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Abstrakt

Néadorovd onemocnéni a moznosti jejich terapie patii k jednomu
Z nejdiskutovanéjSich problémti soucCasnosti. Jedna se o jednu z nejvice rozSitenych
civiliza¢nich chorob. Je odhadovano, Ze vngjsi faktory zplsobuji vznik az 75% vSech
nadorovych onemocnéni. Mezi nejvlivnéjsi zevni faktory patii nespravny a hekticky
zivotni styl, obezita, Spatné stravovaci navyky, koufeni, nadmérné uzivani alkoholu,
sexualni chovani a $patné navyky vic¢i preventivnim prohlidkédm a stale se zvySujici vék
populace.

Nejvetsim  problémem je vyskyt malignich nadordi, které jsou casto
diagnostikovany piili§ pozde€, a tudiz se pfistupuje k agresivni terapii, ktera bohuzel
velmi ¢asto nendvratné poskodi zdravi pacienta. Moderni medicina se stale snazi najit
nové sméry v moznostech 1é¢by. Jednim znich je i 1é€ba nadori pomoci cilené
imunoterapie s pouzitim pfirozené se vyskytujicich latek. Hlavnim cilem této bakalarské
prace je popsat a ovefit moznost lécby maligniho melanomu pomoci
formylmethioninovych derivatd. Bakalaiska prace ma c&ast teoretickou, kterd
je zaméfena na popsani problematiky néadorovych onemocnéni, jejich vzniku,
klasifikace se zamé&fenim na koZni nadory, diagnostiky a mozZnosti terapie se zaméfenim
na imunoterapii pomoci vrozené imunity.

V praktické ¢asti je popsana kultivace bunécné linie nadorovych bunék
melanomu B16-F10 pro in vivo pokusy a jejich transplantace syngennim mySim kmene
C57BL/6 od Charles River Laboratories. Buiitky melanomu B16-F10 byly v mnozstvi
400 000/mys transplantovany mys$im, které byly 8 tydnd staré a vazily
18-20 g. Daéle je zde popsana metodika méfeni velikosti nadord a porovnavani jejich
teplot s teplotou téla.

Pii prvnim experimentu jsem dosSla k vysledku, Ze terapie nadoru B16-F10
pomoci nabojové vazaného f-MLF-(K)12 motivu nefunguje, protoze nevyvolava
fagocytarni atak. Pfi druhém experimentu jsem zjistila, Ze terapie nadoru B16-F10
pomoci samotného 3mM f-MLF nefunguje, protoze bez kombinace s LPS nevyvolava

redukci narodd. Ve tfetim pokusu jsem pouzila f-MLF motiv kotveny pomoci



lipofilniho fetézce s kyselinou stearovou v kombinaci s LPS i samostatné. Zde doslo
k témé&f uplné piechodné eliminaci nadord, avSak po ukonéeni terapie témét okamzité
doslo k nadorovému bujeni. Mys$ 1é¢ena touto latkou piezila oproti mySim z kontrolni
skupiny o 52 dni.

Diky experimentim provedenym v bakalaiské praci doslo k vyznamnému
zjisténi, ze kotveni formylmethionionych peptidi na nadorové bunky ma pozitivni

ucinek na zmenseni objemu nadort v UspéSné imunoterapii.

Kli¢ova slova: rakovina, maligni nador, LPS, formylmethioninové derivaty, preziti



Abstract

Cancerous diseases and alternatives of their therapy belong to one of the most
discussed issues of present day. Cancer is one of the most common lifestyle diseases. It
is estimated that external factors cause the origin of 75 % of all cancerous diseases. The
most influential external factors are hectic lifestyle, obesity, wrong eating habits,
smoking, excess of alcohol intake, inappropriate sexual behaviour and negative
approach to preventive check-ups and at last the permanently increasing lifespan of the
population.

The most serious problem is the occurrence of malignant tumors that are
diagnosed so late. Therefore, the aggressive therapy is often the choice of treatment. But
this kind of therapy often irretrievably damage the health of the patient. Modern
medicine tries to find some new ways of cancer therapy. One of them is treatment of
tumors by targeted immunotherapy using the naturally occurring matters.

The main aim of this bachelor thesis is to describe and verify the possibility of
treatment of malignant melanoma by formylmethionin derivates. The bachelor theses
consists of two parts. Theoretical part is focused on describing the issue of cancerous
diseases, tumor formation and classification. It focuses on tumors of skin, their
diagnostics and possibilities of the therapy, especially of the immunotherapy by innate
immunity activation.

In experimental part of thesis is described the cultivation of melanoma cell line
B16-F10 for in vitro experiments and the transplantation of cells into syngeneic mice
strain C57BL/6 from Charles River Laboratories. Melanoma cells B16-F10 in the
number of 400 000 cells were transplanted to 8 weeks old mice, which had a weight of
18 - 20 grams. The methods of measuring tumor size and comparing tumor temperature
versus mouse body temperature is also described.

The result of the first experiment concludes, that therapy of B16--F10 tumor by
f-MLF-(K)12 motif bound by charge do not work, because it does not cause phagocytic
attack. In second experiment it was found out that B16-F10 tumor therapy by 3mM f-
MLF alone does not work, because it does not cause tumor reduction without the LPS in



combination. In the third experiment f-MLF motif was used. It was anchored by
lipophilic chain with stearic acid, it was used alone or in combination with LPS. In this
experiment the complete temporary elimination of tumors occurred, but after therapy
termination the tumor growth appeared almost immediately. The mouse treated by this
compound survive for more than 52 days than control mice.

Due to experiments performed in this bachelor thesis was found out, that
anchoring of formylmethionin peptides to tumor cell have positive effect to decrease of

tumor volume in successful immunotherapy.

Keyword: cancer, malignant tumor, LPS, formylmethionin derivates, survival
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Seznam pouzitych zkratek

PAMPs — (z angl. pathogen-associated molecular patterns) jsou molekulérni struktury
typické pro povrch bunék patogennich (mikro)organismu

PRRs — (z angl. pattern recognition receptors) membranové receptory

TLRs — (z angl. Toll-like receptors) membranové receptory savct

EBV — Epstein-Barrové virus

WHO - (z angl. World Health Organisation) svétova zdravotnicka organizace

CEA —(z angl. carcinoembryonic antigen) karcinoenbryonalni antigen

hCG — (z angl. human chorionic gonadotropin) lidsky chorionovy gonadotropin

PSA — (z angl. prostatic systematic antigen) prostaticky systematicky antigen

MHC — (z angl. major histocompatibility komplex) hlavni histokompatibilni komplex
NK bunky — (z angl. natural killer cells) — pfirozeni zabijeci

DAMPs — (z angl. damage (danger)-associated molecular patterns) - molekuly, které
iniciuji a zaroven udrzuji neinfekéni zanétlivou odpoveéd

CRP — (z angl. c-reactive protein) — C-reaktivni protein

MBL — (z angl. mannose-binding lectin) — manosu vazici lektin

FPRs — (z amgl. formyl-methionin receptors) - formylpeptidové receptory

ATCC — (z angl. American Type Culture Collection)
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Uvod

N 24

Rakovina se V soucasnosti fadi k jednomu Z nejzavaznéjsich
nemocem vSak neni terapie tak u¢innd, jak by se soucasnymi védeckymi pokroky méla
byt. Na viné je i fakt, ze s prodluzujicim se vékem a pohodlim Zivota rapidné stoupa
pocet nadorovych onemocnéni, kterd jsou zplsobeny vnéjSimi faktory, piipadné tyto
faktory ke vzniku rakoviny vyrazné ptispivaji.

Maligni onemocnéni neni v soucasnosti nijak vzacné. V pribéhu Zivota
onemocni malignim nadorem kazdy tieti ¢lovék v Ceské Republice a kazdy Gtvrty na
tuto chorobu zemie. Nehled¢ na to, Ze nemalé procento vylécenych prodéld pozdéji
relaps. Maligni nddory jsou nebezpecné pravé proto, ze ve spousté piipadd jsou
diagnostikovany v pokro¢ilém stadiu, ¢asto jiz nelécitelném.

Klasicka chirurgie a radioterapie na vyfeseni problému v soucasnosti jiz nestaci
a tak véda stidle hledd nové sméry v moznostech 1écby. Jednim znich je 1 lécba
malignich nddorti pomoci imunoterapie. Toto je smeér, kterym se zabyvam ve své
bakalaiské praci a svém vyzkumu. Jednou z moznosti je stimulace vrozené imunity
pomoci molekularnich motivi, které rozpoznavaji specifické struktury vyskytujici se na
urcitych skupinach patogend. Tuto skupinu molekuldrnich motivli oznacujeme jako
PAMPs (pathogen associated molecular partners) a receptory, které jsou schopny
rozpoznavat jako PRRs (pattern recognition receptors). Pomoci ukotveni
formylpeptidovych receptori na PRRs by bylo mozné injikovat v budoucnosti terapii
cileng, bez poskozovani okolni tkdné a organismu.

Cilem mé Dbakalaiské prace je studium vyznamu kotveni raznych
formylmethionionych peptidi na nadorové builky pro uspé€Snou imunoterapii a feSeni

otazky synergie této terapie se soucasnou stimulaci TLR receptori.
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1. Teoreticka ¢ast

1.1. Nadorova onemocnéni

Nédorové onemocnéni jsou soubornym ndzvem pro velkou riznorodou skupinou
onemocnéni, pii kterém dochazi k netypickému déleni bunék urcitého typu tkané
(Siegel a kol. 2013). Nartst téchto onemocnéni kazdym rokem rapidné nabyva, a to jak
v Ceské Republice, tak i ve svété (Zame¢nik 2002). Maligni onemocnéni neni
V soucasnosti nijak vzacné. V pribéhu zZivota onemocni malignim nddorem kazdy teti
&lovék v CR a kazdy &tvrty na tuto chorobu zemie. Od roku 1976 jsou v CR zhoubné
novotvary a novotvary in situ povinné hlaseny do Narodniho onkologického registru.
V roce 2005 bylo do Narodniho onkologického registru CR nové nahlaseno celkem
71 449 novych piipadi zhoubnych novotvarii a novotvari in situ (Uzis 2007). V roce
2009 to bylo 78 846 piipadt (Uzis 2012) a v roce 2011 83 581 piipadi. (Uzis 2014).

