Jiho¢eska univerzita v Ceskych Budéjovicich
Prirodovédecka fakulta

Ovéreni moznosti terapie nadorovych onemocnéni
pomoci kotveni formylmethioninovych derivata na
povrch nadorovych bunék

Bakalatska prace

Stépanka Cunatova

Vedouci prace: RNDr. Jan Zenka, CSc.

Ceské Budgjovice 2012



Cunatova, S., 2012: Ovéfeni moznosti terapie nadorovych onemocnéni pomoci kotveni
formylmethioninovych derivatii na povrch nadorovych bungk. [Verification of the possibility
of cancer therapy based on formylmethionine derivatives anchored to the tumor cells
surface. Bc. Thesis, in Czech.] — 38 p., Faculty of Science, University of South Bohemia,

Ceské Budéjovice, Czech Republic.

Annotation: The therapeutic effect of formlymethionine derivatives on melanoma was
studied. We found that this effect is dependent on the binding strength of these compounds
to tumor cells surface. Synergy between formylmethionine derivatives and LPS was
described as well.

Prohlasuji, Ze svoji bakalarskou praci jsem vypracovala samostatné pouze s pouZzitim

pramenti a literatury uvedenych v seznamu citované literatury.

Prohlasuji, Ze v souladu s § 47b zakona ¢. 111/1998 Sb. v platném znéni souhlasim se
zverejnénim své bakalarské prace, a to v nezkracené podobé elektronickou cestou ve
vefejné piistupné ¢asti databize STAG provozované Jihofeskou univerzitou v Ceskych
Budéjovicich na jejich internetovych strankach, a to se zachovanim mého autorského
prava k odevzdanému textu této kvalifikacni prace. Souhlasim dale s tim, aby toutéz
elektronickou cestou byly v souladu s uvedenym ustanovenim zakona ¢. 111/1998 Sb.
zveirejnény posudky SKkolitele a oponenti prace i zaznam o prubéhu a vysledku
obhajoby kvalifika¢ni prace. Rovnéz souhlasim s porovnanim textu mé kvalifika¢ni
prace s databazi kvalifika¢nich praci Theses.cz provozovanou Narodnim registrem

vysokoskolskych kvalifika¢nich praci a systémem na odhalovani plagiati.

V Ceskych Budgjovicich, 20. 4. 2012

Stépanka Cunatova



Podékovani:

Piedeviim bych chtéla podékovat svému $koliteli RNDr. Janu Zenkovi za vynikajici vedeni
mé bakaladiské prace, za ochotu mi s ¢imkoli a kdykoli pomoci a také za jeho trpélivost.
Dale dékuji své rodiné a mym piatelim, hlavné kolegynim, které byly mou obrovskou

podporou pfi psani této prace.



Obsah

| 0 T PSP TP OPPPRTPPR 1
1.1, VZOITK NAQOTUL ettt e et e et e e s anb e e e e e annbeee e 1
1.2. ROZACIENT NAAOTTL ...eeiieiiiiiie ettt e et e et e e e nnbae e e e 2
1.3, MBIANOIM L. 3

1.3.1. Melanom BLB-FL0.......ccooiiiiiiieieee s 4
1.4. Lécba nadorovych ONEMOCTIENT .....couviiiiiiiiiic e 4
1.4.1. Chirur@icka 18CDA. ... ...eiiiiiiiiie et 5
1.4.2. Radioterapie (1écba ionizujicim ZATENIM) ........cccovvrviiiiiiiiiieeee e 5
1.4.3. CREMOTEIAPIE ...uvieieieiie ettt ettt ettt et e e 5
1.4.4. BIOlOZICKA tEIAPIC ... .eeieiiiriiie ittt 6
1.4.5. Lécba neionizujicim ZAFENIM .........cooviiiiiiiiiiii e 6
1.5, NAOT @ TMUNTEA . .....eiieiieiiei et e e e e e s s bbbt e e e e e e s s bt bbb e e e e e e e e e e s annnnees 6
1.5.1. NAOTOVE MATKETY ..oiiiiiiiiiiiiii ettt e e as 8
1.6. Imunoterapie NAdoTll @ VIOZENA TMUNIEA .......vvvvvriiiieeeeesiiiiiiiere e e e e e s e e e e e 9
1.6.1. VIOZENA IMUNILA ......eeviieeiiiiee et e e e e e e s e e e 9
1.6.2. Mechanismy priroZen€ IMUNIEY .........uuveeiieeeiriiiiiiiiiiieeeessssiirrrereeeeessssseenneeeeeess 10
1.6.3. Imunoterapie rakoviny zaloZena na vrozené imunite ..........cccceeerviiivvvieninneennnns 11
1.7. N-formylmethionove PePtidy........cciuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 13
1.8. Formyl peptidoveé receptory ( FPRS ) ..o 13
1.8.1. Receptory spfazené s G-ProteINEM ........ccueeiiieiieiiieeiiiesiee e e e siee e seee e 13
1.8.2. LAASKE FPRS ...ceiiiiiiiieeee ettt 14
1.8.3. MYST FPRS ...t 15
1.8.4. Ligandy Pro FPRS.......ocoiiie ittt 15

B O 1 (S 1o PP PP T TP PP PPPRPOPPPPT 17

3. Materialy @ MELOAY ...coouvveeeeiiiiiee et 18
3. 1 CREMIKALIC ...t 18

3. 2. Experimentalni zvifata a bun€Cné lINi€ ..........ccoovvuvieeiiiiiiiee i 18



3. 3. Transplantace melanomu BL6-F10 .........cccccieiiiiiiiiiieiceee e 18

3. 30 1 PHIPrava BUNCK .......ccoiiiiiiiiiciii s 18
3. 3. 2. ApHKACE DUNCK .....ooiiiiiiiii e 19
3. 4. Méfeni teploty @ 0bjemu NAAOTU .......uveiiiiiiiiie i 19
3. 5. Statistické ZpracoOVANT dat ..........oooeiiiiiiiiiiiiie e 19
3u 8. POKUSY ..ttt 20

3. 6. 1. Pokus ¢. 1: Vliv nabojové vazaného fMLF motivu (samotny i v kombinaci

3. 6. 2. Pokus €. 2: Nadorova terapie pomoci fMLF motivu kotvené¢ho prostfednictvim

lipofilniho fetézce (SaMOtNY 18 LPS) ....ccuiiiiiiiiiiiieiiiiec e 20

3. 6. 3. Pokus ¢. 3: Ovéfeni moZnosti pouziti nizkych koncentraci fMLF motivu

kotveného pomoci lipofilniho fet€Zce .........oovvvvviiiiiiiii 21
VS A Y e 22
4. 1. Pokus ¢. 1: Vliv nabojoveé vazaného fMLF motivu (samotny i v kombinaci s LPS). 22

4. 2. Pokus ¢. 2: Nadorova terapie pomoci fMLF motivu kotveného prostiednictvim

lipofilniho fetezce (SAMOLNY 1S LPS) ...uvviiiiiiiii e 25

4. 3. Pokus €. 3: Ovéfeni moznosti pouziti nizkych koncentraci fMLF motivu kotvené¢ho

POMOCT lIPOTIINThO FELEZCE ... 27
S DISKUZE .. 30
CSOUNIT L 32
c LIEBIALUNA ...t 33
cPTHLORY e 36
8. 1. Pokus €. 1: Graf zavislosti teploty na prib&hu terapie ..........cccovcvvvveeiiiiiieeiiiiieeene 36
8. 2. Pokus €. 2: Graf zavislosti teploty na pritb&hu terapie .........cccevvvvvveeiiiiiieeiiiiieeene 37

8. 3. Pokus €. 3: Graf zavislosti teploty na pritb&hu terapie ..........ccevvvvvveiiiiiiiee e 38



1. Uvod

Rakovina je souborny nazev pro vice nez 100 nejriznéj$ich nadorovych onemocnéni,
jejichz vyskyt stale roste (Zameénik 2002). V Ceské Republice vroce 2009 bylo
zaznamenano celkem 78 846 pripadd zhoubnych novotvarti a novotvard in situ (Srb 2009),
v roce 2004 byla Ceskd Republika (ve srovnani se svétem) na prvnim misté v incidenci

novotvard ledvin mimo panvi¢ku (Ajmova a kol. 2004).

V ekonomicky rozvinutych statech byly zhoubné nadory na druhé pozici pfi¢in amrti

(Zamec¢nik 2002). V soucasné dobé se dostaly na prvni misto (Jemal a kol. 2011).

