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1. UVOD

V roce 1953 bylo v CSSR zavedeno povinné hlageni nemocnych zhoubnym novotvarem a
vroce 1976 hlaSeni kontrolni, které zahrnuje i pfiCinu umrti. Mezi lety 1965 a 1985 se
celkova incidence viech zhoubnych onemocnéni v CSSR zvedla o 57 % a umrtnost se
b&hem t&chto 20 let udrzela mezi 20,5 — 19,7 %. Tehdy nalezela CSSR mezi ty evropské
staty, jejichz hodnoty incidence 1 mortality byly vysoké (Bek, 1989).

Vysoky vyskyt zhoubnych nadorii v Ceské republice v celosvétovém méfitku po-
tvrzuje Zamecnik ve své publikaci z roku 2002 (Zamecnik, 2002).

Trend mortality z 60. az 80. let miZeme povaZovat za staciondrni, od 90. let mirné
klesa. Zato trend incidence vykazuje stale stejny vyvoj, rostouci. Zhoubné novotvary jsou
vice nez 40 let druhou nejéastéjsi pri¢inou umrti v CR po kardiovaskularnich chorobach,

a to u obou pohlavi (Srb, 2012).

Lauren Pecorino za¢ina svou knihu vétou o tom, Ze statistiky vyskytu malignich
onemocnéni jsou Sokujici, a pokracuje tim, ze jeden Clovek ze tii béhem Zivota trpi néja-
kym onkologickym onemocnénim (Pecorino, 2012).

Zminuji se o datech tykajicich se pfevazné naSeho uzemi, ale vyskyt malignich

onemocnéni je zavazny globalni problém.

1.1. Zhoubné bujeni

Velikost jakékoliv bunééné populace v mnohobunééném organismu je piisné kontrolova-
na rovnovdhou mezi signaly, které stimuluji nebo inhibuji proliferaci, diferenciaci
a preziti bun¢k. NaruSeni intracelularnich a extracelularnich déja, které reguluji bunécné
funkce, mize mit za nasledek zmény v po¢tu bunék v urcité tkani. Takové zmény jsou
casto zédkladem patologického vyvoje (Pusztai a Cooper, 1996).

Dé&jem zvanym nadorova transformace buiiky dochdzi k pfeméné normalni buiky
v buiiku nadorovou, a jejim délenim pak vzniké cely nador, ktery tedy predstavuje klonal-
ni proliferaci. Podstatou transformace je mutace urcitych genti (Fakan, 2005).

Za nador je povazovan shluk abnormalnich bun¢k, které rostou odlisné od bunék

normalnich, a tento rast pfetrvava v téle 1 v dobé, kdy prestala ptisobit pfi¢ina vyvolavaji-



ci nador. Typické pro nadory je, Ze se vymykaji z kontrolnich mechanizmi, které tidi rist

normalnich tkéni (Macak a Macakova, 2004).

1.1.1. P¥i¢iny vzniku nadori

Zakladni pti¢ina vzniku onkologického onemocnéni je zména genetické vybavy burky.
Zmeéna se projevi vypadkem urcitych funkei jako je regulace buné€ného ristu. Genetické
zmény souvisejici se vznikem neoplazmy mohou vzniknout ndhodnou chybou pii déleni
buiiky, ale ¢astéji jsou zpusobeny vnéjSimi vlivy (Zamecnik, 2002).

Faktory, které se podileji na vzniku nadord, jsou chemické latky zevniho prostiedi,
fyzikalni vlivy, viry, hormony, dédi¢nost a dietetické zvyklosti. Chemické latky, které pti
plsobeni na organismus vedou ke vzniku zhoubného bujeni, se nazyvaji kancerogeny. Ze
zevnich fyzikélnich vlivii majicich vliv na vznik nddoria je nejvyznamnéjsi zareni. Rent-
genové zafeni a obecné zafeni s kratkou vlnovou délkou jsou prokazatelnymi pficinami
zhoubnych nadort. Urcité davky zafeni mohou nador sice 1éCit, ale jde jen o obdobu situ-
ace, kdy nékteré prudké jedy ptlisobi ptizniveé s léCebnym ucinkem, jestlize jsou pouzity
v malém mnozstvi. VEtsi davky a zeyjména opakovanad ozafovani mohou vést ve vzniku
nadoru. ZvySena expozice slunecnimu ultrafialovému zatfeni (zvlasté¢ UV-B, A = 290 —
320 nm) vede ke zvySené Cetnosti koZnich nadorl (naptf. melanomtl). Papilomaviry, her-
pes viry nebo Epstein-Baarové virus jsou piiklady virt, které mohou vyvolat nadorové
onemocnéni. Hormony mohou ovlivnit vznik nédor, pisobi-li v nadmérném mnozstvi,
a prikladem jsou zejména estrogeny. ZvySené hladiny estrogenti se davaji do vztahu se
vznikem fady karcinomil u Zen, napf. prsu, déloZni sliznice a vaje€nikil. Pfima dédicnost
nebyla u nadorh prokéazana, ale potomek muize mit predispozice ke vzniku naddoru uréené
dédiénymi vnitfnimi podminkami. Zkoumdani vétSich soubort lidi v rtiznych oblastech
svéta ukazuje, Ze jsou rozdily v kvalité potravy a jejich zplisobech Upravy a soucasné ve
vyskytu zhoubnych nadorii (Krej¢i a Dvotacek 1978, Macak a Macakova, 2004).

Ve vice nez 20 % smrtelnych onkologickych onemocnéni hraje roli strava. Svij
vliv miize mit strava, kterd obsahuje mnoho nasycenych tukii a zdroveit malo vldkniny
a antioxidantl, které¢ lze ziskat ze zeleniny a ovoce. Tento vliv zlistavd diskutabilni,
nicméné obezita je stdle hlavnim rizikovym faktorem pro diabetes a n€kterd nadorova
onemocnéni jako karcinom prsu nebo tlustého stieva (Pelengaris a Khan, 2006).

Dé&di¢né je napiiklad autozomalné dominantni onemocnéni familidrni polypoza

tlustého stfeva, ktera je prekancerdézou kolorektalniho karcinomu. U c¢lentt rodin
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s familidrni polypdzou tlustého stieva je témef 100% riziko vzniku karcinomu (Bek a kol.,
1989).

Nelze striktné tici, Ze plisobeni jednoho rizikového faktoru vzdy vyvold nadorové
bujeni. Rizikové faktory plisobi v kombinaci, a to jesté stdle nemusi znamenat vznik na-
doru, avSak ptisobeni Skodlivého faktoru zvySuje naSe riziko na toto onemocnéni

(Pelengaris a Khan, 20006).

1.1.2. Vlastnosti a rozdéleni nadoru

Biologické vlastnosti nadorti se vyjadiuji pojmy benignita (nezhoubnost) a malignita
(zhoubnost). Dilezité je pojmy ,,benigni* a ,,maligni* chapat ve vztahu k naddoru, nikoliv
ve vztahu k postizenému nadorem. Ackoliv obecné plati, Ze benigni nador ma lepsi pro-
gnozu nez maligni nador, 1 benigni nddor mize zplsobit vazné az smrtelné komplikace
utlaCovanim cév a dilezitych vyvodi. Existuji mezistupné oznacované jako semimaligni-
ta, potencidlni malignita a nizka malignita (Jirasek a Klener, 1989).

Zakladni charakteristika obou typii je dana nékolika vlastnostmi. Za vlastnost ne-
zhoubnych néddort je povazovan pomaly expanzivni rist, coz vypada tak, ze nador je
obvykle ohraniCeny, zvétSuje svilj objem, tim utlacuje okolni tkdné€, ale neprorista jimi.
PfedevSim netvofi metastazy a po vyoperovani se neopakuje. Naopak rist zhoubného
nadoru je rychly a infiltrativni — neohranic¢eny, nador prorista do tkané, a tim ji destruuje.
Maligni nadory se Spatné odstranuji a recidivuji (Macak a Macékova, 2004).

Vyhradni vlastnosti malignich nadort je schopnost §itit se po organismu a zakladat
druhotnd loziska zvana metastdzy. Nadorové buiiky se mohou dostat do lymfatickych cév
a touto cestou do lymfatickych uzlin, kde se buiika zachyti a zaloZi nové nadorové loZis-
ko. Dalsi moznosti je krevni cesta, kdy vznikaji metastazy i v jinych orgénech, nez se
vyskytuje primarni lozisko (Zamecnik, 2002).

Dal$im parametrem rozdé¢leni nadort je jejich tkanovy ptivod. Nadory mohou pat-
fit k nékolika histologicky odliSnym typim: mezenchymdlni, epitelové, neuro-
ektodermové, smiSené a germindlni nadory (germinomy). Do mezenchymalnich nadort
patii nadory vaziva, chrupavky, kosti, cév a tukovych, svalovych a krevnich bun¢k. Epite-
lové nadory postihuji kryci a zlazovy epitel. Nadory CNS, periferniho nervstva, kize
a sliznic fadime do skupiny neuroektodermovych nadorfi. Oznaceni smiSené naddory nesou
takové nadory, jez vznikly z dvou tkani riizného puvodu, naptiklad fibroleiomyom je na-

dor z hladké svaloviny s pfimési vaziva. Germinomy jsou nadory z bunck ucastnicich se
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vzniku a vyvoje jedince, tj. z nezralych pohlavnich buné€k, nezralé tkan€¢ embrya, pupec-
niku, placenty aplodovych obald, ale ize =zralych tkdni dospélého (Sttitesky
a Halberstadt, 1995).

Stritesky a Halberstadt jesté uvadéji dva extra ptipady nadort, které nemohou byt
zafazeny k Zadnému ze zminovanych typl tkani, v nichZz maji nddory sviij ptvod a jejichz
strukturu napodobuji. Prvnim pfipadem je vysoce maligni choriokarcinom, ktery odpovi-
da trofoblastu. Zaroven zminiuje fakt, Ze choriokarcinom miiZze vzniknout jako zvlastni typ
germindlniho nddoru pohlavnich zldz u muzi i u zen. Druhym ptipadem je skupina nado-
ri hromadné nazyvana mezoteliom, coZ jsou benigni 1 maligni naddory z vystelky télnich

dutin, tedy z pohrudnicni, bfi$ni a osrde¢nikové (Sttitesky a Halberstadt, 1995).

1.1.3. Vznik nadorového bujeni

Geneticka nestabilita se zda byt zasadni vlastnosti nddorovych bunék. Cely proces vzniku
nadorového onemocnéni zacina pocateCnimi mutacemi, na které se béhem vyvoje nadoru
nabaluji dalsi a dalS$i mutace, jez umozinuji nadortiim dale rist, poskozovat okolni tkané,
metastazovat, naruSovat obranné mechanismy organismu, celkové se prizplisobovat

a ovlivilovat okolni podminky (Zdmecnik, 2002).

Vyzkum ukazuje, Ze zhoubné bujeni je onemocnéni genomu na bunééné urovni.
Diitkazem pro toto tvrzeni je fakt, ze DNA nadorovych bunék obsahuje mnoho zmén za-
hrnujicich bodové mutace, ale irozsahlé chromozémové dalece a translokace (Pecorino,

2012).

Nahromadéni mutaci v buiikdch béhem Zzivota pfedstavuje vicestupniovy proces
kancerogeneze. Podminka nahromadéni mutaci v ¢ase vysvétluje to, proc¢ je vyssi riziko
onemocnéni zhoubnym nadorem ve vys$Sim véku a pro¢ se zvysil vyskyt zhoubnych one-
mocnéni napfi¢ stoletimi tak, jak se prodlouzil primérny vék. Cim déle ¢lovek Zije, tim
ma teoreticky vétsi Sanci na to, ze v jeho DNA probéhne pravé tolik zmén, které vedou

k vyskytu nddorového onemocnéni (Pecorino, 2012).

v

Narustajici odchylky v genech jsou pfi¢innou vzniku onkogenti, genti ddvanych do
souvislosti s nddorovou transformaci bunky. Onkogeny vznikaji aktivaci protoonkogentl,
coZ jsou béZné€ vyskytujici se geny v organismu s vlivem na vznik, rist a diferenciaci bu-
nék. Aktivace onkogenli krom¢ vloZzenou mutagenezi je mozno dosdhnout virovou
transdukci, translokaci, genovou amplifikaci a bodovou mutaci (Macak a Macakova,

2004).



K protoonkogentiim patii jesté¢ dalsi 3 skupiny genil s regulaénim vlivem na rlst
buiiky a tkang. Jsou to tumor supresorové geny, geny regulujici apoptdzy a geny castnici
se reparaci DNA. Mutace v protoonkogenech jsou dominantni a mutace v tumor supreso-
rovych genech se projevuji recesivné. JenZe 1 mutace v jedné alele tumor supresorového
genu se mize projevit. Nedojde k uplné ztraté funkce, ale mnoZstvi nebo aktivita proteinu
bude snizena natolik, Ze proliferace a pteziti bunék nebude brzdéno, protoze k normalni
down-regulaci riistu jsou vyzadovany dvé funkéni kopie genu. Geny pro regulaci apopto-
zy se mohou chovat jako protoonkogeny i1jako tumor supresorové geny. Za spoustéc
kancerogeneze je povazovano neletalni genetické poSkozeni. Mutace v genech podileji-
cich se na opravé DNA nepiimo vyvolavaji nadorové bujeni, protoze jestlize nejsou
schopny vykondvat svoji funkci stoprocentné, pak nejsou opravovany chyby v jinych ge-
nech véetné jiz zminénych protoonkogenech, tumor supresorovych genech a regulacnich

genech apoptozy (Robbins a kol., 2010).