Nejvétsim problémovym typem nadorovych onemocnéni jsou zhoubné novotvary
(Fidler 1990), které velmi Casto metastazuji (Pecorino 2012). Ackoliv za nékolik
poslednich let vyzkum, chirurgické oSetfeni a uc¢innost preparati pro 1é€bu zhoubnych
novotvari stoupd, stdle se u spousty druhli rakoviny nedafi najit G¢inné lécebné

postupy, které by zaroven byly Setrné a neinvazivni.

1.1.1. Pt¥i¢ina a vznik nadorovych onemocnéni
Faktory vyvolavajici narodové bujeni délime na dvé skupiny, faktory zevni

a faktory vnitini (Adam 2004).

Je odhadovano, ze celkové vnéjsi faktory zplsobuji vznik 75% (dle nékterych
studii az 87%) vSech nadorovych onemocnéni (Montesano 2001, Heath 2001).
(Viz Tab.l)
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Mezi nejvlivnéjsi specifické zevni faktory patii uzivani tabadkovych vyrobkd,
obezita a sni spojené stravovaci navyky a reprodukéni faktory (sexudlni chovani)
(Heath 2001). Dale k malignimu bujeni dochazi diky biologickym (virova onemocnéni
— hepatitidy, EBV), chemickym (vliv karcinogennich latek — benzen, azbest,
isopropanol, formaldehyd, dioxiny) a fyzikalnim ¢initelim (ionizujici a UV zafeni)
(Klener a kol. 1996).

Tab.I: Podil nadorové mortality, piisuzovany vlivu specifickych faktord dle

riznych prament.

Faktor Podil jednotlivych zevnich pficin na nddorové mortalité
(%)
Montesano, 2011 Doll, 1981 Heath, 2001
Iékarské procedury 1 0,5-3 1
tabak 30 25-40 0,2-5
strava a vyZiva, v€etné obezity 35 10-70 25-40
alkohol 5 2-4 20-60
nizka pohybova aktivita 5 nehodnoceno 2-4
infekce 5 1-20 nehodnoceno
profesiondlni expozice 35 2-8 2-8
reprodukéni faktory (sexualni 3 1-13 nehodnoceno
chovani)
ionizujici UV zafeni 2 nehodnoceno 1-13
znecisténi Zivotniho prostredi 2 1-5 1-5
geografické vlivy nehodnoceno 2-4 nehodnoceno
pfirodni fyzikalni vlivy nehodnoceno nehodnoceno 2-4
potravinarska aditiva nehodnoceno nehodnoceno 0,2-5

Faktory wvnitfni, genetického pivodu, tvoii 20-30% vSech nadorovych
onemocnéni. Kazdé nadorové bujeni je zptisobeno zménami na genetické urovni, V.CR
je rocné diagnostikovano vice jak 40000 novych pacienti. 5-10% nadoru
je hereditalniho ptivodu. Podstatou zvysené predispozice Kk tvorbé nadorit je mutace
alely urcitého genu, které poSkozuji jeji spravnou funkci. Pro normalni funkci bunky
béhem déleni jsou duilezité tyto geny, které ovliviiuji bunéény cyklus a opravy chyb
DNA, jednd se o protoonkogeny, nadorové supresorové geny a DNA reparacni geny.

Mutace v téchto genech zplsobuji bujeni sporadickych i dédi€nych forem nadorovych

13



onemocnéni. Vznik nddorového bujeni je mnohastupiiovity proces kumulace mutac¢nich
zmén gent (Adam 2002).

V pribéhu vyvoje zhoubnych novotvari dochdzi ke vzniku dalSich mutaci
a metastazovani, coz je divodem, pro¢ se nador chova ke konci Zivota pacienta

agresivnéji a pro¢ Casto nereaguje na lécbu.

1.1.2. Zakladni Klasifikace nadort a jeji terminologie
Nédory Ize délit z n¢kolika raznych hledisek. Jednim z nich je déleni na nadory

nepravé a pravé. Nepravy nador je mistné ohraniCené zvétSeni objemu tkanovych
struktur s ristem mimo hranice tkané, ve které vznikl a se sklonem k $ifeni do okoli.
Je zjistitelny makroskopicky a patii mezi né¢ né€ktera patogenicky rtuznoroda zdufeni
vyvolané otokem ¢i zanétem, poruchy embryonalniho vyvoje ¢i cysty (Rejthar 2002).

Pravy nador délime na nadory maligni (zhoubné) a benigni (nezhoubné). Benigni
nadory nemaji bunéény povrch oproti jinym proliferacnim buitkam vyrazné¢ pozménén,
a proto je jejich rust spiSe expanzivni, bez vétsiho poruseni okolnich tkanovych struktur.
Casto jsou lokaln& ohrani¢ené, a na okoli ptisobi vétsinou tlakem. Maligni nadory
rostou vici okolni tkani agresivné a invazivné a jsou schopny metastazovani. Jsou
nepfesné¢ ohrani¢ené a chirurgicky obtizn€ odstranitelné. Zmény na povrchu bunék
zpusobuji, ze je pro imunitni systém obtizné tyto builky samovolné odstranit
z organismu (Sttitesky 2001).

Z histologického hlediska je platna klasifikace nadort dle Vichrova na 5 zakladnich

kategorii, které v soucasnosti vyuziva WHO.

e epitelové

e mezenchymové

e hematopoetické

e néadory s viceliniovou proliferaci (zarode¢né nadory, teratomy)

¢ neklasifikované nadory a zvlastni formy (Adam 2004)
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1.1.3. KoZni nadory

Kozni nadory patifi mezi jedny z nejcastéjSich nadord vibec a jejich incidence
stoupa navzdory tomu, ze jim lze vhodnou prevenci piedchazet. Vzdyt kde jinde
miizete zpozorovat zménu tkdn€ pouhym okem?

Cela fada koznich nadort patii k benignim, které jsou snadno chirurgicky
odstranitelné a neohrozuji lidsky zivot. Obvykle rostou pomalu, jsou ohrani¢ené, oproti
okoli i spodiné jsou pohyblivé, nerozpadavaji se, nemetastazuji. V histologické stavbé
se prili§ nelisi od puvodni tkané. Nekteré nadory jsou biologickou povahou maligni,
a v€asna diagnoza Vv téchto pripadech hraje klicovou roli. Pfesnou diagnézu povahy
nadoru lze stanovit pouze histologickym vysettenim. Maligni n&dory rostou rychleji,
metastazuji, n€kdy krvaceji. Histologickd stavba se vyrazné méni od plivodni tkané
(Krajsova 2000).

Mezi nejCastéjsi maligni kozni nadory patii bazoceluldrni a spinocelularni
karcinom.

VCR bylo vroce 1989 nahlaseno 7 039 zhoubnych novotvari kiize.
V roce 1998 11 081. V roce 2008 97 554 a cisla stéle rostou.

1.1.3.1. Melanom a jeho diagnostika
Maligni melanom tvofi asi jen 4% vSech koznich nadord, ale zpisobuje

2/3 amrti na kozni nadory (Bandarchi a kol. 2010).

Maligni melanom je neuroektodermalni nador, vznikajici z melanocytu
(Clarc a kol. 1969). Muze tedy vzniknout v kterékoli tk&ni, nejcastéji se vSak vyskytuje
na ktzi, dale mize vzniknout v oku a vzacné na sliznici. U velké Casti piipadi se
bohuzel objevi metastazy Vv lymfatickych uzlindch bez nalezu primérniho loziska na
kazi (Hercogovéa 2007).

KoZni maligni melanom se stdva kosmopolitnim problémem. V soucasné dobé
se jedna o typ nadoru s nejrychlej$im vzestupem incidence. Velky podil na tomto ma
stale se zvySujici zaliba ve slunéni béhem letnich mésict. Incidence melanomu je
zavisla na geografické poloze a typu kize obyvatel. Mezi nejrizikovéjsi skupiny patii

cey

bélosi severniho typu Zijici v zemich s intenzivnim slune¢nim svitem, tj. Novy Z¢éland,
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USA a Australie. V posledni dobé se pfipojuje i severni Evropa. Napt. v USA je
incidence 30-50/100 000 (Adam 2002).

Z hlediska vcasné diagnostiky mezi ohrozené osoby tedy patii jedinci starsi
20 let (preventivni vySetfeni kazdé 3 roky) a osoby ve veéku 40 let (preventivni vysetieni
kazdy rok) bilé rasy, svétlé pleti a osoby, které si jsou védomi piitomnosti
pigmentovych lozisek (dysplastické a atypické névy) (Fakan 2005). Screening koznich
nadort celého pacientova téla trva pouze 3-5 minut, presto jej v soucasnosti vyuziva jen
minimum pacientt.

Mezi znaky ¢asného ristu melanomu patii zména barvy, zména velikosti, zména

povrchu, asymetrie a zména povrchu na kizi (Krajsova 2000).

1.1.3.2 Melanom B16-F10
Melanom B16-F10 je jednim ze ¢ty podtypti mysSi melanomové linie B16

(B16-F10, B16-F0, B16-F1, B16-BL6) (Nakamura a kol. 2002).
Tato linie byla roku 1983 schvélena Narodnim institutem pro rakovinu
v Marylandu, USA (Teleher a kol. 2002).

Pro pokus jsme pouzili bunéénou mysi linii typu B16-F10 pro svoji vlastnost
agresivni invaze do okolnich tkani a vysoké schopnosti metastazovani, predevs§im do
plic (Bataille 2000, Nakamuraa kol. 2002). Tento typ melanomu je velice dobie
transplantovatelny do syngennich mysi, exprimuje jen malé mnozstvi MHC I molekul
(Overwijk a kol. 2001).

1.2 Lécba nadorovych onemocnéni a jejich diagnostika

1.2.1 Primarni diagnostika
Primarni diagnostika vZdy zacina u obvodniho 1ékate. Pokud ma 1ékat podezieni
na onkologicky problém, provede potiebné krevni testy a pacienta posSle na

specializované vySetieni (Adam 2002). Mezi né patii rentgen, magnetickd rezonance,
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ultrazvuk, endoskopie ¢i pocitacova tomografie. Pacientovi je poté odebran biopticky

vzorek a pomoci histologického vySetieni se urci pfesna povaha nadoru (Adam 2004).

1.2.2 Laboratorni diagnostika

Pro co nejpiesnéjsi stanoveni diagnostického 1écebného postupu je tieba urcit
zavaznost a typ onemocnéni. Toho se dosahuje laboratorné stanovenim nadorovych

markerd a nddorovych antigen.

