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ANOTACE

Bakalafska prace je zamétfena na vznik a vlastnosti nadorovych bunék a jejich vztah
k imunitnimu systému. V prvni kapitole této prace je stru¢ny popis fyziologické eukaryotické
buiiky se zaméfenim na bunécné déje, které se mutagennimi vlivy méni a vznik a vlastnosti
nadorové bunky. Dalsi kapitola se zabyva morfologii a vlastnostmi nddorové tkané a takeé
zékladnim rozdélenim typt nddorii. Néasleduje kapitola o vzniku metastdz a vyznamu
cirkulujicich nadorovych bun€k a diseminovanych nddorovych bunék. A nakonec se posledni
kapitola zabyva plisobenim imunitniho systému na nadorové buiikky a mechanismy uniku

nadorovych bunék pfed imunitnim dozorem.

KLICOVA SLOVA

nadorové buiiky, nadorova tkan, metastaze, imunitni dozor, unik

ANOTATION

The bachelor thesis is focused on formation and properties of tumor cells and their
relationship to the immune system. The first chapter describes briefly the physiological
eukaryotic cells, focusing on the cellular events that are changing mutagenic effects and the
formation and properties of tumor cells. Another chapter deals with the morphology and
properties of tumor tissue and the basic division of tumor types. Followed by chapter on the
development of metastases and significance of circulating tumor cells and disseminated tumor
cells. The last chapter deals with the effects of the immune system on tumor cells and

mechanisms of tumor cell escape immune surveillance.
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SEZNAM ZKRATEK

AFP Alfa-fetoprotein

APC Antigen presenting cells; antigen prezentujici bunky

ATP Adenosintrifosfat

BCR B-cell receptor; receptor B-lymfocytl

CAD Caspase-activated DNase; kaspazou aktivovana DNaza

CALLA Common acute lymphocytic leukemia antigen; antigen akutni lymfatické
leukémie

CDK Cyclin-dependent kinase; cyklin-dependentni kinaza

CEA Cancer embryonic antigen; karcinoembryonalni antigen

CTC Circulating tumor cells; cirkulujici nddorové bunky

CTL Cytotoxin T-cells; cytotoxické T-lymfocyty

DC Dendritic cells; dendritické bunky

DCC Deleted in colorectal carcinoma

DMEM Dulbeccos modified eagle medium

DNA Deoxyribonucleic acid; deoxyribonukleova kyselina

DTC Disseminated tumor cells; diseminované nadorové bunky

EBNA Epstein-Barr virus nuclear antigen; nuklearni antigen viru Epstein-Barr

EBV Epstein-Barr virus

ECM Extracellular matrix; extracelularni matrix

EMT Epithelial mesenchymal transition; epitelidlni mezenchymalni ptechod

EPCAM Epithelial cell adhesion molekule; adhezni molekuly epitelovych bunék

FGF Fibroblast growth factor; ristovy faktor fibroblastti

GADDA45 Growth arrest and DNA damage genes

GAP Glyceraldehyd-3-fosfat

GM-CSF Granulocyte macrophage colony-stimulating factor; faktor stimulujici kolonie

granulocytii a makrofagh

GTP Guanosin-3-fosfat

HER2/mneu  Human epidermal growth factor receptor 2; receptor lidského epidermalniho
ristového faktoru

HHV-8 Human herpesvirus 8; lidsky herpesvirus 8

HPV Human papillomavirus; lidsky papillomavirus

HTLV-I/Il.  Human T-lymphotropic virus — I/II; lidsky T-lymfotropni virus — I/II



ICAD Inhibitor caspase-activated DNase; inhibitor DNazy aktivovanou kaspazou

IFN Interferon

IL Interleukin

MAGE 1 Melanoma-associated antigen 1; s melanomem spojeny antigen 1

Mdm?2 Mouse double minute 2 homolog

MEM Minimum essential medium

MHC Major histocompatibility complex; hlavni histokompatibilni komplex

mRNA Mediatorova ribonukleova kyselina

NLR Nukleotide-binding oligomerization domain receptor

PAMP Patogen-associated molecular patterns; s patogeny spojen¢ molekularni
struktury

PGE2 Prostaglandin E2

PSA Prostatic specific antigen; prostaticky specificky antigen

Rb Retinoblastoma; retinoblastomovy

RNA Ribonukleotid acid; ribonukleova kyselina

RPMI Roswell park memorial institute medium

TAA Tumor associated antigens; antigeny asociované s nadory

TCR T-cell receptor; receptor T-lymfocyti

TERT Telomerase reverse transcriptase; telomeraza reverzni transkriptazy

TGF-B Transforming growth factor B; transformuyjici rastovy faktor

TNF Tumor necrosis factor; tumor nekrotizujici faktor

TSA Tumor specific antigens; antigeny specifické pro nadory

VEGF Vascular endothelial growth factor; vaskularni endotelidIni ristovy faktor



UvVOD

Nadorové onemocnéni je v CR druhou nejéastéjsi pti¢inou tmrtnosti. Roéné umira na
nadorové onemocnéni vice nez 27 tisic osob. Nadory vznikaji na zdklad€ mutaci, pti kterych
dochazi k opakovanym zasahlim v DNA obsahujici geny nebo jejich regulacni oblasti fidici ¢i
ovliviiujici bunéény cyklus. Zasazenim téchto genid pak dochazi k nekontrolovatelnému
nadorovému bujeni. Faktory vzniku mutaci se nachazeji vSude kolem nas, pfes fyzikalni,
chemické, biologické vlivy ale dalsi bézné véci jako je tieba zivotni styl. Nasledné vznikaji
mutované bunky, které méni svoji morfologii a vlastnosti a odliSuji se tak od normalnich
bunék.

Proliferaci nadorovych bunék pak vznika nadorova tkan tvotici nador. I nadorova tkan
se od normalni li§i svoji morfologii a vlastnostmi. Podle toho z jakého typu bunék a tkéani
nador vznika, mizeme ur€it nékolik druhli nddort. Neméné dulezité je 1 déleni podle
invazivity nadoru na benigni a maligni, pfiCemz je dileZité zohlednit 1 metastaticky potencial.

Organismus se z urcité casti dokaze proti vzniku nadoru chrédnit prostfednictvim
imunitniho systému tzv. protinddorovou imunitou. I kdyZ nadorové bunky vznikaji po cely
zivot, imunitni dozor je dokaZe rGznymi mechanismy rozpoznat a zlikvidovat. MiiZze vSak
nastat okamzik, kdy imunitni systém neni pln€¢ funkéni a dostatecné schopen na bunky
reagovat. Takové riziko nastdvd u pacienti po transplantaci v dasledku podavani
imunosupresiv (napf. cyklosporinu A). Imunosupresivni léky se podavaji, aby nedoslo
k rejekci transplantatu, a inhibuji tak stimulaci T-bunék, které jsou dualezit¢ pro
protinddorovou imunitu (Gaumann et al., 2008). Riziko vzniku malignich transformaci je
vy$$i 1 u pacientli sprimarni imunodeficienci, vznikajici v dusledku deficitu funkce
imunitniho systému (napf. u pacientdl s t€Zkymi kombinovanymi imunodeficiencemi, béZnou
variabilni imunodeficienci) (Kersey et al., 1973). A neméné dilezitym faktorem pfi rozvoji
nadoru je 1 tzv. Unik nddorovych bunék pfed imunitnim systémem, pii kterém se nadorové
buiiky pfed imunitnim systémem chrani riznymi mechanismy. V zavislosti na vSech

faktorech nasledné dochazi k rozvoji nadorového bujeni.
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1. VZNIK NADOROVE BUNKY

1.1. Eukaryoticka burka

Eukaryoticka buiika je zakladni stavebni jednotkou tkané a organti mnohobunéénych
organismi. Diferencuje se z primarni totipotentni nespecializované kmenové bunky
plisobenim hormonil a rstovych faktort za vzniku strukturné 1 funkéné specializované buiky
tvotici tkan¢ a organy. Ackoliv maji vSechny diferencujici se buiiky stejny genom, rtiznou
aktivitou genli se formuji na builky morfologicky a funkéné odlisné (Alison et al., 2002).
Takova bunika dorlstd do urcité velikosti a tvaru se specifickymi povrchovymi znaky jako
jsou receptory, transportni proteiny. Kazda bunika po ukoncené diferenciaci plni po urcity cas
svoji funkci. Buiikky metabolizuji urcité latky, jsou strukturni nebo stavebni jednotkou tkéni,
sekretuji do svého okoli signalni molekuly, interagujic s okolnimi buitkami. Po urc¢itém case
je vSak bunka odstranéna. Smrt builky a jeji efektivni odstranéni je za fyziologickych

podminek kontrolovano bunécnymi sloZkami imunitniho systému.

1.1.1 Viabilita bunky

Metabolismus

Mezi projevy viability patfi metabolismus, neboli zpracovani a vyuziti ptijimanych
latek pro syntézu nezbytné dilezitych latek pro jeji existenci a také vylucovani odpadnich
latek. Diky metabolismu ziskava buiika latky potfebné pro sviij rlst a zivot, zpracovanim
piijatych latek v potravé. VéEtSina piijatych latek je spotfebovana a preménéna na energii
potiebnou 1 pro dalSi pochody bunky. K upravé a zpracovani téchto latek dochdzi
v enzymatickych procesech. Nejvice vyuzivana latka pro zisk energie je glukdza, kterd je
odbouravana procesem glykolyzy a oxidativni fosforylaci az na ATP (adenosintrifosfat)
anebo je ukladdna ve form¢ glykogenu jako zdsobni energie. Dal§imi latkami jsou mastné
kyseliny podléhajici B oxidaci za vzniku ATP a ukladajici se ve formé triacylglycerolt, jako
rezervni forma energie. A neméné duleZité jsou 1 aminokyseliny, z kterych se syntetizuji
bilkoviny. Ne vSechny si umi bunika syntetizovat sama, proto se n€které musi ziskavat v
potravé. Pii odbourdavani a syntéze vznika urcit¢é mnozstvi odpadnich latek, které bunka
upravuje a modifikuje, v dalSich cyklech k témto uceliim urcenych, aby se v ni nehromadili,
piicemz by ji Skodili a vylucuje je ven. Piikladem takového procesu je ornitinovy cyklus, kde
se z amoniaku vzniklého odbourdvanim aminokyselin syntetizuje mo¢ovina.
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Déleni buriky

Dal§im charakteristickym znakem bunky je uchovani a pfenos genetické informace.
Geneticka informace je dlouhodob¢ uchovavana a pienaSena z generace na generaci ve formeé
DNA (deoxyribonukleova kyselina) a RNA (ribonukleova kyselina). Genetickd informace je
predavana dal§im generacim, tedy z matetfské na dcetfiné buiiky, bunéénym délenim. Pfi tomto
déji je veskery bunény material zdvojen, véetné DNA a RNA molekul, a také specifickych
organel jakymi jsou napf. mitochondrie a ribozomy. Zkopirovani a pifenos genetické
informace z jedné bunky na dals$i generaci bun€k probihd v ramci ptisné fizeného procesu
neboli bunécného cyklu (Rosenthal, 1994).

V pribéhu procesu musi byt DNA piesné replikovana a identické chromozomalni
kopie musi byt rozdéleny do dvou dcefinych bunék. Je to slozity proces, ktery zahrnuje fadu
regulacnich proteind, fidicich buniky prostfednictvim specifického sledu udélosti vedoucich
k mitdze a vyrobé dvou dcefinych bunék (Israels & Israels, 2000). Bunééné déleni je cyklicka

souhra 4 fazi, a to G1-faze, S-faze, G2-faze a M-faze (Obr. €. 1).

Preparation Growth
for /
G Mitosis Preparation
2 for DNA
Growth Synthesis

DNA
Replication

4

S

Obrazek 1- Bunéény cyklus (G je klidova faze, G, je 1. faze bun&éného cyklu kde dochdzi k ristu a pfipravé buiiky
k syntéze DNA, S je 2. faze kde probiha replikace DNA, G, je 3. faze kde dochazi k ristu a pfipraveé buiky na mitézu, M je
posledni faze neboli mitdza) (pfevzato a modifikovano z [URL-1])
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G1-faze navazuje na mitdzu neboli M-fazi. Je zpravidla nejdelSim tsekem bunécného
cyklu (Obr. €. 2). Uvadi se, ze bunéény cyklus zacind v G1-fazi a to zvySenou expresi cyklinu
D. Cyklin D se pak spojuje s CDK4 a CDK6 a tvorba komplexu cyklin/CDK vede
k fosforylaci a aktivaci CDK (cyklin-dependentni kinaza). Aktivované CDK pak fosforyluji
Rb protein (retinoblastomovy protein), ktery ma rozhodujici ulohu v regulaci G1-faze, kdy
muze byt cyklus odlozen nebo opustén. Po fosforylaci Rb s CDK4/6, Rb disociuje s E2F, coz
umoziuje E2F ptepsat mnozstvi reagujicich genil (véetné cyklinu E) nutnych pro ptechod. Rb
je udrzovan hyperfosforylovany po zbytek cyklu. V pozdni G1-fazi pak dochdzi k zvySené
expresi cyklinu E, ktery se vaze s CDK2 do komplexu cyklin E/CDK2, nutného pro piechod
z Gl-faze do S-faze. Nasleduje zvySena exprese cyklinu A, kterd se vyskytuje v G1/S
piechodu a pfetrvava az do S-faze (Israels & Israels, 2000). V jadie se tedy syntetizuji
vSechny typy RNA, v cytoplazmé probihd proteosyntéza a buiika roste (Vermeulen et al.,
2003).

[G.]

2-4 hours

Prolonged

IEI 12-96 hours

2-4 hours Flestr_iction
point

CDE2

CDK2

Obrazek 2 — Schéma bunééného cyklu s uvedenim tc¢asti CDC kinaz v ramci jednotlivych fazi (G, faze trva
cca 12 — 96 hodin a prechod do G, faze umoziuje komplex CDK2/cyklin E, S faze trva cca 2-4 hodiny za regulace komplexu
CDK2/cyklin A, G, faze trva 2-4 hodiny a M faze trva 1-2 hodiny za regulace komplexem CDK1/cyklin A/B) (pfevzato a
modifikovano z Israels, 2000)

V S-fazi dochazi k vazbé cyklinu A s CDK2 za vzniku komplexu cyklin A/CDK2.
Tim se zahdji syntéza DNA. Ve druhé casti S-faze cyklin A asociuje s CDKI1 za vzniku
komplexu cyklin A/CDKI1 (Israels & Israels, 2000). V jadie probiha replikace DNA, ¢imz se

po ukonceni této faze v jadfe nachazi dvojnasobné mnozstvi DNA (Vermeulen et al., 2003).
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Béhem G2-faze v buiice probihd transkripce, translace a proteosyntéza, ¢imz buika
dale roste. Zdvojuji se 1 n€které organely a dal§i bunécné struktury. Jedna se o ptipravnou fazi
k mitéze. Dochazi ke zvySené expresi cyklinu D, jehoz hladina je pak udrZzovéna ptes mitozu
a G1-fazi (Stacey, 2003).

