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1. Uvod

1.1. Rakovina

Rakovina se ze zdravotniho hlediska stava pro viidstelkou hrozbou. Hned po
kardiovaskularnich onemoégmich je to druha néasgjSi pricina uamrti obyvatel vysfych
stati. Ratné na ni zeme pres sedm milioa lidi a tendence této statistiky je stoupava i

navzdory znénému zlepSeni diagnostickych a terapeutickych metod

1.1.1. Cleni rakoviny
Rakovina je soubor vice nez 1G@@mych nadorovych onemoami, ktera se vyzriaji
nekontrolovanym buftnym dlenim klonélniho charakteru. Tentist vytv&i Utvar — nador,
neni v rovnovazném stavu s organismem a postibkjgnoorgany. Na zakladinvazivity
délime nadory benigni (nezhoubné) a maligni (zhoubBéhigni Utvary okolni tk& pouze
utlacuji, veétSinou rostou pomalu a byvaji opotiedé, zatimco maligni nadory agresivn
vrustaji do tkas, jejich buiky naruSuji cévni ghu a mohou se i§ krevnim ¢i miznim
fecisttm po celém dle. Tento proces se nazyva metastazovani a jehiedkgsn byvaji
druhotna loziska novotvay ktera se pro organismus stavaji ohrozZujicimi vat& Mezi
negastjsi typy pati zhoubné novotvaryike (gedevsim bazaliom), kolorektalni karcinom,
karcinomy plic a pkdusnice, karcinom prsu u Zzen a nador prostaty uambDale se mze
rakovina @lit podle druhu nadorové tkénhistiogeneze). Tak mame nadory tkdayci a
vystelkové, pojivové, krvetvorné, Zlazove zarode€éné (neuroektodermalni) listy a vzacné

nadory ostatnich tkani:

* Epitelialni
-benigni: epitelom, papilom

-maligni: karcinomy

e Stromalni

-benigni: fibromy, chondromy , myomy

-maligni: sarkomy



* Hematopoetické

-maligni: leukémie, lymfomy
* Neuroektodermalni(nadory centralni nervoveé soustavyid &)
-benigni (CNS): gliom, meningeom

-maligni (CNS): glioblastom, neuroblastom
-benigni (Kize): pigmentovy névus
-maligni (kiZze): melanom

 Zlazovych tkani

-benigni: adenomy
-maligni: adenokarcinomy

* Germinomy

-benigni: teratomy
-maligni: teratokarcinomy, embryonalni karcinom

* Vzacné nadory z ostatnich tkani

1.1.1.1. Melanom
Maligni melanom vznika zhoubnym rakovinnym bujenimelanocyli (pigmentove
buiky produkujici melanin). Vyskytuje sefqvazi na kizi, ale miZze se objevit i na &hé
streva ¢i v oku. Tento nador ma vysokou Uravenetastazibility, proto sé&adi mezi
nejagresiviysi kozni nadory. Zfisobuje 75% vSech umrti spojenych s rakovinbiek Kazdy
rok je diagnostikovanoijblizné¢ 160 000 novych ifpadi melanomu a okolo 48 000 lidi na
ngj zenve.
Lidské melanomy rizeme rozliSovat na 4 zakladni druliap et al., 2005):
o Povrchow se Sfici melanom (SSM)
SSM reprezentuje az 70 % vSech malignich meldndh mu#i jej obvykle
najdeme v hornich partiich trupu a u Zen na béraiebo stehnech. Je
charakterizovan horizontalnimastem, jeho okraje jsou z{pdétku relativie
pravidelné, ale poz{l ziskavaji typické nepravidelné melanomové kowntur



o Nodularni melanom (NM)
NM tvori az 20 % vSech melandina fadi se tak na 2. misto¢etnosti tohoto
nadoru. Charakterizuje jej rychly vertikalnist na podklagl melanocytarniho

névu nebo vznika na Kklinicky intaktniii, zpravidla miva fesné ohraeni.

0 Lentigo maligna melanom (LMM)
LMM se tvai na podklad lentigo maligna, obvykle na obéji u starSich osob.
Projev nize dosahovat v pméru az 10 cm a k vertikalnimustu dochazi az po

mnoha letech.

o Akrolentigin6zni melanom (ALM)
Klinicky se jedna o nodularni melanom nebo povréhge Sfici melanom
v charakteristické lokalizaci bezifpmnosti vlasovych folikul, tedy na dlanich,

plosk&ch nebo pod nehty. Prognosticky je tentajpizikowjsi.

MySi melanomy se také&ld do ¢ty kategorii. V této praci byl pouzivan model B16-
F10 na mySich kmenu C57BL/6. Ma spolu s modelem-Bl6 vysokou schopnost
metastazovat do plic. DalSimi modely jsou B16-F81&-F6 (Nakamura et al., 2002).

1.1.2. Kancerogeneze

Existuje mnoho hypotéz o vzniku nadorového bujBiiive se uvaZzovalo o embryonalni
(Krebs, 1947), trofoblastové (Gurchot, 19€birita¢ni teorii (Triolo, 1965). V dnesni délse
povazuje za nejsédngjSi ,mutaini genova hypotéza“ (Fearon and Vogelstein, 19@@ya
ozn&uje rakovinu za genetické oneménn Proces onkogeneze na B&meé darovni Uzce
souvisi s kontrolou buxiné proliferace, diferenciace a programované smrith (apoptdzy).
Bylo popsano mnoho karcinogem v molekularni biologii byly odhaleny desitky gepro
onkogeny a tumorové supresory (McBride et al., J9BRitacni hypotéza fedpoklada, zeip
maligni transformaci hiky dojde k sérii 4-7 mutaci, diky kterym dojde kry&e v regulaci
extracelularnich a intracelularnich kontrolnichhdr&iato porucha kontroly umidje buice

ziskat nasledujici vlastnosti (Hanahan and Weint24Q0):



1.1.2.1. Neomezeny replikéni potencial

Somatické bilky maji omezeny replikmi potencial. Kazda populace pin
diferenciovanych butk se @li cca 50x, poté hyne. Jedna se o tzv. Hayifinckmit (Hayflick,
1965). Bhem &leni dochazi p replikaci DNA ke zkracovani telomer. Po kritickékraceni
je buika sngrovana k apoptoze. Nadorovény vSak obsahuji enzym telomerazu, ktery
zkracovani telomer zahtaje. Takové bu&né linie ziskavaji vyhodu neomezenéhaitpo

déleni a tim si zajisti nesmrtelnost.

1.1.2.2. Independence nailistovych signélech z okoli

Aby se butka dostala z klidového stadia do prolif@rého, musi z okoli fijmout
mitogenni dstovy faktor pes transmembranové receptory. Nadorovéikjpuovsem
nevykazuji pimou zavislost na exogenniclistovych signalech¢imz omezuji moznost
regulace okolni tkani. Samy maji schopnost autakrprodukce istovych signal, mohou
parakring indukovat tvorbu tistovych signal nebo se stanou hyperresponsibilnimic&r#
hladirg rastového faktoru, ktera by zaimych podminek proliferaci ne&gobila. Timto

obchéazeji vyznamny homeostaticky mechanismus.

1.1.2.3. Insensitivita wéi inhibujicim signalam

Za normalnich okolnosti je klidovy stavitky udrzovan spolu s homeost&etnymi
antiproliferativnimi signaly. Ty jsou uloZeny v eatelularni matrix a na povrchdilghlych
burgk. Jednd se o protein retinoblastoma (pRb), p1G¥l20. Aby se mohla lika stat
nadorovou, nesmi byt citlivawi t¢émto signahm. Uziva k tomuiznych mechanisi které

jeS€ nebyly gesré popsany.

1.1.2.4. Rezistenceii apoptoze

Rezistence &i apoptdéze je jednou z hlavnich charakteristik madgch burgk.
Apoptoza je dj, kdy bethem 30 — 120 minut dojde k prasknuti Btmé membrany,
cytoplasmaticka a jaderna kostra jsou narusengsolvytlaten, chromozémy degradovany,
jadro rozaleno a zbylé torzo je pohlceno jinoutiou. Mnoho proapoptotickych sigrial
smeétuje na mitochondrie, které jsou zodpdmé za signaly uvomé cytochromem c (silnym
katalyzatorem apoptdzy). Resistence k apoptoagenbyt fizend fiznymi mechanismy.
Nejbézreji se vyskytuje ztrata proapoptotického regulatdateré Ize dosdhnout mutacemi
zahrnujicimi i tumor-supresorovy gen p53. Mnohautagnich a efektorovych komponent je
piitomno v nadbytkovém mnozZstvi, damz se také ne@vzaklada vyvojova &tev terapie

tumord.



1.1.2.5 Angiogeneze

Aby se k bukam dostalo dostateé mnozstvi kysliku a Zivin, musi byt od kapilar
uloZeny v okruhu do 100m, cozZ je zajigno jiz bchem organogeneze. Ve zdrave tkani je
angiogeneze ip zvySené proliferaci buik spiSe potlgovana, aby nedoSlo k
nekontrolovanému ustu. Vznik nadorové hiky je zpisoben zminou rovnovahy
angiogennich induktéra vyrovnavajicich inhibitdr BéZnou strategii je z#8ma v genové
transkripci. Byla prokadzana vysSi hladina induktEGF a/nebo FGF vzhledem k okolni
tkani nebo snizena exprese endogennich inhibifako jsou thrombospondin-1 nebo

B-interferon.

1.1.2.6 Invazivita a metastazovani

P GspeSném dstu maligniho nddoru dochazi k nasledné invazi tastézovani. Tak
bunky opousgji primarni nador. Invaze a metastazovani jsou e komplexni procesy,
které je& nebyly detailg popsany. Oba vyuzZivaji podobné mechanismy, kdeyskytu;ji
zmeny fyzického spojeni hiky s mikroprostedim a aktivace extracelularnich proteéz
(Pandey et al., 2007). Tyto procesy jgtzeny adhezivnimi molekulami (imunoglobuliny,
cadheriny a integriny) a extracelularnimi proteazd?i souwasném vyvoji technik bude jiz
brzy mozné objasnit expresi a fumk aktivitu proteaz a integnin coz povede k lepSim

terapiim.

1.1.3. Terapie

V souwasné dob neexistuje specificky test, ktery by umoznil detwekt nadorové
bujeni v raném stadiu, ale ¥kierych gipadech se jiZ uvaZzuje o Perp proteinu (Beaudry et
al., 2010). V okamziku diagnézy primarniho nadosoyj jiz v 30% pipadi vytvoreny
metastazy. Ugchto pacient se predikuje pouze 10% Sance na &gié. Usgsnost vyléeni
je charakterizovana 5-ti letymiq¥itim od ukotieni terapie. Je podngima chirurgickym
odstragnim nadorové tkanvéetns potenciald zasaZzenych sousednich struktur (béapstni
lem). Po tomto zakrokuétSinou nasleduje adjuvantnitlia, kamradime radiochemoteraydii
chemoterapii. Pouzivana cytostatikaspbi antiproliferativl nejen na nadorové, ale i na
zdravé biiky. Je vyuzivano toho, Ze nadorovéiky maji mitoticky cyklus piblizné¢ dvakrat
delSi nez biky zdravé, které setive zregeneru;ji, a je mozno provést dalSi aplikdak se

postup® minimalizuje p@et nadorovych buk.



1.2. Nadorova imunologie

Imunitni systém je sausti zakladnich homeostatickych mechariisarganismu,
ktery rozpoznéva a likviduje patologické elementyj$iho i vnitniho pivodu. Zahrnuje dva
mechanismy: nespecifickou (vrozenou) a specificfaaaptivni) imunitu.

Nespecifické mechanismysou evolgné starsi, bu&né i humoralni slozky jsou jiz v
organismu fipraveny, proto imunitni reakce probih& rychi&dpow v minutach). To je oviem
vyvazeno absenci imunologické pam Bunééna slozka je reprezentovana fagocytujicimi
bunkami a butkami prirozere cytotoxickymi, humoralni je tiena komplementovym
systémem, interferony, lektiny a pod.
specifickych receptdrna B a T lymfocytech. Vysledkem nahodnéliesupovani genovych
segment u gerii pro T a B buicné receptory je existence obrovského mnozstvi teaep
piresré definovanou specifitou. Dani za tuto velkou zasobantigen specifickych lymfooyt
je, ze lymfocyll pro jeden ufity antigen je velmi malé mnozstvi. Po aktivaci cfiekého
lymfocytu musi nejprve dojit ke klonalni expanzeprve po vytvéeni dostaténé populace
efektorovych buék dojde k rozvoji primarni specifické imunitni resk Na druhou stranu se
pii opakovaném setkani s danym patogenenti tumunologické partové buiky, diky
kterym je nasledujici imunologicka odgalvdaleko rychlejsi.