1.2.2.1 Nadorové markery
Nadorové markery jsou definovany jako latky, které jsou produkovany piimo

nadorovymi buikami nebo jsou synteticky indukovany v normalnich bunikach za
pfitomnosti nddorovych bunék. Nejcastéji se identifikuji v plazmé, ale mohou byt i na
povrchu nadorovych bunék ¢i se jednd o cytoplazmatické nebo jaderné struktury
nadorovych bunck. Diky hladin€ nadorovych markerti 1ze urcit rozsah a zavaZnost
nadorového onemocnéni. (Zima 2008)

Tumorové markery Ize stanovit hlavné specifickymi monoklonalnimi
protilatkami ¢i zobrazovacimi technikami. Samotné nadorové markery pro svou
specifitu v soucasnosti neslouzi k prevenci, ale spise ke sledovani pribéhu onemocnéni.

Viz Tab.ll.

Tab.ll: Pfehled vybranych nadorovych markert (Krejsek 2004)

nadorovy marker vyskyt

CEA karcinoembryonalni antigen karcinomy plic, mlé¢né zlazy, prsu, zazivaciho
traktu

hCG lidsky choriovy gonadotropin tumory ze zarodeénych bunck, tumory
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trofoblastu

AFP alfa — 1-fetoprotein hepatocelularni karcinom, nadory embrya
CA 125 karcinom ovarii

CA 19-9 tumor pankreatu

CAT72-4 rakovina Zaludku, karcinom zaludku

CA 15-3 karcinom prsu

PSA prostaticky specificky antigen karcinom prostaty

KALCITONIN tumor §titné Zlazy

Indikace k vyseteni markeru

Vzhledem Kk tomu, Ze vSechny markery s vyjimkou PSA jsou v ¢asném stadiu
malignich chorob malo senzitivni a specifické, nejsou indikovany s vyjimkou PSA
Kk preventivnim vySetfenim zdravych lidi.

Nadorové makrery jsou ale velkymi pomocniky pti kontrole rizikovych skupin
pacientt. Napf. u pacienta s chronickym onemocnénim jater, u n€hoz je pravdépodobny
vznik primarniho hematomu lze vySetfit alfa fetoprotein. U pacienta s bolesti epigastria
a hubnutim je vhodné vysetfit CA 19-9, nebot’ symptomy budi podezieni na karcinom
pankreatu. (Adam 2002)

Ke zjisténi lokalizace nadoru jsou cirkulujici nddorové markery nevhodné,
protoZe nejsou specifické pro organ, kde nador vznikl.

Zasadni indikaci nadorovych markeri je kontrola pacienti po 1€Cbé.
Pii opakovanych vySetfeni nddorovych markerli, je mozno rozeznat ve vice nez 50%
relaps, a to v priméru o 6 mésict diive, nez za pouziti pouze zobrazovacich metod.

(Zédmecnik 2002)

1.2.2.2 Nadorove antigeny
Nadorové antigeny délime na antigeny specifické pro nadory (TSA) a antigeny

asociovane s nadory (TAA).

18




Do TSA patii proteiny, které se na normalnich bunkach nevyskytuji, tedy vyskytuji

se pouze na nddorovych bunkach.

komplexy MHC | s abnormalnimi fragmenty buné¢nych proteini (produkty
chemicky indukovanych nadort)
komplexy MHC s fragmenty proteinti onkogennich vira

abnormalni formy glykoproteint (sialylace povrchovych proteini nadorovych

bunck je odlisnd od normdlnich bun¢k) (Hotejsi 2009, Krejsek 2004)

Do TAA patfi proteiny, které se ptirozen¢ vyskytuji i na normalnich bunkéch.

onkofetdlni antigeny pfitomné v normdalnich embryonalnich buikach
(AFP, CEA)

melanomové antigeny

antigen HER2/neu — receptor rastového faktoru epitelialnich bunék

PSA — prostaticky specificky antigen

diferenciacni antigeny leukemickych bunék (Hotejsi 2009, Krejsek 2004)

1.2.3 Lécba nadorovych onemocnéni

Léceni naddorovych onemocnéni znamend pro pacienta oproti jinym chorobam

velkou psychickou a fyzickou zatéz. Je tedy nezbytné stanovit co nejpiesnéjsi

diagnostiku a terapeuticky plan. Obecné plati, Ze ¢im diive se nador objevi, tim vétsi mé

pacient Sanci na vyléCeni (Zamecnik 2002).

Chirurgicka terapie

V samotnych pocatcich byla chirurgie jedinou moZnosti 1écby. V soucasnosti se

pouziva hlavné k odstranéni primarnich a jasné ohrani¢enych nadort bez ohledu na

jejich stadium (Glass a kol. 1985).

19



Vyhodou je, Ze se velmi Casto povede odstranit cely nédor, avsak ne vSechny
nadory jsou chirurgicky odstranit. V sou¢asnosti se vyuziva kombinované 1é¢by, kdy se
nador pomoci chemoterapie ¢i radioterapie zmensi a teprve potom se odstrani (Adam

2004).

Chemoterapie
Principem chemoterapie je nitrozilni podavani latek, které naruSuji ¢i inhibuji

buné&éné déleni — cytostatika. Zde se vyuziva hlavné toho, Ze normalni buiky maji
oproti nddorovym buiikdm rychlejsi cyklus regenerace, a tedy zdrava tkan se
zregeneruje diive nez tkan nadorova. Problémem je, Zze buiiky jsou v ramci mitotického
cyklu vnimavé k t¢émto latkam predevsim v syntetické periodé a pii vlastni mitoze.
Citlivost ve fazi klidové (G0) a ve fazich presyntetické (G1) a postsyntetické (G2) je
vyrazn€ niz$i. Takto ,,schované* buiiky chemoterapii pteziji a pozd¢ji daji zaklad pro
dalsi rast nadord. DalSim problémem je fakt, Ze cytostatika jsou pro zdravé buiky stejné

toxické jako pro bunky nadorové (Klener a kol. 1996).

Radioterapie

Radioterapie vyuziva k 1é€bé zejména fotonové zéateni a elektronové zafeni.
Ionizujici zatfeni pfi prachodu latkovym prosttedim piedava svou energii molekulam,
které ionizuje a excituje. Pokud tento proces probiha v citlivych objemech DNA, mutze
dojit k zavaznému biologickému poSkozeni bunék, které je pii dostate¢né davce letalni.
Jedna se o tzv. determinacni UCinky zafeni, kterych muize byt vyuzito k destrukci
zhoubné tkané¢ (Zima 2008). Radioterapie je kompromisem mezi davkou nezbytnou
k vylé&eni nddoru a davkou vedouci k poskozeni zdravych tkani. Cim je rozmezi mezi
témito ukazateli vétsi, tim je vétSi Sance na vyléCeni tumoru bez poskozeni zdravé
tkdn€. V soucasnosti jsou hledany riizné cesty k rozsiteni terapeutického rozmezi, teda
zvysit radiosenzitivitu tumoru a snizit radiosenzitivitu zdravych tk&ni (Jurga 2000).

Radioterapie se vyuzivd predevSsim u nadort v pocateénim stadiu ¢i
u zbytkovych nadori. Casto se pouziva v kombinaci s chirurgickou terapii, kdy se pied

operaci nador cilené ozafuje, aby se zmenSil. Pfi radioterapii bohuzel ¢asto dochazi
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k poskozeni zdravé tkané ¢i vzniku nového nadoru pravé z divodu poskozeni zdravé
tkan¢ (Zamecnik 2002) ( Sebag-Montefiore a kol. 2009).

Komplikace spojené s radioterapii mohou zpusobit i smrt pacienta, podobné jako
je to pfi chemoterapii ¢i pfi chirurgickém zakroku. Nejvice uzivanou metodou ke
zvySeni uéinku radioterapie je kombinace s chemoterapii. Mechanismus potenciace je
komplexni, nejspiSe dochazi k inhibici reparace radiatniho poskozeni DNA.
Chemoterapie prokazala vyssi GCinek oproti samotné radioterapii, ale 1 intenzivnéjsi

nezadouci u¢inky (Adam 2004) (Jurga 2000).

Bioterapie

Bioterapie je pomérné¢ mladym védnim oborem, ktery se vydava cestou cilené
1é¢by bez vaznéjsich vedlejsich ucinki.

Dilezitou soucasti bioterapie je imunoterapie, ta predstavuje 1é¢ebny postup
zalozeny na indukci protinddorové imunity nebo k vyuziti imunitnich mechanismu
K cilenému sméfovani ucinné latky do mista nadoru bez poskozeni okolni zdravé tkané
(Krejsova 2009).

Dal$im typem lécby je hormonalni terapie. Té se vyuZziva hlavné pii 1écbé
karcinomu prsu, prostaty ¢i vajenikli. Dale do této oblasti patii genova terapie, ktera
vSak v soucasnosti neni béZnou soucasti klinické praxe a spiSe vyvolava vice otazek nez
odpovédi (Jurga 2000).

Pfitomnost hormont je dtlezitd pro rast tzv. hormon-senzitivnich nadort.
Nejvyraznéjsi je tato zavislost na hormonech u karcinomu prsu a karcinomu prostaty.
Z toho plyne snaha zamezit proliferaci téchto hormon-senzitivnich nadorovych bunék
potlacenim fyziologické produkce téchto hormont v téle, nebo zablokovanim navazani
téchto hormont na jejich receptory (Krejsek 2009).

Mira potitebné odpovédi a pocet dosazenych remisi zavisi hlavné na mnoZstvi
hormondlnich receptori exprimovanych nadorovou buitkou, méné jiz na form¢ pouzité
1é¢by. V piipadé karcinomu prsu tedy na poctu estrogenovych a progesteronovych

receptort v malignich buiikach a také na véku a piipadné menopauze (Adam 2004).
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Bioterapie zahrnuje podavani takovych molekul, které jsou télu vlastni a které
jsou pro farmakologickou aplikaci pfipravovany rekombinacni technologii. To
znamena, ze dojde ke vloZeni pfislusné genetické informace z lidského genomu do
bakterii nebo bunécnych kultur, které pak ve své zvysené mitre produkuji pozadovanou
latku. Avsak tento proces neni zatim je$té dobie znam (Jurga 2000).

