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1. Uvod

1.1 Rakovina (nadorové onemociini)

Pojem rakovina Ize definovat jako skupinu chor@jichZ spolénym znakem
je nekontrolovanyirst burgk, Siicich se do okoli. &t nadorové masy &i normalni
tk&h a buiky primarniho nddoru maji schopnosiitsée do novych tkani a zakladat
nova loziska (metastazy) (Dienstbier 1994).

Prvni znamky, ssdcici o gitomnosti nadorového onemaen, byly nalezeny
u egyptskych mumii. Zminky o nadorech a jejiclibé najdeme v egyptskych
papyrech, v pisemnictvi mezopotamskémském, indickém, japonském a arabském.
Recky |éka Hippokrates (460-377ipKr.) dokazal rozpoznat rozdil mezi zhoubnym a
nezhoubnym nadorem a pouzil jako prvni termin kenti (,karkindbma®) (Javier a
Butel 2008, Petera et al. 2005). Tento nazev zpalille pokrdilého karcinomu prsu,
ktery mu gipominal siluetu poieZzniho krabaGarcinides meangs Latinska obdoba
tohoto terminu je ,cancer” neboli rak. Systemati@é@em o problematiku onkologie
piineslo 19. stoleti. Pokroky v patologické anatorangstezii a chirurgické technice
rozSiily 1é¢ebné moznosti. ielom 19. a 20. stoletifimes| objev rentgenu a gama
z&eni, z&al rozvoj radioterapie, chemoterapie a dalSichpodilejicich se na é&¢
nadorovych onemoeni (Petera et al. 2005).

Rakovina je staléastjSi ve vSech gimyslow vyspelych zemich. Udava se, Ze
v téchto zemich v gibéhu Zivota (od narozeni po staonemocni rakovinou kazdy
amrti po srdéné-cévnich onemocamich u dosplych a druha ficina umrti u d@ti,

ktera nasleduje za urazy (Dienstbier 1994).

1.1.1 Vznik nddoru

Nador mize vzniknout v jakékoliv tkani, ale r@stji vznika v €ch tkanich, kde
se nejvice mnozi kiky (dychaci soustava, travici soustava) anebo kda puiky
stimulovany hormony (prostata, vageky, prsy).

Proces vzniku a vyvoje nadorse oznauje jako kancerogeneze. Je to

vicestupovy proces, kdy jsou normalni tky transformovany v nadorové (Franks a



Teich 1999). Velikost buigné populace uvnitorganismu je udrzovana komplexem
signéti, které stimuluji¢i inhibuji proliferaci, diferenciaci a Zivotnostdeotlivych
burék (Pusztai et al 1996). Poruch&hito signak ¢i aplikace rakovinotvorné latky
(karcinogenu neboli kancerogenu) nemusi vzdy vésizikiku nadoru (Franks a Teich
1999).

Souwasny model kancerogeneze zahrnuje 3 stadia (ObrPdni stadium se
nazyva inicigni. V tomto stadiu dojde k mutaci kritického gentage ireverzibilni.
Tento primarni krok jetasos velmi kratky a pinasi selekni vyhodu pro biiky
daneho klonu. V tomto stadiu seube proces zastavit. Druhé stadium nazyvame
proma:ni. Na rozdil od iniciace probiha tento proces HtmolE. Maze trvat léta,
desetileti a &kdy i cely Zivot. Postizené kky (latentni klon) jsou stimulovany
k dalSimu dlenitadou latek a mechanisimiez nemusi byt samy o sbkancerogenni.
Pisobeni &chto faktofi musi dosahnout &ité kritické intenzity. Jejich odstrani
muze proces rozvoje klonu zpomalit i zastavit. Memrpaini faktory seradi nap.
cigaretovy ko, tuky, hormonalni vlivy, ¥k, atd. Nekteré proméni faktory zabrauji
bunkdm dosahnout diferencovaného stadia, kdy sgkypunedli, nebo se di
minimalns. Treti fazi je progrese. V této fazi dochazi ketmérfenotypu bugk klonu.

Ty ziskavaji schopnost invazivnihoistu a metastazovani, coz je néasledek
nahromadni mutaci dalSich gén (Franks a Teich 1999, Hennings 1993, Pusztai et
al.1996).

INITIATING AGENT ——> PROMOTING AGENT =——>= GROWTH INHIBITORS

Chemical carcinogens Specific promoters Hormones — therapeutic
Viruses Inflammation or physiological

Unknown factors Hormones Normal growth inhibitors
Radiation, UV light Normal growth promoters etc. Fasrstivssliadiationyiotey

Replication errors

Ca in situ Tumour Clinical
invasion tumour

Epithelium
Mesenchyme

Obr. 1: Faktory ovliviujici vyvoj nadoru — od normalniho po invazni nador
(Franks a Teich 1999)

is possible »‘

Kancerogenezi fizeme rozdlit podle typu kancerogenu na chemickou fyzikalni a
biologickou. Chemickou kancerogenezi rozumime mmpo&e kterém chemické

rizikové faktory zgisobi nekontrolovanou a nepravidelnou tvorbu nodxtkMezi



tyto chemické rizikové faktory péatiada chemickych latek jako jsou fenobarbitaly,
tabakovy kow, polycyklické aromatické uhlovodiky (PAU), azbestdalSi (Appel et
al. 1990). Chemické kancerogenyizeme rozdiit na solitArni a podmikeé
(kancerogeny zavislé na podminkadch pexd). Solitarni kancerogeny jsou
rizikovymi faktory, které zfisobuji rakovinu na podklgdmetabolické zrny. Tato
zmeéna je nevratnd a jeji ¢cinek je aditivni. SolitArni kancerogeny majasto
organotropni fisobeni (fsobi na jednotlivé organy wuleé). Mezi takovéto
kancerogeny pét predevSim aromatické aminy, N-nitrosoaminy, benzpyren
(kancerogenni sloZzka dehtu, fpanezi PAU), vinylchlorid a dalSi (Appel et al. 189
PetruZelka et al. 2003). Podméné kancerogeny maji reverzibilni primarriinek.
Ke vzniku nadoru je nutné jejich dlouhodobispbeni na danou tk&az chronické
pusobeni). Bsobeni podmir@mych kancerogan na cilové organy nebo regtia
systém jecasto ovliviovano hormony. Mezi tyto kancerogenyipahiourea, kyselina
nitrilotrioctova a dalSi (Appel et al. 1990).

Fyzikélni kancerogenezi #pobuji fyzikalni kancerogeny. Mezi én pati
piedevsim ionizujici (X a gama) a neionizujici (U\&eni. Z&eni ionizujici i UV je
piirozenou sotasti naSeho Zzivotniho préstli (zdeni slunéni a kosmické,

v zemském podlazi dochazi k radioaktivnimu rozpadtRistuji vSak ¢lovékem
vytvarené zdroje Z#@ni (nuklearni zbran jaderné elektrarny, éébné a kosmeticke
zdroje, solaria) (Petruzelka et al. 2003). Kancenmj &inek z&eni je vazan
na poskozeni bwiné DNA vyvolané penosem energie &ni na tuto cilovou
molekulu. Renos energie fiZze navodit excitaci nukleovych bazi v DNA a vést
K jejimu gimému poskozeni, negstji ve formé¢ chromozomalnich zloth nebo vede

k ionizaci, coz ve vodném prasti buiky znamena tvorbu hydroxylovych a
vodikovych radikal, které vyvolavaji nefpmé poskozeni (mutace, zlomy) (Lodish et
al. 2004, Nikjoo et al. 1994, Petruzelka et al.200

Biologicka kancerogeneze zahrnuje hi&wancerogenezi virovou, bakteridlni a
parazitarni. MySlenku, Ze inféki agens mize byt rizikovy faktor pro vznik maligniho
onemockni, poprvé vyslovil Rous (1910). Ve své praci pmdaze kieci karcinom
muze byt vyvolan infeknim agens (retrovirus, RVS = rous sarcoma viruayié} a
Butel 2008, Rous 1910). Seznam dalSicli vipisobujicich rakovin @&lovéka uvadi
Tabulka 1 (Petera et al. 2005).



Tabulka 1: Viry, u kterych bylo prokazano, Zze mohou vyvoéatanova onemoemi u
cloveka (Petera et al. 2005)

Virus ~ Kofaktor Nédor

Malarie

Nitrosaminy v potravé

Epstein-Barr virus (EBV) Burkittiv lymfom

Nasofaryngedlni ca

tické viry | Human Herpes virus (HHV-8) Kaposhiho sarkom

Retroviry

Human T-cell lymphotropis
Viruses (HTLV) tap 1, 2

T-buné&éné leukemie
Leukemie z vlasatych bunék

Retroviry

HIV

Kaposhiho sarkom

Papilomaviry

Human Papilomavirus (HPV)
Subtyp 16, 18, 33, 39

Karcinom ¢ipku déloZniho
Karcinom vulvy

Karcinom anu

Hepa DVA Virus hepatitidy typu B (VHB) Aflatoxiny, alkohol, Hepatocelularni
I orélni kontraceptiva, koufeni Karcinom (HCC)
I
‘\
I} flavi HCV Alkohol HCC

Bakterialni kancerogeneze vznika tak, Zze dojdeekribké zminé potravy vyhodné
pro bakterie, které jsoufrippiemnozeni organismu Skodlivé. Metabolismeshto
bakterii pak vylduje latky, které se fizou stat potencionalnimi kancerogeny pro
organismus. Jakofixlad mizeme uvést vznik cervikalni intraepitelialni necjea
Pfi premnoZeni vaginélnich bakterii dojde k bakteridhmfekci, @i niz se za&nou
produkovat nitrosoaminy a uvalvat volné radikaly. Ty mohou #pobit cervikélni
intraepitelialni neoplasii, coz jergustupé rakoviny dlozniho ¢ipku (Nam et al.
2009). Mezi dalSi bakterie, které se podileji naikaz rakoviny, nizeme zahrnout
bakterieSalmonella typh{nador Zlgniku), Streptococcus bovigolorektalni nador),
Chlamydia pneumonigakovina plic),Helicobacter pylori(rakovina zaludku, MALT
lymfom) a dalSi (Egi et al. 2007, Mager 2006, Pat&eglinger 2007).

1.1.2 Rozdéleni nadoni

Nadory nizeme rozdlit podle rekolika hledisek. Jednim 2d¢hto hledisek je
rozc&leni podle schopnosti nadoru fitometastazy a invadovat okolni tkANadory,
které netvdi metastazy a ne#pobuji agresivni invaze nazyvame benigni. Nadory
invadujici a tveici metastazy nazyvame maligni.

Benigni nador je pomalu rostouci nador s neSkogamahou. Tyto nadory jsou
tvoreny dolse diferenciovanymi hikami, které se zia¢ podobaji bikam normalni

tkarg. Jako piklad mizeme uvést lipom (tukovy tumor), coz je podkozndara



tvoreny zralymi tukovymi bitkami. Dale pak mizeme uvést hemangioniize, ktery
je tvoren krevnimi cévami s normalnimi endotelialnimi nkami atd. Mnoho
benignich naddr syntetizuje specifické produkty gemdpowdnych za diferenciaci.
Tyto nadory také vylkuji proteiny, které jsou normain produkovany pla
diferenciovanou bitkou a mohou tak Zjsobit stav nebezpay pro ¢lovéka. Nap.
benigni nador Langerhansovych @ski pankreatu mize vylwovat inzulin a
zpasobi hypoglykemii a ta nasletirmiuze vést ke smrti (McKinnell et al. 2006).
Benigni nador mize také svym dstem utl@éovat okolni normalni tkg hlavre
kapilary. Ty pak nemohou vyZivovat tiky parenchymu a dochazi k atrofii tkadak
normalni buky atrofuji, Zistavd z nich pouze pojivova tk&stroma), ktera je
stlatovana a tvid kolem nadoru kapsuly (obal). Nador je tedy ohfany (McKinnell
et al. 2006).

Maligni nador ma tendenciist nekontrolovatek) invaduje normalni tkda ma
schopnost metastazovat. ity maji pleiomorfni tvar a napadné jadro s nepraivid
uspdadanym chromatinem. Teinvzdy se liSi jadro maligni lilky od jadra normalni
buiky. Maligni buiky jsou naprogramované k proliferaci a ma§tsv pongr jadra
k plaznt nez buiky normalni. Jako ifklad mizeme zminit jaterni biky. Normalni
jaterni butky maji ¢tyiikrat vice cytoplazmy nez jaderného materialu, koledaligni
jaterni butky maji pongr cytoplazmy a jaderné hmoty 1 : 1,5 (McKinnelb&t2006).

Nadory mizeme také roziit podle toho, zjaké tkan pochazeji (Sell 2004,
Vorlicek et al. 2006):

= Epitelidlni pjivod (kryci nebo vystelkova tka

- benigni: epitelom, papilom
- maligni: karcinom
= Stromalni fivod (pojivova tk#)
- benigni: fibrom — nador vaziva
myom — nador hladkého svalu
chondrom — nador chrupavky
- maligni: sarkom
= Neuroektodermalnitwod (CNS a kize)
- benigni (PNS): pigmentovy névus
- benigni (CNS): gliom, neurinom, meningeom

- maligni (PNS): melanom



- maligni (CNS): glioblastom, neuroblastom
» Hematopoeticky fvod (krvetvornd tk&)
- maligni: leukémie, lymfom
= Nadory ze Zlazovych tkani
- benigni: adenom
- maligni: adenokarcinom
» Nadory ze zarodmych tkani (germinomy)
- benigni: teratom
- maligni: teratokarcinom, embryonalni karcinom

= Nadory z ostatnich tkani

1.2Melanom

Maligni melanom je zhoubny nédor vychéazejici zdkinkterym se tik4
melanocyty. Biiky jsou neuroektodermalnihdyodu a jsou schopny t¥ibd melanin.
Nador nenicasty, ovSem jeho agresivni chovanifadi mezi nejzava&si zhoubné
nadory. Vyskytuje se naiki trupu, koietin, na dlanich, ploskach nohou atd. Nador
muze vznikat primaré také v oku a jatrech. Bvtretiny amrti na kozni nadory jsou
piipisovany fivodu melanomu (Weinzweig 19994p et al. 2005).

V poslednich 30 letech maji melanomy trvale vzasjufrend. Ve Spojenych
statech od roku 1992 sedmb novych pipadi rocné zvysi o 3,1%. Ve Velké britanii je
incidence 10/100 000 obyvatel,Cleské republice to bylo v roce 1998 12/100 000
obyvatel C4p et al. 2005).

1.2.1 Od melanocytu po melanom

Pivod melanocyt najdeme v neuralni li&t Melanocyty jsou umighy v bazalni
vrstw epidermis a jak jiz bylde¢eno, obsahuji pigment melanin (Bandarchi et al.
2010). Melanin je pakipnasen na receptor keratinacyPAR-2) (Hermannss et al.
2000). Takto peneseny melanin pak formujeepicky na povrchu jadra mitoticky
aktivnich bugk bazalni membrany a chrani jadréegph poSkozenim UV zénim.
Porucha tvorby melaninu vede k postupné transfarmmetanocyé na melanomoveé
buiky. Takto pozmnéné buiky pak migruji k svrchni vrstv epidermis a jsou

rozptyleny mezi epitelialnimi hikami (,pagetoid spread®). J&€SwSak nepronikaji



bazalni membranou (RGP stadium = radial growth @haBuiky jsou jiz v tomto
stadiu atypické. Maji hojné mnozstvi cytoplazmyg¢téuje se jejich velikost setns
jadra, které je hyperchromatické. Melanomovéikyu postupg zainou pronikat
dermalré-epidermalnim spojem (invaduji fijednotliw a nebo ve shlucich) a vznika
tak melanom (VGP stadium = vertical growth phasBandarchi et al. 2010,
Chudnovsky et al. 2005). Tento proce&Zzeme vidt na Obr. 2.

A

Normal skin

Melanocytes

Stratum J——
corneum —s== - S
‘%Strmum
cocerrel S Eoidermi = comeun
membrane ')),,.J ‘{/
Epidermal
basement
membrane
Dermis
Lymphatic
vessel
Subcutaneous \ . )
Blood tissue N e Y s R
B

RGP melanoma Pagetoid

spread

Pagetoid
spread

(&

Pagetoid
VGP melanoma

spread

*
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1.2.2 Etiologie

Pricina vzniku melanomu nenitgsré znama. Za hlavni etiologické faktory jsou
povazovany kozni fototyp a slufm@ z&eni. DalSimi rizikovymi faktory jsou
dysplastické névy,iblizné u 2-5% lze nalézt geneticky podklad, dale RT@&za

imunosuprese, chronicka iritace, chronickégbeni kancerogér(Cap et al. 2005).

1.2.3 Kilasifikace

RozliSujeme 5 zakladnich tgpnelanomu u lidi:

a) Lentigo maligna melanoma(LMM)
Tento typ vznikd na podkladlentigo maligna, coZ je nest&nhnedé
pigmentové lozisko nauki, které ma histologicky obraz melanomu in situ.
Tato |éze se objevuje vice nez 10-15 liddomalignim stavem. Léze dosahuje
praméru 3-6 cm. Maligni degradace je pak charakterizavaaliky v 1ézi.
LMM odpovida za 4-10% kozZnich melandnde typicky lokalizovan na krku,
hlaw, pazich, ma nepravidelné hranice a p¥olmou barvu od Sedé az
po tmaw hnédou (Bast et al. 2000, Weinzweig 1999).

b) Povrchow se SFici melanom(SSM - superficial spreading melanoma)
SSM je &zna forma kozniho melanomu, zahrnuje zhruba 70%hvSelignich
hranice. Léze jsou obvykle vicebarevné se sting,Sedde, cerné,cervené a
bilé. Amelanotické oblasti zobrazuji regresi (Bastal. 2000). Nze se

vyskytnout na jakémkoliv mista v jakémkoliv ¥ku (Bandarchi et al. 2010).

¢) Nodularni melanom(NM - nodular malignant melanoma) —
NM odpovidd za 10-15% koZnich melanonMuze se objevit na celém
povrchu Ela, nefastji se ale objevuje na trupu muZ_éze je tmava a barva je
vétSinou jednotna. NM neroste radiélnako to bylo u ostatnich typ ale
vertikalrg, tj. roste jako hrbol (Weinzweig 1999, Bast et24l00).



d) Akrolentigin6zni melanom (ALM - acral-lentiginous melanoma)
Reprezentuje 3-5% vSech koZnich melafofirypicky se objevuje na dlanich,
pag ¢i za nehty. VetSina Iézi ALM ma vimnéru 3 cm, jsou sitlehredé az
tmavohrgdé s nepravidelnymi hranicemi. Tento typ se objewwg starSim
véku (Bandarchi et al. 2010, Bast et al 2000, Weingw899).

e) Mukolentigin6zni melanom(MLM = mucosal lentiginous melanoma)
Ma podobny vzhled jako ALM. Tyto Iéze vznikaji naikdznich mistech jako

je dutina ustni, jicen, vagina a dalSi (Bast e2@00).

