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1. Uvod

1.1. Nadorové onemocnéni neboli rakovina

Rakovina je obecny ndzev pro skupinu vice nez 100 typti onemocnéni. Béhem této
nemoci se populace vlastnich bunék vymyka kontrole bunéénych mechanismt a zacina
autonomng rast. Nelécena rakovina mtize zplsobit vazna onemocnéni a velmi ¢asto smrt.

Rakovina neni pfili§ vhodny ndzev pro nadorové onemocnéni, spravné¢ bychom méli
toto onemocnéni nazyvat neoplazmaty ¢i naddorovym bujenim. Podle doloZitelnych

statistickych udaji je umrti na zhoubné nddory druhou nejcastéj$i pfi¢inou smrti a

ptedstavuje zhruba 20 % vsech umrti (Klener a kol. 1996).

1.1.1. Historie nadorového onemocnéni

I kdyz se rakovina do naSeho povédomi dostala teprve nedavno, v moderni dobg,
neznamena to, ze je novodobym onemocnénim. Od nejstarSich dob si 1ékaii ldmali hlavu
Stim, co muze byt pfi¢inou rakoviny. UZ ve starovékém Egypté se lékati potykali
s rakovinou, ale nevédéli, co ji vyvolava. Vinili proto bohy. Recky lé¢itel Hippokrates,
ktery rozdélil osobnosti na Ctyfi typy podle prevazujicich tekutin v téle (krev, hlen, zluté a
cernd zIuc), ptiSel s myslenkou, ze nadbytek cerné zluci v riznych ¢astech téla zptisobuje
rakovinu. Tato teorie o rakoviné byla pfedana Rimantm, ale zistala bez poviimnuti
po vice jak 1300 let. Béhem tohoto obdobi byly studie lidského téla, vcetné pitev,
zakazany z nabozenskych divodi. Omezil se tak pokrok celé 1ékaiské védy. Do konce
18. stoleti lidé vérili, Ze rakovina se muze Sifit stejn¢ jako morova ndkaza, proto nemocni
lidé museli byt izolovani, nejlépe ven z obci a mést, aby se zabranilo Sifeni rakoviny.
Na prelomu 18. a 19. stoleti se zacaly objevovat ndzory, ze nadorové bujeni vznika z téIni
tekutiny, z tzv. lymfy. V prvni poloviné 19. stoleti némeéti 1ékafi tvrdili, Ze rakovina je
zpusobena rakovinnymi bunkami, které ale nepochazeji z normdlnich bunck. Tyto
rakovinné bunky se vyvijely ze vznikajicich elementt, tzv. blastomu. Dal§im nazorem
bylo, Ze pfi¢inou vzniku rakoviny je chronické drazdéni a ze se rakovina ,Sifi jako
kapalina®. Ale tento nazor byl v druhé poloving 19. stoleti vyvracen némeckym chirurgem,
ktery dokazal, Ze rakovina metastazuje prostiednictvim Siticich se zhoubnych bunék, a ne
jako né¢jaka ,kapalina®. Na konci 19. stoleti byli patologové schopni rozeznavat maligni a
benigni 1éze a rakovina se zacala 1é¢it pomoci chirurgického odstranéni nadoru. V roce

1895 bylo objeveno rentgenové zafeni a zahy potom se radioterapie pfipojila k chirurgické



1écbe. V roce 1940 se poprvé pouzila chemoterapie, ale mezi zakladni 1écebné metody byla
zatazena az od 50. let 20. stoleti. V 70. letech pfisli védci s mySlenkou, ze za vznik
nadorového bujeni jsou zodpovédny bunécné geny, ale nevédéli, jak tuto mySlenku
prakticky potvrdit. Az v 80. letech se jim to podatilo diky technologii rekombina¢ni DNA.
Touto technologii byl objeven gen src, poté co byl pfezkouman virus, zodpovédny

za kuieci sarkom (Olson 1989).

1.1.2. Vznik nadoru

Nadorové bujeni vznikd ndsledkem maligni transformace V jedné buiice, ktera se
vymykd vSem zikonitostem zdravych tkéni. Nadorova buiika se od zdravé buiky lisi
imunologicky a morfologicky. Dale se li§i Castecné odlisnym metabolismem, ale
predev$im zménou genetické informace (Klener a kol. 1996).

Kazda bunka ma v sobé od pocatku svého vzniku zakédovany ,,plan, ktery rozhoduje
o poctu bunék, déleni a rozliSovani bun€k béhem zivota Clovéka. Nadorové buinky maji
tento ,,plan“ naruSeny, a proto se netidi regula¢nimi mechanismy jako vSechny zdravé
buiiky. Vysledkem je neorganizovany a neregulovany rtist bunék nadorovych (Pacovsky
1993). Pii tomto neregulovaném déleni bunék vznika z jedné maligni buiiky cela nadorova

populace, tzv. klon (Klener a kol. 1996).

1.1.3. Klasifikace nadoru

Pro klasifikaci nadoru je tfeba znat morfologii nddoru, a to z hlediska histologického
anebo cytologického, mluvime o tzv. typizaci. Dulezitou roli hraje lokalizace nadoru,
tzn. misto, kde nador vznikl (Pacovsky 1993).

Podle biologického chovani rozlisSujeme novotvary do dvou skupin, a to na nezhoubné
benigni a zhoubné maligni naddory. Jedna se o primarni klasifikaci.
Nezhoubné benigni nadory maji ohrani¢eny rust, jejich buniky nemaji schopnost pronikat
do okolnich tkéni, tzv. metastazovat. Ale jejich okolni riist mize okolni tkan& a organy
ohrozit (Pacovsky 1993).
Zhoubné maligni nadory mohou pronikat do okolnich tkani a destruovat je (nicit je). Maji
schopnost metastazovat, tzv. zakladat vzdalena loziska krevnimi a miznimi cévami.
Metastazovani neboli zakladani druhotnych lozisek je hlavnim projevem malignity
zhoubnych nadorid (Pacovsky 1993).

Sekundarni klasifikaci je klasifikace novotvarGi podle tkanového pivodu. Nadory

pojivové tkdné jsou pojmenovany podle tkang, kterou postihuji. Napi. benignimi nadory



mohou byt fibromy (vazivo), myomy (hladké svalstvo) a chondromy (chrupavka). Maligni
nadory pojivové tkané se nazyvaji sarkomy. Adenomy a papilomy jsou benigni nadory
epitelialni tkan¢, karcinomy jsou maligni nadory. Mezi nadory hematopoetické tkané se
fadi leukémie a lymfomy, do této skupiny spadd i Hodginliv lymfom. Meningiomy a
neurofioromy jsou benigni nadory nervové soustavy. Malignimi nadory jsou
neuroblastomy a retinoblastomy. Mezi nadory ze zarode¢nych tkani fadime teratomy, které
jsou benigni. Seminomy a embryonalni karcinomy jsou malignity zarode¢né tkané (Franks
a Teich 1999).

1.1.4. Faktory vyvolavajici nadorové bujeni

Nadorové buiikky se od bunck zdravych zna¢né lisi, ale liS§i se 1 mezi sebou. A t0
napiiklad stupném zhoubnosti, pribéhem onemocnéni a progndzou, vlastnostmi ristu,
citlivosti k 1é¢bé. Z toho vyplyva, ze urCeni pfiCiny vzniku nddori neni jednoduché,
jednotné a ani identické.

Pies intenzivni vyzkumy se doposud nepodafilo plné¢ odhalit piesné pfi¢iny a
mechanismus vzniku nadort. Ale existuji skupiny faktord, které mohou vyvolat vznik
nadort. Jedna se o tzv. kancerogenni faktory, které maji pifevazné biologicky, chemicky a
fyzikalni charakter.

Biologické faktory: Vzniku nékterych druhti nadorti se mohou tucastnit viry. Jedna se
napiiklad o viry z celedi Papillomaviridae, tzv. papilomaviry, které jsou pivodcem
karcinomu délozniho ¢ipku. Nebo se jedna o viry z ¢eledi Herpesviridae, tzv. herpetické
viry, jako je naptiklad virus Epstein-Barrové spojovany se vznikem Burkittova lymfomu
anebo virus HTLV-1, ktery zptisobuje vznik nékterych typu leukémie a lymfomu.
Chemické faktory: Chemickymi karcinogeny jsou napiiklad polycyklické aromatické
uhlovodiky, které jsou obsazeny ve vyfukovych plynech, tabakovém kouii, dehtu ci
v primyslovych exhalacich. DalSimi karcinogeny jsou nitrosaminy, které jsou obsazeny
V uzenych potravindch a konzervacnich prostfedcich, a aflatoxiny vznikajici v plisnich
rostoucich na riznych druzich potravin.

Fyzikalni faktory: Hlavnim fyzik4lnim faktorem je ionizujici zafeni, jehoZz G¢inek mize
zpiisobovat vznik leukémie, sarkomy ¢i jiné nadory. Dikazem tohoto objevu je vétsi
vyskyt leukémii u populace, ktera piezila vybuch atomovych bomb ¢i elektraren (atomové
bomby - Hiro§ima a Nagasaki, atomova elektrarna - Cernobyl) anebo u lidi pracujicich
na rtg oddélenich. Dal§im dikazem je vyskyt ¢etnych karcinomt plic u hornikl pracujicich

Vv uranovych dolech.



Jiné faktory vyvolavajici nadorova onemocnéni: Mezi jiné faktory, které vyvolavaji
vznik nadorového bujeni, miizeme zatadit naptiklad alkohol, ptili§ solend a kotenéna jidla,
nedostatek vlakniny a nadmérnou konzumaci tuénych jidel. Jinym faktorem muze byt také
promiskuita, tzn. pfili§ Casné zahdjeni sexualniho zivota a cCasté stfidani sexudlnich
partnerti. To vede u zen ke vzniku karcinomu délozniho ¢ipku.

Faktory dédi¢né: I kdyz nadorova onemocnéni nejsou dédi¢na, ¢lenové nékterych rodin
maji mnohem vétsi riziko, ze se u nich vyskytne nador. Dilezité je proto podrobna rodinna

i osobni anamnéza (Pacovsky 1993).

1.1.5. Vyskyt nadori
Nadory se vyskytuji v riznych tkanich. Nejvétsi vyskyt nadort je vSak tam, kde
dochazi k nejvétsimu mnozeni bun¢k, napt. dychaci, travici soustava, nebo tam, kde jsou

stimulovany hormony, jako napft. vajeCniky, prsy ¢i prostata (Pacovsky 1993).