Protinddorova imunoterapie se v poslednich leten$t&¥d do pafdi zajmu diky
znanému pokroku v porozuéni kontrolnich mechanisimimunitniho systému a rozvoji celé
veédy jako takové. Uvazuje se o vyuziti adaptivni ozené imunity. Dlezité je specifické
rozpoznani tumoru a schopnost destruovat jgjed nez se klinicky projevi jako zavazné
onemocgni. Pro spu&ni imunologické reakcei¢i nadorovym biikam je nutnd detekce
nadorovych antigen Tyto antigeny sedi do dvou kategorii: antigeny specifické pro nador
(TSA) a antigeny asociované s nadory (TAA).

TAA se vyskytuji nejen na nadorovych, ale slabké na normalnich kkach. U
melanomu je tedy najdeme vitkéch melanomu i naginych melanocytech. Maji nadorovy
antigen na genu MART-1/MelanAfwi kterému se rozviji cytotoxicka reaktivita (Cormet
al., 1998).

TSA se vyskytuji pouze na nadorovych nkach jako dsledek produkce

abnormalnich protein diky mut&né pozménénému genomu hiky. Jsou prezentovany v



komplexu s MHC | molekulami. TSA melanomu jsou slambovany z genu MAGEi TRP2
(Coulie et al., 2001).

Nadorové biiky ale samy o sab nefunguji jako antigen prezentujici iy,
neexprimuji totiz kostimukai faktory. Navic ovladajfadu mechanisin jak uniknout ped
imunitnim dohledem. Spusti imunitniho mechanismu @i nadoGm je tedy velmi

komplikovana reakce.

1.2.1. Burgéni ¢initelé protinadorové imunity

Granulocyty jsou nejpoetrgjSi populaci leukocyit Obsahuji granula biologicky
aktivnich latek, které pak v fochu zartlivé reakce uvaluji, ¢imz dochazi k eliminaci
infekénich agens. Diferenciaci granuloiytznika eosinofilni, neutrofilnéi bazofilni wtev.
Obzvlas¢ neutrofily maji schopnost fagocytdzy opsonizovdnypatogen a jinych
cizorodych ¢astic. Granulocyty jsou takéukzitym zdrojem cytokii, mohou regulovat
funkce imunitniho systému, tedy i protinadorovowinitu.

Makrofagy jsou terminalnim diferenciaim stadiem monocyto-makrofagové linie.
Monocyty a makrofagy tvd vyznamnou skupinu fagodywrozené imunity, ovSem podili se
také na specifické imuritjako profesionalni APC (antigen-presenting celfs@u schopny
sekrecerady dilezitych proteii. Rozpoznavaji mikrobialni vzory asociované s petegn
(PAMPs, viz dale), aktivuji se a produkuji progdiné cytokiny, nap. TNFo. Zarove
mohou fagocytovat inféki agens, antigeny navazat na MHC tldy a prezentovat je T
lymfocytaim. Klasickym znakem monodytje molekula CD14, kter& umoZzni rozpoznani
komplexa mikrobialniho LPS. Po vstupu z krevnibgisté do tkaré zathe makrofag na
svych ribozomech (polynomech) produkovat CD6& déké F4/80 u mysi a lidské EMR1
(Khazen et al., 2005). Makrofagyuznych orgafd maji typické cytomorfologické
charakteristiky. NejptetnsjSi skupinou jsou Kupfferovy lilky v jatrech (70%). Vyznamnée
efektorové funkce v obré&mplicniho kompartmentu zastavaji plicni makrofagy. pohlcuji
mikroorganismy vetné mikrobi se schopnosti intracelularniho parazitismu. Plcakrofagy
vytvéreji pomoci IFN spolu s CD4+ T lymfocyty subsetu TH1 granulom jaldpovd’ na
mykobakterialni infekci (Krejsek and Kopecky, 2004)

Makrofagy asociované s nadofiAM (tumor associated macrophages)iitw@tSinu
leukocyti pritomnych v nédoru. # optimalni aktivaci (IFN, LPS) dochazi k cytotoxiat
vaéi nadorovym biikdm. MiZe se jednat o makrofagy-zpriestkovanou nadorovou
cytotoxicitu (MTC), ktera &Ginkuje pomoci TNk (Urban et al., 1986§i oxidu dusného
(Hibbs et al., 1988), nebotike jit o bugénou cytotoxicitu zavislou na protilatkach (ADCC).



Dendritické buiiky jsou nejvyznamgSimi antigen prezentujicimi Bkami, podileji
se tedy na specifické protinddorové imeénRo kontaktu s patogenem tytornky migruji do
sekundérnich lymfatickych org&nExprimuji MHC 1. i 1l. #idy, dochazi ke klonalni expanzi
antigen-specifickych T lymfocyt a nasled& k aktivaci B lymfocyli. Dendritické buiky
mohou byt aktivovany mikroorganismy, virovymi pé&ciemi, ale také molekulovymi vzory
apoptotickych bugk.

NK (natural killers), firozere zabij&ské buiky jsou vyznamnou buinou sodasti
piirozené imunity. Vyznéuji se schopnosti cytotoxicky likvidovat virem ikdivané a
nadorové biky. Mohou také regulovat zétwvou odpo¥d pomoci svych cytokiin
ovliviujicich krvetvorbu a T lymfocytarni systém. Maji s&ém povrchu KAR (killer
activation receptor) s aktignim motivem v cytoplazmatické&asti povrchu a KIR (killer
inhibition receptor) s inhiknim motivem. Celkova sumadhto signai vede NK buky bud’

k vyhodnoceni odftované biiky jako normalni, pak NK hiky nezahdji cytolyticky proces a
odpoutaji se od této Bky, nebo spusti cytotoxické reakce zpredkované membranovymi
interakcemi a produkci solubilnich faktiar cytoplazmatickych granuli NK bk (perforiny,
granzymy). Tento proces je nezvratny a vede k indakoptozy (Krejsek and Kopecky,
2004).

Lymfocyty typu T se aktivuji po rozpoznani antigenu pouze ve spogeMHC
molekulami. RozliSujeme @wzakladni subpopulace — Th a Tc.

Th (helper) biky exprimuji molekulu CD3 a CD4+, existuji v suhséthl, které
specificky rozpoznavaji nadorové antigeny a progiuliNy, TNF a IL-2. Druhym subsetem
jsou Th2 lymfocyty produkujici IL-4, IL-5, IL-6 aLt10. Tyto d¥ skupiny se vzajenin
inhibuji.

Tc (cytotoxické) biky exprimuji molekulu CD3 a CD8+. Kii virem infikované a
nadorové biiky, které detekuje po rozpoznani antigenu prezem@ko MHC molekulami I.
tiidy.

Treg (reguléni) buiky ptsobi imunosupresivna tlumi zastlivé reakce pomoci
regulace Thl lymfocyit Produkuji IL-4, IL-10 a TGH-

Lymfocyty typu B jsou odpo¥dné za protilatkovou imunitu. Exprimuji MHC
molekuly IlI. tidy, kostimul&ni molekuly a pat k zakladnim antigen prezentujicimnzam
(Veselsky et al., 2004).



1.2.2. Humordalni¢initelé protinadorove imunity

Cytokiny jsou v protinddorové imugitvelmi dilezité. Reguluji s imunitni
odpowdi. Celkovou charakteristiku prdgstli nadoru wuje pitomnost leukocyt, & jiz v
okoli nadoru neboffmo v jeho tkani. Jedna se o nesourodou populacfdiginich burk,
znanou c¢ast tvai T lymfocyty. Ri chorobach dochéazi v organismu k naruSeni Th1l/Th2
rovnovahy. B zargtu pievliddd Thl odpad’, v péipad nadorového onemoéni Th2
odpowd. Thl lymfocyty odpovidaji za cytotoxickou reaktivinamfenou proti nadoru,
typicka je tvorba cytokith INF-y, IL-2 a TNF$ (Onishi et al., 1999). Imunomodudtd INFy
zesiluje expresi molekul MHC | na povrchu Bkmadoru, tudiz se stanou senzitijammi
vaci nadoroe specifickym cytotoxickym CD8+ T lymfoc§in. Dochazi také kdinnéSimu
zpracovani a prezenci nddorovych antigartim k rozvoji specifické T lymfocytarni imunity
(Krejsek and Kopecky, 2004).

V oblasti nadak ovSem pevlada populace Th2 lymfody{Shurin et al., 1999), ktera
je charakterizovana tvorbou IL-4, IL-5, IL-6 a II31(Stevens et al., 1988). Také se zde
nachazi populace Treg lymfoéytktera produkuje IL-10 a TGE-(Levings et al., 2002).
Pasobeni &chto uvedenych cytokinnevede k &inné reakci naniéné proti nadoru, ale prav
naopak — tlumi produkci vhodnych cytokihl lymfocyti. Tyto pronadorové cytokiny jsou
produkovany i samotnymi nadorovymi itkami. Tim inhibuji B-lymfocyty, dendritické
buiiky, monocyty/makrofagy i NK hiky.

1.2.2.1. TGF§

TGF (transforming growth factor beta) je skupina cytdkprodukovanych fevazre
Treg lymfocyty, ale také nadorovymi itkeami, monocyty, fibroblasty, chondrocyty,
osteoblastyci trombocyty (Letterio and Roberts, 1998)¢ét¥ina somatickych bk je na
tento faktor takeé citliva. Jedna se o homodimeraotginy. V organismu se uptatji raznymi
zpasoby. Podili se na regulaci proliferace, diferecejamigrace, adheze, angiogeneze,
apoptozy, hormaina imunitniho systému.iBobenim TGH na CD4+ lymfocyty dochézi ke
vzniku Treg lymfocyl, které gimo nebo produkci TGF-beta pailgi aktivitu cytotoxickych
lymfocyta a tim napomahaji nadorové toleranci. Hladina TGFséru koreluje s vyvojem
rakoviny a dobou iziti (Gold 1999). Nadorové hky samy potlauji svou citlivost na TGF-
B nekolika mechanismy: sniZzenim exprese recéptomo TGF$ (Paterson et al.,, 2001),
inaktivujicimi mutacemi receptoru TEF-{Garigue-Antar et al., 1995) nebo &mami v

postreceptorove signaligai draze obsahujici tzv. Smad proteiny (West e2aDO0).



Makrofagy jsou TGH3 ovliviovany rekolika zpisoby. Inhibuje proliferaci
prekursorovych butk makrofag v kostni deni i dalSi vyvojova stadia této bi&mé linie,
tudiz celko¥ tlumi produkci makrofal (Strassman et al., 1988). Déle p&tig proliferaci
makrofagi indukovanou lipoproteinem_a (Sato et al., 199@)mi cytolytickou funkci
aktivovanych makrofag (lipopolysacharidem, IFN) odvozenych z kostnitené (Pinson et
al., 1992).

TGF$ potlauje aktivitu T lymfocyti. Specificky inhibuje expresi cytolytickych
genovych produkt, zejména perforinu v perifernich CD8+ T lymfocyie(Smyth et al.,
1991), granzymu A, granzymu B, Fas ligandu a ieteriuy (Thomas and Massagué, 2005).

TGF$ ma rovrez inhibi¢ni vliv na NK buiky, sniZuje jejich syntézu DNA a produkci
cytokini (Bellone et al., 1995).

Pokusy zaloZzené na inhibici produkce T@Fantimediatorovou strategii, nebo
neutralizaci TGH protilatkami prokazaly jisté zvySeni imunitni odgdi proti nadorovym

-----

diskutabilni (Lauer et al., 2001).

1.2.2.2.1L-10

IL-10 také podporuje tumorigeneziznymi mechanismy. Je produkovan antigenem
stimulovanymi Th lymfocyty (Prete et al., 1993), I@nfocyty, monocyty, makrofagyi
mastocyty. Imunitni systém oviivje tak, Ze potkéuje produkci cytokin (Waal et al., 1991),
prostaglandif (Berg et al., 2001) nebo oxidu dusnatého (Allevale 1994). Mze také
snizit expresi MHC | (Terrazzano et al., 200@sébeni IL-10 ale neni zcela jednasng, je
pro i protinddoroveé. Bkdy stimuluje produkci cytokiin NK buikami (Carson et al., 1995),

¢imz se projevi i jeho protinadorova aktivita.

1.3. Terapie malignich onemocéni zaloZzen& na pouZiti proteaz

Prvni zminky o (pro)enzymoterapii pochazeji 2gtku 20.stoleti. Skotsky embryolog
John Beard (1857-1924) silem své prace povSiml jisté analogie mezi trofdblasa
nadorem. Pro zaji&hi spravné vyzivy embrya musi trofoblast nidovatsttmy ctlohy, coz
vyZzaduje schopnost invazivity a agresivity. Zjisie u placentalnich Zi¢aht se pankreas
vyviji praw v dokg, kdy dochazi ke zpomalenistu placenty. edpokladal tedy, Ze név

vznikajici pankreaticka Zlaza jiz produkuje enzyrkigré by mohly mit inhikni efekt na
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placentu. Nepotkgeny trofoblast se fZe vyvinout v choriokarcinom. Beard se tedy pokusil
zjistit, jak proteolyticky enzym trypsiniggobi na nadorové killy a své doménky potvrdil
(Beard, 1906; Beard,1911). Nazval tutsheé trypsinovou terapii. PouZivégrstvy extrakt z
pankreatu, coZ nazéidie pritomnost spiSe proenzymmeZ enzym, ale existence neaktivnich
proenzynii nebyla v té dob jeS€ znama. Na tuto skuteost poprvé upozornili Novak s
Trnkou (Novak and Trnka, 2005).