1.1.4. Invazivita a metastazovani zhoubnych nadoru

Invazivita je typickym rysem malignich nadori, avSak v jistych situacich je béZzna
1 fyziologicky (1. v téhotenstvi, kdy trofoblast narusuje sténu délohy a napojuje se na
matcin cévni systém, 2. pii fyziologické tvorbé cév, kdy endotelové buiiky nové tvore-
nych cév musi prorazet bazdlni membranu). Proces metastazovani se déje v nasledujicich
krocich; uvolnéni nddorové buiiky z primarniho loziska, vstup do cévy (mizni nebo krev-
ni), opusténi cévniho fecisté a uchyceni v sekundarni lokalizaci (Buc, 1997).

Na pocatku metastazovani je oddéleni samotné metastatické buiiky od celého na-
doru. Spojeni bun¢k je zajisStovano kadheriny a integriny. Nadorové bunky snizuji stavy
téchto adhezivnich molekul na svém povrchu. ZvySenim exprese E-katherinu docilime
tumor supresivniho ¢inku (Pecorino, 2012).

Bazalni membrana jasné¢ vymezuje hranice organu. Sklada se pfevazné z lamininu,
kolagenu a fibronektinu (Pecorino, 2012). Nadorové bunky k lamininu receptory maji
(Klener, 1997). Po ptilnuti naddorové metastatické bunky k bazdlni membrané dojde
k jejimu naruSeni proteolytickymi enzymy uvolnénymi z nddorovych bunék. Nadorova
buiika pronikd do mizni nebo krevni cévy. V miznim systému se ¢asto nadorova buiika
zachyti v mizni uzlin€. V krevnim ob&hu se vytvaii agregaty krevnich desti¢ek
s nadorovymi bunikami. Takové minitromby se zachytavaji v kapilarach, desticky adheruji

ke stén€ cévy a uvoliuji svilj biologicky aktivni obsah. Metastatické nddorové buiiky vy-
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tvareji cestu skrz cévu do organu proteazami, nejvice metaloproteazami. Nasleduje rust
mikrometastazy v novém prostiedi podporovany PDGF uvolnénym z krevnich desticek

(Klener, 1997).

Metastazovani do organii je specificky proces. Dé&je se na zaklad€ interginl
a adhezivnich molekul. Pfi studiu melanomu bylo zjiSténo, Ze melanomové bunky expri-
muji antigen VLA-4, jehoZ partnerskou molekulou je VCAM-1 na endotelovych buiikach
plic. Interakci VLA-4 x VCAM-1 je dana selektivnost metastatického procesu melanomu

prave do plic (Buc, 1997).

1.1.5. Melanom

Mezi neuroektodermové nadory patii 1 lidsky maligni melanom. A¢koliv 95 % melanomi
se vyskytne na kiizi, nejde vyluéné o kozni naddor. Melanocyty, buiiky, z nichZ maligni
melanom pochézi, maji ptivod v neuralni trubici. Prekurzory melanocyti v prvnich tyd-
nech embryogeneze prochédzeji diferenciaci a migruji z neuralni trubice do raznych tkant,
vcetné klize. Z toho vyplyva, Ze maligni melanom miize postihnout i1 o¢ni tkan a sliznice
rekta, vaginy a nosu. Vzacny je napiiklad v jicnu (Hercogova, 2007).

To, ze maligni melanom postihuje pfevazné kiizi, je dano rizikovymi faktory, jez
jsou s malignim melanomem spojovany. Hlavnim vnéj$im faktorem, ktery lze ovlivnit, je
expozice slune¢nimu ultrafialovému zafeni. Dermatologové tvrdi, Ze pouZivani ochran-
nych opalovacich prosttedki nestaci, ale Ze mezi zasady prevence patii zbyteCné se
nevystavovat slunci. Dal§imi rizikovymi faktory jsou svétla kiize, syndrom dyspastickych
névi, kdy nositelé syndromu maji na téle desitky az stovky pigmentovych névi, a vyskyt
maligniho melanomu v rodinné anamnéze (Hercogova, 2007).

Podkladem maligniho melanomu je obvykle pigmentovy névus. Maligni zvrat né-
vu se projevuje rozpitim okraji, celkovou asymetrii, zménou barvy, svédénim a
v pokrocilém stadiu krvacenim (Komarek, 2000). Nekdy vznikne maligni melanom ,,de
novo* na kiizi bez névu (Macak a Macakova, 2004).

Bunky melanomu ¢asto tvofi velké mnoZstvi melaninu, a proto nador i metastazy
byvaji ¢erné. Existuji vSak 1 amelanotické melanomy (Macak a Macakova, 2004).

V klinické praxi jsou rozliSovany 4 zékladni subtypy melanomu (lentigo maligna
melanoma, superficialné se $ifici melanom, nodularni melanom a akrolentigin6zni mela-

nom) a sekundarné jejich kombinace. Pro stanoveni obecné prognoézy je dilezity vyvoj



vzhledu. Plo$ny tenky rast naznacuje dobrou progndzu, ale navazujici vertikalni rist pro-
gnozu znaéné zhorsuje o metastazy (Bek, 1989).

Maligni metastazujici melanom je agresivni a obtizné 1éCitelné onkologické one-
mocnéni. Je-li melanom zachycen v primdrnim stadiu, kdy jesté neroste vertikdlng, je
dobfte odstranitelny chirurgicky. S nadorem se odebird i ¢ast okolni zdravé tkané ptipadné
se provadi idisekce zvétSenych regiondlnich uzlin. Uzivani adjuvantni terapie prozatim
zlepSuje vysledky pouze nevyrazné. U pokrocilych a recidivujicich nadort se ptikracuje
k chemoterapii nebo radioterapii (Hercogova, 2007; Bek, 1989). Maligni melanom se fadi
mezi nejvice odolné nadory viici radioterapii 1 chemoterapii. Dacarbazin je nejCastéji pou-
zivany 1€k pro toto onemocnéni, ale median preziti je pouze 6-8 mésicl, presto se pak
metastazy objevi bez ohledu na aplikovanou 1écbu. Je znacny zajem o pouziti imunotera-
pie interferonem, interleukinem-2 a riiznymi dal§imi vakcinami, ale bohuzel nadéje zatim
nebyly nasledovany vyznamnym zlepSenim doby pieziti (Pelengaris a Khan, 2006).

Vyskyt maligniho melanomu v celosvétovém métitku ustaviéné roste, coz z néj Ci-
stoleti nepafil maligni melanom mezi ¢astd zhoubna onemocnéni (asi 2 % vSech zhoub-
nych nadori), ale za dalSich 10 let se jeho incidence zvedla o 50 % (Bek, 1989). Do roku
2000 byla incidence maligniho melanomu v CR 11 muzi a 13 Zen na 100 000 obyvatel
(Komarek, 2000) a v roce 2003 dosédhla 16,9 na 100 000 obyvatel. Narist incidence mezi
roky 1970 a 2000 je 447 %. Uvadi se, ze v USA je melanom paty nejcastéjSi naddor
umuzl a Sesty nejcastéjsi u zen. Nejvyssi incidence a mortalita maligniho melanomu je
v Australii a zemich severni Evropy (Hercogova, 2007).

Diky zvySenému zdjmu o melanom roste cetnost zachytu jeho Casnych stadii. V
roce 2000 se ¢esti dermatovenerologové ptipojili k Evropskému dnu melanomu, potada-
nému Evropskou akademii dermatovenerologie. Diky této akci se podafilo v poslednich

letech odhalit béhem jednoho dne v roce 20-30 melanomi (Hercogova, 2007).



1.1.6. MySi melanom B16-F10

Melanom B16 zahrnuje skupinu 4 typl melanomii (B16-FO, B16-F1, B16-BL/6 a B16-
F10). Melanom B16-F10 je spontanni melanom odvozeny od melanomu mysi C57BL/6
(Overwijk, 2001). Tento typ spontanniho melanomu byl dobfe transplantovatelny do kon-
gennich my$i nebo pouzitelny in vitro. Vzhledem k t€émto parametriim je ¢asto pouzivan
k objasnéni otazek tykajicich se biologie melanomu (Damsky, 2010).

Pro studium vlivu 1écby nadoru se experimentalné pouzivaji dva modely navozeni
melanomu u mysi. Jednak model aplikace nadorovych bunék intraven6zné, jednak spon-
tanni metastazujici model subkutanniho podani (Nakamura, 2002).

Typ melanomu B16-F10 exprimuje jen malé mnoZzstvi MHC I molekul, na rozdil
od jinych nadort my$i C57BL/6. Nizkd exprese MHC I je pravdépodobné diivodem zadné
nebo nizké imunogenicity melanomu B16. Tyto podminky vytvateji velmi tézkou zkous-

ku pro jakoukoliv formu imunoterapie (Overwijk, 2001).



1.2. Imunitni systém a nadorova onemocnéni

Hlavni funkci imunitniho systému jako celku je udrZzovani integrity organismu. Rozpo-
znavanim ,,8kodlivého* od ,,neSkodného* chrani organismus pted Skodlivinami vné¢jsiho
1 vnitiniho piivodu (Hoftejsi a Bartliikova, 2009). Prvni linii obrany vi¢i patogeniim tvofii
epitelidlni bariéry. Jestlize je patogen uspéSny a piekona tyto bariéry, je rozpoznan kom-

ponenty imunitniho systému (Pathak a Palan, 2005).

1.2.1. Vrozena a ziskana imunita

Vrozena 1 ziskana imunita ma svou humorélni i buné€nou slozku. Mechanismy vrozené
(nespecifické) imunity, jaké vyuziva v boji, jsou fagocytdza, opsonizace a neutralizace
mikroorganismll a jejich produktli a jsou vykondvany fagocytujicimi a pfirozené cytoto-
xickymi buiikami za bunéfnou ¢ast a za humoralni frakci je to komplementovy systém,
interferony, lektiny a sérové proteiny (Buc, 1997). Charakteristické pro nespecifickou
imunitu je, Ze nema imunologickou pamét’, a tudiz jeji ptisobeni neni ovlivnéno piedcho-
zim setkdnim se Skodlivinou. Imunitni reakce proti patogenim je zaloZzena na
strukturalnich nebo funk¢nich odliSnostech (Hoftejsi a Bartiinkova, 2009).

Ziskana (specifickd) imunita operuje s antigenné specifickymi mechanismy. Imu-
nitni reakce vznikd po rozezndni antigenu. Antigen je substance, kterda ma potencial
indukovat specifickou imunitni odpovéd’, tzn. produkci protilatek, vyvolani efektord
a regulacnich bun€k imunitniho systému (Ferencik a kol., 2000). Humoralni sekce speci-
fické imunity stoji na protilatkach produkovanych B lymfocyty a buné¢na predev§im na T
lymfocytech. Charakteristickym rysem reakci vrozené imunity je imunologickd pamét
(Hoftejsi a Barttinkova, 2009).

Fagocyty rozpoznévaji struktury na povrchu organismii, které jsou oznacovany ja-
ko molekularni vzory (motivy) spojené s patogenitou (pathogen associated molecular
pattern, PAMPs). Jsou evoluéné velmi konzervované a sdilené mnoho mikroorganismy.
Jsou zivotn€ nezbytné a nevyskytuji se na hostitelskych buiikdch. Vyskyt PAMPs v téle
jasné poukazuje na néco ciziho. Ptikladem takovych cizorodych motivli jsou lipopolysa-
charidy gramnegativnich bakterii, kyselina lipoteichova grampozitivnich bakterii nebo
glukany a manany typické pro kvasinky a plisné. PAMPs jsou rozpoznavany receptory

fagocytti uvadéné pod zkratkou PRRs z anglického ndzvu pathogen recognition receptors.



Patogent je cela tfada, ale diky vyskytu PAMPs fagocytarni buiiky vystaci jen s nékolika
desitkami PRRs (Hoftejsi a Barttiikova, 2009).
Podle funkce se PRRs d¢li na sekretované, fagocytarni a signdlni receptory.