1.2. Maligni melanom

Maligni melanom je fazen mezi nejzhoubnéjsi nadory vzhledem Kk jeho agresivnimu
chovani. Vznika invazivni neoplastickou proliferaci melanocytl pievazné na kuzi a v oku.
Mize se vytvofit i v jinych organech, jako napt. v plicich, travicim ustroji, mocovém

Vyskyt maligniho melanomu neustale stoupd i pies vSechna preventivni opatieni.
Nejvétsi vyskyt tohoto nadoru u bilé rasy je v oblastech s vysokou intenzitou slune¢niho
zéteni. Z toho vyplyva, ze nejvétsim rizikovym faktorem je UV zéfeni. Jinymi faktory jsou
kozni fenotypy 1 a II, genetické mutace a dédi¢né predispozice. Cast&ji se maligni
melanom vyskytuje u zen, ale mortalita je vyS$$i u muza. Pravdépodobné je to dano tim, ze
muzi piichazeji k Iékaii mnohem pozdé&ji nez Zeny, v dobé, kdy projevy melanomu jsou

dosti neptiznivé (Krajsova a Bauer 1994).

1.2.1. Vznik melanomu

Melanom vznika invazivni neoplastickou proliferaci melanocytti. Melanocyty jsou
diferencované dendritické bunky, které produkuji pigment melanin. Jejich pivod je
V neurdlnim zarodecném listu. Vé&tSina melanocytli v embryogenezi migruje do bazalni
vrstvy epidermis. Kozni melanocyty jsou obklopeny keratinocyty a na jejich receptory je

pfenaSen pigment melanin. Tim je pokoZka chranéna pted UV zafenim, ale pokud je



narusena tvorba melaninu, vede to ke vzniku melanomovych bun¢k a poté ke koznimu
nadoru (Bandarchi a kol. 2010).

Melanocyty savct neprodukuji pouze tmavy pigment, ale i jiné odstiny - eumelanin a
feomelanin. Eumelanin je obvykle hnédy az ¢erny, feomelanin je ¢erveny az zluty. Vétsina
koznich nadortt mé hnédou nebo ¢ernou barvu, ale nékteré nddory mohou mit barvu ktize,

protoze neprodukuji pigment (Barnhill a kol. 2004).

1.2.2. Klasifikace

Rozlisujeme 5 typti melanomu u lidi:
1. Lentigo maligna melanom (LMM)

Lentigo maligna melanom vznika na podklad¢é ptedchozi lentigo maligna u starSich
osob. Lentigo melanom je hnéda skvrna na kazi, kterda ma histologicky obraz melanomu.
Tento typ melanomu se vyskytuje ptevazné na kazi krku a obli¢eje. Klinickym projevem je
nepiesné ohrani¢enda, pigmentovana skvrna o velikosti aZ n¢kolika centimetrii. Nejprve se
Sifi plo$né, ale po n€kolika letech dochazi k vyvySovani skvrny nad kozni povrch, dojde

tedy k vytvofeni pigmentového uzlu (Krajsova a Bauer 1994).

2. Povrchové Sifici se melanom (Superficial spreading melanoma-SSM)

Tento typ melanomu ptedstavuje az 70 % vSech melanomi kiiZe, je tedy nejcastéji
vyskytujicim se koznim nadorem. Postihuje pfevazné osoby ve stfednim véku. Vznika
Z ostie ohrani¢eného pigmentového loziska o velikosti vice jak 6 mm. Lozisko se poté
vyvysuje nad kozni povrch a vznikd pigmentovy uzel, ktery ma nepravidelné vybézky
(Krajsova a Bauer 1994).

Jednotlivé ¢asti tohoto typu melanomu miizou mit riizna barevna zabarveni (Cerné,
hnédé, svétlehnédé, modrosedé, modré...), to zalezi na mnozstvi a typu melaninu (Souhami

a Tobias 2005).

3. Nodularni melanom (Nodular melanoma-NM)

Nodularni melanom je druhy nejcasté;si typ, zodpovida za 15 — 30 % vSech melanomd.
Klinickym projevem je rtizné velky, pigmentovy uzel, ktery vznikl v kratké dobé (b&hem
nékolika malo mésicli). Povrch uzlu se miZe odlupovat a Casto krvécet, jinak byva hladky
a tmavé barvy. U tohoto typu melanomu jsou Casté metastazy v kizi, kostech, plicich,
jatrech, mozku a regionalnich uzlinach, jejichz prognéza byva nepiizniva (Krajsova a

Bauer 1994).



4. Akrolentigiézni melanom (Acral-lentiginous melanoma-ALM)

Akrolentigi6zni melanom se asi jen z 2 — 10 % vyskytuje u bilé rasy, ale u ¢erné rasy je
to nejcastéjsi typ kozniho nadoru (Souhami a Tobias 2005).

Objevuje se u lidi ve vyssim véku a postihuje dlan¢, podnehtové oblasti (hlavné palct)
a paty. Nejprve se projevuje jako nepravidelna, svétle az tmavohnéda pigmentova skvrna,
ktera ale zacina nabirat na tloust'ce (az 3 cm) a roste do struktury ktize. Pokud se melanom

vyskytuje pod nehty, je vétSinou doprovazen krvacenim z prstu (Krajsova a Bauer 1994).

5. Mukolentiginozni melanom (Mucosal lentiginous melanoma-MLM)
MLM je tzv. slizni¢ni melanom, ktery vznika napt. v epitelu dutiny Ustni, nosu, hrtanu,
jatrech, jicnu, mocové trubici, vagin¢ a dalSich organech. Vzhledem se podoba ALM. Patti

mezi nejméné Casto vyskytujici se melanomy (Souhami a Tabias 2005).

1.2.3. Klinicky obraz maligniho melanomu

Melanom se nejprve projevuje jako drobna pigmentova skvrna na povrchu kuize,
pfevazné tmavé barvy. Tato skvrna se postupem ¢asu méni - velikost, tvar, barva. Dochazi
k vyvySovani skvrny nad kozni povrch a vytvoreni pigmentového uzlu (Krajsova a Bauer
1994).

Pro spravné rozpozndni maligniho melanomu bylo vytvofeno ABCD pravidlo :
B - (borderline) - nepravidelné ohrani¢eny melanom S riznymi zaiezy nebo vybézky
C - (colour) - ruzné typy zabarveni (¢erna, hnéda, svétlehnéda, Seda, modroseda...)

D - (diameter) - velikost melanomu by méla byt vétsi nez Smm (Vorlicek a kol. 2006)

1.2.4. Melanom B16

Existuji ¢tyfi druhy melanomu B16: B16-FO, B16-F1, B16-F10 a B16-BL6. Melanom
B16-FO je matefskou bunécnou linii. B16-F1 byl ziskdn jednordzovou a B16-F10
nékolikanasobnou selektivni metodou (Nakamura a kol. 2002).

Melanom B16-F10 se vyznacuje nejvétsi schopnosti metastazovat, a to pievazné
do plic. Narusuje strukturu plic, jejich funkci a objem. Jako modelovy mechanismus, ktery
umoziuje zkoumat rtizné zptsoby lécby koZnich nadord, slouzi mySi C57BL/6N. Jinymi
vhodnymi modelovymi mechanismy jsou krysy, kralici, fretky nebo psi (Brown a kol.
2002).



1.3. Diagnostika nadort
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stanoveni diagndzy. Pokud na sobé pacienti pozoruji urcité zmény zdravotniho stavu nebo
pokud si sami nahmataji néjaky Gtvar na kuzi ¢i v podkozi, méli by vyhledat pomoc Iékare.
Ne vzdy ale tak pacienti ucini, a tim se tispésnost 1€cby snizuje. V¢asné stanoveni diagnozy
nadorového onemocnéni je také velice dulezité. To vSak neni tak jednoduché, pokud se
nejedna o nadory, které jsou pouhym okem viditelné, jako jsou kozni nadory a nadory
rostouci Vpodkozi. VéEtSina nadortt je diagnostikovana pomoci zobrazovacich
metod - rentgenové vySetfeni, ultrasonografie nebo magneticka rezonance. Klinickymi
piiznaky, které naznacuji, ze se u pacienti vyskytuje nador, a kterym by se méla vénovat
obzvlast’ pozornost, mohou byt dlouho ptetrvavajici kasel a chrapot, krev ve stolici, krev
vmoci, bolestivd porucha menstruace, polykaci potize, nechutenstvi, potize
pii vyprazdiiovani, zvétsené mizni uzliny, unava nebo tibytek télesné vahy. Casto vie byva

doprovazeno nesnesitelnymi bolestmi a nékdy 1 teplotou (Klener a kol. 1996).
1.3.1. Diagnostické metody:

1. Fyzikalni vySetifeni - patii mezi zdkladni vySetfeni. Pii tomto vySetfeni se Iékafi
zamétuji na zveétSené mizni uzliny a kozni zmény. U Zen by mély byt fadné¢ vySetfeny a
prohmatany prsy. Mezi fyzikalni vySetieni spada také vysetfeni kone¢niku (Klener a kol.
1996).

2. Zobrazovaci metody - tyto metody slouzi k odhaleni nadort, které nejsou viditelné
pouhym okem. Radime sem rentgenové vysetfeni, ultrasonografii a magnetickou rezonanci
(Klener a kol. 1996).

3. Biochemické vySetieni - toto vySetieni pouze doplfiuje ostatni vySetieni (Klener a kol.
1996).

4. Cytologické vySetieni - pii tomto vySetfeni lékati zkoumaji jednotlivé bunky, které
byly odebrany stérem nebo buriky ziskané ze vzorkd z vymeéskid, vypotkl a télesnych
tekutin (Pacovsky 1993).

5. Hematologické vysetfeni - jedna se o vySetfeni krve a kostni dfené. Timto vySetfenim
se odhali nadory hematopoetické tkang, jako je leukémie a lymfomy (Klener a kol. 1996).
6. Endoskopické vySetieni - umoziuje odebrat vzorky z tkani, u kterych je podezieni, ze

se V nich vyskytuje nador, pf. travici trubice, pridusky (Klener a kol. 1996).
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odhadnout, jak moc je nador maligni a jaké jsou jeho hranice ristu (Pacovsky 1993).

1.4. Terapie nadoru

V posledni dobé byl zaznamenan veliky pokrok v terapii nddorového onemocnéni.
Uspé&snost 1é8by zavisi na typu nadoru, na metod®, kterou je nador 1é¢en, na stadiu,
ve kterém byl nador objeven a také na pfistupu pacienta a na jeho spolupraci s Iékati
(Pacovsky 1993).

Nédory se 1é¢i dvéma zptisoby - kurativni nebo paliativni Ié¢bou. Cilem kurativni [écby
je zlikvidovat cely nadorovy proces. Paliativni 1éCba ¢asteéné zastavuje rist nadoru a jeho
Sifeni a také zmirfiuje bolestivé potize pacienta, které jsou zplsobeny tlakem rostouciho
nadoru. Hlavnim cilem paliativni 1écby je dosazeni co nejlepsi kvality Zivota pacienta
(Pacovsky 1993).

Pfi 1é¢bé nadorového onemocnéni jsou k dispozici Ctyfi standardni metody: chirurgické
odstranéni nadoru, chemoterapie, radioterapie, biologicka 1é¢ba a imunoterapie.
K uspésnému vyléceni rakoviny nestaci vétSinou jen jedna metoda, ale komplexni pristup,
tedy kombinace vice metod, napt. chirurgické odstranéni nadoru a radioterapie, Casto
dopInénd chemoterapii. Kviili tomuto multidisciplinarnimu pfistupu je mnoho pacientii

s rakovinou lé¢eno ve specializovanych centrech (Franks a Teich 1999).

