Jihoteska univerzita vCeskych Budjovicich

Prirodovédecka fakulta

Hledani agonisit TLR pasobicich synergicky

s ligandy fagocytarnich receptdrv nadorové terapii

mova prace

Bc. Adéla J&kova
Skolitel; RNDr. Jan Zenka, CSc.
Ceské Budjovice 2015



Jatkova, A., 2015: Hledani agonisfTLR pisobicich synergicky s ligandy fagocytarnich
receptofi v nadorové terapii. [The searching of TLR agonistsrking in synergy with
ligands of phagocytic receptors in the cancer fheri®igr. Thesis, in Czech] — ¥, Faculty

of Science, University of South Bohemizeské Budjovice, Czech Republic.

ANOTACE

The main goal of this thesis was to optimize therent therapeutic approach using TLR
agonists and anchored agonists of phagocytic recept treating cancer. The study is
focused on searching a suitable agonist of TLRagsdplacement of LPS.

PROHLASENI

ProhlaSuji, Ze jsem svoji diplomovou praci vypraaiav samostatn pouze s pouzitim
prameri a literatury uvedenych v seznamu citovaneé litegatu

ProhlasSuji, ze v souladu s 8 47b zakanall1/1998 Sb. v platném &m souhlasim se
zverejnénim své diplomové prace, a to v nezkracené pdetdktronickou cestou ve kagné
piistupné casti databdze STAG provozované Jéskou univerzitou v Ceskych
Budgjovicich na jejich internetovych strankach, a tazaehovanim meého autorského prava
k odevzdanému textu této kvalifikai prace. Souhlasim déle s tim, aby toutéz elektkon
cestou byly v souladu s uvedenym ustanovenim zakohha1/1998 Sb. zw¥ejrény posudky
Skolitele a oponeitprace i zaznam o finchu a vysledku obhajoby kvalifikai prace.
RovreZz souhlasim s porovnanim textu meé kvalifikaprace s databazi kvalifikaich praci
Theses.cz provozovanou Narodnim registrem vysoksi§kch kvalifikacnich praci

a systémem na odhalovani plagiat

V Ceskych Budjovicich, 12. 4. 2015

Bc. Addakova



PODEKOVANI

Na tomto mist bych chéla podtkovat svému 3koliteli RNDr. Janu Zenkovi, CSc.
za odborné vedeni, ochotu kdykoliv pomoci a poraali také za jeho optimismus, ktery
nejenze fsobni nesmikh nakazliv, ale i motivé&né. Déle bych chda podkovat
Mgr. Veronice Caisové za pomoc a podporti metodickém postupu a za vybeni
piijemného pracovniho prdsti. V neposledniacé pati dik celé moji rodia a gatebim,

kteri mé bechem studia podporovali.



L UVOG .ottt st bbbt a bbbt bbbt bbbt et b b a At bbb a b s s ans 1
B o 4T Y I=To I [ 0T - L U] oY PRSP 2
2.1 NAAOIrOVE ONEMOCNENT...eiuteiieitieiteete ettt ettt st st e b et e b e e be e beesbeesbeesbeesaeesatesanesaee 2

P A Y 1= =T Vo] o O TSRO PRTO TSP 2
2.3 MElanom BLOFLO ...c..ceeiiiiieieeieeieeiee ettt st e st st st st ettt bbb b nb e sae e saeesaee s 3
2.4 IMUNTENT SYSEEM Lttt e e e et e e e et b e e e e aaae e e e s taeeseessbaeeeanstaeesassteeeennseneeansees 3
2.4.1 SPECIfICKA IMUNITA ..ooiciiiee ettt e e ettt e e e e te e e e e eeabaeeeebbeeeeeabaeeesesraeaeaans 3
2.4.2. NeSPECITICKA IMUNITA ....eeiiiiiiee ettt ettt e e et e e e et b e e e e stteeeeebaeeeeenraeaeaaes 4
2.4, 3 NEULIOFIY et e e et e e e eate e e e e sbteeeseabaeeesantaeeesseaeeeanes 5
2.4.4 Ostatni buriky nespecifick@ IMUNILY .......ooiiiiiiiiee e e 7

2.5 Pattern reCOgNItioN FECEPTOIS. . .u i iiiiiiiiiiteiieierirettreeeerereeee e rerererrrreererereeereeesssersrarerssssssssnsnsnsnnnnnnes 8

D T N 1Y/ | O PP PP PP RPPPPPPPPON 8
PRI A Y =Y o701 AV ¢ Tol<Y o) o] RPNt 9
2.5.3 FOrmylpeptidOVE FECEPLOIY ..viiiieiieeeciieie ettt ettt e e e et e e e etre e e e sataeeesbaaeesensaeeesans 9
2.5.4 NLRS @ RIG-IIKE r8CEPLOIY .. uutiiieciiiie ettt ettt e e re e e e aae e e eabaeeesnneee s 10

D T T o | B 11l Yo=Y o o] Y AR 10
2.5.5.1 LPS —ag0Nista TLRA .......ouiiiiiieiiieieeieiiteteieeeeteeeeeeereeeeeeeeeeeeeereereesrseeeeesanrarerssssnsesnssnssnnnnns 13

R LV T1 = - J g T (o (o] oSSR 14
2.7 Imunoterapie posilenim vrozené imMUNItY ........ccoovciiei e e e 15
2.7.1 Imunoterapie POMOCT PRRS ......cccuiiiiiiiiieeeciiee e ettt e e ettt e et e e e ebeeeeesareee e seanaeeeeeasseeesanseeans 15
2.7.2 Imunoterapie kombinaci TLRs a fagocytarnich receptorti.......ccccoveeeecieiieccieececiiee e, 17
2.7.3 Imunoterapie pomoci MyKobaKEEIil........ccccuviiiiiiiiiicceie e e 17

2.8 ZIM2AL38E ...ttt et h e bt e b e s he e she e st sae e st e et et et e ereeas 19

B Il PrACE . ettt et e ettt e e et b e e e ta e e e e a——eeeeaabeee e eatbeeeeaabaeeeaaabaeeeataeeeearaeeeeanraeaaan 21
4 MAtriAl @ METOAY ....ccuiiieeeiiee ettt et e e et e e et e e e e et ee e e abaeaeeeeeaseeeeenbeeeeansseeeennsaeesennrens 22
i R @0 1= 4011 | TSP PP P P URURUR 22

LN =Y o Yo = 1 £ Y € a1 AV =] = N 23



4.3 BUNECCNEA [INI@ et aababe s s s s sssssnsssssssssnssnsnsssnssnnnnen 23

4.4 Ptiprava bunécné linie pro transplantaci a transplantace .........ccccccvveeieeciieeeccieeecccieeee e, 23
4.5 Méreni a vypocet VEliKoSti NAOIU..........cueiiiiciiiecceee ettt eere e e e eraee e 24
4.6 POCItaANT PliCNICh METASTAZ. . eci i e et e e s tre e s sereaeeeeans 24
4.7 1zolace neutrofilli Z KOSTNI dFENE .......cocuiiiiiiieiee et s 24
4.8 Priming NEUEIIOTIIT .....oeiiiieee ettt e et e e e et e e e e e tre e e eearaeeeeearaeaeenns 25
4.9 SONTKACE «.eiiueeieitieetie ettt ettt et s e st e e bt e e st e s be e s bt e e sateesabe e e e seeesabeesabeeeabaeesaseesneeennneenn 25
O N o F- V7= W F- | USSR 25
4.11 Priprava terapeutickyCh [ALEK .....cccvvvei it 26
B.12 POKUSY teeeeeeiiiiiiiieiee e e ee ettt e e e e et e ettt ee e e e e e e s tateeeeeeeesanbsaaeeeaesaaassssassaaseeaasesanstasaeaeeseansnseneeeaanann 27

4.12.1 Terapie melanomu pomoci NANrad LPS ..........coooviiiiiciiee et 27

4.12.2 Potlaceni zpétnovazebné inhibice pomoci ZM241385 ........cccoeeevcieeeeiiiee e 27

4.12.3 Terapie melanomu pomoci Mycobacterium tuberculosis............ccccceecvvueeeecveeeeecneeennnen. 28

4.12.4 Vyhodnoceni infiltrace leukocytl v melanomu pomoci pritokové cytometrie po aplikaci

Mycobacterium tuberculosis-SIMICC ...........eeiiiiiecciiieee et e e ee e e e crre e e e e s e eerrae e e e e e e e e nnraaaeeas 28

4.12.5 Stanoveni aktivity MPO v mezibunéném prostoru nadorové tkané po aplikaci

Mycobacterium tuberculosis-SIMICC ...........eeiiiieeiciiiiee et e e e e ecrre e e e e e e esrrae e e e e e e e s nnraaaeeas 30
4.12.5.1 PFPrava VZOrKU......oooouiieeiec ettt ettt sttt et e etae e s abeeeabeeennes 30
4.12.5.2 Stanoveni aktiVity IMPO .........ooiiiiiie ettt e e e e e e anae s 30

4.12.6 Studium cytotoxické schopnosti neutrofill in vitro s pouzitim f-MLF-BAM .................... 31
4.12.6.1 Ovéreni cytotoxicity f-MLF-BAM na nddorové bunky........cccceeecieeeeciieeeeciiee e, 31
4.12.6.2 Ovéreni cytotoxické schopnosti neutrofild s pouzitim f-MLF-BAM ...........ccceeeuveenee. 31

4.12.6.3 Ovéreni cytotoxické schopnosti neutrofild s pouzitim f-MLF-BAM (pfi vyssim

poméru neutrofilll k nddorovym bBURKamM) .........coouviiiiiiiie e e 32
4.12.6.4 Ovéreni cytotoxické schopnosti primovanych neutrofild s pouZitim f-MLF-BAM .... 33

4.12.7 Stanoveni mnozstvi uvolnéné MPO po interakci neutrofill s melanomovymi bunkami a

FIMILF-BAIML. ... ettt ettt ettt e sae e e st e st e s bt e e sabeesabeeeabe e e sabe e e neeesneeesareesaneeesnneenns 34

4.12.8 Studium cytotoxické schopnosti neutrofild in vitro s pouZitim Mycobacterium

EUDCICUIOSIS-SIMICC ... vvvveeeeeieeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee it aaa e babaaeasbabebabeasasaaasaseeeseeee e e e eseses e babebabebasarasnsnrnees 34



IV AV 1T Q2R 36

5.1 Terapie melanomu pomoci NANrad LPS ...........oooooiiii ettt e 36
5.2 Potlaceni zpétnovazebné inhibice pomoci ZM241385 ........ccuveeeeiiieeecieeee ettt 38
5.3 Terapie melanomu pomoci Mycobacterium tuberculosis.............cccueecevueeeecvveeeeciieeeeeireeeeeeenns 41

5.4 Vyhodnoceni infiltrace leukocytd v melanomu pomoci pritokové cytometrie po aplikaci

Mycobacterium tuberculoSiS-SIMICC ..........ccoccuiieiiiiiie e eectee e s et e e et e e e sare e e sertaee s ssreeeesebaeeesnes 44

5.5 Stanoveni aktivity MPO v mezibunécném prostoru nadorové tkané po aplikaci Mycobacterium

EUDCICUIOSIS-SIVICC.......eeetee ettt ettt ettt ettt et s e st e e ebe e e sabe e st e e sabeeesmtee s eaneesneeesaneesaneeennes 48
5.6 Studium cytotoxické schopnosti neutrofil( in vitro s pouZitim f-MLF-BAM ..............cccverennneen. 49
5.6.1 Ovéreni cytotoxicity fMLF-BAM na nddoroveé bURKy ........ccccceeeeeiieeieciee e, 49
5.6.2 Ovéreni cytotoxické schopnosti neutrofilli s pouZitim f-MLF-BAM .........ccccevvveecreeeireeenns 50

5.6.3 Ovéreni cytotoxické schopnosti neutrofil(i s pouzitim f-MLF-BAM (pfi vySSim poméru

neutrofilll k NAdorovym BURKAM) .......c.uiiiiiiieccee ettt e e e 51
5.6.4 Ovéreni cytotoxické schopnosti primovanych neutrofill s pouzitim f-MLF-BAM ............. 52

5.7 Stanoveni mnoiZstvi uvolnéné MPO po interakci neutrofild s melanomovymi bunikami a f-

MLF-BAM ..o s 53

5.8 Studium cytotoxické schopnosti neutrofilll in vitro s pouZitim Mycobacterium tuberculosis-

SIMICC ettt ettt e e et e e ettt e e e e e e b et e e e et e e e bttt e e e e e e e b reeeeee e e e e nraateeeeeeaannraeeeeeaaan 55
B DISKUZE ..ttt ettt sttt e e st e s e e e b et e bt e e e be e e be e e e b e e e b e e e beeeaneeesreeeaneeenns 57
T SOURIN ettt ettt et et et e e bt e bt e bt e s bt e e bt e sbeesbeeameeameesmeesaeesanesaneeas 63
8 5€ZNAM ZKIATEK .ottt et sttt st s r e s bbb nrees 64

LI o YUD A1 = T 10 = 1A = P 66



1 Uvod

Nadorova onemoemi se za #&kolik poslednich desitek let staly straSdkem madern
doby a jejich incidence neustéle stoupa. Dnes hychd jen stzi hledali kkoho, kdo se
nesetkal s rakovinou,fauz jako pacient sam nebo jakoiuzny ¢i znamy rkoho, kdo
rakovinou onemoaf. Ministerstvo zdravotnictvCR udava, ze kazdych osm minut je u nas
diagnostikovana tato choroba a kazdy den vezmeé 7Zi9didem. Podle WHO je rakovina
odpowdna za 7,9 milioén umrti ra&né na celém sit¢ a aiekava se, ze v roce 2030¢pb
téchto umrti pevysi pé&et umrti na kardiovaskularni onemeonh (WHO, 2014). A&koliv je
rakovina rkdy mylné ozna&ovana jako onemoeni rozvinutych zemi, je to ve skdteosti
globalni problém, tykajici se i chudych zemi, kd& fjako jinde sledujeme zvysujici se
vyskyt tohoto onemocimi a kde je navicifstup k efektivni 1&8b¢ znané omezen (Parkin
a kol., 2014).

Lécba nadorovych onemoémi zaznamenava v poslednich letech velky rozvoi.
Onkologové jiz nemuseji spoléhat pouze na openatildbu nebo chemoterapii
a radioterapii, které krogmne vzdy dokonaléhocinku na nadorové hitkky destruuji i biiky
zdravé. Velké nage jsou vkladany do imunoterapie, ktera je nyni komvana
s chemoterapii, fippadré pouzivana samostaitnl kdyZ je jeji kinek mnohem specifi¢jsi,

i zde se setkavamesstnymi vedlejsimi &inky (Hansel a kol. 2010 astym problémem je
také jeji kratkodoby &inek, protoZze na tbu miZze vzniknout rezistence. (Rezvani
a Maloney, 2011.) Nejn@simi bojovniky proti nadorovym onemasimim se pak stavaji
nanoterapi€i genova terapie.

Ve své diplomové praci se budénevat imunoterapii, jejimz principem je aktivace
vrozené imunity pomoci bakteridlnich mdtiwainstalovanych na nadorovénky. Tato
aktivace pak vede k destrukci nddorovych dkubez poSkozeni bgk zdravych. Vysledky
prace by mily prispét k nalezeni vhodné ¢6y a n€ly by objasnit i gkteré mechanismy,

jakymi k zabijeni nadorovych bék dochazi.



2 Prehled literatury

2.1 Nadorové onemocéni

Nadorové onemodmni je obecné ozriani pro skupinu vice nez sto chorokzkéliv
zname mnoho druhrakovinného bujeni, vSechna tato onemtoérz&inaji steji - vlastni
buinky organismu se vymykaji kontrole a dochazi k fejabnormalnimutstu. Ri¢inou je
mutace DNA, kterou neni organismus schopen dete¢lkowgravit. Abnormalnitast burgk
pak miZze vest bd k benignimu tumoru, ktery nenapada jiné tkanzidka ohroZuje Zivot
nebo k malignimu tumoru, ktery se infiltruje do @kje schopen zakladat vzdalena loziska,
tzv. metastazy. (Weinberg 2013). Maligni nadorydjy®zko I&€itelné, obzvlasdt pokud se
onemockni nepodchyti ¥as. Hanahan a Weinberg popsali jejich typické nlasti. Buiky
malignich nadar se dokdzou neomezendélit, vyhybaji se apoptdze, neodpovidaji
na supresorové signaly a indukuji angiogenéimmz pro sebe ziskavaji Ziviny. Navic
pieprogramovavaji cely energeticky metabolismus aadaji ¢etné mechanismy, diky
kterym se vyhnou imunitnimu systému (Hanahan a W& 2011).

Krom¢ déleni na maligniéi benigni nadory se nadorgldtaké podle mista vzniku,
nag. nadory Kize a podkozi, plic, prsu, Zaludku apai.dle pivodu, kde rozliSujeme
mezenchymové nadory, epitelové nadory, neuroekioold nadory, nadory krevni

a lymfatické tkas a smisSené nadory (Sell, 2004).

2.2 Melanom

Melanom je zhoubny nad#adici se mezi neuroektodermové nadory. Tento agriesi
nador vychazi z melanodytobjevuje se fevazre na kizi, ale také v oku a igvu. Pget
novych gipadi melanomu celosoveé neustéle stoupa akteré studie nazwaji, Ze tento
trend bude pokemvat minimalg dalSi d¢ dekady. Zatimco u africké a asijské populace se
melanom tér¥ nevyskytuje, zasadnohrozuje zdravi #oSské populace. Mezi rizikové
faktory rozvoje tohoto nadoru patexpozice UV z#eni, sétla ple’, mnoh&etné
pigmentové névy aifiomnost tohoto onemoéni u ¢leni rodiny (Garbe a Leiter, 2008;
Markowitz a kol., 2007).