Sekretované funguji jako opsoniny pro fagocyty a aktivuji komplementovou kas-
kadu. Navazani téchto PRRs na mikrobidlni buné€nou sténu vytvaii znacku pro imunitni
sytém, coz vyusti v lyzy takto ozna¢enych bunék. Piikladem je C-reaktivni protein. Endo-
cytarni (fagocytarni) PRRs se nachazeji na fagocytech. Rozpoznavaji PAMPs,
vychytavaji je a preddvaji do lysosomii. Piikladem je formylpeptidovy receptor. Signalni
receptory se vyskytuji jako cytoplazmatické 1 jako membranové bunééné receptory. Akti-
vuji signalni cesty, které vedou k tvorbé kostimula¢nich molekul. Signalnimi receptory
jsou Toll-like receptory (TLRs). U ¢lovéka bylo zjisténo 10 TLRs a naptiklad lipopolysa-
charid je ligandem TLR4 (Pathak a Palan, 2005).

PRRs jsou rozmistény prevazné na bunkach, které jako prvni ptichazeji do styku
s patogeny, epitelové buiiky na sliznicich a bunky pfirozené imunity. Rozpoznani PAMPs

muze vyvolat reakce dvojiho typu, fagocytézu a zanét (Ferencik, 2005).

1.2.1.1. Fagocytoza

Fagocytdza predstavuje nejstars$i obranny a ucinny mechanismus pfirozené imunity. D¢-
jem fagocytdzy jsou odstranovany z téla patogeny, inertni vdechnuté ¢astice a poSkozené
vlastni buniky. Pfi fagocytdze je externi Castice pohlcena a degradovana. Schopnost fago-
cytézy maji vSechny jaderné bunky téla, ale obranou funkci mohou prostiednictvim
fagocytozy vykonavat pouze profesiondlni fagocyty (neutrofily, makrofagy a eozinofily).
Fagocytdzu vyznamné urychluje opsonizace ¢astice komplementem nebo protilatkami.
Fagocyty migruji za objekty pohlceni na zdkladé chemotaktickych signald (ve
sméru jejich nejvétsi koncentrace), pro které maji receptory na svém povrchu. Chemokiny
mohou pochazet piimo od bakterii, které vnikly do organismu (malé peptidy obsahujici
aminokyselinu N-formylmethionin), nebo vznikaji v organismu (pfi aktivaci komplemen-

tu) (Ferencik, 2005).

1.2.1.2. Zdnét

Zanét je komplex déji a morfologickych zmén vyvolany pisobenim Skodlivého Cinitele

a ma funkci obrannou a opravnou (Sttitesky a Halberstadt, 1995).
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Zanét je velmi G¢inny nastroj vrozené imunity. Zanétlivé reakce se ucastni bunky
imunitniho systému (zejména neutrolily a makrofagy, také T lymfocyty, endotelové bun-
ky, eosinofily, zirn¢ builkky a krevni desticky), enzymovy systém krevni plazmy,
faze, metabolity kyseliny arachidonové, aj.). Hlavni bunky, které reguluji akutni zanét
a objevuji se v misté¢ zanétu jako prvni, jsou neutrolily. U chronického zanétu prevladaji
makrofagy a T lymfocyty (Ferencik a kol., 2000). Jako chemokiny jsou nazyvany latky,
které do mista zanétu ,,pozvou’ builky imunitniho systému. Dale zvySuji adhezi bunék
a aktivuji leukocyty (Pathak a Palan, 2005).

Zajmem nadoru je neustale rust, ale jak zvétSuje svlij objem, nardzi na ,,problémy*.
Stejné jako normalni bunky pottebuji i nadorové buiiky nutriety. Normalnim bunkam je
zajist'uje husta sit’ kapilar. V nddoru vSak cévy nejsou a prostd difuze jiz pii velikosti 1-2
mm’ nestadi. Nastava stav hypoxie. Jestlize je nador schopen zapo&it proces neovaskula-

rizace, rust nadoru pokracuje dal (Pusztai a Cooper, 1996).

Hypoxie mize navodit zadnétlivou reakci. Tuto reakci konkrétné vyvolava protein
HIF-1a produkovany bunkami, jez trpi nedostatkem kysliku, a ktery aktivuje transkripci
genu zodpovédného za produkei vaskularniho endotelialniho ristového faktoru (VEGF)

zvySujiciho cévni permeabilitu (Robbins a kol., 2010).

1.2.2. Imunologicky dozor a imunologicka tolerance

Imunologicky dozor je funkce imunitniho systému, prostfednictvim které rozpoznava
a likviduje poskozené, staré a antigenné pozménéné buiiky vlastniho téla. Je to spontanni
mechanismus, kterym dochézi k odstraniovani nadorovych bunék. Hlavnimi ,,aktéry* imu-
nologického protinadorového dohledu jsou NK bunky, aktivované makrofagy

a cytotoxické T lymfocyty (Ferencik a kol., 2000).

Z koncepce imunologického dozoru vyplyva, ze organismus by mél byt schopen
rozpoznat nadorové transformovanou buniku a zlikvidovat ji. OvSem podle klinickych
zkuSenosti, pokud jde o lidské nadory, je ziejmé, Ze imunologicky dozor selhava. Jde o to,
ze antigenni odliSnost spontannich nadort je velmi mala az zadna (Koutecky, 1989).

Podle soucasnych ndzorti miize byt proti nddorové buiice zahajena imunitni reakce
pouze v piipad¢, jsou-li nadorové antigeny prezentovany T lymfocytl dendritickymi buii-
kami, aktivovanych v zanétlivém prostiedi. Porucha prezentace nddorovych antigent je
ziejme hlavni pfi¢innou neucinnosti protinddoroveé imunity (Hotejsi a Barttiikova, 2009).
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Imunologicka tolerance fyziologicky mifi na vlastni buniky (tzn. vlastni antigeny),
aby nedochazelo k Skodlivé autoimunité. Patologicky se jednd o vyvolany blok funkce
lymfocytl a ve vysledku se projevi jako snizend imunitni odpoveéd’ nebo jeji absence na
konkrétni antigen (Pathak a Palan, 2005). Nadorové buiiky vylucuji TGF-B, ktery vyvola-
va pfeménu CD4 lymfocytii na tzv. regulacni lymfocyty a regulacni lymfocyty tim, Ze
také produkuji TGF-p, vytvareji autokrinni smycku (Chen a Wahl, 2003). Regula¢ni lym-
focyty maji supresivni u¢inek na T lymfocyty, a tim navozuji imunologickou toleranci
(Sakaguchi a kol., 2007). Regula¢ni T lymfocyty jsou pro organismus nepostradatelné.
Bez nich by dochazelo k rozsahlym autoimunitnim reakcim, avSak v piipadé vyskytu na-
doru pfedstavuji zdvaznou piekdzku v eliminaci nadorovych bunék (Hofejsi a

Barttikova, 2009).

1.2.3. Mechanismy odolnosti nadoru vici imunitnimu systému

e nizka hustota exprese nadorovych antigenii

e vznik mutantnich forem a selekce kolonii s niz§im vyskytem nadorovych antigenti
e maskovani epitopl antigeni sialylaci nebo fibrinovou siti

e Spatna prezentace nadorovych antigenti snizovanim exprese MHC |

e produkce faktori omezujici funkci T lymfocytt (TGF-f, IL-10)

e snizovani exprese kostimula¢nich molekul nutnych pro aktivaci T lymfocyt

e produkce faktori omezujici funkci dendritickych bun¢k (TGF-fB, IL-10, VEGF,
oxid dusnaty)

e Unik z apoptdzy sniZenou expresi Fas receptoru

e zvySend produkce Fas ligandu a indukce apoptozy efektorovych bunck interakci
Fas-FasL

e podpora neovaskularizace nddoru a proliferace nadorovych buné¢k produkci MIF
(Migration Inhibitory Factor)

e unik perforinovou cestou pomoci inhibitoru proteaz PI-9, ktery inaktivuje gran-
zym B, atim je zablokovana funkce buiikami zprostiedkované cytotoxicity

(Hotejsi a Bartiinkova, 2009; Pathak a Palan, 2005).
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1.2.4. Cytokiny a nadorovy rist

Cytokiny jsou polypeptidické komunikatory imunitniho systému, které plisobi prostiednic-
tvim specifickych receptori na rizné builkky imunitniho systému (Hofejsi a Bartinkova,
2009). Cytokiny maji vyraznou Ulohu v nddorové bunééné proliferaci. Ovliviiuji riist na-
doru, angiogenezi a metastazovani (Klener a Tesaft, 1997).

U mnoha zkoumanych nadort byla zjisténa zvySena exprese TGF-a (transformuji-
ci ristovy faktor). Pasobky, které aktivuji geny pro TGF-a, zaroven spusti 1 vétsi expresi
jeho receptoru. Secernovan je pfevazné transformovanymi butkami. Mé angiogenni G¢in-
ky apodobné vlastnosti jako EGF (epidermalni ristovy faktor), s nim ma spolecné
receptory.

Imunitni dozor je oslabovan prostfednictvim TGF-B. Potlacuje produkci imuno-
globulinti a aktivitu NK a LAK bunék. Je uvoliovan v biologicky neaktivni formé, k jeho
aktivaci vede napft. acidifikace. U vétSiny nddorovych linii byla zjisténa jeho vyssi sekre-
ce. Obecné ma TGF-P antiproliferacni uCinek, ale je bézné, ze u nékterych nadorti dochazi
ke stahovani receptort pro TGF-B, tim néddorovy rast neni tlumen. Svou ulohu TGF-f
uplatiiuje 1 v angiogenezi. Stimuluje tvorbu bazalni membrany, inhibuje migraci endotelii,
indukuje expresi integrinu a nékterych dalSich cytokinti (IL-1, TNF-a). Nadorovy rist je
dale podporovan vznikem regulacnich lymfocyti pod vlivem TGF-B (Klener, 1997).
TGF-b reguluje bunééné funkce, predevS§im T bunky. Indukuje apoptézu perifernich T
lymfocyth a inhibuje ¢innost cytotoxickych T lymfocyti (CTL). Imunosuprese T lymfo-
cyti zprostiedkovana TGF-f ma zvlastni vyznam v nddorové progresi, protoze tento

cytokin oslabuje schopnost CTL rozeznat a odstranit nador (Siegel a Massagué, 2003).

TNF (tumor necrosis factor, faktor nekrotizujici tumory) se vyskytuje ve dvou
formach (o a ) a obé maji spolecny receptor. Je produkovan aktivovanymi lymfocyty,
makrofagy, granulocyty a fibroblasty. TNF-a (kachektin) je medidtorem zanétlivé reakce,
zpusobuje lokalni nekrézu nddorovych bunék. M4 silny katabolicky ucinek a je zodpo-
védny za nadorovou kachexii, plisobi zvySeni télesné teploty. Ma silné angiogenni ucinky.
TNF-B (lymfotoxin) ma predevsim cytotoxické a cytolytické vlastnosti.

Interferon gama (IFN-y) je cytokinem vytvafenym T lymfocyty a NK buikami.
Jeho ucinky jsou antiprolifera¢ni a antiangiogenni. Vytvari podporu pro diferenciaci do
Th1 subpopulace, imunosuprimuje akce Th2 subpopulaci. M4 vliv na u¢innost fagocytozy

tim, ze podporuje vznik kyslikovych radikala. IFN-y je a€inny v synergii s TNF (aktivace
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makrofagii, granulocytii a cytotoxicity vic¢i infikovanym nebo malignim buiikdm). Ma
terapeutické vyuziti.

Interleukin-1 ma dvé¢ varianty (IL-1a a IL-1PB). Kazdé z nich je produktem jiné¢ho
genu, ale biologicky ucinek maji podobny, a to stimulace rastu a aktivace T lymfocyti,
indukce TNF-a aIL-8. O receptor soutézi jesSté s antagonistou receptoru, tzv. IL-1ra.
Zdrojem IL-1 jsou makrofagy. Z pohledu nadorovych onemocnéni miize mit u¢inky jak
stimula¢ni (aktivace né€kterych ristovych faktori), tak inhibicni (pfimo antiproliferacnim
ucinkem, nepiimo podporou imunitnich mechanismit). Ma angiogenni potencial (Klener,
1997).

Interleukin-2 je rastovym faktorem pomocnych T lymfocytl, ¢astecné 1 B bunck
aNK bun¢k. Vznikd vT Ilymfocytech a NK builkich na podnéty od monocyti
a makrofagl a nasledné autokrinné podporuje T buiiky. Vyjadiuje podporu mnozeni cyto-
toxickych lymfocyti, NK bunc¢k a LAK bunék, které pak reaguji s nadorovymi bunkami.
Ovliviyje sekreci IL-3, IL-5, GM-CSF, TNF a IFN-y. M4 rozsahl¢ terapeutické vyuziti.

Interleukin-3 je produkovan aktivnimi lymfocyty, ma uCinky na hemopoézu
a mize se ucastnit angiogeneze svym stimulaénim vlivem na Zirné burky.

Interleukin-6 je cytokin, ktery plisobi stimulaci a diferenciaci T 1 B bunék, vliv ma
1 na hepatocyty a megakarocyty. Inhibuje proliferaci endotelovych bunék. IL-6 je povazo-
vznik nechutenstvi a kachexie pii nddorovych onemocnéni. U karcinomu prsu vykazuje

antiproliferativni G€inek na nddorové bunky.

