvolnéného mezi ¢asem Ty, zazatku @ Tna konci

reakéni €as= Tha zacsta = T nakonci (MIN)

V= objem vzorku (ml)

Vysledek je pak udavan v pmol/min/ml oznacovanych také jako pU/ml. Jedna jednotka (U)
MPO tak odpovida mnozstvi enzymu, které za minutu a pfi pokojové teploté oxiduje MPO

substrat k ziskani 1 pmol fluoresceinu.
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4. Vysledky

4.1. Stanoveni koncentrace cytokini v nadorové tkani po
aplikaci laminarinu-BAM, LPS a jejich smési

Zamérem této série pokust bylo zjistit, jak se méni hladiny jednotlivych cytokint (IL-
1B, IL-6, IL-8, TNF-a, IFNy a TGF-B) v nadorové tkani v zavislosti na pouzitém terapeutiku
a Case vrozmezi 0 — 48 hodin. Pro kazdé stanoveni byla nejdiive sestrojena kalibracni
piimka a z pfislusné rovnice regrese vypocteny hledané koncentrace cytokini. Ty byly

pozdgji vztazeny k 1 mm® nadorové masy.

4.1.1. Interleukin-1p

Koncentrace IL-1p byly vypolteny pomoci rovnice regrese uvedené v grafu s
kalibra¢ni ptimkou (Obr. 8).
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Obr. 8: Kalibra¢ni piimka pro stanoveni IL-13

Zjisténé hladiny IL-1p v prabéhu 48 hodin od aplikace 1é¢iva jsou uvedeny Vv nasledujicim grafu
(Obr. 9). Nejvyssi koncentrace v celém ¢asovém rozmezi dosahovala skupina A (LPS), kde byl jiz po
12 hodinach zaznamenan statisticky vyznamny narist oproti kontrolni skuping. K vyrazné vyssimu a
statisticky vyznamnému zvySeni hladiny IL-13 doSlo po 12 hodinach také u skupiny B (laminarin-
BAM). Z grafu se jevi, ze do 24 hodin se koncentrace u vSech lééebnych latek zvySovala, poté
klesala. V 48 hodiné byla koncentrace IL-1f u skupiny C (laminarin-BAM+LPS) dokonce niz$i nez
Vv kontrolni skupiné K.
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Obr. 9: Koncentrace IL-1p v nadorové tkani méfena béhem 48 hodin od aplikace terapeutik
A —LPS, B — laminarin-BAM, C-laminarin-BAM+LPS, K — kontrola, NK-negativni kontrola

Hladina statisticky vyznamného rozdilu viici kontrole: * P < 0,05

4.1.2. Interleukin 6

Koncentrace IL-6 byly vypocteny z regresni rovnice kalibra¢ni pifimky zobrazené na
Obr. 10.

y = 0,0068x + 0,0388
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Obr. 10: Kalibra¢ni pfimka pro stanoveni koncentrace 1L-6

Z dalsiho grafu (Obr. 11) je ziejmé, ze koncentrace IL-6 nereflektovala zptsob a pribéh terapie,
pouze u terapie laminarinem-BAM (skupina B) doslo po 48 hodinach k vyraznému zvyseni

jeho hladiny.
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Obr. 11: Koncentrace IL-6 v nadorové tkani méfena béhem 48 hodin od aplikace terapeutik
A - LPS, B — laminarin-BAM, C-laminarin-BAM+LPS, K — kontrola, NK-negativni kontrola

4.1.3. Interleukin 8

K vypoctu koncentraci IL-8 byla pouzita rovnice regrese uvedena v grafu s kalibracni

piimkou (Obr. 12).
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Obr.12 : Kalibra¢ni pfimka pro stanoveni koncentrace IL-8

Namétené koncentrace IL-8 po 12, 24 a 48 hodinach od aplikace 1é¢ebnych latek zobrazuje
Obr. 13. Zatimco v kontrolni skupiné K nedochazi v ¢asovém rozmezi k vyraznéjsim
zménam hladiny tohoto cytokinu, u ostatnich skupin je mozné pozorovat jisté vykyvy. Ve
12. a 24. hodiné graf naznacuje zvySené koncentrace u skupiny A (LPS) a C (laminarin-
BAM+LPS), ptficemz koncentrace IL-8 u druhé jmenované skupiny je po 12 hodinich

statisticky vyznamné vyss§i nez u mysi 1é¢enych samotnym laminarinem-BAM (skupina B).
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Ve 48. hoding klesa koncentrace 1L-8 u skupiny A, kdezto u skupiny C oproti predchozimu

méteni v Case 24 hod roste témef dvojnasobné a ve skupiné B dokonce trojnasobné.
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Obr. 13: Koncentrace 1L-8 v nadorové tkani méfena béhem 48 hodin od aplikace terapeutik
A - LPS, B — laminarin-BAM, C-laminarin-BAM+LPS, K — kontrola, NK-negativni kontrola
Hladina statisticky vyznamného rozdilu vici skupin¢ B: g P <0,05

4.1.4. Tumor necrosis factor o

Také k urceni koncentrace TNF-a byla nejprve sestrojena kalibracni pfimka a z jeji rovnice

regrese (Obr. 14) bylo vypo¢teno mnozstvi cytokinu v nadorové tkani.
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Obr.14 : Kalibra¢ni pfimka pro stanoveni koncentrace TNF-o

Jak ukazuje Obr. 15, v tomto pokusu byly koncentrace TNF-a velmi nizké a zjistény na samé hranici

detekénich moznosti soupravy. Jakékoli podrobné hodnoceni je tak vylouceno.
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Obr. 15: Koncentrace TNF-a. v nadorové tkani méfena béhem 48 hodin od aplikace terapeutik
A - LPS, B — laminarin-BAM, C-laminarin-BAM+LPS, K — kontrola, NK-negativni kontrola
4.1.5. Interferon y

Na nize uvedeném grafu (Obr. 16) je zndzornéna kalibracni pfimka s regresni rovnici,

ktera byla pouzita pro vypocet koncentrace IFNy.
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Obr. 16 : Kalibraéni piimka pro stanoveni koncentrace IFN-y

Z grafu (Obr. 17) s vyslednymi koncentracemi INF-y namé&fenymi béhem 48 hodin od
aplikace terapeutika se zda, Ze na jejich zvySeni méla vliv 1é¢ba samotnym LPS (skupina A),
zejména po 12 a 24 hodinach, a laminarinem-BAM+LPS (skupina C) po 12 hodinach. U této
skupiny dochazi béhem 24. hodiny k poklesu hladiny INF-y, ovSem po dalSich 24 hodinach
hladina opét vzristd na hodnotu blizkou kontrolni skupiné K. Ve skupiné A (LPS) v tento

