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1 UvoD

S prodluzovanim @meérné délky Zivota a s néstem mnozstvi negativnich viivna lidské
zdravi se nadorova onemean stala vyznamnym problémem. Sasna nejpouZiva&si
lécba v podoB chemoterapieci radioterapie je nedostajici. Hlavnim problémem je
nespeciftnost terapie, kde jsou poSkozovany nejetkiginadorové, ale zaroxe ty zdravé.
Nelze opomenout ani supresi imunitniho systémukegiui jako nasledek &by. Jednim

Z moznychreSeni je imunoterapie nadorovych onendoénkterou se zabyva tato diplomova
prace. Imunoterapie vyuZziva k boji s nadory imunhiky, které jsou dlu vlastni. DalSi
vyhodou této &by je jeji zacileni, které brani poSkozeni zdravjahek.

Obsahem prace je pouziti agotigirmyl peptidovych receptar(ligandi aktivujicich
FPR) kterapii nadorovych onemdaeonm, a optimalizace této metody. Je zde vyuZivana
nejstarSicast imunitniho systému a to imunita vrozena (nafipké&), chranici &lo pred
infek¢nimi agens, ktera je schopnadkterych gfipadech nadorové blky vyhledat a zrit
(Cui a kol. 2003). Tento efekt je podporovan iretalbakterialnich motiv na povrch
nadorovych bugk, ¢imz dochazi k jejich zviditebmi pro buiky imunitni. Vyuziti tohoto
mechanismu frive byt stZzejni & uz v @imé terapii nddorovych onemagn nebo jako
kombinace s dalSim typemc¢lly (nag. zmenSeni nadorové masyeq chirurgickym
vyjmutim).

Ma diplomova prace se snazi odpast nafadu di€ich otazek: Je zde diskutovano
univerzalni pouziti f-MLF (formyl-methionin-leucifenylalanin) ligand u riznych typ
nadoi, nejefektivigjSi kotveni f-MLF motivi na povrch nddorovych bk aplikani rezim
terapeutickych latek, vystleni synergistického vztahu ligaindformyl peptidovych
receptoét a ligand: toll like receptoli na burkc¢né Urovni pomoci fitokové cytometrie a
V zawru owieni pouzitelnosti metody cytotoxické analyzy natigu f-MLF-DOPE.

Vysledky umozni spravné nasravani vyvoje tohoto typu &by a zarove nastoli

nova kritéria pro planované pokusy.



2 PREHLED LITERATURY

2.1 Nadorova onemocini

Nadorova onemocmi jsou velkou heterogenni skupinou onentoénpi kterych dochazi
k nekontrolovatelnému &kni burgk uréitého typu &ni tkarg. Incidence ¥tSiny druhi
téchto onemoceni kazdym rokem nasta (Siegel a kol. 2013). N&p&i problém pedstavu;ji
zhoubna nadorova bujeniii iiterych se doda rozstuji nddorové biikky a zakladaji loZiska
metastaz (Fidler 1990). Vyzkumckbnych preparétza posledni desetileti ztr& pokraiil,
zatim se vSak prdadu tymi nadorovych onemoéni nepodélo najit &inny a zarova

Setrny zjisob I&by.

2.1.1 Pri€iny vzniku nadorovych onemocrni

Za picinu vzniku nadorovych onemo&mi je povazovano nahrom&d mutaci v DNA
buiky (Hemminki 1993). Tyto mutace mohou poSkozovatygdileZité pro jeji spravnou
funkci (Strong 1949, Hemminki 1993). Mezi tyto ggmgii nag. tumorsupresorove geny
které maji za ukol kodovat proteiny omezujiciikw v jeji proliferaci a proteiny ovliwijici
apoptozu (Park a Vogelstein 200Brotoonkogeny, které kéduji proteinynap. cyklin
dependentni kindzy, cyklinynstové faktory) podporujici proliferaci bky ve zdravé nig,

v momenk jejich mutace seipneni na onkogeny, které é#pobi chorobné mnozeni itky
(Torry a Cooper 1991). Nebo rididad repara¢ni geny, jejichZ proteiny slouzi k opravam
poskozenyckiasti DNA molekuly v biice (Wood a kol. 2001).

Castou picinou zmeén v DNA jsou faktory schopné vyvolat mutace. Tysktbry se
nazyvaji mutageny. Mutagenyéltne podle jejich vlastnosti do ¢kolika skupin.
(1) Fyzikalni (nag. UV z&eni, ioniz&ni z&eni), (Brash a kol. 199Meinert a kol. 1999
(2) Chemické (nap. aromatické aminy, polycyklické aromatické uhloilgd, (Hemminki
1993). (3)Biologické (nag. virové infekce - lidsky papiloma virus, virus E@®-Barrové),
(Carrillo-Infante a kol. 2007). (4Hormony (n¢které typy nadar jsou podmigny
pusobenim hormal nag. nadorova onemoéni prsuci prostaty), (Henderson a kol. 1982,
Thomas 1984)VSechny mutageny nejsou prozatim zcela znamé, jgotelmi slozité utit

piesnou picinu vzniku nadorovych onemoémi.



2.1.2 Zakladni déleni nddorovych onemoc#ni

Nadorova onemoemi mizeme dlit podle rekolika hledisek. (1) Jako prvni je zakladni
roz&kleni podle invazivity a produkce metastaz. Naddagré metastazy neprodukuji a
zustavaji ohrariené jen v podab primarni masy nazyvameéeenigni. Benigni nadory
neproiistaji do okolni tka& ale utl&uji ji. | tento typ nadal, & je povazovan za migjsi,
muze ohrozit jedince na ZzZivéat HorSi variantou jsou nadoraligni, jejichz buiky se
rozSkuji po €le prostednictvim krevnich a lymfatickych cest atigpbuji vznik metastaz.
Metastazy jsou jen velmiiko I&itelné, protoZe je nelze jashokalizovat a mohou tak
uniknout pozornosti Ieké a zpisobit recidivu po pratlané |€b¢ (Chambers a kol. 2002).
(2) DalSi zgsob ¢leni je dle organové lokalizace, tj. mista, kden&dory v ¢éle u pacienta
nachazeji, napnadory prsu, varlat, plic, Zaludku, tlustéhiees, Kize apod.

(3) Dalezité je i ctleni dle mivodu, kde rozeznavame nadory pojivovych tkani, nado
epitelialni vystelky, nadory krevni a lymfatickéatk, nadory nervové tk&na smiSené

nadory pochéazejici z vice tkani (Sell 2004).

2.1.3 Studované druhy nador v této préaci

* Melanom

Melanom je zhoubny typ nadoru, ktery se vyskytigvazrié na Kizi, vzacr byl pozorovan
ve stevech a v oku. iinou jeho vzniku je nekontrolovatelné mnoZeni metam, tzn.
koznich pigmentovych bwk (Clarc a kol. 1969). Hlavni funkci melanogyje tvorba
tmavého pigmentu melaninu, ktery chrani pokozkadpUV z&enim (Tadokoro a kol.
2005).

V laboratornich pokusech v této praci byly pountysi melanomové hbiky B16-F10.
Tato melanomova buétina linie je BZn¢ pouzivana v laboratich diky svym vlastnostem,

mezi které pat rychly rist a metastazovani do plicni tk&ifridler 1975)

e Sarkom
Sarkom je nadorové onemaen pojivové tkag, které ma oproti melanomu m€agresivni
prib¢h a wtSina typi sarkomi roste v pomalejSim tempu. Do této skupiny nagmaki nag.
hemangiosarkom vznikajici z krevnich cév, leiomyksan vnikajici z hladké svaloviny,

liposarkom z tukové tkén osteosarkom z kostni tkdapod. (Lahat a kol. 2008).



V laboratornich pokusech v této praci byly pouzitySi sarkomové hiky S-180.
Sarkom S-180 je bwtina linie rostouci ¥ad druhi inbregnich mysi (Alfaro a kol. 1992).

2.1.4 Zakladni lé¢ba nadorovych onemoc#ni

Za posledni desetileti byl &dn zn&ny pokrok v Iébé nadorovych onemoeni. Rada
nadofi je dnes dofe |&€itelnd a u ostatnich dokdzou moderni pexity alespd zajistit
kvalitni proZziti zbytku Zivota.

Existuje mnoho typ terapii, ale ty nejzakladj$i jsou tyto fi: chirurgicka |€ba,

chemoterapie a radioterapie.

* Chirurgicka Ié ¢ba
V pocatcich terapie nadorovych onemeéeh byla chirurgickd l&ba v podstat jedinym
pouzivanym typem. V s@asnosti se obvykle kombinuje s radioterapii a clieragii.
K vyhodam pati moznost odstrami celého primarniho nadoru. Nevyhodou je faktsée
nadory velmicasto nachazeji na migpro chirurga nedostupném nebo jsou tak velkégze j
nelze odstranit (Glass a kol. 1985, Flehinger a k892).

e Chemoterapie
Pfi chemoterapii se d@la pacienta vpravuji cytostatika, tzn. latky bramkdeni burgk. Na
cytostatika jsou citlivé zejména rychle sdid buiky. Vyhodou chemoterapie je moznost
eliminace metastaz ¥le, coz neni pomoci chirurgickécly vzdy mozné. Vyznamnou
nevyhodou je vSak toxicita pro vSechrynt buiky. Tato terapie neni&Sinou cilend,
a proto poSkozuje jak nadorové tak nky kostni derg, vlasové biiky a dalSi (Martins a de
Oliveira 2009). Sotasny vyzkum se snazi zdokonalit cytostatikaienp je nasrérovat na

s o

toto ¢ast&ne umoziuji (Druker a kol. 2006).

« Radioterapie
Pti radioterapii je na nddorovou masu n#miproud elektrain¢i fotond, ktery ma za ukol
destrukci nadorovych bek. | tento typ terapie s€asto kombinuje s chemoterapii a
chirurgickou I€bou. Radioterapie je schopna zmenSit nadied pjeho chirurgickym

vyjmutim a také zabranit nadorové recidiv(Sebag-Montefiore a kol. 2009.



Nevyhodou je poSkozeni zdravé okolni t&m popéleni &e. Mezi pozdni komplikace
ozaovani mizeme z#adit i vznik sekundarnich zhoubnych nddgraw z priciny proctlani

radioterapie (Bostrom a Soloway 2007).
2.2 Imunitni systém a nadorova onemocéni

Lidské €lo je vybaveno velmi &innym a komplexnim systémem obranieg infelkénimi,
virovymi a dalSimi agens. Jisty mechanismus fungugeoti nadorovému bujeni, ale velmi
casto se stava, Ze se nadorovékyudiky svym adaptivnim mechaniam vymani imuni

z podkontroly a onemo¢ni propukne (nap Sasada a kol. 2003, Bicknell a kol. 1994
2.2.1 Imunitni systém

Imunitni systém je mechanismus, ktery dokaz&esrozpoznat “cizi* a “vlastni* a zafi§je
tak ochranu fed vznikem celéady onemoceni.
Imunitu clime na d¥ hlavni slozky: imunitu nespecifickou (vrozenou)inaunitu

specifickou (ziskanou). @hyto slozky spolu prokazatelspolupracuji{Slack a kol. 2009

* Imunita nespecificka (vrozena)
Imunitu vrozenodadime mezi nejstarsi s@sti imunitniho systému. Vyhodou je jeji velmi
rychla reakce, projevuje se okamdZippo rozpoznani cizorodé struktury. Nevyhodou je
neschopnost tweni pandtovych burtk (Beutler 2004).

Mezi mechanismy nespecifické imunitgdime &ni bariéry, jejichz ochranna funkce
je podporovana jednoduchymi chemickymi latkamipj@k nap. kyselina mlénd, lysozym,
properdin. Tyto bariéry slouzi jako prvni linie aby €la. V moment piekonani &chto
prvotnich bariér nastupuji bky nespecifické imunity - monocyty/ makrofagy, guéctyty,
dendritické biiky a grirozeni zabijéi (NK buiky). Tyto buiky jsou schopné rozpoznat
konzervativni struktury na povrchu patogertakzvané pathogen associated molecular
patterns (PAMPS) a to za pomoci specifickych rem@&pina svém povrchu - pattern
recognition receptors (PRRs). Vysledkem je fagaytopatoged nastartovani
komplementu nebo dal$i mechanismy utgici odstragni Skodlivé slozky z organismu
(Beutler 2004).



* Imunita specificka (ziskang
Imunita specificka je vyvojay mladsi. Mezi zakladni vlastnosti specifické imyngati
specifita, tedy schopnost rozpoznat i drobné niance meijemy, imunologickd pamét’,
kterd i sekundarnim setk&ni s antigenem zajisti rychlegirgjSi imunitni reakci nez je
tomu u prvniho setkani diverzita, kdy jsou imunitni bikky schopné vytvist obrovské
mnozZstvi struktur rozpoznavajicich celou skakngych antigea.

Zakladnimi efektorovymi hikami této imunity jsou T-lymfocyty, B-lymfocyty a
plazmatické biikky. Propojeni mezi imunitou specifickou a nespekiu je zaji&no
makrofagy a dendritickymi kitkami diky jejich schopnosti prezentovat antigRadime je
spole&né s aktivovanymi B-lymfocyty mezi tzv. antigen presgjici buiky (APC), (Bonilla
a Oettgen 2010).

B-lymfocyty vznikaji a dozravaji v kostnitehi. Po vazt antigenu na B-lymfocyt
dochazi k diferenciaci na 8vopulace a to na (1) plazmatickénky (zaji¥'uji produkci
protilatek) a (2) parrové buiky (jsou sodasti imunologické pasti), (Jerne 1955).

T-lymfocyty vznikaji také v kostnitdni, ale k jejich dozravani a selekci dochéazi
v brzliku. Rozpoznavaji antigen v komplexu s hlavriiistokompatibilnim komplexem |
(MHC ), ptipadré v komplexu s hlavnim histokompatibilnim komplexdrMHC I1). Tyto
komplexy jsou prezentovany profesionalnimi APC (mo&kgy, dendritické biky,
B-lymfocyty). Rozpoznani vede k tvarbpamétovych burk a burk efektorovych.
T-lymfocyty délime do dvou zékladnich skupin a to cytotoxické)(T®8+ a pomocné (Th)
CD4+ (Bonilla a Oettgen 2010).

Odpowd specifické imunity Ize rozdit na odpo¥d humoralni a odpad’ burg¢nou.
Humordlni odpovd’ zaji¥'uji protilatky produkované plazmatickymi tikami. Ty mohou
antigen neutralizovat, opsonizovat (zviditelnit pfagocytdzu) nebo zahajit aktivaci
komplementové kaskady. B&ima odpo¥d’ je zajiStna T-lymfocyty nebo aktivovanymi

cytotoxickymi T-lymfocyty (Bonilla a Oettgen 2010).

2.2.2 Nador a imunita

Veédci roku 1957 @Sli s teorii tzv. “protinadorového imunitniho delu”, kterou publikoval
ve svénxlanku Thomas Burnet (Burnet 1957). Tato teorierhaje, Ze imunitni efektorové
buiky neustale chrani organismuie@ nadorovymi bitkami vznikajicimi v piitbéhu Zivota.
Efektorovymi butkami zde maji byt T-lymfocyty (pozfl i NK bunky), (Burnet 1957).



Tato teorie je podporovana i faktem, Ze imunosupviani lidé (nap lidé s HIV) maji vySSi
procento vyskytu nadorovych onemeénn nez lidé s pl& funkénim imunitnim systémem
(Grulich a kol. 1999).