V M-fazi zvySené hladiny cyklinit A a B v komplexu s CDK1 pohanéji buiiku smérem
k mitéze. Ptitom je integrita genomu sledovéana transkripénim faktorem p53, ktery povoluje
transkripci genomu nebo indukuje pochody potiebné pro opravu piipadné apoptdzu (Israels &
Israels, 2000). V tomto poslednim cyklu probihd samotnd mit6za, kdy se rovnomérné predava
nezredukovana genetickd informace dcefinym buiikam. Mit6za se sklada z profaze, metafaze,
anafaze a telofaze. Pfi profazi dochdzi k spiralizaci vldken DNA, ¢imz se zviditelni
chromatidy a rozpada se jaderna membréana. Pfi metafdzi se chromozomy tadi v ekvatorialni
roving. Pfi anafdzi jsou chromozomy v oblasti centromer napojeny na vldkna d¢liciho
vieténka, rozpadaji se na jednotlivé chromatidy a ty jsou pfitahovany k polim vieténka. Pti
telofazi se chromozomy nespiralizuji, tvofi se jadernd membrdna a bunika je zaskrcena za
vzniku dvou dcefinych bunck (McIntosh & Koonce, 1989).

Pokud se buiika uz dale nema délit, pfechazi v kontrolnim bodé G1-faze do GO-faze,
do klidové faze. U takovychto bunék se mohou vratit zpatky do Gl-faze a dale se d¢lit
(Vermeulen et al., 2003).

1.1.2 Regulace bunééného cyklu

Pritbéh bunécného cyklu je fizeny a kontrolovany riznymi mechanismy. Jednak je to
geneticky fizena kontrola v tzv. kontrolnich bodech, délka telomer, signdlni molekuly ve
vazb¢ na receptory a molekuly syntetizované v pritbéhu cyklu kédované v genech. Kontrolni
aparat se sklad4 ze dvou hlavnich sloZek a to cyklinll a cyklin-dependentnich kinaz, pti¢emz
kinazy jsou produkty dilezitych genii bunécné regulace prenasejici fosfatovou skupinu z ATP
na jiné proteiny potiebné v priabéhu bunécného cyklu. Phsobi jako spoustéfe procest
probihajicich v jednotlivych fazich. Aktivita kindz je vSak zavisla na Cinnosti cyklint, které
souvisi s pfechody buiiky jednotlivymi fdzemi. Pfechod mezi fazemi je tedy fizen komplexem
cyklin-dependentni kinadzy. Jestli dojde ke vzniku komplexu, ovliviiuje koncentrace cyklinti
uvnitt bunky, kde jsou stale ptitomny. Je-1i vysoka, vznika aktivni komplex a plisobi na dalsi
substraty regulace tim, Ze je aktivuje nebo inaktivuje (Cordon-Cardo, 1995).

Kontrolni body bunééného cyklu jsou 3, a to v Gl-fazi, G2-fazi a M-fazi. Prvni

vvvvvv
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piedev§sim kontrolou stavu DNA piipadné v tomto okamziku dochazi k jeji opravé. Druhy
kontrolni bod G2-faze piisobi po ukonceni replikace DNA, ptiCemz kontroluje, zdali je
vSechna DNA replikovana. Nésledn¢ spousti déje vedouci k zahdjeni mitdézy. Tteti kontrolni
bod M-faze je v metafazi a kontroluje, jestli jsou chromozomy spravné piipojeny
k mitotickému vieténku (Molinari, 2000).

Pti bunécné regulaci se uplatiuji 1 telomery. Telomery jsou opakujici se sekvence
DNA, nachazejici se na koncich chromozomi. Pfi kazdém bunécném déleni se telomery
zkracuji. Kdyz jsou telomery az dost kratké, buiiky se prestavaji mnozit a nasleduje bunécna
smrt. Délka telomer ma tedy vyznam ve starnuti bun€k (Hiyama & Hiyama, 2007). Telomery
jsou tedy ribonukleoproteinové komplexy na koncich chromozomt, které jsou nezbytné pro
ochranu chromozomi a stability genomu. Jsou tvofeny z tandemovych opakovani sekvence
bohaté na G zakladny (TTAGGG) vazany komplexem Sesti proteinii znamych jako Shelterin
DNA (Donate & Blasco, 2011).

Starnuti bunky ovliviluje 1 telomeraza. Je to enzym s funkci reverzni transkriptazy
koédovany TERT (telomerazové reverzni transkriptdzy) geny. Telomeraza mulze piidat
telomerové repetice na koncich chromozomi, zabrainuje replikaci v zavislosti na ztraté
telomer a brani bunéénému starnuti ve vysoce proliferativnich bunikach zarodecné linie a ve
veétSing nadorti. Aktivita telomerdzy je tedy dilezitd pro nesmrtelnost zarodecnych bunék,
embryondlnich kmenovych bun€k a bohuzel i nadorovych buné¢k (Hiyama & Hiyama, 2007).
Neustale vytvari na konci telomer stile se opakujici sekvence TTAGGG, ¢imZz bunka
nezanika (Donate & Blasco, 2011).

Pred témét 40 lety, Leonard Hayflick zjistil, Ze kultivované normélni lidské buiky
maji omezenou schopnost déleni, po které starnou — fenomén je nyni zndmy jako ,,Hayflickiiv
limit* (Shay & Wright, 2000). Kultivované normalni lidské a zvifeci buiiky jsou predurceny
podstoupit nevratné funkcéni Ubytky, které kopiruji vékové zmény v celém organismu. Pti
kultivaci in vitro lidskych embryonalnich fibroblastii se vyskytuje 50 = 10 zdvojeni populace.
Jakmile buniky dosdhnou 50-ti déleni, zaCinaji se dé€lit méné Casto, vznika vétsi mnozstvi
nepravidelnosti a chyb a poté nastava apoptoza. Hayflicktiv limit plati pro vSechny somatické
buiiky kromé nadorovych. Zalezi také na aktualnim stafi buniky a ptfitomnosti telomerazy. U
bunék izolovanych ze starych osob je dany pocet déleni mensi (Hayflick, 1979).

I n&které geny jsou dileZité pro regulaci bundéného cyklu. Rika se jim diky jejich

funkci tumor-supresorové geny a uplatiiuji se pii inhibici proliferace a ristu bunck. K tém

vvvvvv
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Gen pRb

Gen pRb (retinoblastomovy) se nachazi na dlouhém raménku chromozomu 13 a jeho
produkt je protein Rb (pRb), ktery méa zasadni ulohu pii regulaci bunééného cyklu, béhem
diferenciace a pti indukci apoptozy. Ugastni se usmériiovani piechodu z G1-faze do S-faze,
pficemz aktivni je, kdyZ neni fosforylovany nebo jen malo. KdyZz je aktivni vdze se
s transkripnimi faktory E2F, ¢imZ je bunééné déleni pozastaveno a buiika nemiliZze postoupit
do S-faze. Pfijetim informaci z vnéjSiho prostiedi ve formé komplexu cyklin D + Cdk4/6
dochazi k jeho fosforylaci (Obr. €. 3). Z pRb se uvolni faktory E2F, které spusti expresi
cyklini E a A, a enzymil replikace DNA. Tim je pRb neaktivni a bunécny cyklus se posunuje
z prvniho kontrolniho bodu Gl1-faze do S-faze. Rb protein je v bufice pfitomen v pribéhu
celého bunééného déleni, pouze se stiida jeho fosforylace (po dobu S-faze, G2-faze a M-faze)

a defosforylace (Sage, 2012).

Extracellular
signals

Re €D | P16
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«— ©yelin DT CDK4/6
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Obrazek 3 - Regulace pi‘echodu G1/S bunééného cyklu pies cyklin D1, CDK4 a p16 (RB, retinomblastomovy
protein, CDK4/6, cyklin-dependentni kindzu 4/6) (ptevzato a modifikovano z Peurala et al., 2013)

Gen p53

Gen p53 je také nazyvan jako ,,strdzce genomu® a je lokalizovan na kratkych
raménkach chromozomu 17. Zavisi na ném, zdali probéhne kontrola genetického materidlu
mezi Gl-fizi a S-fazi a ptipadné opravy chyb. Také se podili pfi kontrole genetického
materidlu po replikaci mezi G2-fazi a M-fazi. Produktem genu je protein 53 (p53). Protein 53
je transkripéni faktor, ktery se podle signdlii aktivuje, vaze se specificky na DNA a spousti

transkripci gendl, prostfednictvim kterych se podili na apoptdze, zastaveni ristu a degradaci
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proteinii (Cordon-Cardo, 1995). Je to kratce zijici protein vyskytujici se v nizkych hladinach u
normalnich bunék. Pii poSkozeni DNA se jeho hladiny rychle zvy$i a néasledné¢ dochazi
k inhibici bunééného rtstu (Obr. €. 4). I exprese pS3 je regulovana pro normalni rist a vyvoj
bunék a to proteinem Mdm2. Protein Mdm2 (lidsky homolog Hdm2) inhibuje funkci p53 a
pomaha pii jeho degradaci (Kubbutat & Vousden, 1997).

DNA damage
Cell cycle abnormalities
Hypoxia

Cell cycle arrest
¥ Apoptosis

\

Death and elimination of
damaged cells

\/

CELLULAR AND GENETIC STABILITY

DNA repair

Cell cycle restart

Obrazek 4 — Cesty proteinu p53 (aktivaci proteinu 53 spousti po§kozeni DNA, abnormality v bunééném cyklu nebo
hypoxie; protein 53 pak indukuje bud’ zastaveni bunééného cyklu naslednou opravu a restart cyklu nebo indukuje apoptozu a
tedy smrt a eliminaci poskozené buiky; zajistuje tak bunécnou a genetickou stabilitu) (pfevzato a modifikovano z [URL-2])

Mezi nejvyznamnéjsi geny ovlivilujici regulaci bunééného cyklu, jejichZ expresi p53
ovliviiuje, jsou geny p21, GADDA45 (Growth Arrest and DNA Damage) a BAX. Protein 21 je
cyklin-dependentni kindzovy inhibitor tlumici replikaci. Jakmile p53 zjisti poSkozené misto
na DNA, spusti transkripci genu p21, ktery zastavi bunééné déleni, aby mohlo dojit k opraveé
DNA. Inhibuje aktivitu cyklinu D + CDK4/6, ¢imZ dojde k do¢asnému zastaveni buné€ného
cyklu mezi G1/S-fazi a DNA se mize opravit (Harper et al., 1995).

Protein GADDA45 zastavuje riist a vyvolava opravy DNA. Protein Bax je Clenem
rodiny Bcl proteini ovlivitujicich apoptézu. Nachazi se v cytoplazmé. Protein Bax je ptimo
proapoptoticky protein, tedy pifi jeho zvySené expresi vlivem p53 se zvysi propustnost vnéjsi

mitochondridlni membrany, pticemz dojde k uvolnéni cytochromu ¢ do cytoplazmy. Tam
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aktivuje proteolytick¢é molekuly znamé jako kaspazy, které specificky Stépi sekvenci
aminokyselin DEVD klicovych pro provedeni apoptozy. Naproti tomu protein Bcl-2 je
antiapoptoticky a brani vyvolani apoptdzy. Zasahuje do aktivace kaspdz tim, ze zabranuje
uvoliovani cytochromu c z mitochondridlni membrany (Rossé et al, 1998). Bcl-2 je
integralni membranovy protein nachazejici se pfevazn€ na vnéj$i membrané¢ mitochondrii.
Zvysend exprese Bcl-2 zabrainiuje bunice v provedeni apoptdzy tim, ze zabranuje odlivu
cytochromu ¢ z mitochondrii (Yang, 1997).

Regulace bunééného cyklu je i ovliviiovana kontaktni inhibici, coz znamena zastaveni
déleni bunék po vzdjemném dotyku. Nebo také nedostatkem rlstovych a energetickych
substrat. Kontaktni inhibice bunééného ristu je nezbytna pro embryonalni vyvoj a udrzovani
tkanové architektury u dospélych organismii. Nedavno byla identifikovana Hippo signalni
dréha souvisejici s kontaktni inhibici a stejné tak s kontrolou velikosti organu. Komponenty
této Hippo signalni drahy jsou nutné pro E-cadherin v zadvislosti na kontaktni inhibici
proliferace. Cadheriny patii mezi tzv. homofilni adhezivni molekuly, coz znamena, Ze se vazi
na stejny cadherin na sousedni bufice. Jsou to transmembranové glykoproteiny, spojené
prostiednictvim cateinii s cytoskeletem za pritomnosti Ca>*, &m2 vytvai{ mezi buiikami
pevnd spojeni pro jejich komunikaci. E-cadheriny jsou exprimovany na epitelidlnich buiikach
a v mezibunécnych spojich. Ztratou E-cadherinii je podpoiena progrese nddoru a naopak

zvySenou expresi inhibice progrese nadoru (Kim et al., 2011).

1.1.3 Diferenciace bunék a formovani tkani

Vyvoj jednotlivych bunék do tkani a mnohobunéénych organismil zahrnuje fadu
uprav. Bunky se stavaji specializovanymi a ziskavaji rizné funkce, které piispivaji k preziti
organismu. Chovani jednotlivych bun¢k je také integrovano s podobnymi bunkami, tak ze
jednaji spolecnym zplUsobem. K dosazeni této integrace se bunky sestavuji do
specializovanych tkani, pti¢emz kazda tkan se skldda z bun€k a mezibunééného prostoru
(Bernfield, 2014).