Melanom metastazuje krevni i lymfatickou cestotasto i mnoho let po odstram
primarniho nadoru. Metastazy se rélpgi na lokalni (vyskytuji se v okoli primarniho
nadoru), regionalni (v regionalnich miznich uzlimaa vzdalené (plice, jatra, CNS, kosti).
Kazdy typ metastaz ma odliSné biologické chovéadi,nghoz se odviji i iznd prognédza
(Emmett a kol., 2010).



Ackoliv incidence tohoto onemoéni v poslednich letech stoupa, mortalita se jiz
nezvysuje, coz je dano hlaydasnym zachytem, ktery je @goben zvySenou pozornosti, jez
se tomuto onemo¢ni v poslednich letech dostava. Terapie je chiokdyi dale se vyuziva,
radioterapie, chemoterapie, imunoterapie aktarych statech také genova terapie (Rigel
a Carucci, 2008).

2.3 Melanom B16F10

Melanom B16F10 je nadorova higna linie, ktera byla pouzita v této pracinvwivo
I in vitro pokusech. Je to jedna &g/ burg¢nych linii mySiho melanomu typu B16, ktery
pati mezi syngenni transplaitd modely. B16 je odvozen od spontanniho melanomu
zmySi C57BL/6 a je také nejpouzie@im syngennim modelemilec (Becker a kol.,
2010). B16F10 proliferuje nejrychleji ze vSech &tmych linii B16 a metastazuje do plic.

DalSi burcné linie B16 jsou B16F0, B16-F1 a B16-BL6 (Dancikich, 2013).

2.4 Imunitni systém

Imunitni systém je regutai systém, jehoz uUkolem je udrZovat integritu orgauu.
RozliSuje cizi a vlastni struktury a poskytuje anganu ochranuiged Skodlivinami.

Imunitni systém ¢lovéka tvai nespecificka a specifickd sloZzka, které Uuzce
spolupracuji. Nespecificka slozka imunitniho sysiémstimuluje specifickou slozku

a specificka sloZka na oplatku aktivuje slozku eedfirkou (Medzhitov, 2007).

2.4.1 Specificka imunita

Specifickd imunita, jinak také nazyvand ziskan&yjegeneticky no¥jSi sloZzkou
imunitniho systému a je pro ni typicka imunologigkantt’. Tato imunita je zajivana
dvéma skupinami bukk.

Prvni skupinou jsou tzv. konvémi lymfocyty, kam fadime T-lymfocyty
a B-lymfocyty zndmé jako B2-lymfocyty. Oba typy k@menich lymfocyti maji na svém
povrchu receptory, které jim umiadi vazat se na specifické antigeny. Organismus
disponuje obrovskym souborem molekul antigen smpigith receptat a to diky genetické
rekombinaci, ktera je aktivovana proteiny RAG1l a G2A Ri rekombinaci dochazi
k spojovani segmeintgeni kodujici receptory a pro konvém lymfocyty je typické, zZe
k tomuto spojovani dochazi zcela naho@vcBlane a kol., 1995). Rozmanitost receftjw



navic zvySovana dalSimi mechanismy jako jsou saketihypermutace (jen wipact
B-lymfocyti), genova konverze a 2ma izotypovéiidy (Medzhitov, 2007).

Jest predtim nez mze byt antigen konveénim lymfocytem vibec rozpoznan, musi
byt nejprve zachycen APC v tkanich a na jejim plowrdopraven do lymfatickych uzlin
nebo sleziny. Sem cirkuluji také T- a B-lymfocytyzde antigeny vazou (Tanaka a kol.,
2004). ProtoZe specificita receptoru netiimm spojena sigvodem antigenu, konveni
lymfocyty se diferencuji do &kolika typi burek v zavislosti naifdé patogenu, ktery je
rozpoznavan. Tato diferenciace 8di pokyny poskytovanymi nespecifickym imunitnim
systémem ve forghcytokini a chemokin.

T-lymfocyty rozpoznavaji antigenni peptidy vazare HLA |, popgipac HLA I
APC burgk. Rozeznavame T-lymfocyty pomocné, které na svénrghu exprimuji CD4
antigeny a T-lymfocyty cytotoxické s CD8 antigeny.

B-lymfocyty se po vazb antigenu pemeénuji a efektorove, pdfpact plasmatické
bunky, které produkuji protilatky (Medzhitov, 2007).

Druhou skupinou butk zaji&ujicich ziskanou imunitou jsou lymfocyty, jejichz
vlastnosti pipominaji vlastnosti buik vrozené imunity. P&t sem Bl-lymfocyty,
NK-T-lymfocyty, B-lymfocyty marginalni zény a podrogina yo-T-lymfocyti. Na jejich
povrchu také najdeme antigen specifické receptaeyu tohoto typu busk je rozmanitost
receptoi omezena a rekombinace neprobiha zcela n&@kndelac a kol., 2001), (Kaer
a kol., 2011).

2.4.2. Nespecificka imunita

Nesfecificka imunita jinak nazyvana vrozena imupédylogeneticky starSi sloZzkou
imunitniho systému. Jeji efektorové mechanismy js@u rozdil od ziskané imunity
aktivovany velmi rychle, a proto mohou okandziagovat na vstup patogenu do organismu.
Nespecificka imunita nezajigje imunologickou pat’ (Medzhitov a Janewey, 2000).

Anatomické a fyziologické bariéry jsou s@st vrozené imunity, ktera vytkia
jakousi prvni linii obrany proti infekcim. Tyto béry zahrnuji KZi, fasinky v respirénim
epitelu plic, nizké pH v Zaludku, lysozym v slinadizach a jinych sekretech a produkci
antimikrobialnich peptil a muciri epitelem sliznice. Dlezitost tchto bariér mize byt
doloZena u paciedts €zkymi popaleninami nebo primarni ciliarni dyskinazkterych byla

pozorovana extrémni nachylnost k infekcim. Ukazapze &oliv ostatni sodasti vrozené



imunity a ziskana imunita pacienta pracuji bez g, nedokaZzou nahradit selhani
zakladnich anatomickych a fyziologickych bariér ey a kol., 2010).

Humoralni stranku nespecifické imunity zéjg komplement, proteiny akutni faze
a interferony. Komplementovy systém je reprezemniovadinou dvaceti i sérovych
proteini a rekolika membranovymi receptory. Komplementové sloZdeg kaskadowit
aktivuji a spousji tak aktivaci zastu, fagocytozu, lyzu butk a zesiluji dinek adaptivni
imunity. Tento systém fize byt aktivovan iemi cestami: Kklasickou, alternativni
a lektinovou. Cesty se navzajerfekryvaji, nap alternativni nize amplifikovat klasickou
nebo lektinovou cestu. K dalSim¢iakaim komplementu pé&t jeho posilujici efekt
na B-lymfocyty a to jak na jejich efektorovou, tplnmetovou funkci. Navic komplement
zvySuje efektivitu pohlcovani antigenu folikularnirdendritickymi buikami, napomaha
retenci antigefn na €chto buikach a zesiluje i T-budnou odpo¥d (Carroll a Fischer,
1997).

Proteiny akutni faze jsou sekretovany hepatocylp jadpod na prozadtlivé
cytokiny IL-13 a IL-6 a jejich sérova koncentrace gyraz® zvysSuje Vv prvnich fazich
infekce (Medzhitov, 2007). Interferony jsou rodiegtokinovych mediatdr, které jsou
zapojeny do obrany proti ¥im. Kroms antivirovych @&inka maji také kléovy vliv
na kvalitu bug¢né imunitni odpogdi a zesiluji prezentaci antigiiPage a kol., 2000).

Bunéénou slozku nespecifické imunity reprezentuji fagaggi buiky, jako jsou
neutrofily, makrofagy nebo dendritické iiky. Do nespecifické imunity také pibame

NK-bunky, eozinofily, bazofily a Zirné hiky.

2.4.3 Neutrofily

Neutrofily zraji v kostni teni, kde je jich obrovska zasoba. Mekidst z jejich
celkového potu potom najdeme v krvi. Mohou byt mobilizovany ga@dpowd’ na infekci
nebo zast a tato mobilizace je velmi rychla, jelikoz nediiypse dokaZzou na misto ¢eni
dostat hem rékolika hodin. Ri tom vykazuji schopnost diapedézy, tzn. proch&int
sténou kapilar a vstupuji do tkani (Furze a RankirQ®0

Na svém povrchu neutrofily exprimuji celdadu receptdr. Pro fagocytdzu jsou
nezbytné receptory FRIIA a CR3, které rozpoznavaji opsonizované ba&terireceptory
FcyRIIB  a CR2, které usnadji funkci predchozich (Scribner a Fahrney, 1976).
Pri fagocytdze se neutrofil dostava ddirpého kontaktu s bakterii a poté co dojde
k rozpoznani, zZme obtékat jeji povrch, dokud neni Upllobklopena a uzdgna do



fagosomu. Timto postupem se minimalizuje mnoZstttiaeelularni tekutiny, které vstoupi
do fagosomu s bakterii. Zatkolik sekund po vytvieni fagosomu je doép vylit obsah
granuli neutrofii, ktery tvdi vyznamny objem této vakuolyimz se docili vysoké
koncentrace latek schopnych zabit bakterie.

Pro znteni bakterii uvnit fagosomu jsou vyuzivany dva zékladni mechanisng (v
Obr. 1). Jednim znich je generace ROS pedsictvim aktivace NADPH oxidazy,
tzv. oxidativni vzplanuti, druhym je zabijeni ptesinictvim MPO. NADPH je enzymovy
komplex v membréh fagosoni, ktery se vyskytuje i v cytoplasmatické memkiran
a membraé granul. NADPH membrany fagosdngeneruje superoxid slouzici jakéimy
nicitel patogefi nebo jako prekurzor peroxidu vodiku. Superoxicbzat brani reverzibilni
inaktivaci MPO. (Hampton a kol, 1998).

MPO je enzym vyskytujici se krammeutrofili také v lyzozomech a monocytech.
Hlavnim produktem tohoto enzymu je kyselina chlorgé&vérena z peroxidu vodiku, ktera je
asi tisickrat silgjSim zabijéem nez samotny peroxid vodiku. Kyselina chlorné et
muze chlorovat bakterialni proteiny za vzniku chhomi, ¢imz znemo#uje jejich funkci.
MPO je silrt bazicky protein, coZz mu umibdje vazbu na negati¢nnabité membrany
bakterii. Red MPO neobstoji ani toxiny difterie a tetanu, &enzym neutralizuje. &oliv
je MPO velmi vyznamnym pomocnikem v likvidaci patog, deficit nemusi nuth
znamenat vazné probléemy. U MPO-deficientnich pdti¢otiz dochazi k Si produkci
ROS a tim je funkce MP@asté&€né nahrazena (Klebanoff, 2005).
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Obr. 1: Zn4zorgni d&ju ve fagosomu neutrofil(pievzato z Nauseef, 2014)



Fagocyt6za ale neni jedinou zbrani neutiipféxistuje i moznost zabijet bakterie
extracelulars. Prvnim pikladem extracelularniho zabijeni je likvidace el objeki,
jako jsou mnohobuitné organismy, které paim¢ malym neutrofilem nemohou byt
pohiceny. Pokud se neutrofil adheruje k cili, dathéa povrchu k jeho zplagti a vypu&ni
MPO a produki MPO do tzv. kapes vyt¥enych mezi neutrofilem a jeho cilem. Piedi
kapes imituje progedi fagosomu. MPO a jeji produkty mohou byt u¢ainz buiky také
v pripact, Ze se neutrofii neadherujesste kcili, v piipact bunicné lyzy, gEsne
pied uzavenim fagosomu nebo pokud je neutrofil vystaven wigenym rozpustnym
stimulim. Produkty MPO jsou vychytdvany sérovymi proteilN¢kdy ale miZze dojit
k poSkozeni tkah které se dnes dava do souvislosti inapaterosklerozou, roztrousenou
sklerozou a jinymi onemo¢nimi (Pacheco-Yepez a kol., 2011; Klebanoff, 2005).

Druhym gikladem extracelularniho zabijeni je tvorba NETer&tvazou Sirokou
Skalu patogein NET jsou sestavovany z komponeggtg obsazenych v j&d a granulech
neutrofiti. Jedna se hlaéno DNA, histamin, chromatin a granularni enzymy eptjly.
Pti kontaktu s patogenem DNA vytkigakousi pateposkytujici podporu pro proteiny, které
pusobi baktericid& Tvorba NET je aktivovana IL8, PMA nebo LPS (Bkntann a kol.,
2004) a pro jejich vytvieni je dilezita MPO, jelikoz u paciefits deficitem MPO k vzniku
NET nedochazi (Metzler a kol., 2011). Vyhodou tyoMNET je, Ze zachyti infekci na mdst

a brani tak jejimu gni do &la. (Brinckmann a kol., 2004).

2.4.4 Ostatni buiky nespecifické imunity

Makrofagy vznikaji z monocyt které jsou steghjako neutrofily schopny diapedézy.
Béhem pfichodu monocytu igs endotel krevnich cév, pidéva monocytiadu zngn
a i vstupu do tkaé se stava makrofdgem. Makrofagy se kéofagocytozy dastni také
fizeni hemopoézy, hemostazy a hojeni ran, a regaba®u. Stejré jako dendritické biky
slouzi jako APC. Oba typy bek prezentuji antigeny naivnim cytotoxickym nebo
pomocnym T-lymfocyim, ¢imz je aktivuji. U dendritickych bwk je tato prezentace
ponerné sofistikovana, protoze tyto bky mohou podle druhu patogenu rozhodovat, jaky
druh imunitni obrany bude zvolen. Dendritickéky zahajuji a reguluji odpéd’ adaptivni
imunity a tvai centrum vyvoje imunologické pattha tolerance (Geissmann a kol., 2010).

NK-bunky jsou schopny rozliSit hiky zdravé od butk abnormalnich, tudiz jsou
jedinggnym pomocnikem v boji proti nadorovym itkédm a bitkdm napadenych viry.
Ackoliv jsou to buiky vrozené imunity, v mnoha aspektech se podobdjimfocytam.



Jejich zabijeni se podobé zabijeni cytotoxickymymfocyty a také sekretuji IFN Jejich
jedinginost spoiva v rozpoznavani béh, které nenesou MHC molekuly a které tedy
nemohou byt rozpoznany T- ani B-lymfocyty (Lani2®05).

2.5 Pattern recognition receptors

Aby mohla vrozena imunita cizorodé organismy rozag¢zdisponuji bikky vrozené
imunity tzv. PRRs. Existuje&hkolik tiid téchto receptar, které rozpoznavaji mikrobialni
komponenty zvané PAMPs. ProtoZze PAMPs byvaji negopro peziti mikroorganismu,
nedochazi k jejich zemam a vrozena imunita taktde po jejich identifikaci bezgeé¢
zabranit mnozZeni mikroorganismu.

PRRs jsou exprimovany kontinuéla vSech buék daného typu a detekuji patogen
bez ohledu na stadium jeho Zivotniho cyklu. Detekgatogenu vede k aktivaci
intracelularnich signalnich kaskad, které oka&ibitlukuji expresittiznych geid zahrnutych
v zargtlivé a imunitni odpowdi (Akira a kol., 2006).

PRRs ale nerozpoznavaji jen infek patogeny, ale mohou detekovat i tzv. DAMPs.
Jde o neinfetni molekuly ¥tSinou pochazejici z jadré cytosolu bugk. Pokud dojde
k poskozeni biky, jsou vyplaveny ven nebo exponovany na povramikiKono a Rock,
2008).

PRRs se mohou roZidvat podle mnoha kritérii nappodle bugcné lokalizace nebo
funkce. Dle funkce seé&l na sekretované fagocytarni a signalni. Sekret@éwvaeceptory
zahrnuji C-reaktivni protein a MBL. Do fagocytaimitadime formylpeptidové receptory,
manozovy receptor a dectin-1. Signalni jsou pot@prezentovany RIG-like receptory
a NLR (Jeannin a kol., 2008).

2.5.1 MBL

Mannose-binding lectin péatdo rodiny kolektiri, které maji svoje lektinové domény
asociované s kolagenimi strukturami. MBL vaze suejdinové domény k sacharidovym
doménam vyskytujicim se na mnoha mikrobialnich $iatr a pak prostdnictvim
MBL-asociované protedzy aktivuje komplement. Negprvdochazi k vytvieni
C3-konvertazy C4b2a, kterd je zodpdua za Speni C3 a generuje C3b fragmenty, vazici
se na povrch mikrorganismu. Takové fragmenty jsompoznivany CR1 receptorem
fagocyti (Ghiran a kol., 2000). &které C3b jsou konvertovany na iC3b a ty jsou



rozpoznavany CR3 receptorem. MBlihe také fimo interagovat s povrchovymi receptory
a iniciovat tak opsonofagocyt6zu nezavisle na kemgntu (Turner, 2003).

2.5.2 Mandzovy receptor

Manozovy receptor je protein o velikosti 180 kDA perovany makrofagy
a dendritickymi  bikami. Pati do lektinové rodiny typu C, ktera sestava
Z transmembranovych a solubilnich proteiMand6zovy receptor na své extracelularni stran
obsahujeif typy domén - na cystein bohatou doménu, domémsalulgici fibronektin typ I
zahrnutou ve vazbkolagenu a sérii osmi lektinovych domén zodfsmgych za vazbu na
hexdzy, které maji hydroxylové skupiny riatim actvrtém uhliku umisiny ekvatorials.
Mandzovy receptor proto vaze N-acetylglukosaminkgku, mandzu, fukozu, nikoliv vSak
galakt6zu. Vazba hexdz na receptor je zavisla meendtych iontech. Mandzovy receptor
rozpoznava celotiadu endogennich i exogennich ligangroto se odhaduje, Ze se&adti
nejen identifikace patogénale i homeostatickych prodesMandzovy receptor je nezbytny
pro cytokinovou produkci, a to jak zéhivych tak protizastlivych cytokini. Také Zejme
interaguje s ostatnimimi PRRs, aby zpfedkoval intracelularni signalizaci (Gazi
a Martinez-Pomarez, 2009).

