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Abstrakt

Piijmeni a jméno: Smejkalova Petra
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Nazev prace: Sledovani vlivu chemoterapie na hematologické malignity v redlném case
Vedouci prace: MUDr. Miroslava Cedikova Ph.D.
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Pocet ptiloh: 0

Pocet titull pouzité literatury: 56

Kli¢ova slova: AML, chemoterapie, imunoterapie, MM

Souhrn:

Tato bakalatska prace se zabyva tématikou hemato-onkologickych malignit, kte-
ré predstavujici Sirokou skupinu onemocnéni postihujici kostni dient a lymfatické uzliny.
Cilem prace byla identifikace vhodného typu a koncentrace chemoterapie pro navazujici
experimenty s kombinovanou imunoterapii NK bunikami. Tato kombinace by mohla
vést ke sniZzeni uzivanych davek chemoterapie a tedy i k moznosti pfedchazeni ¢i snize-
ni zavaznosti nezddoucich ucinkl vyskytujicich se pfi chemoterapii. V praci bylo pra-
covano s bunéénymi liniemi, které reprezentovaly 2 onemocnéni — akutni myeloidni
leukémii a mnohocetny myelom. Tyto linie byly vystaveny G¢inktim cytrabinu, doxoru-
bicinu, venetoclaxu a bortezomibu. Efekt jednotlivych latek byl sledovan a nasledné

analyzovan na pfistroji IncuCyte®.



Abstract
Surname and name: Smejkalova Petra
Department: Department of Rescue Services, Diagnostic Fields and Public Health

Title of thesis: Monitoring of the effect of chemotherapy on hematological malignancies

in real time
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Number of pages — numbered: 43

Number of pages — unnumbered: 22
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Summary:

This bachelor thesis deals with haemato-oncological malignancies that represent
a wide range of diseases that affect bone marrow and lymph nodes. The aim of the study
was to identify the appropriate type and concentration for follow-up experiments use in
subsequent combination immunotherapy with NK cells. This combination could result
in fewer chemotherapy doses and thus less risk of side effects. In this work it was wor-
ked with cell lines which represent the two cases — acute myeloid leukemia and multiple
myeloma. These lines will be exposed to the action of cytarabine, doxorubicine, vene-
toclax and bortezomib. The effect of each substance was monitored and then analyzed

on the IncuCyte® machine.
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Domnivam se, ze mé zvolené téma bakalaiské prace je v dnesni dobé stale aktu-
alnim a rozSifujicim se problémem. V 1écb¢ hematologickych malignit 1ze uplatnit fadu

postupil a jednim z nich je kombinovana terapie.
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UvVOD

Hematologické malignity jsou Sirokou skupinou nadorovych onemocnéni postihuji-

ci lymfatické uzliny a kostni dien.

V 1é¢bé hematologickyh malignit 1ze uplatnit celou fadu postupd. Vedle chemote-
rapie se stale cCastéji hovofi o moznostech vyuziti imunoterapie ¢i kombinované 1éCby
(chemoterapie + imunoterapie). Vyhodou této kombinované 1é¢by je moznost uziti niz§ich

davek chemoterapie a tedy i redukce ptipadnych nezadoucich ucinkd.

Akutni myeloidni leukémie je onemocnéni, pfi kterém dochazi k maligni transfor-
maci hematopoetické buiiky. Jedna se o rychle se rozvijejici onemocnéni, jehoz klinické
ptiznaky jsou zpisobeny pfitomnou anémii, neutropenii a trombocytopenii. Lécba je agre-
sivni a je zaloZena na intenzivni chemoterapii nebo alogenni transplantaci krvetvornych

bunék.

Mnohocetny myelom je druhym nej¢astéjSim naddorovym onemocnénim krevnich
bunék. Jeho podstatou je klonalni proliferace plazmatickych bunék, které produkuji mono-
klonalni protilatku (paraprotein). Vysledkem jsou poruchy krvetvorny a imunitniho systé-
mu, ale také odbouravani kostni hmoty. Lécba zahrnuje chemoterapii, imunoterapii ¢i bio-

logickou 1écbu.

Cilem bakalatfské prace bylo stanoveni vhodné koncentrace chemoterapeutika pro
pouziti v kombinaci s imunoterapii, kontrétné v kombinaci s pfirozenymi zabijaky, NK

bunkami.

Bakalatska prace je ¢lenéna na dvé ¢asti, ¢ast teoretickou a Cast praktickou. Teore-
ticka ¢ast obsahuje zakladni informace 0 hematologickych malignitach a to konkrétné o
akutni myeloidni leukemii a mnohocetném myelomu. Jsou zde uvedeny informace o jejich
incidenci, vzniku, diagnostice ¢i terapii. Dale je zde podrobné zpracovano téma chemote-

rapie s jejimi mechanismi i nezadoucimi G¢inky.

Praktickd ¢ast prace se vénuje ucinklim riiznych typti chemoterapie na zvolené bu-

nécné linie (KG-1a, RPMI 8226) a interpreaci ziskanych vysledk.

Diskuze na konci srovnava vysledky analyzy s ostatnimi studiemi.
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TEORETICKA CAST

1 HEMATOLOGICKE MALIGNITY

1.1 Charakteristika

Hematologické malignity jsou skupinou klonalnich onemocnéni

vznikajici

z nezralych krevnich bunék ¢i z bunék v pocatecnim stadiu vyvoje (Obrazek 1). Bunky se

méni na klon malignich buné€k, nejsou schopny apoptozy, ziji déle a utlacuji zdravé bunky.

(Mirka 2006)

Tyto malignity pfedstavuji Sirokou Skalu nadorovych onemocnéni postihujici

zejména kostni dfen, poté se jedna o leukemie, a lymfatické uzliny (lymfomy). (Dolezalo-

V4 2016)

Obrazek 1: Vyvoj kmenovych bunék
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Dostupné z: https://www.docsity.com/sr/histologija-hematopoeza/4468681/
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1.2 Klasifikace hematologickych malignit

Klasifikace hematologickych malignit podle WHO rozdé€luje tyto novotvary prede-
nych bunék a histiocytarni novotvary (Tabulka 1). V kazdé kategorii jsou riznd onemoc-
néni definovéna podle kombinace morfologie, imunofenotypu, genetickych ryst a klinic-

kych syndromti. Cilem Klasifikace je definovat entity nemoci, které¢ se daji rozeznat a které

maji klinicky vyznam. (Harris et al. 2000)

Tabulka 1: WHO Kklasifikace hematologickych malignit

Posttransplan-
Onemocnéni
Myeliodni Lymfoidni tacni lymfo- Histocytarni
Zirnych o
neoplazie neoplazie proliferativni malignity
bunék
poruchy
Chronicka Myelom Histocytoza z
' Lymfoplazma- . Sarkom
myeloidni ) plazmatickych Langerhanso-
ticky syndrom Zinych bun¢k
leukémie bunék vych bunék
Chronicka Systémové Sarkom
Plazmaticka
neutrofilni Plazmocytom onemocnéni dendritickych
hyperplazie
leukémie zirnych bunck bunék
Myelodiospla- Hodgikuv Plazmaticka
ticky syndrom lymfom hyperpléazie
Akutni
myeloidni
leukémie

Zdroj: (Harris et al. 2000)
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1.3 Incidence a etiologie

Incidence se v mnoha ohledech lisi. Vice byvaji postizeni muzi nez Zeny. Etiologie
neni zndma, jsou vSak udavany rizikové vlivy podporujici vznik hematologickych malignit.
(Mirka 2006) Mezi tyto rizikové faktory patii zejména ionizujici zafeni, expozice chemika-

lii, geneticka predispozice, infekce, ale 1 predchozi onkologicka terapie.

1.3.1 Ionizujici zaFeni

Nékolik studii o vystavovani populace ionizujicimu zafeni poskytlo odpovidajici
dukaz o vztahu mezi expozici zafeni urcité trovné a vyvoji akutnich leukémii a chronické
myeloidni leukémie. Nicméné rizné typy bunék mohou mit rizné reakce na zafeni. (Ro-

driguez-Abreu et al. 2007)

1.3.2 Chemikalie

Expozice benzenu, formaldehydu a dioxint je spojena s vétsim rizikem vzniku leu-
kémie. Organicka rozpoustédla, zemédelské pesticidy a herbicidy byly také spojeny s vys-
S$im rizikem. Koufeni cigaret je znamym rizikovym faktorem pro leukémii. Odhaduje se, Ze
az 20 % akutnich myeloidnich leukémii (AML) miize byt spojeno s koufenim cigaret. (Ro-

driguez-Abreu et al. 2007)

1.3.3 Lékarska terapie a zdravotni stav

Pfedchozi 1é¢ba pomoci chemoterapie a radiacni terapie zvysuje riziko sekundar-
nich leukémii. Riziko je vy$$i u kombinované modalni terapie. U piijemcti byly pozorova-
ny leukémie a lymfomy po transplantaci organti. Aplasticka anémie a myelodysplasticky
syndrom jsou také spojovany se zvySenym rizikem vzniku leukémie. (Rodriguez-Abreu et
al. 2007)

1.3.4 Genetické poruchy

Nekteré genetické poruchy charakterizované chromozomalnimi zménami, jako je
napt. Klinefeltertiv syndrom ¢i Downtiv syndrom jsou také spojené s vétsim rizikem vzni-

ku leukémie. (Rodriguez-Abreu et al. 2007)