Diferenciace je plynule regulovany proces, a interakce mezi bunikou a jejim okoli hraje
hlavni tlohu pi1 udrZzovéni stabilni exprese specifickych diferencia¢nich genti. Dilezitou
slozkou bunécného prostfedi je extracelularni matrix (ECM) slozeny z glykoproteint,
proteoglykani a glykosaminoglykant, které jsou vyluCovdny a sestaveny na misté do
organizované sité drzici buiiky. I kdyz je ECM soucésti prostredi u vSech typli bunék, 1i8i se
slozenim podle typu tkané. ECM pak muize buiiky zcela obklopovat (napt. u chondrocyti)
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nebo muze byt v kontaktu s jednou stranou bunck (napi. u epitelidlnich a endotelidlnich

bunék) (Adams & Watt, 1993).

Extracelularni matrix

ECM je tedy slozitd smés strukturdlnich a funkénich proteint, glykoproteinii a
proteoglykanti uspofadanych v jedinecné, tkanové specifické trojrozmérné ultrastruktury.
Tyto proteiny slouzi k mnoha funkcim vcetné poskytovani strukturalni podpory a pevnosti
v tahu, jako pfipojovaci mista pro bunécné povrchové receptory a jako rezervoar pro
signaliza¢ni faktory, které modelu;ji takové riiznorodé hostitelské procesy jako angiogeneze a
vaskulogeneze, migrace bunék, bunécnd proliferace a orientace, zanét, imunitni reakce a
hojeni ran. Jinak fe¢eno, ECM je zasadni, dynamicka a nepostradatelna slozka vSech tkani a
organt a je pfirozenym leSenim pro morfogenezi tkani a organt, pro udrzbu a rekonstrukci po
jejich urazu (Badylak, 2002).

Ve vEtSin¢ organd jsou hlavni proteinové slozky ECM kolageny, které jsou
produkovany a vylu¢ovany riznymi stromalnimi butikami, i kdyZ pfevazné fibroblasty. Cetné
jiné proteiny také pfispivaji k specializované struktute ECM, jako je naptiklad suterén
membrany vcetné lamininu, entactinu, kolagenu IV a riznych ristovych faktori a protedz
(Rohrbach, 1993). Dalsi tfida molekul hrajici zdsadni roli ve slozeni ECM jsou proteoglykany
navdzané na glykoaminoglykany vcetné chondroitinu, heparanu a keratin sulfatu (lozzo,

1998).
Komunikace mezi burnikami

Pti koordinaci svych ¢innosti v ramci tkani je diilezity povrch bunck. V plazmatické
membrané kazdé bunky je fada proteind, které interaguji s povrchem jinych bunék nebo
s jejich vymésky. Tyto proteiny umoziuji builkdm rozpoznat okolni struktury a drzet se
extracelularniho matrixu a podobnych bunék, pfi¢emz tvoii populace odlisné od okolnich
bunck. Tyto interakce jsou klicem k organiza¢nimu chovani bunéénych populaci a k funkci
normalni tkané€ v organismu dospélych (Bernfield, 2014).

Jednim z kli¢ovych procest souvisejicich s morfogenezi je adheze bunck, kterd ale
také tidi procesy, jako jsou dé€leni bunky a apoptdza, a tim predstavuje zaklad tvorby tkéan¢.
Adheze bunck tak zdlezi na souhie mezi mobilnimi substraty a buiikami. Bunééné adhezni
molekuly jsou vétSinou transmembranové molekuly vcetné cClenidl integrit, cadherint,

imunoglobulin® a proteoglykanové rodiny (Vleminckx & Kemler, 1999).
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Obnova tkdané

Za normalni obnovu tkani nebo regeneraci po poSkozeni jsou zodpovédné kmenové
buniky (Slack, 2000). Ty jsou definovdny jako bunky, které maji schopnost udrZzovat se
prostfednictvim vlastni obnovy a vytvafet zralé builkky zejména tkan€ prostrednictvim
diferenciace (Reya et al., 2001). Vlastni obnova je proces, pfi kterém se kmenové bunky déli
za vzniku jedné nebo dvou dcetinych bungk, které maji vyvojovy potencidl podobny mateiské
buiice. Tato schopnost je nezbytnd pro rozsifeni jejich poctu béhem vyvoje, pro udrzovani

v dospélych tkanich a pro obnoveni po zranéni (He et al., 2009).

1.1.4 Bunééna smrt

Bunécna smrt je souhrn procesti vedoucich ke konci Zivota bunky. Muize byt
naprogramovana nebo i samovolna. Zakladni déleni bunééné smrti je na apoptdzu a nekrdzu.
Je vSak 1 nckolik dalSich typti bunétné smrti, které nejsou zas tak prozkoumané.
Mnohobunécni zivocichové se Casto potiebuji zbavit bunck, které jsou v prebytku, v ceste,
nebo potencialné nebezpecné. Za timto Gcelem se pouzivaji vyhrazené molekularni programy.
Stejné dilezité jako bunétné déleni a bunéénd migrace, regulace (nebo programovani)
bunééné smrti umoziuje organismu, aby pevné fidil pocet bunck a velikost tkang, a chranil se
tak pfed poskozenymi bunkami, které rozvraceji homeostazu (Hengartner, 2000). Buné¢na
smrt je tedy soucdsti normalniho vyvoje a zrani cyklu, a je soucasti odezvy zivé tkané na
mnohé vzory cizorodych agens (tj. mikroorganismii a chemickych latek), a endogennich
modulaci, jako je naptiklad zanét a narusené krevni zdsobeni. Je také dualezitym faktorem ve

vyvoji rakoviny, prevenci rakoviny a terapie rakoviny (Kanduc et al., 2002).
Apoptoza

Apoptoza je hlavnim mechanismem, kterym jsou bunky fyziologicky odstranény u
mnohobunéénych organismti (Obr. ¢. 5). Behem apoptotické smrti jsou buniky piehledné
proSpikovany kaspdzami a zabaleny do apoptotickych télisek, aby se piedesSlo aktivaci
imunitniho systému (Edinger & Thompson, 2004). Termin apoptéza navrhl Kerr a spol.
vroce 1972 k popisu konkrétniho morfologického vzoru bunééné smrti pozorované u bunék,
které byly odstranény v prib&hu embryonalniho vyvoje, normalni obmény bunck u zdravych

dospélych tkani a u atrofie po vysazeni hormonii (Kerr et al., 1972).
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Tento jev se vyznacuje jadernou kondenzaci a bunécnou fragmentaci do membranové
vazanych fragmentl. Tyto fragmenty nebo apoptoticka téliska pak jsou piijata do jiné buiiky a
degradovdna ve fagozdmech. Odstranéni bun€k s malym naruSenim tkdni a bez zanctu
umoziuje opétovného vyuzivani bunécnych komponent. Pojem apoptdézy podporovalo
hypotézu, ze zivé buiky jsou geneticky naprogramovany tak, aby obsahovaly slozky
metabolické kaskady, kterd pii aktivaci, miZze vést k bundéné smrti. Casem byl navrzen
geneticky zaklad pro tento program bunécné smrti a zjistény genové produkty podilejici se na
bunééné smrti (Fink & Cookson, 2005).

Tyto genové produkty jsou nyni oznacovany jako kaspazy. Existuji jako latentni
zymogeny, které obsahuji N-koncovou doménu a nasledné od oblasti tvotici dvé podjednotky
katalytickou efektorovou doménu. I kdyz se vSechny ¢leny rodiny kaspaz maji podobnost
v aminokyselinové sekvenci a struktuie, 1iSi se vyznamné ve svych fyziologickych rolich.
Kaspazy lze rozdélit do dvou skupin: na ty, které jsou centralné zapojeny do apoptdzy
(kaspazy-2, -3, -6, -7, -8, -9, -10) a ty, které souviseji s kaspazou -1 (kaspazy-1, -4, -5, -13, -
14, a mysi -11, -12) jejichZ hlavni uloha je v pribéhu zpracovani cytosinil pfi zanétlivych
odpovédich (Creagh et al., 2003).

Kaspazy podminujici apoptézu mohou byt dale rozdéleny do dvou skupin na zakladé
jejich struktury a Casovych aspektl jejich aktivace v pribéhu bunééné smrti. Iniciaéni kaspazy
(-2, -8, -9, -10) maji dlouhé pro-domény a jsou primarné odpovédné za zahajeni aktivace
kaskady kaspaz. Efektorové kaspazy (-3, -6, -7), obvykle obsahuji jen malé pro-domény a
jsou zodpovédné za skutetné demontdze bunky Stépenim bunécnych substratt. Aktivace
iniciatoru kaspaz vyzaduje dimerizaci, kterd je zprostiedkovana vazbou jejich pro-domén
k adaptéru molekuly ptes kaspadzy naboru domény, nebo motivy efektorovych domén smrti.
Po aktivaci inicidtoru kaspdzy se mnozi signaly smrti tim, ze se aktivuji nasledné efektorové
kaspazy v kaskadé. Efektorové kaspazy jsou pfevedeny na jejich aktivni formy pomoci
proteolyzy na vnitfnich Asp zbytcich, coZ umoziuje montdZ aktivnich heterotetrameri
skladajicich se ze dvou podjednotek velkych a dvou malych podjednotek (Boatright &
Salvesen, 2003).

Aktivaci domény kaspazy pro indukci smrti bunék mohou kooptovat infekéni
patogeny. Aktivované efektorové kaspazy selektivné §t€pi omezenou sadu cilovych proteini
produkujicich morfologické a biochemické vlastnosti spojené s apoptdézou. Jednim cCasto
pouzivanym markerem apoptdézy je DNA ladder produkovany Sté€penim genomové DNA
nukleozomil k vyrobé fragmentl o délce odpovidajici piiblizn€ 180-ti parim bazi. Nukledzy

CAD (kaspazou-aktivované DNazy) zodpovédné za tento pochod jsou piitomné v zivych
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buiikach vazané na inhibitor (ICAD). K aktivaci CAD dochézi prostfednictvim Stépeni ICAD
zprosttedkované kaspdzami — 3 a -7, coZ vede k uvolnéni a aktivaci CAD (Sakahira et al.,
1998).

Kaspazova proteolyza vysvétluje dalsi morfologické zmény. Proteinové leSeni
nuklearni obalky je Stépeno efektorovymi kaspdzami, coz vede k jadernému smrStovani a
fragmentaci. Ztrata celkového tvaru buiiky je pravdépodobné zpiisobena St€penim proteint
cytoskeletu, jako je fodrin. Stépenim slozek fokalni adheze komplexu vede k uvolnéni
apoptotickych bunék od svych sousedi a od bazdlni membrany. Vysledkem je zprohybana
plazmaticka membrana. Na tvorbé apoptotickych télisek se podili 1 ¢leny rodiny aktivovanych
p21 kinaz. Dalsi postup kaspaz je expozice fosfatidylserinu, ktery je aktivné lokalizovan na
vnitinim listu plazmatické membrany u zdravych bunc€k. Jeho expozici mohou byt

apoptotické bunky rozeznavany fagocyty jako signal pro pohlceni (Fink & Cookson, 2005).

Nekroza

Nekroza se v posledni dobé ukézala jako alternativni forma programované bunécné
smrti, jejiz aktivace miZze mit dalezité biologické disledky, vcetn€ indukce zanétlivé reakce
(Edinger & Thompson, 2004). Jedna se vSak o nekontrolovanou neregulovanou smrt bunék
v Zivém organismu, pozorovatelnou az v ur¢itém ¢asovém odstupu po biologické smrti bunky
(Fink & Cookson, 2005) (Obr. €. 5). Nekroza buiiky se projevuje jednak pyknozou, kdy se
jadro svrastuje a tmavne, chromatin se hromadi na vnitfni strané jaderné membrany, také
karyorhexi neboli rozpadem jaddra na malé¢ fragmenty a karyolyzou, kdy se upIn¢ ztraci
barvitelnost jadra. Cytoplazma nekrotické bunky kondenzuje, ztraci strukturu a fragmentuje a
sledujeme intenzivni eozinofilii (Majno & Joris, 1995).

I kdyz nekr6za nema vlastnosti apoptozy a autofagie, nedavny vyzkum naznacuje, ze
prubéh by mohl byt piisné regulovan. Po signalizaci nebo indukovaném posSkozeni miize
nekroza obsahovat znaky ftizenych procest, jako je mitochondrialni dysfunkce, zvySena
tvorba reaktivnich forem kysliku, vyCerpani ATP, proteolyza kalpainu a katepsinu a prasknuti
plazmatické membrany. Kromé toho mtize inhibice specifickych proteini podilejicich se na
regulaci apoptdzy nebo autofagie zménit typ bunécné smrti k nekroze (Golstein & Kroemer,

2007).
Pyroptoza

Termin pyroptdza neboli kaspaza-1 dependentni bunéénd smrt piivodné predstavoval

popis konkrétni formy bunééné smrti v makrofazich, ktera je vyvolana bakterialni infekci a je
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doprovdzena aktivaci kaspazy-1 (Obr. €. 5). Na rozdil od apoptozy, ktera je zcela
neimunogenni, byla povaha pyroptdézy uznana jako prozanétlivd. Podoba se tedy spiSe
nekroze. Pyroptéza byla plivodné popséna jako bunécnd smrt zprostiedkovana aktivaci
kaspazy-1 v zavislosti na makrofazich infikovanych S. typhimurium (Kepp et al., 2010).

Pyroptdza je morfologicky a mechanicky odliSna od jinych forem bunécné smrti.
V posledni dobé ji 1ze identifikovat jako cestu smrti hostitelské bunky, ktera je stimulovdna
fadou mikrobialnich infekci (naptf. Salmonella, Francisella, Legionella) a neinfekénimi
podnéty produkovanymi pii infarktu. Funkci pyroptézy definuje kaspaza-1, ktera vSak neni
zapojena do apoptdzy. Nabizi rychlé prasknuti plazmatické membrany a uvolnéni
prozanétlivého intracelularniho obsahu (Bergsbaken et al., 2009).

Aktivace biochemické kaskady je zavisld na specifickych PAMP (molekularni
struktury typické pro povrch bunék patogennich mikroorganismii). PAMP bakteridlniho
peptidoglykanu nebo flagellinu jsou detekovany NLR (oligomrizujici doménou nukleotid
vazajicich receptorti), jako jsou NLRC4 a NLRPI. Dalsi NLR jako NLRP3 detekuje nejen
PAMP, ale také endogenni signaly nebezpe¢i. K aktivaci kaspazy-1 mize dojit 1
v inflammasomu, jehoz je soucasti. Podporuje tedy aktivaci zanétlivych procesti a to zrani
zanétlivych cytokint (interleukini) IL-1P a IL-18 (Kepp et al., 2010).