2.5.3 Formylpeptidové receptory

Rodina formylpeptidovych receptose @&astni obrany proti patogém, ale je ji také
piisuzovan vyznam v patogenezi amyloidogennich onedmdic Receptory odpovidaji
na f-MLF a jiné formylované peptidy odvozené od tealk a mitochondrialnich protein
U lidi zahrnuje tato rodinaitpodtypy, které byly nalezeny nejprve u fagocytigh burk,
pozdtji také u mnoha dalSich typburek, kde ovSem skute@d funkce receptérnebyla
objasréna. Lidské monocyty exprimuji vSechny podtypy FPRs — FPR, FPRL1 a FPRL2
a tato exprese je zachovanarii maturaci monocyi v makrofagy. Neutrofily maji na svém
povrchu jen dva typy receptora to FPR a FPRL1 (Fu a kol., 2006). U mySi najdeme
nejmért 7 typl FPRs, gkteré z nich jsou analogickén lidskym a liSi se hlavnv afinité
k f-MLF. Jedna se o Fprl, Fpr2, Fprsl, Fprs2, FpfaBs4, Fprs6 a Fprs7 (Gao a Murphy,
1993).

Interakce ligandu a receptoru aktivujizmé signalni kaskadyi@s G-protein, coz
vede k imunitni odpaddi. Tato interakce fize také fisobit na ézné intracelularni kinzy,



véetnd protein kinazy C a MAPK, jejichz aktivacerigpivd k obrad proti bakteriim
(Selvatici a kol., 2006).

Vysledkem aktivace signalni drah je zvySena schsipriagocytdézy a zvySena
migrace fagocyt do mista infekce. Dochazi také k mobilizaci primién granul neutrofi
a k tvorlg superoxidovych aniofit FPRs se dastni nekrozy a apoptézy, takze mohou byt
vyuzivany v protinadorovém ataku (Migeote a kol00@&). Naproti tomu na malignich
gliomovych butkdch FPR zprostdkovava #ist malignich bugk a angiogenezi interakci
s agonisty odvozenymi od hostitelskych &iZhou a kol., 2005).

Role receptar neni Uplg jasna a to i k&li velké riznorodosti ligantl. Mezi
agonisty krom§ formylovanych peptil pcocitime i neformylované delSi peptidy,
N-formylované peptidy z mitochondrii poskozenych ndly syntetické hexapeptidy
tzv. W-peptidy,casti proteinové obalky viru HIV, Anexin |, Catepss) lipoxin A4 a dalsi.

vy W

Rovrez Skala antagoniste ohrome Siroka (Migeote a kol., 2006).

2.5.4 NLRs a RIG-like receptory

Jsou to receptory nachazejici se v cytosolitkuDoposud bylo nalezeno dvacet dva
¢leni NLRs. Jako prvni byly popsany NLR1 a NLR2, kteréte#uji bakterialni
peptidoglykeny afidi aktivaci MAPK a TNB (Meylan a kol., 2006). RIG-like receptor
rozpoznava virovou dvdatzcovou RNA. Skupinu RIG-like receptorreprezentuji i
zéstupci: RIG1, MDAS a LGP2 figemz LPG2 usnadlije rozpoznavani virové RNA RIG1
a MDAS (Satoh a kol., 2010).

2.5.5 Toll-like receptory

TLRs jsou asi nejlépe charakterizovanymi receptwozené imunity. Jejich nazev je
odvozen od proteinu Toll, coz byl prvni popsanyepgor embrydrosophily melanogaster
Tento receptor je kibvy pro vyvoj embrya a u do&jgi ma vyznam v obran proti
houbovym infekcim. U savcbyl pozdji nalezen analog proteinu Toll, jehoZ funkci je
rozpoznani infekce aigobeni proti infekci (Lemaitre a kol., 1996).

Strukturré jsou TLRs integralni membranové glykoproteinyaali se mezileny
rozsahlé rodiny, ktera zahrnuje interleukin-1 réogp protoze cytoplasmaticka oblast TLRs
je homologicka s cytoplasmatickym regionem inigkla-1 receptak. Tato cytoplasmaticka
oblast je nazyvana jako Toll/IL-1 receptor (TIR)nadéna. Naproti tomu extracelularni

regiony obou typ receptoit se liSi. TLRs obsahuji motivy bohaté na leucinopakovani,
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zatimco interleukin-1 receptory obsahuji imunoglobin-like domény (Takeuchi a kol.,
1999).

U lidi jich najdeme deset TLRs, u mySi dvanact. i€&9dl TLRs rozpoznavaji
nejrizngjSi vzory, coz profjcuje vrozené imunét jisty stupa specificity. TLRs se vykytuji

bud’ na povrchu butk nebo intracelulathv endosomech, lysosomech a endoplazmatickém

retikulu (Kawai a Akira, 2010). iehled jednotlivych TLRs a jejich ligafdje uveden

v Tab. 1.
TLR Vyskyt Umisténi Ligandy
TLR1 ¢lovek, my$ | membrana triacylované lipoproteiny, peptidoglykany,
lipopolysacharidy
TLR2 ¢lovek, my$ | membrana triacylované lipoproteiny, peptidoglykany,
lipopolysacharidy, Heat shock proteiny, HMGBH1,
zymosan, poriny
TLR3 ¢lovek, mysS | endosomy virové NK, poly I:C
TLR4 ¢lovek, myS | Membrana, Lipopolisacharidy, heat shock proteiny, HMGB1,
endosomy proteoglykany, taxol
TLR5 ¢lovek, mys | membrana flagelin
TLR6 ¢lovék, myS | membrana Heat shock proteiny, HMGB1, proteoglykany, zymos
lipoteichoova kyselina
TLR7 ¢lovek, mys | endosomy Virové NK, R848
TLR8 ¢lovek, mys | endosomy Virové NK, R848
TLR9 ¢lovek, mysS | endosomy Virové NK, CpG DNA
TLR10 ¢lovek Membréana, Profilin-like proteiny
endosomy
TLR11 mys Cytoplasmatickd Ligandy uropatogennich bakterii
membrana

Tab. 1: Prehled TLRs a jejich ligand (Lauw a kol., 2005; Jurk a kol., 200&nders a Patole,
2005; Takeda a kol., 2003)

Repertoar specificity TLRs je ro8h schopnosti vzajernheterodimerizovat.

Dimery vytv&i nagiklad TLR2 a TLR6 a rozpoznavaji takto diacylovdipbproteiny.

Vzajemre interaguji i TLR1 a TLR2, které identifikuji trigiované lipoproteiny (Ozinsky

a kol., 2000). Specificita TLR je také ovl&ma iiznymi adaptorovymi a dojkovymi
molekulami, jako jsou n&pMD-2 a CD14, které vytwdakomplex s TLR4 (Miyake, 2003).
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Pokud jsou TLRs stimulovany ligandem, dochazi kvaki riznych signalnich drah.
S vyjimkou TLR3 vSechny TLR vyuZivaji adaptorovoolekulu MyD88. Funkci MyD88 je
interagovat s komplexem kinazy IRAK a TRAF6, codl@d& aktivaci TAKL, které nasledn
indukuje translokaci NkB a AP-1 do jadra a to prdstnictvim degradacecB proteinu
nebo progednictvim aktivace MAPK. Cela tato signalni drabhede k expresi gén
kddujicich prozagtlivé cytokiny (Takeda a Akira, 2004; Yamamoto 4. ka002).

MyD88 signalni cesta @ite byt aktivovana také TLR2/1, TLR2/6 a TLR4 a teg
protein Mal. TLR3 a TLR4 vyuZivaji adaptorovou malei TRIF, kterd interaguje
s molekulami TRAF3, TBK1 a IKKi. Vysledkem je fosfdace IRF3. Aktivovany IRF3
dimerizuje a je translokovan do jadra, kde indula¥presi IFN typu I. TRIF také interaguje
s TRAF6-RIP1 komplexem a aktivuje tak MB: TRAM je molekula zodpasdna
za aktivaci TRIF-dependentni signalni drahy u TLRMimulace TLR7, TLR8 a TLR9
ligandem vede k formovani komplexu sestavajiho zZDBB;, IRAK4, TRAF6, TRAF3,
a IRAK1. TRAF6 TRAF3 jsou zodp@dné za aktivaci NkB (tvorba prozéétlivych
cytokini) a IRF7 (tvorba INF typu 1) (Kopp a Medzhitov, Z)0vamamoto a kol., 2002;
Yuk a Jo, 2011). Jednotlivé signalni drahy jsowzond@&ny na Obr. 2.
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Obr. 2: Umiseni TLRs a jeijich signélni drahy ifgvzato z Yuk a Jo, 2011)

Schopnost TLRs indukovat slozité signalni kaskalklicové pro utvéeni celkove

odpowdi, pro produkci cytokifi a chemokin, zabijeni mikrob, maturaci APC a zapojeni

adaptivni imunitni odpasdi (Manavalan a kol., 2011).

2.5.5.1 LPS — agonista TLR4

LPS pgestavuje endotoxin, n&ji imunitni systém reaguje velmi silnou reakci. LPS

je obsazen ve Bi membrad G- bakterii a sklada se zeéi t¢asti: O-antigenniho

polysacharidu, oligosacharidového jadra a Lipidu piigemZ kazda zefit ¢asti zastava

vlastni funkci a lipid A je odpasdny za biologickou aktivitu celé molekuly. (Erridgekol.,
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2002). LPS se vazegdevSim na TLR4 a vysledkem tohotitspbeni je produkce cytokin
IL-1, IL-6, IL-8 a TNFu (Erridge a kol., 2002; Schromm a kol., 2001).

2.6 Imunita a nadory

Imunitni systém disponuje velkym potencidlengitnnadory a pitom nezpisobit
poSkozeni normalni tkénZaroves ma v zaloze dlouhodobou p&m pomoci které rive
piedejit ogtovnému vyskytu nadoru.

Jednim z vyznamnych objiéwa poli nadorové imunity bylo zji&ii, Ze nespecificka
imunita ma schopnost najit a zlikvidovat nadorousidy. Profesor Cui totiz objevil u jedné
z mySi ve svych pokusech mutaci, kterdisgbila, Ze mys, jiz byl implantovan sarkom
S-180 se vyléla. Mutace zaficinila, Ze vrozend imunita byla schopna |épe rozpbzn
a zlikvidovat nadorové hiky (Cui a kol., 2003).

Tumorova specificita imunitniho systému tedyina v rozpoznavani tumorovych
antigerii. Virové proteiny u naddr zpisobenych viry, mutované proteiny onkogen
a nemutované ale abnormd&lexprimované proteiny nalezené na tumorech jsouytab
antigeny a vybornym cilem imunosurvailance -  prédiorového dohledu. A jak
k rozpoznavani nadorovych hikn dochazi? Tumorového rozpoznavani a nasledného
zabijeni se mohoucastnit efektory vrozené i ziskané imunity. Prvangsformované hiky
jsou identifikovany NK-btikami, coz vede k destrukcékterych transformovanych bék a
pohlceni jejich fragmeit makrofagy a dendritickymi Wilkami (Dranoff, 2004). Tyto
makrofagy a dendritické Iiley sekretuji mnoho prozétiivych cytokini a prezentuji
molekuly nadoru T- a B-lymfocytn. Aktivace T- a B-lymfocyt vede k produkci dalSich
cytokina, které podporuji aktivitu vrozené imunity a zarmveodporuji produkci tumor-
specifickych T-lymfocyli a protilatek. Pomoci adaptivniho systému pak déj@ééminaci
zbylych tumorovych buk a k vytvaeni imunitni pandti vacéi specifickym tumorovym
komponentam (Shankaran a kol., 2001), (Finn, 2012).

Tento mechanismus ale selhava u &i@émunokompetentnich jedidianebo u nadar
mére imunogennich. Nadory totiz préldvaji fadu zmén ve vlastnich btkach, kterymi
dokéazou imunitni systém obelhat. V priaick ztraci antigeny, HLA-antigeny, senzitivitu
ke komplementu, k T-lymfocy a NK-buikam (Kim a kol., 1975). Navic jeStozvraci
imunitni regulaci zpsobem, ktery jim Pnasi ¢etné vyhody. Tumorové mikroprdsti
dokéze branit expanzi pomocnych a cytotoxickychymfbcyti a namisto toho podporuje
produkci prozaétlivych cytokini a jinych faktofi, které vedou k akumulaci supresivni
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burg¢né populace, kterd inhibuje imunitu (Hussain a i4ai2007). Nejlépe popsané jsou
nag. T regul&ni lymfocyty, které inhibuji funkci ostatnich T-Ifoctyta (Woo a kol., 2002).

2.7 Imunoterapie posilenim vrozené imunity

Prvni imunoterapie byla provedena v podstat v 19. stoleti a to chirurgem W. B.
Coleym, ktery injikoval baterii Streptoccocus pyogenepacientovi s neoperabilnim
sarkomem. Coleyho napadlo, Ze by infekce mohlavexdiejSi efekt a zisobit zmenSeni
naddoru a nemylil se. Ikk®a byla UGspsna a Coley pokeaval v injikaci bakterii
a bakterialnich toxiin dalSich ¢tyricet let. ProtoZze ZzivyStreptoccocus pyogeneg
nebezpeny, zaal Coley pouzivat teplem inaktivované bakteriegaSkombinaci s bakterii
Serratie marcescenslato kombinace se dnes ozag jako Coleyho toxin. S rozvojem
radioterapie a chemoterapie se ale od pouzivardyBoltoxiri upustilo a az v poslednich
desitkach let dochazi k navratu k mysSlence, Zekagfemize byt &innym pomocnikem
v boji proti nadoiim (McCarthy, 2006; Coley, 1910).

Nap‘iklad kolektiv Kélmela zjistil, Ze pget infekénich onemoceni koreluje s nizSim
rizikem melanomu. Zkoumali vliv plicni formy tubeddzy, bakterie Staphyloccocus
aureus influenzy a pneumonie. U jediinckteri alespa trikrat za Zivot prodali infekci
s horékou, se riziko vzniku melanomu snizilo o 40% (Koélnaekol., 1999). Podolinse
piiSlo na to, Ze &ovani proti tuberkuloze a pravym neStovicim takéZzge vyskyt
melanomu (Pfahlberg a kol., 2002). Podrgbnvyswtleni vyznamu imunitniho systému

v redukci incidence melanomu ale zatim neni k digpo

2.7.1 Imunoterapie pomoci PRRs

Kdyz byly v 90. letech objeveny PRRs, zajeddan se zanfil na jejich aktivaci.
V dnesni dob je k dispozici Siroka Skala syntetickych peptilteré tvai ligandy pro PRRs.
Piikladem je W-peptid, ktery byl pouZzit k stimulacPRL-1 receptoru. Tato stimulace
zvySuje expresi TRAIL u lidskych monodytneutrofili a mysich leukocyta u mysi bylo
prokazano, Ze vede kindukci apoptdézy duntransplantovanéhoho jaterniho nadoru
a k celkové redukci nadorové masy (Lin a kol., 2007

Aktivovany mohou byt i TLRs. Jednou z vyznamnycheka je Imiquimod
z imidazochinolinové rodiny nukleosidovych analpgktery ma dobrou dinnost proti
tumorim rizného fivodu. Je agonistou TLR7 a u lidi i TLR8 (FlutteNastle, 2013).

Aktivuje transkripci NFkB, coz stimuluje produkci prozéthivych cytokini, chemokiri
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a jinych mediatar, které vedou k zahajeni prezentace antigenu a &Htltumorové
odpowdi. Navic vykazuje mnozstvi sekundarnich efekf molekularni a b#iné arovni,
které mohou byt vysileny aktivaci NF<B. Ve vySSich koncentracich ugobi
proapoptoticky proti nadorovy bunkadm. Indukce apaptse zda byt zavisla na Bcl-2
proteinu a zahrnuje aktivaci kaspaz. Kombinace njdohsynergickych antitumoralnich
funkci jedinou sloteninou reprezentuje zajimavy tgob antineoplastické dBy (Schon
a Schon, 2007).

Agonistou TLR7 a TLR8 je také Resiquimod. Resiquime jako Imiquimod
slowenina nizkomolekularni vahy pochazejici z imidazoglinové rodiny a tyto d¥ latky
spolu sdili podobné vlastnosti. ®©maji antivirovou a antitumorovou aktivitu, ktergoj
zaji¥ovany hlavé produkci cytokii z makrofag, monocyi a dendritickych bugk.
Resiquimod je &inngjSi v indukci cytokinové exprese nez Imiquimod. duimod indukuje
tvorbu IL-6 and IL-8in vitro, zatimco Resiquimod indukuje tvorbu ll511L-8, TNF-u
a prechod IFN-a (Dockrell a Kinghorn, 2001). Resiquimod vyvolavaatoraci
plazmocytoidnich dendritickych bék a expresi CD83, D80, CD86, CD40, a HLA-DR.
Poslednityii molekuly jsou dlezité pro iniciaci T-bu&né aktivace (Ahonen a kol, 1999).

