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1. Uvod

V souwasné dob se udava, Ze rakovinou onemocni kazdgtitobyvatel nasi
republiky a kazdy ¢tvrty tomuto zak&inému onemocaimi podlehne. Vzhledem
k prodluzovani pimérné deélky Zivota obyvatel, Zivotnimu stylu plnéntwesu, koweni a
spoust dalSich rizikovych faktdr se incidence nadorovych onemégchneustale zvysuje.
V nedavné dob se po pedstizeni kardiovaskularnich onemaahstaly zhoubné novotvary
negasgjSi pricinou smrti obyvatel vysflych zemi a druhou n&sgjSi pricinou smrti
v zemich rozvojovych. Z tohotaidodu se domnivam, Ze vynakladani nemalych finah
obnosi a obrovského usiliadeckych tyni z celého sita na objeveni vhodnych [&ksou

bezpochyby dobrou a velmi pr@gmou investici.

Na druhou stranu je nutnidci, Ze se v satasnosti prodluZzuje doba od diagnozy
nadorového onemoéni do umrti pacienta. To je dano zejména neoddistaielnymi
pokroky v medicid umoziujicimi diagnostikovat rakovinu &asréjSim stadiu, coz hraje
rozhoduijici roli v pacientavprognéze. Pokud je nadorové onemwidrdiagnostikovano az
v pozajSi fazi, kdy uz doSlo k tvorb metastaz, sniZzuje se pra&poddobnost uzdraveni

nemocného z padesati na deset procent.

Budeme-li se sousdit na zfisoby terapie nadorovych onemeoi které se v této
doke pouzivaji, musime se zminit o chirurgickych zadazradioterapii, chemoterapii a

imunoterapii.

Ackoli je chirurgicky zasah metodou nejstarSi, sansof® neni dostatay pro
kompletni vyl€eni pacienta, a tudiz musi byt kombinovan s dalSienapeutickymi
metodami, jako jsou chemoterapie, radioterapiémunoterapie, a ne vzdy dokaze tato
kombinace l&eb nemocného zachranit.

NejvétSim problémem radioterapie i chemoterapie je lejiespecifita a s tim
souvisejici fakt, Ze nedochazi k likvidaci jen Bkinnadorovych, ale i krvetvornych,
zarodeénych, burk vlasovych folikuti a gastrointestinalniho epitelu, tedy vSech daun
které se rychle di. Absolvovani radioterapie dale vyznagnavySuje pravépodobnost
vzniku dalSiho nddorového onemeoi a to zejména v poZ@im wku. Va¢i chemoterapii
jsou navic citlivé pouze ty liy, které jsou v S nebo M fazi b&tmeho cyklu, ostatni kiky

lécbu preckaji a umouji tak ogtovny vznik novotvaru.

Imunoterapie zaznamenava v posledni édatohutny rozvoj. K lébé nadofi se
pouzivaji nejen monoklondlni protilatky (MAbs), aiecytokiny a dendritické hiky.
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Velikou nevyhodou imunoterapie je v3ak jeji fidah nar@nost a to, Ze jeji moznosti
zastavaji do jisté miry neobjeveny. Z tohotivddu se i nas tym vydal prétouto cestou.
Doufame, Ze se nam pddaajit takovy lék, ktery bude v pri¥@c pro ¢lovéka nezavadny a
v druhétadé bude s co mozna neépsi finnosti vyvolavat cilenou likvidaci pouze hikn
primarniho nadoru, pdfpact metastdz. Ktiovou roli v celém procesu likvidace zhoubného
bujeni by podle naSichipdstav nily hrat buiky vrozené imunity, i kdyZz neopomenutelna je

i jejich spoluprace s kikami imunity ziskané.

Rakovina je pro lidstvo opravdu velkou hrozbotedpoklada se, ze v roce 2050 jiz
kazdy druhy obyvatel naSi planety touto choroboanoocni, a pokud se nepddabjevit
vhodny |ék, poroste i celkovy pet zenielych. Myslim si, Ze uzdraveni Byediného

¢loveéka za veSkerou snahu vSectdeckych tyni po celém sgté stoji!



2. Prrehled literatury

2.1 Uvodni charakteristika nadorovych onemocgni

2.1.1 Definice

Pojem nadorové onemoani, nebo také rakovin& zhoubny novotvar, je pouzivan
pro souhrnné oziani zhruba stovky velmi heterogennich chorob, kiSak maji i mnoho
spole&éného. Nadorové onemosm je charakterizovano jakofipistek tkaové hmoty
klonalniho charakteru, ktery je geneticky podényn Rist zhoubného novotvaru

neodpovidairstu okolnich tkani ani rovnovaznému stavu organidbmkonce petrvava i po

N

2.1.2 Spolané znaky nadorovych burk

Léta studii odhalila, Ze wvznik rakoviny je mnohgstovy proces zahrnujici
nahromadni genetickych zgnm v normalni lidské hice a jeji naslednou transformaci
v buiku vysoce maligni (Renan 1993, Stratton a kol. 2009

Jiz v roce 2000 byla detalirpopsana Sestice spégich rysi pro vSechny nadorové
buiky. Jsou jimi sobstatnost v produkci dstovych fakto#,, necitlivost wi¢i signabim
branicim proliferaci, neomezeny repkka potencial, Unik apoptéze, angiogeneze a
invazivita a metastazovani. (Hanahan a Weinberg OR00Pozdji byla skupina
charakteristickych znak roz§tena o nestabilitu genomu nadorovénky deregulaci
hospodéeni s energii uvnitbuiky, vznik zagtu podporujiciho nddor a maskovani $edp
imunitnim systémem (Hanahan a Weinberg 2011).

Kvili témto charakteristikdm jsou nadory na okolnim pexitnejen méhzavislé,
ale sodasre jej poSkozuji a omezuji. Zigodu Uniku imunitnimu systému jsou jirzko
rozpoznavany, a tudiz dochazi k nedogtaeodpo¥di imunitniho systému na nadorové
bujeni. Toto souhrinéini z nadoru skutan¢ obtizného a sofistikovarse braniciho soupe
nemocnych lidi, onkolagi celych v¥deckych tyni.

Na druhou stranu je nutritci, Ze z kazdé z¢thto spolénych vlastnosti nddorovych
burgk vychazi iznd moznost a #igob cileni protinadorové terapie. VSechny sproderysy
a z nich vychazejici principy, na nichzuke byt protinAdorova terapie zaloZena, jsou

znazorrny na Obr. 1.
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Obr. 1: Moznosti cileni terapeutik proti charakteristickym rysim nadorovych bungk
(Hanahan a Weinberg 2011).

2.1.3 Déleni nddora

Podle vztahu k okolni tkani a zgisobu Sfeni se nadory roz#uji na benigni, neboli
nezhoubné, a maligniili zhoubné.

Benigni nadory rostou pomalu, byvaji zpravidla d@ifecovany a ddie ohranteny ¢i
zapouzdeny, coz umoiuje jejich relativik snadnou chirurgickou odstranitelnostckali
nevytvdeji metastazy a nejsou invazivni, mohou pacientazuvat lokald, a to tlakem na
okolni tk& a svou endokrinni aktivitou.

Rast malignich naddr je rychlejSi, mnohem agresijfi a invazivni. Jejich
ohranteni nebyva fesné,¢imZ se maligni nadory stavajiiile odstranitelnymi. Jsou
charakteristické schopnostifiise po &¢le pomoci lymfatického a cévniho systému a
naslednym zakladanim dosych nadorovych lozisekiili metastaz, které nejsou zavislé na
primarnim nadoru (Abercrombie a Ambrose 1962, Clamba kol. 2009, Seyfried a
Huysentruyt 2013). Metastazy jsou Sgalkokalizovatelné, coz znesnage jejich l&bu. Po

odstragni primarniho nadoru miva jejichighlédnuti¢asto za nasledek recidivu. Svym

4



biologickym chovanim zisobuji maligni nadory destrukci napadené &arbez ¢asného
terapeutického zakroku byvaji fatalni (Steeg a toeescu 2008).

Podle tkaiového pivodu rozliSujeme nadory epitelialni, mezenchymalni,
hematopoetické a lymforetikularni, neuroektodermalgerminalni a teratomy, nadory
smiSené a nadory ostatnich tkani (Becker a kob 286l 2004).

DalSim moznym kritériem proéteni nadod je jejich organova lokalizace Takto
rozliSujeme napklad nadory plic, tlustéhoiglva a konéniku, prsu, varlat, vagmiku, kize

a jine.

2.1.4 Maligni melanom

Maligni melanom jefazen mezi nadory neuroektodermalnitivquu (Sell 2004).
Tento agresivni a velmi zhoubny novotvar odvozedyrelanocyid (Clarc a kol. 1969) se
zpravidla vyskytuje na &i (Tuong a kol. 2012), n&stji na hlaw, hornich a dolnich
koncetinach a trupu (Crombie 1981). Médasto niize byt maligni melanom lokalizovan
v oku (Bowen a kol. 1964) a v tenkénesg (Krausz a kol. 1978).

Poprvé byl maligni melanom popsan v 18. stoletijddl2011). Nejastji postihuje
lidi mezi 60. a 70. rokem jejich Zivota a jeho mhence stale roste. Udava se, Ze tentéstar
se v [gloSské populaci kazdotn¢ pohybuje meziemi a sedmi procenty (Marks 2000).
Pres vesSkeré snahy lékazistava medianieziti nemocnych po dobu poslednich 30 let stale
v rozmezi Sesti az osmidasial od diagndzy (Garbe a kol. 2000, Kocak 20120k se
maligni melanom s incidenci bliZici se 20 osobaml®@ 000 obyvateCeské republiky

.....

2.1.5 MysSi melanom B16 a jeho linie

Vznik mySiho maligniho melanomu je datovan na&gpek 20. stoleti. Tehdy se u
inbredniho mySiho kmene spontanryvinul i melanom B16, ktery je asi nejzn&8im a
experimentald negastji pouzivanym ze vSech mysSich malignich melafdof@amsky a
Bosenberg 2010).

Do skupiny B16 pdt ctyii linie, konkrét®d B16-FO, coz je linie matska, z ni
vzniklé linie B16-F1 a B16-F10, a linie B16-F6, ikieje odvozena od linie B16-F10
(Nakamura a kol. 2002). Jednotlivé linie se li& pairou invazivity, tak tvorbou metastaz.
NejagresivijSi a nejinvazivijsi je gitom melanom B16-F10, ktery jsme p&x tohoto
davodu pouzivali i ve vSech naSich experimentech {H&79). DalSi jeho eZitou
charakteristikou je metastazovani, a to zejménglidoi tkare (Fidler 1975).

5



2.2 Nadory a imunitni systém

2.2.1 Zakladni charakteristika vrozené a ziskané imunity

Souhrni Izefici, Ze tlohou imunitniho systému je zachovavategrity organismu,
odliseni ,ciziho od vlastniho" s néslednou elingingiziho® a zaji¥ovani imunologického
dohledu. Krong toho je nesmimdalezité i rozpoznani bwk télu vlastnich, které vsak byly
patologicky pozminény, jako je tomu i u butk nadorovych.

K pInéni vSech &chto ukoti imunitniho systému slouzi 8vjeho slozky, imunita
vrozend, neboli nespecifickd, a imunita ziskandohespecifickd. Akoli se svou funkci
velmi liSi, pro spravné fungovani imunitniho systégako celku je jejich spoluprace
nezbytna.

Imunita vrozena je fylogeneticky mnohem starsi nez imunita zisk@édzhitov a
Janeway 1997) a imunitni odpgk je rychlejsi nez vifipadt imunity ziskané. Zatimco zde
mluvime fadow o hodinach, v fipac ziskané imunity se jedna az o dny. Nazev vrozené
imunity vychazi z faktu, Ze receptory zodpdmé za rozpoznani patogennich struktur, neboli
PRRs (z anglického pattern recognition receptggs) kddovany jiz v zarodeé linii, jsou
tedy vrozené (Janeway a Medzhitov 2002, Hoffmahkal 2a1999).

DalSimi hlavnimi znaky vrozené imunity jsou nizkesifita a absence imunologické
pantti. To znamena, zerpprvnim i kazdém dalSim setkani s antigenem jenitnii reakce
vzdy stejna, stefrychla, nikdy nevznikaji paéiové buiky a protilatky (Turvey 2010).

Mechanismy, jimiZz vrozena imunita bojuje s infek¢g$ou fagocytéza, indukce
syntézy antimikrobialnich pepfid indukce syntézy oxidu dusnatého v makrofagachikvz
zaretu, cytokini a exprese kostimutaich molekul pitomnych na antigen prezentujicich
bunkach (dale APC; Liu a Janeway 1991).

Ziskana imunita je fylogeneticky mladsi, objevuje se az u vySSatiratiova
(Medzhitov a Janeway 1997). Jeji funkce je zaloZzemaexistenci receptorvznikajicich
v pribéhu Zivota na zakladpredchazejiciho setkani s antigenem. Kazdy jedinedetya
razné receptory odliSnych specifit, které jsou klowaxprimovany na T a B lymfocytech
(Medzhitov a Janeway 1997). Na zaklgatvniho setkani s antigenem vznikaji gedaové
buiky a protilatky, tento proces je vSak relativapomaly. Diky imunologické paéti a
specifie ziskané imunity je mozné, abyimalSim setkani stimtéz antigenem imunitni
odpowd prokEhla rychleji (Turvey 2010).



V aktivaci mechanisiin ziskané imunity hraje udezitou roli imunita vrozena
(Hoffmann a kol. 1999, Medzhitov a Janeway 19983 ikunitni systém se tedy musi
pohliZzet jako na slozity spolupracujici celek, ter&m kazda z jeho slozek pkdst jeho
funkci, ale teprve dohromady vykedi propracovany, koordinovany a spraviungujici

systém.

2.2.2 PRRs a PAMPs

Pokud dojde k napadeni obratlovce patogennim csgaem, nejprve musi byt tento
Skodlivy organismus rozpoznan. Prvni linii obraaywidy vrozena imunita a k tomutodelu
slouzi jiz zmhované PRRs.

PRRs, jez byly popsany u APC, granuldgcyt burkk endotelidlnich a slizténich
(Mushegian a Medzhitov 2001), jsou schopny rozhittisicovku vysoce konzervovanych
molekulovych vzol typickych pro patogenni organizmy, takzvanych PAMP anglického
pathogen associated molecular patterns). DaleR&Rs schopny rozlisit struktury spojené
s poSkozenim tkancili DAMPs (z anglického damage associated molecpédterns). Mezi
PAMPsrtadime nafiklad lipopolysacharid (dale LPS), lipoteichoovogsé&linu (dale LTA),
flagelin, zymosan, manan, peptidoglyk@rglukan, syntetické sl@eniny a spoustu dalSich
(Kumar a kol. 2011). Typy PRRs a jejich ligandyysmazorgny v Tab. .