V bunécné membrané vznikaji pory, coz narusuje bunécny iontovy gradient. Vysledné
zvySeni osmotického tlaku zplisobi ptiliv vody ndsledované otokem buiiky a roztrzenim. Ve
stejné dob¢ se pres kanaly port uvolni cytosolovy obsah. Neaktivni prozanétlivé cytokiny IL-
1B a IL-18 jsou dale Stépeny kaspazou-1 a aktivuji se. Toll-like receptory mohou také zahajit
signalizacni kaskadu, ktera vede k bunécné aktivaci a produkci zanétlivych cytosind, jako
jsou TNF (tumor nekrotizujici faktor), IL-6, IL-8 a IFN (interferon). Nod-like receptory zase
registruji nebezpecné signaly vstupujici do cytosolu hostitelské buiiky a opét spusti produkci
zanétlivych cytokint (Bergsbaken et al., 2009).

Vysledkem pyroptézy je mohutna produkce cytokinti a chemokini podporujicich

aktivaci T-lymfocytlh a makrofagl, ¢imz vznikd mistni a systémovy zanét (Kepp et al., 2010).

Onkoza

Pojem onkoéza je odvozeny od feckého slova jako ,,bobtnani* (Trump et al., 1997).
Vzhledem k apoptéze se jedna o opacnou formu bunééné smrti. Pfi apoptéze dochazi
k smr§téni bunék a ndslednému rozpadu, kdezto pifi onkdéze dochédzi k otoku bunky a

koagulaci cytoplazmy (Obr. €. 5). JednoduSe feCeno pii apoptdze se buiika zmenSuje a pfi
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onkoze zvétSuje a bobtna. Onkoza odkazuje na preletalni fazi, kterd nésleduje po smrticim
poskozeni bun¢€k jako je napiiklad kompletni ischemie nebo UCinky mnoha chemickych
toxinll (Weerasinghe & Buja, 2012).

Do onkézy jsou zahrnuty €asné zmeny v upravé tvaru builky a objemu, Casto se
vyskytujici v rdmci sekund az minut po aplikaci zranéni (Trump et al., 1997). Onkoticka
bunééna smrt zahrnuje tfi etapy. V 1. fazi se bunka stava predurenou k onkoze v disledku
poranéni membrany s unikem iontti a vody v disledku vycerpani ATP a vede k otoku buriky,
aniz by doslo ke v§eobecnému zvySeni propustnosti membrany buiiky. V prabchu 2. faze se
buiika dostava do bodu ztraty reverzibility a buné¢nd membréana se stava déravou. A 3. faze
predstavuje pripadné fyzikalni naruseni bunééné membrany, kdyZz je v nekrotické fazi
(Weerasinghe & Buja, 2012).

Diilezitou biochemickou udalosti onkézy, na rozdil od apoptdzy, je rychly pokles
intracelularniho ATP. Interference syntézy ATP rychle vede k deaktivaci Na K -ATPazy na
bunééné membrang, coz vede ke zvySeni Na' a CI spolu spiilivem vody. To vede
k bun&&nému otoku a rychlému narastu Ca®". Onkéza je tedy vztahovana k vy&erpani energie
vedoucimu k poskozeni iontovych Cerpadel bunécné membréany, otoku buiky, odstranéni
cytosolu, dilatace endoplazmatického retikula a Golgiho aparatu, mitochondridlni kondenzaci,
shlukovani jaderného chromatinu a tvorb¢€ cytoplazmatickych vacki nebo puchyit, které jsou

bez organel (Weerasinghe & Buja, 2012).
Autofagie

Autofagie byla navrzena jako mozny mechanismus pro non-apoptotickou smrt
navzdory mnoha druhlim dikazh, které autofagii predstavuji jako strategii pro preziti
v dobach stresu (Edinger & Thompson, 2004).

Autofagie nabizi degradaci bunéénych slozek umirajici buiikky v autofagickych
vakuolach (Fink & Cookson, 2005) (Obr. ¢ 5). Je tedy soucasti naprogramované bunécné
smrti. Jindy je vyuZivdna na subcelularni urovni v obdobi hladovéni, kdy bunky potiebuji
k potravé neesencialni proteiny a organely a recykluji komponenty pro opakované pouZiti
v cytosolu. V eukaryotickych bunkach jsou hlavnimi degrada¢nimi organelami lysozom nebo
vakuoly. Tyto komponenty obsahuji fadu hydrolaz, které vSak nejsou schopné degradovat
v podstaté zadné subcelularni slozky (bilkoviny, lipidy, nukleové kyseliny a sacharidy). Proto

autofagie probihd zprvu ve specialnim vacku autofagosomu (Klionsky & Emr, 2000).
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Morfologickéd charakteristika autofagie je vakuolizace, degradace cytoplazmatického
obsahu a mirnd kondenzace chromatinu. Stru¢né¢ feceno, autofagicka cesta zacina sekvestraci
cytoplazmatického materidlu v dvoumembranovém vacku zndmém jako autofagosom.
Sekvestrace je proces pod kontrolou GTPas a fosfatidylinositolkindzy a zahrnuje systém
ubiquitin-like konjugaci. Autofagosom se pak slou¢i slysozomem v zavislosti na
mikrotubulech a obsah je degradovan. In vivo buiiky prochdzejici autofagii mizou byt

pohlceny sousednimi buiikami (Fink & Cookson, 2005).
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Anoikis

Anoikis je definovéna jako apoptdza, ktera je vyvolana neadekvatni nebo nevhodnou
interakci bunika — extracelularni matrix. Je to tedy apoptdza zpiisobena ztratou piilnavosti
k podkladu. Podili se na Siroké rozmanitosti tkani — homeostatickych, vyvojovych a
orogennich procest (Frisch & Screaton, 2001). Anoikis je nezbytny mechanismus pro udrZeni
spravného postaveni bunék v tkani. Je zahdjena riznymi zpisoby, kterymi bunika ptijima
signaly ptes adhezni receptory regulujici apoptozu (Gilmore, 2005).

Mechanismus anolis je stejny jako mechanismus apoptdzy, takze dochdzi k jaderné
kondenzaci, bunééné fragmentaci za vzniku apoptotickych télisek, kterd jsou ptijata do jiné
buiiky a degradovana ve fagozomech (Fink & Cookson, 2005). OvSem probiha jen u bunck

s porusenou ztratou prilnavosti (Frisch & Screaton, 2001).

1.2. Nadorova bunka

Pti nadorové preméné dochdzi k zdsadnim zménam v genetické kontrole bunééného
déleni, zpisobené¢ opakovanymi mutacemi, coz md za ndsledek nespoutanou bunécnou
proliferaci. Mutace se vyskytuji hlavné ve dvou tfidach genli: protoonkogeni a tumor
supresorovych genti. V normalnich bunkdch plsobi produkty protoonkogeni na rtznych
urovnich cest cyklu, které stimuluji bunéénou proliferaci. Mutované verze protoonkogeni
nebo onkogeny mohou podporovat rast nadoru. Inaktivace tumor supresorovych gend, jako je
pRb a p53 vede k dysfunkci jejich produkovanych proteinti, které za normalnich okolnosti
inhibuji progresi bunécného cyklu. Dysfunkci téchto proteinti je pak naruSen proces iniciace
bunééné smrti (Vermeulen et al., 2003). Stejné tak kdyz buiika nereaguje na signaly z okoli
nebo prestane fungovat kontaktni inhibice (Kim et al., 2011). Procesy zplisobujici tyto zmény

jsou iniciovany genetickymi poruchami vyvolanymi faktory z vnéjSiho 1 vnittniho prostiedi.

1.3. Vznik nadorové bunky

Zakladem vzniku nddorového bujeni je mutace DNA v buiice. Nadorové bujeni
probiha na molekuldrni trovni a to zpocatku v jedné bunice, ktera se pak klonalné¢ mnozi, az
vytvoii nadorovou tkan. Pfeména normalni buiiky na nadorovou je vicestupiiovy proces, pri

kterém dochéazi k hromadéni mutaci v genech DNA v pribéhu bunééného déleni kmenové
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buiiky a nasledné k malignimu zvratu. Zékladni zmény v bunce tedy probihaji v genetické
vybavé DNA. Nadorové bunky jsou tedy geneticky zménéné bunky tvofici nador. Od
normalnich bunék se 1i8i jak morfologicky tak 1 obsahem a aktivitou regula¢nich enzymfl.
Mutace DNA mizou vzniknout jednak spontanné a jednak plisobenim rliznych
mutagennich vlivii. Spontdnni mutace normalni buniky se vyskytuji jen vzacné a to na urovni
vad vznikajicich pi1 Gprave stability genetického materidlu (Goldsby et al., 2001). Dusledky
posSkozeni DNA jsou vSak minimalizovany riznymi cestami opravy DNA vcetné vyfiznuti,
elize nukleotidii a postreplikanich oprav. Tyto mechanismy opravy spoléhaji na to, Ze DNA
polymerdza vyplni mezery v DNA, které vznikly pfi odstranéni poskozenych bazi. Pokud je
poskozeni DNA neopravené, buiiky ho toleruji a bé&hem replikace DNA pomoci
specializovanych DNA polymerdz vkladaji nespravné baze opacnych 1ézi a obchazi tak
poskozeni v procesu tzv. transléze syntézy DNA. Tento proces je zodpovédny za mnoho
z bodovych mutaci a je obzvlasté dilezity v hromadéni bodovych mutaci (Lange et al., 2011).
Vznik abnormalnich nebo poskozenych bun€k ihned odhali imunitni systém na
zéklad¢ exprese riznych molekul téchto bunék a likviduje je. Kdyz se vSak k témto zméndm
piifadi dal$i faktory podporujici vznik nadoru, nebo selze imunitni systém (napi. nasledkem
genetické poruchy), pfip. ptsobi dalsi faktory a imunitni systém neodpovidé, dochazi hlavné

k nekontrolovatelnému mnozeni nddorové zménénych bunék (Moretta et al., 2001).

1.3.1 Onkogenni faktory - vnéjsi
Biologické faktory

Mutaci mohou zplsobit rizné faktory. Mezi biologické faktory patfi zejména
onkogenni viry. K nejzndméjSim onkogennim DNA virim patfi papilomavirus (HPV)
zpusobujici rakovinu délozniho ¢ipku, virus Epstein-Barrové (EBV) zplisobujici Burkittiv
lymfom, Hodgkiniv lymfom a T-bunéény lymfom a dale lidsky herpesvirus 8 (HHV-8)
vyvolavajici Kaposiho sarkom (zur Hausen, 2001). K nejzndméj$im onkogennim RNA virim
patii lidsky T lymfotropni virus I a II (HTLV-I/II) prokazovany v souvislosti s T-bunéénou
leukémii (Gallo, 2005).

Neméné dilezit¢ jsou 1 toxiny, které mohou také vyvolat nadorové bujeni.
Nejznaméjs$imi karcinogennimi toxiny jsou aflatoxiny. Jsou to piirozené se vyskytujici

mykotoxiny, které se najdou v potravinach, jako je kukufice, araSidy, rtizné jiné ofechy a
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bavinikovd semena. Podezieni na tento toxin je, Ze zpiisobuje hepatocelularni karcinom
(Jackson & Groopman, 1999).

I n€které bakterie svym pusobenim mohou ptispét ke vzniku nadoru. Mnoho bakterii
produkuje toxiny, které specificky naruSuji bunéfnou signalizaci a tim naruSuji regulaci
bunééného cyklu, nebo piimo poskozuji DNA. Tyto toxiny napodobuji karcinogeny a
nadorové promotory a mizou piredstavovat vzor pro bakteridln¢ indukované karcinogeneze.
Naptiklad infekce Helicobacter pylori podporuje vznik karcinomu zaludku, infekce
Salmonella typhi zvySuje riziko vzniku karcinomu jater a zluCovodli nebo infekce

Campylobacter jejuni pfispiva k lymfomu tenkého stfeva (Lax, 2005).

Chemické faktory

Nejen biologické, ale 1 chemické faktory maji za nésledek plisobeni vznik nadorové
mutace. Mezi chemické faktory se fadi napf. heterocyklické aminy vznikajici v ramei vateni
masa pi1 vysoké teploté a to prostfednictvim procesu pyrolyzy aminokyselin, bilkovin a
kreatinu. Jednim z nejcastéjSich je 2-amino-1-methyl-6-fenylimidazol [4,5-b] pyridine
indukujici nddory prsu, tlustého stfeva a prostaty. Dale polycyklické aromatické uhlovodiky
vznikajici pfi neuplném spalovani organické hmoty, napf. uzeni potravin, nebo se béZné
vyskytuji benzanthrace-3,4-benzopyren v tabaku pii koufeni. Vyvolavaji tedy nejCastéji
nadory plic. Také N-nitrosaminy vznikajici z dusi¢nanii a dusitanti pfispivaji ke
karcinogenezi. Naptiklad dusitan sodny se pouziva jako barvici latka masa. Mazou tedy
vyvolat rakovinu plic, jater, ledvin, mlé¢nych zlaz, Zaludku, slinivky bfisni, mocového
meéchyie nebo jicnu. Mezi chemické faktory mizeme zacClenit 1 alkohol, ktery je pfi zvySené
konzumaci vyznamnym rizikovym faktorem pro rakovinu horniho zaZivaciho traktu vcéetné

rakoviny hrtanu, hltanu, jicnu a jater (Sutandyo, 2010).

Fyzikdlni faktory

Fyzikalni karcinogeny pisobi pfedavanim energie do biologického materialu, ¢imz
vznikaji chemické zmény vedouci k poruse biologickych funkci. Zafeni je vSudyptitomna
soucast naSeho prostiedi a jsme mu vystaveni neustdle. Napiiklad ultrafialové zafeni ze
slunce, y zafeni zkosmického zatfeni. I vbéZném Zivoté jsme vystaveni fyzikdlnim
karcinogentim a to jednak rentgenu a ultrazvuku pi1 lé¢ebnych postupech, mikrovinné trouby
a radiofrekven¢nimu zafeni z rizného spotiebniho zbozi véetné¢ mobilnich telefonti. Hlavnim
nebezpeCim v nasem prostiedi je UV zafeni zplsobujici nadory kize ¢i spinocelularni
karcinom kize. lonizujici zafeni vyvolava nadory téméf ve vSech tkanich téla, ale citlivost se
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1181 v zavislosti na specifité tkdni a orgdnd. Obecné lze fici, Ze nejvice citlivé jsou Stitna zlaza,
zensky prs a nékteré krvetvorné organy zatimco ledviny, kosti, kize, mozek a slinné zlazy
jsou méné citlivé (Schwartz, 2005). Mazeme tedy fict, Ze ionizujici zafeni, rentgenové a gama

zéteni, zptisobuje hlavné leukémie, osteosarkomy a nadory kiize (Suzuki & Yamashita, 2012).