Imiquimod je pouzivan u lidi v &¢& basocelularnich karcinam onemocgni
condylomata acuminata a aktinické kerazdzy¢ Gdtky jsou @&inné v l&b¢ genitalniho
herpes simplex viru, i kdyZz pro resiquimodinesly rekteré klinické studie rozporuplné
vysledky. Resigimod vykazuje dobrou efektivitu ¥ldé koznich nadar a v dohledné dab
muze byt také pouZit jako Iék bazocelularnich karoiiaqMeyer a kol., 2013). Struktura

obou latek je znazo#na na Obr. 3.
Imiquimod (Aldara, R-837, S-26308) Resiquimod (R-848, S-28463)

NH, CH;

I N N OJ
N/ ‘ \> N/ ‘ \>J

Obr. 3: Struktura imiquimodu a resiquimoduiréwzato z Dockrell a Kinghorn, 2001)

16



DalSim receptorem, ktery ide byt stimulovan je TLR3, ktery je exprimovan
na membrah B-lymfocytt, makrofag a dendritickych butk. TLR3 interaguje s Polyl:C.
Poly I:C je struktura podobny dvotettzcové RNA vyskytujici se u \ira rekterych
piirozenych stimularit TLR3. Poly I:C prostdnictvim TLR3 indukuje apoptézu bikn
rakoviny prostaty a to prastdnictvim proteinového komplexu STATPalchetti a kol.,
2015. Takeé zprogtedkovava expresi IFfNpres RIG1 receptor. Polyl:C se nyni pouZiva jako
adjuvans v terapiitiznych druli nadofi (Salaun a kol., 2006). Byla popsana synergie
Poly I:.C s resiquimodem, kterd aktivuje dendritickéiky a tato aktivace vede posléze
k Th1l odpo¥di (Napolitani a kol., 2005).

2.7.2 Imunoterapie kombinaci TLRs a fagocytarnich eceptoni

MysSlenkou kombinace TLRs a fagocytarnich receptse zabyvali Underhill
a Gantner, kié vysli z objewi, Ze signalni drahy TLRs a fagocytarnich receptee
vzajemr¢ ovliviwuji. TLR signalni drahy moduluji¢inost formace fagosomu nebo mohou
ovlivnit maturaci no¥ formovanych fagosom TLR zprostedkovana transkrimi odpowd’
muze také ovlivnit geny zahrnuté tranych fazich fagocytézy. (Underhill a Gantner, 2004
Vhodna stimulace jednotlivych recepiovykazuje protinadoroveé cinky, které vedou
k redukci naddorové masy, aletsinou nepostd k uplnému vyléeni nadoru Saiasna
aktivace TLRs a fagocytarnich receptose tedy jevi jako velmi vyhodna alternativa
v nadorové terapii, protoZze tato dvojnasobna akévenize vyustit v synergii receptir
a mize tak byt zakladem velmi silného imunitniho ataku.

Synergie TLRs a fagocytarnich recefitdryla prokazana Janotovou a kol., ikte
dosahli vyznamné nadoroveé redukce m&pmbinaci rozpustného LPS a manan-BAM nebo
LPS a f-MLFKK-BAM (Janotova a kol., 2014). LPSdekre pouZzitelné u mysi, ale bohuzel
ne u lidi, ktéi jsou na tuto latku 1000x-10000x cijgi, protoZe jim chybi sérovy protein,
ktery LPS inhibuje (Warren a kol., 2010). Pro humimgouziti tedy LPS neni vhodny a je
treba hledat jihého agonistu TLRs (Janotové a koL4R

2.7.3 Imunoterapie pomoci mykobakterii

Myslenka imunoterapie pomoci mykobakterii plynuévézala na vyzkumy chirurga
Coleyho, ktery pouZzival v &&¢ proti nadoim inaktivované bakterie a jehoz nasledovatelé
se rozhodli vyzkouSeMycobacterium bovjspivodce onemoai tuberkul6zy u skotu,

ve formg Zivé atenuované vakciny tzv. bacillus Calmette-fBuéBCG). Terapie touto

17



vakcinou byla velmi &innéd hlavi v 1&bé neinvazivni rakoviny m@ivého néchyre nebo
v kombinaci s chemoterapii proti lymfoblastické Hemii a i kdyZ nejsou znamyigsné
mechanismy &inku, je pouzivana dodnes. (Chakrabarty, 2003).

V mé diplomové praci bylo pouzivan®dycobacterium tuberculosiskteré je
Mycobacterium bovignainé blizké Oba druhy bakterivystavuji na svém povrchtetnou
fadu PAMPs, nap peptidoglykeny, mykolovou kyselinu, lipomanan adipoarabinomanan
(Brennan, 2003). Tyto PAMPs interagujiigmymi PRRs, coZ jednak the gispivat
k vazk® mykobakterii na cilové hiky hostitele a jednak se timuae aktivovat imunitni
systém.

Vyznamnym PAMP mykobakterii je glykolipid lipoaraloimanan, ktery je kibvou
molekulou v indukci sekrece cytoKinmakrofagy. Vaze se na makrofagy prednictvim
TLR2 s pomoci adaptorové molekuly CD14 (Means a, KIf99). Aktivuje i dendritické
bunky vazbou na receptor rodiny lekiitypu C - DC-SIGN (Tailleux a kol., 2003).

M. tuberculosissekretuje 19 kDa lipoprotein. Tento protein stinjel makrofagy
prostednictvim TLR2 k sekreci TNF a oxidu dusnatého,uknge T-bugénou odpoéd
a aktivuje dendritické hiky (Ashbridge a kol., 1989). tiBobeni 19 kDa lipoproteinu
na TLR2 je znazogmo na Obr. 4.

Maturation
|y of DCs _—

TNF, k / Apoptosis

— Downregulation
TLRZ

of MHC class Il
NO {micy \:-1 2

@m”

Antibacterial activity Th1 responses

Current Opinion in Immunalogy

Obr. 4: Pasobeni 19 kDa lipoproteinu na TLR2. Aktivace makgivého TLR2 spustadu

reakci. Jednak indukuje apoptézu makréfag snizuje expresi MHC IlI, ale zarave

19 kDa

i aktivuje imunitu. Dochazi k produkci NO, produkeytokini makrofagy, které aktivuji
dendritické biiky a Th1l bui¢nou odpo¥d’ (Prevzato z Stenger a Modlin, 2002).
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Dalsi z PAMPsM. tuberculosisje muramyldipeptid, ktery je ligandem NLR2
receptoru a jeho navazani vede k produkci préthggch cytokini. NLR2 receptor a TLR2
vykazuji v produkci cytokit synergii (Ferwerda a kol., 2002).

Déle existuje mnoho jinych ligadTLR2, které aktivuji imunitni systém &u
prostednictvim TLR2 samotného nebo v kombinaci TLR2ngrii TLRs. M. tuberculosis
vlastni nejen velky repertoar TLR ligandBhatt a Salgame, 2007), ale interaguje také
s mnoha fagocytarnimi receptrory ¢etre Fc receptrou, mandzového receptoru,
komplementovych receptibor CR1, CR2, CR3, receptoru pro surfaktantovy protein
a scavenger receptoru (Sakamoto, 2012).

Také se fedpoklada, Ze infekce celou bakterii vyvola velmimiplexni aktivaci
imunitniho systému, kdy dochéazi k indukéznych signalnich cest, do kterych je zahrnut
minimalré i jeden z dalSich PRRs a to TLR4 (Stenger a Mo@d02). Do snahy zbavit se
bakterie jsou zapojeny vSechnyily imunitniho systému. Najklad neutrofily maji
ochranou funkci a existujgada teorii, jakymi mechanismy tuto funkci zptegkovavaji.
Zvazuje se imunomodulace produkci cytdkira chemokif, aktivace makrofag
komponentami z granul nebo dokonadevmd antimikrobnich latekipmo do makrofadg,.
Vycerpani neutrofil béhem prvnich tydé infekce umo#uje u mysi zvySeny ist
mykobakterie v jatrech, slezira plicich (Pedrosa a kol., 2000). Je také znamametitrofil
muze zabijetM. tuberculosisoxidativnim i neoxidativnim zZisobem (Neufert a kol., 2001)
arovréz bylo dokazano, z&l. tuberculosisvyvolava u neutrofil tvorbu NETSs, i kdyz
vytvoieni této formacerejmé nevede k zabiti patogena, ale ma slouzit pouzabkazEni
Sireni infekce (Kichik a kol., 2009). Eliminace tohgiatogena secastni i NK-buiky, které
mimo jiné slouzi k zabijeni makrof&gnapadnutych bakterii a brani tak dalSimiersi
bakterie. (Brill a kol., 2001). Do obrany prdfi. tuberculosisse zapojuje vrozena i ziskana
imunita, Ziva bakterie vSak ma mnohé vlastnostinpoi kterych nakonec dokaze nad

imunitnim systémem ziskatgvahu.

2.8 ZM241385
ZM241385 je antagonista adenosinoveho receptoru ARducher a kol., 1995).

Adenosinovy receptor je protein z rodiny receptsitazenych s G-proteinem vyskytujici se
hlavné v bazalnich gangliich, cévach, T-lymfocytech atidkach. Stimulace adenosinového
receptoru snizuje aktivitu destk, leukocyl a endotelialnich buk a chrani tak tkanpred
zéaretlivym poSkozenim (Ohta a Sitkovsky, 2001).
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Janotova a kol. ve své praci popsali kéosynergie TLRs a fagocytarnich recefitor
také jeden nezadouci efekt — pouZzité terapeutidkstupy ztracelycasem na &nnosti
(Janotova a kol., 2014). Jednim z moznyéivadiac by mohlo byt uvaiovani adenosinu
z nekrotizovanych tkani, ktery by mohl vazbou naAAisobit inhibtné. Proto jsme se

rozhodly vyuzit vazby ZM241385 na receptor a siyasa tak dinek adenosinu eliminovat.
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3 Cile prace

Hledani nahrad LPS - najit vhodné agonisty TLRré&taudou v synergii s agonisty
fagocytarnich receptor

Moznosti prodlouzenidinku protinadorové terapie

Sledovani nadorové infiltrace vit¢hu l&by pomoci piitokové cytometrie
Hodnoceni cytotoxické schopnosti neutninfit vitro

Studium degranulace neutrdfiin vivo a in vitrotechniky
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4 Material a metody
4.1 Chemikalie

Anti-Mouse CD45 PerCP-Cy5.5; clone 30-F11 (eBiasce)

Anti-Mouse CD45 APC,; clone 30-F11 (eBioscience)

Anti-Mouse CD3e FITC; clone 145-2C11 (eBioscience)

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

Anti-Mouse CD8a PE-Cy7; clone 53-6.7 (eBioscience)

Anti-Mouse NK1.1 PE; clone PK136 (eBioscience)

Anti-Mouse Ly-6G (Gr-1) Alexa Fluor 700; clone RB&5 (eBioscience)
Anti-Mouse CD19 APC,; clone eBiolD3 (eBioscience)

Anti-Mouse F4/80 PE-Cy7; clone BM8 (eBioscience)

BAM -biokompatibilni kotva pro membrany, Mw 4000QW% Corporation)
DMSO - dimetyl sulfoxid (Sigma- Aldrich)

DNaza | (Roche Diagnostics)

DTT — dithiotreitol (Sigma-Aldrich)

EDTA - kyselina ethylendiamintetraoctova (Sigmaedh)

f-MLF - N-formyl-methionin-leucin-fenylalanin (Sigaa Aldrich)

f-MLF KK - N-formyl-methionin-leucin-fenylalanin-Igin-lysin (Schafer-N)
FCS - fetalni bovinni sérum (Sigma-Aldrich)

GM-CSF (Sigma-Aldrich)

H-MLF KK — methionin-leucin-fenylalanin-lysin-lysi(Schafner-N)
Imiquimod (R-837) (Calbiochem)

Kalibracni kulicky znaené fluorescame (Invitrogen)

Laminarin zL. digitata (Sigma-Aldrich)

Liberdza DL (Roche Diagnostics)

Mannan — z&accharomyces cerevisiggigma-Aldrich)

Mycobacterium tuberculosis heat killed (Invivogen)

Myeloperoxidase (MPO) Fluorometric Activity Assayt KSigma-Aldrich)
Neutrophil Isolation Kit (Miltenyi Biotec)

PMA - Phorbol myristate acetate (Sigma-Aldrich)

Poly I:C — (Sigma-Aldrich)

Resiquimod (R-848) (Tocris)
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* RPMI 1640 (Sigma-Aldrich)

* SMCC - 4-(N-Maleimidomethyl)cyclohexanecarboxylimhdN-hydroxysuccinimid-
ester (Thermo Scientific)

* TCEP - tris(2-Carboxyethyl)phosphine hydrochlo&ilgma-Aldrich)

e TNF-a (Sigma-Aldrich)

* Trypsin (Sigma-Aldrich)

e« ZM241385 (Tocris)

4.2 Laboratorni zvirata

Laboratornimi zvaty pouzivanymi vn vivo a in vitro pokusech byly mysi samice
kmene C57/BL/6N pochazejici z chovu Charles Rivabdratories. Mysi byly chovany
za standardnich podminekii pteplog# 22 °C a relativni vlhkosti vzduchu 65 %
s neomezenymifstupem k vod a krmivu. Ri zahdjeniin vivo pokusu byla zvata 8 tydi

stara.

4.3 Bunééna linie

V pokusech byl pouzivan melanom B16F10.nBu této buréné linie byly
kultivovany v médiu RPMI 1640 s 10% bovinnim feféln sérem, 1% antibiotiky,
1% glutaminem a 0,1% merkaptoetanolem. Kultivacebibrala v termostatuiip 37 °C

v atmosfée nasycené vodnimi parami a obsahujici 5 % CO2.

4.4 Friprava buné¢éné linie pro transplantaci a transplantace

Z burg¢né linie nadorovych buk se ffed pouZzitim odstranilo kultivai medium.
Do kultivatni lahve se nalilo sterilni PBS, lehce se promizlaabylilo ven. Toto promyti se
opakovalo celkemrikrat. ProtoZze nadorové bikly maji tendenci adherovatiigala se k nim
posléze trypsinizai smés (0,02% trypsin a 0,02% EDTA v PBS) a nechala &solpit
2 minuty v termostatu (37 °C, 5% G@tmosféra). Po dvou minutach se kultivelahev
poklepala az se trypsinigai snes buikami zakalila a trypsinizace se pak zastaviidgnim
RPMI 1640 s 10% FCS. Suspenze uvolth burk se nechala centrifugovat 10 min
pii 4 °C a 150g. Centrifugované iky byly naedny RPMI 1640 na pozadovany objem
a rozvolrény. Jejich koncentrace byla sfitina v Birkero¥ komirce za pomoci trypanové
modi, kterd barvi mrtvé hiky, kdezto Zivé astavaji bez barveni. Tak je mozn&itur

Zivotnost bugk. Po zjiSéni koncentrace bwk byla suspenze bedna na koncentraci
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4 000 000 bukk /ml RPMI 1640 a injikovana do pravé dokdsti zad v mnozstvi 0,1 ml

na mys.

4.5 Méreni a vypdet velikosti nadoni
Velikost nadoru byla gftena pomoci kaliperu a to kazdy druhy den. Objenonéde
spaiital podle vzorce Va/6*A*B? kde A znai nejwtsi rozmér nadoru (délku) a B

nejmensi rozrér nadoru (vySku). Vzorec byl sestaven Li a kol. &Lkol., 2009).

4.6 Paitani plicnich metastaz

Po usmrceni mySi se vypitvaly plice a nechaly skeomzervovat v 4% roztoku
formaldehydu. Poté se prohlédly pod binolupou ac¢idpglo se mnoZstvi metastatickych

loZisek, které vypadaji jakierné teky.

4.7 lzolace neutrofili z kostni drené

Mys byla zabita strhnutim vazu a byly z ni vypity&atehenni a holenni kosti. Oba
konce kazdé kosti byly odsteny a pomoci 5 ml injéki skikacky s jehlou 26G z nich byla
vyplachnuta kostniign. K vyplachu bylo pouzito RPMI 1640 s 10% FCS. Poyka kostni
dien rozsuspendovana pomoci pipety seldmi a gefiltrovana ges filtr o velikosti poit
70 um. Fefiltrovana suspenze byla centrifugovana 10 min48C a 150g. Néaslednse
provedla lyza erytrocyit tak, Ze po sliti supernantatnu se kkam gidal roztkok NHCI
a snts byla promichana. Po dvou minutach byla erytrogastavenafmanim 10 ml RPMI
1640 s 10% FCS (Stassen a kol., 2006).

Bunky se speitaly v Burkero¥ komarce s pouZzitim trypanové miida vlastni
izolace neutrofit pak byla provedena podle ndvodu z kamé&mdodaného kitu Neutrophil
isolation kit. Tento kit je zaloZzen na magnetick&paraci, kdy nezadouci itky jsou
magneticky zné&ny protilatkou a # prachodu specialni kolonkou umidsbu
v magnetickém poli jsou zachyceny v kolonce, zatirpoZzadované hiky — neutrofily -
jsou neoznéené a kolonkou projdou bez zachyceni. Jedna se. mégativni selekci. Tato
metoda byla vyvinuta firmou Miltenyi Biotec

Pro dosazeni vySSi winosti neutrofih se ukazalo jako vhodnéiren vlastni
magnetickou separaci na kolonku vlozZit presefaréiltr o velikosti péa 30 um. Filtr
pomohl zachytit n&stoty a &tSi castice, které jinak Zjsobovaly ucpavani kolonky. Také

vynechani lyzy erytrocytdo zn&né miry zvySovalo vg¥nost, protozZe iip provedeni lyzy

24



se v suspenzi objevovaliasti lyzovanych erytrocyt které taktéz branily gchodu snisi

kolonkou. Touto optimalizaci se pdda zvySit vytZznost neutrofit ze 4 milioi/mys

na 10 miliorii/mys.