Na zaklad setkani sé&kterym z PAMPsc¢i DAMPs je indukovana destrukce
patogenniho organismu, a todumechanismem fagocytézy, nebo pomoci komplementu
(Akira a kol. 2006, Bianchi 2007).

Existuje celarada moznosti, jak mohou byt PRR8edty. Jedna z nich jélenéni
podle &inka, které nasleduji po vaZlprislusnych PAMPSs, a to na sekretované, signalni a

fagocytarni PRRs.



Tab. I:PRRs a jejich ligandy(Takeuchi a Akira 2010).

PRRs Lokalizace Ligand Pavod ligandu
TLR
TLR1 plasmaticka membrana triacyl lipoproteiny leaiet
TLR2 plasmaticka membrana lipoproteiny bakteriey,yaraziti, vlastni
TLR3 endolysosom dsRNA viry
TLR4 plasmaticka membrana LPS bakterie, viry, viast
TLR5 plasmaticka membrana flagelin bakterie
TLR6 plasmaticka membrana diacyl lipoproteiny bakteviry
TLR7 (human TLR8) endolysosom ssSRNA viry, bakterie, vlastni
TLR9 endolysosom CpG-DNA viry, bakterie, protozelastni
TLR10 endolysosom neznamy neznamy
TLR11 plasmatickda membrana  profilin-like molekula rofpzoa
RLR

kratka dsRNA,

RIG-I cytoplasma S'trifosfat dsRNA RNA viry, DNA viry
MDAS5 cytoplasma dlouha dsRNA RNA viry (Picornaviig)
LGP2 cytoplasma neznamy RNA viry
NLR
NOD1 cytoplasma iE-DAP bakterie
NOD2 cytoplasma MDP bakterie
CLR
Dectin-1 plasmaticka membranap-glukan fungi
Dectin-2 plasmaticka membranap-glukan fungi
MINCLE plasmaticka membrana SAP130 fungi, vlastni

2.2.2.1Sekretované PRRs

jsou charakteristické tim, Ze po navazatislpsného z PAMPs spotgtkomplementovou
kaskadu a nasledrdochazi k opsonizaci fagocytdzy na urovni C3b.t&lo skupinyadime
nagiklad C-reaktivni protein (dale CRP) a lektin vazananosu nebo mannan (dale MBL,;
Black a kol. 2004, Clos 2000, Turner 1996).

MBL

Lektin vazajici manosu a lektin vazajici mannanujsynonyma pouzivana pro
ozna&eni téhoz receptoru. MBL pgatdo rodiny C-lektii a skupiny kolektifi (Kilpatrick
2002) a je produkovan hla¥nhepatocyty (Sgrensen a kol. 2006). V krevi@fisti maze
vytvaret nékolik typti oligomernich struktur, avSak k aktivaci komplememne poteba
minimalné tetramerni struktura, dimery a trimery se zdajirsfuni¢ni (Sheriff a Ezekowitz
1994). MBL je schopen detekovat cizorodé uhlikatélekulové vzory z povrchovych
struktur bakterii, viil, protozoi i hub. Navazanim na zZimavané PAMPs dochazi k aktivaci
komplementu lektinovou drahou. Mimo jiné MBL opsouje apoptotické a starnouciriy,

a tak iniciuje jejich fagocytozu. (Petersen a R€I01).
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2.2.2.2Signalni PRRs

jsou hlavnimi spou&ti mechanism vrozené imunity. Rozpoznani patogenniho organiamu
jeho navazani signalnim receptorem vyvola expregirady geti odpovdnych za imunitni
odpovd. Do této skupinyadime membran@vvazané Toll-like receptory (dale TLRs) a
cytoplasmatické NOD-like receptory (Moresco a &fl11, Chen a kol. 2008).

TLRs

Gen Toll byl poprvé identifikovan a prozkouman uoBwophily. Bylo zjiS¢no, Ze
zodpovida nejen za vznik dorzoventralni osy v embaje také koduje receptor zajifici
imunitni odpo¥d’ proti patogennim houbam. Lidsky homolog genu Jekines ozn#van
jako TLR4 a po stimulaci indukuje produkci cytokim expresi kostimutmich molekul
(Muzio a Mantovani 2000).

TLRs jsou exprimovany nejen v membranach daumunitniho systému, jako jsou
monocyty a makrofagy, dendritickéiiky a T a B lymfocyty, ale i u fibroblasta burgk
epitelidlnich (Zarember a Godowski 2002).¢ldvéka bylo popsano 10 typTLRs, mysSi
maji 13 tym téchto receptar (Uematsu a Akira 2006). Seznam lidskych TLRs &lhej

agonist je znazoran v Tab. Il

Tab. II: TLRs a jejich agonisti (Mills 2011).

TLR Localization Pathogen-derived agonists Endogenous Synthetic
agonists agonists
TLR1and TLRZ  Extracellular Bacteria: peptidoglycan, - Pam, Cys
lipoproteins, LTA
Fungi: zymosan
TLR2 and TLR6  Extracellular Bacteria: lipoproteins Veriscan MALPZ
TLR3 Intracellular Viruses: dsRNA mRNA Polyl:C
TLR4 Extracellular Bacteria: LPS Saturated fatty acids, Lipid A
Viruses: RSV fusion protein B-defensins, oxLDL*,  derivatives
Fungi: mannan amyloid-p*
Protozoa:
glycoinesitolphospholipids
TLR5 Extracellular Bacteria: flagellin = =
TLR7 and TLRS  Intracellular Viruses: ssRNA Self RNA Imiquimod,
R-848
TLR9 Intracellular Bacteria: CpG DNA Self DNA CpG-ODNs
Viruses: CpG DNA
Protozoa: CpG DNA, haemozoin
TLR11 Extracellular Uropathogenic bacteria = =

Protozoa: profilin-like molecule

CpG-0ODNs, CpG-containing oligodeoxynucleotides; dsRNA, double-stranded RNA; LPS, lipopolysaccharide; LTA, lipoteichoic
acid; MALP2, mycoplasma macrophage-activating lipopeptide 2; oxLDL, oxidized low-density lipoprotein; polyl:C,
polyinosinic—polyeytidylic acid; RSV, respiratory syncytial virus; ssRNA, single-stranded RNA. *Amyloid-p and oxLDL bind to

CD36 and a TLR4-TLR6 heterodimer.



Lidské TLR1, 2, 4, 5, 6 a 10 jsou receptory povk&h@a rozpoznavaji povrchové
PAMPs. Napiklad TLR2 véZe peptidoglykan a LTA grampozitivnidiakterii, dale
zymosan$-glukan a gkteré z DAMPs (Schwandner a kol. 1999). LPS je &jon TLRA4.
Kromé¢ LPS vaze TLR4 i &které z heat-shock protéinpaticich do skupiny DAMPs
(Hoshino a kol. 1999).

TLRS3, 7, 8 a 9 se vyskytuji v membranach fagolysasa rozpoznavaji cizorodou
RNA a tizné syntetické slaeniny. TLR3 vaze virialni dvaetzcovou RNA a ji podobnou
syntetickou sloteninu nazvanou polyinosinicka-polycytidylicka kyseal (dale poly I:C;
Alexopoulou a kol. 2001). Agonisty TLR7 a 8 jsowméz cizorodé jedni@tzcové RNA,
ale i mzné syntetické slaeniny, z nichz jedna, resiqguimod (dale R848), bklgne
pouzivana v nasich experimentech (Gorden a kol 2d@il a kol. 2004).

Navazanim fislusného TLR nadktery z jeho agoniftvznika informace, ktera je
transportovana do jadra at®mbuje zvySeni exprese proZéivych cytokini, a nasledny
vznik zargtlivé imunitni odpo¥di. Déle je podporovana maturace dendritickychékuidale
DC) podilejicich se na prezentaci antigenu, akévaxytotoxickych T-lymfocyi a
piirozenych zabij&i (dale NK buiky) a fagocytéza zpraosidkovana neutrofily a makrofagy
(Barton a Medzhitov 2003).

2.2.2.3Fagocytarni PRRs

nalezneme na povrchu vSech tygagocyti, tedy neutrofii, makrofag a
dendritickych bugtk. Interakce fagocytarniho receptoru s mikroorgaeisi nesoucim
piislusny PAMP vede k fagocyt6ze daného mikroorganistbo této skupiny pét
formylpeptidové receptory (dale FPRSs), scavengeept®ry, manosovy receptor a dectin 1
(Le a kol. 2002, Peiser a kol. 2002, Stahl a Ezétzo¥998, Brown a kol. 2002).

FPRs

jsou skupinou transmembranovych receptspazenych s G-proteiny (Fu a kol.
2006). Rivodre byly objeveny u polymorfonuklearnich hiky monocyti a makrofag, ale
pozdjSi vyzkum prokazal jejichiiitomnost i u dendritickych bk, hepatocyl, trombocyt
a neurof (Becker a kol. 1998).

U lidi byly zatim popsany 3 typy formylpeptidovyocbceptoit. FPR1 je exprimovan
hlavre u neutrofifi. Jednim z jeho agonisfe formyl-methionyl-leucyl-fenylalanin (dale f-
MLF), ktery byl hojré pouzivan v naSich experimentech (Dufton a Pergéti0). FPR2 se

vyskytuje roviez primar® u neutrofii. Je schopen rozeznat SirSi spektrum formyl
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peptidovych motii nez FPR1, ale podminkou je, Ze museji pochazetarinondrii. Ma
afinitu i k f-MLF, i kdyZ nizSi nez FPR1 (Cattaneokol. 2013). FPR3 jsou receptory
monocyti, makrofag a dendritickych bufk. Na rozdil od pedchozich se jedna o
cytoplasmatické receptory a jejich funkce nebylaudtradre prostudovana (Rabiet a kol.
2011).

2.2.3 Efektoroveé buiiky imunitniho systému a jejich uloha v boji s rakownou

Hovorime-li o efektorovych hikach imunitniho systému, které se podileji na
likvidaci nadorovych butk, musime se zminit hlagno NK buikach, dendritickych
bunkach, makrofazich a neutrofilech. Z mechanisgmiz k destrukci nadorovych bgk
dochéazi, nesmime opomenout lyzu, fagocytézu &tz&ely proces destrukce nadorové
bunky riznymi efektory a mechanismy je znazémma Obr. 2.

NK Cell Macrophage DC Cell

Cytokine

() )

APC

Tumer killing ' el
Tumor Proliferation Tumor Phagocytosis *
% | T Calll |Tumor Phagocytosis

Cytotoxic substance(t)

Cytokines (%)

Chemoattractants()

- CD4+ CD8+
Mast Cell
YYTT Ab

Tumor Cell

Obr. 2: Rozpoznani nadorové biiky prostiednictvim vrozené imunity (Liu a Zheng
2012).
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2.2.3.1NK buriky

NK bunky, nebo také firozeni zabijei, byly objeveny a popsany patkem 70. let
minulého stoletiRadi se mezi velké granularni lymfocyty gestavuji asi 5 — 8% ze vsech
perifernich lymfocyli. Jsou schopny lyzovat nadorové a virem infikovangky, aniz by
byly na jejich povrchu prezentovany antigeny ve lapgwsti molekul hlavniho
histokompatibilniho systému (dale MHC) a aniz bglddk gredchazejici senzibilizaci¢hto
NK burgk (Herberman a kol. 1975, Liu a Zheng 2012).

K vlastni likvidaci nadorovych buk prostednictvim girozenych zabij@ dochazi
nékolika riznymi zmsoby. Za prvé NK biky exprimuji receptor stimulujici lyzu
nadorovych buék nazyvany NKG2D. Kté dojde, pokud receptor NKG2pecificky
rozpozna nadorovy ligand MICA/B. Ofiay (Kinek vSak vyvolavaji receptory, které lyzu
inhibuji a naopak stimuluji nadorovyist. Radime sem nafklad KIR receptory, mezi
jejichz ligandy pafi atypické MHCI molekuly. Druhou moZnosti je spumstapoptozy
nadorovych butk. Navéaze-li gktery z faktofi nadorové nekrozy (dale TNF, z anglického
tumor necrosis factor), jenz jgifpmen na povrchu nadorovych kanreceptor NK bugk
zodpowdny za jejich rozpoznani, je spé$tproces programované kwné smrti nadorové
buiiky. Nasled# jsou ve ¥tSi mie produkovany CD4+ pomadské a CD8+ cytotoxické T-
lymfocyty. Posledni moZnosti je aktivace FCR/CDD&ky ni dochazi k zieni nadorové
buiky prostednictvim ADCC, neboli buftné cytotoxicity zavislé na protilatkach (Liu a
Zheng 2012).

2.2.3.2Dendritické burky

Objev dendritickych butk je datovan na konec 19. stoleti. Bylo &, Ze
dendritické btiky pati mezi mononuklearni fagocyty a jejich hlavni rdpaiva ve
zpracovani a nasledné prezentaci antigenu T-lyniiotyFunguji tedy jako poslové mezi
vrozenou a ziskanou imunitou. Jejich dalg&leditou roli je iniciace a regulace vysoce
specifické imunitni reakce proti patogem a (&ast na navozeni imunologické tolerance a
vzniku imunologické pa#iti (Geissmann a kol. 2011).

Co se tge destrukce nadorovych biky dendritické bitiky mohou pohltit
apoptotické nadorové blky diky aktivacio,ps, CD36, FCR, TIM a TAM receptar Dale
spolu s makrofagy i dendritické tky produkuji cytokiny podporujici aktivaci APC, kée

vede k vzniku bugné a latkové imunitni odpeédi zprostedkované ziskanou imunitou.
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Nasledkem aktivace FcR je um@ha lepSi prezentace nadorovych antig@riu a Zheng
2012).

2.2.3.3Makrofagy

Makrofagy jsou vsSudyitomné mononuklearni leukocytiadici se mezi hiky
vrozené imunity. Kroré fagocytozy je jejich ukolem i prezentace antigenprodukce celé
fady cytokiri a dalich imunomoduléatior Uastni se likvidace patog&nzarétu a reparace
tkarg. (Naradin a Abastado 2008, Liu a Zheng 2012).

Vztah makrofad k nadorovym bikkdm neni jednozray. Na jednu stranu bylo
prokadzano, ze v pok&dém stadiu onkologického onemagn produkuje ufita populace
makrofaqj, jiz nazyvame makrofagy spojené s nadoréadu latek, kteréifimo stimuluji
nadorovy tist, ale i invazivitu a metastazovani. Z myeloidridcimk vznikaji i supresorovée
bunky, které potléuji adaptivni protinddorovou imunitni odpak Vhodre aktivované
makrofagy jsou na druhou stranu schopny kontrolpeadte:ni vyvoj nadoru. Pilotni studie
navic prokazaly proggnost makrofay jako adjuvantni terapie fip onkologickém
onemocgni. Mechanismy, jimiz makrofagy likviduji nadorowémnky, zistavaji vSak stale
neobjastny (Naradin a Abastado 2008).