1.3.5 Infekce

Onkogenni retrovirus je virus lidské T-buné¢né leukémie (HTLV) typu 1 atypu 2 a
byl identifikovan jako souvisejici faktor k rozvoji vzacnych typu leukémii a lymfomu. Vi-

rus je prenasen hlavné z matky na dit€, zejména kojenim. Sexualni ptenos a krevni trans-
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faze jsou dalsi mozné cesty infekce. Celozivotni riziko infekce je 0,5 % - 7 %, s nejvyssim

rizikem spojenym s novorozeneckou infekci. (Rodriguez-Abreu et al. 2007)

1.4 Diagnostika

K analyze pti podezieni na hematologickou malignitu je nezbytny kompletni krevni
obraz. Dalsim vysetfenim, které je soucasti diagnostiky téchto chorob, je biopsie kostni
dfené. VSechny vzorky se vySetfuji mikroskopicky, aby se stanovila povaha malignity.
Radu t&chto onemocnéni lze v soudastnosti Klasifikovat i cytogeneticky (akutni myeloidni
leukémie, chronicka myeloidni leukémie) nebo imunofenotypizaci malignich bunék (lym-

fom, myelom, chronicka lymfocytarni leukémie. (Tseng a Ng 2020)

1.5 Terapie

Lécba mize zahrnovat symptomatickou 1é¢bu (napf. krevni transfaze u myelo-
dyspalstického syndromu). Agresivnéj$i formy onemocnéni ale vyzaduji 1é¢bu pomoci
chemoterapie, radioterapie, imunoterapie a v nékterych piipadech i transplantaci kostni
drené. (Tseng a Ng 2020)
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2 AKUTNI MYELOIDNI LEUKEMIE

2.1 Charakteristika

Akutni myeloidni leukemie (AML) je maligni onemocnéni kostni dfené€ a krvetvor-
by. Vyznacuje se neomezenym mnozenim a hromadénim nezralych bunék kostni dfené
(myeloblastl), pro které je u akutni myeloidni leukemie charakteristické, ze tvoii vice nez
20 % jadernych bun¢k v kostni dfeni nebo periferni krvi. (PospiSilova et al. 2013; Rory M.
Shallis et al. 2019; Vakiti a Mewawalla 2021)

Obrazek 2: Buiikky AML v mikroskopickém natéru kostni drené

D
<3

Dostupné z: https://www.news-medical.net/health/Refractory-Acute-Myeloid-Leukemia-
(AML).aspx

2.2 Krevni obraz
Pro krevni obraz je charakteristicky zvySeny pocet leukocyti (leukocytdza)
s vyplavovanim blasti &i naopak pokles poétu leukocytii v periferni krvi (leukopenie). Cas-

to muze byt pfitomna normocytarni anémie nebo také i trompocytopenie. (Vydra et al.
2019)

2.3 Incidence

AML se muize objevit vV kazdém veku. Incidence pifipada na 2 — 3 obyvatel z
100 000 za rok. Toto ¢islo vsak nartista u osob ve star$im véku — ve skupiné lidi nad 65 let

je ro¢ni incidence 12 — 15 z 100 000 obyvatel. (Pospisilova et al. 2013)

23



2.4 Etiologie

Mechanismus vzniku akutnich myeloidnich leukémii neni dosud zcela jasny. (Ron-
gzheng Xu et al. 1996)

Leukemogenese je vicestupniovy proces, ktery vyzaduje citlivost hematopoetické
progenitorové buniky na induktivni latky. Rtizné podtypy AML mohou mit odli§né kauzalni
mechanismy, coz naznacuje funkéni spojeni mezi konkrétni molekularni abnormalitou ne-
bo mutaci a pavodcem. (Crane MM et al. 1996) Vétsina ptipadi AML vznika de novo bez

objektivni leukemogenni expozice. (Deschler a Liibbert 2006)
Vyvoj AML byva vsak spojovan s nékolika rizikovymi faktory a to napt.:

o vek

e genectické poruchy: Downtv syndrom, Klinefelteriv syndrom, Li-
Fraumeniho syndrom a jiné

e fyzikalni a chemické expozice: benzen, drogy ¢i pesticidy

e radiaCni expozice: terapeutické ionizacni zareni

e chemoterapie: alkyla¢ni cytostatika, inhibitory topoisomerazy I1

e virova infekce

Tyto rizikové faktory byly ale identifikovany jen u malého poctu pozorovanych
ptipadi. (Sandler DP a Collman GW 1987; Aquino VM 2002; Pogoda JM et al. 2002; Pui
CH 1995)

2.5 Klinické projevy
Typicky je rychly rozvoj a vyvoj choroby a to zpravidla v horizontu n¢kolika dnti ¢i
tydnd. (Vokurka 2008)

Mezi projevy onemocnéni patii pfedevsim selhani kostni diené (infiltrace) a ome-
zeni tak krvetvorby. Dochazi k hromadéni nadorovych bunék vlivem jejich nekontrolova-
telného mnoZeni a zastavé diferenciace leukemickych bunék. Byva pfitomen anemicky
syndrom doprovazeny tnavou, slabosti, bledosti klize nékdy 1 dusnosti. Pokud je pfitomna
trombopenie, dochazi k rozvoji krvacivych stavi, které mohou vyustit ¢asto K zivot ohro-
zujicim komplikacim (napt. krvaceni do mozku ¢i traviciho systému). Mezi celkové pfi-

znaky patii ubytek na hmotnosti a poceni. (Indrak 2014)
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2.6 Diagnostika

Provadi se cytologické vySetieni kostni diené, kdy je stanovovan procentualni ob-
sah blastd — u akutni myeloidni leukemie je nalézano > 20 % blasti v kostni dfeni. Mezi
dalsi vysetfeni patii prutokova cytometrie pro prikaz diferenciace myeloblasti a také je

dilezita pro urceni typu leukémie (odliSeni od akutni lymfoblastické leukémie). (Vydra et
al. 2019)

2.7 Klasifikace

Podle klasifikace WHO lze akutni myeloidni leukémii rozdélit do n€kolika skupin:

e AML s rekurentnimi cytogenetickymi aberacemi, tzn. je u nich prokazana jedna
Z moznych aberaci.

e AML s viceliniovou dysplazii — sem jsou zatazeni pacienti S piedchdzejicim MDS
a pacienti bez ptedchoziho MDS. Typicka je dysplazie vice nez 50 % bun¢k ve 2 a
vice fadach.

e AML sekundarni a MDS, indukované piedchozi terapii — jedna se 0 AML po
1é€be inhibitory topoizomerdzy II (etoposid) ¢1 po 1écbé alkylaénimi cytostatiky

(melphlan). Také muze jit o nasledek po piedchozi radioterapii (Vydra et al. 2019)

2.8 Terapie
Pro spravnou a uspéSnou 1écbu AML je diilezita v€asné diagnostika a zahajeni tera-

pie do n¢kolika dni po potvrzeni diagn6zy.(Tomasek 2015)

Lécba AML se casto provadi ve 3 fazich — indukce, konsolidace a postremise.
(Toméasek 2015; Reville a Kadia 2020)

Cilem induk¢ni faze je zniCeni co nejvétSiho poc¢tu leukemickych bunék v krvi a
Vv kostni dfeni a to pomoci chemoterapie, ktera je podavana v cyklech. Nasleduje obnova
krvetvorby. Tato faze je uspésnd, pokud krevni obraz obsahuje méné nez 5 % blastti a do-

sahne se kompletni remise. (Tomasek 2015; Reville a Kadia 2020)

Konsolidace je fazi, ve které je snaha o zabranéni ndvratu onemocnéni nebo ale-
sponl 0 udrZeni remise. Lze provést 1 alogenni transplantaci u vysoce nepiiznivych a riziko-

vych typtt AML. (Vokurka 2008)

Postremisni faze nebo také udrzovaci 1écba je klicova pro dosazeni kompletni remi-

se onemocnéni. (Vokurka 2008)
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2.9 Prognoza

AML je agresivni onemocnéni, které muze byt v kratké dobé smrtelné. Prognoza
onemocnéni je ovlivnéna celou fadou faktord. Spatnou prognézu maji pacienti vyssiho
véku, déle ti s komplexni zménou karyotypu, sekundarni AML ¢i pacienti, kteii jiz diive

podstoupili protinddorovou 1é¢bu. (Karas 2011)
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3 MNOHOCETNY MYELOM

3.1 Charakteristika
Mnohoc¢etny myelom (MM), nebo také plazmocytom ¢i Kahlerova nemoc, je hema-
tologické nadorové onemocnéni kostni diené vychazejici z nekontrolovatelného mnozeni

plazmocytl, tedy bunc¢k produkujicich obranné protilatky (imunoglobuliny). (Vokurka
2008; van de Donk et al. 2021)

Nadorové bunky tvoifi jeden klon a produkuji stejnou monoklonalni protilatku,

oznacovanou jako paraprotein, ktery je detekovan v moci ¢i v séru pacienta. (Indrak 2014)

Nédor vzniké v kostni dfeni, brani krvetvorbé€, narusuje kostni hmotu, zplsobuje
velké bolesti kosti, miZe vést k vzniku patologickych fraktur a osteolytickych lozisek ve
skeletu (Adam et al. 2008). Dalsim postizenym organem byvaji ledniny, kde se paraprotein
uklada jako tzv. amyloid. (Vokurka 2008)

Obrazek 3: Buiikky MM v mikroskopickém natéru kostni direné
- A 4 \" s. ’Q)‘t’b 'n

Dostupné 7. https://www.news-medlcal.net/health/MuItlpIe-MyeIoma-Imaging-

Strategies.aspx

3.2 Incidence a epidemiologie
Incidence MM siln€ souvisi s vékem a téméf polovina novych ptipada jsou lidé ve

véku 75 let a vice. Onemocnéni je CastéjSi u muzl nez u Zen. Ro¢né je nove diagnostiko-

vano u 3 az 4 osob na 100 000 obyvatel. (Adam et al. 2008; Bird a Boyd 2019)
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3.3 Etiologie

Piesna etiologie mnohocetného myelomu (MM) ztstava dosud neznama.