DalSi hypotézu rozvijejici teorii protinadorovanaunitniho dohledu publikovali Dunn
a kolegové: “cancer immune editing” (Dunn a kol02)) V ramci této teorie vyplyva z
pokugi, Ze nédory rostouci wipomnosti plR funkéniho imunitniho systému jsou vice
odolné a pizpusobivé, nez ty rostouci u imunosuprimovanych jeilingysledky naznéuii,
Ze imunitni systém vyt¥a tlak na nadorové hiky a ty diky tomu postupentasu
zdokonaluji své unikové schopnosti (Dunn a kol.200

Nemér dulezity je poznatek prof. Cuiho, Ze nespecificka Mm@ je schopna
rozpoznat a zgit nadorové biiky. P jednom ze svych pokisna mySich BALB/c se
sarkomem S-180 objevil jedince (mys), ktery byl mu proti €mto nadorovym bitkam.
Bliz§im zkoumanim zjistil, Ze se jedna ity typ mutace, kdy jsou hiky nespecifické
imunity schopné rozpoznat nadorovéiky a plreé nador zlikvidovat (Cui a kol. 2003).

2.2.2.1 Nadorové imunitni znaky

Aby mohly byt nadorové hiky rozpoznavany hikami imunitniho systému, museji mit na
svém povrchu antigenni znaky (nadorové antigenyaddkové antigeny jsou proteiny
produkované nadorovymi Bkami a nasledh exprimované na jejich povrchu. Jsou
rozliSovany d¥ skupiny nadorovych antigérpodle toho, zda se vyskytuji striktpen na
nadorovych biikach (tumor specifické antigeny) nebo na nadorovygtkach i na biikach

zdravych (tumor asociované antigeny).

» Tumor specifické antigeny (TSA)
TSA se vyskytuji pouze na bkéch nadorovych. Jejich produkce jeigpbena népstji
bodovymi mutacemi, jejichz tdledkem dochazi k pozmeni proteii na povrchu
nadorovych bugk (Philipps a kol. 1985). Nadory vyvolané virovafekci nesou na svych
buinkach obvykle komplex MHC | + bilkovinné&ity onkogennich vir. Nadory vyvolané
chemikéliemi nesou na povrchu komplex MHC + abndnin&ragment proteinu hiky.
Ne¢které  z nddorovych bgk mohou exprimovat atypické povrchové glykoproteiny
U nadoro¢ zmeénénych T- ¢i B-lymfocyti se specifickymi nadorovymi antigeny stavaji
T-bunééné receptory (TCR) a B-baéné receptory (BCR), (Philipps a kol. 1985).



e Tumor asociované antigeny (TAA)
TAA se mohou nachazet jak na nadorovychikach, tak i na bitkach zdravych. Rozdil
mezi expresi na zdravych a nadorovychikach je véase, mist a intenzi¢ vyskytu. Tyto
antigeny slouzi velméasto jako markery, které jsouildzité pro diagnostiku nadorovych
onemoceni (Old a Chen 1998Radime sem napprostaticky specificky antigen (PSA).
PSA je serinova protéza produkovanaikami prostaty. Vysoké koncentrace PSAchet
mohou poukazovat na karcinom prostaty (Wang a BOI79. DalSimi markery jsou
onkofetalni antigeny, které se firozerg vyskytuji na embryonalnich bkach. Do této
skupiny antigefi pati alfal fetoprotein, ktery je exprimovati madorovych onemoemnich
jater a vajeéniki a karcinoembryonalni antigen exprimovaiitykarcinomech tlustéhoisiva
(Chism a kol. 1978 Nelze opomenout aninetastdzové antigenyjako nap.: EpCAM
(Cimino a kol. 2010) nebmelanomové antigenyjako je MAGE-1 nebo Melan-A (Hodi
2006.

2.2.2.2 Imunitni protinddorova odpov éd’

Imunitni systém mize proti nadorovym hikam bojovat ve vice rovinach. Po rozpadu
transformovanych (nadorovych) hikndochéazi k uvalovani jejich antigel Tyto antigeny
jsou zachyceny antigen prezentujiciminkami a prezentovany v komplexu s MHC I
molekulou. Takto ozr@né antigeny jsou rozpoznatelné pro CD4+ T-lymfpcfvang
200]). Aktivované CD4+ T-lymfocyty produkujiadu cytokiri, které nasledh podpdi
diferenciaci CD8+ T-lymfocyt v cytotoxické T-lymfocyty (CTL), (Janssen a koD(B).

Zatimco zdravé hiky na svém povrchu exprimuji MHC | molekuly se swym
proteiny, nadorové hilky omezuji expresi MHC | molekul a tim se stavaijalktivni pro NK
bunky (Garcia-Lora a kol. 2003).

Do protinadorové imunity mohou byt okrajozapojeny i makrofagy, které agobuji
lyzu nadorovych butk a produkuji tumor nekrézis faktor beta (TIR}-TNF se niize
vazat na receptory na povrchu Bl zpisobovat tak jejich apoptozu (Alleva a kol. 1994).

Dulezité je zminit funkci cytokifh, coz jsou signalni proteiny produkovanéikami
imunitniho systému. E¥eme sem Zadit interleukiny (IL) a interferony (INF), (Malila
Waxman 1992).

Mriviw s

(pomocné T-lymfocyty) a uplatije se jako hlavnitstovy faktor T-lymfocyl. Podporuje i



aktivitu NK burgk (Henney a kol. 1981). IL-12 je produkovan dendkymi buikami,
T-lymfocyty, B-lymfocyty a makrofagy (Jewett a Bafida 1994).

Interferony (INF) jsou glykoproteiny produkované&mkami imunitnino systému.
Podileji se na bwdné proliferaci, diferenciaci a angiogenezi. Do pré@tiorové imunity se
vyznamié zapojuje interferon alfa (INE), ktery je syntetizovan leukocyty po antigenni
stimulaci. Ma antiproliferéni &inek, stimuluje NK bitky a indukuje expresi MHC |
molekul (Jewett a Bonavida 1994). DalSim vyznamngtarferonem je INF gama (IN#:
INF-y je produkovan T-lymfocyty, Thl lkami a NK butkami po rozpoznani atypické
bunky ¢i infikované buiky. Dokéaze stimulovat expresi MHC | i MHC Il moldk\ktivuje
fagocyty, stimuluje NK biky, neutrofily a podporuje dozravani dendritickytlingk
(Pulaski a kol. 2002).

2.2.2.3 Mechanismy uaniku nadorovych burgk

U nadorovych buwk se diky tlaku imunitniho systému vyvinulgada Unikovych
mechanism. Tyto mechanismy Zisobuji, Ze imunitni systém vetéine pripadi nedokaze
nadoroveé biiky rozpoznat.

Piikladem takového mechanismu je aktivni pigtd exprese MHC | molekul na
povrchu nadorovych béhk (Bicknell a kol. 1994, Pietra a kol. 2012). Nao\é buiky také
dokézou manipulovat se svymi antigeny. Jednak gngjich expresi (tim se ochraniqu
T-lymfocyty), mohou je maskovat (maskovani epitagalizaci) nebo je v pbéhu vyvoje
ztraceji. V antigenech iie také dochazet k mutacim, kterésabi, Ze je imunitni systém
nezaznamena (Kim a kol. 1975).

DalSim gikladem je vyldovani transforming growth factor beta (T@);- ktery
pusobi tvorbu T-regukmich lymfocyti (Treg) a tak dochazi k supresi ataku CTL
(Yamagiwa a kol. 2001). Treg lymfocyty jsou typemgul&nich lymfocyti vzniklych
z CD4+ burk, které udrzuji toleranci imunitniho systémicivvliastnim tkanim (Sasada a
kol. 2003).

Poslednim fikladem je exprese velkého mnozstvi Fas ligandunadorovych
bunkach. Fas ligand je transmembranovy protein, kisey@Zné objevuje na povrchu
T-lymfocyti a interaguje s Fas receptorem na cilovychkhaoh. Navazanim ligandu na
receptor se spusti programovanadsna smrt, coz hrajettezitou roli v regulaci organismu.
Nadorové biiky potlauji expresi Fas receptoru na svém povrchu, zatimqoese Fas
ligandu je zvySena. T-lymfocyty maji na svém powdéhFas receptor, aby byla zaema



jejich regulace. V mome#itkdy se nadorovy Fas ligand navaze na T-lymfocytdias
receptor dojde k apoptéze T-lymfocytu. Timto medctimem dokadZzou nadory cilén

zneskodnit biky imunitniho systému (O’Connell a kol. 1999).

2.3 Imunoterapie nadorovych onemockni zalozena na specifické

Imunit é

Imunoterapie je v sa@asnosti povazovana za perspektivni metodtbylénadorovych
onemocgni. Hlavnim divodem je, Ze nepoSkozujeitky zdravé a zarovepouziva k boji
télu vlastni imunitni systém. Jednim z probiéja ale komplexnost imunitniho systému, kdy
pii jakémkoli zasahu do slozité &itmunitnich reakci riweme vyvolat nezadouci efekt
nadorové imunotolerance (Osband a Ross 1990).

Imunoterapiec¢asto vyuziva imunitu specifickou, to znamena APClyrifocyty,
B-lymfocyty a specifické protilatky (ndpmonoklonalni protilatky).

Monoklonalni protilatky jsou protilatky ziskané oklainimi mechanismy z jedné
plazmatické bitky. Diky tomu je cela tato klonalni skupina prdgél& namifena proti
jednomu antigenu a e tak vyvolat imunitni odp@d’ (Weiner a kol. 2009). Typickym
piikladem vyuziti monoklonalnich protilatek je B-lyoafytarni leukemie (McLaughlin a kol
1998). Monoklonalni protilatky mohou byt vyuzZity i kesrEjSimu namieni EZnych
chemoterapeutik (DiJoseph a kol. 2004).

DalSim zmisobem imunoterapie zaloZzené na specifické inujat terapie pomoci
dendritickych busk (DC). Mechanismusifpravy DC je nasledujici: pacientovi se odeberou
monocyty, ze kterych jsou v laboré#tptipraveny nezralé dendritické #iky. Zarovei se od
pacienta ziska nadorova tk&e které je fipravena srés nadorovych antigén Nezralé DC
tuto sn¥s antigefl zpracuji a zénou prezentovat na svém povrchu v komplexu s MHC I
molekulou. Takto pipravené DC jsou navraceny &pdo pacientovacéta, kde dochazi
k aktivaci T-lymfocyti a k boji s nadorovymi hitkami (Gilboa 2007).

10



2.4 Imunoterapie nadorovych onemocgni zalozena na

nespecifické imunig

DalSi mozZnosti je imunoterapie zaloZena na mecimaal imunity nespecifické. Jde zde
hlavré o rozpoznani pathogen associated molecular pat{BAMPs) progednictvim

pattern recognition receptors (PRRS).
2.4.1 Pathogen associated molecular patterns (PAMPS)

Kazdy mnohobu&ny organismus musi byt schopen rozpoznat “Zivé" rartvVé" a
piitomnost nezadoucich patogemaby mohl udrZet integritu a spravné fungovanaaigmu.
To je zajis¢tno radou specifickych recepiorPRRs rozpoznavajicich PAMPs. PAMPs
piedstavuji celé neboasti molekul exogennihodpodu, které se nachazeji na povrchu
bakterii, hub, vit a dalSich patogén (Beutler 2004). Mezi PAMPs pat nag.
lipopolysacharid, flagelin, manan, formyl-methiorandalSi. Po rozpoznani PAMPs dojde
k aktivaci signalnich drah a modulaci imunitni odali (Beutler 2004).

Ale PAMPs nejsou jediné molekuly, které spéjigento typ reakce. Bylo prokazano,
Ze i ukité endogenni molekuly po navazani na PRRs mohwaalatyimunitni odpowd’ (Shi
a kol. 2003). Emito dalSimi molekulami jsou damage associated owtde pattern
(DAMPSs). DAMPs jsou produkovany bkami pi neprogramované bgdéné smrti, ale p
klasické programované smrti (apoptoze) sekretovadgjgou. Diky tomudo rozlisi, kdy
doslo k girozené smrti biikky (Bianchi a kol. 200y Mezi typické z&stupce DAMPs molekul
pati: (1) hight mobility group box1l (HMGB1), (Scaffid kol. 2002). (2) S100 proteiny
(Roth a kol. 2003), (3) heat shock proteiny (HSEBasu a kol. 2000), (4) kyselina tova
(Shi a kol. 2003).

2.4.2 Pattern recognition receptors (PRRS)

PRRs jsou exprimovany na itk&ch nespecifické imunity a jsou z&kladem pro dstek
praniku patogef do €la (Takeuchi a Akira 2000 PRRs nizemeclenit podle gkolika
aspeki, zda jsou voln&i pevre vazané na hikach a pofipact v jake ¢asti buiky se
nachazeji. Jedno z moznyc#ehi je na cytoplazmatické, sekretované a memb&RRRs
(Abouelmaatti a kol. 2013).
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2.4.2.1 PRRs cytoplazmatické

* NOD like receptory (NLR)
Jedna se o cytoplazmatické receptory, které sl@kd druha vina obrany proti jomiku
patogeri (Opitz a kol. 2004). Nejznatj$imi zastupci této skupiny jsou NOD 1 a NOD 2
receptory. NOD 1 rozpoznavaji peptidoglykan, kt@ysouwasti pouze gram negativnich
bakterii (Girardin a kol. 2003a). NOD 2 rozpoznavapuramyl dipeptid, coz je
peptidoglykan gram pozitivnich i gram negativnictkterii (Girardin a kol. 2003b).

* RIG-1-like receptory (RLR)
Tyto receptory jsou zapojeny do rozpoznavani.vidbokazi identifikovat virovou replikaci
piimym kontaktem s dsDNA (Hornung a kol. 2006).

2.4.2.2 PRRs sekretované

» C-reaktivni protein (CRP)
CRP je protein akutni faze, vaze se na fosforylobeE motivy na fosfolipidech, které jsou
souwasti bakterialniho povrchu. Vazba na PAMPs aktiviagocytujici biiky a klasickou
cestu komplementu (Chang a kol. 2002).

» Lektin vazajici man6zu (MBL)
MBL se vazi na karbohydraty nachazejici se na pavec na kapsulickady bakterii, vid,
hub a parazit (Matsushita a Fujita. 1992Funkci MBL je vazba na staré a apoptotické
bunky, ktera je zviditelni a zajisti tak jejich odstéai fagocyty (Ogdem kol. 2001). MBL
v krvi tvori komplexy s proteiny MASP, které rogst C4 na dva fragmenty - C4a, C4b.
Fragment C4b se navaZze na povrch bakterii a akti@g-konvertdzu, kterdq katalizuje

komplementovou kaskadu (lkeda a kol. 1987).
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2.4.2.3PRRs membranové

PRRs membranové jsou pékotvené v membrarburgk afadime sem:

* Toll like receptory (TLR)
Jsou jedny z nejvice prostudovanych PRRs. Jsounespéiny na imunitnich i neimunitnich
bunkach (B- a T-lymfocyty, monocyty, makrofagy, DCprbblasty, epitelialni hiky),
(Zarember a Godowski 2002). dlbveka bylo nalezeno 10 TLR (TLR 1 - 10) a u mysi 12
TLR (TLR 1-9a TLR 11 - 13), (Medzhitov 2001, Akia kol. 2006). Lidské TLR 1, 2, 4, 5,
6 a 10 jsou exprimovany na hiném povrchu, primagrozpoznavaji mikrobialni &u i
n¢jakou jinou sodast buiky patogena. TLR 3, 7, 8 a 9 jsou na endolysozomazpoznavaji
nukleové kyseliny. Na extracelularni sttareceptoi najdeme domeénu bohatou na leucin
(LRL doménu) zodposdnou za rozpoznani specifického ligandu (Matsustarkal. 2007) a
na intracelularni stra&nje vysoce konzervovanid doména (TIR) vazana na todse
proteiny dilezité pro penos signalu (Yamamoto a kol. 2002). TLR 2 - 1, TRR 6 a
TLR 7 - 8 se vyskytuji jako heterodimefNishiya a DeFranco 2004). Kazdy z TLR
receptoi rozpoznavd a vaze specifické ligandy inapLR 2 - rozpozna a vaze
peptidoglykany a lipoproteiny (Schwandner a kol99p TLR 4 - lipopolysacharid (LPS),
(Poltorak a kol. 1998), TLR 5 - flagelin (Hayashka. 2001).
TLR 2 a TLR 4 kromi PAMPs navic rozeznavaji damage associated motepal#erns
(DAMPS). V piipadt TLR 2 to jsou heat shock proteiny 60 a Gp96 (Wiagéol. 2006,
Zanin-Zhorov a kol. 2006). Vifpad TLR 4 je to nap Gp96, HSP 70 a 90 (Triantafilou a
kol. 2004). Po navazani specifického ligandu na TeRahdjena signalni drdha vedouci
k indukci gerii, které stimuluji imunitni systém. Efektorovou malou je zde transkrimi
faktor«B (NF-«B), interferon regukéni faktor (IRF 7 a IRF 3) a aktig¢ai protein (AP-1).
Vysledkem drah je tvorba z&fivych cytokini a maturace dendritickych btk a tedy
podpora v prezentaci antigenu. Zamvwmchazi k aktivaci CTL a NK bghk a je podptena
schopnost fagocyt6zy makrofag neutrofiti (Barton a Medzhitov 2003).

e C-typ lektin receptory (CLR)
Jednd se aiznorodou skupinu rozpustnych a transmembranovyoepten, které obsahuji
jednu nebo vice C-typ lektin-like domén. Primfse nachazeji na monocytech, makrofazich

a dendritickych biikach a rozpoznavaji fukdzu, mandzu a dalSi stryk#o jejich aktivaci
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(navazani PAMPSs) se indukuji signalni drahy veddacinéné genové exprese (Figdor a
kol. 2002).