Interleukin-7 je produkovéan stromdlnimi bunkami kostni dfené, sleziny a thymu.
Ma vliv na proliferaci B lymfocyti, diferenciaci T lymfocyti, indukuje vznik LAK bunék,
stimuluje vydej cytokini z monocytt (IL-1, IL-6, TNF-a). Je autokrinnim ristovym fak-
torem lymfoblastové leukémie a lymfomd.

Interleukin-8 je chemotaktickym a aktivacnim signalem pro neutrolily, zaroven
inhibuje migraci bunék ze zanétlivého loziska, podporuje degranulaci neutrofilli a ma an-
giogenni ucinky. Buiky, které produkuji IL-8, jsou monocyty, T lymfocyty, fibroblasty,
endotelie, hepatocyty a NK bunky.

Interleukin-10 je produkovan T lymfocyty, granulocyty a makrofagy. Ma protiza-
nétlivy Uc€inek. Inhibuje cytotoxické reakce, blokuje aktivitu makrofdgli a produkci
reaktivniho kysliku indukovanou IFN-y. Také ma IL-10 inhibi¢ni vliv na syntézu a u€inky

cytokint. Podporuje transformaci normalnich B bunék virem Epstein-Barrové.

14



Interleukin-11 je produkovany fibroblasty. M4 podobné trombopoetické t¢inky ja-
ko IL-6 a ptisobi v synergii s IL-3. Vyznamné sniZzuje vyskyt mukozitidy po chemoterapii.

Interleukin-12 vznika v makrofagach, NK bunkach a B lymfocytech. Umozniuje di-
ferenciaci T lymfocyth na Thl lymfocyty, aktivuje a stimuluje cytotoxické lymfocyty
a NK bunky v synergii s IL-2. Ovliviiuje uvolnovani IFN-y a plisobi jako inhibitor angio-
geneze.

Interleukin-15 ma nékteré shodné ucinky s IL-2. Je riistovym faktorem T lymfocy-
td, stimuluje LAK, NK a B buiiky. Lze jej vyuZit ke stimulaci protinadorové odpovédi po
transplantaci kostni diené. Je autokrinnim ristovym faktorem Burkittova lymfomu. Pro-
dukuji ho fagocytujici bunky.

GM-CSF (rustovy faktor stimulujici kolonie granulocytli a makrofagii) stimuluje
zralé granulocyty a makrofagy k produkci angiogennich cytokind, ovlivituje expresi povr-
chovych adheznich molekul, diky nimz pronikaji neutrolily do zanétlivého
loziska. ZvySuje oxida¢ni metabolismus granulocytii a makrofagi a jejich fagocytarni
schopnosti. Pasobi na protinddorovou cytotoxicitu. Receptory pro GM-CSF byly proka-
zéany u kolorektalniho karcinomu a karcinomu prsu a plic.

Vaskularni endotelialni rastovy faktor (VEGF, vascular endothelial growth factor)
ma schopnost indukovat angiogenezi, d¢j dilezity pro preziti nadoru ve chvili, kdy jiz

Destickovy rustovy faktor (PDGF, platelet derived growth factor) se uvoliuje
z granuli krevnich desticek. Bunky jako makrofagy, endotelie nebo nékteré nadorove
bunky (sarkomové, gliomové) vytvaii identicky produkt PDGF-like. PDGF je vyznamny
angiogenni faktor. Také zvySuje senzitivitu bun€k na ostatni cytokiny. Pfisuzuje se mu
uloha v urychleni riistu sarkomil, melanomu a karcinomd.

Fibroblastovy rustovy faktor (FGF, fibroblast growth factor) se vyskytuje
v nékolika forméach a vSechny maji silny mitogenni vliv na buiiky neuroektodermalniho
a mezenchymalniho piivodu, indukuji angiogenezi a uplatiiuji se pf1 metastatickém proce-
su. FGF je exprimovan jako produkt onkogent transformovanych bunék.

Epidermalni rtstovy faktor (EGF, epidermal growth factor) ma také silny mito-
genni vliv na bunky neuroektodermalniho a mezenchymalniho pivodu. Receptor pro EGF
byl nalezen na mnoha malignich buiikach, zvlasté u epitelovych nadori (Klener, 1997).

K prozanétlivym cytokini se fadi IL-1, IL-6, IL-8, IL-12. Mezi protizanétlivé
cytokiny patii IL-1ra, IL-10, TGF-B (Klener, 1997).
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1.3. Diagnostika a 1é¢ba nadorovych onemocnéni

1.3.1. Primarni diagnostika nadorovych onemocnéni

Zakladni onkologické vySetieni se odehrava v ordinaci praktického 1€kare. Pti vySetfovani
obtizi pacienta by prakticky lékat m¢l vzdy myslet na moznost nddorového onemocnéni.
Jako prevence nékterych Castych a zdvaznych onkologickych nemoci (kolorektalni karci-
nom, karcinom prsu, karcinom cervixu) probihaji screeningové programy u praktickych
1¢katii a gynekologt (Bartonikova, 2002).

Pii podezieni na nador je pacient vySetfovan nékolika zdkladnimi metodami a to
rentgenovym vySetienim, pocitacovou tomografii (CT) nebo je pacient odeslan na magne-
tickou rezonanci. Pfi nadorech travici trubice je moZno provést endoskopii.
VysSetiovanému je odebran vzorek a histologické metody urc¢i jeho klasifikaci (Adam

a kol., 2004).

1.3.2. Laboratorni diagnostika nadorovych onemocnéni

Vcasna a spravna diagnostika urcuje strategii 1€cby a rozhoduje o celkovych vysledcich
1écby. Diagnosticky proces ptfedstavuje nejen vyznamny vstup do zahajeni protinadoroveé
terapie, ale je 1 predpokladem dosazeni uspéchu, jelikoz jsou pacienti rozdélovani do rizi-

kovych a terapeutickych skupin i1 podle laboratorniho vySetteni (Abrahamova, 2004).

1.3.1.1. Nadorové antigeny

Studie odhalily dvé skupiny nadorovych antigenii: antigeny specifické pro nadory (TSA)
a antigeny asociované s nadory (TAA).

Do TSA patii proteiny, které se na normalnich zralych buiikdch nevyskytuji. Jako
piiklady Ize uvést komplexy MHC s fragmenty proteinii (produkty mutovanych gend,
onkogennich viri), abnormalni formy glykoproteinti a idiotopy nadortt odvozenych od B
nebo T bunc€k (Hoftejsi a Bartiinikova, 2009). TSA se zpravidla vyskytuji u nadort che-
micky ¢i fyzikdlné indukovanych pii experimentech. U lidi vznikaji nddory spontanné
a tyto spontanni nadory nemivaji zadny nddorove specificky antigen (Buc, 1997).

K TAA fadime takové antigeny, které nejsou vyluéné specifické pro naddorovou

buiiku a které se mohou vyskytovat ina normalni bunice. Rozdil je v kvantité exprese.
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TAA jsou vyuZivany jako diagnostické nddorové markery. Prikladem je karcinoembryo-

nalni antigen nebo prostaticky specificky antigen (HotejSi a Barttiikova, 2009).

1.3.1.2. Nadorové markery

Nadorovym markerem je mysSlena latka pfitomnad v nddoru, produkovand nadorem nebo
produkovana hostitelem jako reakce na nador. Jestlize je tato latka zjiSténa pii rozboru
télnich tekutin, vznikd podezieni na ptitomnost nddoru, ovSem v urcité nizké koncentraci
se latka oznacovana jako tumor marker produkuje v organismu 1 fyziologicky. Tumorové
markery se zjiS§tuji metodami chemickymi, imunologickymi a metodami molekularni bio-
logie (Zima a kol., 2008).

VétSina biomarkerti nddorového rlstu neni vyuzitelna pro prevenci nebo jedno-
znacnou diagnostiku maligniho nadoru, jejich sledovani se ovSem vyplati jako monitoring
probihajici 1€cby, jestli 1é€ba m4 nebo nema vliv na rist nadoru a tim 1 na koncentraci
tumor markeru. Bohuzel nadorové markery zatim nemohou byt spasou laboratorni dia-
gnostiky a lécby. Neexistuje univerzalni nadorovy marker, jehoz ptitomnost by jasné
urcovala vyskyt nddoru. NezvySena hladina markeru jeSté neznamend neptitomnost nado-
ru. Naopak pozitivni nebo vyssi vysledek koncentrace nddorového markeru nemusi nutné

znamenat vyskyt zhoubného nadoru (Diamandis, 2002).

Ptehled casto vySetfovanych nadorovych markerti, jejich fyziologicky

a patologicky vyskyt uvadi Tab I.

Nadorovy marker

Fyziologicky vyskyt

Patologicky vyskyt

CEA
karcinoembryonalni
antigen

ve vyvijejicim embryu, v dospélosti je
produkovan epitelialnimi burikami
stievni sliznice, zaludku a bronch

karcinomy a adenokarcinomy plic,
zazivaciho traktu, mlécné zZlazy,
Zenskych pohlavnich organd, prosta-
ty)

AFP v embryonalnim Zloutkovém vaku hepatocelularni karcinom, nadory
alfa1-fetoprotein a fetalnich jatrech, v séru matky embrya

hCG

lidsky choriovy v téhotenstvi nadory varlat, choriokarcinomy
gonadotropin

PSA

prostaticky specificky v seminalni tekuting, v séru karcinom prostaty

antigen

CA 19-9 v mucinu v séru adenokarcinom pankreatu, zaludku,

kolorektalni karcinom

Tab I.: Pfehled vybranych nadorovych markerti (Zima a kol., 2008).
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1.3.2. Moznosti 1é¢by nadorovych onemocnéni

Je nékolik moZnosti, jak pfistoupit k 1é€bé onkologického onemocnéni, a je nutné dobie
posoudit, jaka 1écba bude vhodna pro dan¢ho pacienta. Je vSeobecné znamo, ze ¢im diive
pacient s nadorem piijde k Iékari, tim vétSi Sanci na vyléceni ma. Hlavnimi metodami
1écby zhoubnych nadort jsou chirurgickd 1écba, radioterapie, chemoterapie a ¢im dal tim

vice se prosazuje biologickd 1é¢ba (Zamecnik, 2002).

1.3.2.1. Chirurgicka terapie

Chirurgicka lé¢ba je efektivni v piipad€ odstranéni prekancerdznich stavi a malych Cas-
nych nadorh. Chirurgie se vyuzivad u vSech malignich nddorti bez ohledu na stadium
onemocnéni, ato za ucelem ziskani biologického materialu, feSeni problému (vyjmuti

nadoru) nebo odstranéni potizi a bolesti vyvolanych nadorem (Zamecnik, 2000).

1.3.2.2. Radioterapie

Lécba ionizujicim zéafenim je téz u€innd u malo pokrocilych nadort a u velkych nadort se
aplikuje s cilem zmenSit nador pred chirurgickym zasahem, anebo po operaci jako zlikvi-
dovani nadorovych bunék, které¢ mohly ptipadné zustat v operacni ran¢, prilehlém okoli
nebo v regionalni uzlin€. Radioterapie je stejné jako chemoterapie cilena na délici se bun-
ky. Radiosenzitivita nddorové buiiky je ddna radiosenzitivitou tkang, ze které nadorova
buiika vzesla. Pfesto je jeji citlivost na zafeni zvySena tim, ze vétSina bunck uvnitf nadoru
je ve fazi tésné pred délenim, dé€li se, nebo praveé déleni dokoncila, zatimco zdrava tkan je
z v&t§i miry tvofena vyzralymi buitkami. Biologicky Gi€inna radiace neboli davka je ta ¢ast
zéfeni, kterd je buiikou pohlcena a v burice zptsobi ionizaci, jeZ narusuje bunécné struktu-
ry. PoSkozena bunika se mlize reparovat, ale obvykle poskozeni bunky znamena zanik

buiiky (Thomas a kol., 2006).

1.3.2.3. Chemoterapie

Souborny nazev pro léky podavané v ramci chemoterapie je cystostatika, ktera pisobi na
proliferujici bunky. Efekt cytostatik spo¢iva v tom, ze generacni ¢as nadorové bunky je
del$i nez buniky normdlni, tedy k regeneraci zdravé tkan¢ dojde diive nez k regeneraci

nadoru (Klener, 1999). Chemoterapie se uplatituje jako navazujici terapie po radioterapii
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nebo chirurgickém zakroku a jako kurativni 1é¢ba u nddorovych onemocnéni v pokrocilé

fazi, u kterych jsou pravdépodobna sekundérni loziska (Zamec¢nik, 2002).

1.3.2.4. Bioterapie

Chemoterapie nebo radioterapie, jsou moznosti 1écby zaméfené na struktury spolecné
vSem buinikam. Biologické lécba umoziuje lepsi zacileni, ma méné vedlejSich ucinkd,
a tak je 1épe sndsena.