Koteny poznatkli o rakovin¢ sahaji az do roku okolo 2000 pf. n. I, do indického
eposu Ramajana, kde o této chorobé je zminka. Hippocrates ( 460-375 pi. n. ) zavedl
pojmenovani rakovina. Roku 1531 Theophrastus B. von Hohenheim ve svych tiech knihach
poprvé popsal, jak vn€jsi faktory mohou zpiisobit toto onemocnéni, Vv tehdejSich dobach se

rakoving tikalo ,, hnév bozi*“ ( Clarke a Macrae 1988).

1.1. Vznik nadoru

Jak vlastné nadorové onemocnéni vznika? Zivot kazdé buiiky zalezi na jejich
genech, které jsou transkribovany (pifepisovany) do RNA. Piepisu se tcastni jen urCité
sekvence DNA. Ostatni sekvence maji nékteré cytosinové promotorové baze metylované.
Pokud je promotor metylovan, nemiize se na néj navazat regulacni protein a vysledny gen
neni exprimovan. TakZze se zda, Ze podstata vyvojového bunétného planu je pravé v této
metylaci. Geny pro bunécné déleni (proliferaci) jsou regulovany piesné timto zpiisobem.
Pokud dojde k poruse proliferacnich gent, bunééné déleni se zastavi. Ale muze nastat i
opacény jev, kdy je naruSena regulace, dochazi k opakované expresi genti pro proliferaci a
vznik4 nadorova bunikka. Ve zdravém organismu se stale déli pouze kmenové buiky, ostatni

jsou ve stadiu diferenciace a pocet jejich déleni je limitovan (Jurga a kol. 2000).

Vznikly néador, podle jeho biologickych a tvarovych vlastnosti, rozdélujeme na
benigni (nezhoubny, ,,neskodny*) a maligni (zhoubny). Benigni nadory jsou ,,neskodné* tim,

7e maji svij rust ohrani¢eny, a tak nadorové bunky nemohou prostupovat nikam jinam mimo

v v
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zakladaji novd nddorovad loziska. Tomuto procesu se fikd metastazovani a vnikajicim

loziskiim metastaze (Pacovsky 1993).

K maligni transformaci mize dochazet diky fyzikdlnim (ionizujici zéfeni),

chemickym (kancerogeni latky - dehet, benzen, polycyklické aromatické uhlovodiky,

nitrozaminy, aflatoxiny) a biologickym C¢initeldm (viry - virus Epsteina-Barrové, virus
HTLV-1) (Klener a kol. 1996).

1.2. Rozdéleni nadoru

Nadory rozdélujeme z histologického hlediska do Sesti kategorii:

Nadory mesenchymové, které se dale rozdéluji podle toho, z jaké tkdné¢ vznikaji.
Jejich spole¢nym zakladem je pojivo mezenchym.
Pf.: nador z tukové tkané - benigni lipom, maligni liposarkom

nador z tkané chrupavky - benigni chondrom, maligni chondrosarkom

nador z tkani krevnich cév - benigni hemanigiom, maligni hemangiosarkom

(Bednat a kol. 1982)

Nadory epitelové maji veliké buniky se znaénymi jadry. Buiky jsou mezi sebou
pevné spojeny, je Vnich mikroskopicky viditelny chromatin. Mohou vznikat
z povrchového (kryciho), kde maligni se jmenuji karcinomy a benigni papilomy a
zlazového epitelu, maligni se nazyvaji adenokarcinomy a benigni adenomy.

Pt. dlazdicovy karcinom, invertovany papilom, adenom acidézni (Bednai a kol.

1982)

Nédory neuroektodermové vznikaji v periferni, centrdlni nervové soustavé a
Vv evolu¢né ptibuznych melanocytech (pigmentové bunky).
Pi. maligni ganglicytom (zhoubny nador zbunék ganglii), Neurinom (nador ze

schwanovych bungk), melanom (nador z melanocyti) (Bednaf a kol. 1982)

Nadory smiSené, germialni a teratom

SmiSené nadory jsou takové, které jsou tvoiené alespont dvéma odlisnymi tkdnémi.

Tim vznikaji velmi rozdilné struktury nadort (pt. fibroadenom, adenosarkom).
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Germinalni nadory jsou nadory pohlavnich Zlaz a bunc¢k (seminom, embryonalni
karcinom). Teratom je tvofen z vice tkani, které jsou rtizné a mohou byt odlisné
vyzralé a rozlisené (pf. solidni teratom, diferencovany teratom, nediferencovany

teratom) (Bednaf a kol. 1982).

e Choriokarcinom ( chorioepiteliom ) je zhoubny nador vyuzivajici trofoblast.
Metastazuje krevni cestou predevsim do plic a mozku. Choriokarcinomové buiky
vytvaii hormon zvany choriovy gonadotropin, ktery je sledovan v krevnim séru, je
podstatny ve stanoveni diagnozy. Choriokarcinom muize vznikat u Zen po potratu,
kdy neni plod z téla odstranén a vytvoii se z néj tuhd vazivova koule tzv. mola

(Brychtové a Hlobilkova 2008).

e Mezoteliom mize vznikat z vystelek télnich dutin z: pohrudniéni, osrdeénikové nebo

btisni (pt. adonomatiodni mezoeliom, fibromezoteliom) (Bednaf a kol. 1982).

1.3. Melanom

Melanom patii mezi maligni nadory neuroektodermového typu. Vznikd maligni
transformaci melanocyti. Hlavnimi ptiznaky vyvijejiciho melanomu jsou jeho rast, tmavé

zabarveni, svrbéni, vyklenuti a pfedev§im mokvani, krvaceni nebo zviedovaténi (Bednat a

kol. 1982).

Jeho vznik je zapfiinén ultrafialovym zafenim, které je obsazeno ve slunecnich
paprscich a dédicnymi genetickymi faktory. Nejcastéji se melanom vyskytuje u bilého
obyvatelstva Evropy, severni Ameriky a Australie, nejméné pak u Afri¢ant, asijskych,
australskych a americkych domorodcti. Vétsi nebezpeci plati pro lidi s rySavymi vlasy a
svétlou pleti, ktefi po vystaveni slunci zrudnou a nevytvari si tak pigmentovou ochranu

(Zaloudik 2008).

Melanom je vétSinou pfitomny na kiZi, vzacnéji na konecniku, pochvé, oku ¢i
sliznici Ust. Jeho metastaze se mohou rozSifovat do plic, mozku, jater a stfev (Zaloudik

2008).

Rist melanomu se rozdéluje do ¢tyf stadii. V prvnim, nazyvaném superficidlni, roste

povrchové, jeho vyska je maximaln€ 2 milimetry. Druhé stadium (nodularni) melanom roste
3



hloubgji nebo tvofi uzliky vy¢nivajici na povrchu. Jiz hrozi riziko metastaz, predevsim do
okolnich lymfatickych uzlin. Ve tfetim stddiu jsou uz patrné Cetné metastaze v uzlinach.
V poslednim, ¢tvrtém, stadiu jsou metastdze rozseté ve vnitfnich organech v celém

organismu (Zaloudik 2008).

Pii zahlceni organismu metastazemi melanomu muze dochazet k vyluCovani

melaninu moci, cemuz se fika melaninuremie (Bednai a kol. 1982).

Benigni nador tohoto typu se nazyva pigmentovy névus. Mize dojit k maligni
transformaci z benigniho pigmentového névu na melanom bez ohledu na vek nebo lokalizaci

(Bednat a kol. 1982).

Kwvuli ¢astému vystavovani kiize slunci je jeho rostouci tendence incidence velmi

vysoka (Becker a kol. 2005).

1.3.1. Melanom B16-F10
Melanom B16-F10 spolu s dal§imi tfemi (B16-FO, B16-F1, B16 -BL6) patii mezi

myS$i modelové melanomové bunééné linie B16. Je vysoce agresivni v invazi do okolnich

tkani, kde zaklada metastaze. Metastazuje predev§im do plic (Nakamura a kol. 2002).

Kli¢ovou roli v metastazovani hraji krevni desticky aktivované nadorovymi bunkami.
Bylo zjisténo, ze nadorové buiiky rakoviny plic spousti in vitro agregaci krevnich desticek.
Tato vlastnost vzajemné souvisi s metastdzovanim melanomu in vivo. Pravé inhibice
agregace krevnich desti¢ek protisrazlivymi léky (varfarin, heparin, atd.) by mohla byt nadé&ji
v prevenci a 1écbé melanomovych metastdz, jelikoz krevni destiCky nejspiSe napomahaji
nadorovym bunkam v ochrané pfed usmrcenim NK-buiikami. Po infikovani mysi
melanomem B16-F10 doSlo béhem 2 tydnid k vysokému poklesu desticek v krvi. Tudiz je
mozné, ze melanomové buiiky vyuzily krevni desticky k vlastni ochrané pred NK-buiikami

béhem metastazovani (Nakamura a kol. 2002).