Do skupiny CLRstadime i mandzové receptory poskytujici spojeni niezinitou
specifickou a nespecifickou. Navazani PAMPs zdestsgagocytézu a endocytdézu pomoci
komplementového systému (Taylor a kol. 1990)riPsgm i Dectinl, ktery se nachazi na
povrchu makroféfya rozpoznava beta glukan (Brown a kol. 2002).

* Formyl peptidové receptory

Jedna se @ o transmembranové receptorjepazié se vyskytujici na leukocytech
(FPR 1, FPR 2). Jsou schopné rozpoznavat formyiiqmge molekuly, které mohou byt
piitomny v organismuif bakterialnici jiné infekci (Fu a kol. 2006).

* Scavenger receptory

Jsou exprimovany fpvazi na buikach myeloidni fady, Wetre makrofag a
dendritickych busk. Jsou schopny vazat celtadu ligand a komponent bakterialnichéat
Dale dokazou rozpoznat apoptotickéiky a endogenni molekuly, jako jsou maptresové

proteiny (Dunne a kol. 1994).

2.4.3 Terapeutické vyuziti PAMPs

Lécba nadorovych onemoémi nastroji nespecifické imunity je velmi rgym typem
imunoterapie. NejstarSi zitky pochazeji z 19. stoleti a jsou spojovany se gneivilliam
B. Coley. Coley popsalifpady spontannich regresi naddorovych onercpo nakaze
infekénim onemoc#énim (Coley 1891). Poz§l vyvinul coleyho toxiny (smis bakterii
Sreptococcus pyogenes a Serratia marcescens), které byly pouzivani k &¢ nadorovych
onemocgni (Coley 1910).

Dnes je pouzivana BCG vakcina fungujici na stejpémcipu. Jedn& se o speciéln
upravené Zzivé bakteridMycobacterium bovis. Negastji se pouziva k l&¢ povrchovych
nadofi mocoveho néchyie. Po aplikaci (progednictvim katetru zavedeného do doeeho
meéchyre) vyvola imunitni reakci a tim apobi zmensSer Uplné vymizeni nadoru (Brandau
a Suttmann 2007).

Postupentasu se upustilo od pouzivani celych bakteriieslp se k bakterialnirti
virovym fragmenim (specifickym agonifim PRRs) nebo ku#le syntetizovanym
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ligandim. Praktickym pikladem vyuZiti bakterialnich fragméntje aplikace CpG
oligonukleotidu za &elem |&€by nadorovych onemoéni. CpG je kratky usek
jednadetézcové bakterialni DNA se specifickymifaolim nukleotid, ktery dokaze aktivovat
TLR 9. V nedavné dabbyla tato metoda testovana v klinickych studiich pacientech
s glioblastomem (Carpentier a kol. 2006).

CpG oligonukleotid neni jediny bakterialni motiywlavajici redukci nadorového
rastu. Bylo zjiStno, Ze instalaci bakterialnich matiyako je man6za (Maierova 2012) nebo
laminarin (Auerova 2012) na povrch nadorovych dkurje mozné docilit redukce
nadorového tstu u mysi. Jednou z mozZnosti je i pouZiti bakigiid motivu f-MLF
k aktivaci FPR receptér kterou se zabyva tato diplomova prace. Navicde moznost
zesileni imunitni odpadi a tedy i efektu terapie kombinaci aktivadenych tygi PRRs
(Underhill a Gantner 2004), v tomtdipact konkrétre formyl peptidovych receptara toll
like receptoi.

2.5 Formyl peptidové receptory (FPR)

FPR hraji dlezitou roli v obrag téla proti mikroorganisaim. Jsou to chemotaktické
receptory fivodre nalezené na leukocytech (FPR 1, FPR 2), gonyly také zjiStny na
dalSich &lnich buikach (hepatocyty, dendritické itky, astrocyty, mikrobialni kiky, krevni
destiky, sekréni buiky, hepatocyty a neurony), (Becker a kol. 1998)jiMahopnost vazat
N-formyl peptidy (i rtkteré neformylové peptidy) produkované plegradaci bakterii a
endogenni substance vznikajici z mitochondrii pp&kgchci destruovanych buk (Le a
kol. 2002). Uz roku 1966 bylo prokadzano, zZe prgktické organismy zZanaji syntézu
N-formyl methioninem (Adams a Capecchi 1966), jakeni chemoatraktanty pro neutrofily
byly popsany molekuly obsahujici N-formyl-methiotéucin a N-formyl-methionin-
fenylalanin (Schiffmann a kol. 1975). Po aktivaeceptott dojde k mobilizaci imunitniho
systému a k odp@di na bakterialni infekci (Gao a kol. 1998). Js@ak/znamy i fipady,
kdy aktivace FPR recepior podporuje rozvoj &kterych onemocini (nag.

neurodegenerativni onemaaen jako je Alzheimerova choroba), (Le a kol. 2001).
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2.5.1 Struktura FPR

Formyl peptidové receptory gatdo rodiny transmembranovych recefit@pazenych s
G-proteiny. Jejich strukturu t¥b7 hydrofobnich transmembranovych domén obsalehjici
350 aminokyselin. Na vritti intracelularni strahnalezneme dvsmyky a na extracelularni
vngjSi strak smyeky tii. Na extracelularni str&nje N-terminalni konec a na intracelularni
strar¢ C-terminalni konec (Fu a kol. 2006). Na Obr. Izjg&zorgna proteinova sekvence
FPR 1 receptoriCernymidtvereiky jsou zvyrazany ty aminokyseliny, které jsou variabilni
a prostednictvim polymorfismu se mohou émit. Cernymi kol&ky jsou ozndeny
aminokyseliny, u kterych je znama jejich funkcéedpoklada se, ze arginin v poloze 84,
lysin v poloze 85 a aspartat v poloze 284 hragiokou roli v afinit k f-MLF. Na op&né
strart je vazebné misto pro G-protein (aspartat 122nardi23, a cystein 124), (Mills a kol.
1998. Po vazk ligandu (f-MLF) na receptorové vazebné misto doae konformani
zmené receptoru a aktivaci G-proteinu, ktery zape signalni kaskadu vedouci k imunitni
odpowdi (Le a kol. 2002).

Obr. 1: Proteinova sekvence FPR 1 recept@rerna koléka ukazuji aminokyseliny se
znamou funkcig¢ernéctvereiky variabilni aminokyseliny gnici se nasledkem

polymorfismu (Richard a kol. 2009).

16



2.5.2 Lidské FPRs a jejich agonisté

Lidskd FPR rodina obsahuje 3 identifikované typgemofi: FPR 1, FPR 2 a FPR 3
(Migeotte a kol. 2006

(1) FPR 1 jsou jedny z prvnich identifikovanych PRRs. Kg#jiexpresi dochazi
pievazré na neutrofilech (Becker a kol. 1998). Umaj vyhledat bakterialni agens a
zapa@it imunitni odpo¥d’. FPR 1 jsou schopny rozpoznat jak exogenni, takogenni
ligandy. Mezi hlavni exogenni ligandy FPR 1 ipdbrmyl-methionin-leucin-fenylalanin
(f-MLF), (Showell a kol. 1976). Mezi endogent@dime cathepsin G (enzymaticky protein,
ktery se vyskytuje v azurofilnich granuliciekiterych leukocyi a (Eastni se zabijeni a
traveni patogei), (Sun a kol. 2004) a annexin 1 (proteifastnici se apoptézy napadenych
¢i jinak poSkozenych buk), (Walther a kol. 2000).

(2) FPR 2znamé jako formyl peptide receptor-like 1 (FPRLn&épo FPR2/ALX (Ye a
kol. 1992), se takéipvazr vyskytuji na neutrofilech. FPR 2 receptory vazoooimem
raznorodjSi skupinu ligand nezli FPR 1. Jsou schopné vazat jak proteiny,igyepak i
syntetické molekuly (Cattaneo a kol. 2013). Mezawnli ligandy FPR 2 p#tformylové
peptidy pochazejici z mitochondrii. Afinita k f-MLfe oproti FPR 1 snizena (Ye a kol.
1992). Receptor je dale schopen rozpoznat anneaiitbuzné peptidy, sérum amyloid A
(SAA), F peptid, V3 peptid (He a kol. 2003, Nanaimakol. 2004, Cattaneo a kol. 2013).
Jako zastupce syntetickych neformylovanych molék@iluvést WKYMVM (Trp-Lys-Tyr-
Met-Val-Met), (Baek a kol. 1996).

(3) FPR 3 jsou receptory primainse vyskytujici na monocytech, makrofazich a
dendritickych biikach. Na lidskych neutrofilech nejsou exprimovabyrstin a kol. 1994).
FPR 3 rozpoznavaji a vdzou jeskalik malo endogennich ligafdnag. F2L (terminélni
peptid odvozeny z hem vazajiciho proteinu), (Migea kol. 200b Tento receptor se
odliSuje od dvou vySe zménych svou lokalizaci v bice: misto na povrchu monoéyse
objevuje uvnit vezikul v cytoplazma. Jeho pesna fyziologicka funkce neni prozatim zcela
znama (Rabiet a kol. 2011).

2.5.3 MySi FPRs a jejich agonisté

Genova rodina FPR je u mySi mnohem rozrostlejSsabbje alespo8 piibuznych get
(Gao a kol. 1998, Tiffany a kol. 2011), které kdd8j typa FPR mysSich receptir
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Geny FPR 1, FPR 2 a FPR-rs 1 koduji receptory rmjitd se v membré&neukocyf, tyto
tii receptory vykazuji vysokou podobnost s lidskyrRRE(Gao a kol. 1998).

(1) FPR 1receptory maji vyssi afinitu k delSim ligamd, coZz naznéuje, Ze pidani
aminokyselin na C-terminalni konec formyl peptidwyzuje afinitu k receptoru (He a kol.
2013).

(2) FPR 2receptor vykazuje také nizSi afinitu ke kratSinmfglovym peptidim nag:
Receptor se vyznammplatiuje @i zargtech dychacich cest (Chen a kol. 2010).

(3) FPR-rs 1ma podobnou strukturu jakdgalchazejici dva receptory (FPR 1, FPR 2)
ale [liSi se svoulokalizaci vhbce. Zatimco dva fedchazejici receptory jsou
transmembranové a vazebné misto pro liganthiva z buiky ven, FPR-rs1 receptor je
uvnitt burgk (stejré tak je tomu i u lidského FPR 3). Otazkou je, zeaeptor vaze
potencionalni intracelularni ligandy nebo zda je pazbu pesunut k povrchu hiky (He a
kol. 2013).

2.5.4 FPR signalni drahy

Signalni drdha je uvedena do pohybu navazarisiugného ligandu do vazebného mista
receptoru. Navazanim dojde ke & konformace receptoru, ktera aktivuje G-proteinig (v
Obr. 2 Gi, GB, Gy ukazané v hornéasti obrazku). NaslednG-proteiny aktivuji gkolik
typt drah. Jednotlivé drahy jsou vyobrazené na Obr. 2.

Prvni typ drahy: G-protein aktivuje phospholip&ypeta (PLGB) coz vede k produkci
intracelularnich sekundarnich péshositol trifosfatu (IP3) a diacylglycerolu (DAG)P3
zpiisobi mobilizaci Ca z endoplazmatického retikula. Vapnik modulujenkadiulin (Calm)

a kalcineurin (Calcineurin), dojde k aktivaci tr&npéniho faktoru - Jaderného Faktoru
Aktivujiciho T-lymfocyty (NFAT). Ten nakonec #pobi aktivaci gein kddujicich cytokiny.
Druhy sekundéarni posel DAG aktivuje protein kind2u(PKC). V konéné fazi dochazi
k aktivaci jaderného faktoru-KappaB (NdB), (Rabiet a kol. 2007

Druhy typ drahy:G-protein spusti drahu &aajici serin/ threonin protein kinazou
(Rafl), tato reakce déle zmobilizuje kinazu (Erk1&2vysledkem je funini transkrigni
faktor (Elk1), (Pillinger a kol. 1996). Zarokedochazi i k aktivaci p47Phox (NADPH
oxidazova podjednotka), ta naslégpodporuje aktivitu Rac (GTPaza). Tato draha dwlje
filamenta zodpo&¥dna za pohyb hiky (Dewas a kol. 2000
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Treti typ drahy: G-proteiny u granulo@yaktivuji aktin polymeréazu, coz apobuje
buné¢nou migraci po koncent¢éaim gradientu. Dochazi k aktivaci protéidulezitych pro
reorganizaci aktinu jako je ndklad phosphatidylinositol-3-kinaza (P13k), (Bedish Abo
2000).
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Obr. 2: Signalni drahy po aktivaci FPR recefit¢Qiagen 2013).
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2.5.5 Vysledek aktivace signalnich drah

Aktivace burtk pisobenim formylovych peptidvede obectk zvySeni bu&né migrace do
mista infekce, zvySeni fagocytozy aktivovanychdkua uvolréni prozastlivych mediatot.
Dale prostednictvim transkrignich faktofi dochézi k produkci cytokin jejichz hlavni
funkci je regulace migrace b&kn(McDonald a kol. 1997).

Podle studii se FPR receptory diky svoji schopnaistivovat zastlivé cytokiny
podileji na podpi@ a vznikutady neurodegenerativnich oneméi) ve kterych je prav
zaret hlavnim zdrojem poskozeni tkani (mezi takovetmoe pati nagiklad Alzheimerovo
onemocgni), (Le a kol. 2001). Aktivace FPR na povrchu nefiiti agonistou f-MLF vede
ke zvySeni produkce superoiidl'y se podileji na podpe oxidativniho stresu a zé&tivych
procesi (Manhart a kol. 1998). f-MLF ve vysSich koncentchc stimuluje uvolani
granulocyi z neutrofyl (degranulaci), (Borregaard a kol. 1993).

FPR receptory exprimované nankach gliomu mohou podporovat jehdst a
invazivitu. Jejich aktivace zde oviliwmje burénou chemotaxi, proliferaci a angiogenezi
(Huang a kol. 2010).