Beard nél mnoho nasledovnik (Cleaves, 1906; Golley, 1906; Campbell, 1907).
Pokusyin vitro prokazaly inhibini vliv na invazivitu a migraci nadorovych bika In vivo
byla pouzita sis amylazy a trypsinogenu, ktera také vykazovala suwtpky efekt, zejména
na snizeni mnozstvi metastdz melanomu B16-F10 (Nawd Trnka, 2005). Amylaza jako
takova l€éebny efekt nema, spiSe likviduje glykoproteiny \ipti rozpadu nadorovych
burgk. DalSim novodobym pokéavatelem je Wald (Wald et al., 2001). VyuZzival kandzi
trypsinu, papainu a chymotrypsinéimz bylo také dosazeno redukcecpometastaz. My
vyuzZzivdme srés trypsinogenu, chymotrypsinogenu a porth@ amylazy. Tato terapie byla
pouzita na nadorové modely melanom B16-F10 (Kalfeés 2008) a sarkom S-180
(Kaiserova, 2008, 2010),dBa byla statisticky vyznamna.

1.3.1. Mechanismus proenzymové terapie

Proenzymy jako neaktivni forma nemaji samy oéstdrapeuticky &in. Teprve v
piimé blizkosti nadoru setstnou s taSimi proteazami a dojde k jejich aktivaciukke se
jednat napiklad o enterokindzu (Yamamoto et al., 2003), kasive B (Podgorski and Sloane,
2003) nebo o nadorem produkovany trypsin (Nybergl.e2002). Po aktivaci terapeutickych
enzymi dojde k jejich naslednému vychytani sérovymi intnimi protedzami (alfa-2-
makroglobulin, alfa-1-antitrypsin, alfa-1-antichymgpsin). Komplex alfa-2 makroglobulin —
protéza vychytavaizné cytokiny, pednosté vSak TGFB, ktery se v prosedi vyskytuje ve
zvySeneé koncentraci. Tim se zamezi dalSi indukanmsuprese, nebgod vlivem TGFB se
tvori z CD4+ lymfocyti Treg lymfocyty. Ty produkci TGIB- podporuji svoji tvorbu
(autokrinni smyka). Treg pomoci TGB-a kontaktem brzdi atak CTL. Vytkgi tak stav
nadorove toleranceiBobenim komplexu alfa-2 makroglobulin-protedza dack obnoveni
Th1/Th2 rovnovahy. Tento proces je povazovan zarnilanechanismus enzymoterapie i

proenzymoterapie (Becker et al., 2006).
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1.3.1.1.0-2-makroglobulin
uplatreni. Dokéaze na sebe specificky navazat enzymy v&gghhlavnich tid - aspartatové
protedzy, cysteinové proteazy, matrixové metal@@oy a serinové proteazy. Jedna se
tetramericky glykoprotein s relativni molekulovombtnosti 718 kDa. Dvpodjednotky jsou
vzdy mezi sebou spojeny disulfidickymustkem. Dva tyto dimery se pak k sobazou
nekovalentnimi vazbami v homotetramer (Swenson lodard, 1979).02M ma reékolik
reaktivnich mist (bait region, interrfi-cysteinyly-glutamyl thiolester, receptor-vazajici
oblast, transglutaminazova reaktivni oblast a metaltein), diky kterym ziskavaizné
funkce v organismu (jako vazebny, nosmyjiny protein).

Bait regionje oblast 25 aminokyselinfiplizné uprosted kazdé podjednotky. iZe se
na ni navazat prakticky jakakoli proteazd, & vlastnihoc¢i ciziho pivodu. Nejedna se o
kovalentni vazbu, ip reakci a2M s proteazou dochazi k hydrolytickémgp&Eni peptidove
vazby bait regiony coZ vyvola konforméni zménu a2M. Tato zména proteazu doslova
uzawve uvnit inhibitoru, tudiZ se struktura stava irreversibifnje mozné navazani pouze
jednoho enzymu. Enzym si vSak i nadale zachovéawea aktivitu a Sfpi malé proteiny, které
jsou schopny projit touto strukturou. Trypsin je 8daM vazan ctyrikrat rychleji nez
chymotrypsin a stokrat rychleji nez plasmin (Howedllal., 1983)a2M je rozeznivan ve dvou
konformacich. ,Slow forma“ je aktivni proteazovy hibitor, neni rozpoznavana LRP
receptorem (nizko-denzitni lipoproteinovy receptéizajici protein) a v krvi je stabilni. ,Fast
forma“ vznika konforma&ni zmEnou po navazani protedzy a je rozpoznavana LRP
receptorem. Bkteré typy busk maji tyto membranové LRP receptory pi2M-proteindzovy
komplex. Jedna sergvazié o hepatocyty, makrofagy nebo fibroblasty (Pizza &onias,
1984). Redevsim makrofagy jsou zodgmné za pednostné odstr&ni a2M-proteinazovych
komplexi z cirkulace (Saksela et al., 1984).

Hlavnim zdrojema2M jsou hepatocyty, v menSi fai je produkovan i jinymi
buikami. Inhibitor je pitomny v séru ve vysokych koncentracich: 2-4 mdames, 1990), v
prabéhu Zivota jeho hladina klesa. Tento jev ni@j¢ souvislost s fichodem nemoci ve
st&i, jako jsou infekce, degené€rd nemocici rakovina. Uvazuje se o jeho vlivu na imunitni
reakce, protoZze fize regulovat cytokinovou rovnovahu daného pemit (Saksela et al.,
1984).

Cytokiny a fistové faktory se na2M vazou jinym zjpsobem. K jejich pohlceni neni
potrebné Sipeni peptidickych vazeb, thiolesterovych vazeb,kamforma&ni zmena, ovSsem

k “fast” formé (tedy ke komplexw2M-protedza) maji zpravidla vysSi afinitu (Crookstet
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al., 1993). Pro navazani TGHe vyznamna stechiometrie komplex2M a proteazy. Binarni
komplexy (1:1)a2M s trypsinem a chymotrypsinem ukazuji zvySenoabuaTGF$ ve
srovnani s nativninu2M. KdyZ je a2M nasyceny proteazami do formy2:1¢dmolekuly
protedz na jednu molekulu2M) je TGFf vazba stejnéi nizSi oproti nativnimw2M (Hall
et al., 1992). Komplexa2M-proteadza-cytokin je z krevniho &t pongrné rychle
rozpoznavan LRP receptory makroiigg vychytavan (Lillis et al., 2005).

1.3.1.2.¢-1-antitrypsin

a-1-antitrypsin ¢1AT) se tak&adi mezi séroveé inhibmi proteazy. Tento monomerni
glykoprotein s relativni molekulovou hmotnosti 58& inhibuje nejen trypsin, ale také
chymotrypsin, elastazu, plazméntrombin (Laurell and Jeppsson, 1975). Jeho habgtva
zvySena @ akutni fazi mnoha onemoéni, proto byva jeho kvantifikacéasto vyuzivana k
diagnostickym gelim (Takahara and Sinahora, 1982).

VSichni savci ¥ejm¢ produkuji rekolik homolognich inhibitak trypsinu, které se ale
druhow [iSi. V mySim séru byly objeveny dva homology kéko alAT - mySi alAT
(53kDa) a contrapsin (55kDa). Bylo pozorovano, Asinsérum ma daleko vySSi schopnost
inhibice trypsinu nez lidské sérum (Takahara a Isana, 1982). # pokusech se zjistilo, Ze
hodnoty &chto inhibitof jsou rozdilné mezi samciX-antitrypsin 5,2mg/ml, contrapsin
2,8mg/ml) a samicemu(-antitrypsin 3,5mg/ml, contrapsin 2,1mg/ml).

AntiproteazyolAT a contrapsin si jsou velmi podobné v chemickygclyzikalre-
chemickych vlastnostech. Majfiplizné stejny obsah sachatid10-15% (Wait et al., 2005) i
podobnou sekundarni strukturu: 24-2@%helix, 31%p-sheet a 10-119%-turn (Takahara et
al., 1984). V terciélni strukte se ale liSi, coZz ma za nasledek rozdilnost \genitit a
inhibi¢nim spektru d&chto protedz (Takahara et al., 1983). LidskfAT ma inhib&ni
spektrum podobné jako my$1AT a contrapsin dohromady. Spektra mySikbAT a
contrapsinu se vSak nigkryvaji, nebyla prokazana itkend reaktivita. Contrapsin inhibuje
jen trypsin a trypsin-like proteadzy (Takahara acBara, 1982)ql-antitrypsin inhibuje navic

chymotrypsin a elastazu.

1.3.1.3.e-1-antichymotrypsin

a-1-antichymotrypsin {1ACHT) rovreZz pati do rodiny inhibitod serinovych
proteaz. Byl objeven jako inhibitor proteaz akutate (Dickson and Alper, 1974). Jeho
produkci zajiguji hepatocyty, epitelialni biky bronchi a neurony. Reguluje hladinu proteaz

produkovanych lymfocyty v ibé¢hu zartlivé odpowdi (Travis et al., 1978).
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Struktura je podobna jako u ostatnich inhikifastejré tak mechanismus vychytavani

proteaz ze séra.

1.3.1.4.0Ostatni inhibitory proteaz
Do této skupiny bychom mohli it napiklad o-2-antiplasmin, elastin a
antithrombin 1ll. Tyto inhibitory vS8ak nemajtiiS dilezitou roli v procesech (pro)enzymoterapie,

proto jim nebudemed&novat ¥tSi pozornost.

1.3.2. Aplikace (pro)enzymové terapie

Enzymoterapii v satasné dob chapeme jako imunomodulaci. Nejvice vyuzivanymi
enzymy Vv této terapii jsou: trypsin, chymotrypsbromelin a papain (n&pWobenzym,
Wobe-Mugos). V krevnim aitu jsou protedzy vychytavany cirkulujicimi inhibiygproteaz,
jako nap. o-2-makroglobulinem ao-1-protedzovymi inhibitory. Z disodiaich konstant
téchto komplex vyplyva, Ze tato vazba je velmi silna a tudiz eeftedpokladat, ze by
navazané proteazy mohly atakovat nadorovékypu Toto tvrzeni bylo experimentdn
potvrzeno (Zenka, nepublikovano). Vychytavanehyt&ného mnozstvi cytokin vraci
organismus do rovnovazného stavu ze isako jsou zaét, chronicky zast, nadorova a
autoimunitni onemocimi.

Pouziti proenzyr je daleko vyhodgjSi, nebd ty se krevninteciStem volne pohybuji
a jejich aktivace probih&ejmeé az v mist nadoru. Mizeme se tak domnivat, Ze tato terapie je
vice cilend, v oblasti nadoru koncentrogjdha tedy i dinn¢jSi. Proto Ize pouZzit i menSi
mnozstvi protedz (Novak and Trnka, 2005). Kaiser@av&Zenka (in prep.) prokazali
synergicky @inek trypsinogenu a chymotrypsinogenu. Optimalizioviaké mnoZzstvi
amylazy, ktera ma sice jen pagpy vliv, ale v kombinaci s proenzymy zlepSujeilmth

terapie.

1.3.2.1. Zpisoby aplikace (pro)enzymové terapie

Otazka zpsobu aplikace enzyin byva velmi diskutovana. Terapie u lidi
uprednosiiuje peroralni podavani. Pacientovi je vSak nutndapoadmirné mnozstvifadow
v gramech na den) protedz v kapslich ogtjiaich proti degradaci Zaludi@imi kyselinami.
Nekteti veédci fikaji, Ze ani p tak vysokych koncentracich se protedzy do krewrdkehu
nedostanou (Gevert et al., 2004). Jini &uterdi, Ze fes stnu tenkého s$eva jsou
absorbovany alespadavky minimalni (0,002-0,0025%), respektive miuyssi (0,01-0,001)
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davky (Ziv et al., 1987; tastny et al., 2002).tPpodani proenzyin je mozné dosahnout
stejného Ginku terapie s desetinovymi koncentracemi.

V experimentech na mysich se vyuZiva spiSe petrekaplikace. V kombinaci se
smesi trypsinu, chymotrypsinu a papainu doSlo k vyémo snizeni vyskytu metastaz
melanomu (Wald et al., 2001). Také p.c. podani trypsinogenu a amylazy byl pozorovan
terapeuticky Gin na organismus mysi s melanomovym nadorovym omeéndém B16-F10
(Novak and Trnka, 2005).

NasSe proenzymoterapie je zaloZzena nassntrypsinogenu, chymotrypsinogenu a
amylazy. Proteazy maji synergicky vliv. Po optirpati koncentrace se smpodavala.m.
mySim se sarkomovym modelem S-180 (Kaiserova, 2@8x prokazanadinnost v redukci
rastu nadolt a byla prodlouzena doba&gZiti oproti kontrolnim skupinam.m. aplikace této
smesi u mysSi s nadorovym modelem melanomu B16-F10avadjen k redukci nadorového
rustu, ale také bylo dosazeno snizeni vyskytu metgdKt@ferstova, 2008).