1.4. Lécba nadorovych onemocnéni

V dnesni dobé jsou zhoubné nadory lé¢itelné. Uspésnost 1é¢by oviem zavisi na
velikosti nadoru (¢im mensi, tim lepsi) a jeho stddiu. Pfi pocatecnich formach nadort, kdy
jsou pouze Vv jednom misté, nerozsifené do okolnich tkani, ma pacient Sanci na uplné

vyléceni. S postupnym rozsifenim nadort v téle se lécba stava vice nakladnou, naro¢nou,
4



bolestivou a hlavné mnohem méné pravdépodobné vylécitelnou. Existuje nékolik metod, jak

1éc¢it rakovinu (Zamecnik 2002).

1.4.1. Chirurgicka l1éc¢ba

AZ do 20. let 20. stoleti byla jedinou protinadorovou lé¢bou (Klener a Klener jr.
2010). Operace je nejucinngjsi lécbou v piipadé malych nadord. Tento druh terapie je

praktikovan u vSech malignich nadorti (Zamecnik 2002).

1.4.2. Radioterapie (1é¢ba ionizujicim zaFenim)

N¢ékdy se radioterapii dava prednost pied operaci, pokud si to pacient vyslovené pieje
nebo pokud by jeho zdravotni stav chirurgicky zdkrok nezvladl (riziko narkozy, dalsi
choroby, pacientiv vék). Na rozdil od chirurgické lécby, kdy se né€kdy odstranuje cely
poskozeny organ, pii radioterapii je tento organ pacientovi ponechdn a miZze byt jesté

funkéni (Zamecénik 2002).

Obvykle se radioterapie kombinuje s operaci. Pied zakrokem se pacient ozafuje (na
postizeném mist¢), aby se docililo zmenseni nadoru a snizeni zivotaschopnosti nddorovych
bunék. Nebo naopak, k radia¢ni terapii dochazi az po operaci. Kvuli odstranéni moznych
zbylych nadorovych bunck v misté chirurgického zakroku, ve spadovych uzlinach a okolnich

loziscich (Zamec¢nik 2002).

Do této kategorie jesté patii novejsi metoda zvand intraoperativni radioterapie, pfi niz
se chirurgicky dostaneme k nadorovému lozisku a piimo ho ozatime. Vyhodou je
neposkozeni okolnich organti. Intraoperativni radioterapie se napiiklad vyuziva pii 1écbé

rakoviny slinivky bii$ni (Zameénik 2002).

1.4.3. Chemoterapie

V chemoterapii je lécbou podavani 1€kl cytostatik. Jsou to pfirodni nebo chemické
slou¢eniny. Funguji na principu snizeni bunééné¢ho déleni. Jejich nevyhodou ale je, Ze jejich
cytostaticky u¢inek (omezeni déleni bun€k) plsobi na veskeré délici se buiky v téle. To
znamena inhibici nejen naddorovych ale 1 zdravych bunék. Dalsi nevyhodou je jeji toxicita, je

dulezité stanovit vhodnou davku (Klener a kol. 1996).

To, ze chemoterapie postihuje celé té€lo, ma i urity piinos. Dokaze niCit i ty

nejmensi a nejvzdalengj$i nadorova loziska (Klener a kol. 1996).

Vyuziva se hlavné k 1écbé nadorovych onemocnéni krvetvornych tkani (Klener a kol.
1996).



1.4.4. Biologicka terapie

Bioterapie je stale vyvijejici se védni obor, ktery jiz opousti klinické studie a pronika
do bézné praxe. Rozvoj této metody je jen diky vyvoji dneSnich biotechnologii. Patii sem
hlavné imunoterapie. Imunoterapie pusobi aktivné (pomoci pfirozené obranyschopnosti

organismu) nebo pasivné (pfenosem bunék imunitniho systému z jiného organismu)

(Zamecnik 2002).

1.4.5. Lécba neionizujicim zarenim
Jsou to novéjsi 1é¢ebné postupy. Radime sem hypertermii a fotodynamickou terapii.
Principem hypertermie je zahfivani nadoru po stanovenou dobu na teplotu 42°- 43C°.

Pouziva se jako dopln€k radioterapie a chemoterapie (Zamecnik 2002).

Fotodynamickd terapie funguje na zdkladé¢ interakce specidlnich latek
(fotosenzibilatord). Tyto latky se kumuluji v nékterych nadorovych bunkach. Pokud
nadorovymi buiikami s fotosenzibilatory projde ¢erveny laserovy paprsek, dojde k vylouceni
molekuldrniho kysliku, ktery dokaze ni¢it nddorové buiiky, aniz by narus$il bunky zdravé

(Zamecnik 2002).

1.5. Nador a imunita

Nadorové buiiky vznikly pfeménou bunék zdravych, to znamena, ze na svém povrchu

maji antigeny, které mohou byt rozpoznavané imunitou (Klener a Klener jr. 2010).

S rozvojem techniky v 90. letech, diky pokustim s geneticky upravenymi mySmi a
monoklonalnimi protilatkami, se potvrdil koncept imunitniho dohledu nad rakovinou, ktery

zahrnuje ziskanou a vrozenou imunitu (Dunn a kol. 2004).

Nedavno zvefejnéné vyzkumy také uvedly, Ze imunitni systém milze podporovat
vznik primarniho nadoru. Cimz dojde ke sniZeni produkce protilatek a nadorové buiiky jsou
schopné uniknout imunitnimu rozpoznani a zni¢eni. To vSe vedlo k vytvofeni hypotézy
nazvané imunoeditace rakoviny (cancer immunoediting). Imunoeditace je d&j slozeny z 3

fazi: eliminace, rovnovaha a tnik (Dunn a kol. 2004).



Eliminace:
Zde se projevuje imunitni dohled, kdy transformované bunky, z kterych jesté
nevznikl nddor, jsou eliminované jak buiikami vrozené, tak bunkami adaptivni

imunity (Hatina 2005).

Rovnovaha:

V této fazi jsou bunky v klidu, neproliferuji, jsou v konstantnim malém poctu, ktery
neni klinicky zjistitelny. Z toho diivodu je nemize imunitni systém eliminovat. Teorii
rovnovahy potvrzuji ptipady, kdy piijemci byl transplantovan organ (od darce
,vylé€eného* z nadorového onemocnéni) a po néjaké dobé se u ného vyvinul

v samotném organu nador (Hatina 2005).

Unik:
Protinddorovd imunitni reakce zacind jen tehdy, kdyz je antigen prezentovan T
lymfocytiim aktivovanymi dendritickymi bunikami. Nadorové bunky vyuzivaji rizné
mechanismy, kterymi unikaji imunitni kontrole. Ptiklady nékterych z nich:
» Zmutuji a ztrati antigen.
Slabé exprimuji nadorové antigeny.
Schovaji nadorové epitopy diky sialyzaci povrchu.
Produkuji blokujici latky (TGF-B) a inhibuji T lymfocyty.

YV V V V

Na svém povrchu vyjadiuji Fas ligandy, které v protinadorovych T
Imyfocytech vyvolavaji apoptozu.
» Produkuji latky, které inaktivuji a nékdy usmrcuji dendritické bunky. Patii
sem oxid dusnaty, TGF-B a vaskularni endotelialni rastovi faktor (VEGF).
» V nadoru jsou Treg lymfocyty, které povazuji nadorové bunky za bunky
télu vlastni. Ochraiiuji nddorové buiiky ptfed (auto)imunitnimi odezvou,
jelikoz ucinn€ blokuji nadorové specifické cytotoxické T-lymfocyty.
Odstranéni Treg lymfocytd vede sice Kzesileni protinadorovych
mechanismi, ale hrozi zde nebezpeci vzniku autoimunitniho onemocnéni
(Hoftejsi a Barttiikova 2009).
Po uniknuti nddorovych bun¢k imunité dochazi k jejich progresi. Cela imunoeditace

nadoru je na Obr. 1 (Dunn a kol. 2004).
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Obr. 1: Schéma imunitniho dohledu a celé imunoeditace (Dunn a kol. 2004).

1.5.1. Nadorové markery
Nadorové markery jsou latky obsazené v krevnim séru pacienta s nadorovym

onemocnénim, které ndam mohou fici o biologickych vlastnostech nadoru (Abrahamova a

kol. 2008).
Rozdéleni nddorovych markert:

e Onkofetalni antigeny
Tyto antigeny jsou exprimovany na buiikdch béhem fetalniho vyvoje. Diky tomu, Ze
jejich produkce je po porodu velmi slaba, nadmérna tvorba v dospélosti naznacuje
ptritomnost nemoci (vétSinou nadorové). Patii sem alfal-fetoprotein (AFP), lidsky
choriovy gonadotropin (HCG), dale pak karcinoembryonalni antigen (CAE) a
nakonec placentarni alkalicka fosfataza (PLAP) (Abrahamova a kol. 2008).

e Tkanové a organové specifické antigeny
Jsou to latky obsazené ve zdravych tkanich a organech. Mimo né jsou jen v malé

mife, ale pokud je ¢lovék nemocny, zpravidla zhoubnou chorobou, jsou uvoliiovany.