Ostatni faktory

I dlouhodobé uZivani hormonti mize maligni zvrat vyvolat, napiiklad
hyperestrogenismus po menopauze zpusobuje karcinom endometria (Zanetta et al., 2000) a
hodn¢ anabolik zptisobuje karcinom jater. OvSem i zplisob stravovani, zivotni styl a dédicnost

maji ur€ity podil na vzniku naddorovych onemocnéni.

Mutace v genech zplisobuji vySe zminéné faktory. Zménou nebo ztratou gent
v chromozomech pak dochazi k syntéze mutovanych forem proteinii, ke ztraté¢ schopnosti
apoptoézy a tim k nekontrolovatelnému mnoZeni. Mutace plsobi hlavné pii regulaci
bunééného cyklu, kdyz bunka prechazi z Gl-faze do S-faze. Pisobi tedy hlavné na

protoonkogeny a tumor-supresoroveé geny.

1.3.2 Onkogenni faktory — vnitini

Protoonkogeny

Protoonkogeny jsou geny, které tidi dilezité funkce regulujici bunétny rast a
diferenciaci bunék. Produkty protoonkogenti jsou tedy rustové faktory, receptory rastovych
faktori molekuly s proteinkinasovou aktivitou, zprosttedkovavajici pfenos signalii mezi
buitkami. Mutacemi zménéné protoonkogeny se pak nazyvaji onkogeny. Onkogeny
syntetizuji onkoproteiny, které pravé zplisobuji zmény v regulaci bunééného deleni. Piiklady
protoonkogenil: 4) Ras proteiny jsou guanin nukleotid vazajici proteiny, které hraji kliCovou
roli v regulaci normdlniho rastu bun¢k. Byly identifikovany tfi druhy: H-Ras, K-Ras a N-Ras.
Jsou klicovym meziproduktem v signalnich drahdch zprosttedkovavajici proliferaci a jiné
typy signalti pfevazné proud tyrosinkinaz k receptorim (Rowinsky et al., 1999). B)Abl neboli
Abelsonliv protoonkogen je umistény na 9. chromozomu a koduje tyrosinkinazu, souvisi
s Philadelphskym chromozomem, ktery se vyskytuje u chronické myeloidni leukémie. Vznika
ber-abl transkript recipro¢ni translokaci s 22. Chromozomem (Vardiman, 2009). C) Myc

proteiny koduji skupinu jadernych fosfoproteind, hrajicich roli pfi ristu bunék a vzniku
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nadort (Zajac-Kaye, 2001). Geny Myc se nachazi na 8. chromozomu. Translokaci s 14.

chromozomem vznika Burkittiv lymfom (Tomita, 2011).

Tumor-supresorové geny

Tumor-supresorové geny jsou geny, jejichz ulohou je syntéza produkti, které mayji
pozastavit mnozeni bun¢k. Mutace zplisobi zménu téchto geni, které tim ztraci svoji funkci a
nadorové bunky se mnoZi bez jakéhokoliv omezeni. Pfiklady tumor-supresorovych genili: 4)
pRB neboli retinoblastomovy gen se nachazi na 13. chromozomu. Ridi proliferaci,
diferenciaci a preziti kmenovych a progenitorovych bunc¢k (Sage, 2012). B) p53 je gen
podilejici se na vice centrdlnich bunécnych pochodech, vcetné transkripce DNA, opravy,
genomoveé stability, starnuti, regulace bunééného cyklu a apoptézy. Nachazi se na 17.
chromozomu. C) DCC neboli ,,Deleted in Colorectal Carcinoma* je tumor-supresorovy gen

nachazejici se na 18. chromozomu. Souvisi s kolorektalnim karcinomem (Cho et al., 1994).

Na vzniku a hlavné mnoZeni nadorovych bunck se podili 1 selhdni tzv. imunitniho
dozoru nebo spolupiisobeni vice rizikovych faktorti, kdyz uz ani pln€ funk¢éni imunitni systém
neni schopen ucinné reagovat a zasahnout (vice viz. 4.4. Mechanismy uUniku nadorovych

bunék ptfed imunitnim systémem) (Swann et al., 2007).

1.3.3 Vlastnosti nadorovych bunék

Nédorové bunky se od zdravych bun€k rozeznaji diky svym zménénym a upravenym
vlastnostem. Od zdravych bun¢k se jednak lis§i v morfologii, kterd zohledniuje napt. tvar a
velikost buiiky, zbarveni cytoplazmy a jiné. DalSim kritériem pro odliSeni je chovani
nadorovych bunck jako napft. ovlivnéni riznymi latkami, probiha-li spravné bunécné déleni
nebo Zivotaschopnost. U nadorovych bunék mlizeme zpozorovat oproti zdravym builkam i
jiné chovani pii péstovani in vitro a vyuzit tak jejich vlastnosti k studovani a vyvijeni

protinadorové terapie.
1.3.4 Morfologické vlastnosti

Nadorové buiiky se vyznacuji velkym jadrem, které ma nepravidelny tvar a velikost.
Jadérka jsou vyrazna a cytoplasma je intenzivnéji zbarvena nebo naopak je bleda. Jadro hraje

hlavni roli pti posuzovani malignich buné¢k. Je velké nepravidelné a ma vétsi hustotu. Dochazi
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1 ke zm&€nam chromatinu (Obr. ¢. 6) a to, Ze heterochromatin je snizeny, interchromatin
zvyseny a v perichromatinu jsou granula. Je tedy celkové hruby. To je zpiisobeno abnormalné
zvétSenym poltem chromozomii. Jaderna membrédna obsahuje vice poéri. Jadérko je
charakterizovano hypertrofii a zvySenym poctem v jadfe. Pohybuji se smérem k jaderné
membrané. Akumulaci mRNA (medidtorové RNA) je cytoplazma bazofilni a Casto se
vyskytuji vakuoly. Mitochondrii je malo, ale jsou velké a v jejich matrixu jsou pfitomné
inkluze. Endoplazmaticka retikula maji zjednoduSenou strukturu a Golgiho aparat je Spatné
vyvinuty. V bunikdch nadori jater a ledvin mtizeme vidét velké mnozstvi glykogenu (Baba &
Catoi, 2007).

Normal and Cancer Cells

Structure

Normal B Cancer

Cytoplasm

Nucleus
Nucleolus

Chromatin

— Large cytoplasm — Small cytoplasm

— Single nucleus — Multiple nuclei

— Single nucleolus — Multiple and large nucleoli
— Fine chromatin — Coarse chromatin

Obriazek 6 — Normalni a maligni buiika (pievzato z [URL-3])

Mutacemi zménéné nadorové buiky se 1iSi svymi biologickymi vlastnostmi. Zakladnim
délenim podle biologickych vlastnosti bun€k je rozdéleni na benigni a maligni nadorové

buniky.
Benigni buiiky

Alesponi pfiblizné zachovavaji vzhled i1 funkci bunék normalnich, od kterych jsou
odvozeny (Obr. €. 7). Buiiky proliferuji pomalu, coz je vidét na ojedinélych mit6zach. Plsobi
expanzivné na ostatni buiky, tak Ze je utlacuji. Lokalizace jejich riistu je pouze v jednom
misté. Tedy benigni bunky zlstdvaji v primarnim misté, které je ohraniCené a tim jsou
izolované od okoli, nesiti se do dalSich orgdni skrze krevni obéh a nevytvareji tak metastazy

(Daniels & Nicoll, 2012).
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Maligni buiiky

Maligné zvrhlé bunky ztraci vétSinu vlastnosti bunck, od kterych jsou odvozeny.
Vypadaji spi§ jako nezral¢ a Spatné¢ diferencované bunky. Maji rizny tvar a velikost (Obr.
¢. 7). Dochazi v nich k vét§Simu mnozZstvi atypickych mit6z nez u fyziologickych bunék, coz
se projevi rychlou proliferaci. Jejich riist je invazivni a infiltracni. Tedy bunky se odd¢€luji od
ostatnich nahromadénych malignich bun&k a proristaji do okolni zdravé tkang. Casto se
dostavaji z mista vzniku az kjinym organim a tam zpiasobi vznik nové proliferace

nadorovych bun¢k. Maji tedy metastatické vlastnosti (Daniels & Nicoll, 2012).

Benign Growth Malignant Tumor
MNorrnal
tissue cells @ @
Connective
fissue copsule

&F =

Obrazek 7 — Benigni a maligni nadorové bunky (pievzato z [URL-4])

1.3.5 Vlastnosti malignich bunék

Nadorovée buiiky nejsou zavislé na rastovych faktorech a to bud’ proto, Ze si syntetizuji
vlastni ristové faktory, anebo jsou receptory na jejich povrchu zménény tak, Ze k proliferaci
nepotiebuji jejich navazani na receptor. Piikladem miize byt mutace v genech kddujicich Ras
proteiny. Ras patii mezi protoonkogeny fidici bunéfnou signalizaci a komunikaci mezi
buiikami. Mutace zplisobi blokaci GAP (glyceraldehyd-3-fosfatu) a hydrolyzu GTP
(guanosin-3-fosfatu), ¢imz udrzuje Ras proteiny v aktivované poloze (Rowinsky et al., 1999).

V disledku transformace ziskavaji schopnost nesmrtelnosti a tim 1 schopnost
neomezené¢ho ristu. Neomezenou proliferaci zplsobuji poruchy tzv. brzd proliferace, ke
kterym patii geny Rb a 53. Pfi€emZ poruchy nastavaji uz v prvnim kontrolnim bodg&. Mutaci

genu Rb se ztraci jeho regulujici funkce v bunééném cyklu. Dochazi k tomu, ze pRb je
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neustale v neaktivni formé a nemiliZze se vazat s transkripnimi faktory E2F, aby se G1-faze
zastavila, ¢imz dochazi k postupu do S-faze a nasledné replikaci (Sage, 2012).

V ptipadé€ p53 vyuzivaji mutacemi zménéné buiiky zvySenou expresi Mdm?2 proteinu,
ktery se vaze na p53 a zpiisobuje jeho inhibici. Gen p53 pak nespousti transkripci genti
potifebnych pro zastaveni bunéfné¢ho cyklu a reparaci DNA (p21, GADDA45), piipadné
k zahdjeni apoptdzy (Bax) (Kubbutat & Vousden, 1997).

Také ztrata kontaktni inhibice podporuje neomezeny rast. To ma za nasledek, ze
buiiky rostou v nékolika vrstvach na sob& a neorganizované (Kim et al., 2011). Obnovuje se 1
aktivita telomerazy — enzymu kompenzujiciho zkracovani chromozomi o telomery, ¢imz

nedochazi ke starnuti buiiky a ani k apoptdze (Hiyama & Hiyama, 2007).

Energeticky metabolismus

V mnohobunéénych organismech je vétSina bunck vystavena konstantni davce Zivin.
Kdyz dostupnost zivin ptekracuje hodnoty pottebné pro podporu bunécného déleni, spusti se
kontrolni systémy branici individualni aberantni bunééné proliferaci. Nekontrolovatelné
proliferaci je zabranéno stimulaci rlstovych faktor. Nadorové bunky tuto zavislost
piekonavaji (Vander Heiden et al., 2009). Onkogenni mutace tedy mohou vést k pfijmu Zivin
a to predevsim glukézy, které spliuji nebo prekracuji bioenergetické naroky bunééného ristu
a proliferace. Tuto schopnost nadorovych bun¢k metabolizovat glukézu zptasobem, ktery je
odlisny od bun€k normalnich tkéni pozoroval Otto Warburg vroce 1924 (Warburg et al.,
1924).

Nadorové bunky vykazuji velké genetické, biochemické a histologické rozdily
vzhledem k normdlnimu bunéénému typu. Prfevazné vétSina typl rychle rostoucich
nadorovych buné¢k ma vyrazné upraveny energeticky metabolismus ve srovndni s ptivodnimi
buiikami. Nejvice zndmad zména energetického metabolismu nadorovych bunék je zvysSena
glykolytickd kapacita 1 v pfitomnosti vysoké koncentrace kysliku (Moreno-Sanchez et al.,
2007).

Spotifeba energie v metabolickych aktivitdich u normalni bunky zavisi predev§im na
mitochondridlni oxidativni fosforylaci, ktera je efektivni a generuje vice ATP nez glykolyza
(Zheng, 2012). Jednou z metabolickych vlastnosti nadorovych buné¢k je, Ze lacné piijimaji
glukézu, kterou fermentuji na velké mnoZstvi laktatu a to 1 v pfitomnosti dostatecného
mnozstvi kysliku na rozdil od normalnich bunék, které laktat produkuji za anaerobnich
podminek jen malo (Obr. ¢. 8). Proto je tento metabolismus ¢asto oznacovan jako aerobni

glykolyza (Warburg, 1956).
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Obrazek 8 — Schematické znazornéni rozdili mezi oxidativni fosforylaci, anaerobni glykolyzou a aerobni

glykolyzou (Warburg efekt). V pfitomnosti kysliku diferencované tkané nejprve metabolizuji glukdzu na pyruvat
prostfednictvim glykolyzy a pak oxiduji pyruvat v mitochondriich na CO, v priibéhu procesu oxidativni fosforylace.
Vzhledem k tomu je kyslik konecny elektronovy akceptor a je nezbytny pro tento proces. Je-li mnozstvi kysliku omezeno,
bunky mohou pfesmérovat pyruvat generovany glykolyzou za vzniku laktatu procesem anaerobni glykolyzy. Tato generace
laktatu umoziluje i nadale minimalni produkci ATP. Warburg zjistil, Ze nadorové buiiky maji tendenci pievést veétsinu
glukozy na laktat, bez ohledu ne to zda je ptitomen kyslik. Tato vlastnost je spole¢na normalnim proliferujicim buikam.
Nicmén¢ aerobni glykolyza je mén¢ efektivni nez oxidativni fosforylace pro generovani ATP. (pievzato a modifikovano

z Vander Heiden et al., 2009)

W

Nadorové buiiky maji vétSi potiebu energie a pripravenou vetsi zasobu stavebnich
molekul, nezbytnych pro syntézu makromolekul (nukleotidd, proteint, lipidl), aby mohli

rychle kopirovat genom a biomasu a rychleji proliferovat (Dell' Antone, 2012).