¢as koncentrace IFN-y klesa zhruba na polovinu své pifedchozi hodnoty. Hodnoty u skupiny
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B (laminarin-BAM) pak zistavaji po 12 a 24 hodinach zhruba stejné a na tirovni kontrolni

skupiny, avSak narozdil od skupiny K se v 48. hodin¢ nezvysuji.
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Obr. 17: Koncentrace IFN-y v nadorové tkani méfena béhem 48 hodin od aplikace terapeutik
A - LPS, B — laminarin-BAM, C-laminarin-BAM+LPS, K — kontrola, NK-negativni kontrola
4.1.6. Transforming growth factor 8

Posledni ze série kalibracnich pfimek nutnych pro stanoveni hladiny cytokinti v nadorové

tkani je zobrazena i s rovnici regrese na Obr. 18. Podle ni byla pocitana koncentrace TGF-p.
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Obr. 18: Kalibra¢ni pfimka pro stanoveni koncentrace TGF-f3

Hladiny TGF- zjisténé béhem 48 hodin od aplikace 1é¢ebnych latek jsou znazornény na
Obr. 19. Nejpatrnéjsi a statisticky vyznamny nartist koncentrace tohoto cytokinu nastal v 24.
hodiné po aplikaci LPS (skupina A). ZvySené hodnoty oproti kontrole (skupina K) byly

rovnéZ zaznamenany jak u samotného kotveného laminarinu (skupina B), tak 1 smési obou
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predeslych latek (skupina C). Kromé vykyvu u skupiny A (LPS) v 24. hodiné dosahovaly

koncentrace ve vSech ¢asech méfeni a u vSech lécebnych skupin podobnych hodnot.
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Obr. 19: Koncentrace TGF-f v nadorové tkani méfena béhem 48 hodin od aplikace terapeutik
A - LPS, B — laminarin-BAM, C-laminarin-BAM+LPS, K — kontrola, NK-negativni kontrola

Hladina statisticky vyznamného rozdilu viici kontrole: * P < 0,05

4.2. Studium vlivu kotveni f-MLF a synergie s LPS na
redukci rastu nadoru u SCID mysi

Cilem tohoto pokusu bylo zjistit i¢innost a rozdily v pisobeni kotveného f-MLF, LPS a
jejich smési Vv ptipade, kdy jedincim chybi efektory adaptivni ¢asti imunitniho Systému.
Ov¢toval se tak predpokladany zasadni vliv vrozené imunity.

Z vysledného grafu (Obr. 20) vyplyva, ze smés f-MLF a LPS (skupina C) vykazuje (stejné
jako u imunokompetentnich mysi) nejvyrazngjsi terapeutické ti¢inky. Oproti samotnému  f-
MLFG¢K-DOPE (skupina A; 37,6 %) a samotnému LPS (skupina C; 59,3 %) byla u smési f-
MLFG¢K-DOPE s LPS (skupina C) zaznamenana primérné 80,7% redukce nadorového

rastu.
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Obr. 20: Vliv terapie na velikost nadort u SCID mysi
A - -MLFG¢K-DOPE, B - f-MLFG6K-DOPE + LPS, C — LPS, K —kontrola PBS

Dalsi graf (Obr. 21) zachycuje dobu pfteziti jednotlivych skupin. Mysi léCené LPS
(skupina C) ptezivaly pramérn¢ 26 dnd, mysi, jimzZ byla aplikovana smés LPS s f-MLFGgK-
DOPE (skupina B) zily pramérné¢ 33,5 dne, coz bylo téméi dvakrat déle nez u kontrolni
skupiny K (s primérnou dobou pieziti 17 dnit) a skupiny A 1é¢enych samotnym f-MLFGgK-
DOPE (18 dnti). Tento rozdil vSak nebyl statisticky vyznamny.
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Obr. 21: Vliv terapie na dobu piezivani SCID mysi
A - f-MLFG¢K-DOPE, B — f-MLFG6K-DOPE + LPS, C - LPS, K — kontrola PBS
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4.3. Studium lé¢ebného ucinku smési laminarin-BAM+LPS
aplikované pulzné na redukci nadorového ristu u SCID
mySi

| vtomto pokusu byly sledovany lécebné ucinky terapeutika u mysi s defektem

specifick¢ imunity a ovéfovala se dilezitost nespecifické ¢asti imunitniho systému.
Terapeutikem byla smés laminarin-BAM + LPS (skupina A) porovnavana s kontrolni
skupinou (skupina K).

U mysi skupiny A je zgrafu (Obr. 22) ziejma vyrazna redukce (prumérné 65,3 %)
nadorového rastu. Ctvrty, Sesty a dvanicty den lé¢by tato redukce dosahla statistické

vyznamnosti.
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Obr. 22: Vliv pulzni terapie na velikost nadort u SCID mysi
A - laminarin-BAM + LPS, K — kontrola, PBS

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

Obr. 23 vypovida o dobach preziti obou skupin. A¢ mysi 1éCené terapeutickou smési
(skupina A) piezivaly delsi dobu (24,8 dne x 17,4 dne), statisticky vyznamného rozdilu viéi

kontrole (skupina K) nebylo dosazeno.
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Obr. 23: Vliv terapie na dobu ptezivani SCID mysi
A — laminarin-BAM + LPS, K — kontrola, PBS

4.4,

Naplni dals$iho experimentu bylo opét ovéiit terapeuticky ucinek smeési kotveného
laminarinu SLPS u mysi s téZkou kombinovanou imunodeficienci (SCID, skupina A)
porovnanim s kontrolnimi my$mi, jimz byl aplikovan pufrovany fyziologicky roztok (PBS,
skupina K). Navic bylo zjistovano, zda se vysledky pii aplikaci 1é¢iva kazdy druhy den
budou liSit od vysledki pulzni terapie uzité v pfedchozim pokusu.

Nasledujici graf (Obr. 24) jasné prokazuje sniZeni velikosti nadort u mysi v lécené

skuping, a to primérné o 83,3 % oproti kontrolni skupin€. Od Sestého do ctrnactného dne je

tato redukce statisticky vyznamna.

50

Studium léebného ucinku smési laminarin-BAM+LPS
aplikované obden na redukci nadorového ristu u SCID



2500 -

__ 2000
£
E
<3 1500
o
5
e A
+ 1000
i) MK
g
500
0
0 2 4 6 8 10 12 14
den terapie

Obr. 24: Vliv terapie na velikost nddort u SCID mysi aplikované obden
A - laminarin-BAM + LPS, K — kontrola, PBS

Hladina statisticky vyznamného rozdilu vici kontrole: * P< 0,05

Dale byl v tomto pokusu sledovan vyskyt a intenzita metastazovani. Plicni metastazy se
vyskytly u 66,6 % mysi v kontrolni skupiné K, s intenzitou 2 metastazy na mys. Mysi lécené

laminarinem-BAM + LPS (skupina A) byly bez nalezu.