1.2.4 Klinicky obraz

Ctyfticet az padesat procent melariomznika z pigmentovych néy zbytek vznika
ve zdravé kZi. Melanom za&in4 jako drobna pigmentova skvrn@epazié hnedeé
barvy. Na rozdil od névu se &suje, néni barvu a tvar{ap et al. 2005, Weinzweig
1999). Pro rozpoznani maligniho melanomu byl vigmopomocny akronym ABCDE
(Cap et al. 2005, Zalaudek et al. 2009).

A — (asymetry) - melanom vyt¥idod paétku lehce nepravidelna loziska,

s trvalym fistem se asymetrie stale zvyiiage

B — (border) — okraje melanomu jsou nepravidelngdsezy a vykizky

C - (color) — barva byva skvrnita &nymi odstiny hadé acerné barvygasté

jsou i Sedé, az Sedomodré ploSky

D — (diameter) — velikost byv&tsi nez u BZnych néw, melanom by @ byt

alespa v jednom rozndru EtSi nez 5-6 mm

E — (enlargement) — melanom se na rozdil od né&aletz\étSuje

Mezi dalSi objektivni znamky malignizace névuip&rvaceni, zagtliva reakce
v okoli névu, v pozdnich formach &ad mokvani a nodularniist. Generalizované
formy se projevuji symptomy v zavislosti na lokaliz metastatického poskozeiap
et al. 2005). B Spatném odéti melanomu se mohou vytkiblokalni metastazy v jizyv
¢i v jejim blizkém okoli. Projevuji se kdymi ¢i amelanotickymi uzliky v podkozi.
Jako prvni seipmetastazovani melanomu objevi metastazy v reffi@téspadovych
uzlinach, pak se objevi metastazyizmych organech (hla¥rv plicich) (Petruzelka et
al. 2003).



1.2.5 Melanom B16-F10

V této préci je vyuzivdn jeden z modemysiho (C57BL/6) melanomu. Je to
melanom B16-F10, ktery je charakteristicky svouokgsl schopnosti metastazovat a

to hlavreé do plic. DalSimi mySimi modely jsou B16-FO, B16;BIL6-BL (Nakamura

et al. 2002).

1.3Metastazy (Proces metastazovani)

Metastazovani je proces, ve kterém nadorovdikypuzakladaji novy tst

na odliSnych mistech od primarniho nadoru.

1.3.1 Proces metastazovani obeén

Vyvoj metastaz je nenahodily
proces, kde usazeni, invazéesti a
rast jedné biuky ¢i malého mnozstvi
k morbidét a

mortalitt (Nicolson 1995). Proces

burtk muze vést
metastazovani  zahrnuje ¢&kolik
kroka,
probrany. Tyto kroky mizeme vidt
na Obr. 3.
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bunkdch dochazi kdysfunkci vazby kadherin-katenin. dikiny jsou
transmembranové proteiny, jejich funkce zavisi n#tomnosti C&" ionti,
zprostedkovavaji asociaci s aktinovymi filamenty piesinictvim katenif. Vazba
kadherin-katenin hraje podstatnou roli v prvni fazniku metastaz (Beavon 2000,
Shiozaki et al. 1996). Subtyp kadhérirE-kadherin (adhezivni molekula vitkach
sava), v rakovinnych bitkdch ¢ast&né nebo Gplg chybi. To umo#uje rakovinnym
bunkam oddlit se jedna od druhé. Velkada praci se zaffuje na proces, jak zastavit
metastazovani ovlivmim E-kadherinu (Beavon 2000, Kowalski et al. 2008der et
al. 2008).

Takto uvolrgna buika musi proniknout bazalni membranou do extracelula
matrix (ECM) a pak off bazélni membranou do krevnich cév. ECM jetrdma
slozkami pojivové tkah jako je kolagen a elastin, které interaguji s egso
nerozpustnym materidlem. ECM nevaZze jerikyuk solz, ale také dovoluje hikam
piezit a proliferovat (McKinnell et al. 2006). Prelifice je mozn4 jen tehdy, kdyZ jsou
bunky prichyceny k povrchu. Toto fghyceni je zprogedkovano pomoci
povrchovych molekul nazyvanych integriny (Mizejewsk999, McKinnell et al.
2006). Buky obsahuji také jaderny protein E-CDK2, ktery regrinist a bugcné
déleni. Pokud bitka neni pichycena pomoci integrinu k povrchu, tak inkidi
substance zastavi produkci E-CDK2,nka prestane st a zé&ne jeji apoptoza
(burééna programovana smrt). Rakovinnéky nemusi byt ichyceny, aby se mohly
rozmnoZzovat. Jejich E-CDK2 je aktivni i be#dpgwjeni integriny (Mizejewski 1999,
Fang et al. 1996, McKinnell et al. 2006).¢d¢i se domnivaji, Zze za toto jsou
zodpowdné onkogeny jako je Ras nebo Neu/ErbB2 (GladdBiehl 2003, Lloyd et
al. 1997, Musgrove 2006).

Aby doslo k naruSeni bazalni membrany a degrad@éil Bak rakovinné biiky
uvoliuji proteolytické enzymy (proteazy). Tyto prote&a@ymizeme rozdlit do
nékolika skupin. Prvni skupinou jsou matrix-metaldgéary (MMPSs), které zahrnuji
24 enzyni. DalSi skupinou jsou serinové proteazy, meét mpati katepsin G,
chymotrypsin, plazmin, aktivatory plazminogenupsin a kalikreiny. Dale nasleduje
skupina aspartatovych proteaz jako jsou katepsenH) cysteinové proteazy jako jsou
katepsin B, H, K, L, M, N, Q, O, S, kaspazy a tieoné protedzy (Pandey et al.
2007). Protedzy rozruSi bazalni membratastené ji natravi a vytvei tak misto,
které gitdhne rakovinné hiky, a ty tak proniknou do krevnich céviilRadem je
jeden typ MMPs a to MMP2. MMP2 natravi laminin azdini membraf dojde
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k vytvoreni mista, které fidhne rakovinné hiky a ty pak projdou membranou.
Tomuto procesu ségka intravasace (McKinnell et al. 2006, Pirila etZ903).
Rakovinné biiky jsou Steny kapilarami a lymfatickymecistem (artérii proniknou
vzacré) (McKinnell et al. 2006). Kapilary jsou hlavni ¢es pro vstup rakovinné
buiky do cévniho systému (Bosari et al. 1992)nlBu v krevnim iecisti adheruji
ke vSemu moznémucetre lymfocyti a destiek, formuji embolus, ktery t@ie
piilnout k povrchu kapilar. Embolus je stabilizovabrinem a vytvéi tzv. trombus.
Rast nadorovych buik vramci trombu, pak (ke zpisobit uzaveni kapilary
(McKinnell et al. 2006). Takto stabilizované rakowé builky interaguji
s endotelialnimi bikami kapilar a pronikaji bazalni membranou dikyhalitmigraci
— buiky vstoupi mezi endoteialni bky skrz poruSenou bazalni membranu
(diapedéza). Vzniklé ohnisko rakovinnych Bkije omezeno vistu a to diky vyzig
a kysliku dodavaného difuzi z krve. Nowzniklé lozisko z&ne ziskavat a twd nove
cévy, aby zvysilo fezivani busk a zamezilo jejich nekrotizaci. Toto se&jal diky
aktivaci faktofi angiogeneze. Vaskularizace nové nadorové kolanigzwje ziskavat
dostaténé mnozstvi Zivin, kysliku a vytovat toxické metabolity. Metastatickyst
dale pokrauje (McKinnell et al. 2006).

1.3.2 Metastazovani melanomu B16-F10

Hledani mechanistn které zodpovidaji za proces metastazovaralagiz v roce
1889, kdyZz Stephen Paget analyzoval 735 vkakoviny plic z pitvanych Zen.
Nenahodné vzory metastaz v plicich naovaly, Ze proces neni ndhodny, ale Ze jisté
rakovinné biiky (,seed”) maji specifickou afinitu k mikroprdstdi ugitych orgari
(,soil*) (Paget 1889). Paget vytiibtzv. ,seed and soil“ hypotézu.

Experimentalni data podporujici ,seed and soil“dtggu byly odvozeny od studii
invaze aiistu metastaz mysiho melanomu B16-F10 (Hart a Fk880). Fidler a Hart
pozorovali, Zze intravenoZnaplikovany mysi melanom B16-F10@evazrié kolonizuje
plice (Fidler a Hart 1982) a vytkiavyznamri vice metastaz nez jiné typy mysiho
melanomu jako jeréba B16-F1 (Fidler 1973).

Mechanismus invazeéthto nadorovych buik zahrnuje intravasaci z mista
primarniho nadoru do krevnihiecisté, zachyceni embolu na sekundarnim #ist

extravasaci skrz endotel a bazalni membranu spbjogvy s cilovym organem,
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proliferaci. Kazdy zdchto kroki ma svou specifitu, ktera v z&w vede ke vzniku

metastaz (Fidler 1995). VSechny tyto kroky bylypdpsany vyse v kapitole 1.3.1.1.

1.4Nadorova imunologie

Imunologické mechanismy jsouiléZitou sodasti pochod, jimiz se organismus
brani vzniku zhoubného nadoru. Tyto mechanismy jsmji¥ovany celym
komplexem specifickych i nespecifickych reakcijgef cilem je znieni nadorové
bunky (LukeSova et al. 2007). Do nespecifické imunitodpovdi fadime
komplement, granulocyty (polymorfonukleary), monty¢makrofagy a NK biky
(,nature killers). Do specifické odpasdi zahrnujeme pochody, které souvisi s funkci a
zménami v T a B lymfocytech fmé pisobeni i tvorba protilatek) (Krejsek a Kopecky
2004).

1.4.1 Mechanismy obrany proti nddonim

1.4.1.1Na&dorové antigeny

Zakladnim pedpokladem reakce imunitniho systému s nadorovyuikdmi je
existence nédor@v specifickych povrchovych antigén které by umoznily
imunitnimu systému jejich rozpoznani (e@Ei a Barinkova 2005). O existenctthto
nadorovych antiganse opira ziskana imunita. Nadorovékyjsou €lu vlastni, ale
vlivem mutaci dochazi k tomu, Z&které proteiny jsou produkovany v jiné fo¥fma
jsou tedy antigertnodliSné.

Nadorové antigeny fizeme rozdiit do dvou velkych skupin: Antigeny specifické
pro nadory (TSA) a antigeny asociované s nadoryAJTA

TSA se vyskytuji pouze na nadorovychikach. Do této kategorie gakomplexy
MHC | s abnormélnimi fragmenty b&mych faktofi (typické pro chemicky
indukované nadory a pro ¢kieré leukémie asociované s chromozomalnimi
translokacemi, které produkuji specificky abnormabmotein), komplexy MHC |
s fragmenty proteiin onkogennich vir (u nadoé vyvolanych viry, jako je polyoma
virus, SV40, EBV), abnormalni formy glykoprotéi@glykosylace, zejména sialylace),
idiotypy myelonti a lymfomi (HorejSi a Bariinikova 2005).
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TAA se vyskytuji nejen na nadorovych itkdch ale i na normalnich bkéach.
OdliSnost spdiva v kvantit exprese nebo v abnormaltadsové ¢i mistni expresi
(HorejSi a Barinkova 2005). Mezi nejznagsi TAA pati onkofetalni antigeny,
melanomové antigeny, antigen HER2/neu (recepistového faktoru epitelialnich
bunek), PSA, EPCAM (adhezivni molekula epitelidlnichnkk, ktera exprimuje
na metastazach karcindjna diferenciani antigeny leukemickych bgk. Onkofetalni
antigeny jsou fitomné v normalnich embryonalnichikch. V postnatalnim obdobi
mizi a objevuji se pouze nékterych nadorovych hikach. Rikladem jea-fetoprotein
(AFP) sekretovany hematomy nebo karcioembryonahtigen (CEA) produkovany
nag. buikami karcinomu tlustého igva (HdejSi a Barinkova 2005, Krejsek a
Kopecky 2004). Mezi melanomové antigeiragime MAGE-1 a Melan-A, které jsou
silné exprimovany na melanomovych iikéch. V mensSim mnoZzstvi se mohou také
vyskytovat na normalnich melanocytech. PSA je ptadty antigen. Stanoveni jeho
mnoZstvi v krvi se vyuziva k monitorovanthg a ke screeningu karcinomu prostaty
(HorejSi a Bariinkova 2005).

1.4.1.2Leukocyty

Leukocyty jsou efektory protinddorové imunitni oepdi. V pribéhu nadorového
onemockni dochazi k jejich modifikaci jak ve struk&y tak i funkci. Uplatuji se
monocyty/makrofagy, granulocyty, dendritickénky a lymfocyty (Veselsky et al.
2004).

Makrofagy vznikaji vycestovanim monogéydo tkam, kde jsou stimulovany.
Obsahuji molekulu CD 14, CD11b, F4/80 (mysi)/EMRIbV¢K), lysozym M a HLA
molekuly Il #idy, coZz umo#uje rozpoznani a fagocytdzu apoptickych dufKhazen
et al. 2005, Veselsky et al. 2004). Makrofagy takprimuji molekuly CD 80 a CD 86
a maji cytostaticky i cytotoxicky efekt (Veselsky al. 2004). Makrofagy jsou
nejpaetrejSi skupinou leukocyit infiltrujici nador. S nadorem asociované makrofagy
po aktivaci nadorovymi hikami mohou fsobit jak proti nadoru tak mohou
podporovat proliferaci nadoru (Al-Sarireh a Eren@2900). U makrofaly neni
rozpoznavani cilovych bék zavislé na MHC molekulach, protoze maji Fc recept
ktery jim umo#uje vazat se k protilatkam specifickym pro nadordwéiky a
zprostedkovavat tak ADCC odped (antibody-dependent cellular cytotoxicity)
(Clynes et al. 1998).
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Neutrofily setfadi do skupiny granuloayt(PMN, polymorfonukleary) spote¢
s eosinofily a bazofily. P&tdo efektorové sloZzkyipozené imunity (Veselsky et al.
2004). Neutrofily jsou vysoce destruktivniiiy, které jsou esencialni pro obranu
hostitele, ale také f@pivaji k fiznym zawtlivym onemocgnim (Smith 1994).
Neutrofily, ale i zbytek PMN, 1izou spustit progresi nadoru diky degradaci ECM a
zvySeni angiogeneze. Naproti tomu PMNizou také fsobit jako pimé efektory
burgk v obraré proti nadoru diky uvalovani cytotoxickych mediatorjako jsou
kyslikové radikaly, proteolytické enzymy a dalSuocore et al. 2008).

Dendritické buiky jsou nejvyznamgSimi antigen prezentujicimi Blkami (APC).
Dendritické buiky (DC) exprimuji velké mnozstvi MHC molekul 1. a #&idy,
kostimulanich a adhezivnich molekul. Tyto molekuly jsoileZité pro stimulaci tzv.
naivnich T lymfocyt (lymfocyty, které se je8t nesetkaly s antigeny). Jejich
fenotypické a funéni vliastnosti jsoussré svazany s jejich stupm zralosti. (Sediva a
Stiiz 2002, Veselsky et al. 2004). U nezralé DC ingekantigen fenotypické a
funkeni zmeny, které vedou ke zéné z antigen vazajici biky na antigen prezentujici
buiku. Dozravani DC seéfke sowasre s jeji migraci z periferni tk&rdo lymfatického
organu. Tento & je kontrolovan chemokiny C6kine a MIP-3b. Tytoadghemokiny
piitahuji zralé DC a naivni T lymfocyty (Sozzani ét 2000, Sediva a 8F 2002).
Nativni T lymfocyty se fisobenim kostimutaich molekul a cytokinového préstdi
diferencuji bd’ na efektorové T lymfocyty nebo tzv. ,helper* T Iymeyty (TH
lymfocyty). TH lymfocyty se pak mohou dale diferem@at pisobenim itznych
cytokini do dvou subpopulaci a to TH1 TH2 (Feili-Hariri et al. 2005, Reid et al.
2000). Jako pklad mizeme uvést to, Zze DC po interakci s T lymfocytydqukuje IL-
12, ktery uéuje vyzravani THO lymfocytu do subpopulace TH1 r&tge zodpovdna
za cytotoxickou buwtnou odpowd. Tato odpowd hraje roli v obraa proti
nadorovému bujeni (Veselsky et al. 2004).

NK bunky (,pfirozeni zabij&i“) jsou dalezitou sloZzkou protinadorové imunity.
Dokazi spontanh usmrcovat nadorové bkly a buiky infikované viry. K tomuto
Gcelu vyuzivaji Fc receptory na svém povrchu. NKilbpunapadnou cilovou liku a
usmrti ji mechanismem ADCC neboibu usmrti pimo bez protilatky (Fereik et
al. 2005). NK biiky se od ostatnich lymfoaytlisi tim, Ze v cytoplazg maji dolie
zietelné granula (lyzozomy). Tyto granula obsahuja dypy cytotoxickych latek
(specifické perforiny a granzymy), které zabijioethu buiku. NK buiky vyuzivaji

dvou typi receptoil, podle kterych rozeznavaji, zda maji cilovouikau napadnout
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nebo ne. Prvnim typem jsou inhihi receptory, které rozpoznavaji HLA antigeny 1.
tiéidy. Téchto receptar je nékolik druhi. NK buika rozpozna na cilové hoe HLA
antigen |. fidy a zastavi svou smrtonosnou aktivitu. Naderoansformovanéi viry
infikované buiky ztraceji tyto HLA antigeny a proto se stavajicteNK bunek.
Druhym typem receptér jsou aktivé&ni receptory. Tyto receptory spogjst
smrtonosnou aktivitu NK buwik. Pro usmrceni cilové Ky musi tedy NK biika
souasré dostat aktivani signal a inhikiini receptory nesmi rozpoznat HLA antigen
(Ferertik et al. 2005). Nejvyznangsim kritériem je tedy absence molekul HLA I.
téidy, ktera je Bzna u nadorovych bék (Finke a Bukowski 2004).