Do této skupiny zafazujeme prostaticky specificky antigen (PSA), prostatickou
kyselou fosfatazu (PAP), neuron specifickou enolazu (NSE), mozkovy S-100 protein,
rozpustné ¢asti citokeratinh (TPA, TPS, CYFRA21-1), antigen karcinomu
z skvamoéznich bun¢k (SCC) a tyreoglubulin (TG) (Abrahamova a kol. 2008).

e Nespecifické antigeny a nadorové markery
Sem zarazujeme naptiklad laktat dehydrogendzu (LDH), feritin, thymidinkinazu
(TK), beta-2-mikroglubulin (B-2-m), na tuky vazanou sialovou kyselinu, adhezni
molekuly (fibronektin, kadherin, selektin, integriny), C-reaktivni protein (CRP),
DNA v krevnim séru (Abrahamova a kol. 2008).

e Genetické nadorové markery
Genetické markery nam dokazuji ptfitomnost genil, které mohou vést ke vzniku
nadoru. Mezi tyto geny fadime BRCA-1 a BRCA-2 (nador prsu a ovaria) a také gen
PC1 (nador prostaty) (Abrahamova a kol. 2008).

1.6. Imunoterapie nadoru a vrozena imunita

1.6.1. Vrozena imunita

Buriky vrozené imunity jsou v podstaté takovi ,,hlidaci®, kteti jako prvni upozorni na
vniknuti patogennich latek do organismu a poté je zaCnou eliminovat. Dale dokéazou
identifikovat bunky télu vlastni, které jsou urCeny k zaniku. K rozpoznani vyuzivaji
receptory na svém povrchu. Geny téchto receptorti jsou koédovany jiz v zdrodecné DNA, coz

znamena, ze jsou dédény (Krejsek a Kopecky 2004).

Patogenti je celé tada, ale receptorti neni tolik. Rozpozndvaji pouze specifické
struktury, které se nachazeji na urcitych skupinach patogent. Tyto skupiny molekularnich
motivl oznacujeme jako PAMPs (pathogen associated molecular patterns) a receptory, které

je rozpoznavaji jako PRRs (pattern recognition receptors) (Krejsek a Kopecky 2004).

1.6.1.1. PRRs

Jsou exprimovany na makrofagach, monocytech, dendritickych bunkach, NK

v v



mikroorganismii Skodlivych od neskodlivych. Rozdé€luji se z hlediska funkénosti do 3
skupin (Krejsek a Kopecky 2004).

e Sckretované PRRs
Zesiluji fagocytdzu navazanim na patogenni bunécné stény. Tuto vazbu rozpoznavaji

jak fagocyty, tak komplement (Krejsek a Kopecky 2004).

e Endocytarni PRRs
Jsou exprimovany na bunkach schopnych fagocytdzy. Endocytarni receptory
rozpoznaji PAMPs v organismu a navazou je na fagocytujici bunky (Krejsek a
Kopecky 2004).

e Signalni PRRs
Po rozpoznani PAMPs aktivuji dal$i systém, ktery nasledné reguluje imunitni systém
(Krejsek a Kopecky 2004).

1.6.1.2. PAMPs

PAMPs jsou latky obsazené na povrchu nebo uvnitt bunék mikroorganismu, nikdy se
ptirozené nevyskytuji v hostiteli. Jsou velmi dtlezité pro zivotaschopnost mikroorganismu,
ztrata nebo mutace PAMPs je smrtelna. Mezi PAMPs patii napiiklad lipopolysacharid
(LPS), lipoproteiny, peptidoglykany, kyselina lipoteichova (LTAs). LPS obsahuji skoro
v§echny Gram-negativni bakterie (Medzhitov 2001).

1.6.2. Mechanismy prirozené imunity
Mechanismy pfirozené imunity muzeme rozdélit do 2 hlavnich tfid: bunécné

mechanismy (fagocyty, NK buiky) a humoralni mechanismy (komplement) (Ferencik a kol.
2005).

1.6.2.1. Komplement

Byl objeven uz v 19. stoleti belgickym védcem Jules Bordetem, ale ndzev mu udé¢lil
Paul Ehrlich. Komplement je tvofen asi 40 glykoproteiny, které jsou na povrchu bun¢k a
V krevnim séru. Glykoproteiny kolujici v Krvi jsou v neaktivni formé. Po jejich aktivaci
dochazi ke kaskadé reakci, které nakonec vedou k cytolyze cilené buniky. Jeho hlavni funkce
jsou obrana proti Skodlivym mikroorganismim, nadorovym bunikam, podili se na
zanétlivych reakcich a napomaha fagocytoze (nékterymi svymi slozkami) (Ferencik a kol.
2005).
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1.6.2.2. Fagocyto6za

Slovo fagocytoza pochazi z feckého slova phagein a znamena doslova ,,jist buniku®.
Fagocyt6zou jsou z téla likvidovany patogenni mikroorganismy, inertni ¢astice (prachové),
vlastni poskozené tkan¢ a bunky. Pti fagocytdéze dochazi k pohlcovani partikul (vétSich nez
0,1um) bunkou a nasledné eliminaci. Vlastnost fagocytdozy maji vSechny jaderné bunky
vtele, ale pouze profesiondlni fagocyty (neutrofily, tkanové makrofagy, monocyty,
eozinofily) maji schopnost obranné fagocytézy pred Skodlivymi mikroby, kterd je velmi

silnd a rychla (Ferencik a kol. 2005).

Pokud jsou castice pokryté slozkou komplementu (C3b) nebo protilatkami, je
fagocyt6za mnohem rychlejsi. Tento jev se nazyva opsonizace a latky, diky kterym nastava,
opsoniny. Fagocytozu vyuzivaji i bakterie, hlavné k ziskavani potravy (Ferencik a kol
2005).

1.6.2.3. NK buriky

NK buriky maji hned n€kolik oznaceni: pfirozeni zabijeci (natural killer cells), bunky
spontanni cytotoxicity nebo lymfocyty s velkymi granuly-LGL (large granular lymphocytes).
Jak jiz nazvy naznacuji, NK buniky dokazou zabijet jiné bunky, kterymi jsou buiiky nadorové
a bunky infikované viry. Jejich schopnost usmrcovat mize a nemusi byt zavisld na
protilatkach. Obsahuji granula, v kterych maji 2 druhy cytotoxickych latek perforiny a
granzymy. Pti styku s cilovou buitku NK buiiky tyto latky uvolni. Perforin vytvoii v ter€ové
bufice otvor a poté do ni vstoupi granzymy, které vyvolaji jeji apoptozu (bunéénou smrt)
(Ferencik a kol. 2005).

1.6.3. Imunoterapie rakoviny zaloZzena na vrozené imunité

Lécba rakoviny pomoci vrozené imunity uz neni mytus, bylo dokazano vyléCeni
pokroc¢ilé faze sarkomu 180 na mySich modelech. Védci z Wake Forestské univerzity
injikovali mysi kmene BALB/c nadorovymi buikami sarkomu 180 (S180) do bfi$ni dutiny.
Rist S180 bun€k béhem 2 tydnii ucpal veSkeré lymfatické cesty, coZ vedlo k chorobnému
nahromadéni tekutiny v bfiSni dutiné (ascites). U vSech testovanych my$i, aZ na jednu, se
ascites vyvinul. Tato myS (samice BALB/c) 1 po opakovanych injekcich S180 zlstala zdrava
bez ascitu. Pivodné si védci mysleli, Ze mys neni kompletné odolnd viici S180, ze jde pouze
0 chybu, jelikoz my$im BALB/c se typicky vytvaii ascites. Proto ji zacali podavat 200x vetsi
davku bun€k S180 neZ kontrolnim skupindm, piesto mys zlstala zdrava, bez vytvoieni

nadoru a ascitu (Cui a kol. 2003).
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Poté provedli experiment, zdali je tato odolnost, rezistence pfenosna geneticky
z rodicl na potomky a zjistili, ze tomu tak je. Vlastnost rezistence je prenasena jednim z 19
mysich autozoml. Mutace zodpovédna za rezistenci vi¢i nadorim byla oznacena jako

SR/CR (Cui a kol. 2003).

Infekce nadorovymi buiikami spusti rychlou a silnou infiltraci leukocytt, které se
akumuluji okolo nadorovych bunék a vytvari jakousi razici (Obr.2C). Po kontaktu leukocytu
s nadorovou bunku nastane jeji cytolyza (Hicks a kol. 2006).