2.2.3.4Neutrofily

Neutrofily se spoléné¢ s basofily a eosinofilyfadi mezi polymorfonuklearni
leukocyty a tvéi prvni obrannou linii imunitniho systému, respe&tivrozené imunity.
V krvi se vyskytuji v hojném zastoupeni — je jiciter nez 60% ze vSech leukoyPokud
vSak nejsou pomoci interleukinu (dale IL) -8, CB#; (déle interferonu)ya leukotrienu B4
produkovaného endotelidlnimi itkami, mastocyty a makrofagy chemotaktickijvpdeny
do patogenem infikovaného mista nebo mista, kdeilpdoakutni faze zétu, brzy zanikaiji.
Neutrofily neexprimuji jen receptory pro chemotaale i receptory pro ILs, INF Fc
receptory, komplementove, lektinové a cytokinovéeptory a receptory rozpoznavajici
endotelium.

Jejich hlavnim dkolem je fagocytdza a sekrece pwiliaych mediatoti. Neutrofily
pohlcuji patogenni organismy do fagosomu, jenzgaesflzuje s intracelularnimi granuly za
vzniku fagolysosomu. Zde jsou patogeny zabity asledku vystaveni enzyim,
antimikrobidlnim peptidim a reaktivnim formam kysliku (dédle ROS; Lee a Ka0d03,
Appelberg 2007, Mayer-Scholl a kol. 2004).
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Neutrofilni cytotoxické mechanismy se tr&oli déli do dvou skupin. Prvni jsou
nezavislé na kysliku, druhé namm zavisi. OB skupiny mechanistn spolu i zabiti
patoger Uzce spolupracuji. Do prvni skupiny Paazurofilni, specificka a gelatinazova
granula obsahujici proteazy, antimikrobialni pgptidenzymy. Ukolem proteaz, mezi které
pati neutrofilni elastaza a katepsin G, je degradaggeialnich peptitl a faktoi virulence.
Defensiny, lysosym a proteiny zvySujici bakterittich permeabilitu bakterialni bky pati
mezi antimikrobiélni peptidy, jejichZz role v procesagocytdzy je také nezanedbatelna.
Dulezitost mechanisin cytotoxicity neutrofii nezavislé na kysliku byla popsana u dvou
vzacnych genetickych chorob nazyvajicich se Cheéglidkigashiho syndrom a specificka
granularni deficience, které se projevuji rekurémtninfekcemi a zkrdcenou fmérnou
délkou Zivota (Mayer-Scholl a kol. 2004).

Druhy zpisob zabijeni patog@meutrofily je zavisly na kysliku. Ve fagocytujibic
neutrofilech probiha takzvané oxidativni vzplan(#i anglického oxidative burst), tedy
proces, ve kterém komplex NADPH oxidazy na membifagosoni syntetizuje @. Z ngj
obratem diky superoxiddismutdze vznikd peroxid kodi Dale se uplauje
myeloperoxidaza, jez je séasti azurofilnich granul neutrafila dava vzniku HOCI. HOCI
hraje dilezitou roli v zabijeni patogén i kdyZ mechanismus tohoto jevu jestebyl
vyswtlen. Vyznam ROS pro antimikrobialni aktivity bybfyrzen zvySenou nachylnosti
k infekcim u pacierit s chronickym granulomatéznim onemécim, tedy nemoci, jejiz
podstata spiiva v inaktivié komplexu NADPH oxidazy (Mayer-Scholl a kol. 2004).

Z védeckych praci plyne, Ze se tegpokladd Zadny zvlaStvyznamny dinek
neutrofili proti nadorovym biikam a celym tumdm. NaSim cilem je ale prokazat opak, a
proto jsme se vtéto praci snazili inhibovat oxidat vzplanuti neutrofiit pomoci

epicatechinu a prokazat tak jeho vyznam v likvidaorovych buk.

2.2.4 Sowasna imunoterapie nadorovych onemoami

Imunoterapii se rozumi povzbuzeni imunitniho systémeho naslednému zasahu
proti nadorovym bikkam vedoucim Kk jejich cilené likvidaci. Jednd semohutré se
rozvijejici wdni obor pedstavujici nagji pro celoufadu onkologickych pacieint
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2.2.4.1Viditelnost nadorovych bunék pro imunitni systém

Pokud se jedné z nadorovych Bkinkteré v €éle vznikaji s kazdodenni pravidelnosti,
poddi uniknout imunitnimu dozoru a neni imunitnim sysé#n zlikvidovana, dochazi
k vzniku nadoru (Burnet 1957).

Néadorové bitky, a tedy i celé nadory z nich vzniklé, jsou ohkearelmi malo
imunogenni (Qin a kol. 1998). Jde o vlastniitieavlivem nahromashych mutaci vznikaji
jen slabé antigeny. Navic dochazi k manipulacitgany ze strany nadbr Jedna se o
shizeni jejich exprese majici za nasledek ochraed Pp-lymfocyty, maskovani antigennich
determinant pomoci sializace, zé&mou selekci ve progph nadorovych populaci
exprimujicich co nejménantigeri a vznik mutaci v antigeneckiimz se dané antigeny
stavaji pro imunitni systém neviditelnymi (Smytka. 2006, Kim a kol 1975).

K prezentacidchto antigef je nutna pitomnost molekul kostimutaich a MHCI,
ale naddory oboje exprimuji jen velmi stalsi dokonce vibec (Pietra a kol. 2012, Bicknell a
kol. 1994). Je-li antigen prezentovan lymfaawt bez kostimulénich molekul, nedochazi
k vzniku imunitni odpo¥di, ale naopak k navozeni tolerance.

K dalSi supresi imunitniho systému ze strany nadtwchazi dsledkem produkce
TGH3 (z anglického transforming growth factf). Ten zmsobuje vznik regukaich T-
lymfocytt z CD4+ bugk. Regul&ni T-lymfocyty suprimuji pomoci TGF (tok
cytotoxickych T-lymfocyl na nadorové hiky a zarové autokriné podporuji vznik dalSich
regul&nich lymfocyti (Yamagiwa a kol. 2001). Na navozeni nadorové éolee se podili
také IL-10 (Fortis a kol. 1996).

Stejre jako vSechna imunoprivilegovana mista exprimuagdory velké mnozstvi Fas
ligandu. Jedn& se o transmembranovy protein, kigméii na povrchu biky heterodimér a
je agonistou transmembranového Fas receptoru. dav&as receptoru na Fas ligand vede
ke spusini programované bunné smrti. U nadorovych bgk je exprese Fas receptoru
snizena, aby nelikvidovaly sebe sama, ale zvySepéese Fas ligandu ma za nasledek
cilenou likvidaci T-lymfocyt, na jejichZ povrchu je z regwaich divoda Fas receptor také
exprimovan (O"Connell a kol. 1999).

Souhrni Ize fici, Ze vSemi dmito zpisoby navozuji nadory svou imunologickou
toleranci, dochézi k vzniku takzvaného patologiakyinoprivilegovaného mista. Z tohoto
divodu je nutno imunitnimu systému pomoci, aby se doylopen se zhoubnym bujenim

vyporadat.
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2.2.4.2Imunoterapeutické metody pro I&bu onkologickych onemocni

Vtéto dolk se kl€bé nadorovych onemoéni vyuzivAd wrkolik hlavnich
imunoterapeutickych metod, které jsou zaloZzeny ealanismech a funkci ziskané imunity.

Prvnim z moznych legalnich @gobi imunoterapie nadorovych onemdeon je
vystaveni dendritickych bk antigennimu pulzu. Nejprve musi byt pacientovomerovan
primarni nador, ze kterého jgipraven lyzat. Pomoci leukaferézy se separuji mgiyoc
z nichz jsou v laboratornich podminkach ziskany raléz dendritické biky. Jejich
smichanim s nadorovym lyzatem je docileno tohonéeralé dendritické hiky zanou
nadorové antigeny zpracovavat a prezentovat v kexapls MHC molekulami. Zralé
dendritické btiky prezentujici nadorové antigeny jsou vraceny d@cientovadla, kde svou
¢innosti umo#uji T-lymfocytim, aby rozpoznaly nadorové antigeny a nasiednicily
nadorove biky. JelikoZz se takovychto vakcirtipravuje dvacet azgeadvacet najednou a
jsou injikovany pacientovi v SirSindasovém obdobi, @iZe nastat problém se Znou
antigenni charakteristiky nadoru (Schuler 2010,l&ngn 2003, Schuler a kol. 2003).

Druhou mozZnosti je bojovat proti rako¥ia vyuzitim monoklonalnich protilatek, a to
jak lidskych, tak humanizovanych. Tato metoda zamrela obrovsky rozvoj na ¢éatku
90. let minulého stoleti (McKenzie a kol. 2003). Blasdhlého seznamu vyhod této metody
fadime vysokou specifitu monoklonalnich protilatel madorové antigeny, nizkou miru
zkiizené reaktivity se somatickymi ttkami, vysokoucistotu, moznost igdukit antigenni
specifitu, ovlivnitelnost efektorové funkce monokédnich protilatek a moznost navazani
toxinu, cytostatika, radionukliddéi cytokinu na monoklonalni protilatku. Nevyhodareoy
nesnadnd distribuce autmik monoklondlnich protilatek do nadgrantigenni heterogenita
nadofi a maskovani nebo internalizace nadorovych aniigéreiner a kol. 2010, Weiner a
kol. 2009, Melero a kol. 2007, Christiansen a R6I04).

Za fteti Ize v boji s rakovinou vyuzitizné cytokiny a jejich kombinace. Jednou
z moznosti je pouziti INle; ktery je vyuZivan zejména k terapii hematologatkynalignit,
ale i rekterych solidnich tumdr; jako je teba metastaticky karcinom ledviny (Kirkwood
2002). Bylo vSak prokazano, zéd& nadorovym bikam i buikam imunitniho systému
vykazuje INFe rizné a mnohdy antagonistickéinky (LukeSova a kol. 2006). Velikymi
vyhodami pouziti tohoto cytokinu vSakistava jeho fimy cytostaticky a lyticky efekt na
nadorové biiky, stimulace NK buék a makrofad, zvySovani exprese MHCI antigem
nasledné zvyseni citlivostiiwi cytotoxickym T-lymfocytim, lepSi zpracovani nadorovych

antigerii majici za nasledek rozvoj specifické T-lymfocyianmunitni odpodi a dalsi.
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INF-a. se v imunoterapii nddorovych oneméch casto pouzivd i v kombinaci s dalSimi
latkami, jako nafiklad IL-2, 5-fluorouracil a zidovudin. (LukeSovékal. 2006, Belardelli a
kol. 2002, Ferrantini a kol. 2007).

DalSimi moznostmi imunoterapie nadgsou napiklad blokace TGH, pouzivani

DNA nebo peptidovych vakcin a Gprava nadorovychekun vitro.

2.2.5 Nas pristup k imunoterapii nadorovych onemocrni

Na rozdil od vSech vySe zngmych zpisobl imunoterapie nadorovych onemean
se nas tym vydal cestou aktivace mechafiistmozené imunity. Je zcela sanmemeé, ze
nepostradatelna v boji s rakovinou je i imunitakafg® a spoluprace obou systémasim
cilem ale bylo (a staleastava) prokazat a popsaiil€Zitou roli fagocytujicich butk a
ZAaretu v procesu boje s rakovinou.

Pfi naSich experimentech jsme se nechali inspiroingna déma wdeckymi
pracemi, z nichz starSi je dilem Williama Coleyhpazhazi jiz z 19. stoleti. Jeji podstatou
je, Zze doktor Coley pouzival kdés neoperovatelného sarkomu takzvany Coleyho tain,
smes kultur bakteriiStreptococcus pyogenes a Serratia marcescens (Coley 1891). Tento
pokus byl UspdSny, a &koli je innost I&by pomoci Coleyho toxinu stalefrqunttem
nejednoho sporu, je povazovan za pru@ek imunoterapie nadorovych oneméun
(McCarthy 2006).

Druhé dilo, jimZ jsme byli inspirovani, pochazi &eckych laboratid tymu pana
profesora Cuiho a ziplomu tisicileti. Po transplantaci sarkomu mySimeke BALB/c
objevili jedince, jenz je diky dominantni mutacznaiované jako SR/CR, odolnyagi vSem
transplantovanym nadam. Fakt, Ze feneseni NK bu¥k, makrofag a nebo neutrofil
z odolného jedince do jedince s nadorovym onertiom v pokr@ilém stadiu vyvolava
spontanni regresi nadoru, je povazovan za jedeiikazil, Ze v procesu likvidace
nadoroveho onemoéni jsou séZejni mechanismy vrozené imunity. Dalékedz byl popsan
u nu-nu mysi, jimz chybi thymus, a tudiz i T-lymybc Preneseni odolnostiti nadoim
na tyto mySi neznamenalo zmenSeni miry odolnéshitd jeding, ¢imz bylo prokazano, Ze
role T-lymfocyth neni rozhodujici. Zajimavé je, Zenby vrozené imunity jedince odolného
vaci nadofm se nijak neliSi od bk ostatnich jedint. Neni jich ani vic, ani nejsou
aktivrejsSi, nebo morfologicky a furitké odliSné. Jedinym rozdilem je schopnost lépe
rozpoznat nddorové hky, a tudiz je i cileélikvidovat (Cui a kol. 2003).

Jsme peswdéeni, Ze navazanimekteré slodeniny patici do skupiny PAMPs na
povrch nadorovych bwhk se nam poda nejen zvysSit imunogenitu nadgra tudiz i jejich
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viditelnosti pro imunitni systém, ale i dost&i&é aktivovat mechanismy vrozené imunity.
Kombinaci signalnich a fagocytarnich PAMPs chcerpeildl vzniku zagtu a mohutné

infiltrace fagocyl do mista nadoru vedouci ide&ktotalni likvidaci nadat.
2.2.5.11 atky, které jsme v této praci pouzivali pfi nadorové imunoterapii

V této praci jsme i nadorové imunoterapii pouzivali latky dvojiho b Prvni
skupinu tvai TLR agonisti (LPS, LTA, poly I:C, R848), jeZ jsmeuZzivali vZdy v rozpustné
formé. Jejich @elem bylo vyvolat z&#t a zawtlivou infiltraci neutrofily, pozdji monocyty,
respektive makrofagy. Tyto latky byly kombinovangagonisty fagocytarnich recepioff-
MLF, manan), protoZe iniciuji komplementovou opgawgi. Agonisty fagocytarnich
receptoi vSak bylo nutno na povrch nadorovych kinukotvit (viz dalSi kapitola).
Testovali jsme row¥ kotveni pomoci bakterikisteria monocytogenes, u které najdeme
smeés signalnich i fagocytarnich motiv Nyni pistoupime k podrohbsSimu popisu
jednotlivych latek.