4.8 Priming neutrofild

Priming neutrofii probihal dvacet minut v termostatu (37 °C, 5% @DRosféra)
pusobenim GM-CSF (12 ng/ml) a TNF{2,5 ng/ml), pipadré i laminarinu s vyslednou
koncentraci 2uM. Na 1 ml susupenze neutrdfibylo pidano 1,2ul GM-CSF, 1,25yl
TNF-o a 1 ul laminarinu. Cytokiny GM-CSF a TNE-dokazi z tzv. spicich neutrafil
vytvoiit primované neutrofily, které se po aktivadiznymi signaly snadii zapojuji
do zabijeni (Hallett a Lloyds, 2010). Laminarin ¢ako rozpustny beta-glukan e
naaktivovat CR3 (Hong a kol., 2004).

4.9 Sonikace

Suspenze buk byla sonikovana natfstroji HHELSCHER VP200S s 6 mm sondou a
zahrnovala 10 cykl kdy v kazdém cyklu probihala 10 s sonikace a euslalo

20 s chlazeni.

4.10 Analyza dat

Data byla statisticky zpracovana v programu STATGA 12. Grafy sledujici
piezivani mysi byly vyhodnoceny pomoci testu Log-raSkatisticka vyznamnost byla
uréena pomoci ANOVY nebo Studentova t-testu.

Praimérna redukce nadorovehastu byla vypdétena podle nasledujiciho vzorce:

prumérny objem nadoru v kontrolni skupiné — primérny objem nadoru v léCené skupiné) x 100

primérny objem nadoru v kontrolni skupiné

Pctitali jsme stedni hodnotu z hodnot n&enych ve dnech 4, 6, 8, 10, 12 a 14 od
zatatku terapie (den 0 a 2 se nezdpva). Vysledek hodnot Zdhto dri je praimérnou
redukci nddorovéhaistu (%).
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4.11 Fiprava terapeutickych latek

Priprava roztoki Imiquimodu

Nejprve bylo 5 mg Imiquimoduipdrozpudino v 50ul DMSO a poté byl vytvien
roztok imiquimodu v PBS o koncentraci 5 mg/ml.
Priprava roztoki Resiquimodu (Resiquimod HCI)

Pro terapeutické pouziti byfipraven resiquimod ve forérhydrochloridu smichanim
1,5 mg Resiquimodu s 44 3,5% HCI. Rislusné roztoky byly pakijpraveny gidavkem
PBS nebo PBS obsahujicim dalsi latky (R-837, m&Ma&C, manan-SMCC + Poly I:.C,
manan-SMCC + ZM241385, manan-SMCC + Poly |.C + ZVZ8b).
Priprava manan-SMCC

12 ml 0,296 mM roztoku aminovaného mananu se snuichal, 188 mg SMCC
rozpuséném v DMSO a nechalo se inkubovat 40 mintitppkojové teplat. Pres noc byla
provedena dialyza veisi¢ o MWCO 3500 proti PBSip4 °C. Po upra¥ kondentrace byl
ziskan 0,2 mM roztok manan-SMCC v PBS.
Piiprava Mycobacterium tuberculosissSMCC

20 mgM. tuberculosisy 4 ml PBS bylo smichano s 1 mg SMCC rozpuoggtin v 50ul
DMSO a nechalo se inkubovat 40 minut pokojové teplat. Pres noc byla provedena
dialyza ve siev¢ o MWCO 3500 proti PBSip4 °C.
Piiprava smeési Mycobacterium tuberculosissSMCC s mananem-SMCC

20 mgM. tuberculosiylo smichano s 4 ml 0,2 mM rotoku mananu-SMCClargy
SMCC rozpudnym v 50 uyl DMSO. DalSi postup byl stejny jako ufipravy
M. tuberculosisSMCC.

Priprava f-MLFKK-BAM a H-MLFKK-BAM

Vazby BAM (obsahujici jeden alifatickyettzec) na aminoskupinu f-MLFKK
(H-MLFKK) byla provedena  pH 7,3 podle Kato a kol. (Kato a kol., 2004¢h&m jedné
hodiny za pokojové teploty zreagovala N-hydroxysmikaidova skupina BAM s
aminoskupinou lysinu. Ziskany roztok (v PBS) byhoaeavan pi 200°C.
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4.12 Pokusy

4.12.1 Terapie melanomu pomoci nahrad LPS

V prvnim experimentu bylo pouzito 18 mysi, ktesdybpo injikaci melanomovych
burgk rozcleny do ti skupin (A, B, K) po Sesti mySich. Dvanacty den tpmsplantaci
doSlo k zahajeni by (den 0). Kazda skupina bylaéha jinou terapeutickou latkou. Kazda
myS byla umistna do jednoho boxu.

Skupiny mySi podle terapeutika:

A) R-837 (5 mg/ml PBS)

B) smés R-837 (0,25 mg/nBS) a R-848 (0,25 mg/ml PBS)
K) PBS (kontrola)

Terapeutika byla aplikovana intratumoréln vSech skupin vzdy v mnozstvi p0
na mys a v pulznim rezimu. Pulzni rezim znamen#&hea byla podavana ve dnech 0, 1, 2,
... 8,9, 10. Velikost nadarbyla méfena od 0. dne kazdy druhy den az do dne 14. Tamto d

byly mysSi usmrceny strzenim vazu a po vyjmuti pligich byly spgitany metastazy.

4.12.2 Potl&eni zpétnovazebné inhibice pomoci ZM241385

V tomto experimentu bylo pouzito 30 mysi, kteréybpb injikaci melanomovych
burék rozckleny do g@ti skupin (A, B, C, D, E) po Sesti mySich. Dvanaaten
po transplantaci doSlo k zahajeni¢dg (den 0). Kazda skupina byla ¢éha jinou
terapeutickou latkou. Mysi byly chovany gec¢h ve sterilnim prostdi a vzajemi#odliSeny

ustizenim kond usi.

Skupiny mySi podle terapeutika:

A) Roztok 0,5 mg R-848.HCI v 0,2 mM mannan-SMCCBSP

B) Roztok 0,5 mg R-848.HCl a 0,5 mg POLY:IC v 0,Mmannan-SMCC v PBS

C) Roztok 0,5 mg R-848.HCIl a 0,5 mg ZM241385 v &®1 mannan-SMCC v PBS
(ZM241385 podavan az od 8. dne)

D) Roztok 0,5 mg R-848.HCI, 0,5 mg POLY |.C a 0,59 @M241385 v 0,2 mM
mannan-SMCC v PBS (ZM241385 podavan az od 8. dne)

E) PBS (kontrola)
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Hodinu ged vlastnim podanim terapeutika bylo mySim do nadaplikovano
50ul 50 mM roztoku TCEP v PBS. TCEP je reduok ¢inidlo pasobici na disulfidické
mustky cystinu busnych membran, jehoz¢inkem vznika -SH skupina.iRomnost -SH
skupiny zajisti vazbu SMCC na membrany (Christiaana kol., 1984). Terapeutika byla
aplikovana intratumoratu vSech skupin vzdy v mnozstvi hDna mys. Aplikace probihala
v pulsech ve dnech 0, 1, 2, .. 8, 9, 10, .. 168,7,124, 25, 26. Velikost nadobyla mttena
od 0. dne kazdy druhy den az do 30. dne. Po déairi&€by byl sledovanirst nadoit a doba

pieziti mysi.

4.12.3 Terapie melanomu pomod¥ycobacterium tuberculosis

Pro tento pokus bylo pouzito 30 mysi, které bylyipjdkaci melanomovych buik
rozdleny do g@ti skupin (A, B, C, D, E) po Sesti mySich. Dvanadign po transplantaci
doSlo k zahjeni by (den 0). Kazda skupina bylaséa jinou terapeutickou latkou. Kazda

myS byla umisina do jednoho boxu.

Skupiny mySi podle terapeutika:

A) Mycobacterium tuberculosi{® mg/ml PBS)

B) Mycobacterium tuberculosiSMCC (5 mg/ml PBS)

C) 0,2 mM manan-SMCC v PBS

D) suspenze 5 miglycobacterium tuberculosiSMCC/ml 0,2 mM manan-SMCC v PBS
E) PBS (kontrola)

Hodinu ged vlastnim podanim terapeutika bylo mySim ze skupi a E do nadoru
aplikovano 50ul PBS a mySim ze skupiny B, C a D pbD50 mM roztoku TCEP v PBS.
Terapeutika byla aplikovana intratumoréla vSech skupin vzdy v mnoZzstvi fi0 na mys
av pulznim rezimu 0, 1, 2, ... 8, 9, 10. Velikostod byla méfena od 0. dne kazdy druhy
den az do dne 14. Po ukami I&by byl sledovanist nadoit a doba peziti mysi.

4.12.4 Vyhodnoceni infiltrace leukocyi v melanomu pomoci pfitokové

cytometrie po aplikaci Mycobacterium tuberculosissSMCC

V tomto experimentu bylo pouzito 18 mysi. Po infikenelanomovych buik byly
mySi rozaétleny do dvou skupin po deviti dle terapeutické ya{PBS aMycobacterium

tuberculosisSMCC). Mysi byly chovany padch ve sterilnim proi&di a vzajem&odliSeny
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ustizenim kon@ usi. Dvanacty den od transplantace melanomovygetikb(Eas 0) bylo
intratumorald aplikovano 50ul terapeutika na myS. Hodinuigd vlastnim podanim
terapeutika bylo mysSim do nadoru aplikovanoubfoztoku TCEP v PBS. Po 12, 24 a 48
hodinach od aplikace terapeutika byly vzdy v kazskéupire usmrceny ii mysi.
Pro negativni kontrolu byly pouZzity dal$i mysi, kterym nebylo aplikovano nic.

Po zmgteni byly mySim vyjmuty nadory, z nichZ byly oplacity neistoty pomoci
RPMI 1640. Nadory se roZgtaly na malécasti a umistily do RPMI 1640 s obsahem
Liberdzy DL (0,33 mg/ml) a DNazy | (0,2 mg/ml). Kia se nechaly hodinu inkubovat
pri 37 °C za mirného repani a pak prala 10 minutova centrifugace {€/160g).
Supernantant byl odebran a zamrazen pro dalSi fhoZvznikléemu peletu bylo idano
PBS a cela suspenze byla nalita na sitko senv@ory. Zhomogenizovana suspenze s#& op
nechala 10 minut centrifugovat {€/160g) a pelet se doplnil do objemu 0,5 ml ponRigS.

Do desttky s U dnem bylo pipetovano 1d této suspenze na jamku — suspenze
od kazdého nadoru byla pipetovana vzdyidigaimek. Do prvni zert jamek se pakijdalo
10l snesi | — snés fluorescetné znaenych monoklonalnich protilataledinych v PBS
(viz Tab. 2), do druhé jamky 10 snx¥si Il — snes fluoresceéné znaenych monoklonalnich
protilatekredénych v PBS (viz Tab. 2) &dti jamka se ponechala bez &mai jako kontrola
pro vyloweni moznosti nespecifického navazani protilatepamach burk.

smes | snes
protilatka redni protilatka redni
CDA45 PerCP-Cy5.5 200x CDA45 PerCP-Cy3.5 200x
CD3e FITC 100x CD3e FITC 100x
CD4 APC,; 100x Ly-6G Alexa Fluor 700 100x
CD8a PE-Cy7 100x CD19 APC 100x
NK1.1 PE 100x F4/80 PE-Cy7 100x

Tab. 2: Smesi fluorescetiné znaenych monoklonalnich protilatek

Po napipetovani s¥si monoklonalnich protilatek se deéka nechala inkubovat
20 minut i 4 °C a pak byla promyta PBS a centrifugovana 2 minity’C/424q).
Po odstraéni supernantantu bylo do kazdé jamkjdagno 140ul PBS a 10ul kalibracnich
kulicek, které se pouzivaji ke zj@vani absolutniho @tu burek ve vzorku. Vlastni greni
probihlo na pfitokovém cytometru BD FACS Canto Il flow citometr IBBiosciences).

Nastaveni fistroje je uvedeno v Tab. 3. Bylo ¢teno 20 000 udalosti a vysledky

29



analyzovany v programu BD FACSDiva verze 6.1.3. I8sé hodnoty byly vztaZeny

na objem nadorové tkén

Nastaveni lasér Nastaveni HTS
Windows extension 2,0 Sample flow rate 1,0
FSC Area Scaling 0,8 Sample Volumey() 30,0
Laser Delay Blue 0,0 Mixing Volumgl) 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 Volurg) 400,0

Tab. 3: Nastaveni prtokového cytometru

4.12.5 Stanoveni aktivity MPO v mezibuBéném prostoru nadorove tkaré

po aplikaci Mycobacterium tuberculosissSMCC

4.12.5.1 Riprava vzorka
Pro stanoveni aktivity MPO uvainé do prostoru se vyuzily supernantanty ziskané

pii piipraw pokusu 4.12.4. (Postup ziskani supernantaiatkapitola 4.12.4).

4.12.5.2 Stanoveni aktivity MPO

Stanoveni aktivity uvokné MPO bylo provedeno pomoci soupravy MPO
Fluorometric Activity Assay Kit. Postupovalo se pegilozeného navodu. Princip tohoto
testu spoiva vtom, Zze enzym MPO katalyzuje tvorbu kyseliolflorné reagujici se
substratem (aminofenyl fluorescein) za tvorby fasmeinu Xex = 485/Aem = 525 nm).
Florescence byla &ena v gtiminutovych intervalech po dobu 60 minut.

Aktivita MPO byla vypdtena tak, Zze pomoci kalilinmai kiivky se odeéetlo mnozstvi
fluoresceinu uvoléného v pdate&nim a konéném case. Rodil &hto hodnot za ditou
¢asovou jednotku pakipdstavuje aktivitu MPO. Aktivita je tedy uvéith v pmol/min, coz
jsou mikrojednotky. Jedna jednotka MPO je mnoZ&mizymu, které oxiduje substrat

pii zisku 1pmol fluoresceinu za 1 minutdigookojove teplad.
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4.12.6 Studium cytotoxické schopnosti neutrofd in vitro s pouZzitim
f-MLFKK-BAM

4.12.6.1 O¥feni cytotoxicity f-MLFKK-BAM na nadorové bu iiky

Melanomové biky byly ziskdny steji jako v @ipadt pripravy pro transplantaci
(viz kapitola 4.4) a byly n@dny na koncentraci 1 000 000 kikyml media (RPMI 1640
s 10% FCS). Do Sesti jamek dekti s U dnem bylo napipetovano 100 této suspenze
(100 tisic buak na jamku). Do prvnichit¢ch jamek sefmdalo 100ul smési PBS a RPMI
1640 s 10% FCS (v pafru 1 dil PBS + 4 dily RPMI 1640 s 10% FCS), do itai&ech
100ul 0,1 mM roztoku f-MLFKK-BAM. Destéka se nechala inkubovatilp hodiny
v termostatu (37 °C, 5% GCOatmosféra) a posléze se @@ (2 min, 4°C, 424G).
Supernantant byl odstram Jamky pak byly jednou promyty 2Q0RPMI 1640 s 10% FCS,
opét nasledovalo steni destiky za stejnych podminek a odstéah supernantantu. Do
vSech jamek bylo ffdano 200ul RPMI 1640 s 10% FCS, desita se nechala inkubovat 2
hodiny v termostatu (37 °C, 5% GGatmosféra) a po inkubaci se sgfialo mnoZstvi

nadorovych bugk v Blrkerow komirces pomoci trypanoveé maid

4.12.6.2 O¥ieni  cytotoxické  schopnosti  neutrofit s pouzitim

f-MLFKK-BAM

K pokusu bylo zapéebi gipravit si dvoje biiky — nadorové hiky B16F10
a neutrofily izolované z kostniiehns. Friprava nadorovych béhk prokthla obdobs jako
uin vivo pokusi (viz kapitola 4.4) jen s tim rozdilem, Ze koncan& bugk byla upravena
na 1 000 000 buwk/ml media (RPMI 1640 s 10% FCS). Izolace neutiofiyla provedena
vySe popsanym postupem (viz kapitola 4.7) a jejikbncentrace byla upravena
na 1 250 000/ml media (RPMI 1640 s 10% FCS). Expent byl provadn v tripletech
v destéce s U dnem.

Do jamek destky se nejprve napipetovalo 1Q0 piipravené suspenze nadorovych
burék a 100ul roztoku f-MLFKK-BAM. Pro navéazani f-MLFKK-BAM by vytvarena jeho
0,05 mM koncentrace. Do jamek bez roztoku f-MLFBKM bylo umisgéno 100ul sngsi
PBS a RPMI 1640 s 10% FCS (v ptmn 1 dil PBS + 9 dily RPMI 1640 s 10% FCS).
Desticka se nechala inkubovatilghodiny v termostatu (37 °C, 5% G@tmosféra) a posléze
se stdila (4°C, 424G). Supernantant byl z jamek odstnadamky pak byly jednou promyty
200 ul RPMI 1640 s 10% FCS, ¢pnésledovalo steni destiky za stejnych podminek
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a odstragni supernantantu. Poté siéppetovalo 20Qul neutrofili a do jamek bez neutrafil
bylo pridano 200ul RPMI 1640 s 10% FCS. Vysledny pemmadorovych buk a neutrofiti

v jamce tedy byl 1: 2,5. Schéma experimentu je améno v Tab. 4.

bunky vazba f-MLFKK-BAM neutrofily
B16F10 + +
B16F10 - +
B16F10 - -

Tab. 4: Schéma experimentu

Desttka se nechala inkubovat 2 hodiny v termostatu angabaci se spitalo

mnoZstvi nadorovych bk v Blirkerow komirces pomoci trypanové maid

4.12.6.3 O¥¥ieni cytotoxické  schopnosti  neutrofit s pouZitim
f-MLFKK-BAM (p ¥i vy$Sim ponéru neutrofil & k nadorovym buikam)
Experiment byl proveden podobjako experiment 4.12.6.2 az na nasledujici rozdily

Koncentrace neutrofil byla upravena na 2 500 000 kkiml media, takZze vysledny pa@m
nadorovych bugk k neutrofitm byl 1: 5. Pro navazani f-MLFKK-BAM byla vyt¥ena
jeho 0,12 mM koncentrace. Byl navazén také H-MLFRBRKM (pipetovdno 10Qul o
koncentraci 0,1 mM) jako kontrola negativni vazbiento pokus byl navic oproti
piedchozimu roz&n o studium vlivu volného f-MLF gman na vyslednou 0,05 mM
koncentraci k nadorovym Bkam s neutrofily) a bylafdana i pozitivni kontrola (PMA) na
vyslednou koncentraci 10 ng/ml k nadorovymnkém s neutrofily. Bpipetovani 10ul
roztoku f-MLF a 5pul PMA se provedlo d&re pied zé&érecnou inkubaci. Schéma

experimentu zobrazuje Tab. 5.