Dalsi otazkou bylo, jaké typy leukocytii jsou dtlezité pii protinadorové reakci.
Zastoupeni leukocytd bylo zjisténo pritokovou cytometrii viz Obr. 2 (A), kde PNN jsou
neutrofily, M makrofagy a NK NK burnky (Hicks a kol. 2006).

Nasledujici experiment mél prozkoumat, jestli leukocyty z odolnych mys$i budou
pusobit i na mySi na nador citlivé. Odebrali leukocyty z rezistentnich mysi a infikovali
s nimi mysi s nadory, které nebyly odolné. Po 3 tydnech 9 z 14 nerezistentnich mysi se zcela
uzdravilo a 5 ze 14 se zastavil rust nadoru. Lécebny t¢inek mély jak NK burky, tak
makrofagy i neutrofily (Hicks a kol. 2006).

100% také vylouéili napomoc ziskané imunity, kdy myS$im odstranili T a B
lymfocyty pomoci anti-T a anti-B lymfocytarnich protilatek. Mysi se i pies absenci adaptivni
imunity vylécily (Hicks a kol. 2006).

o 10 20 30 40
Leukocyte Types in Rosettes (% of total)

BB >
Obr. 2: (A) Zastoupeni typu leukocytti v rizici, (B) zobrazeni kontaktniho mista leukocyti

s nadorovou buikou, (C) snimky rizice imunofluoroscenénim mikroskopem (Hicks a kol.
2006).
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1.7. N-formylmethionové peptidy

N-formylmethionové peptidy jsou v pfirodé vytvafeny pouze bakteriemi a
mitochondridlnimi geny. Vznikaji diky proteosyntéze bakterii a mitochondrii, kterou v obou
ptipadech zahajuje N-formylmethionin. Z toho vyplyva, Ze bakterialni produkty mohou
obsahovat formylmethioniny. Zivogisné buiiky zalinaji syntézu bilkovin methioninem
(S.Aswanikur a kol. 1976).

Fagocyty vyuzivaji N-formylmethionin (fMet) jako chemicky signal k vystopovani
bakterii (Schiffmann a kol. 1975).

Di - a tripeptidy obsahujici formylmethionin jsou chemoatraktanty, které velice silné
ptitahuji neutrofily a makrofagy (Schiffmann a kol. 1975). Samotny N- formylmethionin a
neformylované peptidy maji velice nizkou nebo zadnou aktivitu chemotaxe vici neutrofilim
a makrofagim. Chemoatraktanty jsou latky, jez dokazi ptitahovat buiky, které¢ maji na svém
povrchu receptory k témto latkam, ve sméru zvySujiciho se chemického gradientu. DE;

probihajici mezi nimi se nazyva chemotaxe (Showell a kol. 1976).

Pokusem bylo také objeveno, ze zbytky aminokyselin v peptidovém fetézci udavaji
miru u¢innosti chemotaxe. Nepolarni zbytky typu Leu (leucin), Phe (phenylalanin) nebo Trp
(tryptofan) navdzané na pocatecni fMet poskytuji peptidu nejvétsi silu chemotaxe
(Schiffmann a kol. 1975).

1.8. Formyl peptidové receptory ( FPRSs)

Mezi formyl peptidové receptory se fadi 7 transmembranovych receptoru, které jsou
exprimovany na fagocytujicich leukocytech a patii do skupiny GPCRs ( receptory spiazené
s G-proteiny). Jsou dulezité¢ v imunitni odpovédi a ochrané proti zanétu. Dokazou rozeznat
jakékoli formylové peptidy, tj. od jakékoli bakteriec a mitochondrie (Ye 2009). Aktivace
formylpeptidovych receptorit vede k zesileni bunééné migrace, fagocytézy a uvolnéni

prozanétlivych mediatort ( Le a kol. 2002).

1.8.1. Receptory sprazené s G-proteinem
Jsou tvofené 7 aminokyselinovymi fetézci uspofadanych do konformace
a-Sroubovice. V této formé jsou zabudovany Vbunécné membrané. Aminokyselinové

podjednotky jsou podle vseho cyklicky uspotadané. Pokud se doprostied navaze transmiter
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nebo agonista, dojde ke zméné konformace podjednotek. Tato zména umozni navazani
G-proteinu na spodni stranu receptorii. G-protein je slozen z dalSich 3 podjednotek
(Lallmann a kol. 2001).

1.8.2. Lidské FPRs

Lidské FPRs byly poprvé objeveny a popsany v roce 1976. Vsechny receptory maji
afinitu k fMLF (fMet- Leu- Phe). Daji se od roku 1990 piipravit pomoci klonovani (Le a kol.
2002).

U lidi se vyskytuji 3 FPRs a to FPR1, FPR2/ALX a FPR3. Receptor FPR2/ALX se
také oznacuje jako FPRL-1 ( FPR-like receptor 1) nebo ALXR a receptor FRP3 jako

FPRL-2. Pti navazani formylovanych peptidi na FPRs dochazi k migraci leukocytl viz
Obr. 3 (Dufton a Perretti 2010).

1.8.2.1. Stru¢ny popis jednotlivych lidskych FRPs
e FPR1
FPRI je prvni objeveny chemotakticky receptor. Jak uz bylo zminéno, tento receptor
vaze fMLF. Methionin ma zaporny naboj a reaguje tedy s kladnymi oblastmi
receptoru, leucin a phenylalanin interaguji S hydrofobnimi ¢astmi receptoru. Diky
odpovédi na fMLF dochazi k rychlé mobilizaci Ca2+. Jeho funkce se stava
piedevSim v imunitni obrané. Byly u ného zjistény 3 izoformy FPR1-26, FPR1-98 a
FPR-G6 (Dufton a Perretti 2010).

e FPR2/ALX
Ma nizkou afinitu k fMLF asi 1000 krat mensi nez FPR1. Pavodné byl tento receptor
spojovan s ALX, coz je lipoxin A4 odvozeny od arachidonové kyseliny. Ale brzy se
zjistilo, ze nevaze pouze ALX a fMLF. Jeho exprese zavisi jak na prozanétlivych
(TNFa, PAMPs) tak na protizanétlivych podnétech. S autoimunitnimi nemocemi
(alergie dychacich cest, artritida nebo Alzheimerova choroba) tvofi nejsilnéjsi vazby.

Také se ucastni imunitni obrany (Dufton a Perretti 2010).

e FPR3
Na rozdil od FPR1 a FPR2 neni exprimovan na povrchu neutrofilli, ale nach4zi se na
monocytech, makrofdgach a zralych dentritickych buiikdch. Reaguje na jakékoli
formylované peptidy. Jako jediny méa vysokou afinitu k endogennim peptidim
(Dufton a Perretti 2010).
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Obr. 3: Migrace leukocytt a jejich FPRs (Dufton a Perretti 2010).

Pomoci radioaktivniho oznaceni fMLF se zjistila jeho pfesna vazebna mista (FPRS)
na lidskych neutrofilech. Navazani tohoto peptidu na FPRs je pomérné rychlé (méné nez 2
minuty) a vratné. Na erytrocytech (Cervenych krvinkach) nebyla zjisténa zadna vazebna

mista (Williams a Snyderman 1977).

1.8.3. Mysi FPRs
U mysi se vyskytuje 7 receptort fprl,fpr2, fpr-rs3,frp-rs4,fpr-rs5,fpr-rs6 a fpr-rs7.
Mysi FRPs jsou vyvojove odlisné od ostatnich savéich druhti (Dufton a Perretti 2010).

LPS (u mysi) dokdZe mnohondsobné zvysit transkripci a stabilizaci mRNA, tim
dochazi k vyssi exprimaci genli FPRs na mysich neutrofilech a makrofagach. To vyvola

mnohem silnéj$i imunitni odpovéd’ (Mandal a kol. 2005).