Jsou prokazany piipady, kdy vzniku MM ptedchazela premaligni ¢i zcela benigni
tzv. monoklonalni gamapatie nejasného vyznamu (MGUS). (Vydra et al. 2019), (Vokurka
2008)

Je mozné, Ze faktory zplisobujici zmény v genetické informaci buiiky (napiiklad io-
nizujici zafeni, pesticidy, herbicidy, benzen a jiné) mohou piispét k rozvoji myelomu, stej-

n¢ jako je tomu i u jinych malignit.

V poslednich letech byla u tohoto onemocnéni identifikovana celé fada genetickych
abnormalit, které ovliviiuji i jeho vyslednou prognozu. Jedna se napf. o translokaci t(4;14)

at(14;16) a deleci 17p. (Cardona-Benavides et al. 2021)

3.4 Klinické projevy

Typické projevy shrnuje zkratka z poc¢atecnich pismen symptomt — CRAB.

e C (calcium; vapnik) — hyperkalcémie
e R (renal failure) — renalni selhani
e A (anemia) — anémie

e B (bone; kost) — postizeni kosti (Vydra et al. 2019)

3.4.1 Hyperkalcémie
Hyperkalcémie je stav, pii kterém je zvySena hladina vapniku v krvi. Vznika vyso-
kou aktivitou osteoklastii. Ptili§ mnoho vapniku v krvi mtze oslabit kosti. Mezi jeji pii-

znaky fadime i unavu, zacpu a snizenou psychomotoriku. (Vydra et al. 2019; van de Donk
et al. 2021)

3.4.2 Renalni selhani

Dochéazi k nému, kdyz ledviny nahle nemohou filtrovat odpadni produkty z krve.
Hlavni pfi¢inou je pfitomnost paraproteinu, ktery naruSuje funkci nefronu. Déle dochazi i

poskozeni ledvin vlivem ukladani amyloidu. (Vydra et al. 2019; van de Donk et al. 2021)

3.4.3 Anémie

Je to stav, ke kterému dochazi vlivem infiltrace kostni dfené¢ myelomovymi burika-

mi. Nasledkem je potlaceni krvetvorby, naruseni pfenosu kysliku a zivin. Tento stav byva
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jesté umocnén vlivem poruchy tvorby erytropoetinu pii narusené funkci ledvin. (van de

Donk et al. 2021)

3.4.4 Onemocnéni kosti

Vznika na zakladé¢ nerovnomérné aktivity mezi osteoblasty a osteoklasty. Hrozi

vznik patologickych fraktur. (Vydra et al. 2019)

3.5 Diagnostika

Prvnim pfiznakem byva Casto nalez monoklonalniho proteinu (paraprotein) v séru
nebo moci pacienta. V krvi a mo¢i je dale stanovovana koncentrace vapniku, mocoviny,
kratininu atd.. Minimalni kritéria pro diagnostiku mnohocetného myelomu zahrnuji nalez

alespon 10 % abnormalnich plazmatickych bunék. (Robert A. Kyle 1992)

Pti diagnostice jsou nepostradatelné i zobrazovaci metody a to jak rentgenové vy-
Setfeni, tak pocitacova tomografie i magnetické rezonance. Demonstruji rozsah onemocné-
ni, pfitomnost ptidruzenych kompresnich zlomenin a ukazuji rist nadoru. (Angtuaco et al.

2004)
3.6 Terapie

3.6.1 Kaortikosteroidy

Steroidy ziistavaji jednim ze zakladnich Iéka v 1é€bé MM. Glukokortikoidy jako je-
imunosupresivnich aktivit. Vedlejsi ucinky steroidi, které zahrnuji napf. zmény nalady,
nespavost, slabost svali, zvySené riziko infekce, mohou byt problematické zejména u star-

Sich pacienti. (Bird a Boyd 2019)

3.6.2 Chemoterapie

Chemoterapie piisobi prostiednictvim riznych mechanismt (viz déle) a pouziva se
k oSetfeni Sirokého spektra hematologicky malignit véetné mnohocetného myelomu. Tato
terapie ma tendenci vice ovliviiovat maligni buiiky nez zdravé bunky, protoze maligni
buniky proliferuji rychleji a maji snizené schopnosti opravovat chyby v DNA. (Bird a Boyd
2019)
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3.6.3 Monoklonalni protilatky

Lidska monoklonalni protilatka se zamétuje na bunény povrchovy protein CD38,
ktery je vSeobecné exprimovan na malignich plazmatickych buiikach. Monoklonalni proti-
latka indukuje buné¢nou smrt prostfednictvim fady mechanismd, jako je bunécna fagocy-
toza a apoptdza zavisla na protilatce. Utéto terapie bylo prokazano, ze dramaticky zlepSuje
miru odezvy na 1é¢bu a navozuje remisi. V soucasnosti se jedna o nejucingjsi terapii. (Bird

a Boyd 2019; van de Donk et al. 2021)

3.7 Prognodza
MM je druhou nejéastéjsi hematologickou malignitou, coz ptredstavuje 10 — 15 %
vSech novych diagnoz. Stfedni doba pieZiti je v soucasné dobé 4 — 8 let v zavislosti na vé-

ku. Pieziti za poslednich 40 let se vyrazné zlepsilo. (Bird a Boyd 2019)
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4 LECBA HEMATOONKOLOGICKYCH MALIGNIT

4.1 Konven¢ni protinadorova terapie

Chemoterapie je jednim z IéCebnych postupli pii 1écbé nddorovych onemocnéni.
Uzivané latky, tzv. cytostatika, ktera jsou bud’ synteticky vytvofena, nebo jsou prirozeného
puvodu, zastavuji nebo zpomaluji riist rakovinnych bun¢k. Nevyhodou je, ze tento efekt

maji i na zdravé bunky. (Klener 2011)

Historie chemoterapie saha do 40. let 20. stoleti a to konkrétn¢ k pouziti dusikatych

yperitt. (Klener jr. a Klener 2013)

Dusikaty yperit se pouzival jako chemicka bojova latka, pozdéji se ukdzal ucinny v
1é¢bé rakoviny. Pitvy obéti naznacovali, Ze po expozici yperitem doslo k potlaceni ristu

lymfoma a myelomu. (Klener jr. a Klener 2013)

Metotrexat byl objeven po 2. svétové valce. Sidney Farber studoval u¢inky kyseliny
listové na pacientech s leukémii — metotrexat se stal prvnim lékem vyvolavajici remisi u
déti s akutni lymfoidni leukémii. Z toho vyplynulo, Ze antifolaty jsou schopné potlacit pro-
liferaci malignich bunék. (Klener jr. a Klener 2013)

Cisplatina je sloucenina na bazi platiny a byla objevena Barnettem Rosenberem.
Jednalo se o nahodny objev pii studiu Géinku elektrického pole na rist bakterii Escherichia
coli. Rosenber pozoroval, ze se bakterie po umisténi do elektrického pole piestaly délit.
Puvodné se domnival, Ze je to efekt elektrického pole, pozdé&ji ale zjistil, ze se jednalo o
elektrolyzu platinové elektrody nez o vliv elektrického pole. Tento ndhodny objev zah4jil

fadu vyzkumtu, které vyvrcholily syntézou cisplatiny. (Klener jr. a Klener 2013)

Paklitaxel je rostlinny alkaloid patiici mezi skupinu taxand, jedna se o latku izolo-
vanou z tisu zapadoamerického. V 80. letech 20. stoleti bylo zjisténo, ze je ucinny pii 1é¢beé

rakoviny vajecniku. (Klener jr. a Klener 2013)

4.1.1 Antimetabolity

Antimetabolity jsou malé molekuly, které jsou nespecifické pro bunéény cyklus. Je-
jich efekt je inhibice klicovych enzymt metabolismu DNA, coz vede K naslednému zasta-

veni déleni bunky a jeji smrti. Antimetabolity jsou déle ¢lenény do né€kolika skupin a to na
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antifolaty, fluoropyrimidiny a deoxynukleosidova analoga. (Tewari 2007; Klener jr. a Kle-
ner 2013)

4.1.1.1 Antifolaty - inhibitory dihydrofoladt reduktazy

hydrofolat-reduktazy (DHFR). DHFR je odpovédna za pfeménu dihydrofolatu na tetrahyd-
rofolat (THF) a nasledné na 10-formyl tetrahydrofolat. Posledni slouc¢enina poskytuje for-
myl skupinu pro glycinamid ribonukleotid formyltransferdzu (GARFT) a aminoimidazol
karboxamid ribonukleotid formyl transferazu (AICARFT). Vysledkem DHFR je vycCerpani
intracelularnich zasob redukovanych folati a nakonec snizeni syntézy purind a pyrimidind.