4.5. Studium vyznamu CR3 v redukci nadorového ristu u
Mac-l'/'my§i lé¢enych smési laminarin-BAM+LPS
aplikované kazdy druhy den

Ctvrty pokus byl provadén za udelem objasnéni mechanism@i vrozené imunity,
konkrétné¢ uplatnéni komplementového receptoru 3 v redukci nadorového rustu pii 1é¢bé
smési laminarinu-BAM+LPS. MySim s poruchou exprese CR3 byla obden aplikovano
terapeutikum (skupina A), LPS (skupina B) a PBS (skupina K). Vysledna pramérna redukce
byla vys$i u skupiny B (43,5 %) nez u skupiny A (37,9 %). U ani jedné ze skupin vSak
nedoslo ke statisticky vyznamnému zmenSeni nadord. Detailni Udaje jsou zobrazeny na

nasledujicim grafu (Obr. 25).
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Obr. 25: Vliv terapie na velikost nadorii u Mac-1"" mysi
A - laminarin-BAM + LPS, B- LPS, K — kontrola, PBS

Stejné jako v predeslém pokusu se po ukonceni experimentu sledoval vyskyt metastaz.
Nize uvedené grafy dokladaji precentudlni zastoupeni metastaz u jednotlivych skupin mysi

(Obr. 26) a pramérny pocet metastaz u mysi, kde se metastazy objevily (Obr. 27).

60 -~
€ 50 -
©
"
& 1B
v 20 -
< HK
L 10 A
>
0
skupina
Obr. 26: Procentualni zastoupeni vyskytu metastaz u Mac-1"" mysi
A - laminarin-BAM + LPS, B- LPS, K — kontrola, PBS
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Obr. 27: Primérny polet metastaz zjistény u Mac-1"" mysi s detekovanymi metastdzami
A - laminarin-BAM + LPS, B- LPS, K - kontrola
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4.6. OvéFeni ucinnosti terapie na sarkomu S-180 u BALB/c
mySi

Posledni ze série in vivo pokust mél za cil ovétit G¢innost 1é¢by 1 u jiného nadoru nez
nami dosud pouzivaného melanomu. Mysim BALB/c tak byl transplantovan sarkom S-180,
ktery je rovnéz pomérné agresivni, mize vsak u néj dochazet k spontanni regresi (tak jako u
kontrolni skupiny K). Ptislusny graf (Obr. 28) zachycuje redukci nddorové masy u mysi
lécenych laminarin-BAM+LPS (skupina A), kterd byla osmy den terapie statisticky
vyznamna jak vuc¢i kontrolni skupiné (skupina K), tak i mySim, jimz bylo aplikované

samotné LPS (skupina B).
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Obr. 28: Vliv terapie na sarkom S-180 u BALB/c mysi
A - laminarin-BAM + LPS, B- LPS, K — kontrola,PBS
Hladina statisticky vyznamného rozdilu vic¢i skupiné K: * P< 0,05

Hladina statisticky vyznamného rozdilu vii¢i skupiné B: mm P < 0,01

4.7. Stanoveni miry degranulace neutrofili pri interakci
s melanomovymi buiikami a fagocytarnim ligandem
pomoci MPO — zavedeni a optimalizace metody

Zamérem nasledujicich dvou pokust bylo zjistit, zda pfi interakci PMN
s melanomovymi bunikami dochazi k degranulaci ¢i exocytéze primarnich granul za G¢elem
zni¢eni nddorovych bunék. Jako ukazatel tohoto procesu byla vybrdna myeloperoxiddza

uvolnéna do extracelularniho prostiedi, jejiz mnozstvi se v obou experimentech stanovovalo.
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4.7.1. Zavedeni metody stanoveni mnoZstvi uvolnéné MPO indikujici
interakci neutrofili s melanomovymi buiikami a laminarinem-
BAM in vitro

Jak jiz bylo zminéno, v tomto pokusu bylo cilem ovéfit (pomoci detekce uvolnéné
MPO) moznou degranulaci a exocytdzu azurofilnich granul pfi in vitro kontaktu neutrofil
s nadorovymi bunkami B16-F10, které ne/mély na sviij povrch kotveny laminarin. Sledovalo
se také mnozstvi MPO uvolnéné samotnymi ne/sonikovanymi nadorovymi bunikami, a
samotnymi ne/sonikovanymi neutrofily.

Vypoctu mnozstvi enzymové aktivity opét predchazelo sestrojeni kalibra¢ni ptimky (Obr.

29) vypovidajici o mnozstvi uvolnéného fluoresceinu.
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Obr. 29: Kalibra¢ni pfimka pro stanoveni uvolnéné MPO v in vitro pokusu

Vysledky pokusu jsou zobrazeny v grafu (Obr. 30). V ptipadé prvnich tiech skupin (A —
neutrofily + nadorové burky s laminarinem-BAM, B — neutrofily + nadorové bunky, C
samotné nadorové bunky) se uvolnilo takika stejné mnozstvi MPO, zbyl¢é tfi skupiny (D-
samotné neutrofily, E-sonikované¢ nadorové buiiky, F- sonikované neutrofily) vykazovaly
hodnoty o néco nizsi, pricemz nejmensi mnozstvi resp. mnozstvi enzymatické aktivity MPO

bylo zaznamenano u samotnych neutrofil (D).
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Obr. 30: Mnozstvi enzymové aktivity MPO zjisténé pii interakci neutrofild s melanomovymi

bunikami a laminarinem-BAM in vitro
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A-neutrofily+nadorové bunky s laminarinem-BAM, B- neutrofily+ nadorové buiiky, C- samotné
nadorové buniky, D-samotné neutrofily, E- sonikované nadorové bunky, F- sonikované neutrofily, G-

kontrola-pufr+master mix

4.7.2. Zavedeni metody a stanoveni aktivity MPQO wuvolnéné do
mezibunééného prostoru nadorové tkané po aplikaci kotveného
laminarinu, f-MLF, LPS ¢i jejich smési

V zavéreCném experimentu bylo zjistovano, zda dochazi kuvoliovani MPO do
extracelularniho prostoru nadorové tkané béhem 48 hodin od aplikace laminarinu-BAM, f-
MLF-BAM, LPS ¢i jejich smési.

Kalibrac¢ni ptimka s regresni rovnice, podle niz byly provedeny dalsi vypocty, je uvedena

na Obr. 31.
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Obr. 31: Kalibra¢ni piimka pro stanoveni MPO uvolnéné do extracelularniho prostoru nadorové

tkané

Z grafu (Obr. 32) zachycujiciho vysledky méfeni MPO uvolnéné v nddorové tkani po 12,
24 a 48 hodinach od aplikace terapeutik vyplyva, ze samotné LPS (skupina A) je velmi
silnym stimulantem exocytdzy primarnich granul, a to ve vSech Casech méfeni, pficemz
nejvyssi mnoZstvi enzymatické aktivity MPO bylo zjiSténo v ¢ase 24. hod. Podobny
charakter dynamiky degranulace byl zaznamenan také u skupin lééenych samotnym f-MLF-
BAM (skupina B) a laminarinem BAM (skupina D) ovSem s daleko niz§imi hodnotami
aktivity uvolnéné MPO. U skupin lé¢enych smési kotveného fagocytarniho ligandu a LPS
(f-MLF - skupina C; laminarin - skupina E) bylo nejvy$§i mnozstvi MPO zaznamenano ve
48. hoding, kdy u obou skupin doslo k nékolikanasobnému zvyseni oproti hodnotam v ¢ase
24 hod (skupina C témét 4x, skupina E vic nez 8x). Zajimavé je také srovnani s kontrolou.