2.5.6 Terapeutické vyuZiti agonisti FPR receptoni

Cela diplomovéa prace je zaloZzena na vyuziti agoniggandi) FPR v I€bé nadorovych
onemocgni. Schopnost ligandFPR (nap. f-MLF nebo jiné formylové peptidy) stimulovat
fagocytarni procesy je vyuzita k redukci nadorovymhek. Vybérem vhodného agonisty
FPR a jeho instalaci na povrch nadorovychékya mozné tyto nadory ozéidpro imunitni
systém jako &co nezadouciho, co je @eba z &la odstranit. Navic vznik zétlivych
cytokini, ktery doprovazi aktivaci FPR, podpdmunitni reakci. Kombinaci aktivace FPR
receptoi a TLR receptar je mozné tento mechanismus ¢eposilit (Underhill a Gantner
2004).

Kromé toho bylo ukazano, Ze spravnou optimalizaci terdpe docilit vyznamné

redukce #istu melanorm u mysi Cunéatova 2012, Vacovéa 2013).
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3 CILE PRACE

» Zhodnoceni terapeutického vyuziti agomistormyl peptidovych receptér u

melanomu a jinych tyjpnadot.
* Optimalizace aplikéniho schéma terapeutickych latek.
* Moznost zvySeni efektu imunoterapie nadorovych @wwmi spojenim terapie

pusobici na udrovni vrozené imunity (agonisté FPRegragii na darovni imunity

ziskané ((pro)enzymoterapie).

* Nalezeni nejefektiw)Siho zpisobu kotveni f-MLF na nadorové itky z hlediska
redukce naddorovéhdstu a délky peziti mysi.

e Moznost nahrady monofosforylu lipidu A (MPL) za dipolysacharid (LPS) pro
budouci pouziti dané terapiehoveka.

e Analyza migrace jednotlivych subpopulaci leukdcyto nadoru v jibéhu |&by
pomoci ptitokové cytometrie. A vysitleni synergii -MLF-BAM s LPS na buxiné

urovni.

» Owefeni pouZitelnosti metody cytotoxické analyzy (cgtatky test CD45+/ Pl) na
ligandu f-MLF-DOPE.
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Chemikalie

« Alfa-amylaza (Bacillus sp.), (Sigma- Aldrich, USA)

» Alfa-chymotrypsinogen A (bovinni), (Sigma- Aldrich, USA)

« Anti-Mouse CD45 PerCP-Cy5.5; clone 30-F1(eBioscience, USA)
* Anti-Mouse CD45 APC; clone 30-F11dBioscience, USA)

e Anti-Mouse CD3e FITC; clone 145-2C11eBioscience, USA)

* Anti-Mouse CD4 APC; clone GK1,5(eBioscience, USA)

e Anti-Mouse CD8a PE-Cy7; clone 53-6.7eBioscience, USA)

* Anti-Mouse NK1.1 PE; clone PK13GeBioscience, USA)

* Anti-Mouse Ly-6G (Gr-1) Alexa Fluor 700; clone RB68C5 (eBioscience, USA)
* Anti-Mouse CD19 APC; clone eBiolD3eBioscience, USA)

e Anti-Mouse F4/80 PE-Cy7; clone BM8eBioscience, USA)

*  BAM -biokompatibilni kotva pro membrany, Mw 4000 (NOBr@oration,
Japonsko)

 DMSO - dimetyl sulfoxid (Sigma- Aldrich, USA)
» DNaza | (Roche Diagnostics, decko)

* DOPE - N-(Succinimidyloxy-glutaryl)-Le-phosphatidylethanolamin, Dioleoyl
(NOF Corporation, Japonsko)

» EDTA - kyselina ethylendiamintetraoctoy@igma- Aldrich, USA)

e f-MLF - N-formyl-methionin-leucin-fenylalanin (Sigma- Aldh, USA)

22



f-MLF KK - N-formyl-methionin-leucin-fenylalanin + lysin (8afer-N, Dansko)
FCS -fetalni bovinni sérum (Sigma-Aldrich, USA)

Fluoresceréné znatené kalibra¢ni kuli¢ky - count bright absolute counting beads,
(Invitrogen, USA)

L-glutamin (PAA-The Cell Culture Company, USA)
Liberaza DL (Roche Diagnostics, decko)

LPS - lipopolysacharid Escherichia coli (Sigma- Aldrich, USA)
Merkaptoetanol - (PAA-The Cell Culture Company, USA)

MPL - monofosphoryl lipid A (Sigma- Aldrich, USA)

PBS -fosfatovy pufr s chloridem sodnym (pH 7,3-7,4) gi8a-Aldrich, USA)
Penicilin/streptomycin antibiotika (PAA-The Cell Culture Company, USA)
Pl - propidiumjodid (Invitrogen, USA)

RPMI 1640 (Sigma- Aldrich, USA)

SMCC - 4-(N-Maleimidomethyl)cyclohexanecarboxylicacid N-hydysuccinimid
ester (Thermo Scientific, USA)

TCEP - tris(2-Carboxyethyl)phosphine hydrochlorid (SignAddrich, USA)
Trypanova modi (Sigma-Aldrich, USA)

Trypsin (Sigma-Aldrich, USA)

Trypsinogen (bovinni), (Sigma-Aldrich, USA
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4.2 Laboratorni zvirata

V pokusech byly pouzity dva typy mysi C57BL/6N alBXc z chovu Charles River
Laboratories.

Samice mySi C57BL/6 ily do laborateée jako 4 tydenni a po dosaZeni 8 tydwaha
18-20 g) byly pouzity k pokusn. MySi byly chovany za stejnych podminek veiawi
parazitologického ustavu, BC ASR jednotlié ve steriinich boxech za neomezeného
piistupu ke sterilni pitné veéda krmivu ve forn suchych pelet. V mistnosti byla zaisa
konstantni teplota 22C, relativni vihkost 65% a fotoperioda 12/12 hodin.

Samice mySi BALB/c {iSly do zwtince jako 6 tydenni a po dosazeni 9 tydiyly
pouzity k pokusu. Podminky k chovu byly totoZnégakmysi C57BL/6N.

4.3 Priprava nadorovych burgk pro transplantaci

Kultivace burk B16-F10 probihala v kultiv@mim médiu RPMI 1640 s 10 % fetalniho
bovinniho séra (FCS) gidavkem 1% antibiotik, 1% glutaminu a 0,1% merkafaoolu pi
37 °C vtermostatu v 5% COatmosfée. Narostla burna linie nadorovych busk
B16-F10 byla zbavena kultigriho média, nasledntiikrat promyta sterilnim pufrovanym
fyziologickym roztokem (PBS). K adherovanym nadgmov buikdm byla pidana
trypsiniza&ni snes (0,02% trypsin a 0,02% EDTA v PBS) nezbytnéd pajichh uvolréni.
Samotna trypsinizace probihala po dokiti minut v termostatu ip 37 °C. Pro zastaveni
trypsiniza&niho procesu bylo k hikdm @Fidano meédium RPMI 1640 s 10% FCS.
Rozvolrgné buiky byly centrifugovany 10 min/2C /150y a n&ecny na pozadovany objem
pfidanim RPMI 1640 bez séra. Naslédyla paitana koncentrace b&kv 1 ml za pomoci
Blrkerovi konmirky. Aby bylo moZzné spotat Zivé buiky byla ¢ast suspenze smichana s
trypanovou motl (0,5%) v pongru 1:1 (trypanova maddobarvi mrtvé biiky, které nejsou
do koncentrace zapteny). Po zjisini aktualni koncentrace bylai¢na suspenze rexkna
na poZzadovanou koncentraci 48 tirsk/ml RPMI 1640 bez séra.

Kultivace i zpracovani nadorovych hiknS-180 probihalo za stejnych podminek jako
kultivace melanomovych bk B16-F10 s vyjimkou: biky sarkomu S-180 neadherovaly

ke stn¢ kultivacni nadoby, proto nebylo petoa je trypsinizovat.
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4.4 Transplantace nadorovych burek

Melanomové biiky B16-F10 byly transplantovany mySim veis@tydni v mnoZstvi 4x19
burgk v 0,1 ml RPMI 1640 bez séra na myS.nBy byly aplikovany podkozhna gedem
vyholeny pravy bok.

Sarkomové biiky S-180 byly transplantovany mysSim veigt@ tydmi v mnozstvi
5x10° burgk v 0,1 ml RPMI 1640 bez séra na mys. Aplikacedsubnyla provedena stejn
jako u burk B16-F10.

4.5 Méreni velikosti nadon

Velikost nadoru byla gfena pomoci kaliperu. Nasletlbyl sp@itan objem nadorové masy
vzorcem V =n/6AB?, kde A predstavuje délku nadoru (néf$i roznér) a B fredstavuje

vySku nadoru (nejmensi rozn), (Inaba a kol. 1986).
4.6 Pocitani plicnich metastaz

MysSi byly umrtveny strzenim vazu a naslégm byly plice vyjmuty. Plice byly fixovany
ve 4% formaldehydu, kde plicni tkaes¥tla a metastazy jsou Iépe viditelné. Poté ieslp

k samotnému vyhodnoceni pod binokularni lupou, kyly spateny metastazy na vSech
plicnich lalocich. Tato metodika nasleduje postagle Vetvicky a Vetvickovéa (2007).

4.7 Analyza dat

Vysledna data byla zpracovana do grpabmoci programu Sigma plot 12.5. Grafgfivani
vytvoiené na zakladtestu Kaplan-Meier byly vypracovany také v progma®igma plot
12.5. Statisticka vyznamnost byla vypena pomoci dvouvyioového studentova t-testu

v programu Microsoft Excel.
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4.8 Priprava terapeutickych latek

Priprava f-MLF KK-SMCC
1 mM SMCC v DMSO bylo smichano s 1 mM f-MLF KK v BBa spolén¢ inkubovano
1 hodinu pi pokojové teplat a tento roztok byl poté sterilizovan filtraci.

Hodinu ged samotnou aplikaci f-MLF KK-SMCC se mySim apliito redukni
¢inidlo — 50 mM roztok TCEP v PBS Zidodi redukce cystinu na povrchu nadorovych
burgk na cystein¢imz byla zaji&na vazba f-MLF KK-SMCC na nadorovéithy.

V piipact kombinace f-MLF KK-SMCC s LPS byloraldno LPS na koncentraci 0,5 mg/ml.

Priprava f-MLF KK-BAM

Bylo smichano 6 ml 0,53 mM f-MLF KK s 0,353 ml 9 mBAM 4000v DMSO a nasledovala
spole&na inkubace jednu hodinufippokojové teplat. Tento roztok byl poté sterilizovan
filtraci.

V piipact kombinace f-MLF KK-BAM s LPS byloiidano LPS na koncentraci 0,5 mg/ml.

Priprava f-MLF KK-DOPE

Bylo smichdno 6 ml 0,53 mM f-MLF KK s 0,353 ml 9 mMOPE-NHS v DMSO a
nasledovala spoted inkubace 1 hodinu fip pokojové teplot. Roztok byl nakonec
sterilizovan filtraci.

V piipac kombinace f-MLF KK-BAM s LPS byloipdano LPS na koncentraci 0,5 mg/ml.

Priprava f-MLFG ¢K-DOPE

Nejprve bylo gipraveno 6 ml 1 mM DOPE-NHS v PBS rozpusm DOPE-NHS v 50 pl

DMSO a doplgnim PBS o pokojové tepkat Takto vytvaeny roztok byl smichan s 6 ml
1 mM f-MLFG¢K v PBS. Nasledovala hodinova inkubace a steriézdtraci.

V piipadt kombinace f-MLFGK-DOPE s LPS bylo fidano LPS na koncentraci 0,2 mg/ml.
V piipact kombinace f-MLFGK-DOPE s MPL bylo pdano MPL na koncentraci
0,2 mg/ml.
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Priprava smési pro (pro)enzymoterapii

Tii proenzymy (bovine trypsinogen, bovine alfa-chynpstinogen A, alfa-amylaza
z Bacillus sp.) byly v pongru 0.56 mg trypsinogenu + 0.56 mg alfa-chymotrypganu A +
0.4 mg amylazy na 1 ml fyziologického roztoku sndiay a sterilizovany filtraci.

4.9 Experimenty
4.9.1 Terapie sarkomu pomoci f-MLF-(G)5-(K)10-STE a fFipadna
synergie s LPS

V tomto experimentu bylo pouzito 20 mysi linie BAIB Trindcty den od transplantace
sarkomovych butk byly mysi rozéleny doctyt skupin (I. - 1V. viz niZze) po&i mySich dle

pouzité terapeuticke latky. Kazda mys byla usmiatdo samostatného boxu.

Skupiny mySi podle podavané terapeutické latky:
1. 3 mM f-MLF-(G)5-(K)10-STE + LPS (0,5 mg/ml) v PBS
I. PBS (kontrola)
[l 3 mM f-MLF-(G)5-(K)10-STE v PBS
V. LPS (0,5 mg/ml PBS)

Latky byly mySim aplikovany u vSech skupin celk@est krat kazdy druhy den do
nadoru v mnozstvi 50 pl na mys. Terapie byla zalzajecase 0 (tedy 13. den od
transplantace S-180), kdy vSem mySim bylaéizma velikost nadoru. DalSi &teni
probihalo vzdydsre pred aplikaci l1&ebné latky, tj. kazdy druhy den. Po ukeni terapie
byl sledovanitst nadoii a doba peziti mysi.

4.9.2 Lé¢ba melanomu pomoci dvou diznych rezimi aplikace
f-MLF KK-SMCC + LPS

V tomto pokusu bylo pouzito 10 mysi linie C57BL/6Bvanacty den od transplantace
melanomovych busk byly mysi rozaéleny do dvou skupin (. a ll. viz nize) pétpmysich

dle rezimu aplikace latek. Kazda mys byla ugriatdo samostatného boxu.
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Skupiny mySi podle rezimu aplikace latek:
. 0,5mM f-MLF KK-SMCC + LPS (0,5 mg/ml) v PBS v redu: den 0,1,2, -pauza-
den 8,9,10, -pauza- den 16, 17, 18 -pauza- deB34£6
II. 0,5 mM f-MLF KK-SMCC + LPS (0,5 mg/ml) v PBS v rexu: den O, poté jenip

opétovném objeveni nadoru

Terapeuticka latka byla mySim aplikovana do nadomnozstvi 50 pl na mys. Ea
byla u obou skupin zagata v den 0 (tedy 12. den od transplantace B16;FKi3) vSem
mySim byla zmftena velikost nadoru. DalSi éfeni probihalo vzdy kazdy druhy den.
V tomto pokusu bylo poeba aplikovat mySim reduki roztok (50 mM roztok TCEP v
PBS) hodinu fed vlastni aplikaci terapeutickych latek. Po wam terapie byl sledovan

rast nadoii a doba peziti mysi.

4.9.3 Lé¢ba melanomu pomoci pulzniho rezimu aplikace

f-MLF KK-SMCC v kombinaci s (pro)enzymoterapii

V tomto experimentu bylo pouzito 8 mysi linie C57BN. Dvanacty den od transplantace
melanomovych butk byly mySi rozaleny do dvou skupin (I. a Il. viz nize) payiech
mysSich, kdy jedna ze skupin byla&éha pouze samotnym podavanim 0,5 mM f-MLF KK-
SMCC v PBS a u druhé ze skupin bylo podavanebée latky kombinovano se &si
pro (pro)enzymoterapii (alfa-chymotrypsinogen Ajpsinogen a alfa-amylagakazda mys

byla umistna do samostatného boxu.