Také @i intraperitonealnimi(p.) podani smési trypsinogenu, chymotrypsinogenu a
amylazy mySim s naddorovym modelem B16-F10 dochdkedwidentnimu potkgeni tastu
nadof (Kalferstova, 2010).

1.4. Terapie malignich onemocéni zaloZzena na stimulaci pirozené imunity

V rozvinutych zemich je ttelnost rakoviny az 50 %, coZ souvisi mimo jiné i
s wasnou diagnézou. Bez terapeutického zdsahu se nmhaligary stavaji pro hostitele
smrtelnymi, spontanni vyééni nastava v jednom Z#iplizn¢ 150 000 pipach. Tyto vzacneé
piipady ,spontanni regrese” byvaji spojeny s vyskypeaudkeé infekce organismu.

Od konce 19. stoleti probihaly pokusy vyuzivajéékeni agens v terapii nadorovych
onemocgni. V roce 1890 zsml William Coley I&€it pacienty s rakovinou pomoci prepdrat
z kultur streptokok. Dochazelo k celkové aktivaci imunitniho systénwdiz i jeho ¢asti
namiené proti nadorovym hikam. K €¢mto zalezitostem bylo obe&rnvzhlizeno s velkou
nadsji. Nékteri badatelé si povSimli niz§iho vyskytu nailorpacient s tuberkulézou. Bhem
vyzkumu léku proti tuberkul6ze vznikl attenuovanyavpdce bovinni tuberkulozy
Mycobacterium bovis, ktery byl pod ozmmim BCG (bacillus Calmette-Guerin) poprvé
pouzit u lidi i vakcinaci proti tuberkuldze v roce 1921. O péargezdiji byla ve Svédsku
tato vakcina pouzita v terapii malignich onenmtadn DalSi pokusy by vSak nebyly
dostatén¢ Usm@ESné, proto se od této terapie pomalu ustupovaldewadeséatych letech

minulého stoleti byly objeveny PAMPs (pathogemasded molecular patterns). Jedna se o
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molekularni motivy, které Ize najit u patogennichgpatogennich) mikroorganisiwiri ¢i v
bungénych sénach hub. Tyto znaky jsou rozpoznavany receptoriR Rpattern-recognition
receptors). Takové receptory lze nalézt na moncbytanakrofagach, neutrofilecki
dendritickych btikach, tedy bitkach vrozené imunity, které spogjstobrannou zattlivou
reakci nasledovanou aktivaci slozek ziskané ingur8t dalSim rozvojem poznani v této
oblasti gichazeji nové moznosti optimalizace terapie nadgcbvonemoceni. V sokasné
dohs probiharada experimefit s pouzitim PAMPs pro stimulaci vrozené imunityilsm
dosahnout nadorové regrese a to na urovni prekéni&linické. Tato terapie jiz nyniinna

je, ale ne natolik, aby mohla byt sama oé&plmé funkéni. Proto se pouZziva jako padpa

v kombinaci s jinymi pistupy. Nekteré molekularni motivy se ziskavaji izolovanim a

purifikaci, jiné PAMPs se jiz vyré&i um¢le.

1.4.1. Mechanismus terapie

Po detekci PAMPs pomoci PRR recefitoastdva masivni infiltrace bé vrozené
imunity do mista interakce. Néjsle namigruji neutrofily, pozii monocyty, které diferencuji
do makrofag, a dojde k aktivaci komplementu (alternativni,sit&ouci lektinovou drahou).
Dojde ke klonalni expanzi B-lymfoadyt produkujicich nasle@n protilatky. Antigen-
prezentujici biikky predkladaji antigeny T-lymfocytn, které ovliviuji dalSi ptibeh imunitni
reakce.

V pripact malignich onemocmi je vSak situace pékud odliSna. Nadorove kiy
neexprimuji PAMPSs, proto nejsou pro vrozenou imuwieétekovatelné. Navic v mistaretu
se vytvdi takové cytokinové mikroprogdi, které je pro maligniast naopak vyhodné.
Vyvstava tedy otazka, jakym @gobem mohlo dochazet a dochazi kvySe popsanym
nadorovym regresim a to jak vipact piirozenych infekci, tak vifpac aplikace
attenuovanych mikroorganismnebo jejich¢asti. Mohlo by se jednat o nespecifickou reakci.
Nador byva sila infiltrovan neutrofily a makrofagy. Zejména neldiip maji pomerné
kratkou Zivotnost, mohou v fibchu protizastlivé reakce zahynout a obsah jejich granul s
lytickym obsahem se uvolni do okoli. Svou rolize sehrat i fakt, Zefjpaktivaci rekterych
TLR (2,8) dochazi k utlumu aktivity Treg lymfodiyt

VeSkeré snahy o podfeni ziskané imunity naradZeji na existenci Sirokéetpa
imunosuprimujicich prosedki, kterymi se nador bréani. Proto jsme se rozhodlcgistou
vrozené imunity s cilem wte instalovat na nadory PAMPs. Vrozena imunita pikéntla

diuvod nadorové hitky cilent atakovat, protoZze na nich jakékoli PAMPs chybieanahly se
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proto vyvinout zadné mechanismy protiakce. Dosud/ang metody celkového posileni
vrozené imunity ily na nadory jen slaby vliv, nebazdy chykl targeting a zacileni ataku
na nadorove hiky.

PAMPs jsou molekularni motivy rozpoznavané PRR ptwy na monocytech,
makrofagach, neutrofilecki dendritickych bukach. Jednd se o vysoce konzervované a
Zivotré dulezité molekuly mikrofh, které u vySSich organigmnenajdeme. Pro ¢innost
terapie je dlezité to, aby motivy (agonisté) byly exprimovany povrchu targetové kky.
Momental se nabizejitt cesty. Bylo by moZnéips onkolytické viry vnést do nadorovych
burgk gen pro agonisty. Pak by se ale ¢e$tuselo pomoci signalnich sekvenci zajistit, aby
byl motiv vynesen na povrch bky. Druha cesta vede takéeg onkolytické viry, které by
vSak tentokrat nesly gen pro avidin (Walker et H996),¢i streptavidin. Na & se specificky
vaze biotin, ktery by nesl motiv. Tato prace seyxabtieti skupinou, coZ je moznost vazat
agonistu na nosj ktery bude interagovat pokud mozno specifickjadarovymi bukami.
Tim by mohl byt poly-L-lysin, ktery se diky vyrazmé kladnému néboji vaze na zZna
zaporny naboj nadorovych btkn(Mehrishi, 1969).

PRR receptory je moznégld do tfi skupin: sekretované, signalni a fagocytarni.
Sekretované PRRastupuje nap CRP, ktery se vaze nazné molekularni motivygimz
spousti komplementovou kaskadu, opsonizaci a napérfsgocytoze. Druhym vyznamnym
zastupcem je MBL (mannose-binding lectin), jenadge na manozove zbytky na povrchu
bakterie¢i hub (spousti lektinovou drahu aktivace kompleragnt

Signalni PRRmaji dilezitou funkci @i spuséni systému vrozené imunity. Plasem
zejména_TLR(Toll-like receptors). Moment&tnje znamo 13 TLR, &které jsou podrobn
prozkoumany, jiné zname jen nedlALR 1, 2, 4, 5, 6 a 10 jsou na povrchu 8ynTLR 3,

7, 8 a 9 jsou vnihi, v membranach endosém(fagolysosom). Nasleduje tabulka s

rozcélenim znamych PAMPs podle vazby na TLR:
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TLR PAMPs

TLR 1 | bakterialni triacyl_lipopeptidy

TLR 2 | peptidoglykan a LTA grampozitivnich bakternizné bakterialni glykot
a lipoproteiny, zymosan (preparat z S. cerevistaabujici beta glukan
beta glukany hub, hostitelsky HSP 70

TLR 3 | viridlni dsRNA

TLR 4 | LPS gramnegativnich bakteriickieré HSP, fibrinogen a fragmenty
hyaluronové kyseliny hostitelskéhéymdu
TLR 5 | bakterialni flagelin

TLR 6 | bakterialni diacyl_lipopeptidy

TLR 7 | viridlni ssRNA, syntetické sldaniny — imidazoquinolin, loxoribin,
bropirimin

TLR 8 | virialni ssSRNA, syntetické sl@eniny

TLR 9 | DNA obsahujici nemetylované sekvence CpGhltdralni DNA

Tab.l Prehled TLR a nadvazanych PAMPs

Navazanim PAMP na PRR vznikne signal, kteryifenpsen do jadra a spusti syntézu
zaretovych cytokiri (IL-1, IL-6, IL-8, IL-12, TNF-alfa). Penosu signalu secastni tizné
adapterové molekuly, n&jstji MyD88.

Druhou skupinou signalnich PRR jsou receptory NQBucleotide-binding
oligomerization domain), které se nachazeji v dgsme. NOD-1 a NOD-2 rozpoznavaji
bakterialni peptidoglykan na z&ktadetekcetznych muramyl dipeptitl

Fagocytarni PRRse nachazeji na povrchu fagocytujicich &urPo navazani daného
agonisty na receptor vznikne signal vedoucinkou k fagocytoze detekovaného

mikroorganismu. Proighled je uvedena tabulka recegtarpro & specifickych agonist

fagocytarni PRR PAMPs

manozovy receptor akumulace terminalnich mandéz

scavengerové (uklidové) receptory LPS, peptidogiykeichoova kyselina

N-formyl-Met receptory N-formyl-methionin

dectin 1 beta glukan

Tab.ll Prehled fagocytarnich PRR a né wazanych PAMPs

Nekteré motivy maji schopnost vazat se na signdbgacytarni receptory.
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Dosavadni pouziti PAMPs v terapii natloprindSi rozporuplné vysledky. Bylo
zZjisténo, Ze intratumotalni aplikace LPS a Zymosanu_Avgrazny terapeuticky efekt nast
gliomu RG-2. Jedna se o maligni nador mozku u Khggo nadorova linie byla subkutann
transplantovana krysam a ¢Hatky pozitivre ovliviiovaly dobu peziti jedindg. Fxi
opakovaném podani bylo dosazeno lepSich vysledlajimavé je ovSem to, Ze LPS u
athymického kmene krys nevykazoval Zadny terapegti€in, coZz naznéuje, Ze dast T-
lymfocyta je nezbytna (Mariani et al., 2007).

DalSich uspcha bylo dosazeno také vdige maligniho gliomu, tentokrat vSak u mysi.
LPS byl aplikovans.c. ai.t. | zde dochazelo ke zpomalertiistu nadoi, s.c. aplikace byla
mére us@EsSna (Chicoine et al., 2001).

V dalSi praci byl mySim aplikovan lidsky karcinofastého steva. Do okoli naddr
byl injikovan flagelin. | zde dochazelo k redukéstu nadoi. Terapie fisobila u nu-nu mysi,
tudiZ nevykazovala zavislost na T-lymfocytech (Reeal., 2008). To je v rozporu se studii
skupiny vySe uvedené (Mariani et al., 2007).

Domnivame se, Ze uvedené vysledky s pouzitim PAMP®ohly byt vyraz# lepsi,
kdyby se dosahlo vazby PAMPs na nadorovigigu

Na urovni vrozené imunity v boji proti rakowirdoSlo nedavno kad zajimavych
pozorovani.. Jedna se o vyzkum profesora ZhendaoCliery zjistil, Ze tento systém nemusi
byt zastavitelny aniip pln¢ probihajici imunosupresi u nadovSe z&alo v roce 1999, kdy
aplikoval mysim kmene BALB/c po 200 000 kkrsarkomu S-180. U jedné z Sestnacti mysi
nedoslo k rozvoji nadoroveho bujeni, proto s kolegyikaci zopakovali a davku sarkomu
dokonce navysili. Ani poté nebyl sarkorfijat. Tato myS dala vzniknout dalSi generaci mysi,
u 40% z nich rezistencergirvavala. Byla zji$&iha dominantni mutace v genu, odiligji
SR/CR (spontaneous regression / cancer resistdyyi nepodlehly Zzadné testované
nadorové linii (sarkomy, melanomy, karcinomy, lymmfg), odtud ozn&ni cancer resistant. .
U mysi starSich nez 4 gsice k rozvoji naddr sice dochazelo, ale poté nastala spontanni
regrese. Bylo zjigho, Ze tato odolnost je dananami vrozené imunity — ip pienosu
mutace na nu-nu mysSi s&idnost nezmensSila. Experimenty byly potvrzenyni vitro.
Leukocyty tchto mysi byly poetre v norne, vytvarely kolem nadorovych bik rozety a
zabijely je, ale biky z normalnich mysi nadorovéiiky ignorovaly (Cui et al., 2003). Tyto
vytecné vysledky byly navic vyzdvihnuty dalSim pokuseNK bunky, makrofagy nebo
neutrofily z SR/CR mysi bylyfeneseny do ,normalnich® mysi s rozvinutym nador@&uo.

nékolika dni byla viditelna nadorova regrese i &ctito jediné! Nasledujici protinadorova
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ochrana pak ukazala natitou spolu@ast ziskané imunity, bez které vSak primarni odgov
funguje. Proti skterym nadorovym liniim nebyl atak veden plnou sikvali nedostaténé
infiltraci SR/CR leukocyty. Ale pofidani difusibilnich faktak jich jiz namigroval na misto
nadoru dostatek a nadorovénky byly také zabity. Zda se, Zze chemoatrakce je&chtb
procesech velmitdezita (Hicks et al., 2006).