1.4.1. Chirurgicka lécba

Chirurgicka 1écba je nejstarSi zpusob 1é¢by rakoviny, Ktery se vyvinul na pocatku
19. stoleti. Usp&snost zavisi na typu nadoru, jeho velikosti, jak je rakovina pokrocild a
které organy nador obklopuji. Tento typ 1écby mé smysl pouze u lokalizovanych nadorta
(Pollock a kol. 2008).

Chirurgické odstranéni nadoru patii mezi nejrizikovejsi zptisoby 1€¢by, protoze béhem
zakroku muze dojit k mnoha komplikacim, napf. nadorové bunky se mohou b&hem
vyfezavani nadoru dostat do okolnich struktur ¢i do krevniho ob&hu a tam pozdéji zakladaji
nova nddorovd loZiska, metastazy. Pomérné casto se nddorové bunky dostavaji
do pooperacni rany, kde pak vznikd novy nador. Soucasti tohoto zakroku byva casto
vyjmuti lymfatickych uzlin. Divodem je to, Ze lymfatické uzliny byvaji obsazeny
nadorovymi bufikami, a tim by v téle mohl na jiném misté vzniknout novy nador (Pollock a

kol. 2008).



1.4.2. Radioterapie

V soucasnosti jednou z nejpouzivangjSich metod pii 1écbé rakoviny je radioterapie.
Radioterapii se pomoci ionizujiciho zafeni cilené¢ ozatuje cely nador. Pii tomto ozafeni je
poskozena struktura DNA nadorovych bunék a dojde k tzv. nevratnym zménam - buiiky se
nemohou délit a rast (Franks a Teich 1999).

Nevyhodou je, ze radiaci nezanikd pouze nador, ale jsou poskozovany i okolni tkang.
Proto musi byt radioterapie naplanovéna a provadéna tak, aby byly nddorové bunky
ozafeny co nejvetsi radiacni davkou, zatimco okolni tkdn€é byly co neyjméné poskozeny.
Rozdéleni radioterapie (Pacovsky 1993) :

a) teleterapie - nador je ozafovan pfistrojem ze zevniho prostiedi (mimo télo). Pii této
metodé€ jsou ohroZeny okolni tkané.

b) brachyterapie - nador je ozafen pomoci vnitfnich zafict (radionuklidi).
Do bezprostiedni blizkosti nadoru se aplikuje radiacni tekutina nebo pevny utvar, tim je
nador vystaven co nejvétSimu radia¢nimu u¢inku a okolni tkdn¢ jsou mnohem méné

vystaveny riziku nez je tomu u teleterapie.

1.4.3. Chemoterapie

Chemoterapie je 1é¢ebna metoda, ktera se v onkologii zacala pouzivat nejprve pouze
jako doplitkova metoda, ale dnes patfi mezi zakladni 1éCebné metody rakoviny. Principem
je pouzivani chemickych latek, cytostatik, které maji schopnost zasahovat
do metabolickych dé&ju v buiikdch, a omezovat tim tak buné¢né dé¢leni. Cytostatika vSak
nepusobi jen na bunky nadorové, ale na vSechny délici se buiiky v téle. Chemoterapie
vyuziva del$i doby bunécného cyklu nadorovych bunék. Normalni buiikky maji kratsi dobu
bunééného cyklu, z toho vyplyva, ze normalni buiiky se po chemoterapii sta¢i obnovovat,
zatimco nadorové buiky ubyvaji. Po nékolika cyklech chemoterapie se dosdhne stavu, kdy
je nadorovych bun¢k tak malo, ze si s nimi imunitni systém poradi a odstrani je (Klener a
kol. 1996).

Cytostatika jsou chemické latky, které maji toxicky u€inek na vSechny délici se bunky.
Plsobi tedy systémové. Toxicky Géinek je spojen s mnoha nezadoucimi ucinky. Mezi
nejcastéj$i patii nevolnost, prijmy a zvraceni. VSe byvd u vétSiny pacientl doplnéno
vypadavanim vlasti, protoZe buniky vlasovych folikuli jsou poSkozeny. Zavazné nezaddouci

ucinky jsou dehydratace, mineralni rozpad a hlavné poskozeni krvetvorby (Pacovsky
1993).



Cytostatika se podavaji riznymi zpisoby. Nejptijatelnéjsi zpisob podani je peroralné.
Necastéjsi zptisob aplikace je intravendzni cestou. Mén¢ Casto se cytostatika podévaji
nitrosvalove, intraarterialné nebo intrakavitalné (do dutiny). Vyjimeéné se aplikuji pfimo

do nadoru, jedna se o lokalni podani cytostatik (Safrankova a Nejedla 2006).

1.4.4. Biologicka 1écba

Je to nova lécebna metoda, kterd se zacCala vyvijet v druhé poloviné 20. stoleti, ale
do popiedi se dostala az na zacatku 90. let, diky technice genového inzenyrstvi a
sekvenovani bilkovin a nukleovych kyselin. Tato metoda se zaméfuje pouze na nadoroveé
buiiky, proto je doprovdzena minimalnim mnoZstvim nezadoucich ucinkii. AvSak ne
v§echny typy nadord mohou byt biologickymi Iéky vylé¢eny (Foon a Muss 1998).

NejslibnéjSimi biologickymi 1é€ivy jsou interferony a monoklonalni protilatky, které
jsou zamétené proti bunécnym receptorim nadorovych bunck. Tyto receptory jsou jimi
zablokovany a nadorové buriky zni¢eny. Latky obou skupin vykazuji aktivitu v fad¢ studii
u hematologickych malignit, a to i u diive lé¢enych pacienti (Foon 1986).

Jinymi 1éCivy jsou inhibitory tyrozinkindz. To jsou enzymy, které pfedavaji do bunky
Z jejiho bunécného povrchu pokyny, jak se ma buiika chovat a kdy se ma d¢lit. Pokud jsou
tyto inhibitory zablokovany, do buiiky nejsou piedavany pokyny, bunka je ,,zmatend®,
nedéli se a tim se zabrani ristu nadoru (Foon a Muss 1998).

Biologicka 1écba nemusi byt vzdy zaméfena na samotny nador. Piikladem je zacileni
biologické 1éCby proti cévam, které vyzivuji nador. Cévy piestanou nador vyzivovat a

nador zpomali nebo apIn¢ zastavi sviij rast (Foon a Muss 1998).

1.5. Imunologie nadoru

Nédorové buiika se od normalni buiky li§i imunologicky, morfologicky, odliSnym
metabolismem, del§im bunécnym cyklem a odliSnou genetickou informaci. Zda se, Ze by
imunitni systém mél tyto bunky rychle rozpoznat a eliminovat. Pravda je vSak jina.
Nédorové builky vyuzivaji mechanismy, které jim umoziuji byt pfed imunitnim systémem
»~maskovany®, imunitni systém je nepoznd nebo upln¢ ignoruje (HotejSi a Bartinkova
2009).

Imunitni systém rozpoznava nddory pomoci nadorové specifickych povrchovych

antigend, které jsou rozdéleny do dvou kategorii:
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Antigeny specifické pro nadory (TSA) - do této kategorie fadime proteiny, které se
vyskytuji pouze na nddorovych bunkach.

Antigeny asociované s nadory (TAA) - do této kategorie tfadime proteiny, které se
vyskytuji jak na nadorovych buikach, tak i na n€kterych normalnich bunkach. Lisi se
pouze mnoZzstvim exprese antigenli nebo abnormalni mistni nebo ¢asovou expresi antigent
(Hoftejsi a Bartinkova 2009).

Jestlize jsou nadorové antigeny pomoci dendritickych bunék prezentovany
T-lymfocytiim, imunitni systém je schopen rozpoznat nadorové buiiky a pomoci specifické
a nespecifick¢é imunity je zni¢it. Kdyz je porusena prezentace nadorovych antigent,
imunitni systém nerozpozna nadorové bunky a nerozbéhne se imunitni reakce proti
nadortim (Hofejsi a Bartinkova 2009).

Hlavni elimina¢ni schopnost nadorovych bunék maji T-lymfocyty. Peptidy
prezentované molekulami MHC II ti¥idy (major histocompatibility komplex) jsou
rozpoznany T-lymfocyty, nazyvané také jako tzv. ,ppomahaci®, které nesou na svém
povrchu CD4+ glykoprotein. Naproti tomu peptidy vazané na molekuly MHC 1 tfidy
stimuluji cytotoxické T-lymfocyty, které nesou na svém povrchu odliSny glykoprotein
CD8+. T-lymfocyty (CD4+) se v prvni fazi aktivuji po setkani s nadorovym antigenem
prezentovanym v podobé peptidu na povrchu profesionalni antigen prezentujici bunky
(APC). Profesionalni APC jsou napi. dendritické buriky, makrofagy, B-lymfocyty nebo
Langerhansovy buriky. Poté, co jsou aktivovany CD4+ T-lymfocyty, dochazi k aktivaci
CD8+ T-lymfocyti. Tyto lymfocyty za¢nou produkovat mnozstvi cytokini (IFN y, TNF),
které zni¢i nadorové burky (Franks a Teich 1999).

Jinou zbrani imunitniho systému proti nadorovym bunkam jsou NK buiiky. NK buiiky
jsou vyvojove blizké T-lymfocytim. S T-lymfocyty a monocyty sdili povrchové antigeny,
ale netvofi T-buné¢né receptory (TCR) (Franks a Teich 1999).

Na svém povrchu maji NK buiiky receptory pro MHC glykoproteiny I. Pravé tyto
receptory pro MHC gp | hraji dileZitou roli v protinddorové imunité. Normalni zdravé
buiiky maji na svém povrchu MHC gp |. NK builky tyto molekuly rozpoznavaji a buiky
nenici. Ale nékterym naddorovym bunkam MHC gp | chybi, NK buiiky je rozpoznaji a znici
(Hofejsi a Bartinkova 2009).
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1.5.1. Mechanismy tiniku nadorovych bunék pied imunitnim systémem
Existuje celd fada mechanismtl, kterymi naddorové buriky unikaji kontroldm imunitniho

e Antigenni variabilita - nékteré nddorové buiky tvofi rizné mutantni formy, pti kterych
ztraceji nebo pozménuji nddorovy antigen.

e Nizka hustota nadorovych antigent - pii nedostatecné expresi nadorovych antigenti
nejsou nadorové bunky imunitnim systémem rozpoznany nebo jsou zcela ignorovany.

e Nepfitomnost kostimulaénich molekul CD80 a CD86 - jsou-li nadorové antigeny
prezentovany Th i Tc-lymfocytim bez kostimulac¢nich faktorti, vede to k navozeni
tolerance nadoru.

e Produkce blokujicich faktorti - nékteré nadory produkuji blokujici faktory, které
zablokuji funkci cytotoxickych T-lymfocytl a ty nemohou nadorové buiiky destruovat
(pt. TGF-p, IL-10).

e Produkce FasL - tato molekula mize zptsobit apoptdozu T-lymfocyta.

e Regulacni T-lymfocyty - tyto lymfocyty chrani nador pied jejich vlastnimi

autoimunitnimi mechanismy (Hofejsi a Barttnkova 2009).