Skupiny mySi podle podavané terapeutické latky:
I. 0,5 mM f-MLF KK-SMCC v PBS v rezimu: den 0,1,2, yza- den 8,9,11, -pauza-
den 16, 17, 18, -pauza- den 24, 25, 26
. 0,5 mM f-MLF KK-SMCC v PBS v rezimu: den 0,1,2, yza- den 8,9,11,- pauza-
denl6, 17, 18, -pauza- den 24, 25, 26 + (pro)enmmapie v rezimu: den 4, 5, 6,
-pauza- den 12, 13, 14, -pauza- den 20, 21, 2Rzgpalen 28, 29, 30

Terapeuticka latka byla mySim aplikovana do nademnozstvi 50 pl na mys,

proenzymy do svalu (musculus semitendinosus) v stadA00 ul na mys. léda byla u
obou skupin zap@ta v den 0 (tedy 12. den od transplantace B16;Kty)se vSem mysSim
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zmefila velikost nadai. DalSi néreni probihalo vzdy kazdy druhy den. V tomto expernitn
bylo poteba aplikovat mySim reduki roztok (50 mM roztok TCEP v PBS) hodinieg
vlastni aplikaci f-MLF KK-SMCC. Po uka@eni terapie byl sledovanist nadoi a doba

pieziti mysi.

4.9.4 Lé¢ba melanomu pomoci aplikace f-MLF KK + LPS v intenzvnim

pulznim rezimu za pouziti dvou tiznych kotvidel (BAM a DOPE)

V tomto pokusu bylo pouzito 15 mysSi linie C57BL/6Dvanacty den od transplantace
melanomovych butk byly mysi rozéleny do ti skupin (1. - lll. viz niZe) po gi mySich dle
zpiasobu kotveni f-MLF KK. Kazda mys byla umisa do samostatného boxu.

Skupiny mySi podle pouzitého kotvidla:
. 0,5mM f-MLF KK-BAM + LPS (0,5 mg/ml) v PBS
. 0,5mM f-MLF KK-DOPE + LPS (0,5 mg/ml) v PBS
lll. PBS (kontrola)

Latky byly mySim aplikovany u vSech skupin do nademnozZstvi 50 pl na mys ve
stejném rezimu a to: nulty den v 0, 1, 2 hodinnpden v 0,1 hodin, druhy den v 0 hodin.

Lécba byla u obou skupin zagata v den O (tedy 12. den od transplantace B16;F10)
kdy vSem mysSim byla zéhena velikost naddr DalSi néteni probihalo kazdy druhy den. Po

ukorteni terapie byl sledovaist nadoit a doba peziti mysi.

4.9.5 Lé¢ba melanomu pomoci aplikace f-MLFG6K-DOPE v kombin&i
s LPS, snaha o nahradu MPL za LPS

V tomto pokusu bylo pouzito 30 mysi linie C57BL/6Bvanacty den od transplantace
melanomovych butk byly mySi rozéleny do Sesti skupin (I. - VI. viz niZze) pétpmysSich
dle pouzité terapeutické latky. Kazda mys byla wnesdo samostatného boxu.

Skupiny mySi podle podavané terapeutickée latky:
l. 0,5 mM f-MLFGK-DOPE v PBS

Il 0,5 mM f-MLFGK-DOPE + LPS (0,2 mg/ml) v PBS
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. 0,5 mM f-MLFGK-DOPE + MPL (0,2 mg/ml) v PBS
V. LPS (0,2 mg/ml PBS)

V. MPL (0,2 mg/ml PBS)

VI. PBS (kontrola)

Latky byly mySim aplikovany do nadoru v mnozst@i 5l na my$ u vSech skupin ve
stejném rezimu a to: den 0, 1, 2, -pauza- den 809,

Lécba byla u obou skupin zagata v den O (tedy 12. den od transplantace B16;F10)
kdy vS8em mySim byla z&ena velikost naddr DalSi ngteni probihalo kazdy druhy den.
Ctrnacty den byly mysi po z#teni velikosti nadar usmrceny strzenim vazu a byly jim

vyjmuty plice za Gelem pditani plicnich metastaz.

4.9.6 Vyhodnoceni prfitomnosti jednotlivych subpopulaci leukocyid
pomoci pritokové cytometrie v melanomu ovliviéném aplikaci
terapeutické latky f-MLF KK-BAM

V tomto experimentu bylo pouZito 36 mysi linie C37&8N. Dvanacty den od transplantace
melanomovych butk byly mySi rozaleny doctyt skupin (1. - IV. viz niZze) po deviti mySich

dle pouzité terapeuticke latky. Kazda mys byla wnedo samostatného boxu.

Skupiny mySi podle podavané terapeutické latky:
l. LPS (0,5 mg/ml PBS)
Il. 0,5 mM f-MLF-BAM v PBS
[l 0,5 mM f-MLF-BAM + LPS (0,5 mg/ml) v PBS
V. PBS (kontrola)

V ¢ase 0 (tedy 12. den od transplantace B16-F10) w§&yn mysim aplikovany do
nadoru terapeutické latky v zavislosti na sképimmnozstvi 50 pl na mys. Vzdycasech
12, 24 a 48 hodin byly z kazdé skupiny odebranynysi, kterym byla zréfena velikost
nadoru, nasledn byly tyto mySi usmrceny a jejich nadory byly odé&ty k dalSimu
zpracovani. Jako negativni kontrola slouzity mysSi, odebrané vase 0, kterym nebyla

Zadna terapeuticka latka aplikovana.
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4.9.6.10debirani a zpracovani nadot

Nador byl vypitvan a zbaven veSkerychciseot oplachnutim v RPMI 1640 bez séra.
Nasledr byl roztihan na mensi kousky &gmesen do 1 ml sterilniho RPMI 1640 bez séra s
Liberdzou DL (0,33 mg/ml) a DNazou | (0,2 mg/ml)asledovala hodinova inkubacé p
37 °C s mirnym tepanim. Po uplynuti inkubai doby byly vzorky centrifugovany
10min/4 °C/16Qy. Vznikly pelet byl nsgedtn v PBS a homogenizovarigs sterilni sitko

s pory o velikosti 70um (BD Bioscience). Suspenze byla dalevyedena do 50 ml
zkumavky a centrifugovana vest8im objemu PBS 10min/AC/16Qy. Vznikly pelet byl
nasledg naeedkn PBS na 0,5 ml a vobjemu 10 ul na jamkengsen do 96 jamkové

mikrotitracni destéky s kulatym dnem a pouzit pro analyzu natpkovém cytometru.

4.9.6.2Analyza na priatokovém cytometru

K bung¢né nadorové suspenzi bylyigany fluorescetné znaené monoklonalni protilatky
(MoAbs). Tyto protilatky byly pedem néediné v PBS a roztlené do dvou typ znaeni
(zn&eni 1. a 1l.), viz Tab. | a Il. Od kazdého nadormyybzhotoveny vzdyii jamky, kdy
prvni jamka byla zngena |. typem zngeni, druhd jamka Il. typem z&eni a teti jamka
zistavala bez zrani a slouzila jako kontrola pro vyleeni moZnosti nespecifického
navazani MoAbs na povrch bikn Takto se postupovalo u vSech nadastejré. Jako
kontrola spravné funkce MoAbs slouzily splenocyiskané ze sleziny mysSi ze skupiny IV.
(kontrola).

Vzorky byly s MoAbs inkubovany 20 min ve % a poté promyty 150 pl PBS
centrifugaci 2 min/£C/424y. K pelet bylo doplno 140 pl PBS a 10 pl kalibmaich
kulicek (kalibra&ni kulicky slouzily pro gepaiet absolutniho mnozstvi bék ve vzorku).
Vzorek byl méfen na piitokovém cytometru (BD FACSCantoll flow cytometerDB
Biosciences, USA). Po spravném nastaveni cytomeizuTab. lll, byla mikrotitr&ni
desttka vloZena do fistroje a za pomoci automatického podavezorki (HTS) znétena.
Bylo zaznamenano 20 000 udalosti a vzorky byyemy v triplikatech.

Vysledky byly zpracovany a vyhodnoceny v prograBid FACSDiva verze 6.1.3.
Celkové mnoZstvi busk bylo prepasteno na 1 mrhnadorové tk&h
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Tab. I: Fluorescetné znatené monoklonalni protilatky pouzité jako I. typ Zeai.

ZNACENI I.
Nazev protilatky Typ bunék, které redéni
znadi

anti-Mouse CD45 PerCP-Cy5.5; clone BD1; 0,2 mg/ml Leukocyty 200x
anti-Mouse CD3e FITC; clone 145-2C11; 0,5 mg/ml T-lymfocyty 100x
anti-Mouse CD4 APC; clone GK1,5; 0,2 mg/ml CD4+ T-lymfocyty | 100x
anti-Mouse CD8a PE-Cy7; clone 53-6.7; 0,2 mg/ml CD8+ T-lymfocyty | 100x
anti-Mouse NK1.1 PE; clone PK136; 0,2 mg/ml NK buriky 100x

Tab. Il: Fluorescetné znaené monoklonalni protilatky pouzité jako Il. typagani.

ZNACENI II.
Nazev protilatky Typ bunék, které iredéni
znai

anti-Mouse CD45 PerCP-Cy5.5; clone 30-F11; 0,2 mg/m Leukocyty 200x
anti-Mouse CD3e FITC,; clone 145-2C11; 0,5 mg/ml T-lymfocyty 100x
anti-Mouse Ly-6G (Gr-1) Alexa Fluor 700; clone RBG5; Granulocyty 100x
0,2 mg/ml

anti-Mouse CD19 APC; clone eBio1D3; 0,2 mg/ml B- lymfocyty 100x
anti-Mouse F4/80 PE-Cy7; clone BM8; 0,2 mg/ml Monocyty/makrofagy| 100x
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Tab. Ill: Nastaveni gitokového cytometru.

Nastaveni lased Nastaveni HTS

Window Extension 2,0 Sample Flow Rate 1,0
FSC Area Scaling 0,8 Sample Volurmé) ( 30,0
Laser Delay Blue 0,0 Mixing Volumeul] 100,0
Laser Delay Red 30,0 Mixing Speed 100,0
Area Scaling Blue 0,8 Number of Mixes 3,0
Area Scaling Red 1,3 Wash Volumd)( 400,0

4.9.7 Ovéreni pouzitelnosti metody cytotoxické analyzy (cytaoixicky test
CD45+/ PI) na ligandu f-MLF-DOPE

K analyze protinadorového efektu f-MLF-DOPE byl piticytotoxicky test CD45+/ PI, kde
vhodnym ozn&nim efektorovych a cilovych béin byla stanovena cytotoxicka aktivita
efektorovych buék imunitniho systémuigi bunkam nadorovym. Efektorovymi tilkami
byly vtomto gipadt makrofagy PMJ2R zrané anti-CD45-APC. VSechny itky byly
zarovar znaené Pl (proprium jodid). Vysledkem byla dvoubareiRACS analyza s
absolutnimi psty mrtvych i Zivych nddorovych (B16-F10) a PMJ2Rhéu

4.9.7.1Pr¥iprava experimentu

Den 1. - aktivace PMJ2R

Dostatén¢ narostla makrofagova linie PMJ2R byla sklizenas{pavou pipetou byl
oplachnut povlak usazenych kiinze sén kultivatni zkumavky, biiky byly preneseny do
centrifug&ni zkumavky a centrifugovany 10 minl@/15Qy, supernatant slit) a roziéna na
polovinu do dvou mensSich kultigaich zkumavek. Do jedné ze zkumavek byigliany 2 ml
LPS v koncentraci 1 pl/ml zaélem aktivace PMJ2R. @lzkumavky byly doplany do 20
ml RPMI 1640 s 10% FCS a ponechany 24 hodin v tstate gi 37 °C v5% CQ
atmosfée.
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Den 2.

Melanomové bikky B16-F10 byly sklizeny (stejny postup viZziprava nadorovych bgh
pro transplantaci s vyjimkou: pozadovana koncestramurtk je zde podle pu
nasazovanych jamek) a nasazeny do 96-U jamkovéhelpao 30 jamek v @ou 50 000
burék na jamku v celkovém objemu 200 pl RPMI 1640 s J8& na jamku.

Nasledovalo promyti bwk centrifugaci (2 min/£C/424y) a sliti supernatantu. Na
pelety bugk byl do 15 jamek fidan ligand f-MLF-DOPE v koncentraci 0,05 mmol/l do
celkového objemu 200 pul RPMI 1640 s 10% FCS na jaftkn. na peletu v jamkach bez
ligandu bylo pidano 200 pl RPMI 1640 s 10% FCS, na pelety v jasthksiligandem bylo
pfidano 180 pl RPMI 1640 s 10% FCS a deépm 20 pl ligandu f-MLF-DOPE o
koncentraci 0,5 mmol/l).

Po inkubaci bugk s ligandem (30 minip37 °C v 5% CQ atmosfée) byly buiky opst
promyty (2 min/£C/424y) a supernatant slit.

K bunkam byly do 10 jamekijmany sklizené efektorové aktivované PMJ2R (aktPR)J2
a do dalSich 10 jamek sklizené efektorové neakneWwMJI2R (zjsob sklizeni viz den 1. —
aktivace PMJ2R) v celkovém objemu 200 pl na jamkwweru s nadorovymi bekami 1:2
(tedy na 50 000 B16-F10 /100 000 PMJ2R), zbylé pimz PMJ2R byly doptmy na 200
ul RPMI 1640 s 10% FCS. Ssi burgk byly inkubovany 2 hodinyip 37 °C v 5% CQ

atmosfée. Pro lepSi f@dstavu je na Obr. 3 znazém96-U jamkovy panel stglanymi

buinkami.
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
A
B
C
D B16-F10 B16-F10+ f-MLF-DOPE
E B16-F10+ PMJ2R B16-F10+ f-MLF-DOPE+PMJ2R
F B16-F10+ aktPMJ2R B16-F10+ f-MLF-DOPE+ aktPMJ2R
G
H

Obr. 3: 96-U jamkovy panel siganymi buikami. Buiky nadorové (B16-F10),
neaktivované makrofagy (PMJ2R), aktivované makrpfa@ktPMJ2R) a ligand
(f-MLF-DOPE).
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4.9.7.2Priprava bunék pro FACS analyzu

Po uplynuti dvou hodin inkubace byla &nburgk 2x promyta RPMI 1640 bez séra
centrifugaci (2 min/4C/424y). Z divodi mozné adheze btk B16-F10 ke sindm jamek

v dok inkubace byl obsah jamek ztrypsinizovan 5 mintit3y °C v 5% CQ atmosfée
(trypsinizani smes - 0,02% trypsin a 0,02% EDTA v PBS bylddana v mnozstvi 50 pl do
kazdé jamky). Trypsinizace byla zastaverfa@lgnim 150 pl RPMI 1640 s 10% FCS na
jamku, sngs byla dikladrg promichana a promyta centrifugaci (2 mifit#424y). Suché
pelety v jamkéach s PMJ2R (tzn. jamky E2 - E9 a B viz Obr. 3) byly barveny 20 minut
pri 4 °C ve tng anti-CD45-APC v koncentraci 2 pg/ml RPMI 1640 €646CS v celkovém
objemu 10 pl na jamku. Do zbyvajicich jamek bez PRIJtzn. jamky D2 - D9 viz Obr. 3)
bylo priddno 10 pl RPMI 1640 s 10% FCS pro zachovani ytéjipodminek. Po obarveni
nasledovalo 2x promyti 150 pl RPMI 1640 na jamkntgfigaci (2 min/4C/424g). Buiky
byly dale obarveny PI (proprium jodid) ve vysledwicentraci 5 pl/ml RPMI 1640 bez séra
v celkovém objemu 150 ul na jamku. Zde nebylo idgno do jamek D1, D6, E1, E6, F1,
F6 (tedy vZzdy prvnich jamek ze skupinyznych sndsi burgk), tyto jamky slouzily jako
kontrola pro vylodeni cytotoxického vlivu samotného PIl. Barveni phald 5 minut pi

4 °C ve tn¥. Nasledovalo promyti bék centrifugaci (2 min/2C/424g) a doplini jamek
150 pul RPMI 1640 s 10% FCS.