V soucasné¢ dob¢ zaziva boom bioterapie pomoci monoklonalnich protilatek.
Lécebné pouzivané monoklonalni protilatky jsou cilené proti nékterému antigenu,
typickému pro maligni bunku. Jsou obvykle chimérického ptvodu, variabilni ¢ast
zameétena proti antigenni determinanté je obvykle mysiho ptivodu a zbytek molekuly je

puvodu huménniho, coz zamezuje vzniku reakce proti cizi bilkovin¢ (Adam 2002).

Paliativni medicina
Nedilnou soucésti 1écby nadorovych onemocnéni je odvétvi paliativni mediciny.

Pod pojmem paliativni medicina, se rozumi aktivni komplexni pé¢e o pacienty, jejichz
onemocnéni nereaguje na kurativni 1é¢bu. Tento termin ma velmi blizko k terminu
podptrna péce. Ta usiluje o co nejkvalitnéjsi zivot pacienta a jeho blizkych v prubéhu
onkologického 1éceni. Podpurna lécba tedy neni zamétena na likvidaci nadorovych
bun¢k, ale na zmirnéni obtizi vyvolanych bud piimo nadorem, nebo aplikovanou
1é€bou. Cilem této paliativni 1€€by je prodlouzeni pieziti a mirnéni €1 prevence
nékterych symptomti vyvolanych nadorem (Jurga 2000). Vramci komplexni
onkologické 1é€by se postupy protinadorové a podpiirné 1é€by vzajemné doplituji. | ve
velmi pokrocilych ¢i termindlnich stadiich nddorovych onemocnénich mohou nékteré
postupy paliativni protinadorové 1é¢by vyrazné zlepsit kvalitu zivota pacientd (Adam
2002).

V soucasné dobé 50 % pacientd, u nichZz je zhoubny nador diagnostikovan, na
néj také zemrte. Na rozdil od kardiovaskularnich chorob jsou spojeny vétSinou s delSim
umiranim. Pokud neni onemocnéni vylécitelné radikaln€, poskytujeme nemocnému
paliativni onkologickou 1é¢bu, jejimz cilem je maximalni prodlouZeni jeho Zivota v co
nejlepsi kvalité. Pokud vSak onkologicka 1écba jiz nemlze plnit tyto cile, je teba ji

opustit a nezatéZzovat pacienta zbyte¢nymi nezaddoucimi ucinky. Nastava pak obdobi,
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kdy bychom méli nemocnému poskytovat nejlepsi podptrnou 1écbu (best supportive
care) a uleh¢it mu jeho umirani. Optimalni model 1é¢by je pravdépodobné integrovana
paliativni péce, ve které postupné ustupujeme od 1écby zamétené na ovlivnéni nadoru

(kauzélni) a akcentujeme 1é¢bu podpurnou (Kalvach 2010).

Cilem péce v termindlni fazi nadorového onemocnéni je:
e zmirnit bolest a dalsi télesné a dusevni obtize (symptomaticka 1écba)
e zachovat pacientovu dastojnost

e poskytnout podporu jeho blizkym

Pacient v termindlni fazi nadorového onemocnéni stoji pifed obtiznym ukolem
vyrovnat se s blizicim se koncem zivota. Tento aspekt si vétSina zdravotnikil i
ptibuznych v zasadé¢ uvédomuje a chape. DalS§im zdrojem obav a uzkosti pacientl je
vSak také strach ze zcela konkrétnich obtizi, které mohou posledni obdobi Zivota
provazet. Jsou to obtize télesné (predevsim bolest a mnoho dalSich), dusevni (uzkost,
deprese), ale také socialni — strach z osaméni, izolace (,,socialni smrt*), a velmi ¢asto
také obavy ze ztraty distojnosti. Naléhavost téchto obav si zdravi laici, ale mnohdy ani
zdravotnici, v plné¢ mife neuvédomuji. Pro pacienty je nesmirn¢ dulezité, aby 1ékat po
téchto (mnohdy nevyslovenych) obavach pacientii patral a aby opakované poskytl
ujiSténi, ze vétSinu obtizi lze ucinné zmirnit. Je tfeba aktivné piekondvat izolaci
umirajicich nemocnych. Vzhledem k nelécitelnosti jejich onemocnéni mohou tito
pacienti stat trochu stranou hlavniho zajmu 1ékai, jejich kognitivni funkce jsou Gasto
naruseny postupem nemoci, coZ ovlivituje negativn¢ kontakt s oSetfujicim personalem i
ptibuznymi

V pojeti péce 0 nemocné lidi se prolinaji dva ptistupy:

pfistup humanisticky

e usiluje o optimalni péci a podporu pacientii a jejich rodin
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e vychazi z védomi celkového utrpeni pacientdi, nékterych specifickych potieb
a ohrozeni umirajicich lidi 1 jejich rodin a také z védomi neuspokojivosti
bézného nemocni¢niho umirani

e usiluje o smysluplnost zbyvajiciho ¢asu

pristup fiskalni

e usilyje o stabilitu vefejnych rozpocta véetne zdravotni péce a o jeji zlevnéni

e usiluje o snizeni neucelnych nakladti na marnou 1éébu v poslednich mésicich
Zivota

e vychdzi z védomi, Ze nejvyssi ndklady na zdravotni péci se obvykle vynakladaji

v poslednim roce pacientova zivota — zdanlivé tedy marné (Kalvach 2010)

Jako celd medicina ma i paliativni péce své prvky formalizované, jakési milniky,
a prvky variabilni, reagujici na konkrétni situace a udalosti, reflektujici pfani a chovani
pacientil i zvyklosti zdravotnikti. Oba spoluvytvareji dobrou klinickou praxi a kvalitu

péce.
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1.3 Vrozena imunita

Vrozena (pfirozena imunita) je fylogeneticky nejstar$i soucasti imunity. Jejim
pivodem byly bunétné elementy, které¢ byly schopné pohlcovat a usmrcovat
mikroorganismy. Dalsi znakem je fakt, buiiky pfirozené imunity jsou schopné rozpoznat
vlastni struktury od struktur mikroorganismi. Tedy pro toto rozliSeni obsahuji
receptory. Tyto receptory jsou zakddované v zarode¢né DNA, na rozdil od receptort na
bunkach specifické¢ imunity, které u kazdého jedince vznikaji individudlné a nedaji se
dédit. Nevyhodou je, ze tyto buiiky nejsou schopny tvofit pamétové bunky (Krejsek
2004, Kopecky 2000).

Mezi mechanismy vrozené imunity patii anatomicka bariéra, ktera vyvolava
obranné funkce pomoci chemickych latek, napf. kyselina mlécnd. Dale sem patii
fasinkové bunky, sliny, slzy a mukozni sekret, ty tvofi prvni obrannou linii. Po jejim
proniknuti nastupuji buniky vrozené imunity — neutrofily, monocyty — makrofagy,
granulocyty,NK burky a dendritické bunky (Kopecky 2000). Ty maji na svém povrchu
receptory, které rozpoznavaji specifické struktury, které se vyskytuji na urcitych
skupinach patogenti. Tuto skupinu molekularnich motivii oznacujeme jako PAMPs
a receptory, které jsou schopny rozpoznavat jako PRRs (Hofejsi 2009).

PRRs jsou dale schopny rozpoznat tzv. DAMPs, coz jsou endogenni molekularni
struktury, které se uvoliiuji pti nekrotizaci bunék. Pokud PRRS rozpoznaji v organismu
DAMPs nebo PAMPs, dojde ke vzniku zanétlivé reakce. VVrozeny imunitni systém ma
tedy za Ukol ptedchazet vzniku onemocnéni (Krejsek 2004, Kopecky 2000).

1.3.1 PRRs

Funk¢né jsou receptory PRRS rozdéleny do tif tfid:

1.3.1.1 Sekretované
Slouzi jako opsoniny, které se vazi na mikrobialni stény, kde zajisti rozpoznéani

mikrobidlnich povrchii fagocytujicimi buitkami a komplementem. Patii jsem molekula

PRRs vazajici manan (MBL), ktera je soucasti aktivace komplementu lektinovou
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cestou. Dale jsem patii C-reaktivni protein (CRP) (Chang a kol. 2002), ktery po
navazani na PAPMs aktivuje klasickou cestu komplementu (Krejsek 2004, Beutler
2004)

1.3.1.2 Endocytarni
Nachazeji se na povrchu fagocytujicich bunék. Po rozpoznani PAMPs dochazi

k vazbé mikroorganismi na povrch fagocytujicich bunék, jejich nasledné pohlceni
a smérovani do lysosomalnich kompartmentd, kde dojde k jejich rozlozeni. (Krejsek
2004, Beutler 2004). Piikladem je PRRs makrofdgovy receptor pro manosu.
Dectin — 1 (Girardin 2003).

1.3.1.3 Signalni
K rozpoznani PAPMs pouzivaji aktivaci signalniho systému, ktery nasledné

indukuje  expresi  genli, jejichz produkty reguluji imunitni  odpovéd

(Krejsek 2004) ( Beutler 2004).

TLRs

Jedna se o prvni a nejlépe popsané receptory mezi PRRs . Prvni (daje o existenci
byly ziskany genomickou anlyzou Drosophila melanogaster, tzv. systém Toll
(Medzhitov a kol. 2003).