Diilezitou vlastnosti jsou zménéné antigenni struktury. Nadorové antigeny jsou bud’
nadorove specifické (TSA;tumor-specific antigens) vyskytujici se pouze u nadorovych bunck
ale ne na normalnich bunikdch anebo nddorové asociované (TAA;tumor-asociated antigens)

vyskytujici se 1 na normalnich bunkach.
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TSA

Do kategorie TSA patii: 4) komplexy MHC (hlavni histokompatibilni komplex)
glykoproteiny I. tfidy s abnormalnimi fragmenty bunéénych proteinti. MHC gp 1. tfidy tvori
normalni bunika na svém povrchu, vtomto piipadé ve vazbé sabnormalnimi fragmenty
proteind, aby prezentovala télu cizi proteiny a imunitni systém ji mohl zlikvidovat. Jako
abnormalni fragmenty proteinti oznacujeme produkty mutovanych genli, resp. produkty
abnormalniho S$tépeni normalnich proteinit v nddorové bunce. Piikladem mutze byt fazni
protein Ber-Abl, ktery vznikd recipro¢ni translokaci dlouhych ramének chromozomt 9 a 22.
Tento translokovany chromozom se nazyva Philadelphsky a vyskytuje se u chronické
myeloidni leukémie (Vardiman, 2009). B) komplexy MHC glykoproteiny s fragmenty
proteintt onkogennich virti. V tomto piipad¢ jsou na povrchu bunky v komplexu s MHC
prezentovany proteiny onkogennich virti. Jako ptiklad mtze byt EBNAI (Epstein-Barr
nuklearni antigen). EBNA 1 je multifunk¢ni protein kddovany EBV. Udrzuje EBV v latenci
pti proliferaci bun€k, zprostfedkovava syntézu EBV genomu a ndhodn€ ho rozdéluje do
dcefinych bunék a reguluje virovou genovou transkripci (Westhoff Smith & Sugden, 2013).
C) abnormalni formy glykoproteinii. Glykosylace nadorové buiiky je od normalni odlisna a
vznikaji pfi ni pro normalni buiiku cizi glykoproteiny. Piikladem miZe byt zména na Grovni
N-glykanti, kterou zpusobuje zvySena aktivita enzymu N-acetylglucosaminyltransferaza V,
spojovan¢ho praveé s vyvojem rakoviny a metastaz (Mehta et al., 2012). D) idiotopy myelomt
a lymfoml. Jsou to nadorové bunky vzniklé z T nebo B lymfocytd. Maji na povrchu
klonotypické BCR (receptor B-lymfocyti), resp. TCR (receptor T-lymfocyt) (Weidanz et al.,
2011).

TAA

Do kategorie TAA patii: A4) onkofetdlni antigeny. Normaln€ se vyskytuji na
embryondlnich buiikach, ale po narozeni mizi a vyskytuji se na nékterych nadorovych
buiikach. Patfi mezi n€ a-fetoprotein (AFP) a karcinoembryondlni antigen (CEA). Hladina
AFP ma vyznam pi1 sledovani onemocnéni jater a hepatocelularniho karcinomu (L1 et al,
2001). ZvySena hladina CEA se vyuZziva pfi stanoveni rakoviny traviciho traktu a to zejména
kolorektalniho karcinomu (Duffy, 2001). B) n¢které melanomové antigeny. Ty jsou ve velké
mife produkovany na melanomovych bunkéach. Patfi mezi né s melanomem asociované
antigeny 1 (MAGE-1). Gen MAGE]1 je exprimovan u vyznamného poctu nador riznych

histologickych typt, ale ne v normalnich bunikédch s vyjimkou muzskych zarode¢nych bunék
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(De Smet et al., 1996). C) antigeny HER2/neu (lidské ristové epidermalni receptory 2). Jsou
to receptory riistového faktoru epitelidlnich bun€k. V malé mife se vyskytuji na normalnich
epitelidlnich burikach, ale ve velkém mnozstvi jsou na buiikach karcinomu prsu (Gutierrez &
Schiff, 2011). D) PSA. Je prostaticky specificky antigen vyuZzivany jako tumor marker pti
diagnostice karcinomu prostaty. Je produkovan epitelidlnimi butikami prostaty (Stern et al.,
2008). E) EPCAM. Jsou adhezivni molekuly epitelidlnich buné&k. Jsou to glykoproteiny
s onkogennimi vlastnostmi. Zpiisobuji zvySeni c-myc a jejich silna exprese se vyskytuje pri
vzniku nadorli a metastdz karcinoml (Spizzo et al, 2011). F) diferenciani antigeny
leukemickych bunék. Jsou pfitomné na normalnich buiikach leukocyti, ze kterych vznikaji
leukemické buiiky. Piikladem je antigen akutnich lymfoblastickych leukémii (CALLA). Je to
glykoprotein exprimovany pii Non-Hodgkinové T akutni lymfoblastické leukémii a chronické

myeloidni leukémii (Ritz et al., 1981).

1.3.6 Péstovani malignich bunék in vitro

Pé&stovani malignich bunék in vitro se provadi ve formé bunéCnych kultur, kdy se
z nddoru odstrani jeho ¢ast a ndsledné se umisti do umélého prostiedi, které povede k jejich
preziti a proliferaci. Zakladni pozadavky pro optimalni prostiedi k ristu bunck jsou: fizena
teplota, substrat pro uchyceni bun¢k, vhodné riistové médium a inkubdtor, ktery udrzuje
spravné pH a osmolaritu. Nejdulezit¢jsi a rozhodujici krok v bunééné kultivaci je vybér
vhodného rastového média. Médium obvykle obsahuje vhodny zdroj energie a slouceninu
regulujici bunétny cyklus. Typické kultivatni médium se skladd zkomplementu
aminokyselin, vitaminl, anorganickych soli, glukdzy a séra jako zdroje ristovych faktort,
hormoni a faktorti pro pfichyceni. Pro kultivaci nadorovych bunck se nejCastéji pouZivaji
média s oznacenim MEM, DMEM a RPMI-1640 (Meenakshi, 2013).

Riist zhoubnych nadorovych bunék v kulturach mimo télo byl prozkouméavan v mnoha
experimentech, pfi¢emZ byly zkoumany rizné druhy zvifecich a lidskych nadort (Carrel &
Burrows, 1911).

Zakladem jsou primarni bunééné kultury jako pocatecni kultury vytvorené piimo
z télesné tkang€. Primarni nadorové kultury mohou pochézet z riznych typl tkani jako pevné
nadorové fragmenty nebo nadorové bunécné suspenze, napi. aspiraty, véetné peritonealniho
ascitu nebo pleurdlniho vypotku. Rakovinné buiiky se vSak 1i§i od vétSiny béznych typli bun¢k
ve svoji schopnosti rlst v suspenzi, napi. v agaru, ale zpravidla jsou kultury zahajovany tim,
ze se buiiky zachyti na substratu pted proliferaci. Kdyz pak kultura obsadi cely povrch banky
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(pro jednovrstevné kultury), nebo se rozroste do bodu, kdy je médium ochuzené o Ziviny
(suspenzni kultury) tvoii se subkultura, kterd vytvari bunééné linie (Langdon, 2004).

Ziskané nadorove bunky si pi1 kultivaci in vitro dlouho dobu udrzuji mnoho za svych
vlastnosti vykazujicich in vivo. K témto vlastnostem patii trojrozmérny rist, udrZzovani
organizace a struktury tkani véetné¢ zmén spojenych s onkogenni transformaci, retence funkce
diferenciace, tumorigenicita a narast mnohonasobnych typli bunék zjednoho nadoru
(Freeman & Hoffman, 1986).

In vitro bunécné nadorové linie jsou Siroce pouzivany pro studium biologie rakoviny a
zkoumani faktord, které ovliviiuji reakci nadori na terapeutické latky a rezimy (Rockwell,

1980).
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2. TKAN TVORENA NADOROVYMI BUNKAMI

2.1. Morfologie nadorové tkané

Nadorova tkan je tvofena pifedevSim riznorodou populaci nadorové zménénych bungk,

které se liSi od ostatnich jednak tvarem, velikosti, vzhledem a vlastnostmi (viz. 1.3.4.

Morfologické vlastnosti). Nachazi se zde 1 normalni zdravé buiky, které¢ funguji jako zdroj

vyzivy pro nadorové bunky. Dale obsahuje 1 jiné typy bunék, které byly pfijaty do

mikroprostiedi nddoru napt. fibroblasty, pfirozené imunitni buiikky (makrofagy, neutrofily,

zirné buiky, myeloidni supresorové bunky, dendritick¢ bunky, NK buiiky) a adaptované

imunitni bunky (T a B lymfocyty) a bunky, které zprostfedkovavaji krevni a lymfatické

zasobeni. Prostor mezi témito buinikami vypliiuje extracelularni matrix, ktery usnadiuje

komunikaci bunék a uceluje nddorovou masu do kompaktni tkan€. (Tlsty & Coussens, 2006)

(Obr. &. 9).

[ Anti-growth signals
© Growth signals

Cancer cells

Extracellular matrix Endothelial cells

” 3 Fibroblasts

Immune cells

- - = p Invasion and
ngiogenesis rammatie metastasis

Self-sufficiency in
growth signals

Insensitivity to anti-
growth signals

Obrazek 9 — Charakteristika nadorové tkané. Mikroprosttedi nadoru je komplexni leSeni z extracelularniho matrixu
a ruznych typt bunek. Kromé nadorovych bunek pfispivaji k procesu karcinomu i endotelialni bunky, fibroblasty a bunky
imunitniho systému, jakoz i molekuly extracelularniho matrixu (pfevzato a modifikovano z [URL-5]).
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2.2. Vlastnosti nadorové tkané

Vlastnosti a chovani nadorové tkané zavisi na nddorovych bunikach a projevuje se podobnym
zpusobem. Vyss§i schopnost mnozeni a rastu, vys$si odolnost a delsi zivotaschopnost (viz.
1.3.5. Vlastnosti malignich bun¢k). To znamena, Ze nadorova tkan se neustale rozrista diky
vétsi schopnosti nadorovych bunék proliferovat. Disledkem je pak zvétSeni postizen¢ho
organu a zména jeho tvaru. UrCitou vlastnosti miize byt i zména barvy tkan€ opét zpisobena
morfologickou zménou nadorovych bunek (viz. 1.3.4. Morfologické vlastnosti). Mezi chovani
bych i zatadila, Ze pfi svém riistu mizou naruSovat funkce organti (napft. obstrukce, tlakova

atrofie, snizena produkce hormonu, snizeni krvetvorby atd.).

Diilezitou vlastnosti je 1 podpora angiogeneze. Dosahne-li nador takové velikosti, kdy mu uz
nestaci ziviny na dal$i rist a dochdzi pti tom k hypoxii nddorovych bun€k, za¢nou tyto bunky

produkovat angiogenni faktory. Nejcasté;si faktory nadorové angiogeneze jsou FGF (rastovy

faktor fibroblastti) a VEGF (vaskularni endotelialni riistovy faktor) (Zetter, 1998).

2.3. Charakter nadorové tkané
2.3.1 Benigni nadorova tkan

Tkan tvofici benigni nador neboli nezhoubny, roste v uzavieném prostoru obvykle
zapouzdiena do kapsle tvofené vldknitou pojivovou tkani vypadajici jako vazivové pouzdro.
To mé za nasledek, Ze se nddor jevi jako kulovity utvar. Tempo ristu benigniho nédoru je
obvykle pomalejsi. Na rozdil od maligniho nddoru nemé schopnost napadnout okolni tkané
nebo se Sifit do vzdalenych mist a proto je neinvazivni. Ackoliv jsou benigni nadory
neinvazivni, mizou zpusobit urcité piiznaky v zavislosti na jejich anatomické poloze a typu
tkdn€é. Rostou smérem ven za vzniku velkych zaoblenych mas, které mohou zptlisobit

kompresi mistnich tkani nebo organti. Daji se chirurgicky odstranit.

2.3.2 Maligni nadorova tkan

Tkan tvofici maligni nador neboli zhoubny je vice agresivnéj$i a invazivnéjsi nez
benigni. Projevuje se rychlejSim ristem v disledku mnoZeni abnormalnich bunék se

schopnosti rychlého déleni. Maligni tkan inklinuje a pfimo napada okolni tkan a struktury,
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coz vede k jejich poskozeni. Vét§ina malignich nadorti ma schopnost metastazovat a tedy §itit

se do vzdalenych ¢asti a organu v téle. Tvar maligniho nadoru je nepravidelny a miva

lalo¢naty tvar. Chirurgicky nebyva odstranén cely a Casto se objevuji recidivy.

Dale jsou nadory klasifikovany podle histogeneze, tzn. podle jejich histologického

(mikroskopického) vzhledu (Tab. ¢. 1 ).

Tabulka 1 - Rozdéleni nadori podle histogeneze (prevzato a modifikovano z Madik et al., 2012)

pojivova tkan, tukova tkan,
svalovina, cévy a

fibrom, lipom,
chondrom, osteom,

liposarkom, maligni

leukémie,
myeolodysplasticky
syndrom,

mezenchymové krvetvorna tkan fibrézni histiocytom, myeloproliferativni
C v S myom, myxom, . )
(kostnidren, lymfatické angiom fibrosarkom, neoplazie, lymfomy,
i . .
uzliny, slezina) & nadory z plazmatickych
bunék
. , povrchovy epitel, . .
epitelové . . papilom, adenom karcinom
zlazovy epitel
mozek a micha oligodendrogliomy,
(gangliové burky, nervova astrocytomy, glioblastom,
neuroektodermoveé | vldkna, podpurné buriky, ependymomy, meduloblastom,
(z nervové tkdané) ependym), meningiomy, neuroblastom,
periferni nervovy systém, neurofibromy, melanom
melanom feochromocytom

2 nebo vice histologicky

mola proliferans

smisené . fibroadenom
odlisnych struktur
zarodecné burnky
teratomy sy
(vajecniku a varlete)
mola hydatidosa, . .
nddory trofoblastu placenta Y choriokarcinom

40




3. CIRKULUJICI NADOROVE BUNKY S METASTATICKYM
POTENCIALEM

Z pocatku dochazi u fyziologické bunky k hromadéni mutaci, ¢imz vznikne nadorova
buiika. Takto zvrhla nddorova bunka méni sviyj tvar, nereaguje na ristove inhibicni signdly a
ziskava schopnost nekontrolovatelné se délit. Proliferaci bunék pak vznika nadorova tkan tedy
nador. Nasledkem toho dochdzi k utlaCovani okolni tkané€ a tim 1 poSkozovani. Miize dochézet

1 k pfekonavani bariér jednotlivych organti a metastazovat.