1.6. Imunoterapie

Imunoterapie je nejnoveéjsi léCebna metoda pouzivana pii 1éEbeé nddorového
onemocnéni. Tato metoda prodélala dlouholety vyvoj, béhem kterého se neustale stiidaly
uspéchy s netispéchy. V soucasné dob¢ stale nemiizeme tici, zda je tento postup maximalné
ucinny, ale existuje realna Sance, Ze se rakovina bude 1é¢it hlavné pomoci imunoterapie.
Duvodem je to, ze by tato metoda neméla zatéZzovat organismus tolik jako 1é¢ba pomoci
chemoterapie ¢i radioterapie. Imunoterapie si klade za cil eliminovat nador, aniz by byl
pacient poskozen. Principem je vyvolani protinadorové imunity nebo vyuziti mechanismt
imunitniho systému, které sméfuji dané 1é¢ivo do nadoru. Zatim se imunoterapie pouziva
pouze pii 1écbé tzv. rezidudlni nemoci, to znamend po snizeni nddorové masy jinymi
lécebnymi postupy (Hoftejsi a Barttiikova 2009).
Imunoterapeutickymi metodami jsou:
e Imunoterapie zaloZend na monoklonalnich protilatkach
e Imunoterapie pomoci bunéénych mechanismi

e Imunoterapie zaloZena na komplementu
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1.6.1. Imunoterapie zaloZena na monoklonalnich protilatkach

Pro¢ se pouzivaji protilatky k 1é¢bé¢ nadorového onemocnéni? Protilatky funguji jako
nosice léCiv a toxinl. Vyuziva se i jejich fyziologickych funkci, jako je opsonizace Ci
aktivace komplementu (Hofejsi a Bartinkova 2009).
e Monoklonalni protilaitky - monoklonalni protilaitky maji schopnost vazat se
na nadorovy antigen. Touto vazbou zanese protilatka pfislusny toxin do mista nadoru, a
zpiisobi tim nekrézu bunék a tkani. Problém, ktery zde mlize nastat, je poskozeni zdravé
tkan€ a nebo rezistence nadorovych bun€k vi¢i danému toxinu. Nékdy se pouZivaji
samotné monoklonalni protilatky, které jsou zaméfené proti nadorovému antigenu. Tim, Ze
se protilatka navaze na antigen, dojde k vyvolani apoptdzy, neboli programované smrti,
nadorovych bunck, nebo se opsonizaci aktivuji efektorové mechanismy imunitniho
systému a dojde napft. k fagocytoze (Hotejsi a Barttinkova 2009).
e Bispecifické protilatky - jsou uméle vyrobené protilatky, které maji dvé vazebna
mista. Jedno znich reaguje s nadorovym antigenem a druhé s efektorovou bunkou -
T-lymfocytem nebo NK bunkou. Fc cast protilatkové molekuly aktivuje Fc receptory
na fagocytech a nebo NK bunkach (Hofejsi a Bartinkova 2009).
o Cisténi suspenze bunék kostni diené po autotransplantaci - tato metoda spociva
v odebrani vzorku kostni diené pacientovi Snadorovym onemocnénim. Pouzitim
monoklonalnich protilatek proti nddorovému antigenu se ze vzorku kostni dfen¢ odstrani
nadorové bunky. Pacient je pak po ur¢itou dobu lé¢en chemoterapii nebo radioterapii.
Nasledné je mu pomoci autotransplantace vracena vyc¢isténa kostni dfent s kmenovymi
bunikami, které krvetvorbu opét obnovi. Riziko navraceni nadoru je v tomto piipade

pomérné Casté (Hotejsi a Barttiiikova 2009).

1.6.2. Imunoterapie pomoci bunéénych mechanismu

e Nespecificka stimulace zanétu. Pomoci suspenze mykobakterialni vakciny je v misté
nadoru vyvolan zanét (Hotejsi a Barttikova 2009).

e Stimulace LAK a TIL bunék. LAK (lymfokiny aktivovani zabijeci) bunky jsou
ziskavany stimulaci smési T-lymfocytd a NK bunék in vitro pomoci cytokinti, pievazné
IL-2. Takto stimulované buniky jsou navraceny zpét pacientovi a svym plisobenim alespon
z ¢asti potlaci rist nadoru. TIL (tumor infiltrujici lymfocyty) buiiky se pfipravuji
z lymfocytd, které se vmezetily do nadoru. Aktivuji se in vitro a po aktivaci se navrati zpét
do nadoru. Jedna se ale o velmi naro¢né laboratorni pokusy, které se v praxi bézné¢ moc

nepouzivaji (Hofejsi a Bartinikova 2009).
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e ZlepSeni antigen-prezentujici funkce nadorovych bunék. Principem této metody je
in vitro geneticka uprava nadorovych bunék, vedouci k produkci cytokint, napi. GM-CSF,
IL-2, a k expresi kostimulacnich molekul CD80 nebo CD86. Posili se tak jeji schopnost
prezentovat antigeny. Buiky se pak ozafi nebo oSetfi cytostatiky a vrati zpét pacientovi.
Jinou metodou je hybridizace nadorové bunky s antigen prezentujicimi bunikami (napf.
s dendritickymi bunikami, B-lymfocyty). Vznikne hybrid, ktery prezentuje nadorové
antigeny T-lymfocytim (Hofejsi a Bartunkova 2009).

e Nadorové vakciny. Cilem této metody je zvySit mnoZzstvi protinadorovych
cytotoxickych T-lymfocyti (Tc-lymfocyty), a to tim, Ze se zvy$i exprese MHC
glykoproteinu | a kostimula¢nich faktord a nebo exprese nadorovych antigent (Hofejsi a
Barttikova 2009).

e Pouziti dendritickych bunék. Pomoci smési cytokint se in vitro pfipravi z perifernich
monocytl velké mnozZstvi dendritickych bunck. Ty se pak kultivuji s nddorovymi antigeny
a po kultivaci jsou nasledné vloZzeny pacientovi, kde aktivuji jeho T-lymfocyty
k protinadorové odpovedi (Hofejsi a Barttiikova 2009)

e Imunoterapie zaloZzena na alogenni transplantaci. Tato metoda Se pouziva u
pacientli, kterym byla transplantovana kostni dfefl. V nové kostni dfeni by mélo byt
co nejmensi mnozstvi T-lymfocytl, které mohou zplsobit velmi nebezpecnou alogenni
reakci $tépu proti hostiteli (Hofejsi a Barttiikova 2009).

e Pouziti produkti imunitniho systému. Pro posileni buné¢nych mechanismt imunity

se pouzivaji rizné cytokiny (IFN-a, INF-y, IL-2, GM-CSF) (Hofejsi a Bartaiikova 2009).

1.6.3. Imunoterapie zaloZena na komplementu

Komplement je soustava proteinti a glykoproteind, které spolu navzajem spolupracuji a
spolupracuji i Sjinymi mechanismy imunitniho systému. Nejdulezitéjsi slozkou
komplementu je 9 sérovych proteini (C1-C9), které cirkuluji v séru v neaktivni formé.
Protinddorovd imunita zaloZzend na komplementu zalina vazbou C1 proteinu (slozity
komplex podjednotek C1qg, C1r a C1s) na protilatku, ktera je na povrchu nadoru. Rozb&hne
komplementu je C3 protein, hlavné jeho enzym C3-konvertdza, kterd ma opsonizacni a

chemotaxni u¢inky. Komplex proteini C5b, C6, C7, C8 a C9 prodéravi membranu

nadorové bunky, zptisobi osmotickou lyzu a buniku tim zabiji (Hofejsi a Barttnkova 2009).
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1.7. Imunoterapie zalozena na vrozené imunité

Imunitni systém lze rozde€lit na nespecificky (neadaptivni, vrozeny) a antigenné
specificky (adaptivni, ziskany). Hlavni slozky imunitniho systému jsou slozky humorélni a
bunécéné. Humoralni slozku predstavuji proteiny a slozku bunéénou tvofi rizné typy bunék
(Hoftejsi a Barttiiikova 2009).

Vrozena imunita je evolu¢né starsi nez ziskand imunita. Jeji slozky reaguji na patogeny
mnohem rychleji a nemaji tzv. imunologickou pamét’ jako ziskand imunita. To znamena,
7e s1 nepamatuji opakovany styk s patogenem. Bunécnou slozku vrozené imunity tvoti
fagocytujici bunky, zirné bunky, eosinofily a NK bunky, humoralni slozku interferony,
lektiny, komplementovy systém a proteiny akutni faze (Hofejsi a Bartunikova 2009).

Svou roli v obran¢ organismu sehravaji také mechanické, chemické a mikrobialni

bariéry na povrchu kiize a sliznic (Hofej$i a Bartanikova 2009).

1.7.1. Buiiky vrozené imunity

Bunéénymi slozkami nespecifické imunity jsou neutrofilni, eosinofilni a basofilni
granulocyty, monocyty a jejich tkanova forma - makrofagy, dale dendritické bunky, Zirné
bunky a NK bunky (Hofejsi a Barttinikova 2009).

Neutrofilni a eosinofilni granulocyty, spolu s monocyty, makrofagy a dendritickymi
bunikami, jsou oznaCovany za fagocytujici buiiky. Fagocytdza je schopnost fagocytujicich
buné€k pohlcovat razné castice (mikroby, poskozené bunky apod.). Samotny proces
fagocytozy probiha tak, ze fagocyt se nejprve pomoci svych povrchovych receptorti dotkne
cizorodé &astice a svymi panozkami ji obklopuje. Castice je nakonec obklopena
povrchovou membranou fagocytu a uzaviena do fagozomu (vznikla vakuola). Cely proces
fagocytozy je tizen signaly z povrchovych receptorii fagocytt (Hofejsi a Bartiinkova
2009).

Jednotlivé faze fagocytozy jsou:

e Smérovany pohyb (pohyb fagocytu k zaznamenané cizorodé ¢astici)

e Adheze (pfilnuti k antigenu)

e Ingesce (obklopeni cizorodé ¢astice a vznik fagozomu)

e Cidie (usmrceni ¢astice)

e Degradace (usmrcena Castice je hydrolyzovana enzymy na nizkomolekularni

fragmenty)
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Hlavni funkci zirnych bunék (heparinocyti) neni fagocytdza, ale ucastni se alergickych
procesil. Uplatiuji se také pii komunikaci mezi nervovym a imunitnim systémem (Hoftejsi
a Barttnkova 2009).