Do biologické 1€cby se tadi 1 hormondalni terapie. Jsou nadory, jejichz rist je ¢as-
tecné¢ zavisly na hormondlni stimulaci, jako naptiklad karcinom prsu nebo prostaty.
Buiiky téchto karcinomil maji receptory pro hormony pohlavnich zlaz. Cilem hormonalni
terapie je ztiSit rastové stimuly snizenim produkce hormonti nebo pomoci antihormont,
chemicky podobnych latek, které obsadi receptory pro hormony, nebo pouzitim antago-

nistil (Thomas a kol., 2006).

Nefunkéni tumor supresorové geny jsou nejcastéjSim nalezem v lidskych nadoro-
vych bunkéach. Genovou terapii mize byt UCinek téchto genii obnoven vnesenim
funk¢nich tumor supresorovych genti do nadorové buiiky pomoci virového vektoru. Ge-
nova terapie vyvolava obavy spojené s rizikem mutace viru a vazné¢ho poskozeni genomu
pacienta, proto jeSté neni béznou soucasti klinické praxe, a je vyzadovan dalsi vyzkum
v této oblasti (Thomas a kol., 2006).

Vyznamnou soucasti bioterapie je imunoterapie. Imunoterapie je metoda zalozena
na indukci protinddorové imunity nebo na vyuziti imunitnich mechanismti k cilenému
smétovani 1é€iv do mist nddoru. Své misto ma imunoterapie v 1é€bé minimalni rezidudlni
nemoci po odstranéni nadoru, kdy uz maligni nadorové bunky nejsou béznymi cytologic-
kymi metodami prokazatelné, ale je mozné, ze se v organismu nachézeji, a to v poctu az
10" (Hotejsi a Bartiiikova, 2009).

Nové pristupy k 1é¢bé malignit zahrnuji rozvoj imunoterapeutickych strategii, kte-
ré umoznuji selektivni zacileni pouze na nadorové buiikky. Nadorové bunky maji
schopnost uniknout z imunitniho dohledu imunosupresivnim uc¢inkem na komponenty
imunitniho systému. Nespecifick¢é imunostimulacni 1é€ebné postupy jsou zalozeny na
aktivaci makrofagti a NK buné€k a podpofe zanétlivého prostfedi v nddoru. Stimulace spe-
cifické imunitni odpovédi vyZaduje znalosti nddorovych antigeni. Nadorové antigeny
jsou exprimovany jako soucast cytoplazmy, membranové proteiny nebo secernované do

vngjsiho prostiedi (Pathak a Palan, 2005).
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Imunoterapie poskytuje n¢kolik moznosti aplikaci. Jednou z nich jsou protilatky,
které slouzi jako nosice 1€Civ, ptipadné aktivuji néjaky dal$i mechanismus imunitni odpo-
veédi (funkce opsonizace, indukce ADCC, aktivace komplementu). Protilatky jsou
zpravidla zaméteny proti antigenlim asociovanych s nddorem (TAA). Druhou variantou je
imunoterapie zalozena na celularné zprosttedkovanych mechanismech. Nésledujici vycet
dava prehled o bunécné zprostiedkovanych terapeutickych mechanismech (Hoftejsi

a Barttnkova, 2009; Buc, 1997; Pathak a Palan, 2005):

e Nespecificka imunitni reakce vii¢i nadoru navozenim zanétu v misté nadoru. Zangt
je vyvolan aplikaci vakciny mykobakteridlni suspenze. Zahdjenim imunitni odpo-
védi buiikky imunitniho systému nepiimo uto¢i ina nador. Tato metoda je
vyuzivana u pacienti s karcinomem mocového méchyie, castecnych uspécht bylo
dosahnuto 1 u melanomu.

e Adoptivni terapie zahrnuje stimulaci LAK bunék nebo TIL bunék. LAK buiky
jsou pacientovy T lymfocyty a NK buiiky stimulované IL-2. Stimulované bunky
se vrati zpét do pacientova téla s vysokou davkou IL-2. Uéinnost této 16¢by se po-
zoruje u '/3 pacientd s malignim melanomem a karcinomem ledvin. Tzv. TILs jsou
izolované lymfocyty, které infiltrovaly nador. Takové buiiky jsou jiz nadorove
specifické, ale utlumené kontaktem s nddorovymi buitkami. V laboratofi se in vit-
ro aktivuji cytokiny a vrati zpet pacientovy. TILs dosahuji o néco lepSich vysledki
nez LAK buriiky.

e ZlepSeni antigen-prezentujici funkce naddorovych bunék genetickou modifikaci.
Obecné nadorové buiiky jsou slabé v prezentaci antigenu. In vitro se zméni tak,
aby exprimovaly kostimula¢ni molekuly nebo produkovaly cytokiny, zaroven se
utlumi jejich schopnost déleni a vrati se pacientovi nebo se jesté kultivuji s T lym-
focyty pacienta, ¢imz se nastimuluji nddoroveé specifické klony. Misto stimulace je
mozné zvysit prezentaci antigent 1 hybridizaci s B lymfocyty nebo jinymi APC.

e Imunoterapie dendritickymi buiikami. Nejprve se izoluji pacientovy monocyty
z periferni krve a poté je in vitro pisobenim cytokinti vyvolana pfeména na mak-
rofagy. Makrofagy v pacientové téle podporuji T lymfocyty k protinadorové
reakci. Tato varianta imunoterapie je ve fazi klinickych testli u pacienta

s malignim melanomem nebo karcinomem ledvin ¢i prostaty.

e Imunoterapie T lymfocyty darce. Tento postup je jiz zavedeny v praxi. Pouziva se

po transplantaci kostni dien€ u pacientt s leukémii, kdy je potieba suprimovat re-
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akci vlastni imunity vici $tépu, ale zaroven puasobit proti leukemickym bunkam,
a to zajisti infuze malého mnozstvi perifernich lymfocyti darce v urCitych interva-
lech po transplantaci.

e Vyuziti rekombinantnich cytokini k posileni bunéénych mechanismi imunity.
Aplikace naptiklad IL-2, INF o nebo y nebo faktord stimulujicich kolonie je ome-
zena toxicitou vyssi davky.

e Pouziti imunolipozému. Lipozdmy jsou tvotfeny lipidickou dvojvrstvou, které pii
formovani vytvari kapsli. Chemoterapeutikum uzaviené v lipozému je jiz zavede-

né do klinické praxe. Imunolipozoémy by uvnitt nesly fragmenty protilatek.

e Zacileni na nadorovou angiogenezi. PouZiti monoklondlnich protilatek proti

VEGTF nebo jeho receptorim ma potencialni antinadorovy ucinek.

Pokud je nadorova masa dostate¢né odlisnd od vlastni tkan€, mohou proti nadoru
probihat imunitni nespecifické reakce 1 antigenné specifické. Problémem ovSem je fakt, ze
nadory vychazeji z tkan€ vlastniho téla a maji mnoho mechanismi odolnosti vii¢i imunité,
tedy nékdy dochazi k situaci jako by je imunita ,,nevidéla* (Hotejsi a Bartiinkova, 2009).

Nutnou soucasti protinadorové terapie je podptrna lé¢ba zahrnujici psychologic-
kou péci, specidlni dietni rezim 1 1éky pomahajici od potizi, které vyvolala vlastni 1é€ba.
Podptlirna 1é¢ba ma odstraiiovat nezddouci uinky lécby, zlepsit celkovy stav nemocného,

zvysit jeho obranyschopnost a kvalitu Zivota (Zamecnik, 2002).

1.4. Imunoterapie nadorovych onemocnéni zaloZena na vrozené
imunité

Cui a jeho spolupracovnici se ve své praci z roku 2003 zabyvali imunitnim dozorem. Jak

rychle a efektivné zlikvidovat nadorové buinky. Pracovali s mySim modelem BALB/c

a sarkomem 180. Nalezli pfitom specidlni dédi€énou mutaci SR/CR propljcujici mySim

schopnost spontanni regrese (SR), pfipadné upIné rezistence vii¢i nddorim (CR). Pii in

vitro studiu interakce leukocyt z t€chto mutantnich mysi se sarkomovymi buiikami zjisti-

11 tvorbu rozet. Nadorové buiiky podlehly cytolytickym zbranim leukocytt, jak je vidét na
obrazku (Obr. 1). Normalni bunky ziistaly neposkozené (Cui, 2003).
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Vyskytl se ptipad mysi, které nebylo mozno transplantovat sarkom. Odolnost za-
pri¢inila dominantni mutace v mySim genu. Bylo zjisténo, ze rezistence vuci sarkomu je
dédi¢na (Cui, 2003).

K potvrzeni teze, Ze nador byl zlikvidovan vrozenou imunitou, doslo po provedeni
pokusu na tzv. nahych myS$ich (nude mouse), které nemaji thymus, ve kterém se ,,8koli
T-lymfocyty, bunky ziskané imunity. U téchto mysi se projevila stejna rezistence na za-

kladé mutovaného genu (Cui, 2003).

Obr. 1: Tvorba rozet z nadorovych bun¢k a leukocytii na obrazku ze skenovaciho elektro-
nového mikroskopu. A — sarkomova burka izolovana z peritonea mysi, B — shluk

leukocytti okolo nddorové buiiky, C, D — lyza nadorové bunky (Cui, 2003).

V dalsi praci tym prof. Cui pomoci pritokové cytometrie dokazal, ze ataku na na-
dor se u SR/CR mysi ucastni pouze bunky vrozené imunity. Nejpocetnéjsi skupinou byly
neutrofily, dale NK buiiky a makrofagy. Pfenosem téchto bun¢k se podaftilo zlikvidovat i
nadory na normalnich mysich, které tuto mutaci nemély. Prace byla uzaviena tim, Ze vro-
zena imunita je schopna zlikvidovat i pokrocilé nadory s neobycejné vysokou uc¢innosti

(Hicks, 2006).
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1.4.1. N-formylmethioninové peptidy a formylpeptidové receptory
(FPRs)

Lidské neutrolily ptedstavuji 50-60 % leukocyta v cirkulaci a jsou vysoce specializované
pro svoji primarni funkci a to fagocytézu a odstranéni mikroorganismil z lidského téla.
Jejich celkova aktivita v procesu zdnétu nebo boji proti infekci je dana lokalni produkci
chemotaktickych faktorti. Takovym vysoce potentnim chemoatraktantem pro leukocyty
jsou peptidové fetézce zacinajici bakteridlnim tripeptidem N-formylmethionyl-leucyl-
fenylalanin (f-MLF). N-formylmethioninové peptidy vznikaji pfi proteosyntéze v mito-
chondriich a u bakterii, které na pocatek peptidového fetézce umistuji N-formylmethionin
(Hayashi a kol., 2013). Fagocytujici bunky registruji N-formylmethionin jako oznaceni
mista vyskytu bakterii, jez je potieba odstranit. Intenzita chemotaktického signalu je dana
aminokyselinovymi zbytky v N-formylmethionin peptidovém fetézci. Nejvyraznéjsi che-
motakticky U¢inek maji nepolarni zbytky leucinu, fenylalaninu nebo tryptofanu

nasledujici za N-formylmethioninem (Schiffmann a kol., 1975).

Formylpeptidové receptory jsou schopné vazat vysoce konzervované sekvence za-
lozené na N-formylmethioninovém motivu. Jsou exprimovadny na fagocytujicich

leukocytech a na lidskych bunikach se nalézaji 3 typy FPRs (Dufton a Perretti, 2010).

Neutrolily jsou aktivovany prostfednictvim G-proteinti (Hayashi a kol., 2013). G-
proteiny s jsou s GTP spojené proteiny dulezité ve vnitrobunécné signalizaci (Ferencik
a kol., 2000). Navazani f-MLF na receptor znamend mnoho moznosti imunitni odpovédi,

ptevazné ale produkci peroxidu vodiku a chemokinil (Hayashi a kol., 2013).

1.4.2. Lidské a mySi formylpeptidové receptory

Na lidskych bunikach je moZzno naleznout 3 typy formylpeptidovych receptorii (FPRs), na
mySich bunikach sedm. Mezi vybranymi lidskymi a mySimi formylpeptidovymi receptory
je vice nez 70% homologie (Dufton a Perretti, 2010).

He se ve své praci s kolegy zabyvali tfemi mySimi formylpeptidovymi receptory
a porovnavali je s lidskymi FPR. Evolu¢ni a funkéni korelace mezi lidskymi formylpepti-
dovymi receptory a jejich mySimi protéjsky zlstava nezcela pochopena. OvSem bylo
zjisténo, ze maji odlisné peptidové preference a bunééné distribuce. FPR 1 a2 jsou ex-
primovany ve stejném mnozstvi, ale vykazovaly rtiznou afinitu k formylovanym

peptidim. K N-formyl-Met-Leu-Phe-Ile-Ile-Lys-fluoresceinisokyanatu mél FPR1 vice
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nez 1000 silngjsi afinitu nez FPR2. Ortologem lidského FPR1 je mFprl (tedy evolu¢né

jsou piibuzni) s ur¢itymi farmakologickymi vlastnostmi lidského genu FPR2/ALX, mF-

pr2 ma velmi malou afinitu k formylovanym peptidim. Vnitrobunécné distribuce mFpr-

rsl na evolu¢ni vztah k lidskému FPR3 (He, 2013).