1.8.4. Ligandy pro FPRs

1.8.4.1. Agonisté FPRs
e N-formylované peptidy
» fMLF — synteticky ptipravitelny tripeptid s pivodem v E. coli, viibec prvni
15



>
>
>

charakterizovany chemotakticky faktor
MMWLL- synteticky peptid vazajici se hlavné na FPR1
Humanin — endogenni peptid vazajici FPR2/ALX a FPR3
fMMY ALF — vaze FRP3, ale ma velmi nizkou afinitu (Ye a kol. 2009)

e Neformylované peptidy pochéazejici z mikrobt

>

>

Hp(2-20) — pochazi z Helicobacter pylori, pfitahuje hlavné monocyty a
bazofily, je agonistou pro FPR2/ALX a FPR3

Specifické sekvence peptidi kapsidu viru HIV-1 - vazi se na FPR1 a
FPR2/ALX (Ye akol. 2009)

e Hostitelské peptidy

>

Y

SAA - prvni objeveny savéi hostitelsky ligand pro FPR2/ALX,
chemotakticky faktor pro monocyty, zirné bunky, neutrofily a T lymfocyty
LL-37 — peptid uvniti neutrofilnich granul, agonista pro FPR2/ALX

ANXAL — hraje dulezitou roli v aktivaci FPR1

F2L — aktivuje a vaze se na FPR3 (Ye a kol. 2009)

e Hostitelské nepeptidy

>

LXA4 — vysoka afinita k FPR2/ALX, zastavuje infiltraci neutrofila (Ye a kol.
2009)

1.8.4.2. Antagonisté FPRs

V V V V V V

Bocl a Boc2 — antagonisté pro FPR1, Boc2 ¢aste¢né inhibuje 1 FPR2
WRWWWW - vysoce inhibuje FPR2
Cyklosporin H — cyklicky peptid vytvareny houbami, antagonista pro FPR1
Spinorphin — endogenni peptid inhibujici FPR1
CHIPS — protein z bakterie S.aureus, antagonista pro FPR1
Quin-C7 — synteticky nepeptid pro FPR2 (Ye a kol. 2009)

16



2. Cile prace

In vivo studium vlivu ukotvenych formylmethioninovych derivatt na melanom B16-F10.
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3. Materialy a metody

3. 1. Chemikalie

e RPMI 1640 (Sigma-Aldrich)

e Fetal Calf Serum (FCS) (Sigma-Aldrich)
o f-MLF-(G)5-(K)12 (Schafer-N)

e LPS (Sigma-Aldrich)

e f-MLF-(G)5-(K)10-STE (Schafer-N)

e H-MLF-(G)5-(K)10-STE (Schafer-N)

3. 2. Experimentalni zvirata a bunécné linie

V pokusech byly pouzity samice mySiho kmene C57BL/6N zakoupené od firmy
Charles River Laboratories. Pii pievzeti vazily okolo 18 — 20 g a byly 8 tydnd staré. Mysi

byly chovany ve standardnich podminkach ve zvéfinci Parazitologického tstavu

Biologického centra AV CR v Ceskych Budéjovicich.

Pii experimentech byla vyuzivana bunééna linie mySiho melanomu B16-F10, ktera
byla darem od prof. Rihové z Mikrobiologického ustavu AV v Praze. Melanomové buiiky
byly kultivovany v RPMI 1640 obsahujicim 10% fetalniho bovinniho séra a antibiotika, v

termostatu pii 37°C, v atmosféte nasycené vodnimi parami a obsahujici 5% oxidu uhli¢itého.

3. 3. Transplantace melanomu B16-F10

3. 3. 1. Priprava bunék
Veskeré médium RPMI s 10% FCS bylo slito a bunky dvakrat promyty PBS. Buiky,
které adherovaly, byly kratce oplachnuty trypsiniza¢ni smési (0,02% trypsin, 0,5 mM EDTA

v PBS). Dale se k buiikam ptidalo cca 0,5 ml trypsiniza¢ni smési.

Nasledovala 1-5 minutova inkubace pti 37°C, dokud nedoslo k zakulaceni a uvolnéni
bunék. Nasledné se k bunkam ptidalo 5 ml RPMI s 10% FCS a bunky byly centrifugovany
18



10 min pti 4 °C a pietizeni 150g. Dale pak byly dvakrat centrifugaéné promyty s RPMI
1640 bez séra za stejnych podminek centrifugace. Promyté bunky byly rozsuspendovany v
5 ml RPMI 1640 a nasledné¢ spocitany Vv Biirknerové komtrce (Trypanova modf, 1:1).

Kone¢na koncentrace bunék byla upravena na 4 mil/mi.

3. 3. 2. Aplikace bunék

Vsechny mysi C57BL/6N byly oholeny na zadech na pravé a levé strané. Druhy den
bylo transplantovano do pravé, oholené strany s.c. (pod kuzi) 400 000 bune¢k melanomu
B16-F10 v 0,1 ml RPMI 1640 bez séra do kazdé mysi. Dvanacty den po transplantaci se

zacalo S terapii.

3. 4. Méreni teploty a objemu nadoru

Meéieni teplot bylo provadéno pomoci teploméru IR RODENT THERMOMETER
153 IRB (BIOSEB). Byla méfena jak povrchova teplota nadoru, tak pro srovnani i strana
druha v oholenych partiich. Cidlo teploméru bylo pfiloZeno tdsné k pokoZce mysi tak, aby se
ji nedotykalo a hodnota byla odectena z displeje. Teplota byla méfena zpocatku po 6

hodinach, pozdéji obden (béhem terapie).

Velikost nadorti byla méfena pomoci metody podle Inaba (Inaba a kol. 1986),
méficim zarizenim byl kaliper. Nasledn¢ byl pro vypocet objemu nadoru pouzit vzorec
V=7 /6-A-B? kde A je nejvétsi rozmér nadoru a B je nejmensi rozmér nadoru. Velikost byla

meéfena také obden.

3. 5. Statistické zpracovani dat

Statistické vyhodnoceni objemi nddorti bylo provedeno pomoci Studentova t-testu v
programu MS Excel, vyhodnoceni pfezivani pak pomoci Kaplan Meier Survival Analysis

v programu MedCalc.
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3. 6. Pokusy

3. 6. 1. Pokus ¢. 1: Vliv nabojové vazaného fMLF motivu (samotny i

v kombinaci s LPS)

Pokus byl proveden s 36 mySmi C57BL/6N, které byly 12. den po transplantaci
melanomovych nadorovych bunék B16-F10 rozdéleny po 6 mysich do 6 skupin (A, B, C, D,
E, K). Thned po rozdéleni se zacalo s terapii aplikaci jednotlivych latek podle Tab.I..

Vsechny latky sterilizované filtraci byly injikovany intratumoralné po 50ul/mys.

Tab. I.: Schéma aplikace latek v 1. pokusu.

SKUPINA INJIKOVANA LATKA PERIODA APLIKACE
A 3 mM f-MLF-(G)5-(K)12 v PBS 6x obden
B LPS (0,5 mg/ml PBS) 6x obden
LPS (10mg/ml PBS) 1x
C pak PBS 5x obden
3 mM f-MLF-(G)5-(K)12 v PBS
D in LPS (0,5mg/ml PBS) 6x obden
3mM f-MLF-(G)5-(K)12 v PBS in
LPS (10mg/ml PBS) 1x
E pak
3 Mm f-MLF-(G)5-(K)12 v PBS
in LPS (0,5mg/ml PBS) 5x obden
K - kontrola PBS 6x obden

Po prvni aplikaci byla v ¢ase 0, 6h, 12h, 24h métena teplota, dale pak kazdy druhy
den. Obden byla téZ méfena velikost nadoru. Cela terapie trvala 14 dni. Po skonceni se

sledovalo a zaznamendavalo imrti jednotlivych mysi.

3. 6. 2. Pokus ¢. 2: Nadorova terapie pomoci fMLF motivu kotveného

prostirednictvim lipofilniho Fetézce (samotny i s LPS)

V tomto pokusu bylo pouzito 32 mysi C57BL/6N, které byly 12. den po transplantaci
melanomovych nadorovych bunék B16-F10 rozdéleny do 4 skupin (A, C, E, K) po 6 mysich
a do 2 skupin (B, D) po 4 mysich. Thned po rozdé¢leni se zacalo s terapii aplikaci jednotlivych
latek podle Tab. Il.. VSechny latky, sterilizované filtraci, byly injikovany intratumoralné po
S0ul/mys.
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Tab. II.: Schéma aplikace latek v 2. pokusu.

SKUPINA INJIKOVANA LATKA PERIODA APLIKACE
A 3 mM f-MLF-(G)5-(K)10-STE 6x obden
v PBS
B 3mM H-MLF-(G)5-(K)10-STE v 6x obden
PBS
C LPS (0,5 mg/ml PBS) 6x obden
LPS (0,5 mg/ml PBS)
D in 6x obden
3 mM H-MLF-(G)5-(K)10-STE
LPS (0,5 mg/ ml PBS)
E in 6x obden
3 mM f-MLF-(G)5-(K)10-STE
K- kontrola PBS 6x obden

Po prvni aplikaci byla v ¢ase 0, 6h, 12h, 24h méfena teplota, dale pak kazdy druhy

den. Obden byla téZ méfena velikost nadoru. Cela terapie trvala 14 dni. Po skoncCeni se

sledovalo a zaznamenavalo umrti jednotlivych mysi.

3. 6. 3. Pokus ¢. 3: Ovéreni moZnosti pouziti nizkych koncentraci fMLF

motivu kotveného pomoci lipofilniho retézce

Pii pokusu bylo pouzito 36 mySi C57BL/6N, které byly 12. den po transplantaci
melanomovych nadorovych bun¢k B16-F10 rozdéleny do 6 skupin (A, B, C, D, E, K) po 6

mysich. Thned po rozdéleni se zacCalo s terapii aplikaci jednotlivych latek podle Tab.III..