3.1. Vznik metastaz

Béhen proliferace nadorovych bun€k primarniho nadoru vznikaji pritkopnické bunky,
které se pohybuji ven z nadorové tkané€, napadaji okolni tkdn¢ a cestuji do vzdalenych mist,
kde mohou uspét v zalozeni nové kolonie nadorovych bunék (Obr. ¢. 10). Tyto prukopnické
buiiky se nazyvaji metastatické a zpiisobuji rozvoj metastdz, coz jsou druhotnd loziska
nadorovych bun¢k (Hanahan & Weinberg, 2000).

Tyto metastazy vznikaji Sifenim nddorovych bunék z primarniho nadoru, bud’ lok4lné,
coz vede k mistnim metastazam nebo prostrednictvim lymfatickych cév na regionalni mizni
uzliny nebo hematogenné¢ do vzdalenych organti. Novy nador vytvofeny z téchto
vycestovanych bunck je pak metastazujici neboli sekundarni a je nejdilezitéjSim faktorem,
ktery ovlivituje vysledny stav pacientii s invazivni rakovinou (Lin et al., 2010).

Vznik metastaz je stale velkou neznamou, ale velkou roli ve vzniku hraje schopnost
bunék podstoupit epitelidlni mezenchymalni ptechod (EMT). Metastatické bunky museji
nejprve projit urCitymi genetickymi zménami, aby mohli tvofit metastazi. Nejlépe
charakterizujici zménou EMT je inaktivace €i ztrata E-cadherini, adhezivnich molekul, které
zprosttedkovavaji adhezni spoje mezi sousednimi buiikami (Hanahan & Weinberg, 2011).
Nasledné translokace B-kateinii z membréany do jadra, zvySend exprese vimentinu, vylu¢ovani
enzyml metaloproteindzové matrice a exprese riznych EMT vyvoldvajicich transkrip&nich

faktord (Balic et al., 2013).
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Obrazek 10 — Metastaza je komplexni, vicestupiiovy proces. Schéma metastatického procesu, po¢inaje a) rakovina
je in situ obklopena neporusenou bazalni membranou b) Invaze vyzaduje reverzibilni zmény v pfilnavosti mezi buinika-bunka
a bunka-extracelularni matrix, destrukci proteinti v matrici a stromatu a pohyblivost. Metastazujici buriky mohou c) vstupovat
pomoci lymfatického systému nebo d) pfimo vstupuji do cirkulace e) Doba pieziti a zastaveni nddorovych bunék
néasledujicim zptisobem ovliviiuje extravazaci obéhového systému. /) Metastatické kolonizace na vzdaleném misté progreduji
prostfednictvim jedné burky, ktera by mohla zlstat ve vegetacnim klidu po mnoho let, na okultni mikrometastazy a g)
postupneé rostou v angiogenni metastazy (pfevzato a modifikovano z Steeg, 2003).

3.2. Cirkulujici metastaticka bunka

Nadorové buiky, které opustili své primarni misto a dostali se do krevniho obé&hu,
oznacujeme jako cirkulujici nddorové buniky (CTC). Jsou to tedy buiiky cirkulujici v krevnim
fecisti, pficemz po uhnizdéni mohou iniciovat klonalni metastatick¢ 1éze. Potencidlni
mechanicky zaklad pro intravazaci CTC z primarnich nadorti do vzdélenych lozisek ma EMT.
Jejich pfesné sloZeni neni zndmo a jsou mimoifadné vzacné (odhaduje se na jednu CTC
z miliardy normalnich krvinek v obéhu pacienta s pokro€ilym néddorovym onemocnénim). I
pies omezené izolaéni metody CTC byly zjistény ve vétSin€ epitelidlnich nadort, véetné prsu,

prostaty, plic a tlustého stfeva (Yu et al., 2011).
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Detekce CTC neni jednoducha, ale stavajici technologie vyuzivaji rtiznych vlastnosti
CTC pro priikaz, z nichz kazdd ma jedine¢né¢ vyhody a omezeni. Mohou byt povazovany za
,,tekuté biopsie®, které odhaluji metastazy v akci a poskytuji aktualni informace o pacientové
stavu onemocnéni. Detekce cirkulujicich nddorovych bunék mize mit dilezité prognostické a

terapeutické dusledky (Yu et al., 2011).

3.3. Diseminovana metastaticka bunka

Diseminované nadorové bunky (DTC) jsou builky uvolnéné z primarniho nadoru a
jsou roztrouSené¢ zejména v kostni dfeni. Na rozdil od cirkulujicich nddorovych bunék
pfetrvavaji na jednom misté a nekoluji v organismu. Rané DTC existuji jako metabolicky
aktivni bunky, ale né¢jakym zptsobem potlacuji nebo vystupuji z bunééného cyklu, ¢imz jsou
udrzovany v klidovém obdobi se snizenym metabolismem neboli dormanci. To ma za
nasledek, ze DTC se jevi jako spici, sice pifezivaji a vytrvavaji, ale neproliferuji.
Mechanismus podilejici se na pfechodu do prolifera¢niho klidu nejsou Upln€ znamy stejné
jako mechanismus zruSeni vegetacniho klidu (Patel et al., 2011). DTC byly velmi casto
pozorovany a extrahovany z kostni dfené u pacientli s nddorovym onemocnénim prsu.
Ptitomny byly jiZ v Casné fazi onemocnéni (Janni et al., 2011).

V poslednich letech byly vyvinuty rtizné testy k detekci DTC u karcinomu prsu a
jinych typl karcinomi. Jednim z hlavnich ptistupil k identifikaci DTC z kostni dfeni zahrnuje
centrifugaci podle hustotniho gradientu s naslednym imunocytochemickym barvenim za
pouziti monoklondlni protildtky proti epitelialnim nebo s nadorem spojenymi antigeny

(Wolfle et al., 2006).

Bylo prokazano, ze DCT nebo CTC mulizou byt pfitomné i1 u pacientd, ktefi podstoupili
kompletni odstranéni primarniho nédoru, a Ze tento jev je zdkladem pro pouziti systémové
adjuvantni chemoterapie (Lin et al., 2010). Nicméné pfitomnost nadorovych bun¢k mimo
primarni nddor a v orgdnech ptisluSnych pro naslednou tvorbu metastaz, jako jsou kosti,
kostni dfen, miZe byt 1 klinicky uZite¢nd. Jednak pro jednoznacny diikkaz raného Sifeni
nadorovych bunék, také jako relativni faktor pro nasledné metastazy a tim 1 Spatnou

prognozou a jako marker pro monitorovani lécby (Braun & Naume, 2005).
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4. UCAST IMUNITNIHO SYSTEMU V BOJI PROTI
NADOROVYM BUNKAM

Imunitni systém ma schopnost identifikovat a znicit vznikajici nddorové bunky nebo
jejich malé shluky a tim slouZzi jako primarni obrana proti vzniku nadort. Imunitni systém ma
tf1 hlavni role, jimiZ v organismu zajiStuje dozor nad vznikem nadorovych bunék. Za prve,
imunitni systém, tim Ze chrdni organismus proti virovym infekcim, chradni nepfimo 1 buiky
pted jejich infekci, prinikem virové DNA do sensitivnich bun€k a tim se sniZuje
pravdépodobnost maligniho zvratu. Tento efekt je nejvice zietelny u infekci tzv. onkogennimi
viry. Za druhé, v€asné odstranéni patogenti z organismu a rychla odpovéd na zanétlivé
podnéty mlize zabranit vzniku zanétlivého prostfedi, které by mohlo podpofit rozvoj naddord.
Za tteti, imunitni systém dokéze identifikovat a odstranit nadorové buniky na zéklad¢é exprese
jejich nadorovych antigent, specifickych molekul nebo zménou density urcitych povrchovych
molekul, tzv. up nebo down-regulace. (Swann & Smyth, 2007).

Protinadorovéa imunita je dynamicky proces skladajici se ze tii fazi. Faze imunitniho
dozoru neboli ,,elimination®, dale faze rovnovahy neboli ,.equilibrium* a fize uniku
z imunitniho dozoru neboli ,,escape® (Obr. ¢. 11). Fadze imunitniho dozoru pfedstavuje
klasicky koncept protinddorové imunity, kdy je imunitni systém schopen rozeznat a znicit
transformovanou nadorovou bunku, ¢imz nedojde k rozvoji nadoru. Faze rovnovahy znaci
stav, kdy uz imunitni systém pouze mirné€ reguluje mnozstvi intenzivné proliferujicich bun¢k
nebo uz neni schopen zni¢it nadorové bunky, které nicméné zlstavaji v konstantnim
mnozstvi, ale pod urovni detekovatelnosti. A faze uniku z imunitniho dozoru znaci, ze
nadorové buniky uz vytvofili kompaktni masu nddorovych bunék, tzv. primarni nador, ktery

Jiz neni pod kontrolou imunitniho systému. (Hatina, 2005)(Dunn et al., 2004).
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Obrazek 11 — Editace nadoru imunitnim systémem (Normalni buiiky na pocatku podléhaji mutacim.

Transformované buiiky v zavislosti na imunitnim systému pak prochazeji fazemi eliminace, rovnovahy a uniku pied
imunitnim systémem. (pfevzato a modifikovano z Dunn, 2004))

4.1. Slozky imunitniho systému ucastnici se protinadorové obrany

Mikroprosttedi nadoru obsahuje jednak nadorové bunky, ale také builky vrozené
imunity (v€etné¢ makrofagli, neutrofili, Zirnych bunck, myeloidnich supresorovych bun¢k,
dendritickych buné¢k a NK buné€k), buiikky adaptované imunity (T- a B-lymfocyty) a
samoziejmé extracelularni matrix. Tyto rlizné buiiky mezi sebou komunikuji prostfednictvim
ptimého kontaktu nebo pomoci cytokinti, ¢imZ kontroluji a formuji riist nddoru (de Visser,
20006).

Pii vzniku a vyvoji nadoru hraje zdsadni Glohu zanétliva reakce. Ta jednak mize
podporovat proliferaci nddorovych bunék, stejné jako jejich invazivitu a nadslednou schopnost
metastazovani, ale také mize podnitit imunitni systém k likvidaci nadorovych bunck. K
zanétlivé reakci v misté nadoru dochdzi v zavislosti na hypoxii a nekrdze. Nejprve tedy
dochazi k hypoxii ndsledkem vyssi spotieby kysliku naddorovymi bunikami a nedostateCnym
cévnim zasobenim (Schmaltz et al., 1998). Pak vlivem produkce TNF-B imunitnimi buiikami
pritomnymi v mikroprostfedi nddoru (fibroblasty, myelomové bunky,...), ktery ptisobi jako

inhibitor angiogeneze, nadorové buiiky a bunky v okoli podléhaji nekroze. TNF-B je tedy
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schopen navodit apoptéozu u nddorovych bunék a indukovat syntézu dalSich cytokini a
rustovych faktort, které aktivuji efektorové buiiky, coZ se projevi vznikem zanétu (Chu,
2013).

Bunky imunitniho systému maji tedy za kol vyhledat a zni¢it zmutované naddorové
buiiky na odpovidajici signal, ale také jsou vyuzivany nadorovymi buitkami pro svoji potiebu,
jako je vyziva, rast a potlaceni imunitniho dozoru. Imunitni systém jako celek ma tedy
schopnost blokovat rozvoj nadoru ale také podporovat karcinogenezi, progresi nadoru a
metastdz. Kterd z téchto funkci bude pfevazovat zavisi na rovnovaze pro a proti-nadorovych
mediatort jak ptirozené tak adaptivni imunity (Ostrand-Rosenberg, 2008). Bunécné slozky

imunitniho systému ucastnici se protinadorové imunity jsou vypsany dale (Tab. . 2).
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Tabulka 2 - Role riuznych podtypt imunitnich a zanétlivych bunék v protinadorové imunité a nadorové
podpore (pievzato a modifikovano z Grivennikov et al., 2010)

Makrofdgy,
dendritické buriky,
myeloidni
supresorové buriky

prezentace antigenu;
produkce cytokinl (IL-12 a IFN

typu I)

imunosuprese; produkce

cytokint, chemokind, rdstovych
faktor(, proteaz a
angiogennich faktor(

nadoru

Zirné buriky produkce cytokin(
[ . produkce cytokinu a protilatek;
. rodukce protilatek proti o N
B-buriky P P P aktivace Zirnych bunék;

imunosuprese

CD8+ T-buriky

ptima lyza nadorovych bunék;
produkce cytotoxickych
cytokint

produkce cytokin(

CD4+ Th2 buriky

vychova makrofagu; produkce
cytokinU; aktivace B bunék

CD4+ Th1 buriky

napovéda pro cytotoxické T
lymfocyty (CTL) pfi
nadorovém odmitnuti;
produkce cytokinG(IFN-Y)

produkce cytokin(

CD4+ buriky Th17

aktivace CTL

produkce cytokinl (IL-17-
zhorsuje zanét)

CD4+ Treg buriky

potlaceni zanétu (cytokiny a
jiné tlumivé mechanismy)

imunosuprese (blokace
aktivace CTL); produkce
cytokint

prima cytotoxicita rakovinych

odpovédi CTL

NK buriky bunék; produkce
cytotoxickych cytokind
prima cytotoxicita rakovinych
NK T-buriky bunék; produkce
cytotoxickych cytokin
S prima cytotoxicita; regulace |produkce cytokind, proteaz, a

ROS
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4.2. Rozpoznani nadorovych bunék imunitnim systémem

Ptedpokladem pro rozpoznani naddorovych bunck imunitnim systémem jsou antigeny,
které jsou exprimovany na jejich povrchu a pfitom nebyvaji pfitomné na normalnich bunkach.
Pro imunitni systém jsou tyto antigeny cizi nebo néjak abnormalni a jejich pfitomnost tak
zpusobuje Utok imunitnich bunék na zmutované nadorové bunky.

Nadorové antigeny jsou prezentovany v malych fragmentech peptidi na povrchu
nadorové bunky, které pak rozpoznaji receptory aktivovanych cytotoxickych T-lymfocyti.
Jsou také prezentovany na molekulach MHC 1. tfidy podobné jako virové antigeny, coZz
umoziuje zabijeCskym T-lymfocytim rozpoznat nddorové buiky jako abnormalni (Garcia-
Lora et al., 2003).