(Klener jr. a Klener 2013; Kaye 1998)

Ptevladajici mechanismus u€inku metotrexatu je nejisty, protoze polyglutamované
formy Ié¢iva také inhibuji tymidylat-sytazu (TS) a AICARFT. (Kaye 1998; Klener jr. a
Klener 2013)

Rezistence na metotrexat vznika riznymi mechanismy, mezi které patii zhorSeny
transport prostiednictvim redukovaného folatového nosice. (Kaye 1998; Klener jr. a Klener
2013) To inspirovalo hledani dalsich inhibitorit DHFR a nasledn¢ vedlo k objevu nékolika
analogli methotrexatu vcetné€ frimetrexatu. Trimetrexat je lipofiln€jSi neZ methotrexat a
jeho vstup do bunky neni zavisly na redukovaném folatovém nosi¢i (RFC). To vede

k vyssi koncentraci trimetrexatu v bunce. (Kaye 1998; Klener jr. a Klener 2013)

Dalsi inhibitor DHFR, ktery ma prokéazanou aktivitou u lidi, je piritrexim. Jedna se
o dalsi latku, ktera se nespoléha na RFC, ale vstupuje do buiiky pomoci pasivni difuze.

(Kaye 1998; Klener jr. a Klener 2013)

Vedlejsi ucinky pozorované u této tiidy 1€Civ, stejn€ jako u vétSiny antimetaboliti,
spocivaji hlavné v toxicité pro rychle se délici bunky, proto jsou spolecnym znakem mye-
losuprese a trombocytopenie. Tyto ucinky jsou obvykle reverzibilni a v chemoterapii 1ze
pokracovat, jakmile se krevni obraz vylepsi. Je znamo, Ze soucasné podavani redukova-
nych folatt, jako napiiklad leukovorinu (5-formyl-THF — kyselina foliniova), mize snizit

tyto toxické uc¢inky na ptijatelnou uroven. (Kaye 1998), (Klener jr. a Klener 2013)
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4.1.1.2 Antinukleotidy
Antinukleotidy inhibuji hlavné syntézu nukleotidi a mohou se i v nékterych ptipa-

dech v¢lenit do DNA, ktera poté neni schopna piipadné dalsi replikace. (Wilhelm 2020)
Thiopuriny

Thiopuriny jsou purinové antimetability Siroce pouzivané pfi 1é¢bé akutnich leu-
kémii, autoimunitnich onemocnéni (napt. Crohnova choroba a revmatoidni artritida) a u

pfijemct organt. (Zaza et al. 2010)

Jednim z prvnich antinukleotidti byl 6-merkapropurin (6-MP). Dal$im zastupcem je

jeho protilatka, azathioprin. (Klener jr. a Klener 2013)

Cytotoxickych ucinkli thiopurinovych 1é¢iv je dosaZzeno zabudovanim thio-
deoxyguanosin trifosfatu do DNA a thioguanosin trifosfatu do RNA, inhibici syntézy de
novo purini pomoci methylmerkaptopurinovych nukleotidii a inhibici proteinu Racl. (Zaza
et al. 2010)

Fluoropyrimidiny

Jsou dalsi podskupinou antinukleotidii. Zastupcem této skupiny je S-fluorouracil
(5-FU), ktery je analogem uracilu (slozka RNA). V bufice je metabolizovan a jeho metabo-
lit blokuje enzym tymidylatsyntetazu. Tento enzym je podstatny pro syntézu tymidinu a
jeho blokadou je narusena syntéza DNA. (Klener jr. a Klener 2013; Kaye 1998)

Fluorouracil ma uplatnéni zejména pii 1écbé nadort traviciho traktu — kolorektalni
karcinom, karcinom Zaludku, slinivky bfi$ni, jater, ale 1 u dal$ich typli malignit napt. plic,

prsu, mocového méchare apod. (Klener jr. a Klener 2013; Kaye 1998)
Deoxynukleosidova analoga

Analoga deoxynukleosidti maji také Siroké uplatnéni v chemoterapii. Nejdéle uzi-
vanym analogem je cytosin arabinosid (cytarabin), bézné pouzivany v 1é¢bé akutni leuké-
mie a nékterych lymfomu. Jeho mechanismem tuc¢inku je nejspiSe inhibice DNA-

polymerazy a tim naruseni syntézy DNA. (Kaye 1998; Klener jr. a Klener 2013)

Mezi vedlejsi GcCinky 1éCby cytarabinem patii pancytopenie, nevolnost, zvraceni,
horecka a bolest na hrudi. (Kaye 1998; Klener jr. a Klener 2013)
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Dalsim analogem je gemcitabin. Jeho mechanismus tu¢inku je podobny jako u cyta-
rabinu. Oproti nému byla ale prokazana jeho vyssi aktivita u solidnich nadorti a z toho du-
vodu nachazi uplatnéni napf. Vv terapii nadort slinivky bfisni, prsu, ale i nékterych hemato-

onkologickych malignit. (Klener jr. a Klener 2013)
Mezi dalsi latky této skupiny patii napiiklad decitabin, ktery ma uplatnéni hlavné
v 1éEbé MDS a AML. (Kaye 1998; Klener jr. a Klener 2013)
4.1.2 Klasicka genotoxicka cytostatika
U této skupiny latek dochazi k pfimému posSkozeni jizZ hotovych nukleotidovych
kyselin. K tomuto pos§kozeni miize dojit n€¢kolika mechanismy:
e alkylaci
e interkalaci
e poskozenim molekuly DNA

e inhibici topoizomeraz (Klener jr. a Klener 2013)

4.1.2.1 Alkylacni latky
Alkylacni ¢inidla se fadi mezi nejcenngjsi 1éky dostupné v 1écbé pacientd s rako-
vinnym onemocnénim. Narusuji bunécnou funkci vlivem alkylace, tzn. vytvarenim kova-

lentnich vazeb s baizemi DNA (adenin, cytosin a nejcast&ji guanin) a alkylaénim ¢inidlem.

(Klener jr. a Klener 2013)

Zakladni latkou je dusikaty yperit, ze kterého jsou odvozeny jeho derivaty jako
napt. cyklofosfamid ¢i ifosfamid. Dal§imi zastupci této skupiny je napt. melfalan (vyuziti
pfi 1é€bé mnohocetného myelomu), chlorambucil (1é€ba chronické lymfatické leukémie),
bendamustin (krom¢ alkyla¢niho G¢inku ma i antimetabolickou aktivitu) a platinové deri-

vaty.(Klener jr. a Klener 2013)
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4.1.2.2 Interkalacni latky

U této skupiny dochazi ke vzniku nekovalentni vazby cytostatika na strukturu
DNA, konkrétné na vodikové miistky. Vyslednym efektem je zastava procest replikace 1
transkripce. Vyznamnym zastupcem této skupiny jsou antracykliny (antracyklinova antibi-
otika), kam patii napi. doxorubicin. (Mridha Priyanka et al. 2014; Klener jr. a Klener 2013;
Klener 2011)

4.1.2.3 Ldtky piisobici rozstépeni DNA
Zlomy na jednom ¢i na dvou fetézcich DNA zpusobuji napiiklad glykopeptidové
antibiotikum (bleomycin). Diky své podobnosti s mechanismem pisobeni ionizujiciho za-

feni, se nékdy oznacuji jako radiomimetika. (Klener jr. a Klener 2013)

4.1.2.4 Inhibitory topoizomerdz DNA
DNA-topoizomerazy jsou klicovymi enzymy pro zajiSténi spravného prubéhu
replikace. Pti blokad¢ jejich funkce nedojde k opétovnému spojeni fetézcii DNA, coz ma

pro bunku letalni uc¢inek. (Holm et al. 1989; Oksuzoglu et al. 2008)

Na zéklad¢ funkénich mechanismi byly DNA topoizomerazy rozdéleny do dvou
typl. Topoizomeraza DNA typu I roz§té€puje pouze jedno vlakno dvouSroubovice a mezi
zastupce patii napt. topotekan ¢i irinotekan. U topoizomeraz typu Il dochazi k rozstépeni
obou vlaken dvousroubovice a zastupci jsou napi. etoposid ¢i teniposid. (Holm et al. 1989;
Oksuzoglu et al. 2008; Klener jr. a Klener 2013)

4.1.3 Zesileni ulinku genotoxickych cytostatik

Inhibice opravnych procesi DNA miize vést k zvySeni citlivosti nddorovych bun¢k
vuci u€inktm ionizujiciho zafeni ¢i genotoxickych latek. Zastupci této skupiny jsou napft.
inhibitory PARP (poly (ADP-ribose)-polymerase), jejichz enzymaticka aktivita je nezbytna
pro opravu jednofetézcovych zlomi (SSB - singe-strand break) cestou zakladni opravy
excize (BER — base-excision repair). Cilena inhibice PARP vede k senzitizaci nadorovych
bunék vici chemoterapii ¢i radioterapi a to zvlasté u nadori s defekty v homologni rekom-
binaci DNA v dasledku mutaci gent BRCAL / 2. (Ibrahim et al. 2012) Dalsim zastupcem
této skupiny jsou inhibitory checkpoint kinaz. (Zabludoff et al. 2008)

4.1.4 Antimitotika

Proti rychle se délicim nadorovym buinikam pisobi tzv. antimitotika - antiprolife-

racni cytostatika. Antimitotika ptisobi jen na ty nadorové bunky, které se nachazi ve fazi
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mitdzy, ostatni latku zmetabolizuji a dale proliferuji. (van Vuuren et al. 2015; Klener jr. a
Klener 2013)

Antimitotika Ize rozdélit do nékolika skupin a to na antimikrotubularni latky, které
narusuji strukturu a funkci mikrotubuld, inhibitory aurora kinaz, inhibitory polo-like kinaz,
dale inhibitory kinezint a cyklin-dependentnich kinaz. (Klener jr. a Klener 2013; van Vuu-
ren et al. 2015)

4.1.5 Inhibice proteosyntézy a degradace proteini

4.1.5.1 Inhibice proteosyntézy
Inhibice proteosyntézy predstavuje zastaveni tvorby bilkovin. Mezi latky takto pu-
sobici patii L-asparagindza. Jejich vlastnosti se vyuziva v 1€cbé€ akutni lymfoblastické leu-

kémie ¢i u T-lymfomi. (Klener jr. a Klener 2013)