Vsechny sterilizaci filtrované roztoky byly injikovany intratumoralné po 50ul/mys.
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Tab. II1.: Schéma aplikace latek v 3. pokusu.

SKUPINA INJIKOVANA LATKA PERIODA APLIKACE
3 mM f-MLF-(G)5-(K)10-STE
A v PBS 6x obden
LPS (0,5 mg/ml PBS)
B in 6x obden
3 mM f-MLF-(G)5-(K)10-STE
LPS (0,5 mg /ml PBS)
C in 6x obden
0,3 mM f-MLF-(G)5-(K)10-STE,
0,3 mM f-MLF-(G)5-(K)10-STE 6x obden
E LPS (0,5 mg /ml PBS) 6x obden
K PBS 6x obden

Po prvni aplikaci byla v ¢ase 0, 6h, 12h, 24h métena teplota, dale pak kazdy druhy

den. Obden byla tézZ méfena velikost nadoru. Cela terapie trvala 14 dni. Po skonceni se

sledovalo a zaznamenavalo umrti jednotlivych mysi.

4. Vvsledky

4. 1. Pokus ¢. 1: Vliv nabojové vazaného fMLF motivu (samotny i

v kombinaci s LPS)

Z grafu na Obr. 4 je velmi dobfe ziejmé, Ze vSechny aplikované latky mély ucinek

inhibujici rust nadoru. Nejvétsi rozdily ve velikostech oproti kontrole (K) jsou viditelné u

skupin C a E, kterym bylo injikovano LPS (10) v prvni davce. Derivat formylmethioninu

sam zpusoboval statisticky vyznamnou redukci nadorového rustu. Jeho smés s LPS (0,5)

vykdzala statisticky vyznamné synergické zesileni i¢inku.
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Obr. 4: Vliv terapie na velikost nddoru: skupina A — léena f-MLF-(G)5-(K)12, skupina B — 1é¢ena LPS
(0,5), skupina C — 1x LPS (10) pak 5xPBS , skupina D — 1é¢ena f-MLF-(G)5-(K)12 in LPS (0,5), skupina E —
lé¢ena 1x f-MLF-(G)5-(K)12 in LPS (10) pak 5x f-MLF-(G)5-(K)12 in LPS (0,5), skupina K - kontrola
*=P<0,05 **=P<0,01 *#k = P<0,005 *axdk = P<0,001 Fadk = P<0,0005 - vztazeno k K
0=P<0,05 ©°°=P<0,01 000 = P<0,005 0000 = p<(,001 00000 = P<(),0005 - vztazeno k A

Teploty nadori (1) a tél (2) subjektii se béhem prvniho dne terapie piili§ neliily, viz Obr. 5.

Vliv terapie na teplotu subjektu béhem prvnich
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Obr. 5: Vliv terapie na teplotu subjektu béhem prvniho dne: 1- teplota nadoru, 2- teplota t&la:
skupina A — lé¢ena f-MLF-(G)5-(K)12, skupina B — 1é¢ena LPS (0,5), skupina C — 1x LPS (10) pak 5xPBS ,
skupina D —1é¢ena f-MLF-(G)5-(K)12 in LPS (0,5), skupina E — 1é¢ena 1x f-MLF-(G)5-(K)12 in LPS (10) pak

5x f-MLF-(G)5-(K)12 in LPS (0,5), skupina K - kontrola
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Teploty (1,2) béhem dal§iho pokracovani pokusu velice kolisaly. Skoro u vsech
skupin byla teplota nadoru (1) niz8i nez teplota téla viz ptiloha 8. 1., Obr. 6. Teploty zddnym

zpusobem neodrazely druh a pribéh terapie.

Béhem terapie bylo dosazeno zmenseni velikosti naddort, ale po jejim ukonceni to
nemélo vyraznéj$i vliv na preziti mysi. Grafické znazornéni pieziti je na Obr. 7. Rozdily
mezi jednotlivymi skupinami nebyly statisticky vyznamné. Pouziti vysokych davek LPS

(aplikace roztoku o koncentraci 10 mg/ml — LPS) zpiisobilo bezprostiedni thyny mysi.

Vliv terapie na preziti
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Obr. 7: Vliv terapie na délku preziti: skupina A — léena f-MLF-(G)5-(K)12, skupina B — lé¢end LPS
(0,5), skupina C — 1x LPS (10) pak 5xPBS , skupina D — lé¢ena f-MLF-(G)5-(K)12 in LPS (0,5), skupina E
—1é¢ena 1x f-MLF-(G)5-(K)12 in LPS (10) pak 5x f-MLF-(G)5-(K)12 in LPS (0,5), skupina K - kontrola
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4. 2. Pokus ¢. 2: Nadorova terapie pomoci fMLF motivu

kotveného prostiednictvim lipofilniho Fetezce (samotny i s LPS)

Formylmethioninovy derivat opatteny alifatickym fetézcem kyseliny stearové pasobil
mirnou, ojedinéle statisticky vyznamnou redukci nddorového rustu. Jeho kombinace s LPS
vede Kk velmi vysoké synergii statisticky vyznamné vici formylmethioninovému derivatu i
samotnému LPS. Analog formylmethioninového derivatu, ktery vSak formylovou skupinu
neobsahoval, nezptisoboval sam zadnou redukci nadorového rdstu a ani jeho kombinace
s LPS nevykazovala zadné rysy aktivity ¢i synergie. Vliv terapie na velikost nadoru je
zobrazen na Obr. 8.
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Obr. 8: Vliv terapie na velikost nadoru: skupina A — Ié¢ena f-MLF-(G)5-(K)10-STE, skupina B
— 1éfend H-MLF-(G)5-(K)10-STE, skupina C - LPS (0,5), skupina D - létena LPS (0,5)
in H-MLF-(G)5-(K)10-STE, skupina E — 1é¢ena LPS (0,5) in f~MLF-(G)5-(K)10-STE, skupina K - kontrola
*=P<0,05 **=P<0,01 w#% = P<0,005 stk = P<0,001 sk = P<0,0005 - vztazeno k K
0 =P<0,05 00 =Pp<0,01 000 = Pp<(,005 - vztazeno k A ¢ =P<0,05 - vztazeno k C

Teploty po prvni aplikaci se velmi ménily. Byly naméfené i zna¢né rozdily mezi

teplotami téla (1) a nddoru (2) viz Obr. 9.
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B¢hem celé terapie teploty fluktuovaly. AZ na skupinu B v Oh a 4. dni byla teplota
nadoru vzdy mensi nez teplota téla (ptiloha 8. 2., Obr. 10). Celkové opét mozno konstatovat

nezavislost priabéhu terapie na typu a vysledcich jednotlivych terapii.

Terapie neméla tak dobry vliv na piezivani (Obr. 11). Kontrolni skupinu ptezily
pouze nekteré mysi ze skupiny E, coz vysledkim redukce nadorového rastu odpovida,

nicméné tento rozdil v preziti nebyl statisticky vyznamny.

Vliv terapie na teplotu subjektu béhem prvnich
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Obr. 9: Vliv terapie na teplotu subjektu béhem prvniho dne: 1- teplota nadoru, 2- teplota téla,
skupina A — 1é¢ena f-MLF-(G)5-(K)10-STE, skupina B — lé¢ena H-MLF-(G)5-(K)10-STE, skupina C — LPS
(0,5), skupina D — 1éena LPS (0,5) in H-MLF-(G)5-(K)10-STE, skupina E — 1é¢ena LPS (0,5) in
f-MLF-(G)5-(K)10-STE, skupina K — kontrola
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Vliv terapie na preziti
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Obr. 11: Vliv terapie na dalku preziti: skupina A — 1é¢ena f-MLF-(G)5-(K)10-STE, skupina B — Ié¢ena
H-MLF-(G)5-(K)10-STE, skupina C — LPS (0,5), skupina D — 1é¢ena LPS (0,5) in H-MLF-(G)5-(K)10-STE,
skupina E —1é¢ena LPS (0,5) in f-MLF-(G)5-(K)10-STE, skupina K - kontrola