T lymfocyty jsou zakladnimi hikami ziskané imunity. T lymfocyty @Zeme
rozcklit do dvou hlavnich skupin. Prvni skupinou jsoD43- T lymfocyty ozn&ované
jako pomocné (,helper, TH*). Tyto T lymfocyty expruji na svém povrchu molekulu
CD3 a CD4 a rozeznavaji antigeny prezentovanée poMBE 11 molekul. Mezi jejich
produkci cytokii. Podle produkce cytokin mizeme TH lymfocyty rozéit
do dalSich subpopulaci (TH1, TH2 a TH3). TH1 lynyycprodukuji hlave cytokiny
IL-2, IL-17, INF-gama a TNF-alfa. Tyto cytokinydni nag. neaktivovany makrofag
na aktivovany neboipmo pisobi na nadorové a infikovanéiy (Fererik et al.
2005, HdejSi a Barinkova 2005, Krejsek a Kopecky 2004). Jejich hlawmikti je
vSak poskytnuti signalu cytotoxickym lymfoéyt (CTL), NK buikdm a makrofagm
(Mosman a Sad 1996). TH2 Imfocyty produkuji zejménd, IL-5, IL-6, IL-10 a IL-
13. Tyto buiky pomahaji aktivovat B lymfocyty k tvoEbprotilatek a to fimym
meziburg¢nym kontaktem a uvabvanim cytokir, které reguluji vyvoj a diferenciaci
B lymfocyti na plazmatické hiky (Ferertik et al. 2005). TH1 a TH2 liky se svymi
produkty navzajem ovliwji. Cytokiny uvohiované TH1 biikami stimuluji vyvoj
TH1 burek a inhibuji vyvoj TH2 busk (zvlas¢ INF-gama). IL-4 a IL-10 zase
stimuluji vyvoj TH2 burk a inhibuji vyvoj TH1 busk. UdrZovani poréru TH1/TH2
je jednim z dlezitych imunoregulkénich mechanisin (Ferertik et al. 2005, HigjSi a
Bartinkova 2005, Krejsek a Kopecky 2004). TH3 nky uvoliuji hlavre
transformujici distovy faktor (TGF-beta), ktery s&astni proces hojeni posSkozené
tkdré (Fererik et al. 2005). Druhou skupinou jsou CD 8+ T lymty neboli
cytotoxické (CTL). Na svém povrchu exprimuji molakuCD3 a CD8. CTL
rozpoznavaji antigeny prezentované pomoci MHC letkdl Buiky usmrcuji pimym

kontaktem s cilovou (nadorovou) ikou nebo progednictvim extracelulagn
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uvolnénych toxini. Pri ptimém kontaktu mize reagovat Fas-ligand (FasL), ktery je
na povrchu CTL, a Fas-receptorem (FasR), kterygepavrchu cilové (nadorové)
buiky. Tato interakce spusti apoptézu, kterd zahulmiodabuiku (Ferewik et al.
2005, HdejSi a Barinkova 2005).

1.4.1.3Cytokiny

Cytokiny hraji v nadorové imunologii velikou rolRozhoduji o tom, kterym
smeérem se bude vyvijet protinadorova imunitni odavU nadorového onemoémi
se posouva rovnovdha mezi TH1 a TH2 odpldwnmérem k TH2 (Shurin et al. 1999).
Nerovnovaha je Zjsobena jak produkci cytoKinl lymfocyty tak produkci cytokiin
nadorovymi btikami.

Jak jiz bylo zmigno, TH1 lymfocyty produkuji hlavhcytokiny IL-2, IL-17, INF-
gama a TNF-alfa. TH2 lymfocyty produkuji hlavi_-4, IL-5, IL-6, IL-10 a IL-13
(Ferertik et al. 2005. HiejSi a Barinkova 2005).

Mezi hlavni faktory, které jsou produkovany nadoay ohroZuji rovnovahu
cytokini, pati TGF-beta, IL-10 a prostaglandiny (Fetdénet al. 2005, Petera et al.
2005).

1.4.2 Mechanismy, jimiz se nadory brani gfed rozpoznanim imunitnim systémem

1.4.2. 1lmunosupresivni (€inek mutageni

Rada mutageh, & uZ jsou to mutageny chemické, fyzikathbiologické, misobi
sowasre imunosupresi, coz ®Ze vést kuniku nadoru imunitnimu systému.
Mechanismem imunosuprese je poSkozeityoh populaci leukocyt Mechanismy
imunosuprese vyvolanéciakem mutagel na leukocyty mohou byt komple¥si
nez Ubytek leukocyt Jako piklad miZzeme uvést UV zéni. UV zdeni je nejen
mutagen zodpaddny za vznik koZnich nadér ale vyvolava rovéZ vyznamnou

imunosupresi (Petera et al. 2005).
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1.4.2.2Exprese inhibitoria komplementu

Pro nadorové hiky je dilezita vysoka exprese inhibitorkomplementu a to
hlavrne  molekul CD 55 a CD 59. Nadorové itky jsou takto chramy
pied poskozenim komplementem aktivovanym specificlagzlja antigen — protilatka)

a nespecificky (alternativni cesta) (Petera e2@05).

1.4.2.3Ztrata exprese HLA molekul

Nadorové biikky se ztratou exprese (MHC 1) HLA | molekul se stgv
nedetekovatelnymi pro b&&nou imunitu. Na druhé stranby mély byt nadorové
buinky HLA molekuly rozpoznatelné NK Hkilkami, ale neni tomu tak (Petera et al.
2005). Nador z&ne produkovat MHCIb (u lidi HLA-G). Tyto molekulyce nedokazi
prezentovat antigen, ale @&§pe zabrani ataku NK buk (Finke a Bukowski 2004).

1.4.2.40dluéovani nadorovych antigeri

DalSim mechanismem, jakym se nador snazi uniknowmhitnimu systému, je
odlutovani antigeti do mikroprostedi nadoru i do systémové cirkulace, kdy dojde
k blokadt imunokompetentnich bk (T-lymfocyti) prebytkem antigenu, coz zabrani

vazl® na tento antigen na povrchu Blr{Petera et al. 2005).

1.4.2.5Produkce imunosupresivnich faktoii v prostiredi nadoru

Schopnost nadorovych ben vytvaret mizné typy cytoki, chemokir,
angiogennich austovych faktoii je podstatnd pro proliferaci nadorovych Bkin
formovani stromatu a vytv@ni novych cév pro vyzivu nadoru. Nadorové&ilku
produkuji chemokiny, cytokiny a dalSi faktory jajsou IL-6, IL-8, IL-10, TGFB,
MCP-1 (,monocyte chemotactic protein-1*) a RANTEReré pisobi na nador
parakring a autokring (Levina et al. 2008).

IL-6 je pleiotropni prozattlivy cytokin, ktery ovliviuje diferenciaci B a T
lymfocyta, stimuluje hematopoezu a dalSi. IL-6 takéizen gimo stimulovat

proliferaci nadorovych buk a podpdit angiogenezi nadoru (Nilsson et al. 2005,
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Ravoet et al. 1994, Dankbar et al. 2000). Hladin® koreluje s velikosti nadoru a
inverzre koreluje s odpoidi na I€bu a geziti (Salgado et al. 2003).

IL-8 stimuluje migraci neutrofil, monocyi, lymfocyti a podporuje nadorovyist
véetne metastaz. Ma také prozfilivy acinek. Chemokiny jako je RANTES a MCP-1
stimuluji migraci normalnich a malignich kikna podili se na narorové angiogenezi
(Levina et al. 2008).

IL-10 a TGF$ jsou dilezité imunosuporesivni faktory, které hraji vyzmem roli
v obrar¢ nadoru proti imunitnimu systému (Gorelik a Flavall02, Salazar-Onfray
1999). Podrobgji se v nasledujici kapitole budeme zabyvat T&F-

1.4.2.6TGF-beta

Transformujici @istovy faktor beta (TGPB) je cytokin, ktery kontroluje proliferaci,
burg¢nou diferenciaci a jiné funkce veétdiné burgk véetns T a B lymfocyf,
dendritickych butk a mikrofagi. TGF je prototyp velké rodiny, kterd zahrnuje
nejmeér pét isoforem (TGHB-1, TGF$-2, TGF$-3, TGF$-4, TGF$-5), které nejsou
piibuzné TGFa (Clark a Coker 1998, Wakefield a Roberts 2002).FPBGmize
pusobit jak autokring, tak parakring (Moustakas et al. 2002).

TGF$ ma v kancerogenezi dvoji roli. e pisobit jako supresor nebo bude mit
pro-nadorovy Ginek. Supresorova aktivita dominujefepazié v normalnich,
nepoSkozenych tkanich, kde nby odpovidaji efekKim rastovych inhibitot.

V transformovanych tkanich ma zase @pa &inek. V nadorovych hikach dojde
k nadprodukci TGH, coz vede ke sniZzeni imunitni odgdi a k Uniku nadoru
pied imunologickym atakem (Beck et al. 2001, De Miss&ast 1999, Moustakas et
al. 2002). Mizeme tedyict, Ze diky produkci TGB-imunitni systém nador toleruje.
TGF pisobi jako supresor na T-lymfocyty a NKiby, vivem TGF$ dochazi také
k tvorkeé Treg (T regulani lymfocyty) z TH lymfocyli. Treg lymfocyty produkuji
TGF{ (autokrinni smyka) a zarove primym kontaktem suprimuji CTL a tim tak

prispivaji k nadorové toleranci (Becker et al. 2006).
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1.4.2.7DalSi mechanismy (Fas protiutok, hypoxie)

Ve srovnani s normalnimi tkémi je pro nadory¢asto charakteristicka hypoxie.
Hypoxie je vyznamna pro tvorbu kapilar a nizSi imadkysliku niize ovlivnit
I schopnost odpadi leukocyti na nadoroveé hiky (Petera et al. 2005).

DalSim mechanismem je exprese molekuly Fas ligarayovrchu nadorovych
burgk. Vazba Fas ligandu na Fas (CD95/APO-1) na povigimiocytu, vede k jeho
apoptéze. Timto mechanismem se také nadory bréad pmunitnim systémem
(O'Connell et al. 1999).

1.5Proenzymoterapie

Zaklady (pro)enzymové terapie, tj. pouzivani paatiokych proteolytickych
enzymi Kk l&bé rakoviny, byly poloZeny skotskym embryologem Dmohdem
Beardem jiz ped sto lety (Beard 1902). Beard si vSiml, Ze seondabdoba
trofoblastu. Také zpozoroval, Ze «tSiny obratlové, v dok® kdy zpomaluje tst
placenty, se zdna vyvijet pankreas a \m se objevuji zymogenni granula. To ho
piimélo zabyvat se otazkou, jestli rakovinnénhky, které vypadaji jako trofoblast
(mladé, vitalni, nespecializované), by nemohly lijgmeny enzymy z pankreatu
(Beard 1905). Beard pouzivégrstvé extrakty z telecich pankneakteré obsahovaly
enzymy spiSe v neaktivni foenghlavre trypsinogen a chymotrypsinogen), cozZ ve sve
dok newdél. Cestou pouziti aktivnich enzymsla fada pokra&ovateli Beardova
vyzkumu, bohuzel v8ak mafnPozitivnich vysledi dosdhl nicmétazejména Wald et
al. na modelu Lewisova plicniho karcinomu (Waldhkt1998) a melanomu (Wald et
al. 2001).V &chto pracich bylo vSakdba pouZzit vysokych koncetraci proteaziane
perrektalni aplikace, kter& umoje vstebani mlekul enzyin Proenzymy byly
popsany mnohem po&d a jejich cilené uziti v l&bé rakoviny bylo poprvé popsano
Trnkou (Trnka et al. 1999).

1.5.1 Mechanismus proenzymoterapie

Proenzymy jsou neaktivni a mohou v krvi nerdSgmutovat. Pedpoklada se,
Ze v mist nadoru jsou aktivovany nadorovymi protedzami, jgkos membranou

asociovany katepsin B (Kobayashi et al. 1993, [eigmet al. 1988), nadorovy trypsin
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(Koivunen et al. 1991, Nyberg et al. 2006), urokmé& inhibitor plasminogenu
(Uchima et al. 2003) a je zvaZzovanacast enterokindzy (Miyata et al. 1999) nebo
enzymu podobného enterokindze (Nyberg et al. 2002)roenzyni mizeme také
pozorovat autoaktivaci — trypsinogen je aktivovawivznikajicim trypsinem (Kay a
Kassell 1971).

Po aktivaci proenzyf (pouziva se sis trypsinogenu a chymotrypsinogenu) se
vznikly trypsin a chymotrypsin spojuji se sérovyimhibitory proteaz vetré s alfa-2-
makroglobulinem. Vznikly komplex alfa-2-makroglobul s protedzami ma
schopnost vazat celaadu cytokini, vcetrg cytokini, kterymi nadory navozuji stav,
kdy jsou tolerovany. dmito cytokiny jsou TGF —beta, IL-4, IL-6 a IL-10 (&sagakis
et al. 1998, Pawelec 1999). Alfa-2-makroglobuli@NB je obsaZen v séru ve velké
koncentraci, ale diky své vysoké molekulové hmdin@srezultujici nizké molag)
je schopen vazat jen omezené mnozstvi protedz (BI#B2). Tim je schopnost
zmirénych komplex vazat imunosupresivni cytokiny limitovana.

Protedzy mohou také interakovat s aktivovanym recem proteaz (PARS)
(Bohm et al. 1998). Vedleébnych proteaz typu trombinu, aktivuje tento recepto
I travici proteadza trypsin (Nouza et al. 1999). sarmomolarni a nanomolarni
koncentrace trypsinu mohou aktivovat tyto receptoog ve vysledku vede proliferaci
rakovinnych busk a k jejich migraci (Darmoul et al. 2004, Ge et2004, Yada et al.
2005). Novak a Trnka ve svych experimentech poliziwgazre veétSi hladiny
(pro)enzynii, coz mohlo vést kiesyceni¢i poskozeni dchto receptar, které pak
neplni svoji funkci nebo je vysledkem @pa reakce (Novak a Trnka 2005, Trnka et
al. 1999).

1.5.2 Zpusoby aplikace proenzyni

Proenzymy byly aplikovany v pokuseckkolika zpisoby. Prvnim zfisobem je
subkutanni neboli podkozni aplikaceq). Takto byla podavana sstrypsinogenu a
amylazy (amylaza ma jen paihpy inek) v pokusech Novaka a Trnky (Novak a
Trnka 2005, Trnka et al. 1999). Ush terapie zaznamenali u metastazového modelu
melanomu B16-F10.

DalSi cesta aplikace, ktera byla zkouSena, byleanmiskularni i(m.) neboli
do svalu. Byla vyuzita sés trypsinogenu, chemotrypsinogenu a amylazyet(op

podpirny Cinek amylazy). Tato terapie byla pouZzita na modalySiho sarkomu
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S 180, kde rla vliv na redukci nadorovéhaistu a prodlouzeniipziti (Kaiserova
2008). Aplikace stejné sfai u mySiho modelu melanomu B16-F10 vedla ke stejné
efektu Eetré redukce vyskytu metastaz (Kalferstova 2008h. aplikace bude jeSt
dale rozvedena v této diplomoveé préaci a v diplompréei MarSikovéit prep.

Byla také zkouSena aplikace proenziymtraperitonealé (i.p.) neboli do Bisni
dutiny. Byla pouZita stejnd sim proenzym vcéetrg podpirné amylazy jako u.m.
aplikace. Terapie byla pouZzita na mySim modelu neetau B16-F10. &obeni takto
pouzitych proenzyiinna velikost naddra pa@et metastaz bude rozvedeno v této praci
a v praci MarsSikovéirg prep.

DalSi cesty aplikace nebyly zkouSeny.

1.6 Vrozena imunita

Prirozena (vrozena neboli nespecificka) imunita jéodgneticky starSi slozka
sebekontroly a obranyschopnosti organismu, jezejavisla na fedchozim setkani
s antigeny, projevuje se okan&itpo jejich rozpoznani, postrada ,p&h a
ve srovnani se ziskanou imunitou jevi ve vztahunkgamim nespecifické rysy
(Nouza 2001).

Vrozena imunita zahrnuje jak b&imou, tak latkovou (humoralni imunitu). Princip
této imunity spéiva v tom, Ze bakterie (a nejen ty) maji na povramné typické
molekuly PAMPSs, které mohou byt rozeznany imunitrégstémem pomoci PRR.
Jako piklad mizeme uvést toll like receptory (FSi a Barinkova 2005, Kindt et al.
2007).

Bunééné nespecifické systémy zahrnuji fagocytujichkyu (hlavreé neutrofily a
makrofagy) a cytotoxické kiky (NK bunky) (HorejSi a Barifikova 2005). Nesmime
vSak také zapominat na roli sliznic a pokozky, &tarechanicky zabiaji vstupu
infekce (Kindt et al. 2007).

1.6.1 Rozpoznavaci mechanismy vrozené imunity

Bunky vrozené imunity jsou schopné rozpoznat struktkeré se nachazeji
na povrchu mikroorganisin (patogennich i nepatogennich), ale jiz je nena@gem
na neposkozenych bkach organismu vlastni. Tyto struktury se aanigjako PAMPs

(pathogen associated molecular pattgrneebo MAMPs fikrobe associated
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molecular patterns (HorejSi a Barinkova 2005). PAMPs fZeme rozdit na dw
skupiny. Prvni skupinou jsou PAMPs stimulujici faghzu, dalSi skupinou jsou
PAMPs, které dokazi aktivovat zéilivé mechanismy (agonisti signalnich recepjor
Mikrobialni PAMPs jsou identifikovany prdstdnictvim membranav vazanychgi
solubilnich molekul firozené imunity, viz. Tabulka 2. Tyto molekuly senetuji jako
PPRs pathogen pattern receptgra nachazi sefpdevsim na fagocytarnich iikéch.
PAMPs jsou tedy rozpoznavany hl&vrfagocytarnimi biikami, ale receptory
nachazime i na NK hikach. Rozpoznavaiji je vSak také humoralni sloZlgpaeifické
imunity, jako je komplement, proteiny akutni fazeRP) a dalSi (Krejsek a Kopecky
2004, HdejSi a Bariinkova 2005).

Tabulka 2: Solubilni a membranové receptory pro nebeapeszory mikroorganisin
(Krejsek a Kopecky 2004).

Receptor Ligand Uginek
CRP Fosforylcholin, Prozaritové pisobent,
S povrch mikroli opsonizace
o MBP SloZzky povrchu mikrolp Lektinova draha,
L obsahujici manézu aktivace komplementu
U Clqg Komplex Ab-Ag Klasicka dradha aktivace
B (mikrobi) komplementu
! C3b Povrchy mikrob chudé Alternativni drdha
L na kyselinu sialovou | aktivace komplementu
:,\I LBP LPS Prozagtoveé pisobeni
sCD14 Komplex LPS-LBP, Prozastové pisobeni
LPS
Specifické Ab Mikrobidlni antigeny Neutralizace itk
odstraovani mikrol,
opsonizace
CD14 LPS-LBP Prozasové Einky
M TLR 1-10 Rozmanité povrchové | Prozagtove &Einky
E nitrobure¢né molekuly
M mikrobi
B | Vychytavaci receptory| Rozmanité povrchove i Prozagtove Einky
R nitroburé¢né molekuly
A mikrobi
N Receptory pro Fclg Komplexy antigen — Opsonizace
(o) (FcR) protilatka
vV Receptory pro Komplexy antigen — Opsonizace
E komplement (CR) protilatka
Adhezni molekuly LPS Proza#tové &inky
Bo-integriny
L-selektiny
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Jednim z nejvyznandjsich PAMPs je LPS. LPS je molekula sloZzena z tipad
polysacharid, které jsou spojeny kovalentni vrstvou. Lipopobfsaridy jsou hlavni
sloZzkou membrany gramnegativnich bakterii. LR&dptavuji vyznamny endotoxin,
proti kmuz organizmus zahdji imunisti systém obranu. Zdsakuvokhovany LPS se
nejprve navaze na LPB (lipopolysacharide bindingtgin). LPB je produkovan
hepatocyty jako protein akutni faze #an Komplex LPS-LPB se specificky dal vaze
na povrchovou molekulu CD14, kterd se vyskytujgoaarchu monocyt a neutrofit.
Vazba LPS-LPB-CD14 vede k aktivaci fosfolipazy AX aktivaci transkripce, ktera
je nasledovana produkci prozélivych cytokini jako je TNF a IL-1 (Bedné et al.
1996, Krejsek a Kopecky 2004). Dalsi PAMPs a jejreteptory jsou uvedeny

v nasledujici Tabulce 3.