Vzhledem k univerzalnosti pouziti jetegmé, Ze zdakladniast mechanismu je
Vv rozpoznani. Vrozena imunita rozpozna u SR/CR majvinu nejizrejSich drulii a z&ne
s ni bojovat. To naziaje, Ze je mozna existence rozpoznatelného zna&lecsigho pro
nadorova bujeni nejengjSich drulii. Mohl by byt detekovandekym TLR reexprimovaného
genu, ktery nebyl dosud objeven.

Z&sadnim fedpokladem pro uspnou l€bu malignich onemoeni by tedy mohlo byt
rozpoznani nadorovych béi vrozenou imunitou. Pragtdnictvim prakticky libovolného
TLR by pres adapterovou molekulu (riapMyD88) vznikl zakladni signal pro akci (Tsan,
2006). Vhodné by bylo tuto iniciaci signalizace pogt i s vazbou motivu, ukazujiciho na
nadorovou bilkku jako na pedmét fagocytozy (agonisty fagocytarnich recepjor

Tato prace zvazuje moznosti navazani agdnBRR vrozené imunity na nadorovou
buiku. Jako agonisty prim vitro ain vivo experimenty byly vybrany LPS (TLR4 agonist) a
peptid z&inajici N-formyl-methioninem. N-formyl-methionin jgrvni aminokyselina, kterou
za&ina proteosyntéza u prokaryontnich orgarisstimuluje chemotaxi a fagocytozu. Dale
jsme pracovali s Zymosanem A. Zymosan A je prdpgfipraveny zeSaccharomyces
cerevisiae obsahuje &nnou sloZzku beta glukan (agonist TLR2 a Dectinu tédy
fagocytarniho receptoru) a mannan (agonist MBL agravého receptoru makrofdg

Co se tge vazebnych princip v pripad LPS jsme se spolehli na jeh#irpzenou
schopnost integrovat se do membran (Carr and Muorrid984). Peptid obsahujici 15
aminokyselin:  N-formyl-methionin-leucin-phenylalan lysin (12x) n&l diky dvanacti
lysinam vyrazny kladny naboj a spoléhali jsme tedy na jetterakci se zapornym nabojem
nadorovych bugk.. JelikoZz je u Zymosanu A beta glukan i mannamawana proteiny,
pokusili jsme se tyto molekuly pomoci glutaraldelhydnavazat kovalentn na
vysokomolekularni polylysin a pouzit tak razmabojovou interakci s nadorovymiitkami.
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2. Cile prace

» Optimalizace proenzymové terapie
» MoZnosti mechanismu proenzymoveé terapie

Po dohod se Skolitelem byly weny dalsi ukoly:
» Moznosti imunoterapie nadorovych onemé&ainna urovni vrozené imunity
» provedeni zakladnich metodologickych studii
» provedeni prvotnich screeningovych pakuspouzitim PAMPs proti
nadofim a to jak na Urovni experimeénin vitro (zavedeni cytotoxického

testu), tak na arovnn vivo experimeni
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3. Material a metody

3.1. Material

3.1.1. Chemikalie

VSeobect bylo pouzivano medium RPMI 1640 s 10% FCS, glutemi,
merkaptoethanolem, a antibiotiky (Sigma Aldricisfatem pufrovany fyziologicky roztok
PBS (Sigma Aldrich) a trypanova mo@igma Aldrich).

Pro proenzymovou terapii byl poudiovinni trypsinogen 14 000 U/mg po aktivaci
(Sigma Aldrich), bovinni alfa-chymotrypsinogen A W8mg po aktivaci (Sigma Aldrich) a alfa-
amylaza z Bacillus sp. 1780 maltézovych jednotek/mg proteinu (Sigma Aldyic
Proenzymova sis nela nasledujici sloZzeni: 0,56 mg trypsinogenu + 0,68
chymotrypsinogenu + 0,4 mg amylazy na 1 ml fyziatkgho roztoku, sterilizace préhla
metodou filtrace (filtr 0,22um).

Pro terapii zalozenou na PAMPs byl pouzit Zymosa(S#yma Aldrich), poly-L-lysin
HCl o Mw 43 600 (Sigma Aldrich), lipopolysachafidPS) zeSalmonella entericaerotype
typhymurium(Sigma-Aldrich), beta glukan (beta -1,3-D glucaSaccharomyces cerevisjae
dar firmy Transfer Point), glutaraldehyd (Sigma-Adtt) a Formyl-Met-Leu-Phe (Lys)12x
(FM), syntetizovany firmou Schafer—N.

Pro izolaci makrofaly byl pouzivan proteose_pepton (Difco).

3.1.2. Laboratorni zvirata a burééné linie

V pokusech byly pouzity samice mySi kmene C57BIG6B4rles River). Z¥ata byla
chovana ve standardnich podminkach veétimei Parazitologického Ustavu Biologického
centra AVCR v Ceskych Budjovicich.

Bunsena linie melanomu B16/F10 (dar od Prdtihové, Mikrobiologicky Ustav AV
CR, Praha) byla kultivovana v médiu RPMI 1640 s 10BCS, glutaminem,
merkaptoethanolem a antibiotiky (Sigma Aldrichinie byla uloZzena v termostatui [87°C v

atmosfée nasycené vodnimi parami a obsahujici 5% oxidigitétio.
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3.2. Metody

3.2.1 Trypsinizace

Médium z falkonek se slije a kultitmi nadobka sefikrat disledr& promyje
dostaténym mnozstvim PBS. Po poslednim sliti $ield 0,5 ml trypsinizéni snesi (0,02 %
trypsin a 0,02% EDTA v PBS) a ihned se vylije (piakonalé odstrami pripadnych zbyti
meédia se sérem). Znovu sélipe 0,5 ml trypsinu a necha trypsinizovat 87°C po dobu 3-5
minut. Trypsinizace se zastavi pomoci média RPMD1€e sérem, iy se sklidi z falkonky

do zkumavky a jsouifpraveny k dalSimu pouziti.

3.2.2 Kontroly Zivotnosti, paiet bunék

K uréeni Zivotnosti a p&tu burgk se uzivala Blrkerova kairka a trypanova madZ
vysledné suspenze se odebereulOsmicha se s 2Ql trypanové motk, ¢imz dosahneme
fedkni 1:1, a naaplikuje se do Birkerovy kimky. U suspenzi s dekavanou vysSi
koncentraci butk se pouzivaldedni 1:10. P¢italo se vzdy dvakrat 2&verai, z cehoz se

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

poset burgk ve 25 polich %edsni * 10* = paset burgk / ml

Zivotnost se fila podle procenta zivych (tedy neobarvenych)diun

3.2.3. Ziskavani makrofag peritonealnim vyplachem

Peritonealni vyplach slouzi k ziskavani &unmunity. Pro migraci makrofagdo
peritonealni dutiny jeféba 3-4 dny fedem intraperitoneatnaplikovat 1 ml 10% roztoku
proteose peptonu. Po uplynuti doby byla mys usphethyletherem a usmrcena cervikalni
dislokaci. Odstranila seike z oblasti icha, ale samotna peritonealni blana musétiaz
neporusena. Vypach byl provfidvychlazenym mediem RPMI 1640 bez séra.

Ziskané biikky bylo nutné uchovavat na ledu pro zakrédnadherence. Byly
promyvany 1x10 minut ve 4°Ciipl70 G. Poté byly spdtany v Burkero¥ komarce a
na‘edny na pozadovanou koncentraci. Kvalita &nmé suspenze byla dovana pomoci

pratokové cytometrie: makrofagy tiity 58%.
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3.2.4. Transplantace melanomu B16-F10

Po trypsinizaci a centrifugaim promyti byly biky melanomu B16-F10
rozsuspendovany v RPMI 1640 bez séra &ispoy. V dok transplantace byly mysSi vesku
pokud neni uvedeno jinak 8-10 tydn Do pedem oholeného mista v pravé zadhsti zad

mySi C57BL/6 bylcs.c.injikovano 0,1 ml bu&né suspenze obsahujici cca 400 00Gkun

3.2.5. MEfeni velikosti nadoni
U transplantovanych nadobyl pozorovan a zaznamenavan jejiéstr Nadory byly
meieny vzdy dvakrat tydh pomoci kaliperu. Z nasienych hodnot se vygdal objem

jednotlivych nadai (Inaba et al., 1986). Byl uzivan vzorec:

V=n/6*A*B?

A je nej&tSi nangreny roznér nadoru & je nejmensi nagiieny roznér nadoru.

3.2.6. Cytotoxicky test

Cytotoxicky test byl proveden pomoci soupravy LIDEAD® Cell-Mediated
Cytotoxicity Kit (L7010) od Molecular Probes.Méfeni bylo provadno na piéitokovém
cytometru FACSCanto Il.

3.2.8. Statistické zpracovani dat
Statistické vyhodnoceni bylo provedeno pomoci Sitae t-testu v programu MS

Excel.

3.2.7. Usp#adani experimenti

3.2.7.1. Porovnéni dinku proenzymoterapie pfi s.c. ai.m. podani
MySim byl transplantovan melanom B16-F10. 20. d@g badory zndtreny kaliperem
a mysi byly podle velikosti naddrovnonerné rozctleny do ti skupin.
e Skupina I: jednou derns.c. 0,1 ml roztoku proenzymové €8i pod koZniftasu za
krkem (3 mysi).
» Skupina Il: jednou dergni.m. 0,1 ml roztoku proenzymové $si do stehenniho svalu
levé zadni kogetiny (3 mysi).

» Skupina lll: neléenéa pozitivni kontrolni skupina (4 mysi).
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3.2.7.2. Dynamika pfibéhu U¢inku terapie

U probihajicich i minulych experimentbyla sledovana vzajemna podobnost
dynamiky ®&inku terapii. Jedna se nejen o terapii melanomu B16{KHNXerstova, 2008;
Maierova, 2010), ale také oclgu sarkomu S-180 (Kaiserova, 2008, 2010).

3.2.7.3. Porovnéni dinku proenzymoterapie pfi i.m. ai.p. podani
MySim 15 tydr starym byl transplantovan melanom B16-F10. 11. loidg nadory
zmeieny kaliperem a mysi byly rovnammé rozcéleny doctyi skupin.
» Skupina I: neléena negativni kontrolni skupina, které nebyl tréargovan melanom
(20 mysi).

o Skupina ll: neléenda pozitivni kontrolni skupina (20 mysi).

e Skupina lll: jednou dertnaplikovanoi.p. cestou 0,1ml proenzymové 8sn (20

mysi).

e Skupina IV: jednou dernaplikovanoi.m. cestou 0,1ml proenzymové &sn (20

mysi).

3.2.7.4. Metabolomick& analyza mé mysi
Vzorky maii mysi z gedchoziho experimentu_(Porovnértinku proenzymoterapie

pii i.m. ai.p. podani)byly ziskavany v 18., 25. a 32. dnu pokusu. Zigkarorky od jeding

byly zakonzervovany roztokem azidu sodného (10maNdinl destilované vody) v
objemovém poréru 10 diti megi + 1dil roztoku azidu a analyzovany v Laboraemalytické
biochemie (Entomolgicky uUstav, Biologické centrunv ACR) pod vedenim RNDr. Petra
Simka, CSc. Objem 30 pl kazdého ze 180 viotkyl primo podroben derivatizaci
ethylchlorformiatem/ethanolem za katalyzy pyridinDerivaty metabolit byly sowasre
extrahovany do chloroformu.

GC/MS analyza

1 pl organické faze byl nadavkovan do GC/MS spekétou Thermo DSQ (plynova
chromatografie + hmotnostni spektrometr) a na kapil kolo VF 5 MS (Agilent)
provedena analyza metabdlit zejména aminokyselin, aniina organickych kyselin

(predevSimdch participujicich v energetickém metabolismu).
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LC/MS analyza

Druhy podil extraktu byl rozpu&t v mobilni fazi a provedeno analyza pozitivnich a
negativnich iont derivati metaboliti ziskanych elektrosprejovou ionizaci, které byly
detekovany hmotnostnim spektrometrem Thermo LTQ. (k@palinova chromatografie)
separace metabalibyla provedena na koléri50 x 2 mm id Synergi (Phenomenex).

Zpracovani dat

Akvizice data byla provedena pomoci SW platform@akbur™ (Thermo), ktera je
souwasti gistrojového vybaveni spektrometiThermo. Zpracovani dat, tj. identifikace
metabolifi, tvorba matice metabalitv nangreni sérii vzork a export matic do tabulkového
procesoru Microsoft ExcBf, bylo realizovdno pomoci SW néstroje Metabolite piter,
vyvinutého na odgleni Analytické biochemie Biologického centra AVR. Statistické
zpracovani ziskanych dat o metabolitech bylo premed pomoci analyzy hlavnich
komponent (PCA, Statgraphics 13.0) a pomoci ortébjnprojekce dat metodou OPLS
programem Simca 13.0¢etne testovani hladin vyznamnosti.