V soucasnosti je u ¢loveéka objeveno 10 receptorit (Akira a kol. 2006). Bunky
vrozené imunity jsou schopné rozpoznat i molekulové vzorce, které jsou endogenniho
puvodu a vznikaji vt€le napf. pii apoptéze. Jsou exprimovany na imunitnich
i neimunitnich bunkach (Zamember 2002.) TLRs 1,2,4,5,6 a 10 jsou obsazeny na
bunééném  povrchu, kde primarné rozpoznavaji  bakteridlni  lipoproteiny.
TLRs 3,7,8 a 9 (Viz Tab.lll) jsou obsazeny v endotelu, kde rozpoznavaji nukleové

kyseliny a antiviralni molekuly (Matsushima a kol. 2007).
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Tab.lll:Pfehled TLRs a jejich zakladnich vlastnosti

(http://www.invivogen.com/review-tlr )

Immune Signal
TLR Cell PAMPs DAMPs g Production
. Adaptor
Expression
Cell Triacylated
lipoproteins (TLR2 TIRAP,
TLR1+|surface | poiacoKa) DAMPs MyD88, | IC
TLR2 ||Mo, M, - ;
Peptidoglycans, listed below) | Mal
DC, B - .
Lipopolysaccharides
Heat Shock
Proteins
(HSP 60, 70,
Gp96)
High mobility
Cell Diacylated rou TIRAP
TLR2+ |[surface Jlacylate group ’
TLR6 |IMo. M® lipoproteins proteins MyD88, || IC
o | (BSL-1) (HMGB1)  ||Mal
MC, B
Proteoglycans
(Versican,
Hyaluronic
Acid
fragments)
Lra |5 OMES | dSRNA (poly (1:C)) | MRNA e |G
D'C, " ItRNA, siRNA tRNA typel IFN
Heat Shock
Proteins
(HSP22, 60,
70,72, Gp96)
g:uerlflace/ . . gHrEJ:mebmty TRAM,
endosomes Lipopolysaccharides proteins TRIF IC
TLR4 Mo, M, (LPS) (HMGB1) TIRAP, typel IFN
Paclitaxel MyD88
DC, MC, Proteoglycans Mal
IE (Versican,
Heparin
sulfate,
Hyaluronic
Acid
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http://www.invivogen.com/pam3csk4
http://www.invivogen.com/pgn-eb
http://www.invivogen.com/lps-pg
http://www.invivogen.com/fsl1
http://www.invivogen.com/tlr3-ligands
http://www.invivogen.com/lps-eb
http://www.invivogen.com/lps-eb

fragments)
Fibronectin,
Tenascin-C
Cell
surface :
TLR5 Mo, M, Flagellin MyD88 | IC
DC, IE
SSRNA
Endosomes|| Imidazoquinolines IC
TLR7 |Mo, M@, |[(R848) sSRNA MyD88 i ’ellFN
DC.B Guanosine analogs yp
(Loxoribine)
Endosomes|sSRNA, IC
TLR8 (Mo, M®, | Imidazoquinolines |[SSRNA MyD88 i ’ellFN
DC,MC | (R848) yp
Endosomes | -\~ pna Chromatin IC,
TLR9 (Mo, M®, MyD88
DC BT CpG ODNs IgG complex typel IFN
EndoSOMeS | fifin-like
TLR10|/Mo, M@, [P MyD88 | IC
DC proteins

Mo: monocytes, MO: marcophages, DC: dendritic cells, MC: Mast cells, B:

Intestinal epithelium, IC: Inflammatory cytokines.
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http://www.invivogen.com/tlr5-ligands
http://www.invivogen.com/r848
http://www.invivogen.com/loxoribine
http://www.invivogen.com/r848
http://www.invivogen.com/tlr9-agonist

1.3.2 Formylpeptidové receptory a N-formylpetidoveé receptory (FPRs)

FPRs tpatfi do transmembranovych proteind, které jsou spiazené s G-proteiny
(Fu a kol. 2006). Jsou tvofeny pomoci 7 transmembranovych domén, které obsahuji cca
350 AK (Dufton a kol. 2010). Piedpoklada se, Ze molekula argininu v poloze 84
a aspartat v poloze 284 jsou duvodem afinity k f-MLF. Po navazéni f-MLF na receptor
dojde ke konformacni zméné receptoru a k aktivaci G-proteinu, tedy dojde ke spusténi
signalni kaskady, jejimz vysledkem je imunitni odpovéd’ (Le a kol. 2002).

Bylo zjisténo, Ze bakterialni produkty obsahuji formylmethioniny a fagocyty

vyuzivaji f-Met jako chemicky signal k nalezeni bakterii (Schiffmanna kol. 1975).

1.3.2.1 Lidské FPRs a jejich agonisté
V lidském organismu se vyskytuji 3 typy FPRs (FPR1, FPR2 a FPR3), vSechny

jsou zndmy svoji afinitou k f-MLF (Migeotte a kol. 2006).

FPR1
Jedna se o prvni objeveny chemotakticky receptor, ktery vaze f-MLF (Dorward

a kol. 2015). Methionin ma zaporny naboj a reaguje s kladnou oblasti receptoru.
Rozpoznavaji exogenni i endogenni ligandy (Sun a kol. 2004). Slouzi pfedevsim
k imunitni obrané¢ (Prevete a kol. 2015). Je exprimovan pievazné na neutofilech

(Hayashi a kol. 2011) (Becker a kol. 1998).

FPR2
FPR2 jsou schopny véazat jak proteiny a peptidy, tak i synteticke molekuly. Mezi

hlavni ligandy patti formylové peptidy z mitochondrii (Ye a kol. 1992). K f-MLF
ma asi 1000x mens$i afinitu nez FPR1. Prevazné je exprimovan na neutrofilech
(He a kol. 2013). FRP2 sptazeny s G proteinem reguluje signaliza¢ni kaskadu (Cattaneo
a kol. 2016).
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FPR3
FPR3 jsou receptory, které se nachdzi na monocytech, dendritickych bunkach

a makrofazich ( Durstin 1994). Jako jediny ma vysokou afinitu k endogennim peptidim
(Forsman a kol. 2011). Jeho piesna fyziologicka funkce neni prozatim zndma
(Rabiet a kol. 2011).

1.3.2.2 MySi FPRs a jejich agonisté
U mysi bylo popséno 8 typt FPRs. FPR1, FPR2, FPR-rs3, FPR-rs4, FPR-rs5,

FPR-rs6 a FPR-rs7 (Gao a kol. 1998). Mezi vybranymi 3 mys$imi a lidskymi

formylmethioninovymi receptory byla objevena homologie vice nez 70% (Dufton a kol.
2010).

FPR1
FPR1 receptory maji mnohem vyssi afinitu K del§im ligandiim, to znamena,

ze pridani AK na C-terminalni konec peptidu zvysuje afinitu k receptoru (He a kol.
2003).

FPR2
FPR2 receptory vykazuji téz vyssi afinitu k del$im ligandtim (Chen a kol. 2010).

FPR-rs1
FPR-rs1 ma podobnou strukturu jako FPR1 a FPR2, ale 1i$i se svym umisténim

Vv bunce, nebot’ se nachazi uvnitt bunék (He a kol. 2013).
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2. Cile prace

1)

2)

3)

4)

5)

6)

ReSerSe na téma imunoterapie nadorovych onemocnéni se zaméfenim na Glohu
vrozené imunity.

Zavedeni metody kultivace nadorovych buné¢k a in vitro analyzy cytotoxického
efektu sledovanych latek.

Zavedeni metody transplantace nddorovych bun¢k syngennim mysim.

Aplikace metody sledovani nddorové proliferace, méfeni objemi nadord,
sledovani teploty nadord. Statistické vyhodnoceni namétenych parametrii véetné
analyzy preziti.

Studium vyznamu kotveni formylmethionionych peptidii na nddorové buniky pro
uspeésnou imunoterapii.

Reseni otazky synergie této terapie se soucasnou stimulaci TLR receptorti.
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3. Experimentalni ¢ast

3.1. Chemikalie

RPMI 1640 (Sigma-Aldrich)

FCS (Sigma-Aldrich)

EDTA (Sigma-Aldrich)

f-MLF- (K)12 (Schafer-N)
f-MLF-(G)5-(K)12 (Schafer-N)
f-MLF-(G)5-(K)12-STE (Schafer-N)
PBS (Sigma-Aldrich)

LPS (Sigma-Aldrich)

Trypsin (Sigma-Aldrich)

Trypanova modi (Sigma-Aldrich)

3.2 Nadorova buné¢na linie
Pro pokusy byla pouzita nadorova bunécnd linie mySiho melanomu B16-F10
(American Type Culture Collection/ATCC, Manassas, VA), kterou nadm darovala

prof. Rihovéa z Mikroskopického tstavu AV CR v Praze. Bunééna linie byla kultivovana
v RPMI 1640 (10% FCS, glutanim, ATB, merkaptoethanol) v termostatu pii 37°C,

Vv atmosféie nasycené vodnimi parami a oxidem uhli¢itym o koncentraci 5%.

3.3 Experimentalni laboratorni zviiata

Pro pokusy byly pouzity samice mySi SPF C57BL/6N zakoupené¢ u firmy
Charles River Laboratories — Sulzfeld, Germany. Mysi byly chovany v plastikovych
boxech s podestylkou ze dfevénych hoblin, s celodennim piistupem K vodé a krmivu

(pelety), v prostorach zvéfince Parazitologického tistavu Biologického centra AV CR
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v Ceskych Budgjovicich. Zvéfinec mél konstantni teplotu 22°C, vzdusnou vlhkost 65%
a fotoperiodickou bunku nastavenou na 12 hodin svétla a 12 hodin tmy. Na zacatku

pokusu byly mysi 8 tydnti staré a vazily 18-20 g.

3.4 Metoda pripravy kultivace nadorovych bunék melanomu B16-F10
pro in vivo pokusy

Buniky melanomu B16-F10 byly kultivovany v RPMI 1640 s10% FCS
a ATB v termostatu pii 37 °C. Po dosazeni dostate¢né koncentrace bunék, bylo slito
kultivaéni medium a buiiky byly 3x promyty sterilnim roztokem PBS. Nasledn¢ bylo
pfidano 0,5 ml trypsiniza¢ni smési (0,02 trypsin, 0,02% EDTA v PBS) a bunky se daly
inkubovat na 5 minut pti 37 °C. Po mikroskopické kontrole, zda jsou burnky rozvolnéné,
bylo pfiddno malé mnozstvi RPMI 1640 s 10% FCS a smés byla centrifugovana
(10 min/4°C/150G). Po centrifugaci byly k peletu sbunkami pfidany 3 ml cistého
RPMI 1640 a pomoci Pausterovy pipety byla smés fadné rozsuspendovana. Poté byly
bunky spocitdny v Biirknerové komirce (30 pl trypanové modii + 30 pl bunécné

suspenze) a upraveny na pozadovanou koncentraci 4 * 10%/ml.

3.5 Metoda transplantace nadorovych bunék syngennim mySim

Mysi C57BL/6N byly pied aplikaci nadorovych bun€k vyholeny na zadech
na pravé strané v dolni Casti (aby byl nador patrnéjsi) a zde jim bylo aplikovano
subkutanné injekci 400 000 bunék melanomu B16-F10 rozsuspendovanych v 0,1 mi
¢isttho RPMI 1640. V dobé aplikace byly myS$i 8 tydnd staré a vazily 18-20 g.
Dvanacty den po transplantaci bun¢k byla zahajena terapie.