Basofilni granulocyty - vybavou a funkcemi jsou podobné zirnym buiikam. Basofily
zodpovidaji za anafylakticky Sok a mohou se ucastnit obrany proti parazitim (Hofejsi a
Barttnkova 2009).

NK bunky - jsou soucasti antigenné nespecifické imunity. Jejich schopnosti je
rozeznavat builky, které maji na povrchu malé mnozstvi MHC gp |, napf. nddorové buiky

nebo bunky napadené viry (Hotejsi a Bartinkova 2009).

1.7.2. Vrozena imunita a rakovina

Ptiroda nas obdarovala infekci - chronickou a akutni. Obé tyto infekce maji Skodlivé 1
prospesné ucinky na lidsky organismus. Celosvétove je velky pocet chronickych infekci
spojen s rizikem vzniku rakoviny, ale je také znamo, Ze nadorova regrese miize byt spojena
s akutni infekci (napf. bakterialni, virova, plisnova atd.). Jiz od dob Hippokrata se vi, Ze
akutni chronicka infekce muze 1éCit riizna onemocnéni. Jednim z projevl akutni infekce je
silnd imunologicka odpovéd’ a mimo jiné i horecka. KdyZ pacienta s rakovinou postihne
akutni infekce spojena s horeckou, dojde k aktivaci vrozené nespecifické imunity. Vrozena
imunita pak muze zahajit proces potlac¢eni nadorového bujeni (Thomas a Badini 2011).

Prvni, kdo pfisel s mySlenkou, Ze by se rakovina mohla 1é¢it tim, Ze se v téle vyvola
infekce, byl William Bradley Coley. Coley, nazyvany jako ,,Otec imunoterapie®, véd¢l, Ze
pouze chirurgické odstranéni nadoru nevede k uplnému vyléceni. U jednoho pacienta si
vs§iml, Ze kdyz se mu do rany dostaly bakterie Streptococcus erysipelas, rozpoutala se u néj
horeCka. Jako odpovéd’ na bakterialni infekci, nddor zanikal, az nakonec vymizel uplné
(Dalgleish a Whelan 2006). Na konci 19. stoleti zacal pacientim s malignimi nadory,
pfevazné se sarkomy, aplikovat piimo do nddoru suspenzi bakterii Streptococcus
erysipelas. Prvnim piiznakem infekce byla zimnice, kterou zahy vystiidala horecka
(40,83 °C). Velikost nadoru zacala ustupovat a nador nakonec bud’ zcela anebo upIné
vymizel. Zprvu pouzivani smési bakterii Streptococcus erysipelas, téz nazyvané jako
Coleyho toxin, bylo uspésné. Ale kdyz Coley zkoumal ucinek této smési na deseti
pacientech, u sedmi z nich se nepodatilo vyvolat infekci a u tii pacientd infekce nastala,
nadory se zmensovaly, ale nakonec doslo k relapsu. Béhem dalSich pokust zacal Coley
pouzivat jiny toxin, kterym byla smés bakterialnich kultur Streptococcus erysipelas a

Serratia marcescens. | zde byly zaznamenany uspéchy (Coley 1910). Coley na zakladé
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svych pokust poznamenal, ze jako reakce na bakterialni vakcinu je nezbytna horecka, ze
vakcina musi byt podavana denné a ze davky musi byt zvySovany, aby nedoslo k chybam
(Dalgleish a Whelan 2006).

Coleyho myslenky nebyly Spatné, ale ve spoleCnosti se pfili§ neujaly. Hlavné poté,
co zaCala éra 1écby rakoviny pomoci radiaéniho zafeni. Hlavnim divodem bylo, ze
radia¢ni terapie prinasela jasn¢ prokazatelné vysledky v 1é¢bé rakoviny. Zatimco Coleyovi
se ne vzdy podafilo dosahnout ocekavanych vysledkd (Nauts a kol. 1990). Hlavnim
problémem bylo, Ze ne vzdy se u pacientll po podani bakterialni vakciny podatilo vyvolat
infekci a aktivovat tim vrozenou imunitu. Jinym zdvaznym problémem bylo riziko spojené
s infekci. Infekce mohla pacientovi pfitizit nebo dokonce zplsobit smrt. Pouzivani infekce
jako terapeutické metody, to je otazka, ktera zlstava nadale oteviena (Wiemann a Starnes
1994).

Cizorodé patogeny (viry, bakterie, houby) jsou rozpoznany na zakladé PAMPS
(Pathogen Associated Molecular Patterns), které se nachazi u vSech mikroorganismu, a
pomoci receptort, které tyto patogeny rozpoznavaji. PfisluSné receptory se nazyvaji PRRS
(Pattern Recognition Receptors). PAMPs jsou mnapf. soucasti lipopolysacharidi
(endotoxiny), peptidoglykanti (buné¢na sténa), lipoproteint (bakterialni tobolky). Vrozena
imunita ma schopnost rozliSovat mezi strukturami vlastnimi a strukturami mikroorganismd,
u kterych se nachazi PAMPs (Thomas a Badini 2011).

Nadorové buiiky neobsahuji zadné PAMPs, coz naznacuje, Ze by vrozena imunita
nemeéla tyto bunky rozpoznavat a eliminovat je. VySe uvedend pozorovani nadorové
regrese v disledku prudké infekce Ize tedy chapat jako disledek nespecifického ptisobeni

stimulované¢ho imunitniho systému.
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1.8. Terapie nadorovych onemocnéni pomoci kationickych antimikrobialnich
peptidi (CAPs)

1.8.1. Antimikrobialni peptidy

Antimikrobialni peptidy se vyskytuji u vice nez 1000 druhl organismil v piirodé¢ a
ptedstavuji prvni obrannou linii pfi napadeni infekénim mikroorganismem (Dolezilkova a
kol. 2011).

Antimikrobialnich peptidi je n€kolik druhii. Nejpocetnéjsi skupinou jsou kationické a
anionické antimikrobialni peptidy, ale patii sem 1 aromatické dipeptidy a derivaty proteinti
vazajici kyslik (Neubauerova a kol. 2009).

Anionické antimikrobidlni peptidy jsou malé peptidy, které maji anionicky charakter.
Tento charakter je dan homopolymerni aspartatovou oblasti, ktera jako kofaktor potiebuje
zinek. Poprvé byly objeveny u ovci, ale jejich G€inek nebyl zatim prokazan. Pfedpoklada
se, ze jsou prijimany bakteridlnimi buikami spole¢né se zinkem. Tyto peptidy byly
objeveny v jatrech, tenkém stieve, plicich a krevnim séru savcu (Dolezilkova a kol. 2011).

Kationické antimikrobidlni peptidy (CAPS) jsou nejpocetnéjsi  skupinou
antimikrobialnich peptidl vitbec. Téchto peptidii je znamo pies 700 druhti a pfevazna cast
byla izolovana z hmyzu (Neubauerova a kol. 2009). CAPs se skladaji z méné nez 50
aminokyselin, obsahuji velké mnozstvi lysinovych a argininovych zbytkt a vice jak 50 %
hydrofobnich rezidui. Jejich dualezitou vlastnosti je pievazujici pozitivni naboj. Diky
tomuto naboji reaguji s bakteridlnimi membréanami, které nesou na povrchu negativni
naboj. CAPS prostiednictvim port pronikaji pfes bakterialni membranu do cytoplasmy a
zde napf. naruSenim DNA, RNA syntézy proteini navodi buné¢nou smrt (Dolezilkova a
kol. 2011). Minimalni mnoZstvi naboje, kterym peptid reaguje s membranou patogenu, je
+2 a maximalni mnozstvi je +10 (Neubauerova a kol. 2009). Kationické antimikrobialni
peptidy vykazuji antimikrobidlni aktivitu proti protozoim, grampozitivnim a
gramnegativnim bakteriim a mikroskopickym houbdm. Né&které peptidy také inhibuji
replikaci obalenych virti, podporuji hojeni a vykazuji protinddorovou aktivitu. Neddvné
studie ukézaly, Ze kationické peptidy mohou piisobit jako efektory vnitini imunologické

odpovédi (Dolezilkova a kol. 2011).
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1.8.2. Struktura antimikrobialnich peptida
Antimikrobialni peptidy jsou podle struktury rozdéleny do 4 skupin: B-list, a-helix,
smycka a rozvolnéné peptidy. Vice jak 800 druhli antimikrobialnich peptidi bylo

izolovano z piirodnich zdroji, ale existuji i syntetické varianty (DoleZilkova a kol. 2011).

J

©)

Obr. 1: Grafické znazornéni struktur antimikrobialnich peptidt: a) p-list, tachyplesin I,

b) a-helix, magainin 2, ¢) rozvolnéna struktura, indolicidin, d) smycka, thanatin. Pfevzato z databaze Protein

Data Bank (PDB) (Dolezilkova a kol. 2011).

Nejznaméj$imi antimikrobidlnimi peptidy u lidi jsou katelicidin a defensin, které jsou
produkovany bunikami imunitniho systému a histamin produkovany a vylu¢ovany do slin

naptiklad pfiusnimi zlazami (Peters a kol. 2010).

1.8.3. Mechanismy u¢inku kationickych antimikrobialnich peptidi

Po dlouholetém studovani mechanismi ucinku kationickych antimikrobialnich peptidu
se ukdzalo, ze tyto peptidy vykazuji mnohondsobné vétsi ucinek na buiiky, nez ostatni
druhy peptidi. CAPs jsou schopné napi. permeabilizace bunééné membrany, plsobit na
bunéénou sténu a nebo dokonce inhibovat syntézu molekul. Mechanismus u¢inku
kationickych antimikrobialnich peptidii je nejvice prostudovan u gramnegativnich bakterii

a podle vseho se podoba mechanismu u¢inku u nadorovych bunék. Vse zacina reakci mezi
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kladn¢ nabitym peptidem (kation) a negativné nabitou vrstvou lipidi (anion) ve vnéjsi
vrstvé membrany, ¢imz dojde k naruseni membrany. Kationické peptidy vykazuji vysokou
afinitu k lipopolysacharidim (LPS) a nizkou k dvoumocnym kationiim (Ca®*, Mg®*) uvniti
membrany. Peptidy vytlaéi dvoumocné kationy od negativné nabitych LPS a dojde
K naruseni stability membrany. Pies takto naruSenou membranu se peptidy dostanou

k cytoplasmatické membrané a reaguji s jeji vnéjsi vrstvou (Dolezilkova a kol. 2011).