Bunky vazba f-MLF neutrofily
B16F10 f-MLFKK-BAM - +
B16F10 H-MLFKK-BAM - +
B16F10 - + +
B16F10 - - +
B16F10 - - -
B16F10 - -* +

Tab. 5: Schéma experimentu

*piidan PMA jako pozitivni kontrola
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Po za¥recné inkubaci se z vrchu opatrodebralo 6Qul z kazdé jamky a zamrazilo
se pro dalSi pouziti. Zbytek se v dés#i rozsuspendoval, de#ta se stéila (2 min, 4 °C,
424G) a 6Qul supernantantu se znovu odebralo a zamrazilo gi& gouziti. Ke stenym
bunkam se fidalo 120ul PBS a spéitalo se mnozstvi nadorovych kiknv Blrkerow

komarces pomoci trypanové méd

4.12.6.4 O¥reni cytotoxické schopnosti primovanych neutrofit s pouzitim
f-MLFKK-BAM

Experiment byl proveden ste&jjako gedchozi (viz 4.12.6.3.) jen s tim rozdilem, Ze
krom¢ neprimovanych neutrofil byly pouzity i neutrofily primované GM-CSF a TNE-

Schéma experimentu viz Tab. 6.

bunky vazba f-MLF (volné) neutrofily
B16F10 f-MLFKK-BAM - +
B16F10 H-MLFKK-BAM - +
B16F10 - + +
B16F10 - - +
B16F10 - - -

- - - +
B16F10 f-MLFKK-BAM - + (primované)
B16F10 H-MLFKK-BAM - + (primované)
B16F10 - + + (primované)
B16F10 - - + (primované)

- - - + (primované)
B16F10 - -* +

Tab. 6: Schéma experimentu

*priddn PMA jako pozitivni kontrola

Po za¥recné inkubaci nebyly odebirany supernantanty, al€isgdy se jen nadorové

buiky a neutrofily v Blrkero¥ komarces pomoci trypanovée mad
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4.12.7 Stanoveni mnozstvi uvolimé MPO po interakci neutrofila

s melanomovymi buikami a fMLFKK-BAM

Pro stanoveni aktivity MPO se vyuzily vzorky zis&atii piipraw pokusu 4.12.6.3.
(Postup ziskani vzotkviz kapitola 4.12.6.3). Vlastni stanoveni se pdiwedle kapitoly
4.12.5.2.

4.12.8 Studium cytotoxické schopnosti neutrofid in vitro s pouZzitim

Mycobacterium tuberculosis-SMCC

K pokusu bylo zapeebi gipravit si dvoje biikky — nadorové hiky B16F10
a neutrofily izolované z kostniiehné. Friprava nadorovych biik prokehla obdobs jako
uin vivo pokusi je stim rozdilem, Ze koncentrace Bkinbyla nejprve upravena
na 2 000 000 buk/ml media (RPMI 1640 s 10% nedeaktivovanym FCEg)vlastnimu
pokusu bylo zapoebi nizSi koncentrace nadorovych Bkin- 1 000 000 butk/ml, ale
protoZze Bhem dalSi manipulace sitkami byl pozorovan jejich ahyn, byl na ¢Zku
piipraven radji nadbytek bugk.) Nadorové biikky byly posléze roziéleny na d¢ casti
a st@geny 10 min g 4 °C a 150G. K prvnimu sedimentu byigan 5 mM roztok DTT
v PBS, ktery fisobi jako reduéni cinidlo a umoduje vazbu SMCC na membranu
nadorovych butk. K druhému sedimentu bylofigano PBS a abzkumavky se nechaly
hodinu na ledu. Po hodirse provedla centrifugace (10 mifi p °C a 150G) a koncentrace
nadorovych bugk v kazdé zkumavce byla upravena na 1 000 008koiml.

Izolace neutrofil byla provedena vySe popsanym postupem (viz kapitdl) a jejich
koncentrace byla upravena na 2 500 000/ml mediaVi{(RE640 s 10% nedeaktivovanym
FCS). K primingu neutrofil bylo pouzito GM-CSF, TNFea laminarin.

Mycobacterium-tuberculosiSMCC bylo gipraveno podob# jako pro in vivo
pokusy (viz kapitola 4.11) jen s tim rozdilem, Ze m vitro pokusy bylo pouZzito desetkrat
ziedngjSi — tedy 0,5 mg/ ml PBS.

Nyni bylo mozno pejit kvlastnimu pokusu. Experiment probihal vlgipch
v destéce s U dnem. Do jamek dedty se nejprve napipetovalo 1Q0piipravené suspenze
nadorovych bugk. V dalSi kroku se deska st@ila (2 min, 4 °C, 424G) a supernantant byl
odstrarn. K sedimentu byloiipipetovano 1Qul suspenze s volnou nebo vazanou bakterii.
Do jamek bez bakterie bylo umisb 10ul PBS. Po 30 minutové inkubaci v termostatu
(37 °C, 5% CQ atmosféra) bylo fidano 200 pl suspenze primovanych neutrdfil
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a do jamek bez neutradil 200 pl RPMI 1640 s 10% nedeaktivovanym FCS. Schéma

experimentu je znazo¢no v Tab. 7.

vazbaM. _
. volnéM. primované
bunky redukce tuberculosis _ _
tuberculosis neutrofily
SMCC
B16F10 + + - -
B16F10 + + - +
B16F10 - - - -
B16F10 - - - +
B16F10 - - + -
B16F10 - - + +

Tab. 7: Schéma experimentu
Destika se nechala inkubovat 2 hodiny v termostatu 37 5% CO2 atmosféra)

a po inkubaci se spialo se mnozstvi neutrafila nadorovych buik v Birkero¥ komarce

s pomoci trypanové maid
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5 Vysledky

5.1 Terapie melanomu pomoci nadhrad LPS

Prvni z pokus predstavuje z&tky hledani vhodé nahrady LPS wbé& melanomu.
Byl zde vyzkouSendinek Imiquimodu a kombinace Imiquimodu a Resiquinnoda Obr. 5
je znézorgin vliv &by na redukci itstu melanomu a jefgmé, Ze zatimco samotny
Imiquimod (skupina A, zelena barva) nevykazuje Badkinky, kombinace Imiquimodu
a Resiquimodu (skupina B, Sediva barvagtrnadoit redukuje. Tato redukce ale neni

statisticky vyznamna.

A ®EB HEK
7000 -+

6000 -
5000 -
4000 -
3000 -

2000 -
O-&IMIMIMI :
0 2 4 6 8 10

Den terapie

Velikost nadori [mm?3]

12 14

Obr. 5: Vliv terapie na redukcitistu nadoru
A) R-837B) kombinace R-837 a R-849 PBS (kontrola)

Obr. 6 znazatuje phimérny paiet metastdz na mysS. Nejnérmetastaz se

vyskytovalo u mysi l&enych kombinaci Imiquimodu a Resiquimodu (skupinas&diva

barva).
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Pramérny poéet metastaz/mys
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Obr. 6: Pramérny patet metastaz na mys u jednotlivych skupin
A) R-837B) kombinace R-837 a R-843 PBS (kontrola)

Na Obr. 7 je uveden vyskyt metastaz v procentecskupiny l€ené kombinaci Imiquimodu
a Resiquimodu se metastazy objevily jen u jedné (Bk&pina B, Sediva barva).

60 -

50 -

30 -+
20 -
i
0

A B K
Skupina

Vyskyt metastaz [%)]

Obr. 7: Vyskyt metastaz u jednotlivych skupin mysi
A) R-837B) kombinace R-837 a R-843 PBS (kontrola)

37



5.2 Potl&eni zpétnovazebné inhibice pomoci ZM241385

Cilem druhého pokusu bylo palla mozné zptné uvohovani adenosinu
z nekrotizovanych tk&ni pomoci ZM241385. Jako ndyrza LPS byly tentokrat vybrany
latky R-848 a Poly I:C. Na Obr. 8 vidimegindky terapeutik. S#s mannan-SMCC a R-848
(skupina A, zelena barva) a &nmannan-SMCC, R-848 a POLY I|.C (skupina Bg¢di
barva) vykazuji od osmého dne vyrazatatisticky signifikantni €&inek vzhledem ke
konrolni skupig (skupina Egervena barva). Skupina C (Zluta barva) a skupinanbdra
barva), kde byl navic od 8. dne podavan ZM24138%j mvnsZ velmi signifikantni vliv na
redukci fistu nadoru, ale v porovnani gegdchozimi déma skupinami zde dochazi

k zeslabeni celého efektu.
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Obr. 8: Vliv terapie na redukcitistu nadoru

A) smes mannan-SMCC a R-84B) snmes mannan-SMCC, R-848 a POLY 1@ snes
mannan-SMCC, R-848 a ZM241383) snm¢s mannan-SMCC, R-848, POLY I.C a
ZM241385E) PBS (kontrola)

*P <0,05, * P<0,01,ms P<0,005,v P<0,001,0 P<0,0005 vztazeno ke skugik

U tohoto pokusu byla sledovana dol¥eziti jednotlivych skupin, ktera je zachycena
na Obr. 9. Nejdéleipzivaly mysi ze skupiny B (Rda geruSovan&ara) a to pimeérné 78
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dni, coz jettkrat vice nez mysi z kontrolni skupiny Eefvena peruSovan&ara), které se
doZivaly ptimérnych 25 dni. Také ostatni terapeutika dokazalylpiit preziti. Mysi ze
skupiny A (zelen&ara) zily piimerné 65 dni, mySi ze skupiny C 54 dni a mysi ze skuny
64 dni. Statisticka vyznamnost prodlouzeigziti byla zjiSéna u skupin A a B, ifxemz
hladina signifikance< 0,05. Hranici 100 dnifezily 2 mySi ze skupiny A, 1 my$ ze skupiny
B, 2 mysi ze skupiny C a 2 mysi ze skupiny D.
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Obr. 9: Vliv terapie na délkuieziti

A) smes mannan-SMCC a R-84B) snes mannan-SMCC, R-848 a POLY 1@ snes
mannan-SMCC, R-848 a ZM241383) sm¢s mannan-SMCC, R-848, POLY I.C a
ZM241385E) PBS (kontrola)
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U piezivSich uzdravenych mysi z tohoto pokusu byla Hh od z&itku terapie
provedena retransplantace nadorovychékuelkem gti mysim (2 mysSi ze skupiny A, 1
mys ze skupiny B a 2 mysi ze skupiny D) se znoyikamalo 400 000 nadorovych bék asi
1 cm od fivodniho mista nadoru a byl sledovdistrnadoru. Zatimco mySim ze skupiny A
nadory vyrostly a jedna uhynula 37. den po retreamgaci, u mySi ze skupiny B a D nadory

se nadory jiZz neobjevily.

5.3 Terapie melanomu pomocMycobacterium tuberculosis

Cilem tohoto pokusu bylo vyzkouSetinek intratumorals aplikované bakterie
Mycobacterium tuberculosiObr. 10 znazdiuje redukci nadorové masy u jednotlivych
terapeutickych skupin. Zatimco volndycobacterium tuberculosisnélo na l&€bu jen
minimalni vliv (skupina A, modra barva), kotveMycobacterium tuberculosiskupina B,
fialova barva) vykazovalo nejlepstigky ze vSech skupin. 10, 12 a 14 den doSlo u této
skupiny k redukci naddr ktera byla statistiky vyznamn&d kontrolni skupig (skupina E,
cervend barva). V pokusu byl pouzit také kotveny amar(skupina C, zelend barva)
a kombinace kotvené bakterie a kotveného manarupifsk D, Zluta barva). | tyto dv
skupiny dosahly statisticky vyznamnéhginku — manan-SMCC ve dnech 10 a 14 a
kobinace mananu-SMCCMycobacterium tuberculosiSMCC ve dnech 10, 12 a 14.
Zajimavé bylo zji&ini, Ze vyrazny protinadorovy ¢iinek kotvenych bakterii nebyl

piidavkem manan-SMCC posilen.
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Obr. 10: Vliv terapie na redukcitistu nddoru

A) Mycobacterium tuberculosis (5 mg/ml PBB) Mycobacterium tuberculosis-SMCC
(5mg/ml  PBS) C) manan-SMCC vPBS (0,2 mMP) smes Mycobacterium
tuberculosis-SMCC (5 mg/ml PBS) a manan-SMCC (0/2 wPBSE) PBS (kontrola)

*P <0,05, * P<0,01, ** P< 0,005 vztazeno ke skugift

Obr. 11 pak znazauwje dobu peziti jednotlivych skupin. B&koliv Mycobacterium
tuberculosisSMCC a kombinaceMycobacterium tuberculosSMCC a manan-SMCC
signifikantré redukuji nadorovou masu, efekt na prodlouzZenitaivoySi nebyl zaznamenan.
Jen manan-SMCC (skupina C, zelerr@rpSovan&ara) o trochu prodlouzil doburg¥iti
oproti kontrole (skupina Egervena peruSovanacara) i ostatnim skupinam, ale toto

prodlouZeni nebylo statisticky vyznamné a zadna seySedozila hranice 100 dni.
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Obr. 11: Vliv terapie na délkuieziti

A) Mycobacterium tuberculosis (5 mg/ml PBB) Mycobacterium tuberculosis-SMCC
(5mg/ml PBS) C) manan-SMCC vPBS (0,2 mMP) smes Mycobacterium
tuberculosis-SMCC (5 mg/ml PBS) a manan-SMCC (0/2 wPBSE) PBS (kontrola)
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5.4 Vyhodnoceni infiltrace leukocyi v melanomu pomoci pfitokové

cytometrie po aplikaci Mycobacterium tuberculosissSMCC

Tento pokus nam &h objasnit, které biiky imunitniho systému infiltruji nador a
mohou se tak podilet na likvidaci nadorovych &unObr. 12 znézdiuje, jak se rénily
velikosti nadoil v pribéhu pokusu. Nadory mysi, kterym bylo aplikovakiycobacterium
tuberculosisSMCC jsou prvni dny aplikaceriplizné stejre velké jako nadory, do kterych

bylo aplikovano PBS (kontrola).

H PBS B Mycobacterium tuberculosis-SMCC
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Obr. 12: Velikost nadoit v pribéhu pokusu

Na Obr. 13 je vidt infiltrace leukocyt v nadorech v pitbéhu pokusu. Peet
leukocyti (CD45+ buiky) u skupinyMycobacterium-tuberculosiSMCC (skupina B, Seda
barva) od z&tku pokusu stoupal a dosahl nejvysSich hodnotdvealinach. Hlavni podil
leukocyti tvorily granulocyty (GR1+ biky), jejichz pa&et byl rovéz nejvysSi
ve 24 hodinidch. Vyznamnowést z leukocytarni populace zaujimaly také NKnkyu
(NK1.1+ bunky). Béhem casu ale nedoSlo k vyznamnémustu NK burk jako u
granulocyt, protoZze por&rné velké mnozstvi NK butk bylo v nadoru fitomno uz na
zacatku pokusu (Wase 0). NK biiky se navic vyskytovaly jak u skupinyMy/cobacterium
tuberculosisSMCC, tak u skupiny s PBS (kontrola). Meddst infiltratu tvdily monocyty a
makrofagy (F4/80+ hiky), které doséhly svého maxima ve 24 hodinach. 2ha €chto

burgk ale bylo mezi terapeutickou a kontrolni skupimounéz srovnatelné. \éase 24 hodin
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dokonce pesahlo mnozstvi béhk v kontrolni skupig skupinu terapeutickou, coZz mohlo byt
zpisobeno pouhym traumatem po vpichu jehlou.

V pokusu byla sledovana také infiltrace lymfacy{CD3+ buky) a jejich
subpopulaci — Tc-lymfocyt (CD8+ buhky), Th-lymfocyti (CD4+ buiky) a B-lymfocyti
(CD19+ buiky). Obecr jejich mnozstvi wWase vykazovalo spiSe klesavou tendenci. Jejich
pocty byly o jeden aZz dvéady nizSi ve srovnani s §g bungk vrozené imunity a rozdily

mezi kontrolni a terapeutickou skupinou byly zaradiné.
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Obr 13: Nadorova infiltrace leukociita riznych subpopulaci leukodyt
A) PBS (kontrolaB) Mycobacterium tuberculosis-SMCC
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5.5 Stanoveni aktivity MPO v mezibugéném prostoru nadoroveé

tkané po aplikaci Mycobacterium tuberculosissSMCC

V pokusu 5.4. bylo zjigho, Ze nejetSi ¢ast nadoroveé infiltrace po aplikaci
Mycobacterium tuberculosiSMCC tvdily neutrofily. Nasledujici pokus #h napowdét, co
se v naddorove tkanigge a zda neutrofily uvalji do prostedi MPO.