Lipopolysacharid (dale LPS) je agonista TLR4 a hlavni sloZzka&gi membrany
gramnegativnich bakterii, ktera je pro tyto orgamnisnezbytna. Ma nejen strukturni, ale i
ochrannou funkci. Sklada se e dasti, jimiz jsou hydrofobni doména zvana lipid Aae
také endotoxin, plnici funkci kotvy, jaderny oligabarid a O-antigen, jenZ poméha
bakteriim odolavat &i antibiotikim, komplementovému systému a dalSim étred_PS je
velmi silny endotoxin, ktery vyvolava vyraznou reakimunitnino systému. Dojde-li
k aktivaci TLR4 pomoci lipidu A, je spusta biosyntéza prozativych mediatod, jako
jsou TNFea a IL-1B, kostimul&nich molekul a tk&vého faktoru. Pro vznik zétivého
procesu je vyvazenarippmnost LPS kltiova. Problém nastav&igeho nadprodukci, jez
muze vyustit v septicky Sok, diseminovanou intravdd&kni koagulaci, multiorganové
selhani a naslednou smrt (Raetz a Whitfield 20@eRfeld a kol. 2006).

Lipoteichoova kyselina (dale LTA) je hlavni strukturni jednotkou bégmé stny
grampozitivnich bakterii a agonista TLR2. Jeji ldina se s jednotlivymi druhy
grampozitivnich bakterii mien liSi, ale vzdy je v membr&nbakterii kotvena pomoci
diacylglycerolu. Jeji antigenni vlastnosti spejiSimunitni odpowd zahrnujici produkci
stejnych prozattlivych mediatot, jak bylo zmigno u LPS, dale produkci centralniho
transkrigniho faktoru, aktivaci komplementového systému aliovani kyslikovych a
dusikovych radikd z neutrofili a makrofag (Schwandner a kol. 1999).
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Poly I:.C je synteticka napodobenina virové dietizcové RNA a agonista TLR3.
Indukuje protivirovou imunitni odp@d’, jejiz sodasti je produkce INe; INF-B, IL-1, IL-

6, IL-12 a TNFe (Zhou a kol. 2013, Fortier a kol. 2013)

Resiquimod (dale R848)e nizkomolekularni synteticky agonista TLR7 aS@olu
s imigimodem jefazen do skupiny imidazoquinolinaniinU obou slotenin byl popsan
vyznamny antivirovy a protinadorovytinek zagicinény produkci endogennich cytokin
jako nagiklad INF-o, IL-1B, IL-6 a TNFa. Zarove: bylo prokadzano, Ze resiquimoditkuje
proti nadotim i viram silngji (Dockrell a Kinghorn 2001).

Formyl-methionyl-leucyl-fenylalanin  (déle  f-MLF) je  fazen mezi
formylmethioninové peptidy, které jsou typické ppwokaryota a mitochondrie a jsou
rozpoznavané pomoci FPRs. Proteosyntéza prokaa§imtazvzdy formylmethioninentimz
se liSi od proteosyntézy eukaryotni. F-MLF fungajeo vysoce &inny chemoreaktant pro
leukocyty, zejména profesionalni fagocyty, jimzrsitizuje Fitomnost bakterie a nutnost ji
zlikvidovat. K tomu dochazi hlaendiky produkci superoxidovych anign{Hayashi a kol.
2013).

Manan je linearni polymer manosy. Vyskytuje se v &tmé stn¢ kvasinek, jako
nagiklad Saccharomyces cerevisiae, a je agonistou MBL (Tada a kol. 2002). Detekce
mananu zaiiinuje aktivaci komplementu lektinovou drahou a opsaci fagocytozy.
(Gadjeva a kol. 2001)

Listeria monocytogenes je vSudypitomna, mala, pohybliva, nesporulujici
grampozitivni bakterie atjwodce listeriozy (Farber a Peterkin 1991). Jeja&triosti je, Ze je
schopna Zit v cytoplazin a tudiz sefadi do nevelké skupiny intracelularnich patagen
Z tohoto divodu se pouZziva jako vektor pro cilené vazani gepfich a proteinovych
antigerii, a to i vimunoterapii nadorovych onemeégh (Pan a kol. 1995, Wallecha a kol.
2009).

2.2.5.2Zp1hsoby vazani PAMPs k povrchu nadorovych buék

Prvnim a zérove nejjednodussim Zigobem, jimZz se daji PAMPs vézat na povrch
nadorovych bukk, je vazani nabojové.r€dstavime-li si nador jako solidni kulovity Utvar,
jehoz povrch je dikyifitomnosti kyseliny acetylsalicylové a fosfatidylser charakteristicky
zapornym nabojem (lwasaki a kol. 2008), dojde pwatomordlni aplikaci kladhnabité
lécivé latky k jejimu navazani na povrch nadoru. Timpdsobem se daji vazat nédad

molekuly obsahujici kladnnabitérettzce bazickych aminokyselin.
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Druhy zpisob, jenZz byl vtéto praci vyuzivan, je zaloZen kwdveni I&€iva do
cytoplasmatické membrany nadorovych #&unK tomuto @&elu nam slouzila slaienina
nazyvana biokompatibilni membranova kotva (dale BABAM ma na jednom ze svych
konai hydrofobni olejovou skupinu, diky niZz je schopna gev@ ukotvit do
cytoplasmatické membrany nadorovékyr Druhy konec BAM, na ktery se vazeiw, je
hydrofilni a tvdeny polyethylenglykolem. Na konci tét@sti molekuly je NHS skupina,
kterd na zakla#l interakce s aminoskupinami ligahdimo#iuje jejich gipojeni. Velkou
vyhodou kotveni pomoci BAM je fakt, Ze nam umoge modifikovat antigenni vlastnosti
nadoroveé biikky, aniz bychom ji jakymkoli zfsobem poskodili (Kato a kol. 2003, Kato a
kol. 2004).

: 0 O
o™ ‘n"”\o—g]
n o}
Oleyl chain PEG chain NHS

Obr. 3:Struktura BAM (Kato a kol. 2003)

Dalsi moznosti vazby PAMPs na povrch nadorovychébue jejich kovalentni
navazani pomoci sukcinimidyl-4-(N-maleimidomethyRimhexan-1-karboxylatu (dale
SMCC). SMCC je heterobifugki neStpitelnA membranova kotva, ktera umoje
kovalentni navazani ligaddna nadorové hiky. Obsahuje NHS - esterovou fuimk
skupinu na jednom a maleimidovou funk skupinu na druhém konci. NHS — esterova
skupina ma afinitu k amim, tudiz i k naSim k&vam, a maleimidova skupina vaze
sulfhydrylové skupiny (Wu a kol. 2005, Bieniarz al.k1996). K tomu, aby bylo zaj&to
spravné navazani SMCC #sgusSnym ligandem k povrchu nadorovych &kinmusi se
nejprve zajistit pitomnost sulfhydrylovych skupin na jejich povrchRro tento Gel byl
pouzivan tris(2-karboxyethyl)fosfin (dale TCEP).e&t redukci cystein potebné —SH
vazby uvolnil a umoznil tak kovalentni navazani SM@esouci l&vo (Janotova a kol.
2014).
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Obr. 4:Struktura SMCC (www.proteochem.com)
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3. Cile prace

otestovat Ginnost dvojitého kotveni f-MLFEKg(K(STE))(K(STE))-NH, ligandu
fagocytarnich receptdy do membrany nadorovych biknpomoci dvou alifatickych

retzca kyseliny stearové

overit predpoklad, Ze R848 (TLR7 a 8 agonista) by mohl biytmanni imunoterapii
maligniho melanomu pouZzit jako vhodné nahrada LTRR4 agonista)

ovétit Ucinnost terapie melanomu B16-F10 zaloZzené na kotrdlen navazani
bakterii Listeria monocytogenes a mananu na cytoplasmatickou membranu

nadorovych bugk

zjistit vyznam pidani bakterii Listeria monocytogenes ke kombinaci latek

s vyraznym protinddorovymcinkem

provedenim in vivo a in vitro experimé&npotvrdit ¢i vyvratit hypotézu, Ze jednim

Zz mechanisn, jimz neutrofily zabijeji nadorové bky, je oxidativni vzplanuti
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4. Material a metody

4.1 Chemické latky

- BAM 4000— NOF Europe

- EDTA — Sigma-Aldrich

- epicatechin —Sigma-Aldrich

- FCS —-Sigma-Aldrich

- f-MLF - Sigma-Aldrich

- f-MLFG sKg(K(STE))(K(STE))-NH , — Schafer-N
-  GM-CSF - Sigma-Aldrich

- laminarin (Laminaria digitata) — Sigma-Aldrich

- Listeria monocytogenes — InvivoGen

- LPS (Escherichia coli) — Sigma-Aldrich

- LTA (Bacillus subtilis) — Sigma-Aldrich

- manan (Saccharomyces cerevisiae) — Sigma-Aldrich
- poly I:C — Sigma-Aldrich

- RPMI 1640 —Sigma-Aldrich

- R848- Enzo, Tocris

-  SMCC — Thermo Scientific

- TCEP - Sigma-Aldrich

- TNF - Sigma-Aldrich

- Trypanova modf — Sigma-Aldrich

- Trypsin — Sigma-Aldrich

4.1.1 Priprava terapeutickych roztoki
4.1.1.1Manan-BAM v PBS

Pétidenni redukni aminaci roztoku mananu kyanoborohydridem sodayorostedi
octanu amonného (pH = 7,5; t = 50°C) byl ziskartalbznanan-NH (Torosantucci a kol.
2005), jenz byl skrz dialyzai hadici MWCO 3500 {&s noc za stalého michaniiateplot
4°C dialyzovan proti PBS.
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Pi pH = 7,3 byla BAM navdzana na aminoskupintivel aminovaného mananu
(Kato a kol. 2004). Poté byl roztok znovu dialyzovaa stejnych podminek, jako po
aminaci. Vysledkem byl 0,2 mM manan-BAM v PBS.

Roztoky manan-BAM+LPS v PBS a manan-BAM+R848 v PBShyly pripraveny
smichanim 0,2 mM roztoku mananu-BAM v PBSiisipSnym mnozstvim LPS, respektive
R848 tak, aby jejich vysledna koncentrgaela 0,5 mg/ml.

4.1.1.2Manan-SMCC v PBS

Roztok mananu-NH pfipraveny vysSe popsanym agobem byl pouZzit k navazani
heterobifunkniho cinidla SMCC na aminoskupinu mananu. Byl ziskan @# manan-
SMCC v PBS.

4.1.1.3Listeria monocytogenes v PBS

Tepelre zabité bakterid.isteria monocytogenes byly nejprve rozsuspendovany v PBS
v mnozstvi 18 bakterii na 1 ml PBS. Nasledovalo upraveni korreest suspenze tak, aby
odpovidala 1 miliarélbakterii na 1 ml PBS.

4.1.1.4 Listeria monocytogenessSMCC v PBS

Ze suspenze 1BbakteriiListeria monocytogenes v 1 ml PBS bylo odebrano 3@0a
spolg&né s 0,75 mg SMCGadre rozmichano ve 3 ml PBS. Nasledovatgiicetiminutova
inkubace p pokojoveé teplat a dialyza proti PBS pomoci dialyzd hadice MWCO 3500
pies noc za stalého michani a teploty 4°C. Koncemtrazioku byla upravena tak, atipila

1 miliardu bakteriListeria monocytogenes s navazanym SMCC na 1 ml PBS.
4.1.1.5 Listeria monocytogenes-SMCC v 0,2 mM manan-SMCC v PBS

Ze suspenze 1BbakteriiListeria monocytogenes v 1 ml PBS bylo odebrano 3@0a
spole&né s 0,75 mg SMCGadre rozmichano ve 3 ml roztoku manan-SMCC v PBS, jehoz
piiprava je popsana v kapitole 4.1.1.2. Roztok byldpbu ¢tyficeti minut inkubovan
pokojové teplat a nasledé pies noc dialyzovan proti PBS pomoci diakmzia hadice
MWCO 3500 za stadlého michani a teploty 4°C. Vyséellancentrace byla upravena na 1
miliardu bakterii s navdzanym SMCC na 1 ml roztokananu-SMCC v PBS.
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4.1.1.6R848.HCIl v PBS

Z davodu nedokonalé rozpustnosti R848 ve &du/l v nékterych experimentech
testovan jeho hydrochlorid. Ten jsme ziskali smiémal,5 mg R848 s 4,2l 3,5% HCI.

Koncentrace roztoku byla upraven@ganim PBS.
4.1.1.7 Ostatni experimentalni latky

DalSi I&iva byla gipravovana vzajemnym smichanim roztpjejichz giprava byla
popsana Viedchazejicich kapitolach, nebo smichanikterého z roztok s chemickymi

latkami uvedenymi v kapitole 4.1.

4.2 Experimentalni zvirata

K experimenim byly pouzivany samice mySi kmene C57BL/6 dodaviamaou
Charles River Laboratories. Na qaku experimerit byly mySi 8 tydr staré a jejich
hmotnost se pohybovala vrozmezi 18 — 20 g. Mysly bghovany ve z¥finci
Parazitologického Ustavu Biologického centra Akaientd Ceské republiky \Ceskych
Budgjovicich a ve z¥tinci Katedry medicinské biologierirodowdecké fakulty Jihgeske
univerzity vCeskych Budjovicich za standardnich podminek atsiného rezimu 12/12
hodin.

4.3 Bunééna linie

Ve vSech pokusech byla pouzivana &umd linie maligniho melanomu B16-F10, jiz
jsme obdrZeli od pani profesorkigihové z UMG v Praze formou daru. iy byly
kultivovany v médiu RPMI 1640 ve s s 10% fetalniho bovinniho séra (FCS), 1%
glutaminu, 1% antibiotik a 0,1% merkaptoetanolu. k(dtivaci dochazelo v termostatdi p
konstantni tepl@ 37°C a v atmosfé nasycené vodnimi parami s obsahem 5% oxidu
uhli¢itého.
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4.4 Metodika in vivo experimenti

4.4.1 Priprava a transplantace melanomovych buék

Z kultiva¢ni nddoby s narostlymi tikami B16-F10 bylo slito médium a nésledovalo
trojnasobné dkladné proplachnuti pomoci sterilniho pufrovanéhmidiogického roztoku
(dale PBS). DalSim krokem byla trypsinizace pom0@& ml sn&si obsahujici 0,02%
trypsinu a 0,02% EDTA v PBS. Nasledovala dvouminatmkubace v termostatuiB7°C,
nutna pro uvoldéni adherovanych nadorovych likn Poté bylo fidano RPMI 1640 s 10%
FCS a bitky byly opatré rozsuspendovany. Posléze doslo k centrifugacigba 0 minut,
pii 4°C a 150 g. Po centrifugaci byly tiky naredény v RPMI bez séra tak, aby vysledny
objem suspenzéinil 2 ml. Buiky byly obarveny pidanim trypanové madda nasledovalo
jejich patitani v Burkero¥ komirce. Suspenze melanomovych Bkirbyla upravena na
koncentraci 4 miliony nddorovych bgkana 1 ml RPMI.