Ve 12. hodiné od aplikace terapeutik se 1éCebné skupiny svymi vyslednymi hodnotami
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(s vyjimkou skupiny A) od kontrolni skupiny K pf#ili§ neliSily, po dalSich 12 hodinach bylo
zvySeni aktivity MPO u vSech terapeutickych skupin v porovnani s kontrolou minimalné
16nasobné. Po 48 hod od aplikace samotnych kotvenych fagocytarnich ligandi dochéazi opét
ke snizeni enzymatické aktivity MPO zhruba na uroven kontroly, zatimco skupiny obsahujici

LPS jsou cca 40x, 60x a 100x vyssi.
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Obr. 32: Mnozstvi enzymové aktivity MPO uvolnéné do extracelularniho prostiedi nadorové tkané
béhem 48 hod od aplikace terapeutik

A- LPS, B — f-MLF-BAM, C- f-MLF-BAM + LPS, D — laminarin-BAM, E — laminarin-BAM + LPS,
K —PBS, kontrola, NK — negativni kontrola
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5. Diskuze

Vyzkum vramci této diplomové prace byl provadén s cilem prispét k objasnéni
mechanismi imunitni odpovédi, jez se uplatiuji pfi 1é¢bé rakoviny kotvenim ligandl
fagocytarnich receptorti na povrch nadorovych bunék.

Vzhledem k piedpokladu, Ze je tato terapie zaloZena na vyuziti mechanismi nespecifické
¢asti imunitniho systému a spociva v cileném vyvolani zanétlivych pochodli nasmérovanych
proti nddorovym bunkam, byly nejprve sledovany hladiny cytokinli souvisejicich se
zanctem.

Uelem experimentii s imunodeficientnimi my$mi bylo potvrdit (vyvratit) uréité
mechanismy, o nichz pfedpoklddame, ze se podili na dobrych vysledcich 1écby. Hlavnim
smyslem pokust, kde se pouzivaly SCID mysi, tak bylo potvrzeni kliCové role vrozené
imunity. Experimenty s my$Smi s knockoutovanym genem pro CR3 vypovidaly o dileZitosti
tohoto receptoru v 1é¢bé rakoviny laminarinem-BAM.

Lécba sarkomu na mySich BABL/c nas méla ujistit o tom, Ze tato terapie ma obecnéjsi
ucinnost a funguje také na jinych typech rakoviny, nez je melanom.

Cilem posledni série pokust s myeloperoxidazou bylo poodhalit zpisob, jakym neutrofily

destruuji buiikky melanomu.

Stanoveni hladin cytokind v nddorovém mikroprostiedi. Z Siroké rodiny téchto
dilezitych modifikatord imunitni odpovédi byl vyzkum zaméfen na ty, u kterych byla
prokdzana uzké souvislost se zdnétem. N4&S zdjem se proto soustiedil na tzv. prozanétlivé
pouze TGF-p.

Hlavnim cilem tohoto vyzkumu bylo zjistit, jestli se zplisob terapie odrazi v koncentracich
prozéanétlivych cytokinti, a podlozit tak pfedpokladanou ucast zanétlivych procesti na
mohutné synergii LPS (signalniho ligandu) a laminarinu-BAM (fagocytarniho ligandu)
(Auerova, 2012; Svecova, 2013; Janotova a kol., 2014). Vysledné koncentrace jsou velmi
nizké, pohybujici se na hranici detekovatelnosti, pfesto z nich lze vyvodit zavér, Ze se
zmiovana synergie na Urovni hladin cytokint IL-1f, IL-6, IL-8, IFN-y a TNF-a

neprojevuje. Ke stejnému poznatku dospéla i kolegyn¢ Waldmannova zkoumavsi
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terapeuticky uc¢inek smési manan-BAM + LPS (Waldmannova, 2014) a Vacova se smési
f-MLF-BAM + LPS (Vacova, 2013).

V pokusech Janotové a kol. (2014) byl analyzovan bunécny infiltrat po aplikaci stejnych
terapeutickych latek, jaké byly pouzity i v pfipadé stanoveni cytokinll. Nejvyssi pocet
granulocytt se objevil ve skupiné 1é¢ené LPS, pric¢emz nejvetsi mnozstvi bunék se vyskytlo
po 24 hodinach (Janotova a kol, 2014). Dynamika produkce cytokinti u skupiny s pouzitym
LPS zpravidla kopiruje tento trend a hladiny cytokini dosahuji vrcholu také v ase 24 hod.
Lze tak predpokladat, ze zvySend produkce je dana zvySenym vyskytem leukocytl. Vliv
endotoxinu na indukci exprese TNF-a., IL-1, IL-6 ¢i IL-8 souvisejici s aktivaci TLR zejména
u monocytli a makrofagi je dale zaznamenan napf. v praci Guhy a Mackmana (2001).
Zménami hladin prozanétlivych cytokinli po intraperitonedlni aplikaci LPS mySim se
zabyval také Bobrowski a kol., 2005. Ti pozorovali pozitivni rozdil v expresi 1L-6, IL-10,
IFNy a TNFa jiz po 2 hodinach, IL-1f pak po 24 hod (Bobrowski a kol., 2005).

V souladu s praci Janotové a kol., (2014) se rovnéz domnivame, ze za vyvolanim zanétu a
zanétlivé infiltrace je zodpovédny pouze LPS, nebot pfidané ligandy fagocytarnich
receptori nevyvolavaji synergické zesileni produkce prozanétlivych cytokind. Synergii
protinddorového U¢inku LPS a zminénych ligandi si vysvétlujeme tak, ze LPS vyvola
mohutnou infiltraci bun€k nespecifické imunity (primarné neutrofill) a agonisti
fagocytarnich receptorti ukotvené na nadorovych bunkach pak nasméruji atak leukocytli na

nadorové burky.

V negativnich kontrolach (intaktni nadory) i v kontrolach (injikace PBS) jsme detekovali
urcité hladiny studovanych cytokini. Ty mohou byt jak dasledkem pilisobeni ptirozené¢ho
nadorového infiltratu reagujiciho na uvolihované DAMPs (dané nadorovou invazivitou,
ptipadné vpichem), tak i moznou vlastni imunologickou aktivitou nadorovych bunék.