4.1.5.2 Inhibice degradace proteinti

Extracelularni a intracelularni proteiny jsou pomoci 26S proteazomu degradovany
v konjugaci s ubikvitinem a jsou nahrazovany proteiny novymi. V neposkozené buice je
pifitomna rovnovaha mezi degradaci a syntézou novych proteind. (Klener jr. a Klener 2013;

Matéjikova et al. 2013)

Bortezomib je modifikovany analog kyseliny boronové, ktery se selektivné a rever-
zibiln¢ vaZe na proteasom 26S. Indukuje stabilizaci celé fady proapoptotickych a antipro-
lifera¢nich molekul, ¢imz dochazi k navozeni jeho silného protinadorového efektu. Vyuziti
ma zejména v 1é¢bé mnohocetného myelomu a lymfomu z plastovych bunék. (Curran a

McKeage 2009; Klener jr. a Klener 2013)

4.1.6 Dals$i moZzné mechanismy ucinku

4.1.6.1 Syntetické alkylfosfolipidy

Syntetické alkylfosfolipidy (APL) jsou protinadorova léc¢iva s antiproliferativnimi
vlastnostmi, ktera se chemicky déli do dvou hlavnich skupin: alkyl-lysofosfolipidy a alkyl-
fosfocholiny. Skupina protinddorovych lipida také zahrnuje glykosylované protinadorové
lipidy a glykosidované fosfolipidy, které se vyznacuji pfitomnosti cukerné skupiny. (Rios-

Marco et al. 2017)
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Alkylfosfolipidy plisobi jako biomodulatory, kdy interaguji s bunéénou membranou
a narusuji jeji metabolismus véetné¢ umoznéni vazby specifickych ligandi ¢i naruseni bu-

nééné signalizace. (Rios-Marco et al. 2017; Klener jr. a Klener 2013)

4.1.6.2 Blokdda endotelinovych receptorti
Endoteliny jsou vazoaktivni peptidy produkované endotelem. Maji povahu risto-
vych faktort. (Kawanabe a Nauli 2011; Klener jr. a Klener 2013)

4.1.7 Nezadouci ucinky chemoterapie

Vedlejsi ucinky chemoterapie Ize rozdélit na kratkodobé a dlouhodobé uc¢inky. Ta-
bulka 2 shrnuje nékteré z téchto nezadoucich ucinkid. Kratkodobé Gcinky se obvykle vy-
skytuji v priibéhu 1écby a odezni po jejim dokonceni. Naopak dlouhodobé ti¢inky mohou
ptetrvavat a k jejich nastupu mize dojit az s odstupem nékolika let po dokonéeni chemote-
rapie. (Partridge et al. 2001) N¢které z téchto dlouhodobych u¢inkt, naptiklad predcasné
ovarialni selhani, jsou bézné pozorovany u urcitych podskupin pacienti. Jiné, jako je
sekundérni leukémie, jsou extrémné vzacné. Tyto vzacné Ucinky vSak museji byt brany v

uvahu pii rozhodovani se potencialnim ptinosu terapie. (Partridge et al. 2001)

Tabulka 2: Nezadouci u¢inky chemoterapie

NEZADOUCI UCINKY
KRATKODOBE DLOUHODOBE
Zvraceni Pfedcasna menopauza/neplodnost
Nevolnost Ptirtstek hmotnosti
Stomatitida Srdecni dysfunkce
Alopecie Leukémie/MDS
Neuropatie
Unava

Zdroj: (Partridge et al. 2001)

4.1.8 Rezistence k chemoterapii

Rezistence rakovinnych bunék na chemoterapii je stile velkym problémem, ktery
zhorSuje prognozu 1écby. Jedna se o vysledkek cetnych genetickych a epigenetickych zmén

vyskytujicich se v rakovinnych buiikach. Nejcastéji dochazi ke vzniku strukturdlnich a
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funkénich zmén v nddorové builce — zménénd aktivita enzymi, naruSend intracelularni
distribuce cytostatika ¢i jeho transport skrze membranu. DalSimi mechanismy vzniku re-
zistence nadorovych bunék jsou napt. zmény ve farmakokinetice cytostatika, kdy mize
dochazet k jeho snizené resorpci, rychlejsi inaktivaci ¢i urychlenému vylucovani. (Rebucci

a Michiels 2013)

4.2 Imunoterapie

Imunitni systém hraje v boji proti nadorovym bunkam nezastupitelnou a kli¢ovou
ulohu. Cilem imunoterapie je posilit ¢i aktivovat slozky pfirozené protinddorové imunity.
Mezi buniky s pfirozenou protinadorovou aktivitou patii zejména cytotoxické T-lymfocyty
a NK bunky (pfirozeni zabijeci). Tyto buitkky svymi mechanismy eliminuji nadorové buiky

vysoce selektivné a bez zavislosti na fazi jejich bunééného cyklu.

Formy imunoterapie jsou rizné a patii sem napft. cilené protilatky, vakciny, T-
lymfocyty s chimerickym antigennim receptorem, alogenni transplantace kostni diené ¢i

infuze darcovskych lymfocyti ¢i NK bunék. (Klener jr. a Klener 2013)

4.2.1 Formy imunoterapie

4.2.1.1 Nespecificka stimulace imunitniho systému
Imunitni systém lze stimulovat pomoci nejriznéjsich cytokinti, kam patii interfero-

ny ¢i interleukiny.

4.2.1.2 Pasivni (adoptivni) imunoterapie

Adoptivni bunééna terapie, zndma také jako bunécna imunoterapie, je formou lé¢-
by, pfi které se pouzivaji efektorové buiiky imunitniho systému ¢i specifické monoklonalni
protilatky k eliminaci nadorovych bun¢k. Imunokompetentni buriky (autologni ¢i alogenni)
jsou mnozeny ex Vivo. Nejéastéji se jedna o mononuklearni bunky periferni krve, které se
inkubuji s IL-2 a nésledn€ jsou vpraveny do téla pacienta. Tento typ terapie miZe byt
kombinovan s chemoterapii, u které je pak mozné snizeni podavané davky. (Klener jr. a

Klener 2013)

Dasli terapeutickou moznosti spadajici do této skupiny je i1 autologni ¢i alogenni

transplantace kostni diené.
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4.2.1.3 Aktivni imunoterapie

Do této skupiny patii tzv. nadorové vakciny. Piikladem jsou napft. vakciny proti
lidskym papilomavirim (HPV), které mohou vést k rozvoji karcinomu délozniho ¢ipku.
Dale sem mtiZze byt fazena vakcina proti viru hepatitidy B nebo infekci Helicobacter pylori.
Tyto vakciny omezuji rozvoj infekce, a tedy omezuji vznik hepatocelularniho karcinomu

respektive karcinomu zaludku. (Klener jr. a Klener 2013)

4.2.1.4 CAR-T-lymfocyty

Chimericky antigenni receptor (CAR) je rekombinantni ptfipraveny fuzni protein
slozeny z casti T-bunééného receptoru a monoklonalni protilatky cilené proti konkrétnimu
povrchovému nadorovému antigenu. (Klener jr. a Klener 2013) Struktura CARG je modu-
larni a jednotlivé komponenty lze piizpiisobovat tak, aby byla optimalizovana funkce re-
ceptoru pro dany typ nddoru. (Lysdk 2015) Tento typ 1écby je v soucasné dobé uzivan u
nékterych hemato-onkologickych malignit.
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PRAKTICKA CAST

5 CIL A UKOLY PRACE

5.1 Hlavni cil

Hlavnim cilem prace bylo porovnat U¢inky riznych typti chemoterapie na bunécéné

linie KG - 1a (akutni myeloidni leukémie) a RPMI 8226 (mnohocetny myelom).

5.2 Dildi cile

1. Stanovit nejicingjsi koncentraci Cytarabinu, Doxorubicinu a Bortezomibu u linie KG-
la.

2. Stanovit nejucingjsi koncentraci Cytarabinu, Venetoclaxu a Bortezomibu u linie RPMI
8226.

3. U nejucingjsi chemoterapie stanovit koncentraci, ktera by byla vhodna v kombinaci

s imunoterapii (koncentrace s efektivitou alesponi 30 %).

40



6 METODIKA PRACE

Prakticka Cast prace byla zpracovavana v Biomedicinském centru Lékatské fakulty

Vv Plzni. Veskera ptiprava a metfeni byla provedena ve specialni laboratofi uzptisobené a

vybavené pro praci s bunénymi liniemi. Hlavni ¢ast experimentu byla zpracovana na pii-

stroji IncuCyte, ktery umoznuje sledovani bunéénych parametrti (napt. viability, prolifera-

ce) vV realném Case.