Vzorek byl gipraven pro mireni na piitokovém cytometru (BD FACSCantoll flow
cytometer, BD Biosciences, USA). Po spravném nastayristroje viz Tab. IV, byla
mikrotitracni desttka vioZzena do iistroje a za pomoci automatického podavazorki
(HTS) zn®tena. Ristroj byl nastaven na zaznamenani 10 miliadalosti, coz zajistilo
zaznamenani vSech biknv poZzadovaném objemu vzorku (Sample volume) 30Rib
ziskani pétu vSech bugk v jamce (150 ul) bylo mnozstvi v 30 pl znasob&roVysledky
byly zpracovany a vyhodnoceny v programu BD FACZDierze 6.1.3.
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Tab. IV: Nastaveni pitokového cytometru

Nastaveni lasei

Nastaveni HTS

Window Extension 2,0 Sample Flow Rate 1,0
FSC Area Scaling 0,3 Sample Volumé) ( 30,0
Laser Delay Blue 0,0 Mixing Volumeul] 100,0
Laser Delay Red 30,0 Mixing Speed 100,(
Area Scaling Blue 0,7 Number of Mixes 5,0
Area Scaling Red 1,3 Wash Volums)( 400,0
Kompenzace APC k PE Texas Red 10,0
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5 VYSLEDKY
5.1 Terapie sarkomu pomoci f-MLF-(G)5-(K)10-STE a gFipadna
synergie s LPS

Na Obr. 4 je znazowm vliv Iécby na redukciistu sarkom. U skupiny, které bylo podavano
samotné f-MLF-(G)5-(K)10-STE (skupina lIEervena barva viz Obr. 4) nebo samotné LPS
(skupina IV., Zluta barva viz Obr. 4) byla zaznademjista redukce nadorovéhistu oproti
kontrole (PBS), (skupina Il., modré barva viz Oby,. (v piipact LPS echodr statisticky
vyznamna), avsak jejich kombinace (skupina |., Sesi&a viz Obr. 4) zjsobila jiz 6. den
terapie Uplné vymizeni sarkdinu vSech mysi ze skupiny a tento efekgtpval i ve dnech

nasledujicich.

ol. @i, alll. OIV.
500
400 + .
@ -
:
~ 300 ~
2
=]
T
@
c
£ 200 A
[E]
2
o
100 - o .
*
o * * *
0 2 4 6 8 10 12 14
Den terapie

Obr. 4: Vliv 1é¢by na redukci istu sarkomd. I. 3 mM f-MLF-(G)5-(K)10-STE + LPS
(0,5 mg/mli),ll. PBS (kontrola)|ll. 3 mM f-MLF-(G)5-(K)10-STE|V. LPS (0,5 mg/ml).
* P< 0,05 vztazeno ke skugiil. (kontrola), o P< 0,05 vztazeno ke skuginll. (3 mM f-MLF-(G)5-

(K)10-STH, A P< 0,05 vztazeno ke skug@nV. (LPS).
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U mySi byla sledovana délkaegiiti. Z Obr. 5 je #&jmé, Ze zde ne¥ta synergie
f-MLF-(G)5-(K)10-STE s LPS Zadny vyznamny efekt aédku eziti mysi. U skupiny se
samotnym LPS (skupina IV., Seda pltaa viz Obr 5) fezili pozorovanou hranici 100 dni
¢tyii jedinci, u kombinace f-MLF-(G)5-(K)10-STE + LPSkiupina I., Sedaiprusovan&ara
viz Obr 5) pouzeit jedinci. V tomto pokusu se hranici 100 dni pbidepiezit i jedné mysi
z kontrolni skupiny (skupina Il., modr&gpuSovan&ara viz Obr 5), u které 10. den terapie

nador zcela vymizel.

100

80

S 60
— |
3 I
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o |
i |
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|
|
|
|
|

20 | P
0+ | | | | | |
0 20 40 60 80 100 120

Den terapie

Obr. 5: Vliv terapie na délku i ziti mysi.l. 3 mM f-MLF-(G)5-(K)10-STE+ LPS
(0,5 mg/ml),ll. PBS,IIl. 3 mM f-MLF-(G)5-(K)10-STEJV. LPS (0,5 mg/ml).
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5.2 Lécba melanomu pomoci dvou siznych rezimi aplikace
f-MLF KK-SMCC + LPS

V tomto experimentu byla k terapii melanomu poufatha f-MLF KK-SMMC v kombinaci
LPS. Terapeuticka latka byla u kazdé skupiny pau¢iinémcasoveém rezimu. Vifpact
skupiny I. se jednalo o pulzni typ rezimu. ¥gadt skupiny Il. byla latka aplikovana v den

0 a pak pouze ¥th dnech, kdy se znovu objevil nador (viz. Tab. V).

Tab. V: Aplikace terapeuticke latkyep mysim ze skupiny Il. dle aplikaiho rezimu den 0O,

pak jen @i znovuobjeveni nadoru. Oz¥eni ® pro aplikaci terapeutickeé latky v dany den u

dané mysi.

Mysi ze skupiny II.

Mys1 [Mys2 |MyS3 |Mys 4| MyS 5
. den T T T
. den T ®

. den

Den terapie

. den

. den

. den

. den D

. den

. den

o 0| ] ] ] A W R = o

. den

10. den

11. den

12. den

13. den

14. den
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Z Obr. 6 vyplyva, Ze skupina, které byla latka @eo@ha v pulznim rezimu (skupina
l., Sed& barva viz Obr. 6) vykazovala pomalejst nadoéi nezli skupina druha s rezimem
aplikace 0 a pak jenftpznovuobjeveni nadoru (skupina Il., modra barva @br. 6).
Ctrnacty den terapie byla zaznamenana statistickzhamnost redukce nadorovéhistu

oproti skupir Il.

700

600 -

500 -

400 A

300 -

Objem nadord (mm3)

200 ~ "

100 -

0 2 4 6 8 10 12 14

Den terapie

Obr. 6: Vliv rezimu terapie na redukciistu melanomul. 0,5 mM f-MLF KK-SMCC +
LPS (0,5 mg/ml), rezim terapie: dne 0,1,2, -pawaat 8,9,10, -pauza- den 16,17,18, -pauza-
den 24,25,26ll. 0,5 mM f-MLF KK-SMCC + LPS (0,5mg/ml), rezim teriap den 0, pak
jen @i znovuobjeveni nadoru.

* P < 0,05 vztazeno ke skuginl. (0,5 mM f-MLF KK-SMCC + LPS (0,5mg/ml), reZinerapie: den

0, pak jen dle pdeby @i znovuobjeveni nadoru).
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U mysi byla sledovana délkaediti. Z Obr. 7 vyplyva, ze zde nedoslo k Zzadnému
vyznamnému prodlouzenig¥iti ani u jedné ze skupin, Zadna z mysi se niedselédované

hranice 100 dni. Rezim terapie u skupiny |. a¢ma tedy vliv na délkuipZziti mysi.
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Den terapie

Obr. 7: Vliv rezimu terapie na délkuieziti mysi.l. 0,5 mM f-MLF KK-SMCC + LPS
(0,5 mg/ml), rezim terapie: dne 0,1,2, -pauza- 810, -pauza- den 16,17,18, -pauza- den
24,25,26]1. 0,5 mM f-MLF KK-SMCC + LPS (0,5mg/ml), rezim teri@pden 0, pak jenip

znovuobjeveni nadoru.
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5.3 Lééba melanomu pomoci pulzniho rezimu aplikace f-MLF

KK-SMCC + LPS v kombinaci s (pro)enzymoterapii

V tomto pokusu byla pouzita stejné terapeutickiéagako v pokusuigdchozim a to f-MLF
KK-SMCC + LPS. Rezim aplikace byl vybran dle vyd#édpredchazejicihno pokusu (tzn.
den 0,1,2, -pauza- den 8,9,10, -pauza- den 16,17pHiza- den 24,25,26). Z Obr. 8
vyplyva, Ze skupina |. (Sedd barva viz Obr. 8), ter& nebyla l&a kombinovana
s (pro)enzymoterapii, vykazuje vyr&g$i zpomaleni nadorovéhdistu, ale rozdily oproti

skupire Il. (modr& barva viz Obr. 8) nejsou statistickgmgmné.
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Obr. 8: Vliv kombinace terapeutické latky s (pro)enzymafmsi. |. f-MLF KK-SMCC+
LPS,II. f-MLF KK-SMCC+ LPS kombinované s (pro)enzymoteiapi
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U mySi byla sledovdna délka igZiti. Z Obr. 9 vyplyvd, Ze kombinace
s (pro)enzymoterapii (skupina Il., modr&eqmsSovanacara viz Obr. 9) sice o trochu
prodlouzila @eziti mysi oproti skupi bez kombinace s (pro)enzymoterapii (skupina I.,
cerna plnacéara viz Obr. 9), ale Zzadna mysS se nedozila sledovaanice 100 dni. Toto

prodlouzeni peziti ve skupig nebylo navic statisticky vyznamné.
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Obr. 9: Vliv kombinace terapeutické latky s (pro)enzymafei na délku feziti mysi.
. f-MLF KK-SMCC + LPS, Il. f-MLF KK-SMCC + LPS kombinované

s (pro)enzymoterapii.
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5.4 Lééba melanomu pomoci aplikace f-MLF KK + LPS
Vv intenzivnim pulznim rezimu za pouziti dvou Kiznych
kotvidel (BAM a DOPE)

V tomto experimentu byla pouZzita k@& melanomu terapeuticka latka f-MLF KK + LPS
v intenzivnim pulznim rezimu za pouziti dvoiznych kotev (BAM, DOPE). Z obr. 10 je
ziejme, Ze podavani f-MLF KK + LPS s obojim kotveniidAM ¢i DOPE) vykazovalo ve
dnech 4, 6 a 8 statisticky vyznamnou redukci nadgo fistu oproti kontrole PBS (skupina
lll., ¢ervena barva viz Obr. 10). Ve dnech nasledujicéchyshlost éistu melanomu zvysSila
ale jest 14. den terapie byla zaznamenana statisticka wyaaoat redukcetistu u skupiny s
kotvenim BAM oproti kontrole. Porovhame-li mezi sebltinnost kotveni BAM (skupina
l., Seda barva viz Obr. 10) a DOPE (skupina Il.,drdobarva viz Obr. 10) zjistime, Ze

nevykazovala v redukciistu melanomu Zadné vyznamné rozdily.
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Obr. 10: Vliv pouziti rizného typu kotveni f-MLF KK k nadorovym tkém
(BAM a DOPE) na redukci tstu melanomu. . f-MLF KK-BAM + LPS,
lI. -MLF KK-DOPE + LPSIIl. PBS.P< 0,05 vztaZeno ke skugiril. (kontrola, PBS).
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U mysi byla sledovana délkagditi, ktera je zaznamenana na Obr. 1dkoA redukce
nadorového wstu nebyla na Zysobu kotveni (BAM ¢i DOPE) zavisla, bylo zde
zaznamenano prodlouzeniepiti mySi u skupiny s kotvenim DOPE (skupinadeda plna

¢ara viz Obr. 11), kdeipzily 3 mysi hranici 100 dni.
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Obr. 11: Vliv pouziti rizného typu kotveni f-MLF KK k nadorovym tkéam
(BAM a DOPE) v intenzivnim pulznim rezimu na délsiteziti mysi.l. f-MLF KK-BAM +
LPS,II. f-MLF KK-DOPE + LPS|lIl. PBS.
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5.5 Lééba melanomu pomoci aplikace f-MLFG6K-DOPE

v kombinaci s LPS, snaha o nahradu MPL za LPS

Vtomto pokusu byla k¢ melanomu pouzita terapeuticka latka f-MLIKEDOPE

v kombinaci s LPS nebo s MPL. Na Obr. 12 jegtide kombinace f-MLFgK-DOPE s LPS
(skupina Il., modra barva viz Obr. 12) vykazovatadnech 8, 10 a 14 statisticky vyznamnou
redukci nadorovéhaistu oproti samotnému f-MLR& (skupina I., Sed& barva viz Obr. 12).
Jeho kombinace s MPL (skupina llEervena barva viz Obr. 12) nemmbila statisticky
vyznamnamnou redukci nadorovéhstu. Podavani samotného MPL (skupina V., zelena
barva viz Obr. 12) vykazovalo 12. a 14. derbié statisticky vyznamnou redukci
nadorovéhotrstu oproti kontrole PBS (skupina VI, fialova bama Obr. 12).
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Obr. 12: Vliv pouziti f-MLFGeK-DOPE v kombinaci s LPS nebo MPL na redukci
nadorového trstu. I. 0,5 mM f-MLFGK-DOPE, II. 0,5 mM f-MLFGK-DOPE + LPS
(0,2 mg/ml),lll. 0,5 mM f-MLFGK-DOPE + MPL (0,2 mg/ml)JV. LPS (0,2 mg/ml),
V. MPL (0,2 mg/ml)VI. PBS.

0 P<0,05,00 P< 0,01 vztazeno ke skugin. (f- MLFG¢K-DOPE) ¢ P < 0,05 vztaZzeno ke skugin

VI. (PBS) ,A P< 0,05 vztaZzeno ke skuginll. (f- MLFG ¢K-DOPE+ MPL), * P< 0,05 vztazeno ke
skupirg V. (MPL).
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Na Obr. 13 je uvedena intenzita metastdzovaniadgma jako pimérny paet
metastaz/myS u jednotlivych skupin. Metastazy bgbjvice potlaeny samotnym LPS
(skupina IV. viz Obr. 13), dale pak jeho kombinadiMLFGK-DOPE s LPS (skupina II.
viz Obr. 13) a kombinaci f- MLFK- DOPE s MPL (skupina Ill. viz Obr. 13).
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Obr. 13: Pmmeérny patet metastaz/mys u jednotlivych skupin. 0,5 mM f-MLFGK-
DOPE,Il. 0,5 mM f-MLFGK-DOPE + LPS (0,2 mg/ml)jl. 0,5 mM f-MLFGK-DOPE +
MPL (0,2 mg/ml),IV. LPS (0,2 mg/ml)V. MPL (0,2 mg/ml),VI. PBS.
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Na Obr. 14 je znazoéna prevalence metastaz u mysi v jednotlivych slaghinZde je
vidét, ze kontrolni skupina (skupina VI. viz Obr. 14psdhovala nejvy3Sich hodnot,
metastazy se vyskytovaly u vSech mySi. Pouziti H@K-DOPE v kombinaci s LPS
(skupina Il. viz Obr. 14) nebo MPL (skupina IllzvDbr. 14) vykazovalo lepsi vysledkyn
f-MLFG¢K-DOPE samotné (skupina I. viz Obr. 14). Ve sképi&ené samotnym LPS

(skupina IV. viz Obr. 14) se metastazy nevyskytipec.
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Obr. 14: Vyskyt metastaz u mysi v jednotlivych skupindth0,5 mM f-MLFGK-DOPE,
lI. 0,5 mM f-MLFGK-DOPE + LPS (0,2 mg/ml)ijl. 0,5 mM f-MLFGK-DOPE + MPL
(0,2 mg/ml),IV. LPS (0,2 mg/ml)y. MPL (0,2 mg/ml),VI. PBS.
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5.6 Vyhodnoceni gritomnosti jednotlivych subpopulaci
leukocyti pomoci pritokové cytometrie v melanomu po
aplikaci terapeutické latky f-MLF-BAM

V néasledujicim pokusu byla sledovana infiltracektmayti a jejich subpopulaci do nadorové
tkarg v zavislosti na typu léby. Na Obr. 15 je zaznamenan vliv jednotlivych pexatickych
latek na redukci nadorovéhdistu. Je patrné, Ze u skupiny, které bylo podavaR& L
(skupina I., Seda barva viz Obr. 15) a f-MLF-BAMhs&né (skupina Il., modra barva viz
Obr. 15) i jejich kombinace (skupina llEervena barva viz Obr. 15) doSlo ve 48 hodinach

k zmenSeni nadorové masy.
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Obr. 15: Vliv lé¢by na redukci nadorovéhoustu. I. LPS, Il. f-MLF-BAM,

lll. f-MLF-BAM + LPS,IV. PBS.
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Na Obr. 16 byla sledovana infiltracED45+ burgk (leukocyti), GR1+ bursk
(granulocytl), NK1.1+ burgk (NK burgk), F4/80+ burgk (monocyfi/ makrofady), CD3+
burgk (lymfocyti), CD4+ burgk (Th-lymfocyti), CD8+ bungk (Tc-lymfocyti) a CD19+
burgk (B-lymfocyti) do nadoru v zavislosti na typuhgy.