Obr. 14 pedstavuje kalibrni kiivku, kterd byla pouzita k vygtu mnoZzstvi

uvolnéného fluoresceinu.
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Obr. 14: Mnozstvi uvolgného fluoresceinu

Obr. 15 zobrazuje vysledky pokusu.case 24 hodin doSlo k ngstu aktivity MPO
oproti ¢asu 12 hodin, coz by odpovidalo i zvySenémétypgranulocyt v tkani v tuto dobu
(Viz pokus 5). Z vysledk vSak nelze vyvozovat zé&w pro zn&nou velikost negativni
kontroly. Hodnoty Wwase 48 hodin nebyly f{strojem zmdteny. Divodem mohlo byt

znetisténi, které se do supernantantu dostaloeln Fipravy nadorové tkan
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Obr. 15: Aktivita MPO v mezibuaéném prostoru nadorové tk&in

5.6 Studium cytotoxické schopnosti neutrofit in vitro s pouzitim
f-MLFKK-BAM

Predchozi pokusy ukazaly, 2dycobacterium tuberculosikotvené na nadorovych
buinkach je @ginnym prostednikem v redukci nadorovéhastuin vivo (viz pokus 5.3) a ze
je schopno plakat do nadorové tk&nneutrofily (viz pokus 5.4). Zatnem série dchto
pokusi bylo potvrdit cytotoxickou schopnost neutréfiin vitro. Jako motiv kotveny na
nadoroveé biikky byl vyuZzit peptid typicky pro bakterie — f-MLF.

Cistota neutrofii izolovanych z kostni i@ns byla zji¥ovana celkem 4x na
pritokovém cytometru BD FACS Canto Il flow citometr OiBBiosciences).Cistota

neutrofili vypccitana jako pimérna hodnota ze vSechéreni byla 90,5 %.

5.6.1 Owreni cytotoxicity fMLFKK-BAM na nadorové bu nky

Pred zahajenim celé serie poliusylo treba zjistit, zda -MLFKK-BAM neni samo o
sok pro nadorové hiky cytotoxické. Vysledky fedpokusu znazauje Obr. 16. Samotny
f-MLFKK-BAM vyvolal 35% redukci p@&tu burek.
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Obr. 16: Vliv f-MLFKK-BAM na nadorové buiky
* P < 0,05 vztaZzeno ke skugimadoroveé biiky

5.6.2 Owreni  cytotoxické  schopnosti  neutrofit s pouzitim
f-MLFKK-BAM

V dalSim pokusu uz byla testovana cytotoxicka sobsp neutrofili izolovanych
z kostni derg. Na Obr. 17 je vi&, Ze p@et nadorovych butk znaenych f-MLFKK-BAM

po interakci s neutrofily signifikanénklesl. DoSlo k 70 % redukci nadorovych kknvici
skupirg, kde byly jen nadorové laky s neutrofily.
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Obr. 17: Cytotoxicky efekt neutrofil na nadorové hiky znatené f-MLFKK-BAM
* P < 0,05 vztaZzeno ke skugimadoroveé biiky + neutrofily
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5.6.3 Ow¥reni  cytotoxické  schopnosti  neutrofit s pouzitim
f-MLFKK-BAM (p ¥i vySSim ponéru neutrofil & k nadorovym buikam)

V dalSim pokusu byl pouZzit dvakrat vySSi pgnmeutrofiti vzhledem k nadorovym
bunkam nez v pedchozim pokusu. Vysledek zachycuje Obr. 18. F-MKHKAM (sloupec
A) tentokrat vyvolal 42 % redukci v ptu burek ve srovnani se skupinou, kde byly jen
nadorové biiky s neutrofily (sloupec D). V tomto pokusu byl g@uPMA jako pozitivni
kontrola (sloupec F), ktery vyvolal 52 % redukcie(srovnani se skupinou D). Jako
negativni kontrola vazby byl vyzkousen H-MLFKK-BA[gkupina B). Z obrazku je patrné,
Ze vazba pomoci bioaktivni kotvy nadorovéiky neovliviiuje. Dale bylo pdeba zjistit
jaky &inek ma volné f-MLF (sloupec C). V grafu je ¥id Ze volny f-MLF nema na
nadorové bilky Zzadny efekt a to jak v porovnani s nadorovymiikami samotnymi

(sloupec E), tak se skupinou, kde byly nadorouikispole&né s neutrofily (sloupec D).
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Obr. 18: Cytotoxicky efekt neutrofil na nadorové hiky znatené f-MLF-BAM
A) nadorové hiiky + f-MLFKK-BAM + neutrofilyB) nadorové biiky + H-MLFKK-BAM
+ neutrofily C) nddorové biiky + f-MLF + neutrofilyD) nadorové biiky + neutrofily

Pocet nadorovych bunék

E) nadoroveé biiky F) nadorové biiky + PMA + neutrofily
*P <0,05, * P< 0,01 vztazeno ke skupr

TentyZz pokus byl jest jednou opakovan s vyslednou redukcictponadorovych
burek o 66 %. Z uvedenych vysletlkvyplyva, Ze zvySenim pa¥ru neutrofifi vici

nadorovym biikdm se nepoddo navysit redukci nadorovych bék
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5.6.4 Owieni cytotoxické schopnosti primovanych neutrofit s pouzitim
f-MLFKK-BAM

| posledni pokus této sérig¢gulstavuje snahu navysit cytotoxicky efekt neutiaifil
vitro. Obr. 19 ukazuje, Ze priming neutrdfivede k vyznamné redukci ¢gia nadorovych
burgk. Zatimco v tomto pokusu neprimované neutrofiljuleovaly péet nadorovych buik
0 61 % (sloupec A, fialova barva) ve srovnani sonagdymi bunikami a neutrofily (sloupec
D, fialova barva), primované neutrofily vyvolalydukci o 75 % (sloupec Antova barva)
ve srovnani s nadorovymi fikami a primovanymi neutrofily (sloupec Djzova barva).
V pozitvni kontrole doslo k 69 % redukaidi sloupci D (fialova barva).

Tento pokus stejhjako pedesly potvrdil, vazba na nadorovénky (sloupec B)
a volné f-MLF (sloupec C) zivotnost nadorovych &ineovliviiuje.
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Obr. 19: Vliv f-MLF-BAM na nadorové biiky pri interakci primovanych i neprimovanych

Pocet nadorovych bunék

neutrofili s nadorovymi biikami

A) Nadorové biiky + f-MLFKK-BAM + neutrofilyB) nadorové biiky + H-MLFKK-BAM
+ neutrofily C) nadorové biky + f-MLF + neutrofily D) nadorové biky + neutrofily
E) nadorové biiky F) nadorové biaky + PMA + neutrofily

*P <0,005, *P<0,0005 vztaZzeno ke skupik (fialova barva)

0 P<0,0005 vztazeno ke skupiB, C a D (fialova barva)

m P<0,0005 vztazeno ke skupiB, C a D (fizova barva)
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V tomto pokusu bylo také spitané mnozstvi neutroiil Informace o zrnach pétu
neutrofili totiz miZze nazn&vat zmisob, jakym k zabijeni nadorovych Bkndochazi.
Z Obr. 20 je #ejmé, Ze mezi skupinami nejsou vyznamné rozdilyadna ze skupin se
nevyzn&uje vyrazrjSim ubytkem neutrofii.
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Obr. 20: Pcaty neutrofii pfi interakci primovanych a neprimovanych neutfofil
s nadorovymi bikami

A) Nadorové biiky + f-MLFKK-BAM + neutrofilyB) nadorové biiky + H-MLFKK-BAM
+ neutrofily C) nadorové biiky + f-MLF + neutrofily D) nadorové biiky + neutrofily E)

neutrofilyF) nadorové buaky + PMA + neutrofily

5.7 Stanoveni mnozstvi uvokné MPO po interakci neutrofila
s melanomovymi buikami a f-MLFKK-BAM

Tento pokus @ objasnit, zda je i zabijeni nadorovych bgk neutrofily in vitro
uvoliovana MPO z neutrofilu. Obr. 21 zobrazuje kaldoiakiivku, z které bylo od&eno

mnozstvi fluoresceinu.
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Obr. 21: Mnozstvi uvolgného fluoresceinu

Na Obr. 22 jsou uvedeny vysledky pokusu. Protozdgraély mohou vytvdet kolem
velkych objekti (hadorovych buk) specialni kapsy (viz kapitola 2.4.3 Neutrofilgnazili
jsme se v pibéhu pokusu tyto kapsy rozvolnit a sledovala se #@k&tiMPO jak ged timto
rozvolrenim (modré sloupce), tak po rozvéim (zelené sloupce). Z grafu je ale patrné, ze
rozdily mezi &mito skupinami byly malé.

Obecr® Ize ftici, Ze namtené aktivity MPO nekorespondovaly s vysledky
cytotoxického testu. Tam, kde doslo k velkému zabijnadorovych buk v piitomnosti
vazaného f-MLF (Obr. 18, sloupec A), nedoSlo ke Sany aktivity MPO (Obr. 22,
sloupec A). Nejvyssi aktivitu MPO vykazuje skupisavolnym f-MLF po rozvolani
(Obr. 22, zeleny sloupec C),c¢kmliv nebyl zaznamenan cinek volného f-MLF
v cytotoxickém testu.

Aktivita MPO byla u vSech skupin pamé vyrovnana a u zadné skupiny nedoséhla
statisticky vyznamného zvySeni.

Vtomto pokusu bylo také zjisvano mnozstvi uvolimé MPO sonikovanymi

nadorovymi btikami (sloupec 1) a sonikovanymi neutrofily (sloupé¢rc
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Obr. 22: Aktivita MPO po interakci neutrofil s nadorovymi biikkami

A) nadorové biky + f-MLFKK-BAM + neutrofilyB) nadorové biky + H-MLFKK-BAM
+ neutrofily C) nddorové biiky + f-MLF + neutrofilyD) nadorové biiky + neutrofily

E) nadorové buiky F) neutrofily G) nddorové biiky + PMA + neutrofilyH) sonikované

neutrofilyl) sonikované nadorové bky J) pozitivni kontrola (saéasti kitu)

Tento pokus byl je8t 3x opakovan. Vysledky byly vzdy podobné. U skupiny
s -MLFKK-BAM nebyla aktivita nikdy vySSi nez u ktnolnich skupin. Nejvyssi aktivitu
MPO vzdy vykazovala skupina s volnym f-MLF.

5.8 Studium cytotoxické schopnosti neutrofit in vitro s pouzitim

Mycobacterium tuberculosissSMCC

Cilem posledniho pokusu byiio vitro potvrdit schopnost neutraiilzabijet nadorove
buiky, které na svém povrchu maji instalovamgcobacterium tuberculosis.

Vysledek experimentu je zobrazen na Obr. 23. Siekis signifikantniho
cytotoxického efektu bylo dosazeno u skupiny B @rédé buky + MycobacteriurSMCC
+ neutrofily) a to jak ve srovnani se skupinou @doroveé biiky), tak i ve srovnani se
skupinou D (nadorové Iy + neutrofily). Bylo dosazeno 59 % redukce oo
nadorovych bugk. Samotné Kkotveni bakterie ve skupirA (nadorové biky +
Mycobabterium tuberculosiSMCC) lehce snizilo g®t nadorovych bugk. Vliv piidani

volnéhoMycobacteriumtuberculosis k nadorovym hikiam ve skupié E mélo na nadorové
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buiiky minimalni vliv a skupina F (nadorové itky + volné M. tuberculosist+ neutrofily)

vykazovala také jen mirny pokles hodnot.
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Obr. 23: Patet nadorovych busk zjisttny pii interakci neutrofili s nadorovymi bikami

aMycobacterium tuberculosis

A) nadorové biikky + Mycobabterium tuberculosis-SMC@) nadorové biiky

+ Mycobabterium tuberculosis-SMCC + neutrofij nadorové biiky D) nadorové biky

+ neutrofily E) nadorové biky + Mycobabterium tuberculosi$) né&dorové biky

+ Mycobabterium tuberculosis-SMCC
** P < 0,01 vztazeno ke skugC, ¥ ¥ P< 0,01 vztazeno ke skug@m

Obr. 24 znazdtuje mnozstvi neutrofil v jednotlivych skupinach. Mezi skupinami nebyly

zaznamenany statisticky vyznamneé rozdily.
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Obr. 24: Paiet neutrofiti pii interakci neutrofi s nadorovymi biikami

A) Mycobacterium tuberculosB) nadorové briky + Mycobabterium tuberculosis-SMCC +

neutrofily D) nédorové biiky + neutrofily F) nadorové biky + Mycobabterium

tuberculosis + neutrofilyz) neutrofily
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6 Diskuze

Tato diplomova prace navazuje ndeqichozi rozsahlé vyzkumy naSeho tymu
zabyvajici se bojem proti nadmon s vyuzitim nespecifické imunity. \Vigdeslych pokusech
bylo dosazeno velmi slibného efektu v redukci nadého tfistu a mnohokrat se povedlo
nadoru se Upkh zbavit. Tato terapie byla nejefektidjdi v pripack, Ze byla zaloZzena
na kombinaci aktivace TLRs a fagocytarnich recéppostednictvim jejich ligand. Jako
vyznamny agonista TLR byl pouzit LPS, ktery ale pebo toxicitu neni mozné pouZit
v humanni medicih(Janotova a kol., 2014) a proto byielia vyhledat jiny fistup, ktery by
byl aplikovatelny nejen u mysi, ale i u lidi. To s&ké stalo jednim z hlavnich citéto
diplomové prace. DalieSenou problematikou bylo prodlouzerinku nadorové terapie.
V pokusech Svecové, Caisové a Maierové schrnutggbutlikace Janotové a kol. bylo totiz
zjisténo, Ze &koliv se nadory poddo eliminovat, tato eliminace byla velmiasto jen
docasnym jevem a pocjaké dolg se zaaly ot objevovat. Vliv terapie naipziti mysi byl
pak ve vysledku maly. Tento jev se vyskytoval oBZ¥l pri pouZziti kovalentd vazaného
ligandu pomoci SMCC. (Svecova, 2013; Caisova, 204&erova, 2012; Janotova a kol.,
2014), V neposledrifad méla tato diplomova pracerigpet k objasgni slozitych imunitnich

dgju, ke kterym v piib¢hu zabijeni nadorovych békdochazi.

Cilem prvniho pokusu bylo najit takovou nahradulLPs, ktera by byla schopna
vyvolat syntézu proz&tlivych cytokini, zpisobila dosta@ou infiltraci nadorové tkan
imunitnimi buikami a umoZznila redukci nadorovéhistu. Velmi slibnymi latkami se zdaly
byt Imiquimod a Resiquimod, sldeniny které nejenze indukuji tvorbu proz#inych
cytokini, ale byly u nich prokdzany protinadorovéinky nezavislé na aktivaci TLRs
(Schon a Schon, 2007)igemz Imiquimod byl jiz jednou zkouSen v koncentr@& mg/ml
bez wtsiho &inku (Zenka, Ustni sdeni), ale bylo teba oviit, zda by pouziti jeho vy3si
koncentrace nevedlo klepSimu vysledku. ProtoZzequmod a Resiquimod mohou
indukovat tvorbu odliSnych cytokiin byla vyzkousena i jejich kombinace.

Z vysledki je patrné, Ze zatimco u Imiquimodu nebyl zaznameré@dny dinek,
kombinace Imiquimodu a Resiquimodu vyvolalaimpérnou redukci nadorovéhoistu
59,6%. Da se fedpokladat, Zze za U&nost této terapie je odpamlny Zejmé jen
Resiquimod, jehoz dobré&igobeni bylo potvrzeno i v praci Husnikové (Husnié&o2014)

a Glaserové (Glaserova, in prep.).
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Vysvétleni, pr@& naSe terapie Imiguimodem selhala, nabizi Huangl.a e tvrdi,
Ze mechanismus apoptozyi pécbé Imiquimodem se liSi v zavislosti na nadorové linii
(Huang a kol., 2010) a je tedy mozné, Ze u lini6BI0 Imiquimod k apopt6zeubec
nevede. Sama modulace TLR-7 pakja¢ nepostéila k vyvolani |I€ebného efektu. Nase
vysledky jsou ovSem vrozporu s praci Drobits a.,ké&de Imiquimod redukuje ust
nadorovych bugk z linie B16F10. V tomto ffipact byl pouZzit 5 % Imiquimod ve forgn
masti (Drobits a kol., 2012), takze je otdzkou, ta neni lepsi forma aplikace.

Duvod pra@ slowenina chemicky velmi podbona Imiquimodu — Resigumo
dosahuje mnohem lepSich vyslédknize byt dan skutmosti, Ze Resiquimod je az 100x
efektivrejSi v indukci cytokim neZz Imiquimodin vitro i in vivo (Sauder a kol., 2003).
Resiquimod indukuje tvorbu cytokinv podobnych koncentracich jako LPS. Jednéa se &lavn
o cytokiny IFNe, TNF-, IL-IB, IL-6, IL-8 a MIP-la. Resiquimod je efektivni v indukci
cytokinu IL-1ra a to ve &Si koncentraci nez LPS. Ve srovnani s Imiquimodedukuje
vySSi koncentrace GM-CSF a G-CSF (Testerman al@f5).