6.1 Material a reagencie

6.1.1

6.1.2

6.1.3

Bunééné linie
e KG-1a — neadherentni bunécna linie, akutni myeloidni leukémie
e RPMI 8226 — neadherentni bunécna linie, mnohocetny myelom
Material
e 2x 96-ti jamkova desti¢ka, ¢ira (TPP, Trasadingen, Svycarsko)

e bézny material: nastavitelné pipety a jednorazové $picky, zkumavky (Ep-

pendorf)
Reagencie
e Poly-L-lysine (SigmaAldrich, Missouri, USA)
e RPMI médium — viz dale
e KGlamédium — viz déle
e chemoterapie: cytarabin (0,5; 1,0; 2,0; 4,0; 8,0 uM)
e doxorubicin (0,5; 1,0; 2,0; 4,0; 8,0 uM)
e venetoclax (0,5; 1,0; 2,0; 4,0; 8,0 uM)
e Dbortezomib (0,5; 1,0; 2,0; 4,0; 8,0 nM)

e fluorescenéni proba IncuCyte® Cytytox Red Reagent (Essen BioScience,
Ltd., Velka Britanie)
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6.1.4 Pristroje

e CO, termostat

e Centrifugy

e Lamindrni box
6.2 Buné¢né linie
6.2.1 Linie KG-1la

Jednd se o linii, kterd vznikla izolaci nediferencovanych bun€k pacienta s akutni
myeloidni leukémii (Koeffler et al. 1980). KG-1a linie se kultivuje v médiu, které je sloze-
no ze zékladniho média IMDM (Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium), které je doplné-
no o fetalni bovinni sérum (10%) a 1% antibiotika (penicilin + streptomycin). IMDM mé-
dium pouziva pufrovaci systém s hydrogenuhli¢itanem sodnym (3, 024 g/l), a proto k udr-

zeni fyziologického pH vyZzaduje prostiedi s 5 — 10% CO..

6.2.2 Linie RMPI 8226

Tato linie byla izolovana z bunék pacienta s mnohoc¢etnym myelomem (Moore a
Kitamura 1968). Médium, ve kterém je tato linie kultivovana, je tvofeno zakladnim RPMI
médiem, které je unikdtni v tom, Ze neobsahuje redukéni €inidlo glutathion. K médiu je
ptfidavan 20% podil fetdlniho bovinniho séra a 1% podil antibiotik (penicilin a streptomy-
cin). RPMI pouziva pufrovaci systém s hydrogenuhli¢itanem sodnym (2 g/I), a proto k
udrzeni fyziologického pH vyzaduje prostiedi s 5 — 10% COs,.

6.3 Rozmrazeni bunék a jejich kultivace

Dva tydny pfed samotnym experimentem byly rozmrazeny vysSe zmiiované bunéc¢-
né linie a kultivovany v pro né¢ vhodnych podminkach — kultivaéni médium, 5% CO; a
teplota 37°C. V prubéhu kultivace doSlo k namnozeni bun¢k do dostate¢né¢ho poctu pro

nasledny experiment.

Pfi rozmrazovani bun€k je nutné postupovat velice rychle, aby byla zabezpecena co
nejvyssi Zivotaschopnost bun€k. Zkumavky sbunéénymi liniemi byly uskladnény
Vv tekutém dusiku. Po jejich vyjmuti z dusiku byly zkumavky umistény do vodni l4zné o
teploté 37°C. Aby se snizila moznost kontaminace, udrzuje se vicko mimo vodu. Jakmile

se obsah zkumavky rozmrazi, lahvicka se vyjme z vodni 1azné, ocisti roztokem 70% etano-
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lu a pfenese do laminarniho boxu. Nasledné je k buitkdm opatrné ptfikapan 1 ml tempero-
vaného (37°C) vhodného kultiva¢niho média. Cely obsah této zkumavky je pienesen do
15ml zkumavky s dalsimi 4 ml temperovaného média. Temperace média je provadéna
Vv inkubatoru s 5% CO; po dobu nejméné 15 minut pti 37°C, aby médium dosahlo svého

normalniho pH (7 az 7, 6).

Dalsim krokem je centrifugace bunék, ktera byla provadéna pfti rychlosti 350g po
dobu 6 minut. Timto krokem doslo k odd€leni bunééné pelety od média, ve kterém byly

ptitomny zbytky dimethyl sulfoxidu (DMSO) ze zamrazovaciho média.

Po stoc¢eni bunék bylo odstranéno veskeré médium nad bunécnou peletou, ta se na-
sledn¢ rozvolnila v médiu uréeném pro konkrétni bunéénou linii a to v takovém mnozstvi,
aby koncentrace dosahovala hodnot 300 000 bunék/1 ml média. Buiiky v médiu se piepipe-
tovaly do kultiva¢ni 1ahve o vhodné velikosti a nechaly se rist do dosazeni dostatecného
mnozstvi bunék. V intervalu cca 3x tydné¢ béhem 14ti dnti bylo ménéno buitkdm médium

za Cerstve.

V prubéhu kultivace byly bunky pravidelné a peclivé kontrolovany, zda nejsou pa-

trné zndmky mikrobialni kontaminace.

6.4 Testovani ucinku chemoterapie
Pro testovani vlivu chemoterapie byly zvoleny jiz diive zminéné latky (cytarabin,

doxorubicin, venetoclax a bortezomib).

KG-1a linie byla vystavena u¢inkiim cytarabinu a doxorubicinu pii koncentracich
0,5 uM, 1,0 uM, 2 uM, 4 uM a 8 uM. Pro bortezomid byly pouzity niz§i koncentrace a to
0,5nM, 1,0 nM, 2 nM, 4 nM a 8 nM.

Linie RPMI 8226 byla vystavena opét cytarabinu, dale pak venetoclaxu a bortezo-
mibu. Pouzité koncentrace byly shodné s linii KG-1a, tj. pro cytarabin a venetoclax 0,5
uM, 1,0 uM, 2 uM, 4 uM a 8 uM a pro bortezomib 0,5 nM, 1,0 nM, 2 nM, 4 nM a 8 nM.

Cytarabin je ucinny chemoterapeuticky prostfedek k 1é¢bé akutni myeloidni leuké-
mie a lymfocytarnich leukémii. Jelikoz je cytarabin lé€ivem specifickym pro S-fazi bunéc-
ného cyklu, je pro dosazeni maximalni cytotoxické aktivity rozhodujici prodlouzena expo-

zice bunék cytotoxickym koncentracim. Aktivita cytarabinu je ale na druhou stranu snizena
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jeho rychlou deaminaci na biologicky neaktivni metabolit uracil arabinosid. (Hamada et al.

2002)

Doxorubicin je 1éCivo antracyklinového typu, typicky ziskany ze Streptomyces Pe-
ucetius. (Darani et al. 2020)

Venetoclax je latka, kterd se zamétuje na apoptoticky protein BCL — 2 a miZze
predstavovat ucinnou terapeutickou moznost pro pacienty, ktefi jsou nezpusobili k inten-
zivni chemoterapii. (Wei et al. 2018; Deeks 2016) Venectoclax je také vyuzivan K terapii
chronické lymfocytarni leukémie, non — Hodgkinovych lymfomi, akutni myeloidni leu-
kémie, mnohocetného myelomu, systémového lupus erythematodes ¢i rakoviny prsu. (Wei

et al. 2018; Deeks 2016)

Bortezomib je inhibitor proteazomu, ktery se zamétuje nejen na myelomové buiky,
ale piisobi také v mikroprostiedi kostni dfen€, inhibuje vazbu buné¢k myelomu na stromalni

bunky kostni dfené a vykazuje anabolické u¢inky na kost. (Curran a McKeage 2009)

Detekce mrtvych bunék byla analyzovana pomoci pfistroje IncuCyte® (Essen Bi-
oScience, Velka Britanie) s pouzitim fluorescenéniho barviva Cytotox Red Reagent® (Es-

sen BioScience, Velka Britanie).

6.5 Pristroj IncuCyte®

Ptistroj IncuCyte® (Obrazek 4) umoziuje vizualizaci bunék v realném case a to di-
ky moZnosti snimani plochy kultivac¢nich nadob v ptedem definovanych ¢asovych interva-
lech. Sniméni je mozné v fadu minut, hodin, ale i dni ¢i tydnl. Zaroven software pfistroje

umoziuje naslednou analyzu ziskanych dat, vytvoreni grafii, fotografii ¢i video soubort.

Obrazek 4: Pristroj IncuCyte® v termostatu

Dostupné z: https://www.essenbioscience.com/en/research-areas/
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6.5.1 Priprava desticky do pristroje IncuCyte® a aplikace bunék

Pro praci s neadherentnimi buné¢nymi liniemi v pfistroji IncuCyte®, je nutné oset-
Sit povrch kultiva¢niho plastu Poly-L-lysinem, aby doslo k adhezi bunék k povrchu kulti-
vacéni desticky a bylo tak umoznéno kvalitni kontinudlni sniméni tohoto povrchu pfistrojem

IncuCyte®.

Do 96 jamkové desticky byl napipetovan Poly-L-lysin v koncentraci 5mg/ml
v mnozstvi 50 pl na jamku. Po 10 minutové inkubaci byla odsdna pfebytecna tekutina a
desticka byla ponechana 1 hodinu v laminarnim boxu, aby doslo k jejimu vyschnuti. Takto
byla desti¢ka ptipravena pro aplikaci bunék pro experiment. Pro kazdou bunéénou linii

byla pfipravena jedna desticka.

Pomoci Biirkerovy komurky byla stanovena koncentrace bunék v kultivacnich lah-
vich. Buiiky byly natedény tak, aby do kazdé jamky 96 jamkové desticky bylo aplikovano
15 000 bunek ve 100 pl kultivaéniho média. Desti¢ka s jiz pfidanymi buiitkami byla umis-

téna ptes noc do inkubatoru.

6.5.2 Aplikace chemoterapie a fluorescen¢ni proby

Po 24 hodinéch inkubace byly desti¢ky vyndany z inkubatoru. Bylo odsato médium

a nahrazeno médiem s konkrétnim typem chemoterapie o vyse zminénych koncentracich.

Jako marker mrtvych bunék byla pouZita fluorescenéni proba IncuCyte Cytotox

Red Reagent® o koncentraci 0, 125 uM.