Ve 24 hodinach bylo zaznamenano zvySeni infitréeukocyl (CD45+) u vSech
pozorovanych skupin. U skupiny se samotnym LPSiskul., Seda barva viz Obr. 16)
doSlo ke kulminaci infiltrace CD45+ bék ve 48 hodinach, zatim co u skupiny, kde bylo
LPS kombinovano s f-MLF-BAM (skupina lll.¢ervena barva viz Obr. 16) byl vrchol
infiltrace jiZ ve 24 hodinach. Zadna synergie f-MBBAM s LPS zde neni pozorovatelna,
narst infiltrace u skupiny f-MLF-BAM + LPS (skupinall] cerven& barva viz Obr. 16)
oproti skupig f-MLF-BAM (skupina Il., modra barva viz Obr. 16)ylbpo 48 hodinach

ziejme zpasoben slozkou LPS.

Nasleduje zhodnoceni zastoupeni jednotlivych sublpopleukocyi.

GR1+ buiky (granulocyty) tvaily hlavni slozku leukocytarniho infiltratu. Ve 2448
hodinach dochéazi k vzestupu infiltrace u skupin L(B&ipina |., Seda barva viz Obr. 16) a
f-MLF-BAM + LPS (skupina lll.,cervend barva viz Obr. 16). | zdeibeme pozorovat ten
samy trend jako vijppact CD45+ burk, kdy kombinace f-MLF-BAM s LPS zajginila
skupin v pfibéhu 48 hodin térx shodné. Mirny vzestup mnozstvi GR1+ & kontrolni
skupiny (skupina IV., Zlut4 barva viz Obr. 16) v& Hodinach byl pravigpodobré nasledek

vpichu PBS do nadoru (trauma).

NK1.1+ buiky (NK bunky) migrovaly do nadoru nejvice ve 24 hodinach upsky se
samotnym f-MLF-BAM (skupina Il., modr& barva viz O46) a u skupiny s PBS (skupina
IV., Zlutd barva viz Obr. 16).fRinou tohoto jevu u kontrolni skupiny bylo praydobré
opét trauma po vpichu. Zajimavé je, Zze zde kombinabdF-BAM s LPS (skupina lll.,
cervena barva viz Obr. 16) nevyvolala takové mnazsfiltrace jako f-MLF-BAM (skupina
Il., modra barva viz Obr. 16) samotné. Celkové nsindzburgk je zde relativl malé oproti

granulocytim.

U F4/80+ burgk (monocyty/ makrofagy) doslo v prvnich 12 hodindcimirnému
poklesu potu u vSech skupin. NejvySSich hodnot dosahovalitracfe ve 48 hodinach u

skupiny kontrolni (skupina IV., Zlutd barva viz Ol6). | zde jako u NK1.1+ bgh
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vykazovala skupina se samotnym f-MLF-BAM (skupirla modra barva viz Obr. 16)
o néco vySSi hodnoty neZli skupina s kombinaci f-MLF8Aa LPS (skupina lll.¢ervena
barva viz Obr. 16). U skupiny f-MLF-BAM + LPS (skima Ill., ¢ervenda barva viz Obr. 16)
dosahovala infiltrace svého maxima jiz ve 24 hodinda rozdil od skupiny LPS (skupina I.,
Seda barva viz Obr. 16) a samotného f-MLF-BAM (skapll., modra barva viz Obr. 16),
které svého maxima dosahly peégd

CD3+ bunky predstavuji lymfocyty. V prvnich 12 hodinach doSlonknému Gbytku
lymfocyta u vSech skupin. Ve 24 hod hodnoty u skupiny s ($&sipina I., Seda barva viz
Obr. 16) jest o néco klesly, naopak u skupiny se samotnym f-MLF-BAKkypina II.,
modra barva viz Obr. 16) dosahoval infiltrat nepigf hodnot. Celkavse vSak jednalo o

velmi malé poty lymfocyta.
Dale je ukazano zastoupeni jednotlivych subpoplyaciocyt:

U CD4+ burek (Th lymfocyty) se pohybujeme ve velmi nizkych hothch (viddech
stovek). K vyznamgSim znmenam v infiltraci doslo po 24 hodinach u skupiny koimi
(skupina IV., Zluta barva viz Obr. 16) a svého maxizde dosahuje i skupina se samotnym
f-MLF-BAM (skupina Il., modra barva viz Obr. 16).

CD8+ buiky (Tc lymfocyty) jsou hodnoty infiltrace takéradech stovek, proto nemaji
vysledky velkou vypo#dni hodnotu. Maxima infiltrace bylo dosazeno poHh&tinach u
skupiny se samotnym f-MLF-BAM (skupina Il., modrérta viz Obr. 16), kde se hodnota
oproti ¢asu 0 zdvojnasobila. Po 48 hodinach doSlo k vygjdanu poklesu infiltrace u
skupiny f-MLF-BAM + LPS (skupina lll.¢ervena barva viz Obr. 16).

CD19+ bunky (B-lymfocyty) jsou buiky vyznamné pro tvorbu specifickych protilatek.
Z Obr. 16 je rejmé, Ze se boje s nadorovyminkami prvnich 24 hodin moc nédstni.
Celkové zaznamenané hodnoty byly velmi nizké aSitglse nijak vyrazé u Zadné ze
skupin. Jedin& vyrazjsi zmena ve velikosti infiltrace nastala po 48 hodindcskupiny LPS
(skupina 1., Seda barva viz Obr. 16), kde mnozswitk vzrostlo 15x oproticasu O.

Z davodu nizkého p&tu burek, nelze vyvozovat Zzadné zay.
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Obr. 16:

Infiltrace CD45+ burek, GR1+ burek, NK1.1+ burek, F4/80+ burek,
CD3+ burgk CD4+ burgk, CD8+ burgk a CD19+ burgk do nadoru v zavislosti na typu

lécby: I. LPS,II. f-MLF-BAM, Ill. f-MLF-BAM + LPS, V. PBS.
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5.7 Ovéreni pouzitelnosti metody cytotoxické analyzy
(cytotoxicky test CD45+/ PI) na ligandu f-MLF-DOPE

Vystupem analyzy protinadorového efektu f-MLF-DOBYia dvoubarevna FACS analyza
(analyza na pitokovém cytometru), kdy PMJ2R byly barveny anti-GR4PC a pomoci Pl

byly buiky dale rozdleny na zivé a mrtvé PMJ2R a zivé a mrtvé B16-Rdl0¢ovou

hodnotou pro vysledky analyzy byly Zivéiky B16-F10 (B16F10 Pl neg, zetenznaena

populace bugk viz Obr. 17 a Obr. 18). Na Obr. 17 je jakidkpad uveden vystup z FASC

analyzy vzorku B16-F10 + f-MLF-DOPE (jamka D9 vib©O?3).

B16 -F10+MiLF - DOFE Fl+ DY
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| 1II1IIIJ

PMI2R CO45+HPI+
PMIZR CD45+

ot

<
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o
o B16F10 PI neq S e
-
s =
- -'II I I Illlllili 1 1 IIIIIII 1 1 IIII|I|‘ 1 1 IIIlIIl ]
g 010 10° 10” 10 10°
PE-Texas Red-A
Well D9
Fopulation #Events %Parent %Total
(] All Events 8,436 #1000
] cELLS 6,729 713 713
[] SINGLETES B,604 981 700
[ PMJZR CD45+ 0 0.0 0.0
- B16F10 Pl neg 5570 843 5490
M E16F10PI+ 1,091 156 104
[ PMJIZR CD45+PI+ 3 0.0 0.0

Obr. 17: Obrazek FACS analyzy B16-F10 + f-MLF-DOPE (filtrawg.

53




Na Obr. 18 je jakoifklad uveden vystup z FASC analyzy vzorku B16-F10OMLF-
DOPE + aktPMJ2R (aktivované PMJ2R), (jamka F9 iz.Q3).

B16-F10+ MLF -DOPE+ akt PMJZR Pl+-F4
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cI:mE—_
S " B1&F10FI neq E16F10 PI+
==
3 _ .
-T—Illllllllllll 1 IIIIIIII 1 IIIIIII| 1 IIIIIII| 1
" 010’ 10° 107 lin 107
PE-Texas Fed-A
Well: F4
FPopulation #Events %WParent %Total
] &l Everits 33,432 FJE 1000
[ cELLS 74,286 726 726
[ ] 5INGLETES 23,683 978 708
(] PMJZR CD45+ 18,740 79.1 56.1
I B16F10 Pl neg 3.038 12.8 9.1
B E16F10PI+ 1,234 572 37
[ ]PMJZR CD45+F+ 670 28 2.0

Obr. 18: Obrazek FACS analyzy B16-F10 + f-MLF-DOPE + aktPRJ8ltrovany).
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Ziskané hodnoty zivych nadorovych kknv 30 pl vzorku byly pepaiteny na
mnozstvi Zivych nadorovych bék v jamce (ve 150 ul vzorku) a byly Zpnérovany ty
jamky, ve kterych byl ten samy vzorek, jak je uvenle@ Tab. VI. Modra barva znazmije
jamky bez ligandu f-MLF-DOPE a fimérny paiet Zivych nadorovych bék ze ti jamek se
stejnym vzorkem bez ligandu, Seda barva naopak jyjasmkgandem f-MLF-DOPE a
pramérny paiet zivych nadorovych buk ze ti jamek se stejnym vzorkem s ligandem.

Tab. VI: Paet zivych nadorovych bwk ve 30 pl a 150 pl vzorku. #nér ze ¥ hodnot
poctu Zivych nadorovych buk v zavislosti na fitomnosti PMJ2R (aktivovanych - akt.,
neaktivovanych) a naffpomnosti ligandu f-MLF-DOPE.

Pocet bunék Pocet bunék
Priimeér
ve30pul ve 150l
4109 20545
B16-F10 4910 24550 23105
4 344 2422
3781 18905
B16-F1(H+ PMJ2R 4 696 23 480 20701
3944 19720
3184 15920
B16-F1+H aktPMJ2R 3738 18 690 17 321
3471 17355
5517 27585
Bl6-F10+ {-MLF-DOPE 4747 23735 26 390
5570 27 850
3344 16720
Bl16-F10+ -MLF-
2 180 14050 15 643
DOPE+ PMJI2R
3232 16160
2557 12785
Bl6-F10+ f-MLF-
2154 10940 12 981
DOPE+ aktPMJ2R
3038 15190

55



Na Obr. 19 je graficky znadzatno prtimérné mnozstvi Zivych nadorovych htkn
B16-F10 v jednotlivych jamkéch v zavislosti n&tpmnosti PMJ2R (aktivovanych - akt,
neaktivovanych) a naffpomnosti ligandu f-MLF-DOPE. Modra barva znaage piimérny
pocet Zivych nadorovych bwk v jamkach bez ligandu f-MLF-DOPE, Seda barva a&op
pramérny paiet Zivych nadorovych bwk v jamkach s ligandem f-MLF-DOPE. Z grafu je
patrné, Ze fidani PMJ2R bu¢k k butkam nadorovym (B16-F10) o jen maly vliv na
pocet Zivych nadorovych bék (redukce pstu 10,5%), avSak ip pridani aktivovanych
PMJ2R byla zaznamenana statisticky vyznamna redpétte Zivych nadorovych bk o
25,1% oproti B16-F10 bez (aktivovanych i neaktivoyeh) PMJ2R. V fitomnosti
samotného ligandu f-MLF-DOPE nebyla zaznamendnan&amtotoxicita wuci bunkam
B16-F10. Ridanim neaktivovanych PMJ2R k B16-F10 + f-MLF-DORlo docileno
vyznamné redukce ptu zZivych nadorovych buwk o 40,7% oproti B16-F10 + f-MLF-
DOPE. A posilenim efektutipldnim aktivovanych PMJ2R (aktPMJ2R) bylo dosazeno
redukce potu Zivych nadorovych buk o 50,8% oproti B16-F10+ f-MLF-DOPE+ PMJ2R.
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Obr. 19: Primérné mnozstvi Zivych nadorovych b#nB16-F10 v jednotlivych jamkach
v zavislosti na fitomnosti PMJ2R, aktPMJ2R a nétpmnosti ligandu f-MLF-DOPE.
* P< 0,05 vztazeno ke skuiB16-F10,000 P< 0,05 vztaZzeno ke skugiB16-F10+fMLF-DOPE.
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6 DISKUZE

Imunoterapie je povazovana za budoucnogbyénadorovych onemoéni. NepoSkozuje
zdrave buiky a jeji zbrani v boji proti ndddm jsou buiky imunitni. V této diplomové préci
s hdzvem “Pouziti agonist-PR receptdr k terapii nadorovych onemogm“ je k redukci
nadofi vyuzivdn mechanismus rozpoznavani idfékh agens nespecifickou imunitou.
Instalaci bakterialnich motiv(v tomto gipact f-MLF motivi) na nddorové hiky docilime
jejich rozpoznani pro hiky nespecifické imunity. Tato diplomova prace najazna dva
piedchozi projekty. V prvnim projekt€gnatova 2012) bylo zjigho, Ze imunitni odpasd’
vyvolaji pouze motivy f-MLF vazané na nadorovénky, zatimco nenavazané motivy
f-MLF nemaji zadny efekt, to potvrzuji i z&y Underhilla a Gantnera (2004). Vyznamné
bylo i zjiS€ni synergistického gsobeni f-MLF a LPS. To koresponduje s nazorem o
spolupisobeni PRRs ligarid(Underhill a Gantner 2004). Druhy projekt (VAca@@13) se
snazil o optimalizaci metody pouZiti FPR recefptioterapii nadorovych onemodgmi.

U¢elem mé diplomové prace bylo doplnit stavajici sl a pomoci nas#novat
MLF-(G)5-(K)10-STE a pipadna synergie s LPS) bylo cilem dokazat univaosil pouziti
agonisti FPR receptdr k 1&bé raiznych tym nadofi. Dosud byly pro tyto pokusy pouzivany
melanomové hitky (Cunatova 2012, Vacova 2013), které jsou povazovémyjedny z
nejagresivjSich naddorovych buk. V mém pokusu byly mySim aplikovany sarkomoveé
bunky S-180. Sarkomy jsou nadory s pomalejSiistem a nizSi agresivitou nez bylo
pozorovano u melanaim BéZné se hodnoty objemu nadou melanomu kolem 14. dne
terapie u nek&ené (kontrolni) skupiny pohybuji fédech tisié mn?, zatimco u sarkomu
byly nan&teny hodnoty wadech stovek mi{viz Obr. 4, skupina Il., 14. den u sarkomu 215
mm?, Obr. 10, skupina Ill., 14. den u melanomu 2265%niMabizi se tedy otazka, zda bude
mit na takto pomaleji rostouci nador terapie gembtictvim agonist FPR receptdr stejné
acinky, jako tomu bylo u agresi¢jsiho melanomu. Pokus na melanomech byl jiz
v minulosti proveden (unatova 2012) a vysledky tohoto experimentu jsaly tmozné
porovnavat s vysledky z pokusu na sarkomech v méciprU obou pokus mgla
nejvyrazigjSi efekt na redukci nadorovéhastu kombinace f-MLF-(G)5-(K)10-STE s LPS.
Nicmére zatimco u sarkomu bylo jiz 6. den terapie dosaagmioé redukce nadoroveho
rastu, u melanomu bylo zaznamenano jen zpomalésiura k Uplné redukci nedoslo.