HLmaEn

FPR

FPRZALX

FPR3

HNo human
counterparts

Ligands
unknown

lilestiziy

fort

for2

for-rs3

for-re5

for-rsf

for-rs?

i R

% Identity

Genes

hFPR1
mipr1
mipr2
hFPR2/ALX
hFPA3
mipr-rs3
mfpr-rs4
mipr-rsé

mipr-rs7

Tissue/cell distribution

Monocyte, Ma, PMN, iDC

Monocyte, Mé, PMN, microglia, spleen,
lung, liver

Monocyte, Ma, PMN, microglia, spleen,
lung, liver, heart

Monocyte, Mo, PMN, microglia,
T-lymphocytes, spleen, lung, liver
Monocyte, Mg, DC

Skeletal muscle

2

Brain, spleen, testis, skelatal muscle

Heart, lung, liver, spleen, pancreas,
smaooth muscle

Obr. 2: Schématické zndzornéni homologie a zastoupeni lidskych a mySich FPRs (Dufton

a Perretti, 2010).
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2. CILE PRACE

Ukolem této bakalaiské prace bylo prostudovat a provéfit moznosti 1é&by nadorovych
onemocnéni, konkrétné na modelu mySiho melanomu B16-F10, pomoci kotveni formyl-
methioninovych peptidii na povrch naddorové buikky. A to provadénim pokusii in vivo
a laboratorni diagnostikou pomoci ELISA testu. V praci jsem se zamétovala na vliv riz-

nych terapeutickych ptistupl na riist nddoru a sekreci cytokinii v prostfedi nadoru.

Zaméfila jsem se na tyto hlavni cile:

e Prostudovat zmény hladin zakladnich prozanétlivych a protizanétlivych cytokinti
v prubéhu terapie melanomu B16-F10 pomoci -MLFKK-BAM, LPS a jejich smé-
Sl

e VyzkouSet moznost nadorové terapie pomoci f-MLF motivu kotvené¢ho kovalent-

W

ne.

e Ovéfit moZnosti terapie melanomu B16-F10 pomoci kombinace kovalentné vaza-

né¢ho -MLF motivu s kovalentn¢ vizanym mananem.

e Zjistit vliv spaceru na G€innost nadorové terapie pomoci MLF motivu kotveného

kovalentné.
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3. MATERIAL A METODY

3.1. Chemikalie

e Biocompatible Anchor for cell membrane (BAM), Mw 4000 (NOF Corporation)
e DNase I (Roche Diagnostics)

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

e f-MLF (N-formyl-methioninyl-leucyl-phenylalanin) (Fluka)

e Liberase DL (Roche Diagnostics)

e Lipopolysacharid z Escherichia coli (LPS) (Sigma-Aldrich)

e Manan (Sigma-Aldrich)

e RPMI 1640 (Sigma-Aldrich)

e Sety pro ELISA testy (IL-1p, IL-6, INF-y, TGF-B, TNF-a — eBioscience, IL-8 -
R&D systems)

¢ Succinimidyl-[(N-maleimidopropionamido)-dodecaethyleneglycol]ester
(SM(PEG);2) (Thermo Scientific)

¢ Succinimidyl-4-(N-maleimidomethyl)cyclohexane-1-carboxylate (SMCC) (Ther-

mo Scientific)
e Tris(2-Carboxyethyl)phosphine hydrochlorid (TCEP) (Sigma-Aldrich)
e Trypanova modf
e Trypsin
e EDTA vPBS

3.2. Laboratorni zvirata a nadorové bunécéné linie

Pokusnym mySim modelem byly samice kmene C57BL/6N zakoupenych od Charles Ri-
ver Laboratories. Na poc¢atku pokusu byly 8 tydnii staré a vazily mezi 18 a 20 g. Pokusné
mysi byly chovany ve zvéfinci Parazitologického ustavu AV CR v podminkéch, jeZ zahr-
novaly fotoperiodu 12/12 hodin, stalou teplotu 22 °C, relativni vlhkost 65 % a neomezeny

ptistup ke sterilni vodé a krmivu ve formé pelet.
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Pokusy byly porovadény na melanomu B16-F10. Buniky melanomu byly zakoupe-
ny u American Type Culture Collection. Buiikky byly kultivovany v RPMI 1640 s 10 %
FCS, antibiotiky, glutaminem a merkaptoethanolem pfi teploté 37 °C v atmosféie nasyce-

né vodnimi parami s oxidem uhli¢itym v koncentraci 5 %.

3.3. Priprava melanomovych bunék pro in vivo pokusy

Bunky byly zbaveny média promytim sterilnim fyziologickym roztokem (3%). Nasledova-
la pétiminutova trypsinizace pii 37 °C. Trypsinizacni smés obsahovala 0,02% trypsin
a 0,02% EDTA v PBS. Konec trypsinizace znamenalo pfidani malého mnozstvi média
RPMI 1640 s 10% FCS. Pasteurovou pipetou byly buniky rozvolnény a dale centrifugova-
ny (10 minut, pfi 150G, 4°C). Po centrifugaci bylo k bunikam v peletu ptidano RPMI 1640
bez séra na celkovy objem 3 ml. Rozvolnéni bun¢€k bylo opét vykonano pomoci Pasteuro-
vy pipety. Bunky byly, po obarveni mrtvych bunck trypanovou modii (30 pul bunééné
suspenze + 30 ul trypanové modii), spocitany v Biirkneroveé komtirce a ptipadné roziedé-

ny na poZadovanou koncentraci.

3.4. Transplantace melanomovych bunék

Bunééna suspenze s 4.10° bunék melanomu B16-F10 v 0,1 ml RPMI 1640 bez séra
v jedné davce byla mySim injikovana subkutdnné do pravé dolni Casti zad. Tato ¢ast byla

pied aplikaci oholena, aby byl nador patrnéj$i. Mysi byly v dob¢ aplikace 8 tydna staré.

3.5. Zjistovani koncentrace raznych cytokini v nadoru

Laboratorni metodou pouzitou pro stanoveni koncentrace ur¢itého cytokinu v nadoru byl
ELISA test (z anglického Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay). Dodavatelem setu pro
ELISA test byla firma eBioscience (pro cytokiny IL-1B, IL-6, TGF-B, TNF-a). Set pro

interleukin-8 dodala spolecnost R&D systems.

Pouzitd metoda umozZnila zjistit pfitomnost antigenu (cytokinu) ve vzorku pomoci

vazebnych a detek¢nich protilatek.

Bylo postupovéano podle manudli od vyrobct.
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3.6. Méreni velikosti nadoru

Velikost naddorti byla méfena pomoci kaliperu. Z naméfenych hodnot byl vypocitan objem
nadoru podle vzorce V = m/6AB?, piicemz A je nejdel$i rozmér nadoru v milimetrech

(odpovida Sifce) a B nejkratsi rozmér nddoru v milimetrech (odpovida vysce).

3.7. Statistické vyhodnoceni dat

Z namé&fenych hodnot byla provedena statistickd analyza pomoci MO Excel (dvouvybéro-

vy t-test) a programu Statistica 10 (Survival Analysis).

3.8. Priprava terapeutickych latek

3.8.1. Priprava f-MLFKK-BAM

Navazani molekuly BAM na aminoskupinu f-MLFKK bylo provedeno pii pH 7,3 meto-
dou podle Kato a kol., 2004. Béhem jedné hodiny pii pokojové teploté doslo k reakci
skupiny NHS vazané na BAM s g-aminoskupinou lysinu v f-MLFKK. Ziskany roztok (v

PBS) byl az do doby pouziti uchovavan v zamrazeném stavu pii minus 20 °C.

3.8.2. Priprava f-MLFKK-SMCC a jeho pouziti

Pti ptipravé terapeutickych roztoka byly dodrzeny pokyny od vyrobce (Thermo Scienti-
fic). NHS skupina SMCC reagovala s g-animoskupinou lysinu v -MLFKK.

Aby se ligandy SMCC udrzely na nadorové buiice, bylo tieba redukovat cystiny na
povrchu nadorovych bunék na cysteiny. To bylo provedeno podle Christiaansen a kol.,
1984. Jako redukovaci roztok byl pouzit 50mM roztok TCEP v PBS a byl aplikovan 1
hodinu pied podanim ~MLFKK-SMCC. Poté se -MLFKK-SMCC prosttednictvim me-

leinimindu navazal na povrchové —SH skupiny bunck.
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3.8.3. Priprava fMLFKK-SM(PEG); a jeho pouZiti

Ptiprava byla identickd jako v pfedchozim bod€. Rovnéz hodinu pted pouZitim této latky
bylo potfeba zredukovat cystiny na cysteiny. Nasledovala vazba -MLFKK-SM(PEG);,

na cysteiny na povrchu bunck.

3.8.4. Manan-SMCC a jeho pouziti

Nejprve byl pfipraven aminovany manan a to redukéni aminaci mananu podle Torosan-

tucci a kol., 2005.

Podle firemnich navodd (Thermo Scientific, Pierce Protein Biology Products) ob-
dobnym zpiisobem jako v predeSlém pokusu zreagovala v prostiedi PBS NHS skupina
SMCC s aminoskupinou aminovaného mananu. Vazba na —SH skupiny byla zajiSténa

stejné jako v predchozich dvou pokusech.

3.9. Pokusy

3.9.1. Produkce cytokini leukocytarni infiltraci v melanomu B16-F10

Bylo pouZito 39 mysi (samice, C57BL/6N). Dvanacty den po transplantaci melanomo-
vych bunék byly mysi rozdéleny do 4 terapeutickych skupin podle podané latky. Kazda
skupina ¢itala 9 mysi. Kazd4d mys byla umisténa do samostatného boxu.

Mysim bylo jednordzové intratumoralné podano 50 pl nasledujicich sterilnich roz-

tokti v PBS:
e Skupina A — LPS (0,5 mg/ml),
e Skupina B - 0,5mM f~-MLFKK-BAM,
e Skupina C — 0,5mM f-MLFKK-BAM obsahujici LPS (0,5 mg/ml),
e Skupina K (kontrola) — PBS.

Pted 1é€bou (v 0 hodin) byly zméteny objemy nadort. Po 12, 24 a 48 hodinach po-
kusu byl 3 mySim ze skupiny vyjmut nador.
Nador byl vyjmut z usmrcené mysi (zlomenim vazu), oplachnut studenym médiem

RPMI 1640 a malé kousky nadoru byly umistény do zkumavky se studenym RPMI 1640
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(1 ml) s obsahem Liberase DL (c = 0,33 mg/ml) a DNase I (¢ = 0,2 mg/ml). Obsah zku-
mavky byl na tfepacce 1 hodinu pfi teploté 37 °C. Nasledné probihala centrifugace pti
160 g po dobu 10 minut pii teploté 4 °C. Pro ELISA test byly pouzity supernatanty. Buii-

ky, které byly v peleté, byly analyzovany pritokovou cytometrii (Veronika Caisova).

3.9.2. Pusobeni f-MLFKK-SMCC samotného i ve smési s LPS na rust
melanomu B16-F10

Pokus byl provadén se 30 samicemi C57BL/6N. Dvandcty den po transplantaci bunék
melanomu B16-F10 byly mysi rozdéleny do péti skupin (A az E). Kazda skupina citala 6
mysi. Kazda myS$ byla ve svém boxu. JeSté tyz den byla zapocata terapie. Pied aplikaci

terapeutickych roztoka byly zméteny pocate¢ni objemy nadord.

Schéma terapie (skupina a podana latka):

e Skupina A — 50 pl redukovaciho roztoku, po hoding 50 pl 0,5mM
f- MLFKK-SMCC,

e Skupina B — 50 pl redukovaciho roztoku, po hodiné 50 pul 0,5mM
f- MLFKK-SMCC ve smési s LPS (0,5 mg/ml),

e Skupina C — 50 pl redukovaciho roztoku, po hodin€ 50 pl roztoku LPS,
e Skupina D — 50 pl redukovaciho roztoku,
e Skupina K (kontrola) — 50 ul PBS.

Rezim aplikace byl 0., 1., 2. den terapie pro vSechny skupiny. Métfeni objemu na-
doru bylo provadéno kazdy druhy den terapie. Po ukonceni terapie byl sledovan rust

nadort a doba pteZiti mysi.
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3.9.3. Pasobeni f-MLFKK-SMCC/LPS ve smési s manan-SMCC/LPS
a pusobeni f-MLFKK-SMCC/LPS v kombinaci S manan-
SMCC/LPS (stridavé) na rist melanomu B16-F10

Pokus byl provadén s 12 samicemi C57BL/6N. Dvanacty den po transplantaci byly mysi
rozdéleny do tii skupin (A-C). Kazda skupina c¢itala 4 mysi, kazda myS byla ve svém bo-
xu. JeSté tyz den byla zapocata terapie. Pfed aplikaci terapeutickych roztokli byly
zméteny pocatecni objemy nadort.