Také jsou prezentovany po pohlceni profesiondlni antigen prezentujici buiikou
(dendritickou bunikou) ve formé fragmentid s molekulami MHC I. nebo II. tfidy na jejim
povrchu. Takto vystavenymi antigeny jsou aktivovany naivni CD4+ T-lymfocyty a CD8+ T-
lymfocyty po jejich vyvazanis TcR.

Nadorové antigeny se rozdé€luji do 2 skupin. Jednak na nadorové specifické antigeny
vyskytujici se pouze u nadorovych bunck ale ne na normdlnich bunikdch a na antigeny
s nadorem asociované vyskytujici se 1 na normalnich bunkéch (vice viz. 1.3.5 Vlastnosti
malignich bun¢k; TSA, TAA).

Tyto antigenni struktury jsou rozeznavany efektorovymi slozkami specifické imunitni
odpovédi, tj. humordlni imunity, jejimizZ antigennimi receptory jsou imunoglobuliny
produkované B-lymfocyty, a bunééné imunity, u niZ antigen rozeznavaji T-bunétné receptory
na povrchu aktivovanych T-lymfocytl a to zejména cytotoxickych T-lymfocyti (CTL)
(Hatina, 2005).

4.3. Likvidace nadorovych bunék imunitnim systémem

Likvidace nadorovych bunék mad nékolik mechanisml. Jednak buikami
zprostiedkovanou cytotoxicitu a jednak cytotoxické humoralni plisobeni. Mezi cytotoxické
buiiky se fadi cytotoxické T-lymfocyty a NK buitky. CD8" CTL rozpoznivaji niddorovou
buitku na zdklad¢ antigenti, které jsou vkomplexu s MHC gp I. tfidy na antigen
prezentujicich bunkach (APC). Navazi se na tento komplex svym receptorem a nadorovou
butiku pfimo lyzuji (Toes et al., 1999). CD8" CTL jsou tedy aktivovany pomoci APC, které

prezentuji na svém povrchu antigeny z rozpadlych nddorovych bunék (Obr. ¢. 12). APC
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prezentuji tyto antigeny na svém povrchu v komplexu s MHC gp I. tfidy, na kterych se navaze
receptor prekurzoru CTL, ¢imz dochazi k jeho proliferaci a diferenciaci na zralé CTL. Pro
jejich diferenciaci je vsak dilezity IL-2 produkovany Thl buiikami. CD4" Th buiiky jsou
dalezité i pro stimulaci APC, aby mohli podnitit vznik zralych CTL. Tato stimulace probiha
vyvazanim TcR naivnich CD4+ T-bunék s komplexem antigenu s MHC II. tfidy na povrchu
antigen prezentujici bunky a pfes adhezivni a signalizacni molekuly CD40L na povrchu
aktivované Th bunky a CD40 na povrchu APC se z Th stava Thl. Ten pak aktivuje APC a
stimuluje ji k expresi kostimulacnich molekul (CD80, CD86) a tvorbé cytokint (IL-1, IL-12),
které nasledné stimuluji CTL (Heath & Carbone, 2001) (Cella et al., 1996).

@ TAA Immune attack against

Reactive host cells the tumor

M o

Danger signals S0 b s
{e.q. HSPs, type | IFNs and Anﬁbodies-‘.
proinflammatory factors) Tumor cells &

S 4
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\ GM-CSF, IL-1, TNF-, IL-12, | migration
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— &b& © 3\ UU
Activated and/or mature DC { X 'b‘ iy {:7

DC migration

Lymph node

TRENDS in Immunology

Obrazek 12 - Schéma udalosti probihajici v pribéhu imunitni reakce proti nadorovym buikam ( a)
nebezpecné signaly plisobi na prekurzory dendritickych bunek (DC), b) cytosiny podporuji diferenciaci DC a aktivitu mnoha
mechanismi, ¢) antigeny jsou prezentovany v lymfatickych uzlinich CD4" a CD8" T-butikam, d) CD4" a CD8" T-buiiky
migruji do mista nadoru a vznika protinadorovy utok (pfevzato a modifikovano z Belardelli, 2002)

Lyzu bunck nasledné zplsobuji proteiny perforiny a protedzy granzymy, které se
uvolni z cytotoxickych granul v cytoplazmé CTL pii procesu degranulace. Perforiny vytvori
v cytoplazmatické membrané pory, kterymi se dovnitf nadorové buniky dostanou granzymy
$tépici kaspazy, ¢imz se aktivuji a zahaji apoptozu (Berke, 1994). CD8" CTL mizou zabijet

transformované bunky 1 jinym mechanismem, a to prostfednictvim proteinu FasL
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nachazejicim se na jejich povrchu. Tento protein se vdze na ,,apoptoticky receptor Fas
(CD95) na raznych buiikach a aktivuje apoptotickou smrt buniky (Lynch et al., 1995).

NK buiiky rozezndvaji nadorové bunky na zéklad¢ jejich nizké exprese MHC gp 1.
tfidy. NK buiiky maji na svém povrchu stimulaéni receptory, které se vyvazuji se strukturami
na nadorovych bunkach. Po navazani na transformovanou bunku dochazi stejné jako u CTL
k degranulaci a uvolnéni perforinti a granzym, které nastartuji apoptotickou smrt (Lanier,
2005). Jednim ze stimulac¢nich receptort NK bunék je i Fc receptor CD16, ktery se vyvazuje
s Fc ¢asti [gG. Nadorova bunka mutze byt témito IgG opsonizovana a tim ndsledné dochazi
k jejimu vyvéazani s NK bunkou s Fc receptorem a spusténi apoptdzy. Tento proces je nazyvan
jako cytotoxicka reakce zavisla na protilatkach (ADCC) (Fast et al., 1981).

Do protinddorového humorélniho plsobeni miiZzeme zatadit plisobeni cytokint. Ty
muzou pusobit jako takovy prvni ,,nebezpecny signal®“ pro upozornéni imunitniho systému.
Cytokiny jsou hlavnimi mediatory obrany hostitele v tom, Ze reguluji komunikaci mezi APC,
lymfocyty a dalS§imi buikami imunitniho systému. Jejich neméné dilezita funkce je, ze
spojuji vrozenou a adaptivni imunitu, pfi¢emZ v poslednich letech nejvice pouzivanymi
cytokiny v protindadorové terapii byly GM-CSF (granulocyty a makrofagy stimulujici rastovy
faktor), IL-12 a IFN-a. Cytokiny proto mohou byt vyuzivany jako silné ptirodni pomocné
latky pro vyvoj vakciny rakoviny, tim Ze podporuji diferenciaci a aktivaci APC, prezentaci

antigenu a T-bunikami zprostiedkovanou imunitni odpovéd’ (Belardelli & Ferrantini, 2002).

4.4. Mechanismy uniku nadorovych bunék pred imunitnim dozorem

V organismu dochdzi k neustdlému vzniku transformovanych nadorovych bunék,
pficemz plné€ funk¢ni imunitni systém je schopen tyto buiiky rozpoznat a zlikvidovat, ¢imzZ se
zamezi vzniku nadoru. Existuje vSak n€kolik mechanismi, kterymi nddorové bunky unikaji
pfed imunitnim systémem. To pak ma za nésledek, Ze imunitni systém nemiize efektivné
pusobit proti zvrhlym buiikdm a dochéazi tak k nekontrolovatelnému nddorovému bujeni.

Nekteré z téchto mechanismill jsou vypsany nize.

Porucha prezentace antigenu

Jednou ze strategii jak uniknout imunitnimu dozoru je porucha prezentace antigenu,
ktera je vyrazn€j$i u metastatickych 1ézi nez u primarnich nadort. Ta mize byt zpisobena

mutaci nebo sniZenou expresi nddorovych antigent, ale také mutaci nebo snizenou expresi
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MHC gent. Pokud nevznikaji nddorové antigeny, buiiky imunitniho systému nerozeznaji, ze
se jedna o transformovanou buiiku a tim ani nereaguji. OvSem sniZzenou expresi MHC gp I.
tfidy jsou aktivovany NK buiiky, proto musi mit nddorové buiiky dal$i mechanismy, které
zabrani cytolytickému pisobeni NK bunék. Pfipadné miZe dochdzet 1 ke Spatnému
zpracovani antigenu zplusobeného mutaci v genech ,-mikroglobulini nebo v genech

koédujicich podjednotky proteazomu (Igney & Krammer, 2002).

Ignorace

Také nedostatek nebezpecnych signali a nddorovych antigenti v lymfoidnich organech
dilezitych pro prezentaci na APC a aktivaci T-bunék, je jednim z mechanismi tniku, kdy
imunitni systém nadorové bunky ignoruje. Stejné tak nedostatek kostimula¢nich signali, které
nadorové bunky neposkytuji buiikdm imunitniho systému, mize u T-bun€k vyvolat
ignorovani az toleranci nddorovych bunék. Tyto kostimula¢ni signaly jsou dualezité pro plnou
aktivaci a pisobeni bun€k imunitniho systému (Fuchs & Matzinger, 1996) (Ochsenbein,

2001).

Exprese imunosupresivnich faktorii a molekul

Nejcastéji produkovany imunosupresivni faktor u nadorovych bunék je transformujici
rustovy faktor B (TGF-B). Nadorové bunky pouzivaji TGF-B na unik z imunitniho dozoru
v zavislosti na ztraté kontroly inhibice rastu. TGF-B tedy ptisobi na CTL a specificky inhibuje
expresi genovych produkti a to, perforinu, granzymu A, granzymu B, Fas ligandu a
interferonu—y, které jsou spoleéné zodpové€dné za cytotoxicitu zprostiedkovanou CTL
(Thomas & Massagu¢, 2005). Druhym nejcastéjSim imunosupresivnim faktorem je
interleukin — 10 (IL-10), ktery inhibuje funkci makrofagti, Th a CTL. Obecné tedy tlumi

imunitni a zanétlivé reakce (Salazar-Onfray, 1999).

Inhibice funkce nebo zrani dendritickych bunék

Pokud nejsou dendritické buiiky (DC) spravné diferencovany nebo neplni efektivné
svoji funkci, nedochdzi tak k adekvatni prezentaci nadorovych antigenti a produkei 1L-12,
které jsou dilezité pro vyvoladni imunitni odpovédi zprostiedkované Th a CTL. Pti¢inou
téchto poruch vyzravani a funkce je, Ze naddorové buniky produkuji cytokiny inhibujici funkci
DC. K tém nej€astéjSim patii IL-10, TGF-B a prostaglandin E2 (PGE2) (Vicari et al., 2002).

Inhibici DC miize zptisobovat 1 oxid dusnaty produkovany nadorovymi bunikami (Paolucci et

51



al., 2000) nebo VEGF, ktery piisobi inhibicné uz na prekurzory DC v kostni dfeni
(Gabrilovich et al., 1996).

Exprese FasL

Neékteré nadorové bunky exprimuji na svém povrchu protein FasL, ktery se vaze
s receptorem Fas a nasledné dochazi k aktivaci apoptotické smrti buniky. Fas je exprimovan 1
na aktivovanych T-bunkach, ¢imz mizou nadorové buiiky po vyvazani FasL exprimovaném
na svém povrchu a Fas vyvolat apoptotickou smrt T-bunék. Fas je také konstitutivné
exprimovan 1 v riznych lidskych organech jako je srdce, jatra a plice, pfi¢emz jatra jsou velmi

citlivd na Fas zprostfedkovanou indukci apoptozy (Lynch et al., 1995) (Nagao et al., 1991).
Stimulacni ucinek protinadorovych protildatek

Stimulacni ucinek protinadorovych protilatek spociva vtom, ze tvoifi imunitni
komplexy s nddorovymi antigeny, a tim podporuji degradaci matrixu a angiogenezi (Barbera-

Guillem et al., 1991).
Pusobeni regulacnich T-lymfocytii

Regula¢ni T-bunky miizou byt definované jako T-bunéfna populace, kterd funkéné
potlacuje 1munitni reakci. Klasické regula¢ni T-bunky (Tr) jsou odvozené zthymu
s fenotypem CD4", CD25 a expresi IL-2. Také produkuji transkripéni faktor FOXP3. Jako
potencidlni selhani protinddorové imunity zprostfedkované T, bylo navrzeno potlateni TAA,
na které pak neodpovidaji CD8" CTL. Stejné tak produkce cytokinii IL-10 a TGF-B potladuje
funkci APC, T-bunék a NK bunck. To naznacuje, Ze T, mohou tlumit jak adaptivni tak

vrozenou imunitu (Zou, 2006).
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5. ZAVER

Tato bakalatska prace byla zaméfena na vznik naddorovych bunék a jejich piisobeni na
imunitni systém. Na vzniku nadorového bujeni se podili n¢kolik faktort, a to ptes biologické
chemicke, fyzikalni a jiné aZ po rGzné ndhodné mutace genit DNA a bezprostiedné 1 stav
imunitniho systému. Nasledkem mutaci vznikaji morfologicky a fyziologicky odlisné burky,
které se nekontrolovatelné¢ mnozi, az vytvoii nddorovou tkan a samotny nador. Nador pak
nasledné utlacuje a poskozuje okolni tkan, piipadné miize metastazovat do dalSich mist, ¢imz
negativné pusobi na organismus a zpiisobuje ¢asta tmrti.

Ke spontannim mutacim DNA dochdzi v prabéhu celého zivota, stejné tak i
k piisobeni mutagennich faktorfi. Proto potenciondlni nadorové buiiky vznikaji v mens$i mife
neustale. Proti témto bunkdm se organismus z urCité miry dokdze branit a to imunitnim
systémem. Forma imunitniho systému odstranujici nadorové buniky se oznacuje jako imunitni
dozor. Ten je pfi plnohodnotném stavu imunitniho systému schopen nadorové buriky vyhledat
a zni¢it. Pokud vSak neni imunitni systém pln€ funkéni a vyskytuji se deficity na Grovni
slozek ucastnicich se protinddorové imunity, nejsou zmutované bunky odstranény a rozviji se
nador. Samotné nddorové bunky také pouzivaji mechanismy, kterymi imunitnimu systému
unikaji.

Aktudlnim tématem je 1é€ba nddorovych onemocnéni, kterd se neustile vyviji a
vylepSuje. Dnes jesté nejsou zcela znamé postupy, které¢ by vedly k Gplnému uzdraveni
onkologickych pacientii. Rakovina je druhym nej¢astéj§im onemocnénim v CR s naslednou

letalitou.
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