Pred gipravou nadorovych bwk byly mysi dikladns oholeny na pravé polowin
zad. Kazdé takto nachystané mysi bylo subkutanansplantovano 400 000 nadorovych
burék v 0,1 ml RPMI bez séra.

4.4.2 Uréeni velikosti nadoni a aplikace terapeutik

Po transplantaci melanomovych Bknbyly mySi 12 dni ponechany v klidu, aby
jejich nadory narostly do dostate velikosti. Naslednhbyly mysi randomizovany do skupin
a po zméieni velikosti nadar byla zahajena terapie.

M¢éieni velikosti nadar se provado vzdy jednou za dva dny, tedy v den O, 2, 4,,6, 8
10, 12 a 14, a to podle Inabovy metody (Inaba d. S86) pomoci kaliperu. JelikozZ je
maligni melanom zplo&tly rotatni elipsoid, bylo nutno z#tit vzdy nejwtSi a nejmensi

rozmer nadoru. Vysledny objem nadobyl vypcaiten ze vztahw =§><A>< B2, kde A

odpovidalo nejgtSimu a B nejmensimu roznu jednotlivych nadar.

Léciva byla podavana intratumorélme dvou tidennich pulzech, konkrétedy
vdenO, 1, 2 a8, 9, 10. Kazdé mysi bylo aplikavao 50ul terapeutika. V fipac, Ze byla
v tentyZ den n¥ena velikost naddri podavana l&va, bylo nutno vzdy nejprve zfit
velikost nadoru, poté az aplikovat terapeutickdlida

Vyjimkou byly pokusy 4.7.5 a 4.7.6, ve kterych gsmadory ndtili obden, ode dne O
az do 30. dne ad&va byla podavana vé&yiech tidennich pulzech,ipsrgji v den 0, 1, 2, 8,
9, 10, 16, 17, 18 a 24, 25, 26.
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4.4.3 Pogitani metastaz

Jelikoz maligni melanom metastazuje do plic, matadta loziska byla potana
praw tam. Po vyjmuti byly plice zakonzervovany v 4%taba formaldehydu a po ¢ité
doke nasledovalo pfitani metastaz pod binolupou. Tam se metastazyjgéei syt cerné
tecky razné velikosti, které je nutno odliSit od hematgntharakteristickych hym

zabarvenim.

4.4.4 Uréeni pramérné redukce nadorového fistu

Primérnd redukce nadorovéhoistu nam vyjatlje, kolika procentni redukce
nadoroveho wstu bylo dosazeno podanim daného terapeutika wpand s kontrolni
skupinou. Je dana podilem rozdiluimerného objemu nadérpro kontrolni skupinu a
pramérného objemu nadoémro |&enou skupinu vynasobeného 100, kénprnému objemu
nadofi pro kontrolni skupinu (Looney a kol. 1980).

Redukce nadorovéhaistu byla pditana pro dny 4, 6, 8, 10, 12 a 14 a ze vSech
hodnot byl vypditan pamér, ktery vyjaduje celkovou pimérnou redukci naddorovéhastu

pro danou latku v porovnani s kontrolou.

4.5 Metodika in vitro experimentu

4.5.1 Priprava nadorovych burgk a jejich inkubace s ligandem

Nadorové biikky byly piipraveny zfisobem uvedenym v kapitole 4.4.1 a byly
naredkny v RPMI 1640 s 10% nedeaktivovaného FCS tak, kbgcentrace vysledné
suspenzeinila 1, respektive 2 miliony nadorovych kikna 1 ml suspenze.

Do jamek v destce bylo napipetovano po 1040 suspenze nadorovych hikna
nésledovalo fidavani 100ul ligandi. Témi byl 0,04 mM manan-BAM a 0,04 mM volny
manan. Do skupin, kam nebyfkigavan ligand, bylo dodano 10d RPMI 1640 s 10%
nedeaktivovaného FCS v PBS v psm4:1.

Po @idani ligandi byla destika inkubovana v termostatu s 5% £ @k 37°C a po
dobu 30 minut, nédslednstatena @i 4°C a 424 g po dobu 2 minut a supernatanty byly
odstragny odcaknutim. VSechny jamky byly promyty 20d RPMI 1640 s 10%
nedeaktivovaného FCS. Nasledovalo dalSi¢esid destiky za stejnych podminek a

odstragni supernataft

27



4.5.2 lzolace neutrofili a jejich priming

MysS byla usmrcena zlomenim vazu. Ve sterilnim bbyla jeji srst dezinfikovana
etanolem, &Ze odstizena kolem dokola zadnich kamiin a stazena. Nohy byly odg&eny
co nejblize k panvi, aby nedoslo k poSkozeni steivbnkosti, a oplachnuty ve sterilnim
PBS.

Svalovina a Slachy byly odstrary s opatrnosti, aby nedoslo k poSkozeni kloubnich
hlavic. Kosti byly oplachnuty v izopropanolu a W% do Petriho misky s RPMI 1640
s 10% FCS.

Kloubni hlavice byly odstzeny a kosti proplachnuty RPMI 1640 s 10% FCS
pomoci stikacky s jehlou,¢imz byla do dalSi Petriho misky s RPMI 1640 s 10%SF
vyplavena kostni i@n. Ta byla nasledn dikladns, ale jemw rozsuspendovana a
piefiltrovana pes sitko s poéry o velikosti 7@m. Buiky byly spaitany v Burkero
komuarce a nasledhcentrifugovany fi 150 g po dobu 10 minut.

K buré¢nému peletu bylo iddno médium MACS pro magnetickou separaci,
obsahujici 146,4 ml PBS, 3 ml FCS a 0@ mM EDTA, v mnoZstvi 20@l média na 50
miliona burek. Smeés byla fadré rozsuspendovana a nasledovatadgni 50 ul primarni
protilatky na 50 milio burgk a promichani. Nasledovala desetiminutova inkulmgicé°C.
Smes byla promyta 5 — 10 ml média pro magnetickou gpana 50 miliod burgk a
centrifugovana $ 150 g po dobu 10 minut. Supernatant byl komgleddsat a pelet byl
rozsuspendovan v 4Q0 média pro magnetickou separaci na 50 milibnnek. Nasledovalo
piidani 100ul sekundarni protilatky na 50 mili@nburék, promichani a patnactiminutova
inkubace pi 4°C. Snés byla opakovahpromyta 5 — 10 ml média pro magnetickou separaci
na 50 milior burgk a centrifugovanaip 150 g po dobu 10 minut a nasledovalo odsati
supernatantu. Biky byly rozsuspendovany v 1 ml média a byfppaveny pro magnetickou
separaci.

Do separatoru byla uméita kolonka a na ni byl nasazen presepdrdiltr.
Nasledovalo nami@ni filtru i kolonky 3 ml média pro magnetickou segci, odkapani
meédia a magneticka separace suspenze obsahujitiofiig. Filtr s kolonkou byl dettkrat
proplachovan 1 ml média a filtrat bylkigan k separovanym neutrafth. Buiky byly
spaiitany, stéeny a néedkny v RPMI 1640 s 10% nedeaktivovaného FCS na pozaci
koncentraci, kterdinila 2,5, respektive 5 milianneutrofili na 1 ml suspenze.

V doks, kdy se nadorove by  inkubovaly s ligandy, byly

neutrofily primovany gidanim faktoru stimulujiciho vznik kolonii granuldgé a makrofad
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(dale GM-CSF) na vyslednou koncentraci 12 ng/mNFTna vyslednou koncentraci 2,5
ng/ml a laminarinu na vyslednou 2 mikromolarninkentraci. Nasledovala inkubace v
termostatu s 5% CQOpii 37°C a po dobu 20 minut.

500 000, respektive 1 000 000 primovanych neutrofil200 ul RPMI 1640 s 10%
nedeaktivovaného FCS bylofigggno do pislusnych jamek desky. Do skupin, kam
neutrofily nepatly, bylo napipetovano 200l RPMI s 10% nedeaktivovanym FCS.

4.5.3 Inhibice oxidativniho vzplanuti

4 mM epicatechin, inhibitor oxidativniho vzplanublyl piidavan do gislusnych
jamek v mnozstvi pul na jamku pro pokus 4.8.1 a 4.8.2 a v mnozstvj &8pektive 1Qul
pro experiment 5.8.3. Jeho vysledna koncentraca bstly 0,1, respektive 0,05 a 0,2
milimolarni. Do jamek, jez epicatechin neobsahoydbylo napipetovano odpovidajici
mnozstvi PBS.

Obsah vSech jamek bylikladn® rozsuspendovan pipetou a délsti byla ponechana
v termostatu s 5% CQpri 37°C a po dobu 2 hodin.

4.5.4 Priprava vzorkia pro poéitani bunék

Po inkubaci byly biiky fadrg, ale jemg rozsuspendovany pipetou, tak aby nétyo
agregaty. Cely obsah jamky (2Q0) byl napipetovan do mikrozkumavky, Kmu bylo
piidano stejné mnozZstvi trypanové miod nasledovalo potani nadorovych buik

v Birkerov komarce.

4.6 Statistické vyhodnoceni

K vyhodnoceni in vivo experimeit byly pouzity programy MS Excel a
STATISTICA 12. V programu MS Excel byly vytieny grafy a byl vyhodnocen pet
plicnich metastaz. Vyhodnoceni statistické vyznastinbylo provedeno pomoci ANOVY
pro opakovana pozorovani s Tuk&iyUnequal post hoc testem v programu STATISTICA
12.

Analyza gezivani byla provedena pomoci Kaplan-Meierova tesforogramu
STATISTICA 12.
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4.7 Experimenty in vivo

4.7.1 Pokusé¢. 1 - Testovani vlivu f-MLFGsKg(K(STE))(K(STE))-NH > a jeho
piipadné synergie s LPS nebo LTA na terapii malignihonelanomu

K tomuto pokusu bylo pouZzito 28 samic mySiho km@a&BL/6. Dvanacty den po
transplantaci butk melanomu B16-F10 byly mySi randomizovany do Sestiipin po
¢tyfech (skupiny B a C), respektivétpjedincich (skupiny A, D, E a F) podle podavanych
terapeutickych roztakdle nasledujiciho schématu:

A) 0,5 mM f-MLFGsKg(K(STE))(K(STE))-NH v PBS

B) LTA v PBS (c = 10 mg/ml)

C) LPS v PBS (c = 0,5 mg/ml)

D) 0,5 mM f-MLFGKg(K(STE))(K(STE))-NH v PBS obsahujicim LTA (c = 10

mg/ml PBS)

E) 0,5 mM f-MLFGKg(K(STE))(K(STE))-NH v PBS obsahujicim LPS (c = 0,5

mg/ml PBS)

F) PBS

Nasledovalo zahgjeni terapie. Ve dnech 0, 2, 8, 60, 12 a 14 byly vZdy &eny
velikosti nadoi, aplikace terapeutickych roztbkbyla provadna ve dvou ifdennich
pulzech, konkréth vden 0, 1, 2, 8, 9 a 10. Kazdé mysSi bylo pokaiddeatumoralr
aplikovano 5Qul prislusného roztoku.

Ctrnacty den od zahajeni terapie byly mysi posiEni velikosti nadar usmrceny,
byly jim vyjmuty plice a sp&itany metastazy.

4.7.2 Pokus €. 2 — Fedbézny screening vlivu R848 (baze) jako nahrady LPS
na imunoterapii maligniho melanomu a piikaz pripadné synergie R848
S mananem-BAM

Pro tento pokus bylo pouZzito 25 samic mySiho km€bB&BL/6. Po transplantaci
burgk melanomu B16-F10 byly mySi ponechany dvanactwkiidu. Nasledovala jejich
randomizace do Sesti skupin giyiech (skupiny A — E), respektivetpjedincich (skupina
F). Schéma rozdeni do skupin a podavana terapeutika byla nadkedu;

A) 0,2 mM manan-BAM v PBS

B) LPS v PBS (c = 0,5 mg/ml)

C) 0,2 mM manan-BAM v PBS obsahujicim LPS (¢ = 0,5mi¢g?BS)
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D) R848 v PBS (c = 0,5 mg/ml)

E) 0,2 mM manan-BAM v PBS obsahujicim R848 (c = 0,3midBS)

F) PBS

Poté byla zaptata terapie. Velikosti nadotbyly méieny obden, ve dnech 0, 2, 4, 6,
8, 10, 12 a 14. Terapeutika byla podavana intratam® po 50 ul na my$ ve dvou
téidennich pulzech, tedy vden 0, 1,2 a 8, 9, 10.

Ctrnacty den od zahajeni terapie byly naposledgieny nadory a bylo zahéajeno

sledovani dobyieziti jednotlivych mysi.

4.7.3 Pokusé. 3 — Pouzitelnost R848 (baze) v imunoterapii melamu B16-F10

a jeho synergie s mananem-BAM

Pro &ely tohoto pokusu bylo pouzito 24 mysi kmene C5®BB&améiho pohlavi.
Dvanacty den po transplantaci nadorovych dxubyly mysi rozéleny do ¢tyi skupin po
Sesti jedincich. Schéma razeni do skupin na zakl@édaplikovanych terapeutik bylo
nasledujici:

A) 0,2 mM manan-BAM v PBS

B) R848 v PBS (c = 0,5 mg/ml)

C) 0,2 mM manan-BAM v PBS obsahujicim R848 (c = 0,3midBS)

D) PBS

Poté byla zahgjena terapie. Ve dnech 0, 2, 4, 60812 a 14 byly gteny velikosti
nadoi. Terapeutika byla podavana intratumo&apo 50ul na mys. Jejich aplikace byla
provadtna ve dvouifdennich pulzech, konkréiw den 0, 1, 2, 8, 9 a 10.