Tabuka 3: Molekulové vzory patogennich mikroorganisanjejich bur@¢né receptory

(Krejsek a Kopecky 2004).

PAMP Zdroj PRR
LPS G- bakterie LBP, CD14, TLR-4,
Peptidoglykan G+, G- bakterie CD14, TLR-2
Lipoproteiny Bakterie TLR-2
K. lipoteichovéa G+ bakterie TLR-2, TLR-4
Flagelin G- bakterie TLR-5
Lipoarabidomanan Mykobakterie TLR-2, CD1
CpG Bakterie TLR-9
N-formylmethionin Bakterie f-MetR 1,2
peptidy
Manany, manoproteiny Kvasinky Mandzovy receptor MBP
Stresové proeiny Prokaryota, eukaryota ?

Jednim z nejvyznandjsich PPRs je skupina receptpkteré byly prvi objeveny
u drozofily. Tyto receptory nazyvame Toll-Like Reters (TLR). TLR rozeznavaji
fadu chemickych struktur charakteristickych pro mtiné patogeny jako jsou
lipopolysacharidy, lipoproteiny, nukleové kyseliaydalSi (viz. Tabulka 4). Pro TLR
je charakteristicka jejich extracelulardast, ktera je bohatd nd&ifmmnost leucinu a
vaze jednotlivé PAMPs. Vysledkem vazby PAMPs na Té&Rktivace transkrimiho
faktoru, ktery stimuluje transkripci gérpro IL-1, IL-6, IL-8, IL-12 a kostimuleni
molekuly CD 80 a CD86 (HejSi a Barinkova 2005, Krejsek a Kopecky 2004).
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Tabulka 4: Toll like receptory a jejich ligandy (HejSi a Bartizzkova 2005)

Receptor

Ligand

Pivod ligandu

TIR1/TIR6 (heterodimer)

Triacylové lipopeptidy
Solubilni faktory

Bakterie a mykobakterie
Neisseria meningitidis

TLR2/TLR1 (heterodimer)

Lipoprotein/lipopeptidy
Peptidoglykan
Lipoteichoova kyselina
Lipoarabinomanan
Glykoinositolfosfolipidy
Glykolipidy

Poriny

Atypicky lipopolysacharid
Atypicky lipopolysacharid
Zymosan

ROzné patogeny
Grampozitivni bakterie
Grampozitivni bakterie
Mykobakterie
Trypanosoma cruzi
Treponema maltophilum
Neisseria

Leptospira interrogans
Porhyromonas gingivalis
Plisn&

Lipoteichoové kyselina
Zymosan

Hsp 70 Hostitel
TIR3 Dvojvidknova RNA Viry
Poly (I-C) Syntetické slougeniny
TIR4 (homodimer+ Lipopolysacharid Gram-negativni bakterie
MD2, CD14) Taxol Rostliny
Fézni protein RSV virus
Hsp 60 Chlamydia pneumoniae
Hsp 70 Hostitel
Fibronektin Hostitel
Oligosacharidové fragmenty | Hostitel
kyseliny hyaluronové
Fragmenty heparan sulfétu Hostitel
Fibrinogen Hostitel
TIRS Flagellin Bakterie
TIRG/TIR1 (heterodimer) | Diacylové lipopeptidy Mykoplazmata

Grampozitivni bakterie
Plisné

TIR7 Imidazochinolin, loxoribin, Syntetické slouéeniny
broprimin
Jednovldknové RNA Viry
TLR8 Imidazochinolin Syntetické slouéeniny
Jednovlaknova RNA Viry
TIRY Nemetylované CpG sekvence |Bakterie a viry
prokaryotické DNA
TIR10 Nezndmy Neznamy
TIRT1 Nezndmy Uropatogenni bakterie

1.6.2 Vrozena imunita a rakovina

Az do nedavné doby byla za&idnou slozku protinadorové imunity povazovana
specifickd imunita a to fpdevSim mechanismus ADCC. Vychazelo se totiz
z predpokladu, Ze nadorové itky nesou

na svém povrchu nebo maji

v nitroburéénych strukturach itomny nadorové antigeny, které rozpoznava
specificka imunita jako cizi a indukuji tak imuriitreakci (Krejsek a Kopecky 2004).
Jak jiz bylo v této praci zméno, tak nador ma mechanismy, kterymi dokaze tyto
antigeny zamaskovat a unikne tak specifické ingunit

Vrozena imunita by na nadory nélam vibec reagovat, protoZze se na nich
nenachazi zadné PAMPs f{iy jsou organismu vlastni). Prof. Cui ale zjistile
vrozena imunita dokaze zlikvidovat rakovinu a te pokrailém stadiu (Cui et al.

2003, Hicks et al. 2006). Jeho prace vychazi zwbpiominantni mutace v jednom
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genu u mysi. Tuto mutaci objevitipodné u mySi BALB/c, ale dokazal jiipnést i na
daldi mysi - kmen BALB/c, C57BL/6, athymic C57B[98"**" hude mysi a dalsi.
Mysi s touto mutaci maji @évzajimavé vlastnosti. Prvni vlastnosti je spont&agfese
(SR) a druhou je kompletni rezistence (CR). Zménmutace se tedy ozhge SR/CR
mutace. Mysi, které jsou mladSi nez 4sice, jsou kompletn rezistentni uci
transplantaci nadér U mysi, jejichz std presahuje 4 wsice, dojde nejprve
k rychlému naistu nadoru, poté sést zastavi a dojde k jeho spontdnnimu vymizeni.
Tato schopnost likvidace nadose nize enaset na jiné mysSi s nadory, kdestop
dojde k uplnému vymizeni nadoru. Efektu Uplnehoésethi se dosahnergnesenim
NK burek, makrofag nebo PMN (hlavé neutrofili) z SR/ICR mySi (Hicks et al.
2006).

Prace prof. Cui ukazuji na to, Ze kdyZz vrozena imaumadory rozezna, ma
dostatek sil na to je zlikvidovat. K tomu vSa&kZk¢ nedochazi. #dnttem naSeho
dalSiho vyzkumu bude tuto skatest obejit urdlym navdzanim PAMPs (LPS, N-
formyl-methionin-leucin-phenylalanin-lysin ~ (12x), akterie Stenotrophomonas
maltophilid) na nadorové hiky. Co se tye vazebnych princip v piipad LPS jsme
se spolehli na jehotpozenou schopnost integrovat se do membran (Citoraison
1984). Peptid obsahujici 15 aminokyselin: N-forrmdthionin-leucin-phenylalanin-
lysin (12x) n@l diky dvanacti lysiGm vyrazny kladny naboj a spoléhali jsme tedy na
jeho interakci se zapornym nabojem nadorovychébyhluang et al. 2010, Marquez
et al. 2004). N&bojovou interakci jsmeredpokladali i u Stenotrophomonas
maltophilia Tato bakterie je totiz jedinou bakterii s vyrapozitivnim povrchovym
nabojem (pl je 11) a je schopna se na negathabité povrchy velmi sithvazat
(Jucker et al. 1996).

Dosavadni vyzkum ukazuje, Ze i celkova stimulacezené imunity pomoci
nejriznéjSich PAMPs brzdi nadorovyast. Vzhledem ktomu, Ze chybi zacileni
vrozené imunity na nadorové iy, vede tento iistup jen kEasténym a
rozporuplnym vysledkm (Chicoine et al. 2001, Mariani et al. 2007, Raeal. 2008).
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2. Cile prace

» Zaveést mySi metastazovy model zaloZzenywaplikaci melanomovych bgh

» Studovat moZznosti ovliwimi metastdzovani pomoci proenZyr®ptimalizace této

metody

» Po ukoreni této studie bylo se Skolitelem dohodnuto, Zelebyroveden
orient&ni, predeviim metodicky pekum nové oblasti, kterou je studium
moznosti vyuZiti firozené imunity pro cileny protinaddorovy atak. VW@ tohoto
studia bude:

o zaveden a optimalizovan cytotoxicky test pro stodidivu neutrofili na
melanomové hitky

0 provedeny orientani experimenty in vivo
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3. Material a metody

3.1Chemikalie

V pokusech byly pouzity tyto chemikali&PMI 1640 s 10% FCS, glutaminem,
merkaptoethanolem a antibiotiky na gipravu bugk, fosfatem pufrovany
fyziologicky roztok (PBS) na gipravu bugk, proplachovaniRPMI 1640 bez séra
na @ipravu burk, trypanova mod¥ na pd@itani bugk v Birkerow komarce,bovinni
trypsinogen (11 300 BAEE jednotek/mg proteinu po aktivachovinni alfa-
chymotrypsinogen A (56 BTEE jednotek/mdyofilizovaného preparatu po aktivagci)
alfa-amylaza zBacillus sp. (2050 maltézovych U/mg proteinu). VSechny tyto chieiie
byly od firmy Sigma-Aldrich. Dale byl pouz#% formaldehyd na konzervaci mysich
plic, Difco Fluid Thioglycollate Medium (Difco) (TGM) pro izolaci neutrofil
z mySiho peritonea a dalSi aplikat@opolysaccharides from Salmonella enterica
serotype typhymurium (Sigma-Aldrich) (LPS),Beta — 1,3 D Glucan(BG) (ze
Sacharomyces cerevisiagA.J. Lanigan) — dar od dodavatelské firmy Trang?oint,
Columbia, South Carolina, USA, N-formylMet-Leu-Phe-(Lys)12 (FM)
(syntetizovany firmou Schafer—N)Stenotrophomonas maltophilia (Hugh 1980)
Palleroni and Bradbury 1993 (kmen CCM 1640 eské sbirky mikroorganisin
Brno), Alexa Fluor 700 Conjugated Anti-mouse Ly-6G (GR-1)Xlone RBG-8C5
od firmy eBioscience na &eni cistoty neutrofih, Neu - Rat anti Mouse

Neutrophils: RPE od firmy ABD Serotec na denicistoty neutrofiti

3.2 Experimentalni zvirata

Pri pokusech byly pouzivany mysi inbredniho kmene B138 od firmy Charles
River Laboratories. MySi byly satiho pohlavi. Vaha mysitpdodani se pohybovala
mezi 18-20g, stamysi bylo 8 tydd. Mysi byly chovany ve standardnich podminkéach
ve zwiinci Parazitologického Ustavu Biologického centrkaflemie ¥d Ceské
republiky vCeskych Budjovicich. Experimenty byly zahajovany n#jie pi

dosazeni imunologické zralosti, tj. kdyz byly m¥8itydm stare.
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3.3Bunééna linie

Pfi pokusech byla pouzivana bigna linie mySiho melanomu B16-F10. iy
byly darem od profRihové, UMG Praha.

Bunky byly kultivovany v RPMI 1640 s 10% bovinnim feétém sérem, antibiotiky
(Sigma-Aldrich), glutaminem a merkaptoetanolem. tkace bugk probihala v
termostatu  37°C v atmosf& nasycené vodnimi parami a obsahujici 5% oxidu

uhlicitého.

3.3.1 Priprava bunék B16-F10 proin vivo pokusy

Z burek bylo nejprve odstramo médium. Biiky byly 3x proplachnuty sterilnim
PBS. Po proplachnuti (PBS) byla provedena trypaoeZ0,02 % trypsin a 0,02%
EDTA v PBS). Poté bylofdito médium (RPMI 1640 s 10% FCS), ve kterém byly
buiky rozvolrény protahovanim Pasteurovou pipetou. €dedé buiky byly dany do
zkumavky, ktera byla dopéna pomoci RPMI 1640 s 10% FCS na objem 20 ml. VSe
bylo centrifugovano (150g, 10 min.). Po centrifudady bunky rozsuspendovany
v RPMI 1640 bez séra (asi v 2 ml) a to pomoci Raste pipety. Buiky byly
spaitany v Burkero¢ komirce pomoci trypanové meidch podle pétu byl burécny
roztok Zedn nebo naopak sten na centrifuze (150g, 10 minut) a znovieddn na

piislusnou patbnou koncentraci.

3.4 Transplantace melanomu B16-F10

Mysi byly nejprve oholeny na pravé zaadasti zad. Poté bylo do oholeného mista
s.c (pod Kizi) aplikovano 400 000 bwhk B16-F10 v 0,1 ml RPMI 1640 bez séra.

3.5 Transplantace metastdz melanomu B16-F10

MysSi byly zafixovany tak aby se nehybaly. Do oca&iy jim pak bylo injikovano
100 000 bugk B16-F10 v 0,1 ml RPMI 1640 s 5% FCS.
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3.61zolace neutrofili

3.6.1 Priprava thioglykolatového média (TGM)

TGM médium se uziva hla¥rk izolaci neutrofii z mySiho peritonea, aletude
byt uZito i pro izolaci makrofégci k jinému (&elu.

Na analytickych vahach bylo navdZzeno 300 mg DifdaidF Thioglycollate
Medium. Navazka bylaipvedena do Erlenmayerovyitky o objemu 50 ml a byla
rozpusténa v 10 ml deion. bO. Vznikl 3 % roztok modré barvy. Roztok byl péea
v mikrovince po dobu 1 - 2 min. Po pdeai roztok ziizowl a stal se homogennim.
Roztok byl pak ihned zchlazen pod tekouci vodotdilfrovan ges 0,22um filtr do
uzaviratelné nadoby (k médiu se nesmi dostat vdidadoba pak byla obalena
alobalem (k médiu nesmi &lo). Takto obalend nadoba byla dana do lednice a
ponechana tamies noc. Do druhého dne se wyiilyodve vrstvy (izova nahee, pod

ni Zlutd). Pouzivéa se Zluta vrstva.

3.6.2 Aplikace TGM mySim C57BL/6 a pfiprava neutrofil 4.

2 ml 3% TGM média bylo injikovanoi.p. mysi kmene C57BL/6. Médium se
nechalo fisobit4,5 — 5 hodin.Po uplynuti inkub&ni doby byla mysS vykrvena (lepsi
kvili mozné kontaminaci buk) a poté byl proveden peritonealni vyplach tj.raD
chlazeného PBS bylo postuprproplachnuto peritoneum. Ziskané nky byly
pievedeny do zkumavky, ktera byla dafia na 50 ml chlazenym PBS. itky byly
stateny na centrifuze ip 250g, 20 minut, 4°C. KdyZ byl pelet neohrgemy, tak se
opatrré odsal supernatantfigalo se 50 ml PBS a byla znovu provedena centifag
za stejnych podminek. Bky (pelet) byly pak pevedeny do 1 ml RPMI 1640 s 10%
FCS ¢i PBS nebo RPMI 1640) a sgtany v Blrkero¥ komirce pomoci trypanové

modki.

3.7Slozeni wipravku k lé¢bé

Pouzivana proenzymova 8mbyla o nasledujicim slozeni: 0,56 mg trypsinogenu
+ 0,56 mg chymotrypsinogenu + 0,4 mg amylazy nalIfyaiologického roztoku,

sterilizované filtraci.
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SloZzeni a vyroba thioglykolatového média uzivanéhterapii je zmigna
v kapitole 3.6.1.

SloZeni pouzivaného LPS bylo nasledujici: 3 mg L#®3pustno v 1 ml
fyziologického roztoku, sterilizované filtraci. LPBylo pouzivano % i.t. Iécbg,
aplikovano 0,1 ml.

SloZeni pouzivaného BG (beta glukanu) bylo: 10 etg lglukanu (sterilizovan 20
min. oz&enim UV) rozsuspendovan v 1 ml sterilniho fyziadd@ho roztoku. BG byl
pouzivan K.t. Iécb¢, aplikovano 0,1 ml.

SloZeni pouzivané suspen&tenotrophomonas maltophiliblejprve byl lyofilizat
S. maltophiliarekonstituovan ve sterilnim PBS. Material by vysatkrevni agar (P-
Lab, Ceska republika) a kultivovanigs noc fi 37 °C. Sklizené kolonie byly
zamrazeny v PBS (celkem 20 mij peplot -70°C. Jeden ml suspenze obsahoval 17
miliont bakterii. Ped prvnim pouzitim byly bakterie zabity ¢eaim UV po dobu 1 h,
poté byl zbytek suspenze @mamrazen a vyuzivan dali.k 1écbé (aplikovano 50
mikrolitra).

Priprava a slozeni sonikované suspeSrenotrophomonas maltophiliauspenze
bakterii gipravena z pedchoziho kroku (asi 5 ml) byla sonikovana v sotika
HIELSCHER VP200S a to tim apobem, Ze suspenze byla 10x 10 s ¢éavana. Po
kazdém ozveéeni prokhlo 20 s chlazeni. Wi zahtivani probihalo vSe v ledové lazni.
Po sonifikaci byla suspenze zamrazena a byla pakipéna k.t. 1é&¢b¢ (aplikovano
50 mikrolitr).

Priprava roztoku N-formylMet-Leu-Phe-(Lys)12: 8 mg fotmylMet-Leu-Phe-
(Lys)12 bylo rozpugho v 1 ml sterilniho PBS, poté byl roztokefiltrovan gres 0,22

um filtr a zamrazen. Roztok byl pouzivan.k Iécbé (aplikovano 50 mikroliti).

3.8 Potitani metastaz

VSechny plice byly prohlédnuty pod binolupou ggaké dok po zakonzervovani
a byla spoitana metastaticka loziska. Na plicich se jevi jedamé teky (Vétvicka et
al. 2007).
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3.9Mé&reni velikosti nadom a statistické zpracovani dat

V pokusech, kde byl sledovaist a objem naddr byly nadory minimélé dvakréat
tydné méreny. Meteni probihalo metodou podle Inaba (Inaba et al6), 9&ticim
zaizenim byl kaliper.

Poté byl pro vypdet objemu nadoru pouZit vzorec X6 AB? kde A je nejetsi
rozmer nadoru a B je nejmensi roZmmadoru.

Statistické vyhodnoceni dat pak bylo provedeno prrStudentova t-testu v
programu MS Excel.