3.2.7.5. Terapie nadoit za pouziti PAMPSs —in vitro

3.2.7.5.1. Zavedeni a optimalizace cytotoxickéhoste

Na cytotoxicky test byl pouzit LIVE/DEAD® Cell-Medied Cytotoxicity Kit (L7010)
od Molecular Probes Tento kit obsahuje zelenou fluoreséenbarvu DiOGg(3) ¢ili DiO,
ktera se vaze na membrany Bki(melanomové hiky B16-F10). Propidium_iodid PI je
fluorescekini barva specifickd pro nukleové kyseliny, ke kiterge ale dostane pouzéep
porusené membrany (mrtvych) akn

Melanomové biiky B16-F10 byly pipraveny (viz kap. 3.2.1 Trypsinizace), gfiéany,
narecny na pozadovanou koncentraci¢ast z nich byla obarvena fluoreséeh barvou
DIOC;4(3). Na 1 ml suspenze melanomovych &uor koncentraci 1 milion buwk/ml byly
pouzity 1izné koncentrace fluoresagm barvy DiO i barvy Pl. R méfeni v pfhitokovém
cytometru se sledovalo mnozstvi bln které byly pistrojem vyhodnoceny jako
nenabarvené, a bék které tzv. peswcuji. Takové biiky mély na sok priliS mnoho
fluorescernich molekul.

Pro zjis€ni procentualniho zastoupeni makrdgfag burééné suspenzi byla pouzita

metoda nifeni na plitokovém cytometru. Makrofagy byly izolovany, promya bylo
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spaiteno mnozstvi buk v suspenzi (viz kap. 3.2.3. Ziskavani makréfggeritonealnim
vyplachem). Byla pouZzita specificka fluores&en protilatka F4/80 (Anti-Mouse F4/80
Antigen PE-Cy7, eBioscience). Do zkumavky bylo déx® milionu bugk v 45 ul bugéné
suspenze, ifdano 5 pl krysiho séra pro vysycerigadnych nespecifickych vazeb na Fc
receptorech a po jedné minubyla pidana protilatka F4/80 v mnoZzstvi 0,2 pl. Naskedn
probkihla inkubace ve téhpo dobu 20 minut. Poté byly do zkumavkijdany 4 ml PBS s
2%FCS, probhla centrifugace (10 minut fip 170g). Slili jsme supernatant, pelet
rozsuspendovali v 0,5 ml PBS s 2% FCS a vzorekingten na plitokovém cytometru.

Pfi zavadni cytotoxického testu jsme stipravili melanomové bitky B16-F10 (viz
kap. 3.2.1. Trypsinizace) a makrofagy (viz kap..R.Ziskavani makrofdgperitonealnim
vyplachem). Melanomoveé kily byly naredny na koncentraci 1 000 000 ki'ml. 1ml této
suspenze byl obarven 5ul DiO a inkubovan 30 miduBp°C. Poté bylo dvakrat provedeno
centrifug&ni promyti v PBS po dobu 10 minutfipl70g. Nasled& byly buiky
rozsuspendovany v 1 ml RPMI 1640 s 10% FCS.

Suspenze obarvenych i neobarvenychékumyly vkladany v mnoZstvi 10‘000 bék
do jednotlivych jamek ve 24 jamkovém paneliktdéré jsme takto ponechali, k jinym byly
pridavany efektorové hiky o koncentraci 100°000 bgk na jamku. Jamky byly néaslegn
doplreny mediem RPMI 1640 s 10% FCS, glutaminem, merlaptmolem a antibiotiky na
1,5 ml a kultiv&ni panel byl vlozen do termostatu s 37°C a atmosférasycenou vodnimi
parami a obsahujici 5% oxidu utitého. Po 24 hodinové inkubaci se z jamek pipetisat
medium do zkumavek (pro &absolutnino mnozstvi bek), jamky byly 3x promyty 1 ml
PBS, iidalo se 300 pul trypsinizai snesi na jamku a hiky byly vioZeny do termostatu. Po
5 minutach byl k bobkdm @idan 1 ml RPMI 1640 s 10% FCS, itky byly dikladns
rozsuspendovany a suspenze byi@gna do pisluSnych zkumavek, které jiz obsahovaly
bunky uvolnéné bez trypsinizace. By ze zkumavek byly centrifugovanyifd50 g po dobu
10 minut, rozsuspendovany v 1 ml RPMI 1640 s 109 RCobarveny barvou propidium
iodide (PI) (LIVE/DEAD Cell-Mediated Cytotoxicity &) v pomeru 1:1 (tj. 200 pl barvy a
200 pl buréné suspenze), ktera byl&igravena rozpushim 20 ul barvy Pl v 1ml PBS.
Takto obarvené hiky byly inkubovany 5 min f 37°C. Takto pipravené vzorky byly poté
zmeieny na piitokovém cytometru BD FACSCanto 1l za nejrychlejSgratoku (3ul/s) a po
dobu 60 vtén. Vysledky byly zaznamenanyetns poitu burek.
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3.2.7.5.2. Sestrojeni kalibréni kiivky pro cytotoxicky test

Pro ugeni p@&tu burgk prochazejicich gitokovym cytometrem (BD FACSCanto II)
byla sestavena kalibtai kiivka. Byly pouzity melanomové liky nazngené fluorescemi
barvou DiO. Na fistroji byly zaznamenany @ty udalosti* gi méfeni burénych suspenzi o
zndmé koncentraci za dané rychlostiitpku mefené kapaliny (3ul/s) a v konstantnim

¢asovém Useku jedné minuty. Z vypenych hodnot byla sestrojena kalibwakiivka.

3.2.7.5.3 Terapie nadai za pouziti LPS a FM —in vitro

Makrofagy byly izolovany (3.2.3. Ziskavani makraiageritonealnim vyplachem) a
bylo owieno jejich procentualni mnozstvi (3.2.7.4.1. Zanédeoptimalizace cytotoxického
testu). Melanomové hiky byly po trypsinizaci rozéleny na ti ¢asti. Kazdy dil obsahoval
5'‘000‘000 burtk B16-F10 v 2 ml RPMI 1640. Prvni dikgdstavoval kontrolni skupinu, k
puvodnimu objemu bylyiidany 2 ml RPMI 1640. K druhému dilu bylyigany 2 ml roztoku
LPS (o koncentraci 1 mg LPS/ml RPMI). Ketimu dilu byly pidany 2 ml roztoku
formylmethioninu F-Met-Leu-Phe (Lys)12 (1 mg FM/RPMI). VSe bylo inkubovéno jednu
hodinu @i 37°C a nasledh4x centrifugé&né promyto vzdy 40 ml RPMI 1640. Po posledni
centrifugaci byl supernatant take slit, ale pel@ttbntokrat jiz rozsuspendovan v RPMI 1640
s 10% FCS.Céast takto pipravenych busk byla obarvena fluoresce&m barvou DiO.
Suspenze obarvenych i neobarvenychékua LPS a FMEi bez nich byly vkladany v
mnoZstvi 10°‘000 buwk do jednotlivych jamek ve 24 jamkovém panelikidré jsme takto
ponechali, k jinym byly idavany efektorové hiky o koncentraci 100‘000 bk na jamku.
Jamky byly nasledh doplrtny mediem RPMI 1640 s 10% FCS, glutaminem,
merkaptoethanolem a antibiotiky na 1,5 ml a kulthiapanel byl vioZzen na 24 hodin do
termostatu s 37°C a atmosférou nasycenou vodnirainpa obsahujici 5% oxidu uéitého.
Nasledujici den byly hiky uvolrény z jednotlivych jamek, zakoncentrovany centriftiga
nazngeny pomoci Pl a z#teny na piitokovém cytometru, jak bylo popsano v kapitole
3.2.7.5.1. Zavedeni a optimalizace cytotoxickélstute
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3.2.7.6. Terapie nado@ za pouziti LPS a beta glukanu +n vivo

MysSim byl transplantovan melanom B16-F10. 14. dgg badory zndieny kaliperem
a mysi byly podle velikosti naddrovnongrné rozctleny doctyi skupin.
e Skupina |: obdeni.t. 0,1 ml roztoku lipopolysacharidu - 3mg/ml fyziologého
roztoku (2 mysi).
e Skupina II: obdeni.t. 0,1 ml roztoku lipopolysacharidu - 3mg/ml fyziologého

roztoku a den#ip.o. 50 pl suspenze beta glukanu — 60 mg/ml vody (8imy
e Skupina lll: dena p.o. 50 pl suspenze beta glukanu, 60 mg/ml vodymy&i).
» Skupina IV: neléena pozitivni kontrolni skupina (2 mysi).

MySim byla I&€ba aplikovana 14.-24.den, poté byly nadory jesiemy. Intratumoralni
podéani probihalo jednou za dva dny, peroralni kaey

3.2.7.7. Terapie nadoii za pouziti volného sonikovaného ZymosanuA a

Zymosanu A vazaného na no&i—in vivo

MySim byl transplantovan melanom B16-F10. 13. d@dg badory zndteny kaliperem
a mysi byly podle velikosti naddrovnonerné rozctleny doctyi skupin.
e Skupina I: ob dva dny.t. 50 pl roztoku sonikovaného Zymosanu A —svazaného
s polylysinem (8 mysi).
» Skupina Il: ob dva dnyt. 50 ul suspenze Zymosanu A (8 mysi).

e Skupina lll: ob dva dnyt. 50 ul polylysinu (8 mysi).
» Skupina IV: ob dva dnyt. 50 pl PBS - neléena pozitivni kontrolni skupina (8 mysi).

MysSim byla I€ba aplikovana 13.-22.den, poté byly nadory je¢fremy. Intratumoralni
podéani probihalo jednou z& dny (po n&ieni).

Priprava terapeutika pro skupinu 1 ml suspenze 32 mg sonikovaného Zymosanu
A/ml PBS + 1 ml roztoku 16 mg polylysinu HClI Mw #80/ml PBS + po kapkach 1 ml
8x10°M glutaraldehydu v PBS, nasledna inkubace 1 hopinG7°C, pak zastaveno 1 ml 0,1

M glycinu.
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Priprava terapeutika pro skupinu Il ml 32 mg sonikovaného Zymosanu A/ml PBS +
2mlPBS +1ml 0,1 M glycinu.

Priprava terapeutika pro skupinu:lll ml PBS + 1 ml roztoku 16 mg polylysinu HCI
Mw 43 600/ml PBS + po kapkach 1 ml 85’1 glutaraldehydu v PBS, nasledna inkubace 1
hodinu i 37°C, pak zastaveno 1 ml 0,1 M glycinu.
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4. Vysledky

4.1. Porovnani ®inku proenzymoterapie pfi s.c. ai.m. podani

Hlavnim sledovanym parametrem tohoto pokusu bylkkast objemu naddr u
jednotlivych mysi kmene C57BL/GMySi byly meéieny vzdy dvakrat tyd) |&cba byla
aplikovana denhi Objemy nadar ve skupinach byly poté k danému dnié&meni
zpramérovany (Obr.1). Je patrné, Ze obaigpby aplikace proenzymové terapie vedly k
viditelnému sniZeniastu nadol oproti kontrole. Mezi.m. a s.c.podanim nebylo sice oproti

kontrolni skupig dosazeno statisticky vyznamného rozdiltigespp je dinnosti.m. podani
evidentrt vyssi.
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Obr.1 Vliv riuznych aplikénich zpisohi proenzymoterapie (s.c. a i.m.) nast nadot:

4.2. Dynamika priabéhu U¢inku terapie

Pfi vyhodnocovéani pokus zabyvajicich se proenzymovou i enzymovou terapiii
v mych experimentech a v experimentech ostatgdiehi nasSi pracovni skupindochazelo
vzdy k podobnému trendu ve vyvojtianosti I&€by (Obr.2). Terapie byla zpatku velmi
(cinna, dochazelo ke zt@ému zpomaleniistu nadoi oproti kontrolam. Po dité dok® vSak
piichazela perioda se slabSim efektetbie Po jejim odezini nastoupila off &inna faze,

ktera se udrzela az do bodu, po jehtgkpieni dochazelo ke ztaé proliferaci naddr. Tato
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dynamika byla pozorovana v experimentech u kale$alferstové (Kalferstova, 2008),
Maierové (Maierova, 2010) a Zivné (Zivna, 201@hém proenzymové terapie melanomu
B16-F10. Graf (Obr.2) znaztuje snizeni istu objemu naddr v porovnani s kontrolni
skupinou, ktera byla vzdy povazovana za zaklady(i€0%). Stejna charakteristikaipghu

Iécby byla nalezena i u proenzymove terapie sarkor8®B(Kaiserova, 2008).