Ptehled terapie (skupina, podana latka, terapeuticky rezim):

e Skupina A - 50 pl redukovaciho roztoku a po hodin€ 50 pul 0,5mM roztoku f-
MLFKK-SMCC/LPS v pulznim rezimu 0., 1., 2., 8., 9., 10., 16., 17., 18., 24., 25.,
26. den terapie.

e Skupina B - 50 pl redukovaciho roztoku a po hodiné 50 pl 0,5mM roztoku f-
MLFKK-SMCC/LPS v rezimu 0., 1., 2., 16., 17. a 18. den terapie. V 8., 9., 10,
24.,25. a 26. dnu terapie byl nejprve podavan redukovaci roztok v mnozstvi 50 ul
a po hodiné 50 pl roztoku 0,2mM manan-SMCC/LPS.

e Skupina C - 50 pl redukovaciho roztoku a po hodin€ 50 ul 0,5mM roztoku f-
MLFKK-SMCC/LPS ve smési s 0,2mM manan-SMCC/LPS v pulznim rezimu 0.,
1.,2.,8.,9, 10, 16., 17., 18., 24., 25., 26. den terapie.

Vsechny latky, sterilizované filtraci, byly injikovany intratumoralné. VySe uvedené
roztoky (FMLFKK-SMCC, manan-SMCC a smés f-MLFKK-SMCC a manan-SMCC)
byly v PBS a obsahovaly LPS (0,5 mg/ml). Vliv na riist naddoru byl zjisStovan méfenim
objemu nadoru kazdy druhy den. Po ukonceni terapie byl sledovan rist nador a doba

preziti mysi.

3.9.4. Pisobeni f-MLFKK-SMCC ve smési s LPS versus piusobeni

f-MLFKK-SM(PEG);, ve smési s LPS na rist melanomu B16-F10
Pokus byl provadén s 10 samicemi C57BL/6N. Dvanacty den po transplantaci byly mysi
rozdéleny do dvou skupin (A a B). Kazdé skupina ¢itala 5 my$i, kazdd mys byla ve svém
boxu. Jesté tyz den byla zapocata terapie. Pied aplikaci terapeutickych roztokl byly zmé-

feny pocatecni objemy nadord.
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Schéma terapie (skupina, podand latka a terapeuticky rezim):

Skupina A - 50 pl redukovaciho roztoku a po hodiné 50 ul 0,5mM roztoku f-
MLFKK-SMCC ve smési s LPS v 0., 1., 2., 8., 9., 10., 16, 17., 18., 24., 25., 26.

den terapie.

e Skupina B - redukovaci roztok (50 ul) a po hodiné¢ 0,5mM roztok f-MLFKK-
SM(PEG);, ve smési s LPS v mnozstvi 50 pl ve stejném terapeutickém rezimu, ja-

ky méla skupina A.

Vsechny latky, sterilizované filtraci, byly injikovany intratumoralng. VIiv na rist
nadoru byl zjistovan méfenim objemu nadoru kazdy druhy den terapie. Po ukonceni tera-

pie byl sledovan rist nadort a doba pteziti mysi.
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4. EXPERIMENTALNI VYSLEDKY

4.1. Produkce cytokini leukocytarni infiltraci v melanomu

B16-F10

Tento experiment byl zaméfen na sledovani produkce cytokinii v oblasti nddoru. Bylo
zjistovano, zda se produkce cytokint (IL-1B, TNF-a, IL-6, IL-8 a TGF-) méni v Case a
v zavislosti na pouzité terapeutické latce. Celkové bylo testovano 5 cytokinti. Namétené

koncentrace byly prepoéteny na 1 mm’ nadoru.

4.1.1. Interleukin-1 beta (IL-1pB)

Aplikace LPS (skupina A) vyvolava zvySenou produkci interleukinu-1p. Nevyssi hodnoty
koncentrace IL-1P byly zjistény pii podavani -MLFKK-BAM (skupina B) ve 24 hodi-
nach od zacatku terapie. Podavani LPS v kombinaci s -MLFKK-BAM (skupina C)
nemélo na mnozstvi produkovaného IL-1PB témét zadny vliv. Nebylo dosazeno zadné sta-
tisticky vyznamné zmény oproti skupiné K (PBS). Vyvoj koncentrace IL-1p na 1 mm’

nadoru je zachycen na Obr. 3.
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Obr. 3: Koncentrace IL-1f bé€hem 48 hodin od pocatku terapie v oblasti nadoru.
Skupina A — LPS, skupina B — -MLFKK-BAM, skupina C — -MLFKK-BAM s LPS,
skupina K (kontrola) — PBS.
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4.1.2. Tumor necrosis factor-o (TNF-a)

V ptipad€ produkce TNF-a byl pozorovan podobny trend jako u IL-1. Hodnoty koncent-
race TNF-a u skupiny, které byl podavan LPS, béhem 48 hodin rostly, zatimco u skupiny
B (MLFKK-BAM) doséhly vrcholu ve 24 hodinach od pocatku terapie a nasledné po-
klesly. Skupina C se vyrazné neodliSovala od kontroly. Nebylo dosazeno zadné statisticky
vyznamné zmény oproti skupin€¢ K (PBS). Vliv terapie na produkci TNF-a je zaznamenan

na Obr. 4.
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Obr. 4: Koncentrace TNF-o béhem 48 hodin od pocéatku terapie v oblasti nadoru.
Skupina A — LPS, skupina B — -MLFKK-BAM, skupina C — f-MLFKK-BAM s LPS,
skupina K (kontrola) — PBS.

35



4.1.3. Interleukin-6 (IL-6)

Namefené koncentrace IL-6 v 1 mm’ nadoru byly nizké. U skupiny, které bylo podavano
LPS, je mozno pozorovat postupny narust produkce IL-6. U skupiny B bylo zjisténo, ze
nejvyssi koncentrace IL-6 bylo dosazeno po 24 hodinach. U skupiny C hodnoty koncent-
race IL-6 b&hem 48 hodin rostly, neodliSovaly se v§ak vyrazné od kontroly. MnoZstvi IL-
6 po 12 hodinach terapie bylo statisticky vyznamné mensi u skupiny lécené¢ f-MLFKK-
BAM (Obr. 5).
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Obr. 5: Koncentrace IL-6 béhem 48 hodin od pocatku terapie v oblasti nadoru.
Skupina A — LPS, skupina B — -MLFKK-BAM, skupina C — f-MLFKK-BAM s LPS,
skupina K (kontrola) — PBS. *P < 0.05 vztazeno ke kontrole
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4.1.5. Interleukin-8 (IL-8)

Nejveétsi koncentrace IL-8, byly zjistény ve skupiné mysi, které byl podavan LPS. U sku-
piny B doslo po 12 hodinach terapie ke statisticky vyznamnému poklesu hladiny IL-8
v nadoru, celkovy trend vyvoje koncentrace IL-8 u této skupiny je rostouci, stejné jako u

skupiny C (Obr. 6).
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Obr. 6: Koncentrace IL-8 béhem 48 hodin od pocatku terapie v oblasti nadoru.
Skupina A — LPS, skupina B — -MLFKK-BAM, skupina C — f-MLFKK-BAM s LPS,
skupina K (kontrola) — PBS. *P < 0.05 vztazeno ke kontrole
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4.1.6. Tumor growth factor-p (TGF-p)

Nameétené koncentrace TGF- v oblasti nddoru u skupiny A (LPS) maji rostouci trend a
ptevysuji hladiny tohoto cytokinu u kontroly. Nevyssi koncentrace dosdhl TGF-f u sku-
piny B (fMLFKK-BAM) po 24 hodinach od zacatku terapie, a pak jeho koncentrace
poklesla. Hladiny testovaného cytokinu se drzely pod urovni kontroly v ptipadé skupiny

lécené -MLFKK-BAM ve smési s LPS (Obr. 7).
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Obr. 7: Koncentrace TGF-f béhem 48 hodin od pocatku terapie v oblasti nadoru.
Skupina A — LPS, skupina B — -MLFKK-BAM, skupina C — f-MLFKK-BAM s LPS,
skupina K (kontrola) — PBS.
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4.2. Pusobeni f-MLFKK-SMCC samotného i ve smési s LPS na

rust melanomu B16-F10

V experimentu byl vliv terapie sledovan pomoci objemil nadorti a délky preziti mysi. Zde
pouzité kotveni formylmethioninového motivu do naddoru bylo kovalentni.

U skupiny A (-MLFKK-SMCC) doslo ke statisticky vyznamné redukci 12. den od pocat-
ku terapie. Uginek formylmethioninového motivu kotveného kovalentn& byl zesilen LPS
(skupina B). Smés vyvolala statisticky vyznamnou redukci nddorového objemu viici kont-
role (slupina K) jiz 4. den terapie. Samotny LPS (skupina C) nevyvolal statisticky

vyznamnou redukci nddorového ristu (Obr. 8).
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Obr. 8: Vliv terapie na velikost nadoru.

Skupina A — fMLFKK-SMCC, skupina B — -MLFKK-SMCC s LPS, skupina C — LPS,
skupina D — pouze redukovaci roztok, skupina K (kontrola) — PBS.

*P<0.05, **P <(0.01 vztazeno ke kontrole
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Po ukonéeni terapie byla sledovana doba pteziti mysi. Nebylo dosaZeno statisticky vy-
znamné delSiho pfeZiti proti kontrole (skupina K). Vliv formylmethioninového motivu

kotveného kovalentné je na Obr. 9.
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Obr. 9: Vliv terapie na délku preziti mysi.
Skupina A — -MLFKK-SMCC, skupina B — -MLFKK-SMCC s LPS, skupina C — LPS,
skupina D — pouze redukovaci roztok, skupina K (kontrola) — PBS.
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4.3. Pusobeni f-MLFKK-SMCC/LPS ve smési s manan-
SMCC/LPS a ptsobeni f-MLFKK-SMCC/LPS
v kombinaci s manan-SMCC/LPS (stfidavé) na rust

melanomu B16-F10

V experimentu byly testovany terapeutické smési ~MLF a mananu (oboji kotveno kova-

lentné pomoci SMCC) s LPS.

Vyznamné redukce nddorového objemu ve srovnani se skupinou ~-MLFKK-SMCC bylo
dosazeno pouze u skupiny lé¢ené -MLFKK-SMCC/LPS sttidavé s manan-SMCC/LPS
(skupina B). Podavani smési -MLFKK-SMCC/LPS s manan-SMCC/LPS se ukézalo jako
nevhodné (Obr. 10).
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Obr. 10: Vliv terapie na velikost naddoru.

Skupina A — f-MLFKK-SMCC/LPS, skupina B — f~MLFKK-SMCC/LPS a manan-
SMCC/LPS sttidavé, skupina C — -MLFKK-SMCC/LPS a manan-SMCC/LPS ve smési.

*P <0.05 vztazeno ke skupiné A, °P < 0.05 vztazeno ke skupine C
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Po ukonceni terapie byla sledovana doba pteziti mysi. Nebylo dosaZeno statisticky vy-
znamné delSiho preziti v porovnani skupin B a C ku A ani ve srovnani skupin B a C
navzajem, ackoliv ve skupiné A jedna mys piezila vice nez 100 dni a do doby sepisovani

bakalarské prace bez jakychkoli znamek nadoru stale zila (Obr. 11).
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Obr. 11: Vliv terapie na délku preziti mysi.
Skupina A — f-MLFKK-SMCC/LPS, skupina B — f~MLFKK-SMCC/LPS a manan-
SMCC/LPS sttidavé, skupina C — -MLFKK-SMCC/LPS a manan-SMCC/LPS ve smési.
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4.4. Pisobeni f-MLFKK-SMCC ve smési s LPS versus pusobe-
ni f-MLFKK-SM(PEG),, ve smési s LPS na rist melanomu
B16-F10

V pokusu byl zjistovan vliv formylmethioninového motivu kotvené¢ho kovalentné SMCC
a SM(PEG);,. Vysledky terapie prezentuje graf (Obr. 12). Nebyl témét zjistén rozdil
v terapii zalozené na aplikaci f-MLFKK-SMCC a {-MLFKK-SM(PEG);> (oboji
v kombinaci s LPS).
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Obr. 12: Vliv terapie na velikost nadoru.

Skupina A — f-MLFKK-SMCC s LPS, skupina B — f-MLFKK-SM(PEG);; s LPS.
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Po ukonceni terapie byla sledovana doba pteziti mysi. Nebylo dosaZeno statisticky vy-

znamn¢ delSiho pteZiti mezi skupinami A a B (Obr. 12).
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Obr. 12: Vliv terapie na délku pteziti mysi.
Skupina A — f-MLFKK-SMCC s LPS, skupina B — f-MLFKK-SM(PEG);, s LPS.
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5. DISKUZE

Jak jiz bylo uvedeno, formylmethioninovy motiv pusobi chemotakticky na buiiky imunit-
niho systému. Fagocyty proti mistu oznacenému f~MLF rozvinou imunitni odpovéd’
(Hayashi a kol., 2013, Schiffmann a kol., 1975). Cunatova ve své praci (2012) zmifiuje, Ze
nekotveny f-MLF nema vyrazny terapeuticky u¢inek. Formylmethioninovy motiv kotveny
do nadort stimuluje imunitni reakci a vyvolava redukci nddorového rlstu. Tuto redukei
lze velmi vyrazné zvysit soucasnou aplikaci ligandi signalnich receptorti, zejména LPS,
pfidemz byla pozorovana mohutna synergie (Cunatova, 2012).