3.6 Méreni teploty nadori

Teplota byla méfena pomoci bezdotykového teploméru IR Rodent Thermometer
153 IRB (Bioset). U kazdé mysi byla zmétena teplota nadoru a poté teplota téla (druhy

bok). Teplomér se ptikladal na vzdalenost 2 mm od méfené¢ho mista.
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Teplota byla 1. den terapie méfena v rozmezi 0,6,12,24 hod. a poté vzdy obden

(béhem terapie).

3.7 Méreni objemu nadori

Velikost nadori byla méfena kazdy druhy den pomoci kaliperu, podle Inaba
(Inaba a kol. 1986) s ptesnosti na jedno desetinné misto. Pro vypocet objemu nadorové
masy byl pouzit vzorec V = (1/6) * A * B2, kde A = nejvétsi rozmér nadoru, tedy jeho
délka (mm) a B = nejmensi rozmér nadoru, tedy jeho vyska (mm). Velikost nadoru byla

meéiena obden (béhem terapie).

3.8 Vyhodnoceni dat

Statistické vyhodnoceni vlivu terapie na teplotu subjektu a vliv terapie
na velikost nadoru bylo provedeno pomoci MS Excel. Rozptyl dat byl porovnan pomoci
F-testu, data byla nésledn¢ zhodnocena pomoci dvouvybérového T-testu. Grafy byly
zpracovany v programu SigmaPlot 10.0. Statisticka analyza pfeziti byla provedena

pomoci programu MedCal metodou Kaplan Meier Survival Analysis.

3.9 Priprava roztoki

3mM fMLF-(K)12

- 12194 mg f-MLF-(K)12 jsme rozpustili ve 2 ml PBS
3mM f-MLF

- 2,62 mg f-MLF jsme rozpustili ve 2 ml PBS
3mM f-MLF v PBS in LPS (0,5 mg/ml PBS)

- 2,62 mg f-MLF a 1 mg LPS jsme rozpustili ve 2 ml PBS
LPS (0,5 mg/ml PBS)

- 1 mg LPS jsme rozpustili ve 2 ml PBS
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f-MLF-(G)5-(K)12 v PBS

- 13,55 mg f-MLF-(G)5-(K)12 jsme rozpustili ve 2 ml PBS
f-MLF-(G)5-(K)12-STE v PBS

- 13,6 mg f-MLF-(G)5-(K)12-STE jsme rozpustili ve 2 ml PBS

LPS (10 mg/ml PBS)

- 4 mg LPS L2630 Sigma jsme rozpustili v 0,4 ml PBS

f-MLF-(G)5-(K)12-STE in LPS (0,5 mg/ml PBS)

- 11,33 mg f-MLF-(G)5-(K)12-STE a 4 mg LPS L2630 Sigma jsme rozpustili
v 1,66 ml PBS

f-MLF-(G)5-K(12) in LPS(10 mg/ml PBS)

- 2,71 mg f-MLF-(G)5-K(12) a 4 mg Lps L2630 Sigma jsme rozpustili v 0,4 ml
PBS

f-MLF-(G)5-(K)12-STE in LPS(10 mg/ml PBS)

- 2,72 mg f-MLF-(G)5-(K)12-STE a 4 mg LPS L2630 jsme rozpustili v 0,4 ml
PBS

3mM f-MLF-(G)5-(K)12 a LPS(0,5 mg/ml PBS)

- 11,3 mg f-MLF-(G)5-(K)12 a 0,83 mg LPS L2630 Sigma jsme rozpustili v 1,66
ml PBS

PBS = kontrola

- 2mlPBS
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3.10 Pokusy

3.10.1 Pokus &. 1: Terapie melanomu B16-F10 pomoci nabojové vazaného f-MLF

(K)12 motivu
Pokus byl proveden s 12 mysmi C57BL/6N, které¢ byly 12. den po transplantaci

nadorovych bun¢k melanomu B16-F10 rozdéleny do dvou skupin po Sesti mySich
(A, K).

Po rozdéleni a oholeni mysi (holeni se provadélo pied transplantaci) byla zahajena
terapie jednotlivych latek (Tab.IV). Vsechny latky byly aplikované intratumoralné
po 50 pl/mys.

Tab.lV: Piehled aplikace latek v pokusu ¢.1.

Skupina Aplikovana latka Perioda aplikace
A 3mM fMLF-(K)12 6x obden
K — kontrola PBS 6x obden

Pted prvni aplikaci, tedy v ¢ase 0 hod, byla zméfena teplota jednotlivych nadora.
Teplota byla 1. den terapie méfena v rozmezi 0,6,12,24 hod. a poté vZdy obden (bé¢hem
terapie).

Terapie trvala 14 dni. Po ukonéeni aplikace jednotlivych latek se sledovala doba preziti

jednotlivych mysi.

3.10.2 Pokus &.2: Nadorov4 terapie pomoci f-MLF samotného a v kombinaci s LPS

Pokus byl proveden s 16 mySmi C57BL/6N, které byly 12. den po transplantaci
nadorovych bunék melanomu B16-F10 rozdéleny do &étyt skupin po Ctyfech mysich
(A, B, C, K).

Po rozdéleni mysi byla zahéjena terapie jednotlivych latek (Tab.V). Vsechny latky byly

aplikované intratumoralné po 50 pl/mys.

Tab.V: Prehled aplikace latek v pokusu ¢.2.
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Skupina

Aplikovana latka

Perioda aplikace

A 3mM f-MLF 6x obden
B 3mM f-MLF v PBS in LPS 6x obden
(0,5 mg/ml PBS)
C LPS (0,5 mg/ml PBS) 6x obden
K - kontrola PBS 6x obden

Pted prvni aplikaci, tedy v ¢ase 0 hod, byla zméfena teplota jednotlivych nadora.

Teplota byla 1. den terapie méfena v rozmezi 0,6,12,24 hod. a poté vzdy obden

(béhem terapie).

Terapie trvala 14 dni. U tohoto pokusu jsme nesledovali dobu pieziti

jednotlivych mysi, jelikoz f-MLF v kombinaci s LPS netvoii synergii.

3.10.3 Pokus ¢&.3: Nadorova terapie pomoci pouziti nizkych koncentraci f-MLF motivu

kotveného pomoci lipofilniho fetézce

Pokus byl proveden s 54 mySmi C57BL/6N, které byly 12. den po transplantaci

nadorovych bun¢k melanomu B16-F10 rozd€leny do deviti skupin po Sesti mysSich

(A, B, C, D, E,F,G,H,K).

Po rozdéleni mysi byla zahajena terapie jednotlivych latek (Tab.VI). Vsechny

latky byly aplikované intratumoralné po 50 ul/mys.

Tab.VI: Piehled aplikace latek v pokusu ¢.3.

Skupina Aplikovana latka Perioda aplikace
A f-MLF-(G)5-(K)12 6x obden
B f-MLF-(G)5-(K)12-STE 6x obden
C LPS (0,5 mg/ml PBS) 6x obden
D LPS (10 mg/ml PBS) 1x
poté PBS 5x obden
E f-MLF-(G)5-(K)12 in LPS 6x obden
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(0,5 mg/ml PBS)

F f-MLF-(G)5-(K)12-STE in 6x obden
LPS (0,5 mg/ml PBS)

G f-MLF-(G)5-K(12) in 1x

LPS(10 mg/ml PBS)

poté 3mM f-MLF-(G)5- 5x obden

(K)12 a LPS(0,5 mg/ml
PBS)

H f-MLF-(G)5-(K)12-STE in 1x

LPS(10 mg/ml PBS)

poté f-MLF-(G)5-(K)12- 5x obden

STE in LPS(0,5 mg/mi
PBS)

K PBS 6x obden

Pted prvni aplikaci, tedy v ¢ase 0 hod, byla zmé&fena teplota jednotlivych nadort.
Teplota byla 1. den terapie méfena v rozmezi 0,6,12,24 hod. a poté vzdy obden (bé¢hem
terapie).

Terapie trvala 14 dni. Po ukonceni aplikace jednotlivych latek se sledovala doba

preziti jednotlivych mysi.
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4. Vysledky

U kazdého pokusu byly naméfené hodnoty zpracovany pomoci nékolika
statistickych programt. Pomoci programu MS Excel jsem zpravovala data méteni vlivu
zavislosti terapie na teplotu subjektu béhem prvnich 24 hodin. Data méieni vlivu
zavislosti terapie na teplotu subjektu béhem terapie (14 dni) a vliv terapie na velikost
nadoru béhem terapie. Vytvofila jsem zde tabulky s udaji o teploté, velikosti nadoru,
smérodatnych odchylkach a rozptylu dat jako podklad pro program SigmaPlot
10.0 pomoci kterého jsem vytvoftila k jednotlivym tabulkam grafy.

Dale jsem u pokusu €. 1 a ¢. 3 pomoci programu MedCal metodou Kaplan Meier
Survival Analysis vytvofila grafy se statistickym zhodnocenim vlivu terapie na délku
preziti jednotlivych mys$i. U pokusu €.2, jsem jiz vliv terapie na délku preziti mysi
nesledovala, nebot’ pifi prvnim pokusu jsem zjistila, ze f-MLF v kombinaci s LPS
netvoii synergii.

V ramci lepsiho vyhodnoceni dat jsem ze statistickych udaji vyradila mysi
uhynulé béhem vlastni terapie a v celkovém zhodnoceni vlivu terapie na velikost nadort
jsem u vylé€enych mysi (velikost nddoru 0*0 ¢i 6x0) kvuli statistickym vypoctim
zavedla misto 0 velikost nadoru 0,01 * 0,01 mm. Tyto zmény jsem provedla pro lepsi
statistické zhodnoceni ziskanych dat.

U grafu Vliv terapie na teplotu subjektu béhem prvnich 24 hodin, Vliv terapie
na teplotu subjektu jsem vytvofila 2 typy grafii ze shodnych dat pro lepsi piehlednost
ziskanych vysledkti. Na sloupcovych grafech je 1épe vidét velikost smérodatnych
odchylek a na kiivkovych grafech je zase 1épe vidét rozdil udaji mezi jednotlivymi
mefenimi.