Po poslednim gteni velikosti nadar byly mysi dal pravidelé sledovany a byla

zaznamendavana data jejich Ghyn

4.7.4 Pokus ¢. 4 — Studium moznosti pouziti kovalentd kotvenych bakterii
Listeria monocytogenes pro Ié¢bu melanomu B16-F10 a sledovani jejich

piipadné synergie s mananem-SMCC

K tomuto experimentu bylo pouzito 30 samic mysSihteke C57BL/6. Dvanacty den
po transplantaci nadorovych hiknbyly mysSi randomizovany doép skupin po Sesti
jedincich. Skupiny a jim podavané terapeutickéakybyly tyto:

A) 1. aplikace — PBS

2. aplikace -Listeria monocytogenes v PBS (c = 1 miliarda/ml)

B) 1. aplikace — 50 mM TCEP v PBS
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2. aplikace -Listeria monocytogenes-SMCC v PBS (c = 1 miliarda bakterii/ml)
C) 1. aplikace — 50 mM TCEP v PBS
2. aplikace — 0,2 mM manan-SMCC v PBS
D) 1. aplikace — 50 mM TCEP v PBS
2. aplikace -Listeria monocytogenes-SMCC v 0,2 mM manan-SMCC v PBS (c =
1 miliarda bakterii/ml sisi)
E) 1. aplikace — PBS
2. aplikace — PBS
Po rozaéleni mySi do skupin byla zahgjena terapie. Velikogdofi byly méteny
obden — ve dny 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12 a 14. Aplikkxes probihala ve dvoutidennich
pulzech, tedy ve dny 0, 1, 2 a 8, 9, 10. Nejprveviagy intratumoralt aplikovan TCEP
nebo PBS v mnozstvi 5d na mys. Po uplynuti 1 hodiny nasledovala drutiéaiomoralni
aplikace 5Qul terapeutik na mys podle vySe uvedeného schématu.
Po poslednim gteni velikosti nadar byly mysSi dal pravidel& sledovany a pro

analyzu pezivani byla zaznamenavana data jejich dhyn

4.7.5 Pokus ¢. 5 — Studium vlivu pfidani bakterii Listeria monocytogenes
ke smési mananu-SMCC a R848.HCI| na dinnost terapie maligniho

melanomu

Pro tento experiment bylo pouZito 24 samic mysSimeeke C57BL/6. Po dobu
dvanécti di od transplantace nadorovych Blrbyly mysi ponechany v klidu, nasledovala
jejich randomizace deétyr skupin po Sesti jedincich. Jednotlivym skupinaralpodavana
terapeutika dle nasledujiciho schématu:

A) 1. aplikace — 50 mM TCEP v PBS
2. aplikace -Listeria monocytogenes-SMCC v 0,2 mM manan-SMCC vPBS (c =1
miliarda bakterii/ml srési)
B) 1. aplikace — 50 mM TCEP v PBS
2. aplikace — 0,2 mM manan-SMCC v PBS + R848.HEBS (c = 0,5 mg/ml PBS)
C) 1. aplikace — 50 mM TCEP v PBS
2. aplikace -Listeria monocytogenes-SMCC v 0,2 mM manan-SMCC v PBS (c =1
miliarda bakterii/ml sr#si) + R848.HCI v PBS (c = 0,5 mg/ml PBS)
D) 1. aplikace — 50 mM TCEP v PBS
2. aplikace — PBS
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Po rozéleni mySi do skupin byla zapata terapie. Nieni velikosti nadar probihalo
obden, konkrétave dny O, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20,228,26, 28 a 30. Aplikace
léciv probihala veitytech tidennich pulzech, tedy ve dny O, 1, 2, 8, 9, 10,116 18 a 24,
25, 26. Nejprve bylo vzdy intratumorélraplikovano 50ul TCEP na mys. Po uplynuti 1
hodiny nasledovala druha intratumordlni aplikace ybQterapeutik na mysS podle vyse
uvedeného schématu.

Po ukorieni experimentu byly mySi dale sledovany ailkwanalyze peziti byla
zaznamenavana data jejich OhyrPrezivSim mySim byly 120. den od zahdjeni terapie

opetovre transplantovany nadorovéiiky a mysi byly dale monitorovany.

4.7.6 Pokus ¢. 6 — Studium vlivu pfidani bakterii Listeria monocytogenes
ke smési latek manan-SMCC, R848.HClI a poly I:C na dinnost

imunoterapie maligniho melanomu

K provedeni tohoto experimentu bylo pouzito 24 samiySiho kmene C57BL/6.
Dvanacty den od transplantace nadorovychéklyly mysi randomizovany détyi skupin
po Sesti jedincich. Jednotlivym skupindm byla p@uaé terapeutika dle néasledujiciho
schématu:

A) 1. aplikace — 50 mM TCEP v PBS
2. aplikace -Listeria monocytogenes-SMCC v 0,2 mM manan-SMCC v PBS (c =1
miliarda bakterii/ml sr#si)

B) 1. aplikace — 50 mM TCEP v PBS
2. aplikace — 0,2 mM manan-SMCC v PBS + R848.HEB& (c = 0,5 mg/ml PBS)
+ poly I:.C v PBS (c = 0,5 mg/ml PBS)

C) 1. aplikace — 50 mM TCEP v PBS

2. aplikace -Listeria monocytogenes-SMCC v 0,2 mM manan-SMCC vPBS (c =1

miliarda bakterii/ml sr#si) + R848.HCIl v PBS (¢ = 0,5 mg/ml PBS)poly I:C

v PBS (c = 0,5 mg/ml PBS)

D) 1. aplikace — 50 mM TCEP v PBS

2. aplikace — PBS

Po rozaéleni mysi do skupin byla zapata terapie. Nieni velikosti nadar probihalo
obden, konkréthve dny O, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20,22, 26, 28 a 30. lévé
smesi byly podavany veétyiech tidennich pulzech, konkrétrve dny O, 1, 2, 8, 9, 10, 16,
17, 18 a 24, 25, 26. Nejprve bylo vzdy intratumatéplikovano 50ul TCEP na mys. Po
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uplynuti 1 hodiny nasledovala druh& intratumoraplikace 50ul terapeutik na my$ podle
vySe uvedeného schématu.

Po ukorieni experimentu byly mySi dale sledovany ailkwanalyze peziti byla
zaznamenavana data jejich OhyrPrezivSim mySim byly 120. den od zahdjeni terapie

opetovre transplantovany nadorovéiiky a mysi byly dale monitorovany.

4.7.7 Pokus ¢. 7 — Ovlivnéni protinadorového inku smési mananu-BAM
s R848.HCI zablokovanim oxidativniho vzplanuti neubfild pomoci

epicatechinu

Pro tento pokus bylo pouzito 30 samic mySiho km€&€d&BL/6. Dvanact dni po
transplantaci butk melanomu B16-F10 byly mysSi randomizovany dii gkupin po Sesti
jedincich. Schéma dle podavanych terapeutik vypadasledové

A) R848.HCl v PBS (c = 0,5 mg/ml)

B) 0,2 mM manan-BAM v PBS

C) 0,2 mM manan-BAM v PBS obsahujicim R848.HCI (c 5 @g/ml)

D) 0,2 mM manan-BAM v PBS obsahujicim R848.HCI (c § fyg/ml) a 4 mM

epicatechin v PBS

E) PBS

Po rozaleni mySi do skupin byla zapata terapie. Velikosti nadibrbyly méreny
obden, tedy ve dnech 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12 a 1dapeeitika byla podavana intratumorapo
50 ul na my3s ve dvouitdennich pulzech, tedy vden 0, 1, 2 a 8, 9,Ctfnécty den od

zahdjeni terapie byly mysi utraceny a byla provedemalyza vyskytu metastaz v plicich.

4.8 Experimenty in vitro

4.8.1 Pokus ¢. 1 — Vliv epicatechinu, inhibitoru oxidativnhiho vzplanuti, na
cytotoxicky u¢inek primovanych neutrofild na buiky B16-F10

s ukotvenym mananem

Nejprve byly vyizolovany neutrofily ze stehennich@ennich kosti mysi C57BL/6 a
jejich koncentrace byla upravena na 2,5 milionu¢kuna 1 mililitr RPMI 1640 s 10%
nedeaktivovaného FCS. Neutrofily byly primovanyigpbem uvedenym v kapitole 4.5.2.
Priming neutrofii byl proveden them inkubace nadorovych bikns ligandy. Suspenze
byla do doby pouziti uchovavana na ledu.
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Nadorové biiky byly sklizeny a jejich koncentrace byla upraver@al milion busk
na 1 mililitr RPMI 1640 s 10% nedeaktivovaného F8&dorové biiky byly dale po 10Qu
napipetovany do 96 jamkové deékiy a bylo gidano 100ul roztoki ligandi v témze médiu,
aby byla vytvédena 0,02 mM koncentrace mananu-BAM. Volny manan gfdan na
vyslednou 0,02 mM koncentraci. V kontrolni skupiZadny ligand pdavan nebyl.
Néasledovalattcetiminutova inkubace.

Primované neutrofily byly po 20Qul pfidany do islusSnych jamek podle
nasledujiciho schématu (triplety):

B16-F10

B16-F10 + manan-BAM

B16-F10 + primované neutrofily

B16-F10 + manan-BAM + primované neutrofily

B16-F10 + volny manan + primované neutrofily

B16-F10 + 0,1 mM epicatechin v PBS

B16-F10 + manan-BAM + primované neutrofily + 0,1 neldicatechin v PBS

Ke skupindm bez  neutradil bylo gidano po 200ul RPMI 1640 s 10%
nedeaktivovaného FCS.

Poté byl pidan epicatechin na vyslednou 0,1 mM koncentra@. jBmek bez
inhibitoru bylo gidano po 5ul PBS.

Po dvouhodinové inkubaci nasledoval@ipéni nadorovych buk.

4.8.2 Pokusé¢. 2 — Vliv epicatechinu na cytotoxické fisobeni primovanych neutrofiki
na nadorové buiky s ukotvenym mananem i pouZziti dvojnasobného mnozstvi

neutrofil @ a nddorovych burgk

Nejprve byly vyizolovany neutrofily ze stehennich@ennich kosti mysi C57BL/6 a
jejich koncentrace byla upravena na 5 milionu duma 1 mililitr RPMI 1640 s 10%
nedeaktivovaného FCS. Neutrofily byly primovanyigpbem uvedenym v kapitole 4.5.2.
Priming neutrofii byl proveden them inkubace nadorovych bikns ligandy. Suspenze
byla do doby pouziti uchovavana na ledu.

Nadorové biiky byly sklizeny a jejich koncentrace byla upravema 2 miliony
burék na 1 mililitr RPMI 1640 s 10% nedeaktivovanéhoS-Gladorové biky byly déle po
100 ul napipetovany do 96 jamkové dekly a bylo gidano 100ul roztoka ligandi v témze
médiu, aby byla vytviena 0,02 mM koncentrace mananu-BAM. Volny manarphighhn na
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vyslednou 0,02 mM koncentraci. V kontrolni skupiZadny ligand pdavan nebyl.
Nasledovalattcetiminutova inkubace.

Primované neutrofily byly po 20Qul pfidany do islusSnych jamek podle
nasledujiciho schématu (triplety):

B16-F10

B16-F10 + manan-BAM

B16-F10 + primované neutrofily

B16-F10 + manan-BAM + primované neutrofily

B16-F10 + volny manan + primované neutrofily

B16-F10 + 0,1 mM epicatechin v PBS

B16-F10 + manan-BAM + primované neutrofily + 0,1 neldicatechin v PBS

Ke skupindm bez  neutradil bylo gidano po 200ul RPMI 1640 s 10%
nedeaktivovaného FCS.

Poté byl pidan epicatechin na vyslednou 0,1 mM koncentra@. jBmek bez
inhibitoru bylo gidano po 5ul PBS.

Po dvouhodinové inkubaci nasledoval@ipéni nadorovych buk.

4.8.3 Pokus ¢. 3 — Studium vlivu riznych koncentraci epicatechinu na
cytotoxické piasobeni primovanych neutrofii na nadorové buiky
s ukotvenym mananem.

Nejprve byly vyizolovany neutrofily ze stehennich@ennich kosti mysi C57BL/6 a
jejich koncentrace byla upravena na 2,5 milionuékuna 1 mililitr RPMI 1640 s 10%
nedeaktivovaného FCS. Neutrofily byly primovanyigpbem uvedenym v kapitole 4.5.2.
Priming neutrofii byl proveden them inkubace nadorovych bikns ligandy. Suspenze
byla do doby pouziti uchovavana na ledu.

Nadorové biiky byly sklizeny a jejich koncentrace byla upraveral milion busk
na 1 mililitr RPMI 1640 s 10% nedeaktivovaného F8&dorové biiky byly dale po 10Qu
napipetovany do 96 jamkové deégly a bylo gidano 100ul roztoka ligandi v témZe médiu,
aby byla vytvéena 0,02 mM koncentrace mananu-BAM. V kontrolnipsk& Zadny ligand
piidavan nebyl. Nasledoval&idetiminutova inkubace.

Primované neutrofily byly po 200Qul pfidany do pislusnych jamek podle
nésledujiciho schématu (triplety):
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B16-F10

B16-F10 + manan-BAM

B16-F10 + primované neutrofily

B16-F10 + manan-BAM + primované neutrofily

B16-F10 + 0,05 mM epicatechin v PBS

B16-F10 + manan-BAM + primované neutrofily + 0,08repicatechin v PBS
B16-F10 + 0,2 mM epicatechin v PBS

B16-F10 + manan-BAM + primované neutrofily + 0,2 neldicatechin v PBS

Ke skupindm bez  neutraiil bylo gidano po 200ul RPMI 1640 s 10%
nedeaktivovaného FCS.

Poté byl gidan epicatechin na vyslednou 0,05, respektiven\2 koncentraci. Do
jamek bez inhibitoru byloifdano po odpovidajici mnozZstvi PBS.