Podobny trend byl zaznamenan i v déldezgi jednotlivych skupin mysi. Zatimco u
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experimentuCunatové (2012) se ani jedna my$ nedoZila pozorovaagice 100 dni, u
pokusu se sarkomy bylo zaznamenano celkem 10 my& (nysi), kteréiezily hranici 100
dni a ani u jedné z nich nador bhefpvaval. Tyto vysledky potvrdily do&nku, Ze pokud
terapie @inn¢ funguje na agresivnich (melanomovych)ikéach néla by byt &inna i u
ostatnich méhagresivnich tyf (sarkom). Hranici 100 dniteZila i jedna kontrolni mys. U
této mysi doSlo 10. den terapie ke spontanni regaeoru. Po uka¥eni pokusu byla snaha
Zjistit, zda tento efekt nastane iii pctyinasobném zvySeni mnozstvi aplikovanych
nadorovych bugk. Této mysi byly aplikovany dva miliony sarkomovyburek, nicmér
transplantat se neujal. Prapddobnym vysstlenim je, Ze myS p#tdo skupiny jeding

s unikatni mutaci, kter& umozni imunitnimnkém rozpoznat nador a zlikvidovat ho,
podobré jak je popisovano v praci profesora Cuiho (2008hazili jsme se tuto mys
rozmnozit a tak fenést tento unikatni znak na potomstvo a dale spméaoovat, ale to se
bohuZel do dneSniho dne nepiida

Druhy pokus (Iéba melanomu pomoci dvouiznych rezini aplikace f-MLF KK-
SMCC + LPS) byl provéash ve forng screeningu (dv skupiny mysSi bez kontroly), tkolem
bylo zjistit nejefektivijSi aplikani rezim terapeutickych latek. Prvni skupimySi bylo
podavano f-MLF KK-SMCC + LPS v terapeutickém rezigen 0,1,2, -pauza- den 8,9,10, -
pauza- den 16,17,18, -pauza- den 24,25,26. U dskilpginy byl zvolen terapeuticky rezim
den 0, a dalSi aplikace jen ¥ipact opakovaného objeveni nadoru. Z vyshediyplyva, ze
pravidelna pulzni aplikace ma lepSi vysledky v kedinadorovéhotirstu. Tento vysledek
odpovida zji&tnim, Ze stala aplikace LPS vede k jeho tolerancei@nan a kol. 1975). Je
tedy dopordovano pravidelné vysazovani LPS na dobti gni (Bourquin a kol. 2011). U
skupiny Il., kdy se terapeuticka latka aplikovataupe @i prezenci nadoru, nadorgtéinou
perzistovaly (viz Tab. V). To v koeém disledku zmenSovalocinnost terapie. fsto
muzeme fici, Zze ol terapie byly velmi &nné. U pulzniho rezimu bylo dosazeno
piechodného vymizeni nadorTo je jev typicky pro pouZiti kovalentniho kotig8MCC) a
byl pozorovan i u laminarinu a mananu (Zenka, Ustiiieni). BohuZel tento typ kotveni
zpravidla neprodluzujetpziti, ale jeho perspektivou by mohla bytgoperani redukce
nadorové masy.

Ukolem tetiho (také screeningového) pokusuglf® melanomu pomoci pulzniho
rezimu aplikace f-MLF KK-SMCC + LPS v kombinaci rd)enzymoterapii) bylo zjistit,
zda terapie zaloZzenad na kovalentnim vazani f-MLRivaomaze byt kombinovana s
(pro)enzymoterapii. (Pro)enzymoterapie za pouzitroepzynt, trypsinogenu a

chymotrypsinogenu, {sobi  mnohem efektiwi, nez  dosud studovana
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enzymoterapie (Wald a kol. 1998, Wald a kol. 20@h)lezitym pozitivem je, Ze pouzité
proenzymy se aktivuji az v méshddoru (Novak a Trnka 2004). (Pro)enzymoterapiy te
pusobi na urovni ziskané imunity (Kaiserova 2008k Bglo prokazano (Kaiserova 2008,
Kalferstova 2008), proteazy vytiias alfa-2 makroglobulinem komplex, kterycimne
odstraiuje TGF-beta, jeden zikzitych nastraj protiimunitni nadorové obrany. V této praci
jsem se pokusila spoijit terapifigobici na Grovni vrozené imunity s terapii na Grénmunity
ziskané. Tato kombinace se vSak ukazala jakoime&. Jednim z moznych vy&leni je, Ze
(pro)enzymy pi svém misobeni zarowue likviduji prozarétlivé cytokiny a tim jdou proti
terapii za pomoci nespecifické imunity. Vzajemnyalz vrozené a ziskané imunity je v3ak
natolik slozity, Ze je obtiZzné pokusit se podgaké gesrgjsi vyswtleni tohoto nedsjchu.

Ve ¢tvrtém pokusu (l&ba melanomu pomoci aplikace f-MLF KK + LPS v intemim
pulznim rezimu za pouziti dvouiznych kotvidel (BAM a DOPE)) byla optimalizovana
terapie na urovni kotveni ligandu f-MLF. Byly studmy dw varianty kotveni f-MLF
(BAM a DOPE) do membrany nadorovych BknBAM jako kotvu vyuZiva jeden alifaticky
fettzec, DOPE dva alifatickéettzce. Oba typy kotveni vykazovaly vyznamnou redukci
rastu nadaol oproti kontrole, ale ani jeden z nich nebyl vyraipsi (tzn. druh kotveni nema
Zadny vyrazny vliv na redukci nddorovéhistu). Opéné situace viak nastala u pozorované
délky preziti, kde kotveni DOPE fungovalo lépe nez kotvBAM. Zatimco u skupiny
f-MLF-BAM se ani jedna z mySi nedozila pozorovamartice 100 dni a délkargriti byla
srovnatelna s kontrolni skupinou, u skupiny f-MLIBBE gezily hranici 100 dniit mysi ze
skupiny. Je nutno podotknout, Ze u tohoto pokuduypbuZit velmi intenzivni pulzni rezim
aplikace terapeutickych latek. Je tedgjmé, Ze kombinaci efektivniho typu kotveni ligand
a intenzivniho pulzniho rezimu aplikace latek Ips@hnout zlepSentgriti mysi.

V patém pokusu (tba melanomu pomoci aplikace f-MLFG6K-DOPE v kombina
s LPS, snaha o ndhradu MPL za LPS) byla testovarfmost nahrady LPS za (pttoveka
bezpengjsi) MPL. VeétSina pokug s TLR a FPR agonisty vdBéé nadorovych onemoeéni
byla provadna v kombinaci s LPS, tento druh terapie byl retgtiispsny Cunéatova 2012,
Vacova 2013). Pro budouci pouziti u lidi je vSaknéunahradit LPS (LPS je vysoce
toxické). Zatimco je u mysi LD50 (davka kdy 50% ijemk uhyne) odhadovana na
6,9-10,8 mg/kg (v zavislosti na pohlavi a druhu ipy&/on Drygalsky a kol. 2013), u
¢lovéka vyvola i 1000 - 10000 krat nizSi davkazmaky Soku (Warren a kol. 2010). Jednou
z moznych nahrad je pr&MPL - monofosphoryl lipid A ziskany z LPS kme8a monella
minnesota. MPL ma podobné dinky na imunitni systém jako LPS, ale ma vyraanzsi
toxicitu. Jak vyplyva z vysledk (viz Obr. 12), kombinace f-MLFEg&-DOPE s MPL neni
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tak UsgSna v redukci nadorovéhastu jako kombinace s LPS. U MPL je vS8ak moznost
navyseni pouzitého mnozstvi (u lidi je velmi #imkolerovan), proto je zde jéftiedpoklad
zlepSeni efektu redukce nadorovéhastu. Pouziti vySSich koncentraci MPL bude
piednmétem dalSiho zkoumani. Vliv kombinace f-MLEGDOPE s MPL na prmérny pacet
metastaz ve skupimevykazuje rozdily ve srovnani s kombinaci f-MIJREDOPE s LPS.

Cilem Sestého pokusu (vyhodnocetitgmnosti jednotlivych subpopulaci leukogyt
pomoci piitokové cytometrie v melanomu po aplikaci terapédtitatky f-MLF-BAM) bylo
zZjistit zastoupeni jednotlivych subpopulaci leukécy nadoru v zavislosti na druhu pouzité
terapie a zarovwevyswitlit synergisticky vztah f-MLF-BAM a LPS na b&né arovni, ktery
byl pozorovan vin vivo pokusechC@natova 2012, Véacova 2013). V pokusu byla
zaznamenana vyrazna migrace dunespecifické imunity, zejména granulagybéhem 48
hodin po aplikaci l&vé latky -MLF-BAM ¢i jeho kombinace s LPS. Bly specifické
imunity (lymfocyty a jejich subpopulace) se v itdditu vyskytly jen ve velmi malém
mnoZstvi. To s&d¢i o tom, Ze hlavni funkci u tohoto typu terapie tagd imunita
nespecifickad. Synergisticky vztah f-MLF-BAM a LP®hbyl bohuzel na buné udrovni
viditelny. Kombinace f-MLF-BAM s LPS némesla Zzadné vyrazné zvySeni infiltrace &un
Jediné co Izeifpisovat synergistickému vztahu je fakt, Ze u kamaloe f-MLF-BAM s LPS
dosahl infiltrat svého maximatige nezli u samotného LPS. Tento trend Ize pozdrava
granulocytt i CD3+ burk (viz Obr. 16). Podobné vysledky byly zaznamenany
v ekvivalentnim pokusu u mananu (Maierova 2012)zadde@amenany synergistickyinek
f-MLF-BAM a LPS na bug¢né Urovni naznauje, Ze zacileni infiltrovanych imunitnich
burek je klicovym faktorem a mozstvi inflitratu zde nema vyrazngohu (jeho mnozstvi
uréuje predevsim LPS). Pouzitim samotného f-MLF-BAM se zigiduze informace o
zacileni @inku (f-MLF motiv navazany na nadorovychikach je ozn&), ale neni zde
dostaténa infiltrace imunitnich buik. Naopak, samotné LPS inicializuje migraci
imunitnich bugk do mista aplikace, nicmé&nuréeni specifického zacileni chybi. Az v
momen¥ spojeni &chto dvou slozek dojde k infiltraci mista aplikdaosunitnimi buikami a
zarovea k cilené eliminaci nadorovych b&kn Synergie zde tedy neni zavisla na velikosti
infiltratu, ale spiSe na dostatku informaci, ktémunitnimu systému poskytneme, tedy
uréeni mista migrace a@sné zacilenidainku.

Sedmy (posledni) pokus (@eni pouzitelnosti metody cytotoxické analyzy
(cytotoxicky test CD45+/ PI) na ligandu f-MLF-DOPH)yl zangfen na owfeni
pouzitelnosti metody cytotoxické analyzy na liganeMLF-DOPE s pouzitim pitokové

cytometrie. Cytotoxické testy jsou nepostradatelsouasti protinadorové terapie, umozni
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hodnotit efektivitu dané ty. Pomoci anti-CD45+ byly ztiany efektorové hiky
imunitniho systému, v tomtofipadt makrofagy, tedy hiky nespecifické imunity. Jako
ligand byl pouzit -MLF-DOPE. | zde byla z{fi@vana synergie visobeni f-MLF-DOPE
ligandu a LPS (ligandu TLR). fRomnost LPS byla nasimulovanaepdchozi aktivaci
PMJ2R. Ri samotném vyhodnoceni byly &tivé Zivé nadorové hiky, které byly odliSeny
od mrtvych nadorovych bghk propidium jodidem. Mrtvé hiky nelze brét jako ukazatel
cytotoxicity ligandu. B pouziti trypsinu Bhem metodického postupu dochazi totiz
k rozkladu ¢asti mrtvych budk. Celkové mnozstvi bwk v jamkach bylo v konmé fazi
nizsi, nez jejich pity na z&atku. Divodem byly malé ztraty v pbéhu metodického
zpracovani, vSechny jamky byly vSak zatizeny sigjisbybou, proto tento fakt nein
zasadni vliv na vyslednou analyzu. Vysledkytopotvrdily efektivitu kombinace f-MLF-
DOPE s LPS (ligand TLR), kdy tato kombinace vyvalalySeni cytotoxického efektu na
buiky B16-F10, coz plé podporuje vysledky dosaZzené v ostatnich pracecatd€thill a
Gantner 2004Cunatova 2012, Vacova 2013). Zaraveyl prokazan nulovy cytotoxicky
efekt samotného f-MLF-DOPE ligandu nanky B16-F10 a jen nizky cytotoxicky efekt u
skupiny B16-F10+PMJ2R, avSak kombinace f-MLF-DOPEMJ2R vyvolala vyznamnou
cytotoxicitu na biky B16-F10.

Tato diplomova prace potvrdila, Ze f-MLFreglstavuje silny nastroj kdbBeé
nadorovych onemoeni a ve spravné kombinaci s dalSimi ligandy PRRgarbyt i velmi
efektivnim zmisobem terapie. Nicmén je zapotebi dalSi optimalizace metodiky.
Nasledujicim krokem bude zngima nahrada LPS za m&toxickou latku, & uz ji bude MPL
ve vysSich koncentracich nebo dalSi hledané atteynd o otere moznost pouZiti terapie i

v lidské oblasti mediciny.
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7 ZAVER

e Lécbu agonisty FPR lIze pouzit i u jinych fymadofi nez jen u melanomu.
Kombinace f-MLF s LPS vykazovala synergii a vedlasarkomu k pechodné
eliminaci nadoi.

» Pravidelna pulzni aplikace terapeutickych lateknthinace TLR4 agonisty a ligandu

FPR) byla dinn¢jSi nezli aplikace terapeutickych latek pouziepgpitomnosti nadoru.

« Kombinace terapie agonisty FPR (na Udrovni nespiéf imunity) s

(pro)enzymoterapii (na uarovni specifické imunityp atelem zvySeni efektu

nadorove terapie byla n&ana.

» Z hlediska redukce nadorovéhtstu byly oba typy kotveni (BAM, DOPE) sté&jn
acinné, avsak kotveni DOPEgho oproti kotveni BAM pozitivni vliv na prodlouzeni

délky preziti mysi.

* Pii ndhraé LPS za MPL nebylo dosazeno tak vyznamné redukderngeho #istu.
Co se tye intenzity metastazovani a prevalence metastd¥lRé& v kombinaci
s ligandem FPR stgjnicinné jako LPS ve stejné kombinaci.

* Nejvice zastoupenou populacii pnigraci burgk do nadoru ovlivéiného aplikaci
f-MLF-BAM ¢i jeho kombinaci s LPS byly granulocyty fiky nespecifické
imunity). Prokazat synergii f-MLF-BAM s LPS na kigné Urovni nelze. Za jediny
projev synergie Ize povazovat rychlejSi nastugtiate u kombinaci f-MLF-BAM a
LPS.

» f-MLF-DOPE v kombinaci s aktivovanymi i neaktivowani makrofagy (PMJ2R)

vykazovalo in vitro vyznamnou cytotoxickou aktivipwoti nadorovym bikam B16-
F10.
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