Kontrolu tvotily bunky bez pfidané chemoterapie. Koncentrace bun¢k byla také
15 000 bungk/jamka, k témto buiikam byla také piidana fluorescencni proba pro detekci

mrtvych bunék a to o identické koncentraci, tj. 0, 125 uM.

Cely pokus byl provadén v dubletech. Ptipravené desticky byly vloZeny do pfistroje
IncuCyte® a zde ponechany 72 hodin. Schéma finalni podoby desticek je zobrazeno na
obrazcich 5 a 6. Pristroj IncuCyte® V pravidelnych 2 hodinovych intervalech zdokumento-

val vzhled desti¢ek a zaznam ulozil pro naslednou analyzu.
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Obrazek 5: Schéma finalné piipravené desticky s linii KG-1a

1 ‘ 2 ‘ 3 | 4 | 5 ‘ 6 ‘ 7 ‘ 8 ‘ 9 | 10 | 11 ‘ 12
A
B
Cytarabine 2 ALYl Doxorubicin 1 Jf2 Bortezomib 1
M M uM
KGia (1) KGla (1)
15K f well 15K / well

c
D

Cytarabine 4 [Cytarabine 0.5 Doxarubicin Bortezomib

M M 0.5 pM 0.5 M
. KG1a (1) KG1a (1) KG1a (1) KG1a (1)
15K/ weell 15K f well 15K [ well 15K / well

E
F

Cytarahine 2

M
. KG1a (1)
15K / well

G
H

Zdroj: vlastni

Obrazek 6: Schéma finalné pripravené desticky s linii RPMI 8226

1 ‘ 2 ‘ 3 | 4 | 5 ‘ 6 ‘ 7 ‘ 8 ‘ ] | 10 | 1 ‘ 12
A
B
Cytarabine 2 [RUREGT Bortezomib 1
uM uM
KGla (1) KG1a (1)
15K { well 15K f well
o
D
Cytarabine 4 [Cytarabine 0.5 Venetoclax Bortezomib
M M 0.5 pM 0.5 pM
. KG1a (1) KG1a (1) KG1a (1) KG1a (1)
15K / well 15K [ well 15K [ weell 15K / well
E
F
Cytarabine 2
M
1 KG1a (1)
15K / well
G
H

Zdroj: vlastni
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6.5.3 Analyza vysledku z pristroje IncuCyte®

Po 72 hodinach byl pokus ukonen. Desticky byly vyndany z pfistroje IncuCyte® a
ziskana data byla analyzovana pomoci softwaru IncuCyte®. V softwaru byly nastaveny
parametry tak, aby pfistroj dokdzal identifikovat mrtvé bunky a spocital jejich pocet.
Ukézka nastaveni analyzac¢niho softwaru je uvedena na obrazku 7, 8 a 9. Vysledky analyzy

byly nésledné graficky zpracovany.

Obrazek 7: Ukazka nastaveni analyzy v softwaru IncuCyte® I.

Cervena barva — mrtvé buiiky

Analysis Definition

Refine the Analysis Definition seftings using Preview to analyze the Image Set

Avg Mean Intensity (CU)  Avg Integrated Intensity (C... Total Integrated Intensity (C...

Zdroj: viastni
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Obrazek 8: Ukazka nastaveni analyzy v softwaru IncuCyte® II.

Software detekoval mrtvé bunky, jejichz pocet bude nasledné analyzovat.

Analysis Definition

Refine the Analysis Definition settings using Preview to analyze the image Set

Confluance (%) Count (Per Image) Avg Area (pm) Avg Eccentricity Avg Mean Intensity (CU)  Avg Integrated Intensity (C... Total Integrated Intonsity (C...

549

Red Object Mask 27820 11467 05434 79152 10533 578256-05

Zdroj: vlastni

Obrazek 9: Detail oznaceni mrtvych bunék v softwaru IncuCyte®

Analysis Definition

Refine the Analysis Definition settings using Preview to analyze the Image Set

Metrics for Image F 2h 31m <Mirka

Image Channel Confluence (%) Count (Per Image) Avg Area (um) Avg Eccentricity Avg Mean Intensity (CU)  Avg Integrated Intensity (C... Total Integrated Intensity (C...

15508 1875 18743 08090

Red Object ask 27820 48 11387 05482 79182 10533 578266405

Zdroj: viastni
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7 ANALYZA A INTERPRETACE VYSLEDKU

Pfi experimentu byly vystaveny 2 bunécné linie u€inkliim riznych chemoterapii.
Linie KG-1a, ktera ptedstavuje bunky akutni myeloidni leukémie, byla vystavena cytarabi-
nu, doxorubicinu a bortezomibu. Druha linie RPMI 8226, ktera piedstavuje buiiky mnoho-
¢etného myelomu, byla vystavena opét cytarabinu, dale venetoclaxu a bortezomibu. Pouzi-
té koncentrace pro cytarabin, doxorubicin a venetoclax byly 0,5 uM, 1,0 uM, 2 uM, 4 uM
a 8 uM. Pro bortezomid byly pouzity nizsi koncentrace a to 0,5 nM, 1,0 nM, 2 nM, 4 nM a
8 nM.

Vysledky efektu chemoterapie u linie KG-1a shrnuji grafy 1 az 5.

Graf 1 zobrazuje narlst poctu mrtvych bun¢k v ¢ase u vsech pouzitych latek ve

vSech koncentracich. Z grafu vyplyva, Ze nejvyssi efekt u této linie prokazoval cytarabin.

Pro lepsi piehlednost byly jednotlivé chemoterapie rozdéleny do samostatnych gra-

fi (graf 2 zobrazuje efekt cytarabinu; graf 3 efekt doxorubicinu a graf 4 bortezomibu).

Jelikoz vychozi stav mrtvych bunék se u kazdého typu koncentrace mirné lisil, byl
spo¢itan rozdil mezi po¢tem mrtvych bunék v ¢ase 0 a po 72 hodinach (na zaatku a na
konci experimentu). Tyto vysledky shrnuje graf 5. Z tohoto grafu vyplyva, Ze nejvyssiho
efektu u linie KG-1a dosahoval cytarabin a to v koncentraci 4 uM (pocet mrvych bunék
dosahl hodnoty 472,375 z 1000 bungk), dale vysokého efektu dosahoval i cytarabin
Vv koncentraci 8 uM a 2 uM (hodnoty mrtvych bunék byly 367,175 a 353,75 mrtvych bunék
z 1000). U doxorubicinu byl pozorovan nejvyssi efekt v koncentraci 4 uM (pocet mrtvych
bunék 287,621 z 1000). Bortezomib byl nejméné G¢inny a vyssiho efektu dosahovala pou-
ze nejvyssi koncentrace 8 nM (pocet mrtvych bunék 222,208 z 1000). I tak se ale jedna o
vysoky efekt, jelikoz pouzita koncentrace bortezomibu byla v nM. Jako vhodna chemote-
rapie do kombinace s imunoterapii byla u této linie vybrana latka cytarabin v koncentraci 2
V porovnani s ostatnimi. Obrazek 10 zobrazuje rozdil mezi kontrolnim vzorkem a vzorkem
s chemoterapii, u které jsme dosahli nejvyssi Gi€innosti (cytarabin 4 pM) a koncentraci vy-

branou pro nasledné pouziti v kombinované terapii (cytarabin 2 uM)).
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Graf 1: Graf zavislosti po¢tu mrtvych bunék p¥i riznych typech chemoterapie a roz-
dilnych koncentraci u linie KG - 1a na ¢ase
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Zdroj: viastni

Graf 2: Graf zavislosti po¢tu mrtvych bunék na ¢ase prfi riznych koncentracich cyta-
rabinu u linie KG - 1a
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Zdroj: vlastni
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Graf 3: Graf zavislosti po¢tu mrtvych bunék na ¢ase p¥i riznych koncentracich do-
xorubicinu u linie KG - 1a
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Graf 4: Graf zavislosti po¢tu mrtvych bunék na ¢ase pri riznych koncentracich bor-
tezomibu u linie KG - 1a
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Graf 5: Graf po¢tu mrtvych bunék (rozdil po¢tu mrtvych bunék mezi koncem a za-
¢atkem méieni) v zavislosti na jednotlivych typech chemoterapie u linie KG - 1la
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52



Obrizek 10: Efekt vybraného typu chemoterapie a jeji koncentrace u linie KG-1a

A, B, C — neovlivnéné buiiky (bez chemoterapie) v ¢ase 0; 36 a 72 hod. D, E, F- efekt cyta-
rabinu o koncentraci 4 pM v Case 0; 36 a 72 hod (koncentrace s nejvyssim ucinkem). G, H,
| - efekt cytarabinu o koncentraci 2 pM v ¢ase 0; 36 a 72 hod (nejvhodné;jsi koncentrace
pro kombinaci s imunoterapit).

Zdroj: viastni
U druhé linie RPMI 8226 vysledky u¢innosti chemoterapie zobrazuji grafy 6 — 10.

Graf 6 zachycuje souhrné G¢innost vech pouzitych chemoterapii ve vSech uzitych
koncentracich. Pro piehlednost byly jednotlivé chemoterapie zpracovany do samostatnych

grafii - Graf 7 zachycuje efekt cytarabinu, graf 8 u¢inek venetoclaxu a graf 9 bortezomibu.

Graf 10 dale zobrazuje rozdil v po¢tu mrtvych bun¢k na zacatku a na konci experi-

mentu (0 a 72 hodin).