Ve svém ¢lanku Lazar-Molnarova a kol. (2000) uvadi, ze buiiky maligniho melanomu
mohou samy nebo spole¢né s butikami okolni zdravé tkané produkovat cytokiny IL-1p, IL-6,
IL-8 a TGF-B. Produkce IL-1B nadorovymi bunkami se mulze zdat pro tumor
kontraproduktivni vzhledem k prokdzanym antiproliferativnim u¢inkiim napf. na
melanomovou linii A375 (Lachman a kol., 1986). Nanestésti endogenni produkce IL-1 byva
spjata s vznikem rezistence a nador ji vyuziva k zesileni exprese IL-6.

Také pusobeni tohoto cytokinu ma na melanomy rizné vlivy (Lazar-Molnar a kol., 2000).

Zatimco exogenni IL-6 produkovany fibroblasty ma na melanomové buiky v ranych stadiich
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inhibi¢ni efekt (Oh a kol, 1997), u pokrocilejSich stadii (s metastazemi) vznika rovnéz
rezistence a u poloviny zkoumanych melanomii je IL-6 konstitutivné produkovan a
uvoliovan do média (Sun a kol., 1992; Lazar-Molnar a kol., 2000).

Obdobné se v melanomovych nadorech projevuje i TGF-B. Ten parakrinné down-reguluje
proliferaci normalnich melanocytti, buiiky pokroc¢ilych stadii melanomu se vSak stdvaji
rezistentni a vétSina jich tento cytokin sama produkuje jako autokrinni stimulator (Vetterlein
a kol., 1995). Krom¢ toho tlumi imunitni odpovéd’, navozuje angiogenezi, snizuje expresi
MHC II antigenii v melanomu a mnohé dalsi (Czarniecki a kol., 1988; Albino a kol., 1991).

Lazar-Molnarova a kol. (2000) dosli k zavéru, Ze melanomové bunky neprodukuji IFN-
Y, cytokin hojné vyuzivany v 1écbé melanomovych 1ézi. V této praci byla nizka hladina
tohoto cytokinu detekovana, jeho piivod vsak nebyl ur€en, nelze tedy tvrzeni citované prace
potvrdit ani vyvratit.

Velmi zajimava je pak studie Gota a kol. (2008), ktera odhalila silnou expresi TLR3 a
TLR4 na povrchu lidskych melanomovych bunék (dalsi receptory z rodiny Toll-like jsou
rovnéZ exprimovany, ovSem s nizsi frekvenci). Tento fakt je vedl k predpokladu, ze do
procesu uvolnovani cytokinil by po stimulaci ptislusSnymi ligandy mohly byt zapojeny pfimo
nadorové bunky. Hypotézu potvrdily vysledky, kdy se produkce IL-6 stimulovana LPS
zvysila az 4x a dvojndsobné vzrostla v ptipade IL-1 a TNF-a.. Jejich vyzkum také naznacuje,
ze ligace TLR2, TLR3 a TLR4 muzZe navodit vznik metastaz (Goto a kol., 2008). V piipad¢,
ze by se Toll-like receptory vyskytovaly i na povrchu mysiho melanomu B16-F10, zjisténa
zvySena produkce cytokinti po aplikaci LPS ¢i smési obsahujici LPS by se dala vysvétlit
nejen aktivaci ptitomnych leukocytt, ale také stimulaci samotnych melanomovych bunék.

Nasnad¢ je otazka, pro¢ byla detekovana zvySena hladina cytokini TNF-a, IL-6 a IL-8 i
v ptipad¢ aplikace agonisty fagocytarnich receptorti. Nejpatrnéjsi nartst cytokinti byl
zaznamenan po 48 hodindch od aplikace laminarinu-BAM. Vysvétlenim by mohla byt
pritomnost makrofagili, pro které je charakteristickd lokalizace v misté zadnétu pravé v tomto
¢ase (Eming a kol., 2007). Ljungmanuv tym (1998) publikoval, ze po expozici B-glukant
mys$im monocytim/makrofagim dochazi k produkci prozanétlivych cytokint jako jsou IL-
1B, TNF-a ¢i IL-6 (Ljungman a kol., 1998). Prvni dva jmenované pak mohou pusobit jako
stimuly k produkci IL-8 (Kunkel a kol., 1991).

Jako jediny protizanétlivy cytokin byl vybran TGF-f, jenz je produkovan rozsahlou
skupinou bunék véetné téch malignich (Vetterlein a kol., 1995). Z vysledkd bylo patrné, ze

koncentrace u vSech lécebnych skupin byly vy$si neZ u kontrol. Statisticky vyznamného
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rozdilu oproti kontrole bylo dosazeno po 24 hodinéach u skupiny, kde bylo mysim aplikovano
LPS. Vzhledem k faktim, ze a) aktivita TGF-f§ mtze byt vyvolana ptitomnosti ROS v okoli
bunék (Barcellos-Hoff a Dix, 2013) b) LPS mize byt stimulem pro oxidativni vzplanuti
neutrofili (Remer a kol., 2003) c) je v tomto Case nejvyssi pocet granulocytt v nadorovém

infiltratu (Janotova a kol., 2014), neni tézké toto pozorovani zdivodnit.

Pokusy na SCID mysSich. Prvni z téchto experimentii byl koncipovan stejné¢ jako mnoho
pokust provedenych v diivejs$i dobé na imunokompetentnich mySich. Srovnavala se u¢innost
samotného kotveného agonisty fagocytarniho receptoru (f~-MLFG¢K-DOPE), agonisty TLR-4
(LPS) a jejich smési. Vychozim piedpokladem bylo, ze terapeuticky ucinek je zajistén
prostfednictvim bunék vrozené imunity, tudiz by lé¢ba méla byt funkéni i u SCID mysi
postradajicich specifickou ¢ast imunitniho systému.

Dosazené vysledky jasné prokazaly, ze 1éCebny postup funguje i u mysich s defektem adaptivni
¢asti imunitniho systému. Pokud se zaméfime na srovnani terapeutickych latek, jsou vysledky velmi
podobné situaci, jakou stémito terapeutiky zaznamenal Pades (2013) na melanomech
imunokompetentnich mys$i kmene C57BL/6N. Nejvétsi mira redukce byla zjisténa u skupiny 1é¢ené
smési obou latek, ¢imz byla i v tomto piipadé potvrzena synergie dosazena aktivaci fagocytarnich
receptorit (ligandy vazanymi na povrchu patogend) a signalnich PRR (rozpustnymi signalnimi
PAMPs) pozorovana Underhillem a Gantnerem (2004). Na rozdil od Paesova experimentu, kde
ucinek smési LPS a fagocytarniho ligandu byl statisticky vyznamny (Paces, 2013), redukce u SCID
mysi statistického vyznamu nedosahla. Mozny divod tkvi ve srovnavani riznych kment mysi
(C.B17/Icr-scid x C57/BL6N), ovSem dalsi sledovani, kdy se melanom u imunodeficientnich
mysi projevoval vyrazné agresivnéji (2X rychlejsi rist nadort, kratSi doba ptezivani), spise
poukazuji na urcitou pomocnou (byt ne kli¢ovou) roli specifické¢ imunity spolutcastnici se

na redukci rakovinného bujeni.