3.10 Pokus & 1 — metastazovy model melanomu B16-F10 a jeho imwiéni

proenzymoterapii (.m. aplikace)

V tomto pokusu bylo pouzito 40 samic mysi kmene B158, které byly 10 tydf
staré. Mysi byly rozéleny do 4 skupin (A, B, C, D). U vSech skupin bihslovan
proces metastazovani (Teicher 2002). V kazdé skupjilo 10 mysi.

Pri transplantaci metastaz bylo pouzito 100 000¢kuB16-F10 v 0,1 ml RPMI
1640 s 5% FCS (viz. kapitola 3.5). Tato davka kgpdikovanai.v. kazdé mysi ve
skupire A, B, C, D do lateralni ocasni zily pomoci tubdikoveé stikacky s jehlou
30G.

Skupina A byla kontrolni a nebylackna. Mysi ve skupihB, C a D byly I€eny
smesi proenzym (trypsinogen, chymotrypsinogen a amylaza). Byl jpodavana
denrg davka 0,1ml sisi i.m. (do svaloviny levé zadni nohy). &da mysi ve skupih
B, C, D probihala viiznych schématech:

Skupina B — proenzymy sedady podavat dva dnyipd transplantaci metastaz

melanomu B16-F10

Skupina C — proenzymy secady podavat bezpragtdre po transplantaci

metastaz melanomu B16-F10 (den 0)

Skupina D — proenzymy secady podavat 7 den po transplantaci metastaz

melanomu B16- F10

Po 24 dnech od transplantace melanomu byly mysityzaBoté byly mySim
vyjmuty plice, které byly zakonzervovany 4% roztwkdormaldehydu do doby
pocitani metastaz.
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3.11 Pokus €. 2 — Hirozené metastazujici melanom B16-F10 a ovlivni

metastaz pomoci proenzymoterapid.Mm. aplikace)

V tomto pokusu bylo pouzito 59 samic mySi kmene B158, které byly 10 tyda
staré. Mysi byly oholeny na pravé zadasti zad. Poté bylo vyt¥eno 6 skupin (A az
F).

Skupina A byla kontrolni skupina pouze s transgaabymi nadory (bez &by).
Na za&atku pokusu bylo ve skupirA az E 10 mySi ve skupirF jen 9 mysSi. Skupiny
B-F byly skupiny I€ené.

Pri transplantaci nddoru bylo pouzito 400 000 #u16-F10 v 0,1 ml RPMI
1640 bez séra na jednu myS.iiRy byly aplikovany do oholeného missac (pod
kazi).

MySi ve skupid B az F byly léeny smsi proenzym (trypsinogen,
chymotrypsinogen a amylaza). Skupinam B az E byldapana derindavka 0,1ml
smesi i.m. (do svaloviny levé zadni nohy). SkupiR byla podavana desmavka 0,1
ml snesi i.p. (do peritonealni dutiny). lsba mysi ve skupth B az F probihala
v riznych schématech, viz. nize. Celkové wadéani pokusu bylo tedy nasledujici:

Skupina A (10) — neli&na kontrola

Skupina B (10) - proenzymy secady podavati.m. dva dny ped transplantaci

melanomu B16-F10

Skupina C (10) - proenzymy secaly podavati.m. 1 hodinu po transplantaci

melanomu B16-F10 (den 0)

Skupina D (10) - proenzymy se ¢ady podavati.m. 7 den po transplantaci

melanomu B16-F10

Skupina E (10) — proenzymy secaly podavati.m. 14 den po transplantaci

melanomu B16-F10

Skupina F (9) — proenzymy secaty podavati.p. 1 hodinu po transplantaci

melanomu B16-F10

VSem skupindm byly #fteny nadory vintervalu po 3 dnech. Prvnitremi
probéhlo 11 den po transplantaci nadoru a posledigfeni prokhlo 3 dny po
ukorgeni l&by.

Mysi byly zabity v posledni den &eni nadoru (tj. 21 den po transplantaci). Poté
jim byly vypitvany plice, které byly zakonzervovad$o roztokem formaldehydu do

doby pa@itani metastaz.

33



3.12 Pokus &é. 3 — Hirozené metastazujici melanom B16-F10 a jeho ovliimi

proenzymoterapii aplikovanoui.m. ai.p.

V tomto pokusu bylo pouzito 60 samic mysi kmene B138, které byly 15 tyda
staré. Mysi byly oholeny na pravé zadasti zad.

Pri transplantaci nddoru bylo pouzito 400 000 #u16-F10 v 0,1 ml RPMI
1640 bez séra na jednu myS.iiRy byly aplikovany do oholeného missac (pod
kazi).

11 den po transplantaci melanomu B16-F10 byly ny&ikleny do ti skupin (A
az C). Na z&tku pokusu bylo ve skupinA, B, C po 20 mysich. Skupina A byla
kontrolni skupina pouze s transplantovanymi nadbey 1&€by).

Skupiny B a C byly l&ené snisi proenzym (chymotrypsinogen, trypsinogen a
amylaza). Skupi B byla podavana detrdavka 0,1ml sisii.m. (do svaloviny levé
zadni nohy). SkupihC byla podavana desmavka 0,1 ml s@sii.p. (do peritonealni
dutiny). L&ba z&ala 11 den po transplantaci melanomu B16-F10.

VSem skupindm byly #fteny nadory vintervalu po 4 dnech. Prvnitremi
probihlo 11 den od transplantace nadoru.

Mysi byly zabity v posledni den &eni nadoru (tj. 33 den po transplantaci). Poté
jim byly vypitvany plice, které byly zakonzervovaa$o roztokem formaldehydu do

doby pa@itani metastaz.

3.13 Pokus¢é. 4 - Frirozené metastazujici melanom B16-F10 a jeho ovlivimi pomoci
LPS, TGM a BG podavanychi.t.

V tomto pokusu bylo pouzito 7 samic mysi kmene AQ58BMysi byly oholeny na
pravé zadnéasti zad.

Pri transplantaci nddoru bylo pouZzito 400 000 &u16-F10 v 0,1 ml RPMI
1640 bez séra na jednu myS.iRy byly aplikovany do oholeného missac (pod
kazi).

Po 15 dnech od transplantace nadoru byly mysSidtengt jednotli¥ a oznéeny
do skupin (la, Ib, lla, lib, llla, lllb a IV).

Lécba mysi ve skupindch @a 15 den po transplantaci melanomu B16-F10.

VSechny pouzivané latky byly podavaty (intratumoralg). K lIécb¢ bylo pouzivano
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TGM médium, jehozZ vyroba je uvedena v kapitole 3,60ztok LPS a suspenze BG
(slozeni je uvedeno vySe — kapitola 3.7.). Schéaveklia doby aplikace je:
mysS la — aplikovalo sket. 0,1 ml thioglykolatoveho média, které bylo podavan
obden
mys Ib - aplikovalo set. 0,1 ml thioglykolatového média, které bylo podavan
obden
mys lla - aplikovalo set. 0,1 ml roztoku LPS, ktery byl podavan obden
mys llb - aplikovalo sét. 0,1 ml roztoku LPS, ktery byl podavan obden
mys llla — aplikovalo set. 0,1 ml suspenze BG, ktery byl podavan obden
mys lllb - aplikovalo sét. 0,1 ml suspenze BG, ktery byl podavan obden
mys IV — prvni den léby sei.t. aplikovalo 0,1 ml roztoku LPS, poté za 2 hodiny
bylo aplikovana.t. 0,1 ml thioglykolatového média, které se poté
uzivalo obden
Kontrolni skupina — jako kontrolni n€kEnéa skupina byla pouzita skupina A mysi
z pokusw. 3, neb@ experiment probihal synchrofima identickych podminek.
Po prokthnuti pokusu byly mysi zabity, plice vypitvany &aazervovany do 4%

roztoku formaldehydu do doby gitani metastaz.

3.14 Pokusé. 5 — Rirozené metastazujici melanom B16-F10 a jeho ovlivimi pomoci

PAMPs — mrivé bakterie Stenotrophomonas maltophilia, sonikované bakterie

Stenotrophomonas maltophilia a N-formyl-Met-Leu-Phe-(Lys)12, vSd.t aplikace

V tomto pokusu bylo pouzito 40 samic mysi kmene B158, které byly 10 tyda
staré. Mysi byly oholeny na pravé zadasti zad.

Pri transplantaci nadoru bylo pouzito 400 000 &uiB16-F10 v 0,1 ml RPMI
1640 bez séra na jednu myS.iiRy byly aplikovany do oholeného missac (pod
Kazi).

13 den po transplantaci melanomu B16-F10 byly my&Aikleny doctyi skupin (A
az C a K). Mysi byly chovany jednotliyv kazdé skupibylo 8 mysi. U osmi mysi
nedoSlo k tomuto dni kvyvinuti nadgr nebyly proto do experimentu izaeny.
Skupina K byla kontrolni neténd, ostatni skupiny bylydéné.

Lécba mysi ve skupindch gaa 13 den po transplantaci melanomu B16-F10.
VSechny pouzivané latky byly podavaiiy (intratumoralg). K lIécb¢ byla pouzivana

suspenzeStenotrophomonas maltophil@mrtvené pomoci UV Zani), sonikovana

35



suspenze Stenotrophomonas maltophilia roztok N-formylMet-Leu-Phe-(Lys)12
(slozeni je uvedeno vySe — kapitola 3.7). Schémalda doby aplikace je:
Skupina A (8) — kazdyeti den se aplikovalo i.t. 0,05 ml suspenze
Stenotrophomonas maltophilia
Skupina B (8) - kazdy¢ti den se aplikovalo i.t. 0,05 ml sonikované sngpe
Stenotrophomonas maltophilia
Skupina C (8) - kazdyéti den se aplikovalo i.t. 0,05 ml roztoku N-formagt-
Leu-Phe-(Lys)12
Skupina K (8) — kontrolni, naiéna — kazdyteti den se aplikovalo i.t. 0,05 ml
sterilniho PBS

VSem skupinam byly #fteny nadory vintervalu po 3 dnech. Prvnitremi
probihlo 13 den od transplantace nadoru.

V den posledniho #teni nddoru, byly mysi zabity. Poté jim byly vygitw plice,
které byly zakonzervovany 4% roztokem formaldehglduwoby p@itani metastaz.

3.15 Pokusé. 6 — cytotoxicky test

3.15.1 Optimalizace cytotoxického testu, vytvéeni kalibraéni krivky

Byl pouzit standardni kit LIVE/DEAD Cell-Mediatedyttoxicity Kit od firmy
Molecular Probes, ktery jsme optimalizovali proema&perimentalni podminky.

Pro ziskani absolutnich @ melanomovych buik B16-F10 byla sestrojena
kalibratni kiivka.

Veskera niieni byla provaéha na piitokovém cytometru BD FACS CANTO I1.

3.15.2 Ovéreni ¢istoty neutrofild pomoci BD FACS CANTO Il

Cistota izolovanych neutrofil byla owiovana na pitokovém cytometru BD
FACS CANTO II.

Po provedené izolaci neutrdfibylo zji¥ovano pomoci specifickych protilatek,
kolik dany peritonedlni vyplach obsahoval neutfofBByly pouzity d protilatky a to
GR1 (Alexa Fluor 700 Conjugated Anti-mouse Ly-6GR{E) Clone RBG-8C5 od
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firmy eBioscience) a NEU (Neu - Rat anti Mouse Mephils: RPE od firmy ABD
Serotec).

Do dvou zkumavek bylo napipetovano 46 buné¢né suspenze, kterd byla
piipravena podle kapitoly 3.6.2. K suspenzi bykad@no 5ul. krysiho séra (dojde
k blokaci Fc receptoru cilovych bgk). Poté bylo pdano do jedné zkumavky @
NEU a do druhé 1l GR1. VSe bylo opatinekolik vterin vortexovano. Zkumavky
byly pak inkubovany ve tpo dobu 15 — 30 minut. Po inkubaci byliidany do
kazdé zkumavky 3 ml chlazeného PBS s 2% FCS. Rd#epoovedena centrifugace
pii 250g po dobu 10 minut. Po centrifugaci byl ze ralawek opatré odstragn
supernatant a pelet byl rozsuspendovan v 0,5 ml 8B% FCS. Vzorky byly poté
zmeieny na piitokovém cytometru a vysledek byl zaznamenan.

3.15.3 Cytotoxicky test s melanomovymi bitkami s navazanym LPS a FM

Nejprve byly gipraveny neutrofily podle kapitoly 3.6 (izolace mdili). Jejich
Cistota byla o¥fena postupem z kapitoly 3.15.2. Poté byiypaveny nadorové hiky
(melanom B16-F10) a téisté a s navazanym LPS respektive FM (formyl-metimo
Leu_Phe-(Lys)12). iprava probihala tak, Ze nejprve byly nky B16-F10
trypsinizovany (0,02 % trypsin a 0,02% EDTA v PB®pté bylo pilito médium
(RPMI 1640 s 10% FCS), ve kterém bylynky rozvolreny. Oddlené buiky byly
centrifugovany (150g, 10 min.). Po centrifugaciyblglinky rozsuspendovany v RPMI
1640 bez séra a sgtany v Blrkero¥ komirce s kontrolou Zivotnosti pomoci
trypanové motl. Byly pripraveny 3 zkumavky (zk. 1, zk. 2, zk. 3). V kaZudo 5
mil. burék B16-F10, které byly doptmy na objem 2 ml pomoci RPMI 1640. Poté
bylo do jednotlivych zkumavekiigano:

ZK. 1 (kontrola) - 2 ml sterilniho RPMI

ZK. 2 - 2 ml LPS ve sterilnim RPMI 1640 (koncect byla 1 mg LPS/ml)

Zk. 3 - 2 ml F-Met-Leu-Phe (Lys)12 ve sterilnirR®I 1640 (koncentrace 1
mg FM/ml

Poté bylo vSe inkubovano 60 minuti 837°C (vzdy po 10 min. byly zkumavky
jemrg promichany). Pak byly kiky 4x centrifug&né promyty (150g, 10 min.) vzdy
velkym mnozstvim RPMI 1640 bez séra (40 ml). Potrdfeigaci byly buiky
rozsuspendovany v 1 ml RPMI s 10 % FCS.
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Cast takto fipravenych nadorovych bk byla obarvena barvou DiQga ¢ast
byla nechanaistych. Barveni barvou DiOf probihalo jako v fedchozi kapitole.
Schéma 24 jamkového panelu, do kterého bylkipunapipetovany, vidime v Tabulce
5. Ktakto gipravenym biikam byly gidavany bd’ buiky efektorové (neutrofily)
nebo pipravené biiky zistaly v jamce samotné. & jednotlivych budk a jejich

kombinaci vidime v Tabulce 6.

Tabulka 5 : Rozvrzeni na 24 jamkovém panelu — nadoroviyow zavorce jsou uvedeny
pocty burek na jamku; T — nezdané nadorové hiky, TD — nadorové hiky + 5 44 DIOC.g LPS — nadorové
buiky s navdzanym LPS, LPSD — nadorovékpus navazanym LPS + B DiOCys, FM — nadorové biky

s navazanynt-Met-Leu-Phe (Lys)12FMD — nadorové biky s navazanym F-Met-Leu-Phe (Lys)12 +ib
DIOCyg)

T (100 000) T (100 000)

TD (100 000) TD (100 000) TD(100 000) TD (100 000
LPS (100 000) LPS (100 000) LPSD (100 000 LPS (Q00)
FM (100 000) FM (100 000) FMD (100 000) FMD (100000
LPSD (100 000) | LPSD (100000) | FMD (100 000) FMDEDO0)

Tabulka 6 : RozvrZzeni na 24 jamkovém panelu — nadorovéybtt efektoryv zavorce

jsou uvedeny pity burek na jamku; T — nez@ané nadorové hiky, N — nebarvené neutrofily, TD — nadorové

buwiky + 5 44 DiOCyg, LPS — nadorové liky s navazanym LPS, LPSD — nadorovi&kpis navdzanym LPS +/

DiOCyg,

FM — nadorové biky s navazanym F-Met-Leu-Phe (Lys)12, FMD — F-Mami-Phe (Lys)12 + 54

DIOCyg)
T (100 000) T (100 000) N (1 000 000) N (1 000 000)
TD (100 000) TD (100 000) TD(100 000) + N TD (100 000)+ N
(1 000 000) (1 000 000)
LPS (100 000) LPS (100 000) LPSD (100 000 LPSD(Qa0)
FM (100 000) FM (100 000) FMD (100 000) FMD (100000

LPSD (100 000) +
N (1 000 000)

LPSD (100 000) +
N (1 000 000)

FMD (100 000) +

N (1 000 000)

FMD (100 000) +
N (1 000 000)

Kazda jamka pak byla dogina do objemu 1,5 ml pomoci RPMI 1640 s 10% FCS,
glutaminem, merkaptoethanolem a antibiotiky. Distipak byla dana do termostatu o
37°C a atmosi@ nasycené vodnimi parami a obsahujici 5% oxidiitétio. Za échto
podminek se nechala inkubovat 24 hodin.

Po 24 hodinové inkubaci bylo postupovano jakdedphozi kapitole (3.15.3) a to
vcetre barveni PI. Bpravené vzorky byly poté z&feny na piitokovém cytometru BD
FACS CANTO Il za nej¥tSiho pfitoku a doby 60 vign. Vysledky byly zaznamenany
veetn® pactu burek.
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4. Vysledky

41Pokus ¢. 1 — metastdzovy model melanomu B16-F10 a jeho owiéni

proenzymoterapii (.m. aplikace)

V tomto pokusu jsme se snazili o vyteai metastatického modelu mysSiho
melanomu B16-F10 a sledovali jsme jeho owivin proenzymoterapii, ktera byla
podavana.m. Schéma pokusu je popsano v kapitole 3.8.

Na Obrazku 4 vidime, Ze ve skupinach A C, a D W#o3vyskyt metastaz. Ve
skupire B byl vyskyt metastaz 50%. U této skupiny bylabi@ zahjena 2 dnyied

transplantaci metastaz.