120 +

100 |
|
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60 -

%

40 -

20

days —e—P --0-E

Obr.2 Obecna dynamikacinku pribehu proenzymoveé terapie: P — proenzymova terapie E-

enzymova terapie

Dale jsem si vSimla, Ze obeciyla proenzymoterapie vzdyiangjsi, kdyz byly
pouzity mysi starSi, i kdyZz rozmezi jejich $t&kdy bylo zapoato s experimentech nebylo
piilis Siroké (8-10 tydf). Na zaklad tohoto pozorovani byly v experimentu kolegyn
Kaiserové (Kaiserova, 2010) umyslpouzity starsi mysi.. V deébtransplantace sarkomu S-
180 byly mysi (BALB/c) ve std 18 tydri. Terapie vykazovala rozdilnou dynamiku &lan
daleko vyssi efektivitu (Obr.3). Spojitostku I&eného subjektu a dynamikouchd nas
velmi zaujala, proto byl tento jev zohlesnv dalSi optimalizaci proenzymové terapie (viz
dale).
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Obr.3 Dynamika @inku pribehu terapie sarkomu u mysi s vyzralejSim imunigyistémem

Z imunologického hlediska je iggmé, Ze proenzymova terapie vyzaduje k
plnohodnotné efektiuitlécby zcela vyzraly a pkhfunkéni imunitni systém. Toto tvrzeni bylo
dale podpeeno pozorovanim Kaiserove (Kaiserova, 2010), ka\siCID mysi, tedy mysi bez
ziskané imunity, proenzymoterapie naprosto selh@kerapie tedy nebude vhodna pro
imunologicky nezraléti imunosuprimované mySi subjekty a analogickgjmé ani pro

obdobné lidské pacienty.

4.3. Porovnani &inku proenzymoterapie pfi i.m. ai.p. podani

V tomto optimaliz&nim experimentu byl sledovan vlivaianych zmisohi aplikace
proenzymoterapie na@st objemu naddéru mysi C57BL/6. Pdiili jsme se z pedchozi studie
a v dolg transplantace melanomu B16-F10 byly mysSi $euwl15 tydri. Nadory byly ndfeny
vzdy dvakrat tyds, l1é¢ba byla aplikovana degnObjemy nadar ve skupinach byly poté k
danému dni rreni zpimeérovany (Obr.4). Je patrné, Ze obaigpby aplikace proenzymové
terapie vedly k viditelnému sniZeriistu nadoili. Zpomaleni proliferace é&nych nadar bylo
i vobou zmisobech aplikace proenzyinmoproti kontrolnim statisticky vyznamné (Obr.4).

Aplikace proenzym i.p.se ukazala jako celk®wicinnéjsi.
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Obr.4 Vliv riznych aplik@nich zgisohi proenzymoterapie (i.m. a i.p.) nast nadot:
2*: P <0,01; 3*: P<0,005; 5*: P<0,0005

4.4. Dynamika proenzymoterapie z hlediska metaboloiky

GC/MS analyza ukazala evidentni &y ve sloZzeni m& mezi porovhavanymi
skupinami: zdravé kontroly, mySi s melanomem a nsyBielanomem, &né. Vyznamné
zvySeni hladin metaboiitbylo pozorovano v souladu ggupokladem zejména u kyseliny
mié&né a kyselin participujicich v citratovém cyklu.asticky vyznamné korelace mezi
velikosti nadoru a koncentraci metabioht masi byly pozorovany zejména u organickych
kyselin - jabl€éné, maleinové a citronove.

Analyza hlavnich komponent (PCA) u vyznamrovlivhénych metabolii,
detekovanych technikou LC/MS ukazala ¢egfrazrejSi korelaci mezi nadorovou a kontrolni
skupinou zhruba u 20 metabdlitkorela&ni koeficient F > 1.5). Nejedna se ale &imé
metabolity metabolickych drah a jejich identifikgegxredmttem dalSiho studia.

Pilotni pokusy nam ukazaly, Ze &ny hladin rkterych metabolit (kyselina
citronova, jabléna, maleinova i mk&na) velmi dobe koreluji s velikosti nadar Jelikoz nase

terapie redukuje velikostistu nadoi, doslo i k adekvatnim z&gnam v hladinach metabalit
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4.5. Terapie nadoki za pouziti PAMPs —in vitro

4.5.1. Zavedeni a optimalizace cytotoxického testu

Po vyzkouSenitznych koncentraci fluoresa@imich barev DiO a Pl jsme pro naSe
Gcely meteni navrhli pidavat 5 pl DiOGg(3) misto @vodnich 10 ul k testem stanovenému
objemu buricné suspenze pro inkubadieg noc (1'000°000 butk v 1 ml). PI jsme fidavali
0 objemu 2Qul misto pivodnich 4Qul. Také terminalni inkubace s touto fluorestr@rbarvou
se shizila z 30 minut na pouhych 5.

Po ziskani makrofdig pomoci peritonealniho vyplachu bylo &eno jejich
procentualni zastoupeni. U jednotlivych mySi km@%&BL/6 bylo dosahovano W#nosti
57-59%.

V ramci optimalizace cytotoxického testu byly prdeay kontrolni testy, kde se
sledovala fipadna cytotoxicita makrofégk targetovym bitkam bez jakéhokoli atraktans.
Pomer efektorovych a targetovych béknbyl 10:1 (gevzato od skupiny Dr. Cui — Hicks et al.,
2006), to jest 100 000 efektorovych kr{makrofagy) + 10 000 targe{nadorové biiky) v
1,5 ml RPMI 1640 s 10% FCS, glutaminem, merkaptratlem a antibiotiky v jedné jamce
24 jamkového kultivéniho panelu. Miené skupiny tvilly (Obr.5-8): ¢isté targetové hiky
(T), tagetoveé biiky znaené barvou DIiO (TD), makrofagy (M) a targetovéku znaené
fluorescekini barvou DIO s makrofagy (TDM). V oblasti Q2 a Qdjdeme biiky zna&ené
fluorescekini barvou DiO, v oblastech Q1 a Q2iky nazngené Pl (tedy mrtvé).
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g 2 T 23

A Q1| @2 A @ | @2
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b2 b 25
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Obr.5 Targetové biuky barvené PI
v oblastii PE-Texas Red -A a FITC-A
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Obr.7 Makrofagybarvené Plv oblasti
PE-Texas Red -A a FITC-A

Obr.6 Targetové buaky barvené Pl a DIO
v oblastii P&as Red -A a FITC-A
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Obr.8 Targetové biky barvené Pl a DiO

s makrofagy v oblastiiTekas Red -A a

FITC-A

Z mnozstvi jednotlivych udalosti v danych kvadrahtédyly vypaitany absolutni

pocty burek v oblastech. Nésledujici tabulka (Tab.lll) zoljagzmnozZstvi bk v 1 ml

suspenze u kazdé skupiny v daném kvadrantu.

Ql Q2 Q3 Q4
T 4436 34 34450 434
D 1334 6728 5048 28278
M 15212 133 68955 0
TDM 8423 11910 34678 35128

Tab. |11 Absolutni péty burek danych skupin v jednotlivych kvadrantech ¢gioburek

udavan v 1 ml suspenze)

Z vysledka vyplynulo, Ze 24 hodinova kultivace nadorovych #Humza gFitomnosti

barvy DiO neovliviuje proliferaci targetovych bgh. Dale jsme zjistili, Ze do druhého dne

samovolg zahyne 18% makroféga Ze Bhem kultivace makrofdg s melanomovymi

bunkami bez pitomnosti PAMPs nedochazi k ubytku targetovychdaun

36



4.5.2. Sestrojeni kalibr&ni kiivky pro cytotoxicky test

Pro ugeni p@&tu burgk prochazejicich gitokovym cytometrem (BD FACSCanto II)
byla sestavena kalibfai kiivka. Na gistroji byly zaznamenény gty udalosti* gi mereni
burg¢nych suspenzi o znamé koncentraci ¢engch fluorescemi barvou DIO za nejvyssi
mozné rychlosti pitoku mefené kapaliny (3ul/s) a v konstantnitsasovém udseku jedné
minuty. Z vypa@tenych hodnot byla sestrojena kalibwakiivka, diky které bylo mozné ziskat
absolutni pdet melanomovych buwk (Obr.9). Sestrojenim rovnice kalildrd kiivky se

zabyvala méa kolegynMagdaCechova Cechova, 2010)

kalibra éni kfivka
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Obr.9 Kalibracni kfivka pro cytotoxicky test

4.5.3. Terapie nadoii za pouziti LPS a FM —in vitro

Bunky byly pripraveny podle kapitoly 3.2.7.5.3 Terapie nddpa pouZiti LPS a FM —
in vitro. Bunééné suspenze jednotlivych skupin byly vyjmuty ztikaknich jamek, obarveny
Pl a zngtfeny na piitokovém cytometru. Tentokrat vSak bykest melanomovych bk navic
nazngena LPS nebo FM. Postupovano bylo dle optimalizévaretody 4.5.1. Zavedeni a
optimalizace cytotoxického testu.

U lipopolysacharidu seiedpokladalo, Ze se integruje do membran melanontovyc
burgk (Diks et al., 2001).

F-Met-Leu-Phe (Lys)12 se diky kladnému naboji nysvaze k zaporh nabitému
povrchu nadorovych béh.

Pro inkubaci bugk byla pouzita 24 jamkova de&ta. Pondr efektorovych a
targetovych bugk byl 10:1 (gevzato od skupiny Dr. Cui — Hicks et al., 2006)jetst 100 000
efektorovych bueék (makrofagy) + 10 000 targe{nadorové biky) v 1,5 ml RPMI 1640 s
10% FCS, glutaminem, merkaptoethanolem a antibjotikjedné jamce 24 jamkového
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kultivacniho panelu. Miené skupiny tvily: cisté targetové hiky (T), tagetové biky
znaené barvou DiO (TD), makrofagy (M), targetovénky znaiené fluorescami barvou
DiO s makrofagy (TDM), targetové bky s LPS (TLPS), targetové tky s LPS zn&né
fluorescekini barvou DIO (TLPSD), targetove #iky s FM (TFM), targetové hiky s FM
znaené fluorescaemi barvou DIiO (TFMD), targetove bBlky s LPS zné&né fluorescami
barvou DiO s makrofagy (TLPSDM) a targetovéikyis FM zngené fluorescami barvou
DIO s makrofagy (TFMDM). Vizualni vystupy histogréanjednotlivych skupin uvagi
Obr.10-19. Tab.lV udava absolutni gy burek v danych skupinach. V oblasti Q2 a Q4
najdeme biikky znaené fluorescami barvou DiO, v oblastech Q1 a Q2nky nazngené Pl

(tedy mrtveé).

Q1 Q2 Q3 Q4

T 4126 78 31842 67

TD 639 2997 4848 26215
M 4176 17 66186 2591
TDM 1785 5954 28569 39415
TLPS 4139 39 34220 867
TLPSD | 89 2407 200 16407
TFM 4585 78 37780 39
TFMD 467 2291 1798 14172
TLPSDM | 3382 10864 65062 82532
TFMDM | 4570 7673 65885 61060

Tab. 1V Absolutni péty burek danych skupin v jednotlivych kvadrantech c¢gioburgk

udavan v 1 ml suspenze)
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Obr.10 Targetové biaky barvené Pl
v oblastii PE-Texas Red -A a FITC-A

Obr.11 Targetové biaky barvené Pl a
DiO v oblaBfi-Texas Red -A a FITC-A
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Obr.12 Makrofagybarvené Pl v oblasti
PE-Texas Red -A a FITC-A

Obr.13 Targetoveé biky barvené Pl a
DiO s makrofagy v oll&&Texas
Red -A a FITC-A

Obr.14 Targetove biikky s LPS barvené PI
v oblasti PE-Texas Red -A a FITC-A
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Obr.15 Targetoveé biky s LPS barvené
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Obr.18 Targetové biiky s LPS barvené
Pl a DIO s makrofagy v oblasti PE-Texas

Red-A a FITC-A

Obr.19 Targetové biakky s FM barvené
Pl a Di@akrofagy v oblastii PE-Texas
Red-A a FITC-A

Z histograni je ctividné, Ze vysledky nejsou jednozima citelné, jednotlivé populace

burgk se gekryvaji az splyvaji. festoze po 24 hodinové kultivaci zahynulo pouze Iyebe

6% makrofag, nepodéal se prokazat jejich atak na melanomovéibu s instalovanymi
PAMPSs. Tuto metodu budéeba i nadale dotéovat.
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4.6. Terapie nadofi za pouziti LPS a beta glukanu +n vivo

Tento screeningovy pokus zvazuje pouZiti silnéhdivadPAMP k terapii malignich
onemocgni za gitomnosti elemeiit vrozené imunity. Makrofagy, neutrofily a dendritc
buiky maji na svém povrchu exprimovany PRR recepterg. lipopolysacharid je specificky
TLR4 a scavenger-receptor, pro beta glukan TLRZaimd 1. Pro lepSi cileni terapie byl
lipopolysacharid podavan intratumordlifredpoklddame jeho kotveni do nadorovychdbun
(Carr and Morrison, 1984).