V dalSich pokusech byla aplikovana smés LPS a laminarinu-BAM V pulznim rezimu a
rezimu obden. To umoznilo porovnani vlivu riznych rezimd na velikost nadord. V obou
ptipadech pouziti smési laminarin-BAM + LPS se ovéfil zdkladni pfedpoklad nezavislosti
terapie na specifické imunité¢ — lécba fungovala a dosazené redukce velikosti naddorii byly
ptrechodné statisticky vyznamné (ve 3 dnech u pulzniho rezimu, v 5 dnech u aplikace obden).

Porovnani léCebnych harmonogrami laminarinu-BAM pfineslo pon€kud piekvapivé
zjisténi, ze vyhodnéjsi (83,3% x 65,3% prumérna redukce) je terapie s rezimem aplikace
obden (den 0,2,4,6,8,10,12). To je v rozporu s vysledky diplomové prace Svecové (2013),
ktera coby nejucinnéjsi aplikac¢ni schéma lécebné smesi laminarin-BAM a LPS u mysich
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C57BL/6N s pIn¢ vyvinutou imunitou Stanovila dlouhodoby ¢&tyfpulzni rezim (ve dnech
0,1,2,... 8,9,10...16,17,18,....24,25,26). Jako mozné vysvétleni bylo uvedeno navozeni tzv.
,endotoxinové tolerance* pifi opakované aktivaci TLR-4 a dalSich receptorti nizkymi
davkymi LPS pozorované Greismanem a kol. jiz v roce 1975 (Svecova, 2013). Vzhledem
k obdobnym zavérim Waldmannové (2014), jez hovoii u mysi SCID v piipadé 1éCby
mananem ¢i zymosanem také ve prospéch aplikace obden, se zda, ze vysledky této prace
nejsou jen jednorazovou anomalii. Lze tak dovozovat, Zze u imunodeficientnich mysi
opakovana aplikace lipopolysacharidu nevede k downregulaci prozanétlivych procesi.

V ptipad¢ pulzni terapie nas po jejim ukonceni zajimala doba pteziti lé€enych mysi. Ac
byla primérmé o tyden delsi nez u mysi kontrolni skupiny (24,8 dne x 17,4 dne),
statistického vyznamu nebylo dosazeno. Porovnanim s dobou pfteziti imunokompetentnich
mysi kmene C57BL/6N po aplikaci stejné latky ve stejném rezimu kolegyni Svecovou
(2013) bylo zjisténo, ze doba preziti mysi SCID je vyrazné kratsi (24,8 x 47 dni; Svecova,
2013). To odpovida nasemu vyse uvedenému poznatku, Ze terapie zaloZena na synergii LPS
s kotvenym ligandem fagocytarnich receptorti (laminarin-BAM) sice u SCID mysi funguje,
ale je mén¢ efektivni, nebot’ zde chybi ur€ity supresivni Géinek, ktery specificka imunita na

nadorovy rist nepochybné ma.

Pokus na Mac-1 " mysich. Ze ziskanych vysledkii tohoto experimentu vyplyva, Ze nase
1é¢ba smési laminarin-BAM + LPS nebyla u mysi postradajicich komplementovy receptor 3
(Mac-1, CR3) u¢inna ve stejné intenzité, jakou pozorujeme u zdravych mysi. Toto zjisténi
bylo ponékud pickvapivé, nebot’ jsme vychazeli z praci Browna (2006) a Taylora a kol.
tedy, ze nepritomnost CR3 nebude mit na prubeh 1écby vliv.
Vysvétleni pozorovaného jevu mohou byt dvé. Prvni spoc¢iva v jiz zminované obecné nizsi
ucinnosti 1écby u imunodeficientnich mysi, k niz dochdzi i1 pfesto, Ze se deficience tyka
jinych mechanismtl, neZ na kterych je terapie ligandy zaloZena (viz ziskana imunita u SCID
mys$i). Je pravdépodobné, Ze u mysi kromé nasi cilené 1écby plsobi vice protinadorovych
mechanismd, jejichZ nepfitomnost zplsobuje rychlejsi rist, vyssi agresivitu a nizsi efekty
terapie, neZ na jaké jsme zvykli. Nadory jsou pfirozené atakovany protilatkami, dochazi
k nasledné aktivaci komplementu a komplementové opsonizaci fragmenty iC3b, které
umoziuji CR3 podminény atak. Ten zde chybi.

Druhou moZnosti je (spolu)acast CR3 na Ucincich 1écby. Mac-1 je povrchovy receptor

fagocytli a NK bunék, jehoz ligace vede k cytotoxické odpovedi ¢i fagocytoze a degranulaci
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(Vétvicka a kol., 1999). Kromé¢ endogennich latek (jako je iC3b ¢i ICAM-1) je také schopen
vazat Sirokou paletu dalSich molekul, mezi néz patii LPS i B-glukany (Ehlers, 2000). Kromé
fagocytozy opsonizovanych ¢astic/mikrobl byly popsany i ptipady, kdy pomoci CR3 doslo
k fagocytdze neopsonizovanych patogent (Le Cabec a kol., 2002). Vétvicka a kol. (1996) se
ve své studii zabyval spusténim na CR3 zavislé cytotoxicity NK bunék wici iC3b
opsonizovanym nadorovym bunkam. Zjistil, ze k jejimu vyvolani (stejné jako u fagocytozy
makrofagi a neutrofili) je kromé¢ opsonizace (k niz v mikroprosttedi nddoru pomérné¢ bézné
dochazi, Vétvicka a kol., 1999) nutna také ptitomnost B-(1,3)-glukanovych polysacharidi
napodobujici tak pfitomnost patogenu. V této praci Vétvicka a kol. déle popisuje UcCast beta
glukanovych fragmentti (Mw 20 000) na aktivaci CR3 (vazbou na lektinovou doménu). Je
mozné, ze laminarin (Mw 6007) vyvolava stejnou reakci a fagocytdza je spousténa kromé
dektinu-1 také pies CR3. Jestlize bychom tedy ptipustili spoluacast CR3 na laminarin-BAM
iniciovaném ataku nadorovych bunék, pak by jejich vyfazeni u Mac-1 -/- mySi muselo vést

ke snizeni u¢inku této terapie. Prvni ¢i druhé vysvétleni je vSak nutné prokazat.