Vyskyt metastaz v jednotlivych skupinéach a vliv 1é Ehy
proenzymy

D
o

50

a
o

N
o

30 30

procenta (%)
N w
o o

=
o
|

o
|

A - kontrola B C D

nazev skupiny

Obr. 4: Vliv proenzymoterapie na vyskyt metastaz v jethyoti skupindcha - kontrola,

B - l&ba proenzymy zapata 2 dny ped transplantaci metastaz, C -cbé&@ proenzymy zagatd v den
transplantace metastaz, D <ba proenzymy zapata 7 dni po transplantaci metastaz)

Na dalSim obrazku (Obr. 5) vidime vliv proenzymafge na pimérny paet
vyskytu metastdz u mysi, u kterych byly prokdzankontrolni skupig (skupina A)
je praimér metastaz na mys 10,33%, cozZ je néjmmé vSech sledovanych skupin. Ve
skupinach léenych proenzymy fizeme vidt, Zze piimérny paiet metastaz na mys je
ve skupig C a D zhruba 2,6x &Si nez v kontrolni skupéna ve skupia B je

pramérny paiet 4,1x ¥tSi nez u kontrolni skupiny.
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Prameérny po ¢et metastaz u mysi, u kterych byly
zjistény
45 42,6

30 A 27 26,67

metastazy/mys
N
o

10,33

A - kontrola B C D

nazev skupiny

Obr. 5: Vliv proenzymoterapie na famérny pa‘et metastaz u mysSi, u kterych byly

ZjiSteny (A - kontrola, B - léba proenzymy zapgata 2 dny ped transplantaci metastaz, C <t proenzymy

zap@ata v den transplantace metastaz, D ébBproenzymy zapata 7 dni po transplantaci metastaz)

Muzeme tedy konstatovat, Ze proenzymoterapie v toméalelu vyskyt a

cetnost metastaz duneovliviiovala anebo jeji viiv byl podpny, nikoli terapeuticky.

4.2 Pokus ¢ 2 — Hirozené metastazujici melanom B16-F10 a ovlivimi metastaz

pomoci proenzymoterapie ilm. aplikace)

V tomto pokusu jsme se zabyvatinpzert metastazujicim melanomem B16-F10 a
vlivem proenzymoterapie podavan@. (skupina B aZ E) ap. (skupina F) na velikost
transplantovaného nadoru a n&gtometastaz.

Na Obrazku 6 vidime, Ze ve skupiA (kontrolni skupina), velikost nadoru
s dobou vyraz&irostla. Tato skupina nebylacEna. V I€enych skupinach vidime, Zze
lé¢ba proenzymoterapii snizujéist nadoru a to védkterych skupinach statisticky
vyznamri. 11 den po transplantaci nadoru vidime, Ze u skuf, D, F doslo ke
zmensSeni velikosti nadoru. Velikost nadoru u skyfiinje srovnatelna s kontrolou. 14
den po transplantaci naddoru vidime zlepSeni uzZujeskupiny B, F. DalSi dny jiz
pozorujeme zlepSeni u vSech skupificgmz nejmenSi objem nadow pribéhu
terapie mdly skupiny E a F a viditelného zlepSeni doséhlapsian C 21. den od

transplantace nadoru. 18. a 21. dentransplantace nadoru doSlo k dosazeni statstick
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vyznamnosti (P<0,05) rozdilu velikosti mezi skupirt® a kontrolou, F a kontrolou a C a

kontrolou, jak je vidt na Obrazku 6.

Vliv proenzymoterapie na velikost nadoru
1400
1200 T
@ 1000
£ T mA-
E 800 u Iéontrola
£ 600 mc
£
£ 400 =P
oE
200 uF
0 |
11 14 18 21
den po transplantaci melanomu B16-F10

Obr 6: Vliv proenzymoterapie na velikost nadagkupina A — kontrola, B - da proenzymy

podavanymi i.m. zapata 2 dny ped transplantaci nadoru, C -déa proenzymy podavanymi i.m. zégid v den
transplantace nadoru, D —dba proenzymy podavanymi i.m. zépid 7 dni po transplantaci nadoru, E <t&
proenzymy podavanymii.m. zapta 14 dni po transplantaci nadoru, b proenzymy podavanymi i.p. zapta
v den transplantace nadoru)

* = P<0,05

Na Obréazku 7 vidime, Ze vyskyt metastdz v jedngtlivskupinach je mensi
nez v kontrole. Ve skupéD si mizeme vSimnout nulového vyskytu metastdz. Mohly
bychom tedyict, Ze proenzymoterapie na vyskyt metastaz v tqpotausu se zda byt

ucinna.
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Vyskyt metastaz v jednotlivych skupinach a vliv 1é ¢by
proenzymy
50
a5 42,9
40
g gg ] 286
% 25 - 20
o 20 1 14,3
S , 12,5
5 154
10
5 - 0
O _
A- B C D E F
kontrola
nazev skupiny

Obr. 7: Vliv proenzymoterapie na vyskyt metagtépina A — kontrola, B - #a proenzymy
podavanymi i.m. zagata 2 dny ped transplantaci nadoru, C -déa proenzymy podavanymi i.m. zépi@ v den
transplantace nadoru, D —dba proenzymy podavanymi i.m. zépid 7 dni po transplantaci nadoru, E <t&
proenzymy podavanymii.m. zapta 14 dni po transplantaci nadoru, F°b& proenzymy podavanymi i.p. zapth

v den transplantace nadoru)

Na Obrazku 8 vidime vliv proenzymoterapie nanmgrny paiet vyskytu metastaz
u mysi, u kterych byly prokazény. U kontroly jeip®rny paiet metastaz 1,33 na
mysS. U ostatnich skupin je tentoged mensi mimo skupiny E. U této skupiny vidime
nej\yetsi piamerny patet metastdz na mys a to 8,5. Z tohéZzeme vyvozovat, Ze u
skupiny E & proenzymy zmensSuji vyskyt metastaz (vizegchozi Obr. 7), tak
nezmensuji jejich pet. U skupiny D oft mizeme vSimnout nulové hodnoty.
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Pramérny po ¢et metastaz u mysi, u kterych byly
zjistény
9 8,5
8
>§ 7 4
5.
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£
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A - kontrola B C D E F
nazev skupiny

Obr. 8: Vliv proenzymoterapie na famérny pa‘et metastaz na mys, u ketré byly

pI‘OkéZény(skupina A — kontrola, B - #&a proenzymy podavanymi i.m. zépid 2 dny ped transplantaci

nadoru, C - léba proenzymy podavanymi i.m. zéa@ v den transplantace nadoru, D & proenzymy
podavanymi i.m. zagata 7 dni po transplantaci nadoru, E -<lé@ proenzymy podavanymi i.m. zéga 14 dni po

transplantaci nadoru, F ldba proenzymy podavanymi i.p. zépta v den transplantace nadoru)

4.3 Pokus €. 3 — Hirozené metastazujici melanom B16-F10 a jeho ovlivimi

proenzymoterapii aplikovanoui.m. ai.p.

V tomto pokusu jsme se s pouziticktdich soubar zvifat zabyvali pirozerg
metastazujicim melanomem B16-F10 a vlivem proentgrapie podavané.m.
(skupina B) ai.p. (skupina C) na velikost transplantovaného nadoroaapaet
metastaz. Vliv této terapie na velikost nadorugepracovan v praci MarSikovén(
prep) a vliv terapie na vyskyt metastaz je uveden @ f@taci. Schéma pokusu je
uvedeno v kapitole 3.12.

Na Obrazku 9 vidime, Ze vyskyt metastaz je v jeldnah skupinach ¥tSi nez
v kontrole (skupina A). Ve skupinB je 20% metastaz a ve skupilC je 30%
metastaz. festoze, jak je uvedeno v praci MarSikowe [grep.) i.ma zejména.p.
aplikace proenzyin velmi signifikantd zmenSuje ist primarnich nadddr proces

metastazovani inhibovan neni.
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Vyskyt metastaz v jednotlivych skupinach a vliv Ié Chy
proenzymy
35
30
g 25 20
g2 15,79
o 15 4
]
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A - kontrola B C
nazev skupiny

Obr. 9: Vliv proenzymoterapie podavané i.m. a i.p. na \yskgtastaza- kontrola, B-

Iécba proenzymy i.m., C-dBa proenzymy i.p.)

Na Obrazku 10 vidime, Ze {pnérny paiet metastdz na mys, u kterych byly
prokazany, je v kontrole 19,5. Ve skupiB je paet metastaz 0,9x menSi nez

v kontrole a u skupiny C je pet metastaz 3,1x8i nezZ v kontrole.

Primérny po €et metstaz u mysi, u kterych byly
zjistény
70 59,7
Q0 60
E 50
&
% 40
$ 30
£ 30 |
E o 19,5 17,5
52
o 10 4
o
0 i
A B C
néazev skupiny

Obr. 10: Vliv proenzymoterapie podavané i.m. a i.p. nangirny pa‘et metastaz na

mysS, u které byly prok&dzamy- kontrola, B- Iéba proenzymy i.m., C-déa proenzymy i.p.)

Zavérem miZzemefici, Ze ve skupitél C (I&ena proenzymy i.p.) je nejisi vyskyt
metastaz a nefSi paiet metastaz na mys, u které byly metastézy prokaZéakto
podavané proenzymy v tomto pokusu nemaji k@uémetastaz vliv, spiS bychom
mohli tict, Ze vyskyt a p&et metastaz urychluji. Proenzymy podavané i.m.mtdo

pokusu nemaji vliv na vyskyt metastaz, ale majiateyy vliv na jejich poet.
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4.4 Pokus €. 4 Prirozené metastazujici melanom B16-F10 a jeho ovlivimi pomoci
LPS, TGM a BG podavanychi.t.

V tomto pokusu jsme se zabyvatipzert metastazujicim melanomem B16-F10 a
jeho ovlivrenim pomoci LPS, TGM a BG, podavanyigh Schéma pokusu je uvedeno
v kapitole 3.13.

Na Obrazku 11 vidime vliv terapie na velikost nad@dnotlivych mysi. MiZeme
si vSimnout, Ze kba zabrala nejménna mys Ib (Iéena TGM) a naopak nejvice
zabrala 1éba mysi lla a b (I&eny jen LPS). Ud&hto mysSi pod vlivem LPS doslo
dokonce k rapidnimu zmenSeni velikosti ndilotoz jsme nikdy u Zadné dosud
testované terapie velmi agresivniho a rychle rasteumelanomu nepozorovali. Dél
si také nfizeme také vSimnout, Ze stejn&da mize zabrat u dvou mysiazre.
Dukazem je toho mys Ib a la.

Vliv terapie na pr timérnou velikost nador G jednotlivych mysi
3000
2 2500 M mA
S
= 2000 ola
= b
o 1500 o
) mlla
c
I 1000 mllb
(]
0 ,;:E-__rnzﬂ-___rm__‘_rl: allb
0 2 4 6 8 10 12 =\
den terapie

Obr. 11: Vliv terapie na velikost nadérednotlivych mySa — kontrola, my3i la a 1b — dba
TGM, mysSi lla a IIb — léba LPS, mysSi llla a Illb — idba BG, myS IV — podani jednorazdPS a pak léba TGM)

Na Obrazku 12 vidime, jaky ma vliv nami pouZivaaapie na grmeénou velikost
nadofi. Nejlepsi vliv ma na skupinu Il @éna LPS) a IV (jednorazova aplikace LPS,

pak |&ena TGM). Nejlif dopadla skupina | ((&na TGM) a hned za ni je skupina IlI
(Iécena BG).
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Vliv terapie na pr amérnou velikost nador G
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Obr. 12: Vliv terapie na pémeérnou velikost nadar (A - kontrola, skupina | — i@a TGM,
skupina Il — Iéba LPS, skupina lll — iba BG, skupina IV — podani jednoraZzdPS a pak léba TGM)

Na Obrazku 13 vidime, jaky vliv &a terapie na piet metastaz u mysi, u kterych
doSlo k jejich vzniku. NejgtSi paet metastaz vidime u kontroly (19,5), dale pak u

mysSi Ib (18) a pak u mysi IV (2). U ostatnich mg8imetastazy neprokazaly.

Vliv 1é €by na po €et metastaz u jednotlivych mysi
25
19,5
N 20 18
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Obr. 13: Vliv terapie na poet metastaz u jednotlivych mysi- kontrola, mysi la a Ib —dba
TGM, mysSi lla a llb — léba LPS, mysSi llla a lllb — ba BG, mys IV — podani jednorazdyPS a pak léba TGM)
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Na Obrazku 14 vidime, jaky vliv &ua terapie na vyskyt metastaz v jednotlivych
skupinach. Nejgtsi vyskyt metastdz byl ve skupinV (100%), pak ve skupinl
(50%) a v kontrole (15,8%). V dalSich skupinachmsgastazy nevyskytly.

Je Zejmé, Ze vyskyt metastaz seugpbem terapie a jehocianosti souvisi,
vzhledem vSak k tomu, Ze studie bylkegevsSim zariena metodicky a jako pilotni
prizkum moZznosti pouziti PAMPs, nelze tyto vysledkgkané na velmi malych
skupinach, které jsou srovnavaneé s n&imhvelkou kontrolni skupinou,ipceiovat a

je treba se k takto zatfrenym experimerim vratit.

Vliv Ié €by na vyskyt metastaz v jednotlivych skupinach
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Obr. 14: Vliv terapie na vyskyt metastaz v jednotlivychpgkach (a — kontrola, skupina I —

Iécba TGM, skupina Il — ldba LPS, skupina Ill — lda BG, skupina IV — podani jednorazdPS a pak léba
TGM)

4 5Pokus é. 5 — Rirozené metastazujici melanom B16-F10 a jeho ovlivwimi pomoci

PAMPs — mrtvé bakterie Stenotrophomonas maltophilia, sonikované bakterie

Stenotrophomonas maltophilia a N-formyl-Met-Leu-Phe-(Lys)12, vSd.t aplikace

V tomto pokusu jsme se zabyvalinpzert metastazujicim melanomem B16-F10
a jeho ovlivienim pomoci PAMPs podavanydtt. Jako PAMPs byly pouzivany
usmrcené a sonikované baktefenotrophomonas maltophiligako jediné maji
vyrazny kladny naboj) a N-formyl-methionin-leucihgmylalanin- lysin (12x). N-
formyl-methionin je prvni aminokyselina, kterou c¢ke proteosyntéza u
prokaryontnich organisin stimuluje chemotaxi a fagocytozufipravu a slozeni

téchto latek najdeme v kapitole 3.7. Schéma pokusivgeleno v kapitole 3.14.
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Z Obrazku 15 vyplyva, Ze vSechnji preparaty vykazovaly vysokou statisticky

vyznamnou dinnost v obdobi mezi sedmymigntictym dnem terapie. Pogdse (&innost
zmenSila.

Vliv terapie na velikost nadoru
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Obr. 15: Vliv terapie na velikost nadoru.kpina K — neléena kontrola, skupina A —déna

suspenzimrtvych bakterii Stenotrophomonas maltephikkupina B — Iléena sonikovanou suspenzi
Stenotrophomonas maltophilia, skupina C éeléa roztokem N-formylMet-Leu-Phe-(Ly&)1
* = P<0,05 ** =P<0,01 *** =P<0,005

Jelikoz myS C7 od patku projevovala neodpovidavosicv Iécbe, vylowili jsme ji
ze statistického hodnoceni experimentu. Obr. 1&&dgsledek této Gpravy. Vyplyva z
n¢ho, Ze nej¥tSiho &inku dosahovala terapie u skupiny C.
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Vliv terapie na velikost nadoru
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Obr. 16: Vliv terapie na velikost nddonekupina K — nekéena kontrola, skupina A —déna suspenzi

Stenotrophomonas maltophilia, skupina B éefléa sonikovanou suspenzi Stenotrophomonas malepkilipina
C - l&ena roztokem N-formylMet-Leu-Phe-(Ly&)1

* = P<0,05 ** = P<0,01 *** = P<0,005

Na Obrazku 17 vidime, jaky #a vliv Ié¢ba na vyskyt metastdz. Ve skupih a B
je vyskyt metastaz menSi nez v kontrole, napratiuau skupiny C je &Si vyskyt
metastaz nez v kontrole.

Vliv 1é €by na vyskyt metastaz v jednotlivych
skupinach
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Obr. 17: Vliv terapie na vyskyt metastaz v jednotlivychpsidch. Supina K — neléena

kontrola, skupina A — t&na suspenzi Stenotrophomonas maltophilia, skupiral&ena sonikovanou suspenzi
Stenotrophomonas maltophilia, skupina C éeléa roztokem N-formylMet-Leu-Phe-(Ly&)1
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Na dalsim obrazku (Obr. 18) vidimeaprny paiet metastdz u mysi, u kterych
byly zjistény. Ve skupig A je paiet metastaz 3,3x menSi nez v kontrole, ve skupin
je paiet metastdz 4,0x menSi nez v kontrole a ve sku@ine p@&et metastaz 1,6x

mensi nez v kontrole.

Prameérny po €et metastaz u mysi, u kterych byly
zjist ény
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Obr. 18: Prumerny pa‘et metastaz u mysi, u kterych byly &jigt Supina K — neléena

kontrola, skupina A — l&na suspenzi Stenotrophomonas maltophilia, skuBiraléena sonikovanou suspenzi

Stenotrophomonas maltophilia, skupina C éeléa roztokem N-formylMet-Leu-Phe-(Ly&)1

Zawrem mizemefici, Ze na vyskyt metastaz a jejichaperny paiet nejvice
zabrala léba pouzivana u skupiny A a B, u skupiny C nenthdéna metastazy vliv.
Stejre jako zabrala kéba u skupiny A a B na metastazy, tak zabrala i elkast
nadoru. Na velikost nadoru zabraladldé u skupiny C.

4.6 Pokusé. 6 — Cytotoxicky test

4.6.1 Optimalizace cytotoxického testu, vytvéeni kalibra¢ni krivky

Byla vytvorena kalibrani kiivka na pouzivané melanomovénky. Nantiené
hodnoty @i znamé koncentraci bk jsou vict v tabulce 7. Mieni probihalo za
konstantniho¢asu (60 s) a fitoku (3 pi/s). Z p@&tu udalosti (proteklych bék)
nameérenych péitokovym cytometrem byl pak vypaan paet burtk v 1ml (Tabulka
7).

50



Vynesenim absolutniho @i nadorovych butk (prvni sloupec Tabulky 7 proti
nantienym a pepaitenym hodnotam (posledni sloupec) byla sestrojeaidoriini
kiivka (Obr. 19). Metodou linearni regrese byla wWtpaa rovnice fimky y = 0,53x +
15863,kde y je péet burgk/ml (BD meieni) a x je koncentrace btkiml. Korelani
koeficient byl 0,99.

Kalibra éni kfivka
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Obr. 19: Kalibra¢ni kfivka

Tabulka 7: Pocet burek nangienych piritokovym cytometrem

BD
BD i BD nxteni
Koncentrace | BD n¥ieni i méreni BD meteni | BD metfeni
meieni 2 pramér
mérenych nad.| 1 (paet ptmeér 1 (patet 2 (pacet
o (pocet (pocet
burgk/ml udalosti o (pocet burgk/ml) burgk/ml)
udalosti o bunsk/ml)
udalosti
50 000 6986 4200 5593 38811 923333 31072

100 000 14070 12404 13237 738166 68911 73538,5

250 000 33390 19250 26320 185500 106944 146222

500 000 54768 | 55244 | 55006 | 304267 | 306911| 305589

750 000 77812 86688 | 82250 | 432289 | 481600 4569445

1000000 | 81312 91560 86463 451733 | 508667| 480200

1 250 000 146188 164724 155456 g97900 569722 633811

1 500 000 125622 102550 114086 g12155 915133 86364
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Déle bylo optimalizovano uziti LIVE/DEAD Cell Medid Cytotoxicity Kitu
(Molecular Probes) na cytotoxicky test s melanonmavybuikami B16-F10.
Membrano¥ aktivni fluorescetni barva DiOGg umozni rozliSit nadorové (barvené)
od nenadorovych (efektorovych, nezeaych) busk. Pridavek Pl rozlisSi mrtvé
(nazn&ené) od Zivych busk.