1.8.3.1. Peptidy narusujici cytoplasmatickou membranu

VétSina  peptidi, které maji a-helikalni  strukturu reaguji s vnéj§i  vrstvou
cytoplasmatické membrany, a tim ji naruSuji. Tim, Ze je naruSena cytoplasmaticka
membrana, dojde K jeji depolarizaci vedouci k bunéné smrti. Existuji tfi mechanismy,
kterymi je cytoplasmaticka membrana naruSena (zavisi na druhu peptidu):
e Mechanismus ,sudové skruze® - tvofi transmembranové pory, a to tak, Ze se
amfipatické peptidy (peptidy, ve kterych se stiidaji hydrofobni nebo hydrofilni oblasti)
nato¢i smérem kolmo k membréané. Postranni hydrofobni fetézce smétuji vné do lipidické
dvojvrstvy a dovnitf smétuji polarni postranni fetézce. Transmembranové pory narusuji
membranovy potencidl a umoziuji, aby pies n¢ unikaly rizné komponenty
cytoplasmatické membrany.
e Mechanismus ,,micelarnich agregatt® - v tomto mechanismu tvoti peptidy micelarni
uspofadani a tim narusuji membranu cytoplasmy.
e ,Kobercovy* mechanismus - peptidy pfilnou k dvojvrstvé lipida, dojde k poruseni
stability membrany a vzniku trhlin, kterymi vytékaji rizné komponenty cytoplasmatické

membrany (Dolezilkova a kol. 2011).

1.8.3.2. Jiné mechanismy u¢inku antimikrobialnich peptidu

Béhem studii eukaryotnich bunék se ukazalo, ze né€které peptidy s vyssim obsahem
argininu maji schopnost projit pfes buné¢nou a jadernou sténu a pienaseji rizné navazané
latky (Dolezilkova a kol. 2011). Pokud peptid projde pfes jadernou sténu, je schopen
inhibice DNA syntézy a zablokovani RNA syntézy. Ddle mlZze inhibovat ribosomalni

funkci a proteosyntézu (Peters a kol. 2010).

1.8.4. Terapeuticky potencial kationickych antimikrobialnich peptidi

Kationické antimikrobialni peptidy maji diky svym vlastnostem velky budouci

terapeuticky potencial. Hlavnimi vyhodami jsou: obrovské spektrum antimikrobialni
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aktivity (plisobi cytotoxicky na mikrobidlni buiiky a zaroven nepusobi toxicky na savci
buiiky), rychlé zabiti mikrobt, neutralizace endotoxinti, podpora hojeni ran a odolnost viici
pusobeni antibiotik. Nedavné studie odhalily, ze kationické peptidy se mohou vyuzivat
jako antimikrobialni latky, modifikatory zanétu nebo pfii 1é¢bé nadorového onemocnéni

(Peters a kol. 2010).

1.8.5. Kationické antimikrobialni peptidy jako nova cytostatika v terapii nadorového
onemocnéni

Chemoterapie je dnes jedna z nejpouzivanéjSich 1éCebnych metod pii 1é¢bé rakoviny.
Ale pfesto spousta 1ékafti od této metody ustupuje, a to hned ze dvou divodi. Prvnim je,
ze cytostatika plisobi toxicky nejen pro nadorové buiiky, ale i pro bunky zdravych tkani.
Druhym divodem je Castd multi-drug rezistence nadorovych bun&k. Novou slibnou
metodou je pouzivani kationickych peptidi (CAPS), kde se vedlejsich Gi¢inkti nemusime
tolik obavat jako u chemoterapie. Kationické peptidy vykazuji selektivni cytotoxicitu proti
Sirokému spektru lidskych nddorovych bunék, vCetné neoplastickych bunck, které ziskaly
multi-drug rezistentni genotyp (Mader a Hoskin 2006). Nadorova selektivita je dana tim,
ze stejné jako bakterie se nadorové bunky vyznacuji zietelnym zapornym ndbojem
(Marquez a kol. 2004). Zabijeni nadorovych bunék prostiednictvim CAPS probiha obvykle
pomoci bunééného membranoveé-lytického efektu. Nekteré peptidy jsou schopné spustit
apoptozu nadorovych bunék naruSenim mitochondrialni membrany nebo jsou oznaované

jako potencialni inhibitory angiogeneze (vznik novych krevnich kapilar) (Mader a Hoskin

2006).
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2. Cil prace

e In vivo a in vitro studium vlivu kationickych antimikrobialnich peptidii na nadorové
burky.
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3. Materialy a metody

3.1. Chemikalie

e RPMI 1640 (Sigma-Aldrich)
e Fetal Calf Serum (FCS) (Sigma-Aldrich)

Pouzité kationické antimikrobidlni peptidy:
LL-8, wvzorec, H-Val-Asn-Trp-Lys-Lys-lle-Leu-Gly-Lys-1le-1le-Lys-Val-Val-Lys-NH,,
viechny aminokyseliny jsou v L konfiguraci (Slaninova, UOCHB Praha).

LL-8/12, vzorec, H-Val-Asn-Trp-Lys-Lys-lle-Leu-Gly-Lys-1le-1le-Lys-Val-Val-Lys-NH,,
totozna sekvence, ale viechny aminokyseliny jsou v D konfiguraci (Slaninova, UOCHB
Praha).

CAP (J), vzorec, H-Lys-Val-Asn-Trp-Lys-Lys-Ile-Lys-Gly-Lys-Ile-1le-Lys-Val-Val-Lys-
NH>, viechny aminokysliny jsou v L konfiguraci (Jezek, VSCHT Praha).

(man), CAP (J), ktery je stejny jako ,,CAP* ale ma na NH, skupiné v bo¢nich fetézcich

lysinu navazané navic 2 molekuly manosy (Jezek, VSCHT Praha).

3.2. Experimentalni zvirata

Jako experimentalni zvifata v naSich experimentech slouzily samice mysi z inbredniho
kmene C57BL/6N od firmy Charles River Laboratories. Mysi byly 8 tydnu staré a jejich
vaha se pohybovala mezi 18 - 20 g. Mysi byly chovany za standardnich podminek
ve zvéfinci Parazitologického tistavu Biologického centra Akademie véd Ceské republiky

v Ceskych Budgjovicich, fotoperioda 12/12, p¥istup k potravé a vodé ad libitum,

3.3. Buiiky melanomu B16-F10

V nasich experimentech byly pouZivany buniky mySiho melanomu B16-F10, které byly
implantovany my$im C57BL/6N. Tyto buiiky jsme dostali darem od profesorky Rihové
z Mikrobiologického tistavu Akademie véd Ceské republiky v Praze.

Buiky byly kultivovany v médiu RPMI 1640 s 10% FCS, glutaminem a antibiotiky

V termostatu pfi teploté 37 °C v atmosféfe nasycené vodnimi parami a obsahujici 5% CO..
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3.3.1. Priprava bunék mysiho melanomu B16-F10 pro in vivo pokusy

Kultivované buiiky byly vyndany z termostatu a bylo z nich odstranéno RPMI médium.
Poté byly bunky 2x proplachnuty PBS a po vyplachnuti se provedla trypsinizace (0,02%
trypsin v 0,02% EDTA v PBS). Bunky byly vlozeny cca na 5 minut do termostatu
nastaveného na 37 °C. Po vyjmuti z termostatu bylo k bunkam ptidano médium RPMI
s 10% FCS a pomoci sterilni Pasteurovy pipety byly buiiky rozvolnény. Takto odd€lené
bunky byly nality do centrifuga¢ni zkumavky a vse bylo centrifugovano (150 g, 10 minut).
Po centrifugaci byly buiiky usazené na dné centrifugacni zkumavky. Centrifugac¢ni
zkumavka byla doplnéna RPMI meédiem na zndmy objem (napt. 3 ml) a sterilni
Pasteurovou pipetou byly bunky opatrné rozvolnény. Malé mnozstvi z této zkumavky
(napft. 30 ul) bylo odpipetovano do zkumavky a obarveno pomoci trypanové modii. Takto
obarvené buiiky byly pocitany v Biirkerové komtirce. Koncentrace bun€k byla néasledné
upravena dle potfeby. Podle poctu zivych bunck byl roztok bud’ nafedén, nebo stocen

Vv centrifuze a opét nafedén na potiebnou koncentraci.

3.4. Priprava primokultury z moréecich ledvin pro in vitro pokusy

Z morceci ledviny byly nejprve odstranény ledvinové panvicky a kalichy. Zbyvajici
tkén byla rozstiihana a promyta PBS. Tkan byla pak pfemisténa do 300 ml Erlenmayerovy
banky. Byl ptfidan 0,25% roztok trypsinu v PBS, 20 ml/g tkané. Po pétiminutovém michéani
na elektromagnetické michacce pii pokojové teploté byla tekutina odlita a vyhozena.
Nasledné byla ptiddna dalsi davka trypsinu a nésledovalo dvacetiminutové michani.
Supernatant byl slit do nadoby s vychlazenym telecim sérem. Byl pfidan trypsin a znovu
pokracovalo natravovani tkan¢. Proces byl opakovan, dokud vytézek bunék nezacal prudce
klesat. Ziskana suspenze bunék byla centrifugovana - 150 g 5 minut. Sediment byl
rozsuspendovan v RPMI 1640 obsahujicim 5% FCS, glutamin a antibiotika. Nasledovala
filtrace pfes sterilni gazu, centrifugace a rozsuspendovani v RPMI 1640 obsahujicim 10%

FCS, glutamin a antibiotika.
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3.5. Transplantace mysiho melanomu B16-F10

Mysi byly oholeny na pravé zadni ¢asti zad. Zvolila se tato cast téla, protoze bunky
melanomu B16-F10 jsou do tohoto mista snadno aplikovatelné a rostouci nador je zde
dobfe identifikovatelny a méfitelny. Pro experiment, pii kterém se méfily teploty, byl
oholen i levy bok.

Pod kiizi oholeného mista bylo mysim aplikovano po 400 000 bunkach B16-F10

v 0,1 ml RPMI média. Dvanacty den po transplantaci se zahajila terapie.

3.6. Méreni a statistické vyhodnoceni dat

3.6.1. Méreni velikosti nadora béhem terapie

V probihajicich experimentech byl u kazdé mysi sledovan riist a objem nadoru. Nadory
byly kazdy druhy den méfeny antropometrickym métidlem, kaliperem.
Pro vypocet objemu nadoru byl pouzit vzorec: V= n/6 AB? kde A je délka nadoru a B je

vyska nadoru.

3.6.2. Méreni teplot mysi béhem terapie

Ve druhém experimentu byla mySim kazdy druhy den zméfena teplota nadoru (L) a
referenéniho bodu na protilehlé strané zad (P). M¢filo se teplomérem IR RODENT
THERMOMETER 153 IRB od firmy BIOSEB.

3.6.3. Statistické vyhodnoceni dat

Statistické vyhodnoceni dat bylo provedeno v programu Microsoft Excel pomoci
Studentova t-testu.
Piezivani mysi bylo vyhodnoceno pomoci analyzy pieziti Kaplan-Meier v programu
MedCalc.
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3.7. Pokus €. 1: In vitro studium vlivu CAPs na buriky melanomu B16-F10 a

na bunky moréecich ledvin

V prvnim pokuse byl vyhodnocovan vliv LL-8 a LL-8/12 na buiky melanomu
B16-F10 in vitro a srovnavan s vlivem na primokulturu bun€k morcecich ledvin.