Z grafu (Obr.20) Ize vigt, Ze vSechnyit Ié¢ené skupiny vykazovaly na danouhé
citlivost. Zpatatku terapie ve vSechiipadech snizovala nadorovou proliferaci. U mysi ve
skupirg Ié¢ené pouze perordlnim podavanim beta glukanu ihagiigpuSeni terapie (vSechny
terapie byly ukodeny 24. den) zamly nadory rapidé nafistat, objemo¥ dokonce pedtily
ucinky dokonce petrvavaly i po peruSeni terapie, ipsto nebylo dosazeno statistické
vyznamnosti. Jako zcela nejlepsi se jevi kombinchto dvou latek a cest aplikaci.
Zpomaleni proliferace &&nych nadar v této skupid bylo oproti kontrolni statisticky velmi

vyznamne.
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Obr.20 Vliv lipopolysacharidu a beta glukanu nast velikosti nada¥; Hladiny statisticky
vyznamného rozdilu: 1*: R0,05; 2*: P<0,01; 3*: P<0,005; 4*: P<0,001;
5*: P <0,0005; 6*: P<0,0001

Dynamika jednotlivych terapii - lipopolysacharidoa beta glukanovédBy byla po
dobu podavani terapeutik velmi obdobna (Obr.21)tdP@t identickém nastupucéinu &by
dochéazelo néaslednjen k malym odchylkdm v celkovéiianosti. Tyto d¥ terapie snizily
rychlost nddorovéhaistu pod 40%.
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Obr.21 Dynamika dinku v peibehu terapie pomoci LPS a beta glukanu
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Kombinovana terapie lipopolysacharidu s beta-glekanbyla pimo excelent&
acinna. V 18., 20. a 24. dnu terapie bgbtr nddoit snizen na pouhd 2,47-2,67%! Ale ani ve
22., 26.¢i 28. dnu terapietist nadoi v této skupid negesahl 10% kontrolnich hodnot!

4.7. Terapie nadofi za pouZiti volného sonikovaného ZymosanuA a Zymasu A
vazaného na nosi —in vivo

Nasledujici screeningovy pokus se zabyva mozndefitienéjSiho vyuziti motivu
PAMP Kk terapii malignich onemoémi pomoci vrozené imunity. Zymosan A obsahuje
acinnou sloZzku beta glukan (agonist TLR2 a dectinu al)mannan (agonist MBL a
manozoveho receptoru makrofdgBeta glukan i mannan jsou vazany na proteingicr
jsme se pokusili tyto molekuly pomoci glutaraldelnydnavazat kovalentn na
vysokomolekularni polylysin (za fyziologického pHrazre kladré nabity) a pouzit tak
nabojovou interakci s nadorovymiikami.

MySim v jednotlivych skupinach byladéa aplikovana intratumorain Sonikovany
volny Zymosan A mil na I&bu pouze minimalni vliv, posiné brzy pestal byt dinny.
Sonikovany Zymosan A navazanyep glutaraldehyd na polylysin vykazoval lepSielené
Gcinky, v 16. a 22. dnu pokusu se tato terapie daste uvedené hladiny statistické
vyznamnosti (Obr.22).
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Obr.22 Vliv volného sonikovaného ZymosanuA a ZymosanazAneého na no&ina nist
nadoni: 1*: P <0,05; 4*: P<0,001; 5*: P<0,0005
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Polylysin snizil ést nadoéi oproti kontrole o 70% (Obr.23). Po uk@mi terapie
(22.den pokusu) jeStnasledujici#i dny udrzel svou terapeutickou stabilitu. Yejmé, Ze
vysledky skupiny se Zymosanem A vazanym nadgsiu mezi gsobenim Zymosanu A a
samotného no& a je mozné se domnivat, Ze jsou dany pourmohenim nose —

polylysinu.
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Obr.23 Dynamika «inku v peibehu terapie pomoci volného sonikovaného ZymosanuA
(ZymA), Zymosanu A vazaného na 8i¢8ymA+PL) a samotny na@s{PL)
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5. Diskuze

Prvni experiment prokazal, Ze dosud pouzivana c¢estaplikace proenzymoterapie
je vhodrjSi, nez s.c. Tyto vysledky uUzce koreluji s poznatky o feftdvani proteaz
aplikovanych @iznymi cestami (Kalferstova, 2010). S vysledky Nava Trnky, 2005 je
obtizné provést srovnani, protoze pouzigadi. aplikaci preparatu bez chymotrypsinogenu,
jehoz synergicky &inek prokazala Kaiserova, 2008. Navic pouzity mdugl vhodny pro
sledovani metastaz, nikoli proeteni vlivu na nadorovytst.

Prechodné zriny (€innosti proenzymoterapie dase je obtizné vzhledem k slozitosti
systému interpretovat. Prokdzalo se vSak, Ze u ahogitky plné vyzralych organistin je
acinnost terapie nejen vyrazwyssi, ale také mnohem staldjii a bez vykyu. Optimalizaci
metody sice v tomtoifpact nelze chapat jako dopaeni k prodle¥ v terapii, ale vymezuje
jeji pouzitelnost pro organismy s plnyzralou imunitou (odpovida i poznatk Kaiserova,
2010).

V dalSim experimentu se prokazalo, Zze nejlep&isapem aplikace proenzymové
terapie ja.p. aplikace. Tyto vysledky a@p odpovidaji poznatkm o vstebavani proteaz, které
ucinila Kalferstova, 2010.

Jelikoz se mechanismemigobeni proenzyth na urovni imunologické zabyvala
Kaiserova, 2010, Kalferstova, 2010 a Badea, 2010, rozhodla jsem sdigpet k feSeni
téchto otazek z jiného Ghlu. V Uzké spolupraci s lrabwi analytické biochemie RNDr. Petra
Simka, CSc. byl &inek proezymoterapi#esen na trovni metabolomické. Toto nové prudce
se rozvijejici odétvi prindSi mnoho zajimavych vysleilka nejiznéjSich arovnich, dokaze
napr. prispét k reSeni otdzky nekrézy versus apoptozy (Pyo et @8Rapod. Bylo ziskano
180 000 uddi a v sowasné dob stale probihda jejich zpracovavani. Zatim je mozno
konstatovat, Zze hladiny kyseliny mif& a kyselin participujicich v citratovem cyklu pyl
zvySené a korelovaly s velikosti natlorZvysSeni hladiny kyseliny mé@é odpovida
znalostem o nadorovém metabolismu (Warburgfekt), interpretace zvySenych hladin
kyselin z citratového cyklu je vSak obté&si.

VyrazrgjSi korelace mezi nadorovou a kontrolni skupinolobyosazeno zhruba u
dalSich 20 metabotit(dosud neidentifikovanych). Jestli terapigkteré metabolity ovliiiuje
piimo, bez vztahu k objemu nadoru, budedmttem dalSiho studia, ro¥a tak budeeSena

interpretace ziskanych dat ve vztahu k mechanisiisolgeni proenzymoterapie ¢ime, Ze
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zpracovani vysledk analyz, které zdaleka neni ukeno, finese jedt dalSi poznatky
s pfimou relavanci k ¢ a jejim mechanistm.

In vitro studium vlivu makrofaly na nadorové hiky s instalovanymi PAMPs #&o
predevsim metodologicky vyznam. Byl optimalizovanotgkicky test (nutné Upravy), test
byl kvantifikovan a bylo prokazano, zZe vliv barvemiPAMPs na nadory je zanedbatelny,
systém tedy lze vyuZzit prodfeni vlivu makrofag i jinych burgk vrozené imunity. V naSich
podminkach butna frakce bohata na makrofagy sice cytotoxicky wéwykazala, ale to je
otazkou dalSiho odiovani pro konkrétni aplikace (nalezeni vhodnéssrbud’ pridanych
cytokini, nebo smisi obsazené v zétivém exsudatu apodIn vivo experimenty s LPS a
BG pxinesly informace o jejichisobeni na melanomovéitky. LPS byl dosudlt. aplikovan
v pripact gliomia (Mariani et al.,, 2007; Chicoine et al, 2001). Zaen¢z pasobil tumor
supresivs, ale je teba zdraznit, Ze naS model s nadorom firgzeném prosedi a to
nadorem nesmitnagresivnim a rychle rostoucim (doba mitotickéhklicye kolem 12 hodin)
byl mnohem narinéjSi a z potlaeni jeho #éstu pociujeme uspokojeni. Vysledky s beta
glukanem na melanovém modelu odpovidaji naSim dabdmn zkuSenostem (Kaiserova,
2008, Maierova, 2010). Nejcetjii je vSak zji&tni, Ze LPS a beta glukarigpbi synergicky.
U LPS gedpokladame, Ze se integruje do membran nadordwak a pisobi na TLR-4 a
scavengerové fagocytarni receptory. Beta glukasolpi fes TLR-2 a Dectin 1 acinné
stimuluje makrofagy. V dalSim studiu bude vhodoérpiovat s I€bou bez ohledu na cenu
LPS déle. U LPS sice hrozi nebe&pseptického Soku, ale my jsme s& @osavadnich
experimentech s zadnymi potizemi nesetkali. Vieni spatujeme vtom, Ze se LPS
integruje velmi aktivd do membran (Carr and Morrison, 1984) a tudii.p aplikaci Zistane
navazan v nadoru. Po fagocytarni likvidai@jmeé prestanou byt jeho fragmenty nebespe

Vysledky s pouzitim samotného Zymosanu A odpovida$im zkuSenostemi.s
aplikaci beta glukanu, ktera se u melanomového tnadeazuje jako neusgna (Maierova,
2010; Cechova, 2010). Vifipad Zymosanu A se kro betaglukanproteinu zapojuje i
mannanprotein (mozna aktivace MR makrdfagsérového MBL), efekt vSak nebyl velky.
Pokusili jsme se zeXvat pomoci glutaraldehydu mannanprotein a betaglpfotein
s polylysinem tak, aby vznikly komplex diky pozitivnu naboji byl zachycovan na vyrazn
zapornych povrSich nadorovych ln Vznikaly sice rovdZz polymery samotného
mannanproteinu, betaglukanproteinu a polylysing, izniku Z&doucich kompléxvsak
nemohlo nedojit. Preparat vykazoval sice proti atagmu Zymosanu vyraZnvyssi in,
otazkou vSakustava, zda to nebylo jerisledkem jisobeni pitomnych agregatpolylysinu,

jako tomu bylo v kontrole. Je mozné, Ze velké karplmannan- a betaglukanproteinu (se
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zbytky s€n S. cerevisiadeneni mozné pouze elektrostaticky ukotvit, Ze jpbilis velké a
t¢Zké. Tento experiment vSakipesl nemé& zajimavé zji&ni — velky (&in sitovaného
vysokomolekularniho polylysinu na nadory. Je sin@rao, Ze vysokomolekularni polylysin
na nadorové hiky pasobi (Arnold et al.,, 1979), tato studie vSak sledawpouze uité
brzasni nadorové proliferace. Jak byilovitro zjisténo (Zenka, astni steni), G&in polylysinu
o Mw nad 40 000 na nadorovéiihy je prekvapiv znany. Ukazuje se to jako mozny 8m
dalSiho vyzkumu, nelfgoolylysin se na vysoce zapérnabitych nadorovych kikach i i.t.
vychytava a \un vivo experimentech négobi Zzadné vedlejSicinky ani @i vysokych
koncentracich (Zenka, Ustni&ehi). Navic fisobi povrchow, jeho &inek je vyswtlovan
piremosénim wtSiho membranového Useku (Arnold et al.,, 1979). Banstava idealnim
chemoterapeutikem nezavislym na multi-drug rezistedeho degradai  produkty,
polylysiny o mensSi molekulové vaze jsou zcela ndéko(Arnold et al., 1979), totéz &il in

vitro Zenka, Ustni sdeni.
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6. Souhrn

1/ Byl optimalizovan zfisob aplikace proenzymoterapie. Jako &iejigjSi je i.p. aplikace,

paki.m. a nejhorsi zfisob jes.c.aplikace.
2/ Byl prokéazan pozitivni vliv vyzralé imunity n&idnost proenzymoterapie.

3/ Metabolomicka studie melandna jejich proenzymové terapidipesla zjis&ni korelace
velikosti nadait s hladinami kyseliny miéé a kyselin participujicich v citratovém cyklu.

4/ Byla zavedena, optimalizovana a kvantifikovanatodain vitro studia vlivu bugk

vrozené imunity na nadorovéiiky s pouZzitim pitokového cytometru.

5/ Byl zjis€tn velmi vyrazny vlivi.t. aplikovaného LPS na redukci nadorovéehstu
melanoni.. Tento @&in byl vyrazré zesilen synergickymigobenim perorathaplikovaného

beta glukanu.

6/ Byl studovan vliv.t. aplikovaného sonikovaného Zymosanu A na melanorbaiiéy, a to
volného i vazaného na klatimabity nosi. Experiment ukazal nutnost lepSiho kotveni
Zymosanu A na nadorové iiky. Bylo téz zjiSéno, Ze polylysin fisobi na nadorové hky

velmi &inng a je diskutovana otazka jeho pouziti jako chenapeutika.
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