Nejprve bylo zkouSeno mnoZstvi Pl a to v potovi koncentraci (20) nez
v piavodnim protokolu (40l). Byla také upravena doba inkubac#g piipraw této
barvy. Optimalni doba inkubace pro naSe pouzita lsghnovena na 5 minii87°C.
Dale byla upravena koncentrace barvy Di@® pavodnim protokolu byla uzivana
koncentrace 10ul, ale jelikoZz nebyla optimalni pase barveni (jesvicovala“ do
jinych oblasti v grafu nez bylo vhodné), tak bylyzkouSeny dalSi koncentrace (5 a
2,5 ul).Bylo zjisteno, Ze jako optimalni se jevi koncentrace 5ul.

Od pivodniho protokolu od firmy Molecular Probes se tntasny tedy liSi
v nékterych mnozstvich fluorescémich barev a dalSimi parametry (viz. Tabulka 8).
Uzivany pondr cili a efektoét byl zvolen 1:10, stejny jako v praci Hicks et @006).
Mnozstvi nadorovych bk davanych do 24 jamkové desly by se nglo pohybovat
mezi 80 000 a 160 000iéd 24 hodinovou inkubaci bydha byt jamka dopléna na
objem 1 — 1,5 ml RPMI 1640 s 10% FCS, glutaminengrkaptoethanolem a
antibiotiky.

Tabuka 8: Srovnani gvodniho a soéasného protokolu

Pavodni stav | Sotasny stav

DiOClg 10|J| 5ul
Pl 40pl 20u
Doba inkubace P| 30 min. 5 min.

Bunky pripravené takto optimalizovanym cytotoxickym testpak byly n&feny
na phitokovém cytometru. Vystupemadieni jsou pak vysledky v grafické dselné
forme.

Jako kontrola byly vzdy uzivany nebarvené nadorbugky. VSechny vzorky
v pokusu byly vzdy ri¥eny za stejnych podminek, tj. iy jsou neiené po 24 h. od
pocatku cytotoxického testu, nastaveniutpkového cytometru se pro jednotlivé

vzorky v daném pokusu nemi atd.
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Vysledné grafy optimalizovaného cytotoxického testudime nize. Na
scattergramech (Obr. 20, 21) vidime nadorouékipunazngené DIOGg a Pl spoléng

s efektorovymi bitkami (na neutrofily bohatd populace Bkp nazn&enymi PI.

Pouzivana hodnota byla plocha peaku nebo vySk&chia grafi byla vybrana

populace nadorovych beik (P11 oblast), ktera byla analyzovana dal. Vysledke pak
Obr. 22, kde v oblasti Q3 jsou nezeaé efektorové hiky, v oblasti Q1 jsou
efektorové bitky nazngené Pl (mrtvé efektorové bky), v oblasi Q4 jsou hiky
nazng&ené DiOGs (Zivé buiky) a v oblasi Q2 jsou liiky nazngené DiOGg a Pl

(mrtvé buky).

bility 117117201 0-zelene 5 80 + efektory 800 + cerveng
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Obr. 20: scattergram nad. buk
obarvenych DIOg a Pl + efekt. biky
obarvené PI (SSC-A x FSC-A)
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Obr. 21. scattergram nad. buk
obarvenych DIQg a Pl + efekt.
npobarvené Pl (SSC-H x FSC-H)

Obr. 22: nadorové biiky obarvené DiOg a Pl

+ efektorové biky obarvené PI
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4.6.2 Cytotoxicky test s melanomovymi bitkami s navazanym LPS a FM

Postup cytotoxické testu s nazeaymi melanomovymi hikami je popsan
v kapitole 3.15.4. Pomoci efektofna neutrofily bohat& populace il piiprava viz.
kap. 3.6, kontrol&istoty viz. kap. 3.15.2) seipobilo jak na samotné nadorovéiky,
tak na nadorové hiky, na jejichZ povrch jsme se pokusili instalovaiMPs.

Po zjiséni paitu neutrofifi v efektorové suspenzi (76,5%) byl zapb vlastni
cytotoxicky test, z#&hoz bylo zjifovano wrkolik parameth a to: zakladni
charakteristika nadorovych b&lkg vliv DiOCig vlv LPS a FM,; zakladni
charakteristika efektér barveni efektdr pomoci Pl a jako 8kejni byl pak sledovan
vliv efektori na nadorové hiky bez LPS resp. FM versus na nadorovigkigls €mito
PAMPs (viz kap. 3.15.4 metodiky).

JednotlivA ndteni jsou doloZzena zakladnimi charakteristikami t{scgramy,
histogramy, atd. (viz.i#oha 1). Z obrazk vyplyva, Ze rozliSeni populaci nadorovych
i efektorovych budk je nekdy obtizné. Jako nejtSi problém se jevi, Ze fagocytujici
buiky sec¢aste&né barvi markerem nadorovych hikn

Vysledky veSkerych gfeni cytotoxického testu pagpaitu z kalibr&ni rovnice
jsou uvedeny v Tabulce 9. U nadorovych #duibylo vzhledem ke kalibraci mozno
urcit absolutni poty, u efektoft se jedna o pay relativni, absolutni hodnoty nebylo
nutné stanovovat. Z tabulky dale vyplyva, Ze DiOndalorové biky pasobi tak, ze
castén¢ potlatuje schopnost proliferace. K proliferaci efektonedochazi &bec.
V tabulce dale riweme po porovnani s kontrolou (TDN1 a 2)&jdze neutroflily
nepisobi na melanomové bky s navazanym LPS a FM (mied ozng&ené cisla
v Tabulce 9).
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Tabulka 9: Pacet burek z cytotoxického test(y tabulce jsou uvedeny ¢ty bursk/ml; T — neznéené

nadorové biky, TD — nadorové hiky + 5 (4 DIOC,g + PI, TDN - nddorové biiky + 5 14 DiOCyg + PI +efjektorové biiky

+ PI, LPS — nadorové hiky s navazanym LPS + Pl, LPSD — nadorovikigis navazanym LPS +/4 DiOCg + Pl, FM —
nadorové biiky s navazanym F-Met-Leu-Phe (Lys)12 + PIl, FMD Mé&tLeu-Phe (Lys)12 + %4 DiOC,5+ PI, LPSDN —

nadorové briky s navazanym LPS + /4 DiOCyg + Pl + efektorové biaky + Pl, FMDN — F-Met-Leu-Phe (Lys)12 +4
DiOCyg+ P + efektorové biky + PI)

Paet Patet vSech| Paoet Pxet Pcaet Pcet Pxet Pxet
burgk na bunsk burgk | singlefi | mrtvych | mrtvych | nebarven| Zivych
zatétku ziskanych | z vybran| z vybran| bungk burgk ( ych bunsk
cytotox.tes| z pritokové é é (nabarve | nabarveng burgk nabarveny
tu ho populac | populac| né PI) Pla Q3 ch DIOCg
cytometru e e Q1 DIiOC.g) | OBLAST Q4
OBLAST | Q2 OBLAST
OBLAST
Ciste T | 100000 | 467072 | sz o1c | a1 ogs | O 0 31545 | 439
T 100000 | 4050923 | 110538 106 342°2°67 | 296 90228 | 251
T2 100000 | 267036 44532| 41615 12862 | 189 28355 | 209
D1 1100000 | 348696 101228 97 236 2413 11309 | 18295 | 65218
™2 1100000 | 401274 117736 113 3285206 17415 18924 | 73423
TDN1 | 100 000 + 5098 14436 | 45675 | 43085
1000000 | 1073636 | 115491 | 108 294
TDNZ | 100 000 + 4343 13576 | 40053 | 45434
1000000 | 915606 | 109 300 | 103 406
LPSL 1 100000 | 536008 217 604 2113322030 | 62 189240 0
LPS2 | 100000 | 660936 288540 277 420940 | 147 250147 | 189
LPSDL | 150000 | 268 798 44092| 42160 336 | 2085 755 61915
LPSD2 | 150000 | 254 994 39032| 35383 902 6274 5057 53083
FM1 1 100000 | 607183 232050 220942 32395| 204 218037 7 14
FM2 | 100000 | 437111 131960 124535 25011| 315 128195 62
FMDL | 100000 | 311977 54518| 51477 2098 9211 8455 61644
FMD2 | 150000 | 270 855 43338| 40734 1762 8643 6777 53481
LPSDN
q 100 000 +
1000000 | 677972 | 62640 | 58442 | 1323 9400 14917 | 62734
LPSDN
5 100 000 +
1000000 | 1156764 | 83704 | 76611 | 2098 13030 | 23855 | 67550
FMDN
: 100 000 +
1000000 | 986983 | 68847 | 62828 | 2979 11645 | 24444 | 53691
FMDN
5 100 000 +
1000000 | 1226081 | 72142 | 65743 | 5351 13155 | 29247 | 48551
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4.6.3 Ovéreni éistoty neutrofild pomoci BD FACS CANTO |l

V in vitro pokusech, kde byly pouzivany neutroffpyeritoneélni vyplach z izolace
neutrofili — kap. 3.6), bylo zji®vano, jaké procento neutrdfilobsahuji ziskané
buiky z mySiho peritonea. Protokol nagtenicistoty neutrofihi je v kapitole 3.15.2.

Bunky byly m¢tené na pitokovém cytometru BD FACS CANTO Il. Byly ziskany
jak vizudlni tak statistické vystupy.

Na scattergramu (Obr. 43) je zobrazena negativnir&ta (nenazngené buiky).

Z tohoto obrazku byla vybrana oblast leukd¢ytera byla pak analyzovana dal. Byly
vybrany ,singlety”, ze kterych byly vyt¥eny jednoparametrové histogramy, které
vidime niZe.

neutrofily 12-11-2010-MK

k1,000

L

TTT T T T[T T T T [T T TIT[TTTT 1
50 100 180 200 240
FSC-A (= 1.0007

Obr. 43: scattergram nezr@nych buek (SSC-A x FSC-A)

Nezn&ené melanomové kky byly nastaveny tak, aby intenzita jejich
autofluorescence daného fluorochromutesphovala hodnotu iQviz. Obr. 44, 45).

Bunky mimo tuto oblast byly vyhodnoceny jako pozitiveidané fluorescenci
(markeru), viz. Obr. 47.

neutrofily 12-11-2010-MK neutrofily 12-11-2017 0-MK

Count

et
T

IQ T |||||||I‘l T |||||||s T IIIIII T IIIIIIII T
10 10 10 10? 10t 10°

FE-A Alewa 700-A

Obr. 44: jednoparametrovy histogram  Obr. 45: jednoparametrovy histogram
(PE-A) - neznéené buky (Alexa 700-A) — nezdené buky
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Statistické vyhodnoceni nezignych bugk vidime v Tab. 10.

Tabulka 10: Statistika z pitokového cytometru — nezfgme buiky

Tube: Mk

Fopulation #Events %Parent %Total
-_AII Ewvents 10,000 e 1000
- Leukocyty 5,198 52.0 52.0
- Singlets 5,151 991 51.5
[ P1 1 0.0 0.0

] 0.0 oo

] 0.0 oo

4 0.1 0.a

Na dalSim scattergramu (Obr. 46) jsou zobrazenskyukteré byly nazngeny
protilatkou proti neutrofiim: NEU (Neu - Rat anti Mouse Neutrophils: RPE athii
ABD Serotec), kterou je mozno analyzovat pomociapetru fluorescence PE-A.
Z tohoto obrazku byla vybrana oblast leukdcyz niz byly vybrany ,singlety”, ze
kterych byl vytvden jednoparametrovy histogram, ktery vidime niZer(@7).

neutrofily 12-11-2010-neutro-s
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Obr. 46: scattergram buek zna‘enych NEU protilatkou (SSC-A x FSC-A)
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Obr. 47: jednoparametrovy histogram (PE-A) —tiy naznaene NEU protilatkou
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Vystupem z pitokového cytometru je takeé statisticka tabulka (Thb), ze které
muzeme vyist, Ze ve vybrané populaci bylo 76,5% neuttofifhazngené NEU
protilatkou).

Tabulka 11: Statistika z pitokoveého cytometru — bky naznaené NEU protilatkou

Tube: neutro-s

Fopulation #Events WParent %Total
-AII Events 10,000 e 1000
Lo - Leukooyty 4,534 453 453

Lo - Singlets 4,485 981 450

; 3,433 TE.A 34.4

a 1N 0.0

3 1N 0.0

3,230 718 32.3

DalSi testovanou protilatkou, ktera Znaeutrofily, byla GR1 (Alexa Fluor 700
Conjugated Anti-mouse Ly-6G (GR-1) Clone RBG-8C5 fochy eBioscience). Na
scattergramu (Obr. 48) jsou ipu nazngené touto protilatkou. Gp byla vybrana
populace leukocyt ze které byly vybrany ,singlety”. Ze singlebyl pak vytvdgen
jednoparametrovy histogram, ktery vidime nize (@8).
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Obr. 48: scattergram buek zna'enych GR1 protildtkou (SSC-A x FSC-A)
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Obr. 49: jednoparametrovy histogram (Alexa 700-A) —silkkpu znaené GR1
protilatkou
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Vystupem z pitokového cytometru byla také statisticka tabulkal(T12), ze které
muzeme vyist, Ze ve vybrané populaci bylo 87,2% granuldcfriazngené GR1
protilatkou).

Tabulka 12: Statistika z pitokového cytometru — bky naznaené GR1 protilatkou

Tube: neutro-m

Population #Events wWParent %Total
M 2!l Events 10,000 W 100.0
Lol Leukooyty 5,001 508 508
Il 5inglets 5,050 992 505
-~ P1 0 0.0 0.0

0 0.0 0.0

4,404 87.2 440

1 0o 0.0
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5. Diskuze

Pokusy, ve kterych se zabyvame proenzymoterapiazgi na vysledky Novaka
a Trnky (2005), jejichz prace pojedndva o protimEtaovém &nku
proenzymoterapie. Zde byl transplantovan melano®-BI0 mySim. Desaty den po
transplantaci byl nador vyjmut a bezpresit bylo zap@ato s proenzymoterapii
zaloZzenou na s#si trypsinogenu a amylazy, ktera byla aplikovara klranici 100
denniho peziti p'ekonalo 60% mySi (Novak a Trnka 2005).

V prvnim pokusu jsme se zabyvali vytenim unglého modelu metastazovani.
Provedeny experiment byl zalozen na aplikaci 100 @@tk melanomu B16-F10 do
ocasni Zily. Poté se podavala densimes trypsinogenu, chymotrypsinogenu a
amylazy, ktera neovlivnila vyskyt metastaz a tcddriémcasovém rezimu (g@tek
ode dne -2 fed transplantaci, v den transplantace, 7 dni pspiantaci). Ukazuje to,
Ze metastazovy model zaloZeny na injikaci nadorovyarek melanomu do Zily, &
Siroce pouzivany (Clynes et al. 2000, Mazumder aeRberg 1984, Schmieg et al.
2003, Teicher 2002), neni se skutgm procesem metastazovani shodnyex je
tedy rozdil mezi firozerg metastazujicimi hikami a pouzitou metodou? Intravenosni
aplikace bupk B16-F10 je aplikaci butk, které nemaji vyvinuty systém invazivity
(komplex proteaz). Dale nefunguje (aspta p@&atku) systém ochrany proti imudit
Jde tedy, alespiov kritickém rozhodujicim patku, o pasivni uviznuti melanomovych
burgk, které nelze proenzymy nijak ovlivnit. Proenzyraderapie, jak bylo zmémo
v Ovodu, pedpoklada primarni aktivaci proenzgnpomoci nadorovych proteaz a
sekundéarni odsti@mvani TGF-beta. Ufjrozert metastazujiciho melanomu jsou $In
exprimovany proteazy spojené s invazi, u modelyesggho s injikaci melanomovych
burék do zily toto chybi. NaSe poznatky tedy neodpopufci Novaka a Trnky
(2005), ale jsouifispevkem k diskuzi o plnohodnotnosti znéireho modelu.

Ve druhém pokusu jsme se zabyvalrgzert metastazujicim melanom B16-F10 a
ovlivnénim metastaz pomoci proenzymoterapie, ktera bydiéyena.m. Terapie nam
redukovala objem nadoru, coZ ostatdokazujetada praci (MarSikovan prep,
Kalferstova 2008, Kaiserova 2010, Zivna 2010, Maiér2010, Kalferstova 2010). Na
arovni metastazovani a to jak na urovni vyskytwe mtetnosti mizeme spdovat

uréity terapeuticky vliv az na vyjimky. Tyto vysledighledré metastdz vSak nebyly
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moc geswdcivé a proto byl proveden dalSi pokugeft pokus), ktery byl proveden na
vétSim mnozstvi mysi (20 v jedné skupinMél tedy wtSi vypovdni hodnotu.

Ve tretim pokusu jsme se tedy zabyvali takiégqzerg metastazujicim melanomem
B16-F10 a ovlivenim metastaz pomoci proenzymoterapie, ktera bylileosmanai.m.

a i.p. Bylo zjis€no, Ze proenzymy nemaji na metastazovani teragutitv. To
popird zasadnim gpobem literaturu (Novak a Trnka 2005, Wald et 88, Wald et
al. 2001) o pouZiti proenzyihrespektive enzyijako |&by metastdz. Tento rozpor je
vSak pochopitelny. VSichni ostatni atitgpouzivali ve svych studiich jednorazovy
metastazovy pulz. Odejmuli vzdy primarni nador & paali terapii, ktera tak
dosahovala 50 - 60% redukce vyskytu metastaz djeetédentni, Zeiptéto (Einnosti
bude organismus vykazovat jiné vysledky, nez bylyokpzany v naSich
experimentech, kde nebyl odejmut primarni nadoretastazy tak byly produkovany
po celou dobu terapie. Z&em nuzemerict, Zze pokud bychom akt IécCit metastazy
proenzymy, tak musime nejprve odstranit primarumionaaby byla terapiecinna.

Prestoze jsme zjistili @ité omezeni v pouzitelnosti proenzymové terapiejv b
proti metastazam, vysledky ostatnich (Kaiserovédd2®&hlferstova 2008, Kalferstova
2010, Marsikovan prep, Maierova 2010, Zivna 2010) ukazuji na &mau redukci
nadorovéhotrstu a uziténost této metody.