Pro tento ucel byly nejprve kultivovany oboji buniky na 96jamkovém panelu
v mnozstvi 20 000 bunék/jamku v 200 ul RPMI 1640 s 10% FCS. Po 24 hodinach bylo
médium opatrné odstranéno a nahrazeno 100 pul RPMI 1640 s 10% FCS obsahujicimi
latky LL-8 a LL-8/12 v koncentracich 5 — 20 mM. Kontrolou bylo 100 ul RPMI 1640
s10% FCS. Vse bylo provadéno ve dvou paralelkach. Byla provedena 24hodinova
kultivace, kdy byl pribézné sledovan stupeni adherence bunék, a na zavér byly buiky
sklizeny trypsinizaci a s pomoci Trypanové modii a Biirkerovy komurky byl vyhodnocen

pocet bunek.

3.8. Pokus €. 2; In vivo studium vlivu CAPs na rust melanomu

Ve druhém pokusu bylo pouzito 18 samic mysi kmene C57BL/6N, kterym byl s.c.
transplantovan melanom B16-F10 (400 000 bun¢k/mys). Po dvanacti dnech byla zahajena
terapie.

Mysi byly nejdiive randomizovany do ti skupin (A, B a K), kazdou skupinu tvotilo

6 mysi.

Schéma experimentu:

Skupina A: i.t aplikace 50 ul4 mM LL-8 vPBS v denO, 1, 2.
Skupina B: i.t. aplikace 50 ul 4 mM LL-8/12 vPBS vdenO, 1, 2.
Skupina K — kontrola: i.t. aplikace 50 ul PBS vden 0, 1, 2.

Prvnich c¢trnact dni byla obden méfena velikost nadorit a teplota, nasledné pak byla

sledovana doba pieziti.
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3.9. Pokus €. 3: In vivo studium zavislosti u¢inku CAPs na koncentraci.
Ovéreni moznosti prohloubeni uéinku CAPs na zakladé manosilace

V tomto pokusu bylo pouzito 36 samic mysi kmene C57BL/6N. Dvanact dni po s.c.
transplantaci melanomu B16-F10 (400 000 bunék/mys) byly mysi rozdéleny do Sesti
skupin (A, B, C, D, E a K), kazdou skupinu tvofilo 6 mysi.

Schéma experimentu:

Skupina A: i.t aplikace 50 upl 4 mM LL-8/12vPBSvdenO, 1, 2.
Skupina B: i.t aplikace 50 ul 1 mM LL-8/12 vPBSvden0, 1, 2.
Skupina C: i.t aplikace 50 pul 0,5 mM LL-8/12 vPBSvdenO, 1, 2.
Skupina D: i.t aplikace 50 pul 4 mM (man), CAP (J) vPBS vden0, 1, 2.
Skupina E: i.t aplikace 50 ul 4 mM CAP (J) vPBSvdenQO, 1, 2.
Skupina K — kontrola: i.t aplikace 50 ul PBS vden 0, 1, 2.

Obden byla prvnich 14 dnii métena velikost nadort. Poté bylo sledovano preziti mysi.
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4. Vysledky

4.1. Pokusu €. 1: In vitro studium vliivu CAPs na bunky melanomu B16-F10 a
na bunky moréecich ledvin

Katonické peptidy LL-8 a LL-8/12 pisobily uc¢inné jak na nadorové bunky, tak i na
buiiky morcecich ledvin. Jiz po pul hodin¢ bylo mozno u vysSich koncentraci CAP
pozorovat ruSeni adherence bundk, které se stale prohlubovalo. Uginngji oba peptidy
pusobily na nadorové buiiky, a to jiz pfi 10mikromolarnich koncentracich. Na bunky
morcecich ledvin pusobily koncentrace az 20mikromolarni. Latky LL-8 a LL-8/12
ve vzajemném srovnani mély stejny vliv na ruseni adherence bunck.

Béhem pocitani zivych bunék po experimentu jsme dosli ke stejnému zavéru. V tomto
ptipadé také nebyl vyrazngjsi rozdil mezi latkou LL-8 a LL-8/12. Vyrazné redukce
nadorovych bunék bylo dosaZeno opét jiz pti 10mikromolarnich koncentracich. Buiky
morcecich ledvin byly odolngjsi, zde byly pro vyraznou redukci po¢tu bunék potiebné

20mikromolarni koncentrace (viz Tab. 1).

B16-F10 Mor¢eci ledviny
LL-8
6 000 11 500
20 pM
LL-8
34 500 30 000
10 pM
LL-8
79 000 37000
S5uM
LL-8/12
0 1500
20 pM
LL-8/12
31 500 41 000
10 pM
LL-8/12
77500 44 500
SuM
kontrola 93 500 44 500

Tab. 1.: Pasobeni LL8 a LL8/12 na buniky morcecich ledvin (primokultura) a na bunky

melanomu B16-F10. V tabulce jsou uvedeny priimérné poéty zivych bunék po 24 hodinové kultivaci.
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4.2. Pokusu €. 2: In vivo studium vlivu CAPs na riist melanomu
Vysledky vlivu latek LL-8 a LL-8/12 na rGst melanomt udava obrazek 2. Z grafu
vyplyva statisticky vyznamna redukce nadorového ristu, vyssi v ptipadé pouziti preparatu

LL-8/12, tedy s D-aminokyselinami.

Vliv terapie na velikost nadoru

3000 ~

2500 ~
7
£ 2000 A
Fl oA
S 1500 - mB
] *
g . BK
@ 1000 A
S

*
500 ~ I
T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14
den terapie

Obr. 2: Vliv terapie na velikost nadoru: Skupina A - 1é¢ena LL-8, skupina B - 1é¢end LL-8/12,
skupina K je kontrolni (PBS).
* = P<0,05
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Dvé mysi ze skupiny B (LL-8/12) ptezily po transplantaci 100 dnd. Prubéh velikosti
jejich nadort v ¢ase znazornuje obrazek 3. U myS$i B2 nador zmizel a jiz se neobjevil (mys$
nyni zije 408 dni od transplantace a je zcela bez nadoru). U mysi B5 doslo k recidivé a mys

104 dni po transplantaci uhynula.

Vliv terapie na velikost nadoru
300

250

200

150

100

50 -

Objem nadoru (mm3)
3
~
wm
jve]
(6]

.....

0 2 4 6 8 19 12 14 22 29 36 43

Den terapie

Obr. 3: Vliv terapie na velikost nddoru: Mys B2 zije 408 dnii, my$ B5 104 dn@i po transplantaci

uhynula.
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Na obrazku 4 je fotografie mysi B2, ktera prezila po transplantaci bun¢k B16-F10 a
byla uspésné vylécena. Mys nyni zije 408 dni od transplantace.

oy

16-F10.

Obr. 4: Mys B2 408 dni po transplantaci bunék
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Na obrazku 5 mizeme vidét, jak se ménila teplota nadoru a referenéniho bodu béhem
terapie. Krom¢ zpravidla nizs$i teploty nadoru a postupného poklesu vsech teplot béhem

experimentu, teploty zptisob a prub¢h terapie neodrazely.

Vliv terapie na teplotu mysi

37 -
36 A
35 A

3a | ]

I O A-L
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= 33 A I -[ OB-L
§_ 32 - [ mB-P
L 31 _ . K'L
B K-P
30 ~
29 A
28 T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12
Den terapie

Obr. 5: Vliv terapie na teplotu mysi: L — teplota nadoru, P — referen¢ni bod na protilehlé

stran¢ zad. Skupina A - 1é¢ena LL-8, skupina B - 1é¢ena LL-8/12, skupina K je kontrolni (PBS).
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Obrazek 6 udava analyzu preziti podle Kaplan-Meiera. Na rozdil od preparatu LL-8
(skupina A), ktery vyvolal statisticky vyznamné ( * = P<0,05 ) zkraceni doby pieziti,
preparat B (LL-8/12) sice u dvou mysi vyvolal vyrazné prodlouzeni jejich pteziti (u jedné

doslo k uzdraveni), ale statisticky to vyznamné nebylo.

Vliv terapie na preziti
100 F—
_| |
80 ||
|
% s0 L ﬂ| Skupiny
= ' L — A
bl |
i i | —— B
L 40 [ — K
20
D | 1 1 . 1 1 . 1
50 60 70 80 90 100
Dny

Obr. 6: Analyza pieziti podle Kaplan-Meiera.
*=P<0,05 Averzus K
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4.3. Pokusu €. 3: In vivo studium zavislosti uéinku CAPs na koncentraci.

Ovéreni moznosti prohloubeni u€inku CAPs na zakladé manosilace

Vyhodnoceni tietiho pokusu je zobrazeno na obrazku 7. Z néj vyplyva, ze ucinek latky
LL-8/12 je koncentracné zavisly a jeho 4 mM koncentrace vyvolava statisticky vyznamnou
redukci nadorového rlistu, pozorovanou i ve druhém experimentu.

Z peptidi od doktora Jezka vykazuje velice piiznivou, statisticky vyznamnou a
s LL-8/12 srovnatelnou redukci nadorového ristu peptid ve skupiné E, tedy 4 mM CAP(J).
Peptid ve skupiné D — 4 mM (man),; CAP(J) nevykazoval zadnou redukci nadorového

rastu.

Vliv terapie na velikost nadoru

3500 -
3000 A
2500 -

2000 A

1500 ~

Objem nadoru (mm3)

1000 ~

Den terapie

Obr. 7: Vliv terapie na velikost nadoru: Skupina A - 1é¢ena 4 mM LL-8/12, skupina B - 1é¢end 1 mM
LL-8/12, skupina C — 1é¢ena 0,5 mM LL-8/12, skupina D — 1é¢ena 4 mM (man), CAP (J), skupina E — 1é¢ena
4 mM CAP (J), skupina K je kontrolni (PBS).

* =P<0,05 ** =P<0,01 w#% = P<0,005
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Obrazek 8 wudava analyzu pfeziti. Analyza podle Kaplan-Meiera neprokazala
statistickou vyznamnost rozdilu mezi jednotlivymi léenymi skupinami navzdjem ani

V jejich srovnani s kontrolou.

Vliv terapie na preZiti
100 :
|
L
80 | _
Skupiny
_ — A
S 60f | — — B
Py |
b
£ 4of . -0
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20 | ]
- o T T
| |
O ml 1 1 : 1 1 L | 1
30 40 50 60 70 80
Dny

Obr. 8: Analyza pieziti podle Kaplan-Meiera.
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5. Diskuze

Pouziti kationickych antimikrobialnich peptidi v nadorové terapii vychazi z jedné
Z jejich hlavnich vlastnosti. Tou je pozitivni naboj. Diky kladn¢ nabitému néaboji jsou
peptidy schopny navazat se na buné¢nou membranu, a to nejen mikroorganismu, které jsou
zaporn¢ nabité s vyjimkou Stenotrophomonas maltophilia (Jucker a kol. 1996), ale i
na nadorové bunky, které rovnéz nesou na svém povrchu negativni naboj (Marquez a kol.
2004). Tim se narusi struktura bunky a jeji funkce. Proniknutim peptidd do cytoplasmy
dochazi k buné¢né smrti buriky, napt. kdyz je porusena syntéza DNA ¢i RNA (Dolezilkova
a kol. 2011).