Po dvouhodinové inkubaci nasledoval@ipéni nadorovych buk.
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5. Vysledky

5.1 Experimenty in vivo

5.1.1 Pokus¢. 1 - Testovani vlivu -MLFGsKg(K(STE))(K(STE))-NH, a jeho
piipadné synergie s LPS nebo LTA na terapii malignihonelanomu

Uc¢elem tohoto pokusu bylo otestovat p&én kotveni peptidu do membrany
nadorovych bugk dvojitou kotvou — déma molekulami kyseliny stearové. DalSim cilem
bylo vyzkousSet, zda bude LTA vhodnou nahradou z&.LP

Obrazek 5 znazauje vliv terapie zalozené na pouziti peptidu f-
MLFGsKg(K(STE))(K(STE))-NH: (skupina A) na pmeérné velikosti nadar jednotlivych
skupin. Vyplyva z 8, Ze peptid f-MLFGKg(K(STE))(K(STE))-NH: nema vyrazny
protinadorovy dinek a nefisobi synergicky s LTA (skupina D) ani LPS (skupi)a
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Obr. 5:Vliv terapie zaloZzené na pouziti peptidu f-MLFGKg(K(STE))(K(STE))-
NH,a jeho kombinaci s LTA a LPSha priamérnou velikost nadori jednotlivych skupin.
A — 0,5 mM f-MLFGKg(K(STE))(K(STE))-NH v PBS,B — LTA v PBS (c = 10 mg/mI)C
— LPS vPBS (c = 0,5 mg/mlp — 0,5 mM f-MLFGKg(K(STE))(K(STE))-NH, v PBS
obsahujicim LTA (c = 10 mg/ml PBSE — 0,5 mM f-MLFGKg(K(STE))(K(STE))-NH
v PBS obsahujicim LPS (c = 0,5 mg/ml PBS); PBS.
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Obradzek 6 vyjatlje intenzitu metastazovani vyjgthou pémeérnym patem
metastdz na mys v jednotlivych skupinach. Vyplyv&jz Zze mysi ze skupiny A, které byly
léceny podanim peptidu f-MLFEK(K(STE))(K(STE))-NH, n¥ly vice nez 14 metastaz na
mys, tedy i vice nez mySi kontrolni siprnymi 12 metastazemi na mys (skupina F).
Zadné metastazy nebyly pozorovany u skupin, jimk gmdavan LPS (skupina C) a f-
MLFGsKg(K(STE))(K(STE))-NH: v kombinaci s LTA (skupina D). Nizka intenzita
metastazovani byla pozorovana i u skupitef§ch samotnou LTA (skupina B) a f-
MLFGsKg(K(STE))(K(STE))-NH: v kombinaci s LPS (skupina E).
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Obr. 6: Vliv 1é¢by pomoci peptidu f-MLFGsKg(K(STE))(K(STE))-NH, a jeho
kombinace s LTA nebo LPS na intenzitu metastazovani jednotlivych skupinach.
A — 0,5 mM f-MLFGKg(K(STE))(K(STE))-NH v PBS,B — LTA v PBS (c = 10 mg/mi)¢C
— LPS vPBS (c = 0,5 mg/mlp — 0,5 mM f-MLFGKg(K(STE))(K(STE))-NH, v PBS
obsahujicim LTA (c = 10 mg/ml PBSE — 0,5 mM f-MLFGKg(K(STE))(K(STE))-NH
v PBS obsahujicim LPS (c = 0,5 mg/ml PBS); PBS.

Obrazek 7 znazauje prevalenci metastaz u mysi v jednotlivych skaph. Plyne
zreho, Ze metastazy se vyskytovaly u 80% mysSi, jimzl byodavan f-
MLFGsKg(K(STE))(K(STE))-NH (skupina A). Vyskyt metastdz v této skupimyl o 20%
vétSi nez vyskyt metastdz u mysi kontrolnich (skugthaVe skupinach, jimz byl podavan
LPS, respektive -MLFEKg(K(STE))(K(STE))-NH s LTA (C a D), nebyly nalezeny

metastazy zadné. Mysi, jimz byla podavana samoih& (skupina B), nily metastazy v
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50% gipadi a u mysi Iéenych kombinaci f-MLFEKg(K(STE))(K(STE))-NH: s LPS byly
metastazy nalezeny v 20%ipad.
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Obr. 7:Prevalence metastaz u mysi v jednotlivych skupin&c
A — 0,5 mM f-MLFGKg(K(STE))(K(STE))-NH v PBS,B — LTA v PBS (c = 10 mg/mI)C
— LPS vPBS (c = 0,5 mg/mlp — 0,5 mM f-MLFGKg(K(STE))(K(STE))-NH, v PBS
obsahujicim LTA (c = 10 mg/ml PBSE — 0,5 mM f-MLFGKg(K(STE))(K(STE))-NH
v PBS obsahujicim LPS (c = 0,5 mg/ml PBS); PBS.

5.1.2 Pokusé¢. 2 — Redbézny screening vlivu R848 (baze) jako nahrady LPS
na imunoterapii maligniho melanomu a piikaz pripadné synergie R848

S mananem-BAM

Cilem druhého experimentu bylo ziskani odfsbhwna otazku, zda by mohl R848 byt
pouzit v nddorové imunoterapii jako vhodna nahraB&. Dale bylo zjiovano, jaky vliv
bude mit na nadorovyist kombinace R848 s mananem-BAM.

Na Obrazku 8 je znazain vliv samotného R848 (skupina D) a jeho kombinace
s mananem-BAM (skupina E) na terapii maligniho metau. R848 samotny (skupina D)
redukuje nadorovyist nepilis vyrazrg, jen o 24,3%, avSak v kombinaci s mananem-BAM
(skupina E) bylo dosazenogonérné redukce nadorovéhaistu rovnajici se 69,5%. Z

porovnani tohoto vysledku s 88,0% redukci nadorowébtu zgisobenou mananem-BAM
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v kombinaci s LPS vyplyva, Ze R848 by mohl byt dédstovan jako pravoplatnd nahrada
LPS.
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Obr. 8: Vliv R848 a jeho kombinace s mananem-BAM na veliksi nadora
v jednotlivych skupinach pri terapii maligniho melanomu.
A — 0,2 mM manan-BAM v PB® — LPS v PBS (c = 0,5 mg/mk; — 0,2 mM manan-BAM
v PBS obsahujicim LPS (c = 0,5 mg/ml PBS);- R848 v PBS (c = 0,5 mg/mE,— 0,2 mM
manan-BAM v PBS obsahujicim R848 (c = 0,5 mg/ml PBS- PBS.

Obrazek 9 vypovida o delprezivani mysi v jednotlivych skupinach. Zatimco mysi
jimz byl podavan samotny R848 (skupina D) Zily urpéru 30,8 dne od zatku terapie,
mySi |&ené kombinaci R848 s mananem-BAM (skupina E&Ziy pramérné 52,5 dne.
V porovnani s mySmi kontrolnimi (skupina F), kteié/ v praméru 39,6 dne od zahgjeni
terapie vSak terapie zaloZena na pouZziti mananu-BAkbmbinaci s R848 nezatuje

statisticky vyznamé&delSi dobu feziti.
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Obr. 9:Vliv R848 a jeho kombinace s mananem-BAM na dobufezivani mysi.
A — 0,2 mM manan-BAM v PBS — LPS v PBS (c = 0,5 mg/mk; — 0,2 mM manan-BAM
v PBS obsahujicim LPS (c = 0,5 mg/ml PBS);- R848 v PBS (c = 0,5 mg/mE,— 0,2 mM
manan-BAM v PBS obsahujicim R848 (c = 0,5 mg/ml PBS- PBS.

5.1.3 Pokusé. 3 — Pouzitelnost R848 (baze) v imunoterapii melamu B16-F10

a jeho synergie s mananem-BAM

Treti experiment byl proveden z&elem testovani dinku jak samotného R848, tak
jeho kombinace s mananem-BAM n&3im mnoZstvi experimentélnich &t RoviéZ bylo
nutno owfit predchozi zjisini, Ze R848 je pouzitelny vimunoterapii nadorovych
onemockni jako vhodna nahrada LPS.

Obrazek 10 popisujecinek R848 kombinovaného s mananem-BAM (skupina&) n
terapii maligniho melanomu. Vyplyva 2zjn Ze samotny R848 (skupina B) vykazuje

pramérnou redukci nadorovéhdistu rovnajici se 42,8% a samotny manan-BAM (skupina
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A) nema takka Zadny terapeutickycinek, avsak jejich kombinaci dosahneme statisticky
vyznamneé redukce nadorovéhistu, kterd v piméru ¢ini 62,7%.
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Obr. 10: Vliv R848 (baze) a jeho kombinace s mananem-BAM nderapii
melanomu B16-F10.
A — 0,2 mM manan-BAM v PB® — R848 v PBS (c = 0,5 mg/mk; — 0,2 mM manan-
BAM v PBS obsahujicim R848 (c = 0,5 mg/ml PBS)- PBS.

* P < 0,01 v porovnani s kontrolou (D)

** P <0,0005 v porovnani s kontrolou (D)

0 P< 0,005 v porovnani s mananem-BAM (A)

00 P< 0,0005 v porovnani s mananem-BAM (A)

Obrazek 11 znazduje dobu od peatku terapie, po kterou byly mysi v jednotlivych
skupinach zivy. Zatimco mysi kontrolni (skupina Bg dozily v piméru 43,6 dne od
zahajeni terapie, mySi déné mananem-BAM (skupina A) a R848 (skupina ByZiy
v praméru jeSt mére dni, konkréta 35,2, respektive 42,5. Z mysi, jimZ byl podavamara
BAM v PBS obsahujici R848, se jedna dozila 100 Brimérné geziti této skupiny je 51,5

dne, coz ale v porovnani s mysmi kontrolnimi neatisticky vyznamné.
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Obr. 11:Vliv mananu-BAM v kombinaci s R848 na dobu feziti my§.
A — 0,2 mM manan-BAM v PB® - R848 v PBS (c = 0,5 mg/mk; — 0,2 mM manan-
BAM v PBS obsahujicim R848 (c = 0,5 mg/ml PBS); PBS.

5.1.4 Pokus ¢. 4 — Studium moznosti pouziti kovalentd kotvenych bakterii
Listeria monocytogenes pro léébu melanomu B16-F10 a sledovani jejich

piipadné synergie s mananem-SMCC

Ucelemétvrtého pokusu bylo zjistit, jaky vliv bude mitigani kovalent kotvenych
bakteriiListeria monocytogenes k mananu kotvenému stejnymigobem.

Obrazek 12 znazouje vliv terapie zaloZzené na kombinaci baktekiisteria
monocytogenes kotvenych pomoci SMCC s mananem-SMCC (skupina B) velikost
nadofi. Samotné bakterikisteria monocytogenes (skupina A) redukovaly nadorovyist o
28,8%. Kotvenim bakterii pomoci SMCC (skupina B)obgosazeno @mmeérné redukce
nadorovehoirstu rovnajici se 41,5%. Spojenim kovalénkiotvenych bakterii s mananem-
SMCC (skupina D) bylo dosaZeno 76,7% a statisticksnamné redukce nadorovéhstu,

a to nejen v porovnani s mySmi kontrolnimi, ale sRupinami A a B.
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Obr. 12: Vliv kovalentné kotvenych bakterii Listeria monocytogenes a jejich
kombinace s mananem-SMCC na terapii melanomu B16-1
A —Listeria monocytogenes v PBS (c = 1 miliarda bakterii/mlI§ — Listeria monocytogenes-
SMCC v PBS (c = 1 miliarda bakterii/mg, — 0,2 mM manan-SMCC v PB®, — Listeria
monocytogenes-SMCC v 0,2 mM manan-SMCC v PBS (c = 1 miliardateak'ml siesi), E
- PBS.

* P < 0,05 v porovnani s kontrolou (E)

** P < 0,0005 v porovnani s kontrolou (E)

0 P< 0,05 v porovnani s bakteriermnisteria monocytogenes (A)

+ P< 0,05 v porovnani s bakterienisteria monocytogenes-SMCC (B)

++ P< 0,0005 v porovnani s bakteriefristeria monocytogenes-SMCC (B)

Obrazek 13 vypovida o delpreziti mysi v jednotlivych skupinach. Plyne &,rnze
volné ani kovalenth kotvené bakteri&isteria monocytogenes (skupiny A a B) neprodluzuji
vyznamrié délku zivota mySi v porovnani s PBS (skupina E)SiMjimz byl podavan
manan-SMCC (skupina C) Zily vipnéru o vice nez 10 dni déle neZz mysi kontrolni. Z imys
jimz byla podavana kombinace baktdrigteria monocytogenes s mananem-SMCC (skupina

45



D), jedna pekratila hranici 100 dni. Celkovy gmér pieZiti této skupiny je vSak 51,3 dne,
coz v porovnani s 30,6 dny mysSi kontrolnich neafisticky vyznamné.
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Obr. 13:Vliv kovalentné kotvenych bakterii Listeria monocytogenes s mananem-
SMCC na dobu preziti mysi.
A —Listeria monocytogenes v PBS (c = 1 miliarda bakterii/ml§ — Listeria monocytogenes-
SMCC v PBS (c = 1 miliarda bakterii/mg, — 0,2 mM manan-SMCC v PB®, — Listeria
monocytogenes-SMCC v 0,2 mM manan-SMCC v PBS (c = 1 miliardateakml| sntsi), E
- PBS.

5.1.5 Pokus ¢. 5 — Studium vlivu pFidani bakterii Listeria monocytogenes
ke smési mananu-SMCC a R848.HCl na dinnost terapie maligniho

melanomu

Paty experiment byl proveden #éwibdu odhaleni vlivu fdani bakteriiListeria
monocytogenes ke snisi latek mananu-SMCC s R848.HCI, jejichz protinadgrinek byl
jiz v této préci prokazan.
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Na Obrazku 14 je znazamm vliv terapie smisi bakterii Listeria monocytogenes
s mananem-SMCC a R848.HCI (skupina C) v porovnanissgési mananu-SMCC a
R848.HCI (skupina B) na pmérnou velikost naddr v prvnich 14 dnech experimentu.
Vyplyva z rgj, ze statisticky vyznamnou redukci nadorovéhistu vyvolavaji ob
kombinace l&iv. V ptipadt skupiny C je pimérné redukce nadorovéhbstu rovna 66,5% a
ve skupirg B odpovida 65,7%.
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Obr. 14:Vliv aplikace smési bakterii Listeria monocytogenes s mananem-SMCC
a R848.HCI v porovnani s mananem-SMCC a R848.HCI naterapii maligniho
melanomu.
A — Listeria monocytogenessSMCC v 0,2 mM manan-SMCC v PBS (c = 1 miliarda
bakterii/ml sngsi), B — 0,2 mM manan-SMCC v PBS + R848.HCI v PBS (c 5 ag/ml
PBS),C — Listeria monocytogenes-SMCC v 0,2 mM manan-SMCC v PBS (c = 1 miliarda
bakterii/ml smdsi) + R848.HCI v PBS (c = 0,5 mg/ml PB®)~ PBS.

* P < 0,005 v porovnani s kontrolou (D)

** P <0,0005 v porovnani s kontrolou (D)

0 P< 0,05 v porovnani s bakteriermnisteria monocytogenes-SMCC + manan-SMCC

(A)

Obrazek 15 znaznuje vysledek téhoz experimentu, jako je uveden heagku 14,

s tim rozdilem, Ze je postihnut celjicetidenni piibéh experimentu. Graf nartika, ze
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objemy nadar ve skupinach B a C klesaly neustale a byly i ewiez 99% menSi nez
nadory mysi kontrolnich, avSak avdu kontinualnich Uhyin zejména kontrolnich mysi
(skupina D) nemohla byt v tomtdipads zjiStovana statisticka vyznamnost. Dale z Obrazku
15 vyplyva, Ze sis mananu-SMCC s R848.HCI ma srovnatel@jnék s toutéz sisi
obohacenou o bakterlgasteria monocytogenes. Graf dale nazriaije, Ze dinek obou terapii

je postupny.
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Obr. 15: Dlouhodoby vliv aplikace snési bakterie Listeria monocytogenes
s mananem-SMCC a R848.HCI v porovnani s mananem-SMa R848.HCI na terapii
maligniho melanomu.
A — Listeria monocytogenessSMCC v 0,2 mM manan-SMCC v PBS (c = 1 miliarda
bakterii/ml sngsi), B — 0,2 mM manan-SMCC v PBS + R848.HCI v PBS (c 5 ihg/ml
PBS),C — Listeria monocytogenes-SMCC v 0,2 mM manan-SMCC v PBS (c = 1 miliarda
bakterii/ml sndsi) + R848.HCI v PBS (c = 0,5 mg/m|l PB®)—~ PBS.