U pokusu ¢.3 jsem statistické zhodnoceni vlivu terapie na délku pfeziti mysi
musela rozdélit do dvou grafii (vztazeno u obou ke kontrole), protoze program MedCal

metoda Kaplan Meier Survival Analysis zhodnoti najednou pouze max. 5 skupin.
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4.1 Pokus ¢. 1: Terapie melanomu B16-F10 pomoci nabojové vazaného
f-MLF (K)12 motivu

Z grafu na Obr.1 a Obr.2 je vidét, ze béhem prvniho dne terapie se teploty
nadord jinak dramaticky nelisily. Udaje v priibdhu terapie Obr. 3 a Obr.4 ukazuji, Ze
teplota zddnym zplisobem neodrazela priubéh a typ terapie. Skoro u vSech skupin byla

teplota nddori mensi nez teplota téla.

Vliv terapie na teplotu subjektu béhem
prvnich 24 hodin

37 +

—@— Skupina A

a8 7 —e— Kontrola

35
34

33 1

Teplota (°C)

32 A

31 A

30 T T T T
Oh 6h 12 h 24 h

Cas od zagatku méfeni (h)

Obr.1: Vliv terapie na teplotu subjektu béhem prvnich 24 hodin.

skupina A — 1é¢ena 3mM fMLF-(K)12, skupina K — kontrola PBS
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Vliv terapie na teplotu subjektu béhem
prvnich 24 hodin

37 7

I Skupina A

36 4 [ Kontrola

35 4
34 A

33 1

Teplota (°C)

32 4

31 A

30

Oh 6h 12h 24 h

Cas od zagatku méfeni (h)

Obr.2: Vliv terapie na teplotu subjektu béhem prvnich 24 hodin.

skupina A — Ié¢ena 3mM fMLF-(K)12, skupina K — kontrola PBS

Vliv terapie na teplotu subjektu

38 -

—@— Skupina A
36 —8— Kontrola

34 4

32 A

Teplota (°C)

30 A

28 A

26

0 2 4 6 8 10 12 14
Den terapie

Obr.3: Vliv terapie na teplotu subjektu.

skupina A — 1é¢ena 3mM fMLF-(K)12, skupina K — kontrola PBS
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Vliv terapie na teplotu subjektu
38 -

36 4 EE Skupina A
[ Kontrola

34 -

32 4

Teplota (°C)

30 4

28 4

26 -
0 2 - 6 8 10 12 14

Den terapie

Obr.4: Vliv terapie na teplotu subjektu.

skupina A — 1é¢ena 3mM fMLF-(K)12, skupina K — kontrola PBS

Z grafu na Obr.5 je velmi dobfe patrné, ze terapie nadoru B16-F10 pomoci
nabojové vazaného f-MLF-(K)12 motivu nefunguje, jelikoz kromé posledniho dne

terapie byly velikosti nadorti vyssi nez velikosti kontroly.

Vliv terapie na velikost nadoru

4000 -
I Skupina A
[ Kontrola -
3000 +
=
£
2
S 2000
‘@
=
€
o
o)
®
1000 -
0 4

0 2 4 6 8 10 12 14

Den terapie

Obr.5. Vliv terapie na velikost nadoru.

skupina A — 1é¢ena 3mM fMLF-(K)12, skupina K — kontrola PBS

*P<0,05 **P<0,01 — vztazeno ke kontrole
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V pribéhu tohoto pokusu nebylo dosazeno zmenSeni velikosti nadorti a po
ukonceni terapie toto nemélo vyraznéjsi vliv na pieziti jednotlivych mysi. Z grafu na
Obr.6, je patrné, Ze rozdily ve velikosti nadori nebyly statisticky vyznamné.

Vliv terapie na délku preZiti mysi
100 |

60 |-
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Obr.6: Vliv terapie na délku preziti mysi.

skupina A — 1é¢ena 3mM fMLF-(K)12, skupina K — kontrola PBS

4.2 Pokus ¢.2: Nadorova terapie pomoci f-MLF samotného a
v kombinaci s LPS

Z grafu na Obr.7 a Obr.8 je vidét, Ze b&hem prvniho dne terapie se teploty
nadora mirné ligily. Udaje v prabéhu terapie Obr. 9 a Obr.10 ukazuji, Ze teplota viak
rovnéz zadnym zpiisobem neodrdzela prabeh a typ terapie. Skoro u vSech skupin byla

teplota nddortt mensi nez teplota téla.
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Vliv terapie na teplotu subjektu b&hem
prvnich 24 hodin
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Obr.7: Vliv terapie na teplotu subjektu béhem prvnich 24 hodin.

skupina A — 1ééena 3mM f-MLF, skupina B — 1é¢ena 3mM f-MLF v PBS in LPS (0,5 mg/ml PBS), skupina C — 1é¢ena LPS (0,5
mg/ml PBS), skupina K — kontrola PBS

Vliv terapie na teplotu subjektu béhem
prvnich 24 hodin
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Obr.8: Vliv terapie na teplotu subjektu béhem prvnich 24 hodin.

skupina A — 1é¢ena 3mM f-MLF, skupina B — 1é¢ena 3mM f-MLF v PBS in LPS (0,5 mg/ml PBS), skupina C — 1é¢ena LPS (0,5
mg/ml PBS), skupina K — kontrola PBS
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Vliv terapie na teplotu subjektu
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Obr.9: Vliv terapie na teplotu subjektu.

skupina A — 1ééena 3mM f-MLF, skupina B — 1é¢ena 3mM f-MLF v PBS in LPS (0,5 mg/ml PBS), skupina C — 1é¢ena LPS (0,5
mg/ml PBS), skupina K — kontrola PBS

Vliv terapie na teplotu subjektu
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Obr.10: Vliv terapie na teplotu subjektu.

skupina A — 1é¢ena 3mM f-MLF, skupina B — 1é¢ena 3mM f-MLF v PBS in LPS (0,5 mg/ml PBS) skupina C — 1é¢ena LPS (0,5
mg/ml PBS), skupina D — kontrola PBS
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Z grafu na Obr.11 je patrné, Ze terapie nadoru B16-F10 pomoci samotného 3mM
f-MLF nefunguje, protoze nevyvolava oproti kontrole Zadouci redukci narodi.
Ke statisticky vyznamnému poklesu redukce nadorti doslo u skupiny B a skupiny C.

Ovsem smés pusobi pouze kviili kombinaci s LPS. K zadné synergii nedochazelo.

Vliv terapie na velikost nadoru
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Obr.11: Vliv terapie na velikost nadoru.

skupina A — 1é¢ena 3mM f-MLF, skupina B — 1é¢ena 3mM f-MLF v PBS in LPS (0,5 mg/ml PBS), skupina C — 1é¢ena LPS (0,5
mg/ml PBS), skupina K — kontrola PBS, * P< 0,05 ** P< 0,01 — vztaZeno ke kontrole

4.3 Pokus ¢.3: Narodova terapie pomoci pouziti nizkych koncentraci f-
MLF motivu kotveného pomoci lipofilniho retézce

Z grafu na Obr.12 a Obr.13 je vidét, ze béhem prvniho dne terapie se teploty
nadort velmi ligily. Udaje v priibéhu terapie Obr.14 a Obr.15 ukazuji, Ze teplota viak
rovnéz zadnym zplsobem neodrazela prib¢h a typ terapie. Skoro u vSech skupin byla

teplota nadord mensi nez teplota téla.
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Vliv terapie na teplotu subjektu béhem
prvnich 24 hodin
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Obr12: Vliv terapie na teplotu subjektu béhem prvnich 24 hodin.

skupina A — 1é¢ena f-MLF-(G)5-(K)12 ,skupina B — lé¢ena f-MLF-(G)5-(K)12-STE, skupina K — 1é¢ena PBS = kontrola, skupina C

— 1é¢ena LPS (0,5 mg/ml PBS), skupina D — 1é¢ena LPS (10 mg/ml PBS) poté PBS, skupina E — 1é¢ena f-MLF-(G)5-(K)12 in LPS

(0,5 mg/ml PBS), skupina F — lé¢ena f-MLF-(G)5-(K)12-STE in LPS (0,5 mg/ml PBS), skupina G — lé¢ena f-MLF-(G)5-K(12) in

LPS(10 mg/ml PBS) poté 3mM f-MLF-(G)5-(K)12 a LPS(0,5 mg/ml PBS), skupina H — 1é¢ena f-MLF-(G)5-(K)12-STE in LPS(10
mg/ml PBS) poté f-MLF-(G)5-(K)12-STE in LPS(0,5 mg/ml PBS)
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Vliv terapie na teplotu subjektu
36 - I Skupina A

I Skupina B
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Skupina C
Obr.13: Vliv terapie na teplotu subjektu béhem prvnich 24 hodin.

Skupina D
Skupina E
Skupina F
Skupina G
Skupina H
skupina A — 1é¢ena f-MLF-(G)5-(K)12 ,skupina B — lé¢ena f-MLF-(G)5-(K)12-STE, skupina K — 1é¢ena PBS = kontrola, skupina C
— 1é¢ena LPS (0,5 mg/ml PBS), skupina D — 1é¢ena LPS (10 mg/ml PBS) poté PBS, skupina E — 1é¢ena f-MLF-(G)5-(K)12 in LPS
(0,5 mg/ml PBS), skupina F — lé¢ena f-MLF-(G)5-(K)12-STE in LPS (0,5 mg/ml PBS), skupina G — lé¢ena f-MLF-(G)5-K(12) in
LPS(10 mg/ml PBS) poté 3mM f-MLF-(G)5-(K)12 a LPS(0,5 mg/ml PBS), skupina H — 1é¢ena f-MLF-(G)5-(K)12-STE in LPS(10
mg/ml PBS) poté f-MLF-(G)5-(K)12-STE in LPS(0,5 mg/ml PBS)
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Vliv terapie na teplotu subjektu
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Obr.14: Vliv terapie na teplotu subjektu.

skupina A — 1é¢ena f-MLF-(G)5-(K)12 ,skupina B — 1é¢ena f-MLF-(G)5-(K)12-STE, skupina K — 1é¢ena PBS = kontrola, skupina C
— 1édena LPS (0,5 mg/ml PBS), skupina D — 1édena LPS (10 mg/ml PBS) poté PBS, skupina E — 1édena f-MLF-(G)5-(K)12 in LPS
(0,5 mg/ml PBS), skupina F — 1é€ena f-MLF-(G)5-(K)12-STE in LPS (0,5 mg/ml PBS), skupina G — 1é¢ena f-MLF-(G)5-K(12) in
LPS(10 mg/ml PBS) poté 3mM f-MLF-(G)5-(K)12 a LPS(0,5 mg/ml PBS), skupina H — lé¢ena f-MLF-(G)5-(K)12-STE in LPS(10
mg/ml PBS) poté f-MLF-(G)5-(K)12-STE in LPS(0,5 mg/ml PBS)
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Vliv terapie na teplotu subjektu
36 - I Skupina A

I Skupina B
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Obr.15: Vliv terapie na teplotu subjektu.