Pokus na BALB/c mysich. Cil ovéfit univerzalnost naseho 1é¢ebného postupu byl timto
experimentem na modelu BALB/c — sarkom S-180 splnén. Z grafu s praimérnymi objemy
nadori zejména u kontrolni skupiny je patrné, ze béhem pokusu doslo k (pro tento druh
rakovinnych bun¢k charakteristické) spontanni regresi, kterou popsal jiz Jones a kol. (1939).
| pfes tento d&j se primérna velikost nadord u mysi lé¢enych smési laminarin-BAM + LPS
redukce jak v porovnani s kontrolou, tak i se skupinou, kde bylo aplikovano samotné LPS.

Terapii tak Ize povazovat za funkcni i na jiném typu nddorového bujeni.

Stanoveni myeloperoxidazy. VVzhledem k velmi rychle nastupujicim ucinkiim 1é¢by bylo
mozné piedpokladat, Ze efektory nasi protinadorové odpovédi jsou hlavné neutrofily, které
se do mista zanétu dostavaji jako prvni, hodiny pfed monocyty a lymfocyty (Witko-Sarsat a
kol., 2000). Tento nazor podpofila analyza nadorového infiltratu (Janotova a kol., 2014).
S ohledem na velikost melanomovych bunék (=10—15 pm Vv pruméru; Sharma a kol, 1996) a
obdobnou ¢i mens$i velikost neutrofill jsme se domnivali, Ze hlavnim mechanismem
destrukce nadorovych bun€k neni pouze fagocytoza, ale dochazi také k extracelularnimu
zabijeni. V odborné literatuie lze dohledat reporty o cytotoxicité¢ neutrofilii a nespecifické

lyze nadorovych bunék pomoci ROS (Zivkovic a kol., 2007). Prace Di Carlové a kol. (2001)
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rovnéz hovoti o silné roli ROS, protedz, latek perforujicich membranu a cytokini (TNF-a,
IL-18 a IFN) produkovanych neutrofily a niici tumorova loziska. Clanek Clarka a
Klebanoffa (1975) nas taktéz inspiroval k zaméfeni pozornosti na peroxidazovy systém a

MPO uvolnované do extracelularniho prostfedi nadoru.

Na tomto misté je tieba zminit, ze oba nasledujici pokusy byly pouze pilotnimi pracemi
V oblasti stanoveni myeloperoxiddzy potazmo degranulace neutrofili a mély napomoci
k zavedeni a optimalizaci této metody, v niz budou pravdépodobné pokracovat kolegyné ve
svych dalSich pracich.

V prvnim z experimentd bylo sledovano, zda in vitro inkubace neutrofili s nadorovymi
bunkami, na néz byl ukotven laminarin, spolu s LPS podniti uvolnéni MPO. Namétené
hodnoty jednotlivych skupin se vSak téméf neliSily. Totéz se stalo i v piipadé stejného
pokusu s odlisSnym ligandem kolegyné Waldmnanové (2014). Absence zvySené hladiny
MPO ve skupinach se sonikovanymi neutrofily, nas vede k domnénce, Ze pro tento pokus
neni vhodné pouzivat neutrofily izolované z peritonealni dutiny za pomoci
thioglykolatového média. To podle Itoua a kol. (2006) mize neutrofily aktivovat a dalsi
postup piipravy fagocyti nevylucuje uvolnéni granul diive, nez se bunky pouziji
Vv samotném pokusu. Dals§i experimenty tak budou provadény s neutrofily izolovanymi

z kostni diené (Zenka, ustni sdéleni).

Zavereény pokus spocival ve stanoveni MPO uvolnéné do mezibunééného prostredi
nadorové tkan¢é v Casech 12, 24 a 48 hod od aplikace kotvené¢ho ligandu (laminarinu ¢i
f-MLF), LPS nebo jejich smési. Jeho smyslem bylo objasnit vliv téchto latek na degranulaci
neutrofili. ZvySené hladiny MPO vykazovala jiz od 12. hodiny skupina, jiz bylo aplikovano
LPS. To je ve shod¢ s publikacemi, které LPS povazuji za piimé (Weiss a Evanson, 2002) ¢i
nepiimé (Gill a kol., 1998) stimulanty neutrofilni degranulace. Za povS§imnuti ovSem stoji
skute¢nost, ze u skupin lé¢enych LPS v kombinaci s fagocytarnimi ligandy nedochazi
k narustu sledovanych hodnot. Po dalSich 12 hodinach zustava enzymaticka aktivita MPO
téchto skupin stale niz8i nez u skupiny, kde bylo aplikovano samotné LPS. Zvrat nastava
v ¢ase 48 hod, kdy mnozstvi uvolnéné myeloperoxidazy po aplikace smési laminarin-BAM
+ LPS ¢i -MFL-BAM + LPS prudce stoupa.

Vysvétleni tohoto jevu nam nabidl Klebanoff (2005), jenz pozoroval, Zze pokud neutrofil
adheruje na objekt, ktery nelze fagocytovat, dochazi k jeho pfilnuti a roztdhnuti se po

povrchu patogenu/buiiky. Mezi neutrofilem a cilovym objektem tak vznik4 izolovany
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prostor, do kterého unikd MPO. Stejné tak je stimulovana produkce H,O, a vznikla
cytotoxicita odpovida prostfedi intraceluldrniho fagosomu (Klebanoff, 2005). Domnivame se
proto, ze ukotvené fagocytarni ligandy umoziuji zminovanou adhezi k povrchu bunky (napf.
pfes CR3 receptor) a v ranych ¢asech MPO nemuze byt detekovana, nebot’ se uvoliiuje do
prostoru ohrani¢eného neutrofilem a melanomovou buiikkou. Po 48 hodinach dochazi
k destrukci bunék a myeloperoxidaza pronika i do okolniho prostfedi. Podobné vysledky
s mananem-BAM + LPS ziskala i Waldmannova (2014).

Vzhledem k nizsi az mizivé mife degranulace pozorované u skupin s aplikaci kotvenych
fagocytarnich ligandi bez LPS lze piedpokladat, Zze pozorovana synergie v redukci
nadorového rastu by mohla byt dana prave stylem a mirou degranulace. Zatimco LPS pouze
vyvola silnou bunécnou infiltraci a stimuluje neutrofily k uvolnéni obsahu svych granul,
teprve spoluptisobeni s agonisty fagocytarnich receptori umozni ucinny cytotoxicky efekt

Vv mistech, kde je to tfeba — tedy na povrchu nadorové burky.