Nadorové bunky na povrchu své bunééné membrany nesou silny negativni naboj,
za ktery jsou zodpovédné anionické molekuly jako fosfatidyl serin a O-glykosylované
muciny. Jen pro srovnani, bunéénd sténa normalnich buncék je bohata na zwitterionické
molekuly, jako jsou napft. sfingomyelin a fosfatidyl cholin, diky kterym maji normalni
buiiky neutrdlni ndboj (Huang a kol. 2010). Vyznamny podil na zdporném naboji
nadorovych bunék ma kyselina sialova. Nadorové buitky mnohem vice podléhaji sialylaci
nez bunky normalnich tkani. Sialova kyselina pfispiva k malignimu fenotypu nadorovych
bunék, ovliviiujici metastazujici potencial. Sialova kyselina ma silny elektronegativni
naboj za fyziologického pH. To umoznuje elektrostatické interakce s kationickymi peptidy
(Marquez a kol. 2004).

Zaporny naboj nadorovych bun¢k umoznuje interakci s CAPs a urcuje selektivitu
tohoto G¢inku (Marquez a kol. 2004). Ta se projevila v naSem prvnim experimentu vyssi
mirou ataku nadorovych bunék ve srovnani s normalnimi bunkami. Tento rozdil uc¢inku je
vSak dramaticky vyssi, kdyZ jsou nadorové a normalni buiikky ve smési a kdyz se muze
uplatnit nabojové dana selektivita (Slaninova, ustni sdéleni).

Potencialni uspé$nost 1é¢by kationickymi peptidy je omezena pouze na aplikaci
peptidi mistné, oblastné nebo piimo do nddoru. CAPs neni vhodné pouzivat
pro systematickou 1é€bu vzhledem k produkci sialové kyseliny ¢ervenymi buiikami a také
kviili silné tendenci nespecifické imunity odstraiiovat CAPs z krevniho obéhu (Marquez a
kol. 2004).

Ve druhém pokusu jsme se zamétili na zkoumani vlivu peptida LL-8 a LL-8/12 in vivo
na melanomy. Z vysledkd vyplyva, ze oba peptidy zptsobuji redukci nadoru. Vice uéinny
byl peptid LL-8/12, pfedev§im ve svém vlivu na preziti. Nebylo sice dosazeno statisticky

vyznamného prodlouzeni pteziti, ale Uplné vyléfeni mySi od agresivniho a rychle
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rostouciho melanomu je jevem unikatnim. Je mozné, ze za lepsi vysledky je zodpovédna
D konfigurace aminokyselin v peptidickém fetézci. Peptidy slozené z L i D aminokyselin
se neli$i nabojové a pravdépodobné se nebudou liSit ani v mechanismech perforace
bunééné membrany, ale zasadni rozdil by mohl byt v jejich stabilité. Peptid
z D aminokyselin bude odolny vii¢i proteazam, hojnym v nadorech. Vzhledem k tomu, ze
jsme pouzili kratkou terapii (pouze ve tfech prvnich dnech), bude moznost perzistence
D peptidu vyhodou.

Ve tretim pokuse jsme na zaklad¢ vysledkt druhého pokusu zkoumali vliv LL-8/12
o riznych koncentracich in vivo na melanomu B16-F10. Pouziti alespont 4 mM koncentraci
se ukazalo jako nezbytné, protoze niz$i koncentrace mély slabou ucinnost. Otazka
prodlouzeni pouziti této latky nebo opakovani tfidenniho terapeutického cyklu je oteviena,
narazi jen na vysokou cenu syntetizovanych latek.

Dale jsme zkoumali vliv peptidu CAP (J) na nadorovy rust a srovnavali ho s peptidem
LL-8/12. Uginky na nadorovy rist byly velmi podobné, coz jist& souvisi s velmi podobnou
strukturou. CAP (J) je na rozdil od LL-8/12 sloZen jen z L-aminokyselin. Srovnani je

uvedeno na obrazku 9.

LL-8/12: H-Val-Asn-Trp-Lys-Lys-1le-Leu-Gly-Lys-lle-1le-Lys-Val-Val-Lys-NH;

CAP (J): H-Lys-Val-Asn-Trp-Lys-Lys-lle-Lys-Gly-Lys-Ile-1le-Lys-Val-Val-Lys-NH,
Obr. 9: Srovnani peptidu LL-8/12 a CAP(J).

Testovani (man); CAP (J) bylo dano tim, Ze je Vv laboratofi paraleln¢ feSena otazka
instalace fagocytarnich ligand na povrch nadorovych bunék s cilem stimulace ataku
V rovin¢ vrozené imunity. Imobilizace manosy se ukazala jako perspektivni (Kumzakova,
in prep.), nicméné na$ pokus pouzit pro imobilizaci molekuly kationického
antimikrobidlniho peptidu zklamal. Diivodem muze byt nejen to, Ze vazba manosovych
molekul mohla poskodit samotnou cytotoxi¢nost molekul, a tim snizit jejich pisobeni, ale i
to, ze takto navdzané molekuly manosy jsou pravdépodobné pro receptory (MR, MBL)
necitelné. Pozdé&ji jsme totiz zjistili, ze molekuly manosy je tfeba instalovat nejen co
nejpevnéji, ale je tieba, aby byly v prostoru, spojené s kotvici ¢asti spacerem (Kumzakova,

in prep.).
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Kationické peptidy pouzité v této praci je mozno porovnat s peptidem P18. Jedna se
o uméle vyrobeny peptid s a-helikalni strukturou, ktery obsahuje 17 rezidui aminokyselin
(KWKFKKIPKFLHLAKKF-NH;) a dva helikalni segmenty, N- helikalni segment a
C-helikalni segment. Neni pfesné jasné, ktery segment vykazuje siln¢jsi antibiotickou
aktivitu (Shin a kol. 2001). P18 vykazuje silnou cytotoxicitu proti lidskym nadorovym
bunkam, aniz by zpusoboval hemolyzu normalnich bunék. Tento peptid ma schopnost se
béhem nékolika minut navazat diky elektrostatickym interakcim na membranu maligni
bunky, membrana praskne a uvolni se obsah cytoplasmatické membrany. Vse je
zprostiedkovano a-helikdlni strukturou peptidu P18, ktera tvoii iontové kandlky. Tyto
kanalky zvySuji propustnost membrany, jez nakonec praskne. Béhem experimentd s timto
peptidem bylo objeveno, Ze peptid P18 navodi smrt buiiky prostfednictvim nekrozy. Jiné
peptidy zpusobi smrt buriky prostiednictvim klasické apoptozy (Huang a kol. 2010).

Utinek peptidu P18 byl zkouman pii in vitro experimentech (3denni puisobeni)
na lidskych malignich melanomovych bunkach A375, M14 melanomovych buiikdch a
na NIH-3T3 fibroblastech mysi. Vysledkem celého experimentu bylo, Ze peptid P18
vykazoval silnou toxicitu proti A375 a M14 melanomovym buikam a nizkou proti
normalnim NIH-3T3 bunkam. Délka preziti melanomové nddorové linie byla méné nez
50 % poté, co bylo na tyto bunky plsobeno 40 uM P18, zatimco k dosaZeni stejn¢ho
vysledku u bun¢k NIH-3T3 bylo potieba az 80 uM PI18. Z toho vyplyva, ze bunky
nadorové melanomové linic byly, stejné jako Vv naSem piipad¢, dvakrat citlivejsi
ve srovnani s normalnimi bufikami. Rovnéz naSe piipravky byly ziejmeé ucinnéjsi,
pouzivali jsme koncentrace 4x nizsi. (Huang a kol. 2020).

Jiny kationicky peptid, ktery byl zkouman in vitro a in vivo jako novy mozny
terapeuticky prostfedek proti rakoving, je Gomesin. Gomesin, se strukturou B-listu, byl
izolovan z hemocyti (krevni buiiky bezobratlych) brazilského pavouka Acanthoscurria
gomesiana. Obsahuje 18 rezidui aminokyselin (ZCRRLCYKQRCVTYCRGRyw2) a nese
dva helikalni segmenty, N-helikalni segment a C-helikalni segment. Gomesin se vaze
na povrch nadorovych bunék diky elektrostatickym a hydrofobnim interakcim. Ziejmé
nevyzaduje zddné specifické povrchové receptory, aby snizil Zivotaschopnost nadorovych
bunék. Gomesin plsobi cytotoxicky jako vSechny ptirodni peptidy (Rodrigues a kol 2008).

Bé&hem in vitro experimentu byly zkoumany rtzné ucinky koncentraci Gomesinu.
Buiiky sublinie B16-F10 Nex2 byly inkubovéany s rozdilnymi koncentracemi Gomesinu
(1, 5, 10 a 20 pM) po dobu 15 minut az 5 hodin. Po Shodinové inkubaci byly bunky
promyty, aby se odstranil peptid, a pak byly dalSich 24 hodin inkubovany. Dalsi den se
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buiiky obarvily Trypanovou modii a pod mikroskopem bylo spoc¢itdno mnozstvi zivych
bunék. Po ukonceni experimentu vykazovaly nejvétsi redukéni schopnost koncentrace 20 a
10mikromolarni, av§ak redukéni ucinek byl pozorovan jiz pii 5 uM koncentraci (Rodrigues
a kol. 2008). Ptestoze uspotadani experimentu nebylo totozné s nasim, lze konstatovat, ze
ucinek Gomesinu na melanomové bunky nastdva za srovnatelnych koncentraci jako
V nasem experimentu.

Rodrigues a kol. (2008) provedli i experimenty s ispé$nou in vivo terapii melanomu
B16-F10 Nex2 pomoci Gomesinu a gzjistili ptfiznivou redukci nadorového rustu a

prodlouzeni doby pieziti. Bliz§i srovnani s naSimi experimenty neni mozné, protoze

zminény tym pouZzival jako aplikacni formu krém, ktery na naddory lok4lné nanasel.
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6. Zaveér

e Zjistili jsme cytotoxicky u¢inek CAPS na buiky mysSiho melanomu B16-F10 a
primokultury bunk mor&ecich ledvin pfi in vitro pokusech. U¢inek na nadorové buiiky
byl vyssi.

e Zjistili jsme vyrazny koncentracné zavisly terapeuticky ucinek CAPs na nadory
mysiho melanomu B16-F10 pfi in vivo pokusech. Vyssi G¢inek vyvolava all-D forma,

pomoci které 1ze ojedinéle dosahnout Giplného vyléceni.

e Manosylace CAPs za ucelem kostimulace vrozené imunity se ukdzala jako nevhodné

teSeni, CAPs pozbyly veskeré protinadorové ucinky.

e Mcteni povrchové teploty nadorti a mysi se ukazalo jako nevhodné pro monitorovani

nadorove terapie zaloZené na pouZziti CAPs.
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