Skupina C
Skupina D
Skupina E
Skupina F
Skupina G
skupina A — 1é¢ena f-MLF-(G)5-(K)12 ,skupina B — lé¢ena f-MLF-(G)5-(K)12-STE, skupina K — 1é¢ena PBS = kontrola, skupina C
— 1é¢ena LPS (0,5 mg/ml PBS), skupina D — 1é¢ena LPS (10 mg/ml PBS) poté PBS, skupina E — 1é¢ena f-MLF-(G)5-(K)12 in LPS
(0,5 mg/ml PBS), skupina F — lé¢ena f-MLF-(G)5-(K)12-STE in LPS (0,5 mg/ml PBS), skupina G — lé¢ena f-MLF-(G)5-K(12) in
LPS(10 mg/ml PBS) poté 3mM f-MLF-(G)5-(K)12 a LPS(0,5 mg/ml PBS), skupina H — 1é¢ena f-MLF-(G)5-(K)12-STE in LPS(10
mg/ml PBS) poté f-MLF-(G)5-(K)12-STE in LPS(0,5 mg/ml PBS)
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vvvvvv

formylmethioninovy derivat s alifatickym fetézcem kyseliny stearové s kombinaci

s LPS (0,5 mg/ml v PBS), kromé jednoho subjektu zpiisobil kompletni vyléceni celé

skupiny. Velmi tuspéSny byl i derivat s alifatickym fetézcem kyseliny stearové

s kombinaci s LPS (10 mg/ml v PBS), avSak tato latka béhen prvnim 4 dnu terapie

usmrtila pro svou vysokou toxicitu 3 subjekty.
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Obr.16: Vliv terapie na velikost nadoru.

skupina A — lé¢ena f-MLF-(G)5-(K)12, skupina B — lé¢ena f-MLF-(G)5-(K)12-STE, skupina C — lééena LPS (0,5 mg/ml PBS),
skupina D — 1é¢ena LPS (10 mg/ml PBS) poté PBS, skupina E — 1é¢ena f-MLF-(G)5-(K)12 in LPS (0,5 mg/ml PBS), skupina F —
lé¢ena f-MLF-(G)5-(K)12-STE in LPS (0,5 mg/ml PBS), skupina G — lé¢ena f-MLF-(G)5-K(12) in LPS(10 mg/ml PBS) poté 3mM
f-MLF-(G)5-(K)12 a LPS(0,5 mg/ml PBS), skupina H — 1é¢ena f-MLF-(G)5-(K)12-STE in LPS(10 mg/ml PBS) poté f-MLF-(G)5-
(K)12-STE in LPS(0,5 mg/ml PBS), skupina I — 1é¢ena PBS = kontrola, * P< 0,05 ** P< 0,01 — vztazeno ke kontrole
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U tohoto pokusu jsem statistické zhodnoceni vlivu terapie na délku preziti mysi
musela rozdélit do dvou grafii Obr. 17 a Obr.18 (vztazeno u obou ke kontrole), protoze
program MedCal metoda Kaplan Meier Survival Analysis zhodnoti najednou pouze
max. 5 skupin. Terapie mé¢la dobry vliv na pteziti jednotlivych mysi. Subjekt ze skupiny
F se dozil 102 dni, nicmén¢ prodlouzeni preziti mysi v této skupin€ nebylo ve srovnani

s kontrolni skupinou statisticky vyznamné. Kontrolni skupinu dale piezili 2 subjekty

ze skupiny D.
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Obr.17: Vliv terapie na délku pteziti mysi

skupina A — lé¢ena f-MLF-(G)5-(K)12, skupina B — 1é¢ena f-MLF-(G)5-(K)12-STE, skupina C — 1é¢ena LPS (0,5 mg/ml PBS),
skupina D — 1é¢ena LPS (10 mg/ml PBS) poté PBS, skupina K — 1é¢ena PBS = kontrola
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Vliv terapie na délku preziti my$i
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Obr.18: Vliv terapie na délku pteziti mysi

skupina E — 1é¢ena f-MLF-(G)5-(K)12 in LPS (0,5 mg/ml PBS), skupina F — 1é¢ena f-MLF-(G)5-(K)12-STE in LPS (0,5 mg/ml
PBS), skupina G — lé¢ena f-MLF-(G)5-K(12) in LPS(10 mg/ml PBS) poté 3mM f-MLF-(G)5-(K)12 a LPS(0,5 mg/ml PBS), skupina
H — 1é¢ena f-MLF-(G)5-(K)12-STE in LPS(10 mg/ml PBS) poté f-MLF-(G)5-(K)12-STE in LPS(0,5 mg/ml PBS), skupina K —

Ié¢ena PBS = kontrola
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5. Diskuze

Léceni nadorovych onemocnéni pomoci imunoterapie je Vv soucasnosti
povazovano za jedno z nejslibnéjSich, nebot’ Ié¢ba pomoci vrozené imunity neposkozuje
imunitni systém pacienta a neni¢i zdravé buiiky. Ve své bakalarské praci se zabyvam
pouzitim formylmethioninovych derivatii pro imunoterapii melanomu B16-F10, coz je
jeden z nejagresivngjSich melanomi vibec.

Formylmethioninové derivaty psobi chemotakticky na builky vrozené imunity.
Déle jsou schopny stimulovat vzplanuti a fagocytozu (Janotova a kol. 2014). Jsou
rozpoznavany FPRs receptory. Jedna se o tzv. membranové proteiny. Pfedpoklada se,
7ze molekula argininu v poloze 84 a aspartidt v poloze 284 jsou divodem afinity
k f-MLF. Po navdzani f-MLF na receptor dojde ke konformaéni zméné receptoru
a k aktivaci G-proteinu, tedy dojde ke spusténi signalni kaskady, jejimz vysledkem je
imunitni odpovéd’ (Le a kol. 2002).

V prvnim pokusu bylo zji§téno, Ze terapie melanomu B16-F10 pomoci nabojoveé
vazaneho f-MLF-(K)12 motivu nefunguje. To ostatné potvrzuje i studie z roku 2004
(Underhill a Gentner 2004). Nenavéazané motivy f-MLF nemaji zadny u¢inek na redukci
rustu nadord a jen nabojova interakce byla zfejmé nedostatecnou.

V druhém pokusu bylo zjisténo, terapie melanomu B16-F10 pomoci samotneho
3mM f-MLF nefunguje, protoze nevyvolava zadouci redukci narodi. Kombinace
3mM f-MLF s LPS vyvolala redukci nadorového ristu, ale ta byla vyvolana jen
piitomnosti nadorového rustu (Mandal a kol. 2005).

s alifatickym fetézcem kyseliny stearové s kombinaci s LPS (0,5 mg/ml v PBS), coz
odpovida vysledkim (Cunatové 2012), studujici obdobnou problematiku. Velmi
uspésny byl i derivat s alifatickym fetézcem kyseliny stearové s kombinaci s LPS (10
mg/ml v PBS). Takto vysoka koncentrace LPS vSak vykazuje vysokou cytotoxicitu
a béhem pokusu uhynula vétSina mysi. (Glaserova 2012). AvSak jedna myS$ z této

skupiny preZila pozorovanou hranici 100 dni.
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Jednotlivé experimenty byly provadény s cilem nalézt vhodnou kombinaci
signalnich a vézajicich se fagocytarnich motivi, které by zredukovali ¢i uplné
zlikvidovali nadorové bujeni a vyznamné prodlouzili dobu pieziti jednotlivych mysi.
Pro signalizaci byl pouzit LPS, jako fagocytarni motiv se osvédc¢il vhodné kotveny
(pomoci kyseliny stearové) f-MLF, jejichz kombinace vedla k sylné synergii.
V nekterych piipadech jsme dosahli vyznamné redukce nédorového ristu, avsak
vyznamné prodlouzeni doby pteziti jednotlivych mys$i uspésné nebylo, coz odpovida
poznatklim kolegyn, studujicich obdobné systémy (Auerovd 2012, Faberova 2012,
Waldmanova 2012).

Taktéz jsme dosli ke zjisténi, ze sledovani teploty nadoru oproti teploté téla neni
vhodnym ukazatelem pii této terapii. VIiv terapie nemél vliv na teplotu téla mysi béhem
samotné terapie. Pouze v piipadé skupiny 1éené pomoci LPS (10 mg/ml v PBS) bylo
vidét, ze se mysim vyrazné snizovala teplota v disledku cytotoxického ucinku pftili§
vysoké koncentrace pouzitého LPS, které ve vétsiné ptipadi vedlo k umrti mysi. LPS
jako takové, vyborné zvySuje synergii kotveni formylmethionionych peptidi na
nadorové bunky, avSak pro cloveéka je velmi toxické a tudiZ klinicky nepouZitelné
(Visintin a kol. 2005) (Rozsypalova 2012). Jako jeho nadhrada pifipada v Uvahu TLR7
¢i TLR8 (Janotova a kol. 2014)
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6. Zavér

Terapie melanomu B16-F10 pomoci nabojové vazaného f-MLF-(K)12 motivu
nefunguje, protoze nevyvolava fagocytarni atak.

Terapie melanomu B16-F10 pomoci samotného 3mM f-MLF nefunguje, protoze
bez kombinace s LPS nevyvolava redukci narodt a dostatecnou synergii.

Pouzitim f-MLF motivu kotveného pomoci lipofilniho fetézce s kyselinou
stearovou v kombinaci s LPS i samostatné bylo prokazano, ze synergie je zde velice
uéinna. Doslo k téméf uplné eliminaci nadori a mys 1éCena touto latkou ptezila oproti
mysim z kontrolni skupiny o 52 dni.

Diky experimentiim provedenym v bakalafské praci doslo ke zjisténi, Ze kotveni
formylmethionionych peptid na nadorové buiiky mé pozitivni G€inek na zmenSeni

objemu nadort v tspésné imunoterapii a ze kombinace s LPS vyrazné zvysuje synergii.
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