Studium mechanismit vrozené imunity vedouci k redukci nadorového rustu po aplikaci
ligandli fagocytarnich a signélnich receptor, které bylo hlavni naplni této prace, ptineslo
kromé ziskanych odpovédi také nemalo novych otazek, pro néz nam momentalné chybi

vysvétleni. Jejich nalezeni bude cilem dalSiho vyzkumu.
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6. Souhrn

e Byly stanoveny hladiny cytokind IL-1fB, IL-6, IL-8, TNF-o, INF-y a TGF-
B v prabéhu terapie melanomu B16-F10 pomoci kotvené¢ho laminarinu, LPS a jejich
kombinace. Z vysledki vyplyva, ze pozorovana silna protinadorova synergie
signalnich a fagocytarnich ligandi se neprojevuje v synergii produkce cytokint, ale
je zfejm¢ dana kombinaci bunécné infiltrace (¢inek LPS) a zacileni fagocytd na

nadorové buiiky (t€¢inek kotveného laminarinu).

e Experimentem na SCID mySich byl ovéfen ptfedpoklad, Ze pouzivana terapie
melanomu B16-F10 je skutecné zalozena na mechanismech a bunkach vrozené

imunity.

e Z porovnani ucinnosti aplikace kotveného laminarinu + LPS obden s pulsnim

rezimem lécby u SCID mysi se jevi jako efektivné;si aplikace obden.

e Pokusem na Mac-1" mysich bylo zjiSténo, ze pro dosazeni ucinné redukce
nadorového rustu pii terapii laminarinem kotvenym pomoci BAM ve spojeni s LPS,

je dulezita exprese komplementového receptoru 3.

e Usp&sna terapie smési laminarin-BAM + LPS sarkomu S180 transplantovaného
BALB/c mySim prokéazala pouzitelnost léCby i na jiném typu nadoru, nez je

melanom.

e Experimenty, v nichz se stanovovala uvolnéna myeloperoxidaza, odhalily, Ze a) pro
in vitro pokus neni vhodné pouzivat neutrofily izolované z peritonealni dutiny
pomoci thioglykolatového média, b) druh a mira degranulace neutrofili (uvolnéni
MPO) by mohly byt podstatou pozorované synergie agonistli fagocytarnich receptorti

a LPS v protinadorovém ucinku.
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7.Seznam zkratek

ADCC antibody -dependent cell -mediated

cytotoxicity; druh imunitni reakce, kdy

leukocyty lyzuji patogen pomoci protilatek

navazanych na jeho povrch

APC antigen presenting cell; bunky
predkladajici antigen
BAM  biocompatible anchor for cell

membrane; kotvidlo do biomenbrany
CCL chemokine C-C motive ligand; strukturni
typ chemokinti s 2 sousednimi cysteiny

CD oznadeni

cluster of differentiation;
povrchovych molekul leukocytl
CLRs C-type lectin receptors; druh PRRs
CR complement receptor; rozpoznava slozky
komplementového systému

CSF — colony-stimulating factor; rastové
faktory hemopoetickych bunék

DAMPs

patterns;

damage-associated molecular

molekuly schopné iniciovat a
udrzovat imunitni reakci v piipadé neinfekéni
zanétlivé odpovedi

DcR3 decoy receptor 3; druh rozpustného
receptoru inaktivujici FasL

DOPE dioleoylphosphatdiylethanolamine;
kotvidlo do biomembrany

FAD flavin adenin dinukleotid; redoxni
kofaktor dilezity pro nékteré metabol. reakce
FasL Fas ligand; po vazb¢ na piislusny
receptor navozuje apoptozu

f-MLF formyl-methionin-leucin-fenylalanin;

druh PAMPs
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FMN - flavinmononukleotid; redoxné aktivni
kofaktor

FPR formylpeptidovy receptor, receptor
zodpovédny za chemotaxi schopny rozpoznat
a vazat N-formylové peptidy

G-CSF  granulocyte colony- stimulating
factor; rtstovy hormon pro granulocyty
ICAM intercellular adhesion molecule;
povrchové glykoproteiny endotelii a bunék IS
IFN interferon; druh cytokinu

IL interleukin; druh cytokinu

IL-1R — receptor pro interleukin-1

IRAK-1 interleukin-1 receptor-associated
kinase; enzym ¢aste¢né zodpovédny za IL-1R
stimulovanou zvySenou transkripci NF-kB
LFA-1 lymphocyte function-associated
antigen 1;povrchova molekula T a B
lymfocytd, mikro a makrofagt s vice fcemi
LPS lipopolysacharid, komponenta buné¢né
stény Gram- bakterii

LTA kyselina lipoteichoova, komponenta b.
stény Gram+ bakterii

Mac-1 kompelementovy receptor typu 3
MD-2 myeloid differential factor 2; spole¢né
s TLR4 vaze LPS

MDP muramyl dipeptid; PAMPs Gram+ i
Gram- bakterii

MHC hlavni histokompatibilni komplex; sada
povrch. molekul bunék obratlovet podilejici

se na rozpoznavani cizorodych struktur

MPO myeloperoxidaza



MyD88 myeloid differentiation primary
response gene (88); hlavni adaptorovy protein
NETS — extracelularni pasti netrofilti

NF-1 neurofibromatéza typu 1; dédi¢né
onemocnéni s mnohocetnymi nadory na kizi a
V nervovém systému

NF-kB
komplex fidici transkripci DNA
NK natural Killer; druh leukocytu
NLR NOD-like receptor; druh PRR

PAMPs

nuklearni faktor kB; proteinovy

pathogen-associated ~ molecular
patterns; molekularni struktury typické pro
povrch patogent

PGE, prostaglandin E;; navozuje horecku
PMA phorbol 12-myristate 13-acetate;
aktivuje leukocyty

PMN polymorfonukleary; neutrofily, bazofily,
eozinofily

PRRs pattern recognition receptors;
receptory rozpoznavajici PAMPs

RCASL receptor binding cancer antigen
expressed on SiSo cells; vyskytuje se u
nadorovych bunék a vyvolava apoptozu
leukocytt

RLR RIG-I-like receptor; druh PRR

RNS reaktivni formy dusiku

ROS reaktivni formy kysliku
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SAP130 Sin3A-associated protein, 130kDa;

lektin typu C uvoliiovany umirajicimi
bunkami
SARM  sterile a- and armadillo-motif-

containing protein; ¢len rodiny apatorovych
molekul TLR

SCID severe combined immunodeficiency;
geneticka porucha, kdy chybi funk¢éni T a B
lymfocyty
SR/CR

rezistence

spontanni regrese/kompletni
TCR T-bunécny receptor

TGF faktor transformujici rtst

Th Thelper druh T-lymfocytu

TIL tumor infiltrujici lymfocyty

TIR doména Toll/IL-1R homologni doména
TIRAP Toll-interleukin 1 receptor (TIR)
domain — containing adapter protein;
adaptorova molekula spojovana s TLR

TLR Toll-like receptor

TNF tumor necrosis factor

TRAF  TNF receptor-associated factor;

proteiny regulujici  zanét, protivirovou
odpoveéd’ a apoptozu

TRAIL TNF-related apoptosis-inducing
ligand; ligand navozujici apoptozu

TRAM TRIF-related adaptor molecule; je
podobné jako SARM ¢len rodiny

adaptorovych molekul TLR
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