Po uvedeném vymezenginnosti proenzymoterapie jsme se rozhodli pokusit s
najit tEinngjSi protinadorovy progedek, nez byla proenzymoterapie. Rozhodli jsme se
pro oblast vrozené imunity, kde nejsou znamé tatsablé protiimunitni aktivity
nadoru. Celda myslenka sped v instalaci PAMPsp@athogen-associated molecular
patterrs) na nadorové hiky s cilem vyvolat cileny atak. Prvnim oriegiém
pokusem byl pokustyfti.

V tomto pokusu Slo o zji&hi vlivu LPS (lipopolysacharid), TGM (thioglykolaté
médium) a BG (beta glukan) ndinpzert metastazujici melanom B16-F10. TGM je
uzivano k natazeni neutrdfido dané oblasti (n&stji do peritonealni), LPS by se
mel zaintegrovat do membrany biknsvym lipofilnim koncem (funguje to tak u
bakterii a tento jev je popsan i u membran jinycmn¢k (Carr a Morrison 1984)) a
svym druhym koncem tw¥enym polysacharidy se stava antigenni praikigu
imunitnino systému. Tento konec ube pispivat také kadhezi a aktivovat
komplement. Beta glukan aplikovany. mél do nadoru filakat fagocytujici biiky,
které by nador zgily. Pokusili jsme se tedyt. aplikaci TGM do nadoru namigrovat

neutroflily, které by nador zcel&a ¢ast&€né znicily. Bohuzel tento fistup zklamal,
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k redukci nadorovéhoistu nedoSlo. Rowi tak aplikace betaglukanu i.t. byla
nelinna, coz potvrdila i ve své praci Maierova (2012gjimavé je, Ze.0. aplikace
na tomto modelu melanomu funguje vyb&rooz dokazuji prace Kalferstova (2008) a
Maierova (2010). Vybomfunguje LPS, ktery zjsobil vyraznou redukcitstu jinak
vysoce agresivniho a rychle rostouciho melanomuBIG Rechodr jsme dokonce
pozorovali zmenSeni nadoru, coZ je jev u tohotoonadchevidany a fekvapivy
(melanom B16-F10 nam zdvojnasobuje objem f#iadty) Jak je znamo, LPS
zpasobuje aktivaci komplementového systému (alternatoesty). Disledkem této
aktivace je cytolyza buwhk, zvySeni chemotaxe a opsonizace. Neutrofily jsiou
loZiska gitahovany fragmentem Cb5a. LPS se vaZze na rece@bryl4 na povrchu
burgk monocytomakrofagovéady a za spoluiasti LBP, MD-2 a TLR-4 dochazi ke
stimulaci produkce lyzosomalnich enzymrychlosti fagocytézy a uvtbvani
hydrolytickych enzymi a prostednictvim cytokii dochazi k natahovani dalSich
burék a vyvolani prudké zé&tlivé reakce. Aktivované makrofagy rosih mohou
snaze likvidovat nadorové Bky, a to @imo vazbou nebo zprdstkovar
uvolmovanym TNF. Pedpokladame, Ze dikymto mechanisiim doSlo k vyrazné
redukci objemu nadoru, kterou jsme zatim u Zadnéami provadnych pokug
nepozorovali. LPS je samigmeé nebezpény (moznost septického Soku)ieBtoze
jsme pouzivali znmé davky LPS, nikdy jsme nepozorovali u mysi Zapogéze. Je
mozné si pedstavit, Ze rychle se ukotvujici LPS se v nadoreghe a nezéfuje
organismus. Po likvidaci b&k imunitnim systémem sefgjm¢ LPS inaktivuje. Je
mozné si pedstavit pouziti i ¥tSich davek LPS u#énnych objemu nadoru a jeho
vazebné kapagit

DalSim experimentem (pokus 5) bylo studium vlivutuyieh a sonikovanych
bakterii Stenotrophomonas maltophilia N- formyl-methionin-Leu-Phe-(Lys)12
(=FM) na girozert metastazujici melanom B16-F18tenotrophomonas maltophilia
je flagelarni gramnegativni bakterie nesouci PANIRs je LPS, flagelin a dalSi. Tato
bakterie je jedinou bakterii s vyrazpozitivnim povrchovym nabojem (pl je 11) a je
schopna se na negatiévnabité povrchy velmi sithvazat, coz pravnador je (Jucker
et al. 1996). N-formyl-methionin-leucin-phenylalafdysin (12x) n&l diky dvanacti
lysinim vyrazny kladny naboj. Spoléhali jsme tedy takéeha interakci se zapornym
nabojem nadorovych bak. Jak mrtvé tak sonikované bakteri® maltophilia
redukovaly fist nadoru vyraznym Zigobem a rély i pozitivni vliv na vyskyt metastaz

a jejich ¢etnost. Pedpokladanym mechanismem byla gr&@lektrostaticka interakce
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kladre nabité bakterie se zap@rmabitym nadorem, jak jiz bylo zmino. Vyznam
samotné elektrostatické interakce prdnék bakterie je obtizné prokazat. Nicrién
pro dalSi studium bude vhodné tento pokus zopakejinbu béikatou gramnegativni
bakterii jako witou kontrolou, by neplnohodnotnou. Velmi dobrych vyslédka
redukci primarnich nador jsme dosahli pomoci FM, ktery obsahuje formyl-
methioninovy motiv (chemotakticky i fagocytarni digd). Formyl-methioninem
za&inaji bakterie a nejen ty proteosyntézu. Syntetngvl?2 lysinovy konec formyl-
methionin-Leu-Phe nam ¢hzarit vysoce kladny naboj a ¢hse tedy vazat na nador
(zaporny naboj) pomoci elektrostatické interakce @&alSi studium by bylo pokus
vhodné zopakovat a to za pouziti samotného forngthioninu nebo formyl-Met-
Leu-Phe jako kontroly bez vazebné schopnosti.

Vzhledem k tomu, Ze jsme pouzili jen malé davky fak maltophiliatak FM
vrezimu ob dva dny a jen 4x, Ize se domnivat, ibéemzivreni terapie by mohlo
piinést vyrazné zlepSeni. Jak z grajyplyva, nepodchyti-li se dost&te rast nadoi,
je nemozné pak s velkymi nadory bojovat.

V Sestém pokusu jsme se zabyvali optimalizaci kémko cytotoxického testu,
ktera byla nutnosti, jelikoZ tento test nebyl&Uyhovujici na pouzivané melanomoveé
buiky B16-F10. Vyuzivali jsme metodujiokové cytometrie, ktera ndm na zakiad
barveni busk pomohla odlisit bitkky nadorové od nenddorovych a Zivé od mrtvych.
Provedli jsme dale kvantifikaci metody. &@p burek byly vyjadcovany v absolutnich
poctech diky sestavené kaliktrd kiivce s dobrym koretmim koeficientem. B
optimalizaci se nam potilo dosdhnot vyrazného odliSeni populace Zivychrbvyah
nadorovych a efektorovych bén Bylo zjiS€no, Ze DiOGg a havazané PAMPs na
nadoroveé biky zasadnim zjsobem nepsobi a Ze tedy je cytotoxicky test deb
pouzitelny pro studium vlivu efektbrna nadoroveé hiky s a bez PAMPs. V naSem
experimentu neutrofily nevykazaly cytotoxickou a&kti viaci nadorovym bikam.
Vysvétleni mize byt mnoho. Jednim &chto vysétleni mize byt, Ze LPS je
signalnim a scavengerovym ligandem a je otazkouja#é miry niiZe iniciovat
fagocytdézu. FM je fagocytarni ligand, d@eptoze fagocytdza nadorovych Bkine
casto popisovana (Caruso et al. 2002, Dale et aB)2(G@ obtizné si ij@dstavit, jak
malé neutrofily fagocytuji tyto obrovské melanomdouéky. Jednim z dalSichigtodi
muze byt to, Ze nebyla dost&té simulace firozeného proseédi (g@itomnost
spravnych cytokifi ve spravném mnozstvi) pro podporu efektorovych ébuv

piirozeném prosedi tyto latky jako LPS a FM fungovaly, viz. pokdisaa 5). Také si
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muzeme vSimnout na jednotlivych dot plotech v tonastd, Ze odliSeni populaci neni
vzdy jednoduché. Ne vzdy se nadorovélkyuchovaji stejs. Fikladem niize byt
Obrézek 38 v filoze, kde v oblasti Q1 a Q2 jsouriiy, které by se tam vyskytovat
nently. Toto mize byt dano chybou v barveni nebo nedos&tete inkorporaci barvy
do burgk. V dalSich pokusech, které budou na tento nawwzdwde pdtba pro
studium in vitro pipravit efektorovym bitkam (neutrofiim) prostedi co nejblizSi
jejich piirozenému a to fidavanim prozastlivych cytokini pripadré smesi cytokini

Z prostedi zastlivého exudatu.
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6. Zavér

> Byl zaveden urdly metastazovy model zaloZzeny na i.v. aplikaci metaovych
burck B16-F10. Bylo zji&no, Ze tento jinak Siroce pouzivany model neni
identicky s firozenym metastazovanim a jefingjmensim pro studium

proenzymoterapie nevhodny.

» Proenzymy proti metastazam selhavaji ¥ipad permanentni existence

primarniho nadoru, coz #dhziuje nutnost operace primarniho nadoru.

> Zjistili jsme velmi vyrazny dinek i.t. aplikace LPS proti melanomu B16-F10
(redukce objemu nadoru).

> Zjistili jsme vyrazny efekt sonikovanych a mrtvytiakterii Stenotrophomonas
maltophilia aplikovanych i.t. vedouci k redukadistu nadoi a k ¢ast&nému

potlateni metastaz

> Zjistili jsme vyrazny vliv i.t. aplikovaného fago@rniho ligandu N-formyl-Met-
Leu-Phe-Lys(12) na redukdistu nadoi.

» Zavedli jsme, postupn optimalizovali a kvantifikovali cytotoxicky testrq
studium vlivi efektoi (neutrofili) na melanomové hkiky B16-F10 a to samotné
nebo s navdzanymi PAMPs. Tato metoda bude vyZadiel&f optimalizaci z
hlediska prosedi (cytokiny)
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8. Priloha

8.1 Priloha 1 - Cytotoxicky test s melanomovymi bitkami s navazanym LPS a FM

Priloha 1 ukazuje typické pbéhy meteni cytotoxického testu s nazeaymi
melanomovymi biikkami. Tato ndfeni byla provagha na piitokovém cytometru za
shodnych podminek (stejny tpok, stejné nastaveni (okového cytometru atd.).
Grafické vysledky vidime niZe, postup je uvederapitole 3.15.4.

Na Obrazku 23 vidime scattergram s néemgmi nadorovymi bikami, ze
kterého byla vybrana populace Bln(P1) pro dalSi analyzu. Scattergram zobrazuje
zavislost mezi velikosti parametru FSC (forwardtecha SSC (side scatter). Hodnoty
jsou relativni. Na zaklad morfologickych vlastnosti, jako je velikost (FS@)
granularita (SSC) bk miZzeme ve scattergramu rozliSiizné typy bugk. Vybrana
P1 oblast (populace nadorovych Bkinzastava pro vSechny scattergramy v pokusu
stejnd. Z P1 populace byly pak vzdy vybrany ,sibgl¢jednotlivé buiky), ze kterych
byl sestaven dvouparametricky dot plot, kde jsouosach analyzovany jednotlivé
fluorochromy (PE-Texas-Red a FITC), které odpovigauzitym fluorescemim
barvam v tomto pokusu (DiQga PE-Texas-Red). DiQg odpovida fluorochromu
FITC a Pl odpovida fluorochromu PE-Texas-Red, @iar. 24.

Dvouparametricky dot plot s nezfgymi nadorovymi bitkami (Obr. 24) byl
roz&klen na 4 oblasti (Q1 — Q4). Bkly jsou do &chto oblasti roz&leny podle toho,
jak jsou zn&eny (bude vysitleno u jednotlivych histograi).

Na dvouparametrickém dot plotu (Obr. 24) s néengmi buikami vidime, Ze
buiky jsou v oblasti Q3. V této oblasti se vyskytujinky, které nejsou obarvené
Zadnou fluoresceaimi barvou. Na dvouparametrickém dot plotu (Obr. Bfiyeme
vidét zobrazenou oblast P3, kterou se zde nebudemevatab$louzi k odliSeni

makrofagi v obdobném pokusu v praci MarSikoweé. prep).
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Obr. 23: scattergram nezranad. budk Obr. 24: nezn@  nad. buky

v oblasti (SSC-H x FSC-H)

PE-Texas-Red -A a FATC

Na Obr. 25 vidime scattergram nadorovych dunabarvenych PI, na dalSim

obrazku (Obr. 26) vidime dvouparametricky dot pkdge se v olasti Q3 vyskytuji

nezn&ené buky (= Zivé) a v oblasti Q1 se vyskytuji nadorovékynazngené Pl (=

mrtvé buiky).
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Obr. 25: scattergram nad. buk
naznaenych Pl (SSC-H x FSC-H)

Obr. 26: nad. buikky nazndgené
Pl v oblasti PE-Texas-Rea
FITC-A

Na Obr. 27 vidime scattergram efektorovychdsufma neutrofily bohata populace
burék) nabarvenych PI, na dalSim obradzku (Obr. 28)melidvouparametricky dot
plot, kde v olasti Q3 vidime neztené buky (Zivé buiky) a v oblasti Q1 vidime
efektorové biikky nazng&ené Pl (mrtvé biky).
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Obr. 27: scattergram efekt. bk
naznaenych Pl (SSC-H x FSC-H)

Obr. 28: efekt. biky nazné@ené
Pl v oblasti PE-Texag-Rea
FITC-A

Na Obr. 29 vidime scattergram nadorovych dsunazngenych Pl a DiOg a
efektofi (neutrofii) nazngenych PI, na dalSim obrazku (Obr. 30) vidime
dvouparametricky dot plot, kde v olasti Q3 vidimezna&ené buky (predevsSim Zivé
neutrofily) a v oblasti Q1 vidime kky nazngené Pl (pedevSim mrtvé neutrofily).
V oblasti Q4 vidime biky nazn&ené DiOGg (predevSim zivé nadorové tky) a
v oblasti Q2 vidime hitky nazng&ené DiOGg a Pl (fedevSim mrtvé nadorové
buriky).
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Obr. 29: scattergram nad. buk

nazna'enych Pl a DiOGgg +
efekt. buky naznéené PI
(SSC-H x FSC-H)
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Obr. 30: nad. buzky naznd@ené
Pl a DiOGg + efekt. buky

nazngené Pl v oblasti PE Texas-
Red -A a FITC-A

Na Obr. 31 vidime scattergram nadorovychdbhus navazanym LPS nazfeych
Pl, na dalSim obrazku (Obr. 32) vidime dvouparaicietrdot plot, kde v olasti Q3

vidime nezné&né buiky (Zivé buiky) a v oblasti Q1 vidime kiky nazngené PI

(mrtvé buiky).
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Obr. 31: scattergram nad. buk Obr. 32: nad. buiky s navazanym
s havazanym LPS a nazeaych LPS a nazoené Pl v oblasti
PI (SSC-H x FSC-H) PE-Texas-Red -A a FITC-A

Na Obr. 33 vidime scattergram nadorovychdbus navazanym LPS nazreaych
Pl a DiOGg, na dalSim obrazku (Obr. 34) vidime dvouparamigfridot plot, kde
v oblasti Q4 vidime htky nazngené DiOGg (Zivé buiky) a v oblasti Q2 vidime
buiky nazngené DiOGg a PI (mrtvé biiky).
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Obr. 33: scattergram nad. buk Obr. 34: nad. buiky s navazanym

s nhavazanym LPS a nazeaych LPS a nazoené DiOGg Pl

Pl + DIOC;5 (SSC-H x FSC-H) v oblasti PE-Texas-Red -A a
FITC-A

Na Obr. 35 vidime scattergram nadorovych dus navazanym FM (F-Met-Leu-
Phe (Lys)12) nazranych PI, na dalSim obrazku (Obr. 36) vidime dvoaipatricky
dot plot, kde v olasti Q3 vidime nezemé buiky (Zivé buiky) a v oblasti Q1 vidime
buiky nazngené PI (mrtvé biky).
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Obr. 35: scattergram nad. buk Obr. 36: nad. buiky s navazanym
s havazanym FM a nazfenych FM a nazrané Pl v oblasti
Pl (SSC-H x FSC-H) PE-Texas-Red -A a FITC-A

Na Obr. 37 vidime scattergram nadorovychdbkus navazanym FM nazéenych
Pl a DiOGg, na dalSim obrazku (Obr. 38) vidime dvouparamigjridot plot, kde
v oblasti Q4 vidime htky nazngené DiOGg (Zivé buiky) a v oblasti Q2 vidime
buiky nazngené DiOGg a PI (mrtvé biiky).
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Obr. 37: scattergram nad. buk Obr. 38: nad. buiky s navazanym

s navazanym FM a nazéenych FM a nazr@né DiOGg + Pl

Pl + DIOC;5 (SSC-H x FSC-H) v oblasti PE-Texas-Red -A a
FITC-A

Na Obr. 39 vidime scattergram nadorovychdus navazanym LPS nazienych
Pl a DIOGg a efektod (neutrofiki) nazngenych PI, na dalSim obrazku (Obr. 40)
vidime dvouparametricky dot plot, kde v olasti Q3dime nezn&né buky
(predevSim zivé neutrofily) a v oblasti Q1 vidimenky nazngené Pl (pedevSim
mrtvé neutrofily). V oblasti Q4 vidime kky nazn@ené DiOGg (predevsim Zivé
nadorové biikky) a v oblasti Q2 vidime kiky nazn&ené DiOGg a Pl (fFedevSim
mrtvé nadorové hiky). Toto jsou hlavni grafy cytotoxického testuassazanym LPS.
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Obr. 39: scattergram nad. buk
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Obr. 40: nad. buiky s navazanym
LPS a naztené DiOGs .+ PI
+ efekt. biky naznéené PI
v oblasti PE-Texas-Red -A a

FITC-A

Na Obr. 41 vidime scattergram nadorovychdbkus navazanym FM nazéenych
Pl a DIOGg a efektod (neutrofiki) nazngenych PI, na dalSim obrazku (Obr. 42)

vidime dvouparametricky dot plot, kde v olasti Q3dime nezn&né buky

(predevsim zivé neutrofily) a v oblasti Q1 vidimenky nazngené Pl (pedevSim
mrtvé neutrofily). V oblasti Q4 vidime bBky nazngené DiOGg (predevSim Zivé
nadorové bikky) a v oblasti Q2 vidime hiky nazngené DIOGg a Pl (fFedevsim

mrtvé nadoroveé hiky). Toto jsou hlavni grafy cytotoxického testuasdzanym FM.
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Obr. 41: scattergram nad. buk
s havazanym FM a nazéenych
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Obr. 42: nad. buiky s navazanym
FM a nazwané DiOGg .+ Pl
+ efekt. biky naznéené PI
v oblasti PE-Texas-Red -A a

FITC-A
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