Pouziti -MLF spole¢né s LPS piedstavuje terapeuticky model zaloZeny na kombi-
naci fagocytarnich a signdlnich motivli pro receptory fagocytl. Formylpeptidové
receptory jako zastupci fagocytarnich receptort pro aktivaci potiebuji prezenci vazanych
ligandi, zatimco signalni receptory reaguji na volné agonisty (Underhill a Gantner, 2004).

Motivy pro fagocytarni receptory jsou bézné vazané na povrchu cizorodych mik-
roorganismi. V praci byly pouzity dva druhy kotveni f~-MLF. Kotveni do buné&cné
membrany alifatickym fetézcem olejové kyseliny (BAM) a pevné kovalentni kotveni
(SMCC, SM(PEQ),,). Diky intratumoralni aplikaci byl cilem kotev ptevazné povrch na-
dorovych bunék.

Cilem prvniho experimentu bylo charakterizovat probihajici déje uvnitf nadoru na
zéklad¢ stanoveni hladin vybranych prozanétlivych a protizanétlivych cytokini. Otdzkou
bylo to, zda se na urovni stanoveni cytokinovych koncentraci projevi dfive pozorovana
synergie signalnich a fagocytarnich ligandd.

Cytokiny v organismu funguji jako mezibunééné mediatory. Ovliviiuji rist a funk-
ci imunokompetentnich bungk, aktivuji a reguluji imunitni protinadorové reakce. Zaroven
muzou oslabovat imunitni dozor ve prospéch nadoru (Nicolini a kol., 2006).

ZvySené hladiny prozanétlivych cytokint (IL-1B, TNF-a a IL-6) po 24 hodinach
od zacatku terapie byly zjiStény u skupiny lé¢ené LPS a u skupiny, které bylo aplikovano
f-MLFKK-BAM. Smés f-MLFKK-BAM s LPS nepiisobila zmény v hladinach testova-
nych cytokinll oproti kontrole.

Lipopolysacharid, ale i jiné latky, které aktivuji Toll-like receptory na povrchu
efektorovych bunck, jsou dobré stimuly k produkei cytokinii. Aktivace TLRs vyvola kas-
kadu intraceluldrnich signall, jez vyusti v uvolnéni ¢asnych cytokint jako IL-1, TNF-a a

IL-6 (Hopkins, 2003). Vyrazné zvysSenych hladin TNF-a a IL-6 po 24 hodindch po podani
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LPS dosahl 1 Bobrowski a kol. (2005). Téz koncentrace IL-1p byla signifikantné zvySena
(Bobrowski a kol., 2005). Uvolnéné cytokiny TNF-a a IL-1B jsou schopné aktivovat po-
dobné signalni drahy jako LPS (Hopkins, 2003). IL-1 je typicky zastupce prozanétlivych
cytokinl. Témét vSechny typy bunék ovlivituje svymi u€inky, zpravidla zaroven s TNF-a
(Dinarello, 1997). TNF-a je vyrazny prozanétlivy cytokin, ktery se uplatituje pfi iniciaci
zanétlivé odpovédi a indukci akutni zanétlivé faze. Uéinkuje predev§im v ramci pfirozené
imunity, avSak tvofi i1 pojitko mezi zanétlivou reakei a specifickou imunitni reakci (Gallo-
va, 2006). Dale je sekretovan IL-6 Casto jako reakce na LPS nebo plisobeni TNF-a nebo
IL-1B (Gallova, 2006; Hopkins, 2003). IL-6 a IL-8 jsou produkovany hlavné makrofagy,
avSak jejich producenty mohou byt 1 endotelidlni buiiky a fibroblasty (Hopkins, 2003).

Produkce cytokini miize byt vyvolana sekreci jinych cytokinl. ZvySené hladiny
IL-1B indukuji produkci TNF-a, IL-6 a IL-8 (Kasza, 2013; Liu a kol., 2004). Hladiny 1L-8
byly u vSech tii skupin zvySené béhem 48 hodin. V prvnich osmi hodindch je produkce
IL-8 reakci na podané LPS a v dalSich hodindch odezva na pasobeni IL-13 a TNF-a. IL-8
je fazen k cytokinim pozdni faze zanétu (Gallova, 2006). Interleukin 8 plisobi jako che-
mokin pro neutrolily, av§ak jeho u¢inky mohou byt 1 pronadorové. Stimuluje proliferaci a
metastazovani melanomovych bunék (Liu a kol., 2004; Bar-Eli, 1999; Schadendorf a kol.,
1993). IL-1B, IL-8 a TGF-B jsou také produkovany nadorovymi buiikami (Schadendorf a
kol., 1993).

Jedinym testovanym protizanétlivym cytokinem byl TGF-. Jeho hladiny se u sku-
pin lécenych LPS a f-MLF-BAM drZely mirné nad kontrolou. To bylo pravdépodobné
zpusobeno tim, ze nador produkuje TGF-f, av§ak podavanou latkou je tato produkce tlu-
mena. TFG-B u skupiny lécen¢ smési -MLFKK-BAM s LPS se drzelo na nizSich
hladinach (oproti kontrole). TGF- miZe mit v malignim procesu dv¢ rizné tlohy. V po-
catecni fazi kancerogeneze pulisobi jako nadorovy supresor svymi antiproliferaCnim
ucinky, avSak pozd¢ji se nador stava rezistentni vici jeho pisobeni. Samy maligni buiiky
jsou hlavnim zdrojem tohoto cytokinu v nddorovém mikroprostiedi a supresivni vliv
TGF-B se pfesouvd na imunitni reakce (Bierie a Mores, 2006; Reiss, 1999; Lui a kol.,
2004).

Na trovni cytokinl jsme Zadnou vyraznou synergii signdlnich a fagocytarnich mo-
tivh nepozorovali. Mohutnd synergie signilnich a fagocytdrnich ligandii neni tedy
odrdZena na urovni cytokini béhem prvnich 48 hodin. Je déna tim, Ze infiltrace leukocytl

vedena signalnimi ligandy je ndsledovana cilenym atakem nddorovych struktur, na kte-
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rych jsou ukotvené fagocytarni motivy. Témto jevim muze napomoci fakt, Ze LPS po
vazb¢ na TLR4 zvySuje expresi formylpeptidovych receptorti na makrofagach a neutrofi-

lech (Mandal a kol. 2005).

V nésledujicim experimentu jsme studovali moznost ukotvit MLF motiv jesté
pevnéji pomoci kovalentni vazby, a jaky bude mit tento pfistup vliv na redukci nddorové-
ho rlstu a preziti mysSi. Kovalentni kotveni dosdhlo velmi dobrych vysledka. Piidanim
LPS doslo k mohutné synergii a prvni signifikantni vysledek se dostavil jiz 4. den terapie.
Vliv terapie na délku doby pieziti mySi byl maly. To odpovida i poznatkim s kovalentnim
kotvenim jinych fagocytarnich ligandd, jako je laminarin a mannan (Zenka, Gstni sd&lent).

Dale nas zajimala otdzka, zda bude mozné zvysit efektivitu imunitniho ataku na
zéklad¢ umisténi 2 bakteridlnich motivii kotvenych kovalentné na povrch naddorovych
bunék za soucasné stimulace LPS. Experiment m¢l charakter screeningu a fesil to, jestli je
vhodné kombinovat formylmethioninovy motiv s jinym ligandem (manan) a jestli tato
kombinace bude vykazovat lepsi vysledky, pokud budou f-MLFKK-SMCC a manan-
SMCC podavané stiidavé nebo ve smési. Ukézalo se, Ze k signifikantni redukci nadoro-
vého rhstu u kombinace f-MLFKK-SMCC s manan-SMCC doSlo, pokud byl rezim
aplikace téchto dvou latek stfidavy a tento rezim dosahl lepSich vysledkli v porovnani se
samotnym f-MLF motivem 1 se smési -MLFKK-SMCC a manan-SMCC. Tato smés se

neukdzala jako terapeuticky vhodna.

Zaveéreny experiment mél také design screeningu a mél podat odpoveéd’ na otazku,
zda je vhodné f-MLF skupinu oddélit od vazebné ¢asti molekuly spacerem ¢i nikoliv.
Nebyl zjiStén rozdil v terapii zalozené na aplikaci -MLFKK-SMCC a f-MLFKK-
SM(PEG);, (oboji v kombinaci s LPS).

v

Jednotlivé experimenty byly provadény s cilem nalezeni neju¢inné;si likvidace na-
dorli a nejlepSiho prodlouZeni pieziti. Spojenim fagocytarnich a signalnich motivli bylo
dosazeno vyznamné redukce nddorového rlstu, avSak vyznamného prodlouZeni pieziti
mysi jsme nedosdhli. Dalsi pokracovani by mélo byt zalozeno na optimalizaci terapie,

davek 1reZimu podani, aby doslo k uplné likvidaci nadoru a pozdéji se neobjevil.
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6. ZAVER

Lécba LPS a -MLFKK-BAM zplisobila zvySenou produkci prozanétlivych cytokint,
zatimco u smési -MLFKK-BAM s LPS se koncentrace drZely na urovni kontroly.
Z protizanétlivych cytokinli byl testovan TGF-B. Na jeho koncentraci v oblasti nadoru
méla vliv jeho produkce nadorem a zaroven 1écba, kterd pusobila spiSe proti. Na urovni
stanoveni hladiny cytokini neni mozné vysvétlit diive pozorovanou mohutnou protinado-
rovou synergii signalnich a fagocytarnich ligandi.

Pevné kovalentni kotveni formylmethioninového motivu vede k redukci nddorové-
ho riistu a s LPS plisobi synergicky.

Kombinace s kovalentné vazanym mananem se ukazala byt G€inna (vliv na veli-
kost nadoru), jestlize je rezim podavani stiidavy.

Déle bylo zjisténo, Ze spacer nema vliv na ucinnost terapie kovalentn¢ kotvenym
f-MLF motivem.

Testované moznosti terapeutickych pfistupt vyznamné neprodlouzily délku pireZziti

mysSi.
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7. SEZNAM ZKRATEK

A
ADCC

APC
CD

CNS
CTL
EGF
ELISA
Fas
FasL
FCS
FGF
GTP
HIF-1a
GM-CSF

IL
IL-1ra

INF

LAK buiky
LPS

MHC I

MIF
NK buiiky
PBS
PDGF
TAA
TGF

TIL

TLR

TNF

vlnova délka

buné¢na cytotoxicita zavisla na protilatkach (z anglického antibody
dependent cell-mediated cytotoxicity)

antigen-prezentujici bunika (z anglick€ho antigen-presenting cell)

oznaceni povrchovych molekul leukocytl (z anglického cluster of
differentiation)

centralni nervovy systém

cytotoxické T lymfocyty

epidermalni ristovy faktor (z anglického epidermal growth factor)
metoda (z anglického Enzyme — Linked ImmunoSorbent Assay)
receptor Fas ligandu, transmembréanovy protein

ligand Fas receptoru, transmembranovy protein

fetalni teleci sérum (z anglického Fetal Calf Serum)

fibroblastovy rastovy faktor (z anglického fibroblast growth factor)
guanosintrifosfat

hypoxii vyvolany faktor 1a (z anglického hypoxia-induced factor 1a)

rustovy faktor stimulujici kolonie granulocytii a makrofagh (z anglického
granulocyte-macrophage colony stimulating factor)

interleukin (napt. IL-2 — interleukin-2)

receptorovy antagonista IL-1

interferon (napf. INF o — interferon alfa)

lymfokiny stimulovani zabijeci (z anglického lymphokine activated killers)
lipopolysacharid

hlavni histokompatibilni komplex tfidy I (z anglického major histokompa-
tibility complex)

faktor inhibujici migraci (z anglického migration inhibitory factor)
piirozeni zabijeci (z anglického natural killer)

pufrovany fyziologicky roztok (z anglického Phosphate Buffered Saline)
destickovy ristovy faktor (z anglického platelet derived growth factor)
antigen asociovany s nadorem (z anglického tumor associated antigen)
transformujici rastovy faktor (z anglického transforming growth factor)
lymfocyty infiltrujici nador (z anglického tumor infiltrating lymphocytes)
Toll-like receptor

faktor nekrotizujici tumory (z anglického tumor necrosis factor)
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UV-B ultrafialové zafeni, typ B

VCAM-1 adhezni molekula endotelovych bunék plic (z anglického vascular cell ad-
hesion molecule)

VEGF vaskularni endotelialni riistovy faktor (z anglického vascular endothelial
growth factor)
VLA-4 diferencia¢ni antigen melanomu (z anglického very late antigen)
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