V dalSim pokusu jsme se sotgstili hlavne na mechanismy, které stoji v cest
dokonalé likvidaci nadoru a v minulosti bylyiginou kratkodobého efektu terapie. Touto
otazkou se uZaste&n¢ zabyvala Husnikova, ktera se snazila zablokovdekatu CD47,
kterd funguje u nadorovych bélnjako ,don’t eat me“, avSak nedosahla kyZzenéhdtafe
(Husnikova, 2014). Moznychiigin nedokonalého isobeni terapeutickych latekuge byt
ale vice. Auerova ve své praci n#ifa vySSi koncentrace TG[F-v nadoroveé tkani po
podani terapeutik (Auerova, 2014). T@He cytokinem vyuzivanym nadory Kk polarizaci
neutrofili a makrofa§ schopnych zabijet nadorové ity na TAN a TAM (s tumory
asociované neutrofily a makrofagy) s protumorovyaistnostmi (Fridlender a kol., 2009)
a TGF$ tak mize byt ozn&en jako vinik nedokonalého efektu terapie. Je a@ké tmozné
uvazovat o vyselektovani odolnych nadorovychdsufi toleranci na agonisty PRRs. Jinou
eventualitou je pak uvdbvani adenosinu z nekrotizovanych tkéni jako realeeémunitni
atak (Zeh a Lotze, 2005). Nekrotizace tkgm naSi |ébé byla prokdzana Kowavou
(Kovarova, 2013) a proto jsme se vtomto pokusu rozhbttikovat inhibéni efekt
adenosinu antagonistou adenosinového receptoru A2A.

Jako agonisté TLRs byly vtomto pokusu zvoleny yaResiquimod a POLY I[:C.
Navic jsme fidali i manan-SMCC, ktery dokaze opsonizovat turmérbuiky a zacilit tak
proti nim fagocyty (Janotova a kol., 2014). Doufalne, Ze tak dosahneme synergického

efektu. Pro blokaci A2A receptoru byl pouzit ZM24883 Ri pouziti tohoto antagonisty ale
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nebylo dosazeno delSicley oproti skupinam bezép Primérna redukce nadorovéhéstu
u skupiny s mannan-SMCC a R-848 byla 57,4%, u sku@ mannan-SMCC, R-848
a POLY I:.C 78,71%. Analogické skupiny se ZM241386sa&hly jen 48,3% a 39,3%
pramérné redukce nadorovéhastu.

Pomerné zajimavé vysledky alefimesla retransplantace nadoru. Ukazalo se, Ze
u skupin, kde byl aplikovan POLY I:C nedoSlo zndwvriistu nadoil a terapie fisobila stéle.
To je vsouladu svysledky Glaserové (Glaserova,piap.). Tento efekt si fieme
vyswtlovat usgsSnou prezentaci nadorovych antigeriskané imuné. POLY I:C aktivuje
klasické dendritické hiky, které pak mohou prezentovat antigeny Th a Toftgytim
(Verdijk a kol., 1999). K celému efektu pak figtrispiva i Resiquimod, ktery je schopen
aktivovat plasmocytoidni dendritické iy (Gibson a kol., 2002), které séastni rozvoje
populace pagtovych T-lymfocyti. Tato I&ba tedy dokaze zaktivovat i specifickoast
imunitniho systému a je schopnd wytivoodolnost proti zbylym bikam v primarnim
nadoru a mohla by tak bytiaana i @i ataku metastaz nebo cirkulujicich Bkrschopnych
zalozit metastazy. Tento pokus tedy nepddp@si domrinku, Ze picinou nedokonalého
efektu v gedeSlych pokusech prov&dich Janotovou a kol. (Janotova a kol., 2014) bylo
inhibi¢ni pasobeni adenosinu, alefgsto pomohl najit novy ifstup |€by s trvalym

charakterem &inku.

V tietim in vivo experimentu byla vyzkouSena G+ bakter\dycobacterium
tuberculosis Aplikace mykobakterie ve fonBCG vakciny (atenuovanilycobacterium
bovig do ma@ového néchyre je dnes standartni metodou pouzivanoucheéléakoviny
mocoveho néchyre. Mechanismy {sobeni této vakciny nebylyigsré popsany, ale je
znamo, Zze BCG ma imunostimala vliv (Redelman-Sidi a kol., 2014) a tak bylo nag
piedpokladat, Ze by se mykobakterie mohla uplatMtnasi 1€bé. Vysledky ukazaly, ze
zatimco Iéba volnou bakterii #la na redukci nadorovéhaistu maly vliv (piimérna
redukce nadorovéhdistu 35%), vazba kovaleritvazané bakterie (SMCC) vydustila v silny
terapeuticky efekt (s pmérnou redukci nadorovéhdstu 73,7%). Tento efekt nebyl zvySen
piidanim mananu-SMCC (pmérna redukce nadorovéhastu 69%). To je mozné vysatlit
si tim, Ze bakterie na svém povchu exprimuje Siroggertoar jak signélnich (Bhatt a
Salgame, 2007), tak fagocytarnich recept¢®akamoto, 2012), které dokazou vyvolat
dostateén¢ komplexni @inek a gidavat dalsi fagocytarni motiv k aktivaci fagocyge jiz
zcela zbyténé. Dulezitost kotveni bakterie prokazana v naSem polgisusouladu s nazory

Toma a kol., kt# tvrdi Ze kovalentni vazba agoriisEILRs na nadorové lilky vyvola wtsi
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imunostimul&ni efekt nez rize byt dosaZzeno prdstinictvim volnych forem (Tom a kol.,
2013). VazbaMycobacterium tuberculosiskyta velky potencial v ¢ nadorovych
onemocwni. Narozdil od volné mykobakterie pouzivané v BG@kcirg, kterd je
uplatnitelna jen $ 1écbé omezeného mnozstvi tymadoru, zatimco u jinych nadoselhava
(Alexandroff et al., 1999), by navic vazana baktemohla byt pouzita v daleko SirSim

rozsahu nadorovych typ

Protoze jsmeiedpokladali, Ze vazandycobacterium tuberculosie odpo¥dné za
pomérné komplexni aktivaci imunitniho systému, v dalSinkpsu bylo feba rozkiéovat,
které buiky imunitniho systému se infiltruji do nadorovénkaVvysledky jass ukazuji, Ze
v prvnich 48 hodinach hlavni slozku nadorovéhdtndfiu tvai buiky nespecifické imunity
(neutrofily, makrofagy, NK-biikky), pficemz vrcholu dosahuji ve 24 hodinach terapie.
Bunkami s rozhodujici ulohou pro odstemh nadoru jsou bezpochyby neutrofily, které
tvorily nejvétSi mnozZstvi z celkového P burek. Nabor neutrofit do mista infekce
po podaniMycobacterium tuberculosisebo BCG byl pozorovan i v pracech Fultona a kol.
a Pedrosy akol. (Fulton a kol.,, 2000; Pedrosa b, K&900). NaSe vysledky roz¥h
koresponduji s vysledky analyzy nadorové infiltrge aplikaci LPS provedené Caisovou
a Maierovou (Caisova, 2013; Maierova 2012), coz neage, Ze Mycobacterium
tuberculosige podob#g jako LPS schopnoiiékat buiky nespecifické imunity do nadorové
tkarg. Pritomnost NK-bugk je mozné vysiktlit jejich schopnosti rozpoznat nadorovéiky
a astnit se jejich likvidace. Jejichfippmnost uz na zatku pokusu a to i v kontrolni
skupirg svéd¢i o snaze imunitniho systému mysSi zareagovat nanamé buiky nadoru i bez
piitomnosti terapeutika. Biky ziskané imunity se v nadorové tkani vyskytovalyiSe
sporadicky, tudiz se dargupokladat, Ze alespov prvnich dnech e byt UspsSnost

likvidace nadoru fipsana pouze imuritvrozene.

Cilem dalSiho pokusu bylofippét k objasgni mechanisn, jakymi naverbované
neutrofily zabijeji nadorové lily. Protoze bakterii navazanou na velkou nadordwaiku
nemize maly neutrofil zfagocytovatfipadaji v Gvahu dva mechanismy zabijeni: viéva
kapes mezi neutrofilem a melanomovoulkaou nebo tvorba NETs. V tomto pokusu jsme se
rozhodli proefit prvni z moznosti a to pomoci stanoveni MPO. Zlegku je patrné, Ze
aktivita MPO je vysSi ¥ase 24 hodin oprottasu 12 hodin, ale rozdily mezi skupinami
nejsou natolik vyznamné, aby se dalo jednoméaici, jestli je tvorba kapes hlavnim

mechanismem zabijeni nadorovych #&unV pokusech Waldmanové a Auerové bylo
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prokazano, Zze podani LPS a agonisty fagocytarréheptoru zvySuje aktivitu MPO az 48
hodin po podani terapeutik, kdy teprve dojde krdési melanomovych busk a uvolreni
MPO z kapes do prostoru (Auerova, 2014; Waldmanr/E3). V naSem pokusu nebylo
mozno hodnoty v tomt@ase zniiit, coZ nam mozna zabranilo d@zkt se o pesnych
mechanismech naSi terapie vice aigba toto studium podrobit dalSimuktadnsjSimu

zkoumani s vyuzitim i jinych metod.

Pod Sesty pokus je shrnut@kolik pokudi, jejichz cilem bylo o¥tit, zda jsou
neutrofily i v in vitro podmink&ch schopny pomoci vazaného fagocytarngamdu zabit
melanomové biky. V pokusu zahajujicim celou sérii experimefgme zjistili, Ze samo
f-MLFKK-BAM vykazuje 35% toxicitu na nadorové blky. Nasledovaly pokusy s pouzitim
neutrofili v rizném pomdru k nadorovym bikam, které jash ukazaly, Ze zatimco
neoznaenych melanomovych bgk si neutrofil nevSima, na by znatené f-MLF-BAM
pusobi vysoce cytotoxicky. To je umaidrmo aktivaci FPR neutrofil vazanym ligandem.
Sérii pokus uzaviral experiment, pro ktery jsme pouzili prirmae neutrofily a a kde diky
primingu doslo k nejvyssi redukci ga nadorovych butk (73%).

Duvod, pra je f-MLFKK-BAM samo o sob cytotoxické, neni dan vlivem samotné
vazby. Tuto moznost jsme vyléily pridanim H-MLFKK-BAM, které nadorové hiky
vibec neovliviovalo. Vys¥tleni ale nabizi kolektiv Chakravartiho, Kteprokazali, ze
agresivni typy melanomu na svém povrchu exprim&RKChakravarti a kol., 2013), a je
tedy mozné, ze navazani f-MLF na jejich povrchurngodje nadorové hiky k zabijeni se
navzajem. Vzajemné interakce nadorovych daurpod vlivem vazajiciho se f-MLF
pozorovala kolegyqVacova (Vacova, in prep.).

V tomto pokusu jsme také znovu potvrditilezitost vazby f-MLF. &koliv je volné
f-MLF ozna&ovano za velmi &inného aktivatora neutrofil (Panaro and Mitolo, 1999),
u neutrofifi pouzitych v naSich experimentech nevyvolavalo bdadrochotu zabijet.
Podminkou dobrého cytotoxickéhagmbeni bylo vZdy ukotveni f-MLF.

V zawrecném experimentu této série bylo také #j&t, Ze nedoSlo k vyraznému
Ubytku neutrofii v Zadné ze skupin. Tato informacéZa poodhalit zfisob cytotoxického
pusobeni neutrofil. Zatimco v pipac fagocytdzy a extracelularniho zabijeni pomoci kape
zpravidla nedochazi k ahynu neutrafilzabijeni pomoci NETs je jednozn& spojeno se
smrti neutrofiit (Fuchs a kol., 2007). V neprag tvorby NETs hovib takéclanek Branzk
a kol., ktei tvrdi, Ze ke kompletnimu vytveni NETs dojde az za 4 hodiny po prvnim

kontaktu neutrofilu s cilovou lkou (Branzk a kol., 2014). My jsme nechali inkubbva
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neutrofily s nadorovymi hikami dw hodiny, takze NETs igjm¢ jeS€ nemohly byt
zformovany. Detekci NETs se zabyvala podigbkolegyré Faberova a vysledky jejich

pokusi jsou v soladu tnito pozorovanimi (Faberova, in prep.).

V sedmém pokusu byla dgfena aktivita MPOIn vitro po inkubaci neutrofil
s nadorovymi biikami zn&enymi f-MLFKK-BAM. Rozdily hodnot mezi jednotlivymi
skupinami byly minimalni a rowi po rozvolgni hypotetickych kapes jsme nezaznamenali
vySSi hodnoty. Podobné hodnoty nity ve svych pokusech i Waldmannova a Auerova
(Waldmannova 2013, Auerova 2014), které prelsagodobny pokus s odliSnym ligandem.
ProtoZe jsme nenatfili vysoké hodnoty MPO ani u sonikovanych neutiigfitremizeme na
zaklad tohoto pokusu hypotézu kapes jednodusSe zavrhiStep® jako uin vivo pokusu

Ceho si ale mizeme v3imnout je, Ze im vivo pokusu dochazi k navySeni aktivity
MPO nejdive za 24 hodin. Je tedy mozné, Ze se v naSem ddmdvém pokusu oxidativni
vzplanuti a tvorba MPO nesily aktivovat? Fagocytoza je obecmpovazovana za velmi
rychly c&j (Branzk a kol, 2014) a da se tategpokladat, Ze tvorba kapes, ktera je fagocytdze
do zn&né miry podobnd, bude zhruba stefasow naraina a dvouhodinovy interval byén
byt dost&ujici. Vezmemé presto v Gvahu, Ze MPO jéShemusela byt vytuena. Jakym
dalSim mechanismem by mohlo k zabijeni nadorovyeimélb dochazet? Moznym
vyswtlenim je, Ze do kapes se v§lgi lyzozomalni hydrolazy a defensiny (Weissmann
a kol, 1972), které Zsobuji zanik nadorovych beki bez MPO.

V poslednim pokusu bylo potvrzeno, Ze neutrofigpy schopné zabijet nadory
s navazanou bakterii. Vtomto tripact ale neni zabijeni zprdetlkovano pes
formylpeptidovy receptor jako tomu bylo u ligandtMEFKK-BAM. Zde ziejm¢ dochazi
k aktivaci CR3 neutrofil pomoci primovaci sisi (Hong a kol., 2004) a ten pakuae
interagovat s vazanou bakterii (Sakamoto, 2012)ét Qqyla potvrzena nutnost vazby
mykobakteria na nadorové itky a rovrez dosSlo k o¥ieni poznatku, Zedinna redukce

poctu nadorovych bukk neni spojena s Ubytkem neutrofil
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7 Souhrn

* Byla studovana moznost pouziti Imiquimodu jako mdlyr LPS v protinadorove
terapii. Ani vysoké davky této latky nebylgiané.

» Lécba prostednictvim Resiquimodu a POLY I:C vykazuje dlouhogl@iekt a da se
piedpokladat, Ze budeciina i @i likvidaci metastaz. Potteni zgtnovazebného
puasobeni adenosinu se ukézalo jako zéyte

* Byl zjistén zasadni vliv kotvenMycobacterium tuberculosisa nadoroveé hiky
pro usgsSnost imunoterapeutického pouziti této bakteridydomplexnimu slozeni
této bakterie nebylo nutné kombinovat jeji pouzifidavkem ligand fagocytarnich
motiva. Tato terapie otevira moznosti pouziti v humanadicire.

e Byla sledovana nadorova infiltrace \apéhu Il&by Mycobacterium
tuberculosisSMCC a bylo zjistno, Ze nejvice byly v nadoru zastoupeny neutrofily,
které jsou v prvnich dnech &tivé pro zabijeni nadorovych hikn

* Byla potvrzena cytotoxickd schopnost neutfofih vitro. Neutrofily zabijeji, jak
burky znaené f-MLFKK-BAM, tak buiky zna&ené Mycobacterium
tuberculosisSMCC. Bylo doloZzeno, Ze pro zabijeni nadorovychekumeutrofily je
nezbytné tyto PAMPs vazat.

* Byl zjistén pozitvni vliv cytokinového primingu na schopnastutrofiti zabijet
nadorove biikky s ukotvenym f-MLFKK-BAM.

» Stanoveni MPO se ukazalo jako problematické prdosi@ni interakci neutrofil

s nadorovymi biikkami. Davody jsou diskutovany.
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8 Seznam zkratek

AP-1 — transkripni faktor

APC - antigen prezentujici iy

CD - cluster designation, typ transmembranovydkobih
CR - komplementovy receptor

CRP — C-reaktivni protein

DAMP - damage-associated molecular patterns
FcyRIIA a FeyRIIB - Fc fragment 1gG, specialni receptory
FPR — formylpeptidovy receptor

HLA — hlavni histokompatibilni komplex

Ikp — protein, ktery inhibuje NF-kappa-B

IL- interleukin

INF - interferon

IRAK — interleukin receptor associated kinase

IRF7 — interferon regulatory factor 7

LPS — lipopolysacharid

Mal — myelin and lymfocyte protein

MAPK - Mitogen-activated protein kinases

MBL — manose-binding lectin

MD-2 myeloid differential factor 2

MIP-1a — macrophage inflamatory proteine 1

MyD88 - myeloid differentiation primary responsenge
NET — neutrophil extracellular trap

NF-kB - nuklearni faktokB

NOD-like receptory - nucleotide-binding oligometiza domain receptors

NK-T-Lymfocyty — Natural killer T-lymfocyty

PAMPs - pathogen-associated molecular patterns
PMA - Phorbol-12-myristat-13-acetat

PRR — Pattern recognition receptor

RAG1 a RAG2 - Recombination-activating gene 1 a2
ROS - reaktivni formy kysliku

STAT; - Signal Transducers and Activators of Transcripteimily of Transcription factor

TAK1 — ubiquitin-dependentni kinaza
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TLR — Toll-like receptor

TNF — tumour necrosis factor

TRAF - TNF receptor-associated factor

TRIF - TIR-domain containing adapter inducing ifeeon 3
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