Z grafi vypliva, Ze u této linie méla nejvyssi efekt u Cytarabinu koncentrace 8 uM
(349,925 mrtvych bunék z 1000), u venetoclaxu také koncentrace 8 uM (329,00 mrtvych
bunék z 1000) a u bortezomibu 4 nM (328,875 mrtvych bun¢k z 1000). Vysokého efektu
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(vice nez 30 % mrtvych buné¢k) ale dosahovaly i dalsi koncentrace a to u Cytarabinu 4 uM

a u bortezomibu 8 nM.

Jako nejvhodnéjsi chemoterapie v kombinaci s imunoterapii byl vybran bortezomib
v koncentraci 4 nM, kde byla prokazana vysoka efektivita v kombinaci s minimalni kon-

centraci.

Obrazek 11 zobrazuje rozdil mezi kontrolnim vzorkem a vzorkem s chemoterapii, u
které jsme dosahli nejvyssi ucinnosti (cytarabin 8 uM) a koncentraci vybranou pro nasled-

né pouziti v kombinované terapii (bortezomib 4 nM).

Graf 6: Graf zavislosti po¢tu mrtvych bunék pii riznych typech chemoterapie a roz-
dilnych koncentraci u linie RPMI 8226 na ¢ase
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Graf 7: Graf zavislosti po¢tu mrtvych bunék na ¢ase pii riznych koncentracich cyta-
rabinu u linie RPMI 8226
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Graf 8: Graf zavislosti po¢tu mrtvych bunék na ¢ase p¥i riznych koncentracich vete-
loclaxu u linie RPMI 8226
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Graf 9: Graf zavislosti po¢tu mrtvych bunék na ¢ase p¥i riznych koncentracich bor-
tezomibu u linie RPMI 8226

600
iy
>V
£ 500
=
=)
S
— 400
; —o— KONTROLA
E 300 —#—Bortezomib 8 nM
: —&— Bortezomib 4 nM
% 200 Bortezomib 2 nM
;E. —¥—Bortezomib 1 nM
- —e— Bortezomib 0.5 nM
>3 100
£

0 ‘ ‘ ‘
0 20 40 60

Cas [h]
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Graf 10: Graf po¢tu mrtvych bunék (rozdil poé¢tu mrtvych bunék mezi koncem a za-
¢atkem méieni) v zavislosti na jednotlivych typech chemoterapie u linie RPMI 8226
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Obrazek 11: Efekt vybraného typu chemoterapie a jeji koncentrace u linie RPMI
8226

A, B, C — neovlivnéné bunky (bez chemoterapie) v ¢ase 0; 36 a 72 hod. D, E, F — efekt
cytarabinu o koncentraci 8 uM v ¢ase 0; 36 a 72 hod (koncentrace s nejvyssim ucinkem).
G, H, | — efekt bortezomibu o koncentraci 4 nM v ¢ase 0; 36 a 72 hod (nejvhodngjsi kon-

centrace pro kombinaci s imunoterapii).

Zdroj: vlastni
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DISKUZE

Hlavnim cilem bakalatské prace bylo porovnat ucinky riznych typli chemoterapie
na bunécné linie a to konkrétné na linii KG-1a, kterd pfedstavovala onemocnéni akutni
myeloidni leukemie a linii RPMI 8226, ktera zastupovala onemocnéni mnohoc¢etného mye-

lomu.

Jedna se o velice Castd a zavaznd hemato-onkologicka onemocnéni, jejichz 1écba je
slozita, pro pacienta naro¢na a doprovazena fadou nezadoucich Géinkt. Tyto G¢inky by
mohly byt eliminovany nebo alespont zmirnény, kdyby v ramci terapie mohl byt pouzit co
nejucingjsi typ chemoterapie a v co nejnizsi davce. Toho by bylo mozné dosahnout v kom-
binované imunoterapii. Kdyby chemoterapie byla kombinovana s pfirozenymi protinado-

rovymi imunitnimi mechanismy, tj. napt. S NK bunkami.

Nékolik studii ukazalo, Ze infiltrace NK bun€k do malignich nadori byla spojena
s leps$imi klinickymi vysledky, pokud je chemoterapie a imunoterapie aplikovana soucasné.

(Markasz et al. 2007)

V nasi studii jsme se zaméfili na identifikaci vhodného typu a koncentrace chemo-
terapie, se kterou bychom mohli dale pracovat pfi experimentech s kombinovanou imuno-
terapii. Zaméfili jsme se na porovnani ucinosti cytarabinu, doxorubicinu a bortezomibu u
linie KG-1a a cytarabinu, venetoclaxu a bortezomibu u linie RPMI 8226. Koncentrace jed-
notlivych typti chemoterapie byly pro cytarabin, doxorubicin a venetoclax 0,5 uM; 1,0 uM;
2,0 uM; 4,0 uM a 8,0 uM. Pro bortezomib byly pouzity koncentrace niz$i a to 0,5 nM; 1,0
nM; 2,0 nM; 4, nM; a 8 nM.

Cytarabin je hojn¢ vyuzivany v 1écbé urcitych hematologicych malignit. Jeho vy-
soké davky ale mohou zpusobit zachvaty ¢i mozkovou dysfunkci. (Baker et al. 2016) Do-
xorubicin je Siroce pouzivan v chemoterapii kviili své G¢inosti v boji proti Sirokému spekt-
ru, jako jsou sarkomy ¢i karcinomy. Toto 1é¢ivo vSak negativné ovliviiuje napiiklad mo-
zek, ledviny a jatra. (Carvalho et al. 2009) Bortezomib se zaméfuje nejen na myelomové
buiiky, ale piisobi i v prostfedi kostni dfené€, inhibuje vazbu bunék myelomu na stromalni
bunky kostni dien¢ a prokazuje anabolické G¢inky na kost. (Curran a McKeage 2009) Ve-

netoclax indukuje bunécnou smrt v buitkdch mnohocetného myelomu.
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Prvnim z cilii bylo stanovit nejuc¢ingjsi koncentraci cytarabinu, doxorubicinu a bor-
tezomibu u linie KG-1a. U linie KG-1a byla identifikovana jako nejucingjsi kombinace
cytarabinu v koncentraci 4 uM, kde pocet mrtvych bun€k z 1000 dosahl hodnoty 472, 375
bunék. Vysokého efektu dosahovala i koncentrace 4uM u doxorubicinu (po¢et mrtvych
bunék dosahl hodnoty 287, 621 buné¢k). U bortezomibu se ukazala nejefektivnéjsi koncent-
race 8 nM (pocet mvych bunék byl 222, 208).

Druhym cilem prace bylo stanovit nejuc¢inngjsi koncentraci cytarabinu, venetoclaxu
a bortezomibu u linie RPMI 8226. Vysledky tak prokazaly, Ze nejucingjsi koncentraci u
Cytarabinu se jevi koncentrace 8 uM (pocet mrtvych bunck z 1000 dosahl hodnoty 350, 00
bun¢k). U venetoclaxu to byla téz koncentrace 8 uM (pocet mrtvych bunék byl 329, 00
bunék z 1000) a u bortezomibu se jednalo o koncentrace 4 a 8 nM (hodnoty mrtvych buné¢k
dosahovaly 328, 875 a 327, 20 bun¢k z 1000).

Zadna z pouzitych koncentraci ale nedosahuje alespont 50% u¢inku na nadorové
buiiky. To ale v naSem experimentu nebylo nutné, jelikoz naSim dal§im cilem, kontrétné
tretim, bylo najit nejniz8i koncentraci u dané chemoterapie s minimalné¢ 30% efektivitou
pro moznost jejiho vyuziti do kombinované 1é¢by s NK bunikami. Pro linii KG-1a byla
jako nejvhodné;jsi latka a koncentrace vybran cytarabin v 2 uM koncentraci, kde ucinnost
dosahla 35 %. Pro kombinovanou terapii u linie RPMI 8226 byl zvolen bortezomib s 4 nM

koncetraci, jehoZ u¢innost také presahovala 30 %.

Nové studie naznacuji, Ze n€kolik béznych chemoterapeutickych latek mlze vyka-
zovat pfimé stimulacni i€inky na imunitni buniky, 1 kdyz jsou aplikovany ve velmi nizkych
koncentracich. Neddvna charakteristika mechanismil protinadorové 1é€by s pouzitim kom-
binované terapie naznacuje, zZe by mohla vést k novému paradigmatu 1écby hemato-

onkologickych onemocnéni. (Landreneau et al. 2015)

Némi ziskané vysledky poslouZi pro navazujici studie, kde jiz budou tyto konkrétni
vytypované typy chemoterapie a jejich vhodné koncentrace uzity v kombinaci s NK bun-
kami a bude sledovan jejich efekt na nddorové bunky. Efekt bude nejprve sledovan u ko-
mercnich bunéénych linii (KG-1a a RPMI 8226), ale hlavnim cilem je nastaveni kombino-

vané imunoterapie u primarnich nadorovych bunék od konkrétnich pacientt.
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Ptistroj IncuCyte® se z naSich zavéri jevi jako vhodna metoda pro studium téchto
pochodu a dé€ja. Jeho velkou vyhodou je, ze ndm umoznuje kontinuélni sledovani déju pti

experimentu a toto sledovani mtze byt i zpétné.
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ZAVER

Ma bakalatska prace méla za ukol stanovit nejvhodnéjsi koncentraci cytostatika pro
pouziti v kombinaci s imunoterapii, konkrétn¢ s NK bunikami, coz by v nasledné 1é¢b¢é he-
matologickych malignit mohlo mit za nasledek snizeni nebo dokonce i eliminaci nezddou-
cich u¢inkti chemoterapie. Stanovené cile této bakalaiské prace byly splnény a ziskané

vysledky poslouzi pro navazujici studie.
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