4. 3. Pokus ¢. 3: Ovéreni moznosti pouziti nizkych koncentraci

fMLF motivu kotveného pomoci lipofilniho Fetézce

Jak vyplyva z Obr. 12, pouziti 10x ziedéné¢ho formylmethioninového derivatu
kotveného fetézcem kyseliny stearové nadorovy rust viibbec neovlivnilo. Piesto v kombinaci
S LPS bylo dosazeno stejné vysokého synergického Uc€inku jako pii pouziti neziedéného

derivatu.
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Obr. 12: Vliv terapie na velikost nadoru: A — lé¢ena 3mM f-MLF-(G)5-(K)10-STE, skupina B — 1é¢ena
LPS (0,5) in 3mM f-MLF-(G)5-(K)10-STE, skupina C — LPS (0,5) in 0,3mM f-MLF-(G)5-(K)10-STE,
skupina D — 1é€ena 0,3mM f-MLF-(G)5-(K)10-STE, skupina E — 1é¢ena LPS (0,5), skupina K - kontrola
* = P<0,05 **=P<0,01 ¥Rk = P<0,005  FF*EF = P<0,001 *EExE = P<0,0005 - vztazeno k K
0 =P<0,05 00 = P<0,01 000 = P<(),005 - vztazeno k A o = P<0,05 - vztazeno k E
A =P<0,05 AA =P<0,01 — vztazeno D

Teploty béhem prvniho dne kolisaly, nejvétsi rozdily mezi hodnotami teplot byly
zaznamenany u skupiny E (Obr. 13). Teploty béhem celé terapie Se velmi ménily.
Nejmensich hodnot dosdhly skupiny C a D. Teplota nadorti (1) byla vétSinou nizs§i nez
teplota téla (2) viz priloha 8. 3. Obr. 14. Celkové opét méfeni teplot zddnym zplisobem

jednotlivé terapie neodrazelo.

Vliv terapie na pieziti mysi nebyl moc dobry. Pouze skupiny C a B dosahly lepsich
vysledki pfezivani oproti kontrole, coZ sice koreluje s redukci nddorovych objemd, ale tento

rozdil nebyl statisticky vyznamny. (Obr. 15).
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Obr. 13: Vliv terapie na teplotu subjektu béhem prvniho dne: 1- teplota nddoru, 2- teplota téla,
A — lé¢ena 3mM f-MLF-(G)5-(K)10-STE, skupina B — 1&&ena LPS (0,5) in 3mM f-MLF-(G)5-(K)10-STE,
skupina C — LPS (0,5) in 0,3mM f-MLF-(G)5-(K)10-STE, skupina D — lé¢¢ena 0,3mM f-MLF-(G)5-(K)10-STE,
skupina E —1é¢ena LPS (0,5), skupina K - kontrola
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Obr. 15: Vliv terapie na délku pteziti: A — 1é¢ena 3mM f-MLF-(G)5-(K)10-STE, skupina B — léena
LPS (0,5) in 3mM f-MLF-(G)5-(K)10-STE, skupina C — LPS (0,5) in 0,3mM f-MLF-(G)5-(K)10-STE,
skupina D — 1é¢ena 0,3mM f-MLF-(G)5-(K)10-STE, skupina E — 1é¢ena LPS (0,5), skupina K - kontrola
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5. Diskuze

Samotny f-MLF je silnych chemotaktickym faktorem (Schiffmann 1975). Jeho i.t.
aplikace se vsak ukazala neucinnd, neovlivilovala nadorovy rist. Ani v kombinaci s LPS
nedoslo k aditivité ani synergii (data neukazana). Rozhodli jsme se proto f-MLF motiv kotvit
k nadorovym bunkam, protoze jeho receptory, formylpeptidové receptory, patii do skupiny
fagocytarnich receptorti a ty pro dobrou aktivaci vyzaduji ptitomnost vazanych,
nesolubilnich liganda (Underhill a Gantner 2004).

Nejprve jsme vyzkouseli kotveni pomoci kladného ndboje. Ten za fyziologického pH
byl dan pfitomnosti oligolysinu (12K). Nadorové buriky jsou nabity zaporné, coz je dano
pritomnosti sialové kyseliny a fosfatidylserinu (Marquez a kol. 2004). Bylo dosazeno
statisticky vyznamné redukce nddorového ristu. Redukce nadorového riistu se velmi vyrazné
prohloubila kombinaci s LPS. To pln€ odpovida poznatkiim Mandala a kol. (2005),
popisujicim vyraznou stimulaci exprese FPR1 makrofagl a neutrofilti v diisledku ptisobeni
LPS. V sirsich souvislostech piisobeni LPS podporuje nazor Underhilla a Gantnera (2004),
ktefi zdaraziuji nutnost spoluprace signalnich receptori aktivovanych solubilnimi agonisty a
fagocytarnimi receptory, aktivovanymi kontaktem s imobilizovanymi ligandy (vétSinou na
povrchu mikroorganismu).

Vyse uvedené poznatky byly dale podpoieny pouzitim formylmetioninového
derivatu, ktery navic obsahoval alifaticky nepolarni fetézec kyseliny stearové, tedy obecny
princip kotveni do membrany. Byla dosazena jesté vyrazné€jsi synergie s LPS. Desetinasobné
snizeni koncentrace tohoto ligandu neovlivnilo mohutnou synergii s LPS. Kontrolni skupiny
s H-MLF motivem potvrdily, ze zdkladem téchto pozorovani je skutecné specificka
stimulace FPR receptort.

Pouziti jednorazové vysoké davky LPS sice vyvolalo silnou redukci nddorového
rustu, at’ uz byl pouzit samotny, nebo s formylmethioninovym derivatem, ale jeho pouziti
bylo spojeno s bezprosttednim uhynem poloviny zvifat ve skupinach. LPS pfi téchto
koncentracich vykazuje pfimou cytotoxicitu (Glaserova, in prep.).

Ptestoze jsme aplikaci zejména kombinace signalnich a vazajicich se fagocytarnich
motivil dosahli znacné redukce nadorového rlstu, bylo sice dosazeno urcitého prodlouZeni
zivota u téchto mysi, ale nebylo statisticky vyznamné. K tomu je tteba dosahnout upIné
eliminace nddorovych bun€k. Toho jiZ bylo byt s nizkou frekvenci dosaZeno v jinych

experimentech zaloZenych na kombinaci signdlnich a fagocytarnich motivli (Auerova,
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Bruzlova, Faberova, Waldmannova, in prep.). Cesta je pfedevsim v optimalizaci davek, ale
predev§im ¢asového rezimu jejich podavani (Zenka, iistni sdéleni).
Meéfeni teploty nadoru a mysi se ukéazalo jako nevhodné pro monitorovani tohoto

druhu terapie.
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6. Souhrn

Bylo zjisténo, ze kotvenim formylmethioninovych derivati na sténu nadorovych

bunék 1ze in vivo dosdhnout redukce rastu melanomu.

Tato redukce je specificka a zavisla na ptitomnosti formylmethioninu.

Kombinace formylmethionivych derivat s LPS vede k mohutné synergii v potlaceni

nadorového rustu, kterou pozitivné ovlivituje kvalita kotveni téchto derivatu.

Me¢fteni teploty naddoru nebo mySi neni vhodné pro monitorovani tohoto druhu

terapie.
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8. Prilohy

8. 1. Pokus ¢. 1: Graf zavislosti teploty na pribéhu terapie
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Obr. 6: Vliv terapie na teplotu subjektu: 1- teplota nddoru, 2- teplota t&la: skupina A — lé¢ena
f-MLF-(G)5-(K)12, skupina B — 1é¢ena LPS (0,5), skupina C — 1x LPS (10) pak 5xPBS , skupina D — 1é¢ena
f-MLF-(G)5-(K)12 in LPS (0,5), skupina E — Iléena lx f-MLF-(G)5-(K)12 in LPS (10) pak 5x
f-MLF-(G)5-(K)12 in LPS (0,5), skupina K - kontrola
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8. 2. Pokus €. 2: Graf zavislosti teploty na pribéhu terapie
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Obr. 10: Vliv terapie na teplotu subjektu: 1- teplota nadoru, 2- teplota téla, skupina A — lé¢ena
f-MLF-(G)5-(K)10-STE, skupina B — 1é¢ena H-MLF-(G)5-(K)10-STE, skupina C — LPS (0,5), skupina D —
1é¢ena LPS (0,5) in H-MLF-(G)5-(K)10-STE, skupina E — 1é¢ena LPS (0,5) in f-MLF-(G)5-(K)10-STE,

skupina K — kontrola
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8. 3. Pokus ¢. 3: Graf zavislosti teploty na pribéhu terapie
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Obr. 14: Vliv terapie na teplotu subjektu: 1- teplota nadoru, 2- teplota téla, skupina A — 1é¢ena 3mM
f-MLF-(G)5-(K)10-STE, skupina B — 1é¢ena LPS (0,5) in 3mM f-MLF-(G)5-(K)10-STE, skupina C — LPS
(0,5) in 0,3mM f-MLF-(G)5-(K)10-STE, skupina D - Ié&na 0,3mM f-MLF-(G)5-(K)10-STE,
skupina E — 1é¢ena LPS (0,5) skupina K - kontrola
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