Obrazek 16 je grafem zavislosti dobjepiti jednotlivych skupin na aplikovaném
terapeutiku. Zatimco mysi kontrolni (skupina D)y praméru jen 25,3 dne od zahajeni
terapie, z mysSi, jimz byla podavana &m bakterii Listeria monocytogenes-SMCC
s mananem-SMCC a R848 (skupina Cjezio 5 jedind (83,3%) hranici 100 dni.

V porovnani s mySmi kontrolnimi (skupina D) a mysrkierym byla aplikovana sfa
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mananu-SMCC s R848 (skupina B), kde hranici 100ptkkonaly 2 mysSi (33,3%), jereziti
ve skupig C vyznamg delSi. Ve statisticky vyznamném prodlouzeni dohigZii
v porovnani s kontrolami je spavan hlavni vyznam iani bakterii Listeria
monocytogenes ke snési mananu-SMCC s R848.
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Obr. 16: Vliv aplikace smgsi bakterii Listeria monocytogenes s mananem-SMCC
a R848.HCI v porovnani s mananem-SMCC a R848.HCI ndobu pirezivani.
A — Listeria monocytogenessSMCC v 0,2 mM manan-SMCC v PBS (c = 1 miliarda
bakterii/ml sngsi), B — 0,2 mM manan-SMCC v PBS + R848.HCI v PBS (c 5 ag/ml
PBS),C — Listeria monocytogenes-SMCC v 0,2 mM manan-SMCC v PBS (c = 1 miliarda
bakterii/ml smdsi) + R848.HCI v PBS (c = 0,5 mg/ml PB®)~ PBS.

* P <0,01 v porovnani s kontrolou (D)

Jelikoz 7 mysi z tohoto experimentu (2 ze skupina B ze skupiny C) ipzilo
hranici 100 dni, 120. den od zahajeni terapie hylavedena retransplantace Bkin
melanomu B16-F10. Nador vznikl u obou mysi ze shky® (100%) a u 1 ze skupiny C
(20%).
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5.1.6 Pokus ¢. 6 — Studium vlivu pFidani bakterii Listeria monocytogenes
ke smési latek manan-SMCC, R848.HCI a poly I:C na dinnost

imunoterapie maligniho melanomu

Sesty experiment byl proveden @vddu odhaleni vlivu fidani bakteriiListeria
monocytogenes ke snési latek mananu-SMCC, R848.HCI a poly I:C. V tonpmkusu byl
tedy na rozdil od minulého navic pouzit poly I:@orista TLR3. Cilem bylo sledovani
nejen vlivu terapeutika na samotny nadorougtr ale i na dobuipziti I&enych jeding
v porovnani s jedinci kontrolnimi.

Na Obrazku 17 je znazamma pameérnd velikost naddr v zavislosti na podavané
terapeutické latce. Ze srovnani é&snbakteriiListeria monocytogenes s mananem-SMCC,
R848.HCI a poly I:.C (skupina C) se & mananu-SMCC, R848.HCI a poly I.C (skupina B)
vyplyva, Ze vice nez osmdesatiprocentni akimkotoznou statisticky vyznamnou redukci
nadorového wrstu vyvolavaji ob kombinace |&v. V piipac skupiny B je redukce
nadorovéhotrstu rovna 82,3%, u skupiny C odpovidége 81,1%.
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Obr. 17:Vliv aplikace smési bakterii Listeria monocytogenes s mananem-SMCC,
R848.HCI a poly I:C v porovnani s mananem-SMCC, R&LHCI a poly I:C na terapii

maligniho melanomu.

50



A — Listeria monocytogenessSMCC v 0,2 mM manan-SMCC v PBS (c = 1 miliarda
bakterii/ml sngsi), B — 0,2 mM manan-SMCC v PBS + R848.HCI v PBS (c 5 iag/ml
PBS)+ poly I:C v PBS (c = 0,5 mg/ml PBS}, — Listeria monocytogenes-SMCC v 0,2 mM
manan-SMCC v PBS (c = 1 miliarda bakterii/mlésin + R848.HCI v PBS (c = 0,5 mg/ml
PBS) + poly I:C v PBS (c = 0,5 mg/ml PB®) - PBS.

* P < 0,005 v porovnani s kontrolou (D)

** < 10,0005 v porovnani s kontrolou (D)

0 P< 0,05 v porovnani s bakteriernisteria monocytogenes-SMCC + manan-SMCC

(A)

oo P < 0,01 v porovnani s bakterienhisteria monocytogenessSMCC + manan-

SMCC (A)

Obrazek 18 znaztuje vysledek téhoz experimentu, jako je uveden heagku 17,
s tim rozdilem, Ze je postihnut celficetidenni pibéh experimentu. Graf nanika, ze
objemy nadal ve skupinach B a C klesaly neustale a byly i ewiez 99% mensSi nez
nadory mysi kontrolnich, avSak #vbdu kontinualnich Uhyin zejména kontrolnich mysi
(skupina D) nemohla byt v tomtdipact zjistovana statisticka vyznamnost. Dale z Obrazku
18 vyplyva, Ze si¥s mananu-SMCC s R848 a poly I:C ma srovnatetiyak s toutéZ sisi
obohacenou o bakterlasteria monocytogenes. Graf dale nazriaije, Ze dinek obou terapii

je postupny.
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Obr. 18: Dlouhodoby vliv aplikace snési bakterie Listeria monocytogenes
s mananem-SMCC, R848.HCI a poly I:.C v porovnani s ananem-SMCC, R848.HCI a
poly I:C na terapii maligniho melanomu.
A — Listeria monocytogenessSMCC v 0,2 mM manan-SMCC v PBS (c = 1 miliarda
bakterii/ml sngsi), B — 0,2 mM manan-SMCC v PBS + R848.HCI v PBS (c 5 iag/ml
PBS)+ poly I:.C v PBS (¢ = 0,5 mg/ml PBSJ, — Listeria monocytogenes-SMCC v 0,2 mM
manan-SMCC v PBS (c = 1 miliarda bakterii/mlésin + R848.HCI v PBS (c = 0,5 mg/ml
PBS), + poly I:C v PBS (c = 0,5 mg/ml PB®)- PBS.

Obrazek 19 je grafem zavislosti dobjepiti jednotlivych skupin na aplikovaném
terapeutiku. Zatimco mysi kontrolni (skupina D)y praiméru jen 25,3 dne od zahajeni
terapie, z mysi, jimz byla podavana &mbakterii Listeria monocytogenes s mananem-
SMCC, R848 a poly I:C (skupina Ckgzilo 5 jediné (83,3%) hranici 100 dni. V porovnani
s kontrolami, ale i mySmi, kterym byla aplikovarmaés mananu-SMCC s R848 a poly I:C
(skupina B), kde hranici 100 dnfgkonala 1 mys (16,7%), jgeZiti ve skupitt C o mnoho
delSi. Ve statisticky vyznamném prodlouzeni dol¥gzfti v porovnani s kontrolami je

spatovan hlavni vyznamijani bakteriiListeria monocytogenes ke sngsi mananu-SMCC
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s R848 a poly I:C. Ze srovnani gedchozim experimentem vyplyva, Ze poly I:.C jiz
parametry terapie, jimiz jsou redukce nadorovélistur a doba i@Zziti, vyznamagji

neovliviiuje.
100% ;
|
|
90% } !
L *
80% | :
|
|
70% | |
bmmm e
|
60% | !
N — l
= |
D 50% | o
> |
o I
40% | :
|
)
30% !
|
|
20% } |
® - —
10%
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 c
Den terapie — D

Obr. 19: Vliv aplikace smgsi bakterii Listeria monocytogenes-SMCC s mananem-

SMCC, R848.HCI a poly I:C v porovnani s mananem-SMC s R848.HCI a poly I:C na
dobu prezivani.
A — Listeria monocytogenessSMCC v 0,2 mM manan-SMCC v PBS (c = 1 miliarda
bakterii/ml sngsi), B — 0,2 mM manan-SMCC v PBS + R848.HCI v PBS (c 5 iag/ml
PBS)+ poly I:.C v PBS (c = 0,5 mg/ml PBS, — Listeria monocytogenes-SMCC v 0,2 mM
manan-SMCC v PBS (c = 1 miliarda bakterii/mlésij + R848.HCI v PBS (c = 0,5 mg/ml
PBS), + R848.HCI v PBS (c = 0,5 mg/ml PBS) + poly V PBS (c = 0,5 mg/ml PBSp —
PBS.

* P < 0,005 v porovnani s kontrolou (D)
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Jelikoz 6 mysi z tohoto experimentu (1 ze skupina B ze skupiny C) ipZilo
hranici 100 dni, 120. den od zahajeni terapie hylavedena retransplantace Bkin
melanomu B16-F10. Nador nevznikl u Zzadné z retidabtspanych mysi.

5.1.7 Pokus €. 7 - Ovlivnéni protinadorového inku smési mananu-BAM
s R848.HCI zablokovanim oxidativniho vzplanuti neubfild pomoci

epicatechinu

Ucelem sedmého experimentu bylo prokéazat, zda mesmmassi jimz neutrofily
zabijeji nadorové hiky, je oxidativni vzplanuti. K tomuto ¢élu byl pouzit inhibitor
oxidativniho vzplanuti epicatechin.

Obrazek 20 znazouoje vliv piidani epicatechinu ke s mananu-BAM
v kombinaci s R848.HCI na jmmérnou velikost naddr. Vyplyva z r§j, Zze kombinaci
mananu-BAM s R848 (skupina C) bylo dosazenéngrné redukce nadorovéhaistu
rovnajici se 69,6%.ilanim epicatechinu ke %1 mananu-BAM s R848 (skupina D) vSak
bylo dosazeno velmi podobnych vyslédkPrimérna redukce nadorovéhdistu v tomto

piipadt odpovidala 77,7%. Epicatechin tedyninost terapie nesnizoval.
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Obr. 20: Vliv pridani epicatechinu ke snisi mananu-BAM s R848.HCI| na

pramérnou velikost nadori.
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A — R848.HCIl vPBS (c = 0,5 mg/mlB — 0,2 mM manan-BAM v PBSC — 0,2 mM
manan-BAM v PBS obsahujicim R848.HCI (¢ = 0,5 my/l — 0,2 mM manan-BAM
v PBS obsahujicim R848.HCI (c = 0,5 mg/ml) + 4 mpicatechin v PBSE — PBS.

* P < 0,001 v porovnani s kontrolou (E)

** P < 0,0005 v porovnani s kontrolou (E)

o P< 0,05 v porovnani s mananem-BAM v PBS (B)

00 P< 0,005 v porovnani s mananem-BAM v PBS (B)

000 P< 0,0005 v porovnani s mananem-BAM v PBS (B)

Obrazek 21 vyjaflije intenzitu metastazovani vyj@étou pémérnym patem
metastaz na mys v jednotlivych skupinach. Vyplyuw&jz Ze nejvice metastaz, konkrétn
pramérnych 6,25, bylo objeveno u skupiny B, jiz byl pedla samotny manan-BAM.
V porovnani s mySmi kontrolnimi (skupina E) doSlovetkému naistu intenzity
metastazovani. Mysi ¢éné samotnym R848 (skupina AElv priméru 1,2 metastazy na
myS. U skupiny C k&ené kombinaci mananu-BAM s R848 bylo objevenownrgru 0,6
metastazy na mys.ii@anim epicatechinu ke s$i mananu-BAM s R848 (skupina D) vSak

bylo dosaZzeno kompletni absence vyskytu metastaz.
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Obr. 21:Vliv Ié¢by pomoci snési mananu-BAM s R848.HCI a epicatechinem na

intenzitu metastazovani v jednotlivych skupinach.
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A — R848.HCIl vPBS (c = 0,5 mg/mlB — 0,2 mM manan-BAM v PBSC — 0,2 mM
manan-BAM v PBS obsahujicim R848.HCI (¢ = 0,5 my/l — 0,2 mM manan-BAM
v PBS obsahujicim R848.HCI (c = 0,5 mg/ml) + 4 mpicatechin v PBSE — PBS.

Obrazek 22 znaztuje prevalenci metastaz u mysi v jednotlivych sképh. Plyne
z reho, Ze metastazy se vyskytovaly s ®&jV c¢etnosti rovnajici se polownpripadi ve
skupinach B a E. MysSi, jimZz byl podavan samotny &84kupina A) a mysSi l&ené
kombinaci mananu-BAM s R848 (skupina Clynmetastazy ve 20%ffpadi. Pridanim

epicatechinu ke s#ési mananu-BAM s R848 (skupina D) bylo dosazeno Ketpabsence
vyskytu metastaz.
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Obr. 22:Prevalence metastaz u mysi v jednotlivych skupinach
A — R848.HCIl vPBS (c = 0,5 mg/mlB — 0,2 mM manan-BAM v PBSC — 0,2 mM
manan-BAM v PBS obsahujicim R848.HCI (c = 0,5 mg/dl — 0,2 mM manan-BAM
v PBS obsahujicim R848.HCI (c = 0,5 mg/ml) + 4 mpicatechin v PBSE — PBS.
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5.2Experimenty in vitro

5.2.1 Pokus ¢. 1 — Vliv epicatechinu, inhibitoru oxidativniho vzlanuti, na
cytotoxicky G¢inek primovanych neutrofila na buiky B16-F10

s ukotvenym mananem

Cilem tohoto experimentu bylo zjistit, jakymigombem bude ovliwn cytotoxicky
acinek primovanych neutrofil na nadorové hiky s mananem kotvenym pomoci BAM
piidanim epicatechinu, inhibitoru oxidativniho vzpléin Déale bylo dlezité zjistit, zda
samotny epicatechin népobi na nddorové kikky cytotoxicky.

Obrazek 23 je grafem zavislosti cytotoxickéhinku podavané terapeutické &sn
na buiky melanomu B16-F10. &ihky vSech terapeutik jsou porovnavany se samotnymi
nadorovymi biikami (skupina A). Z grafu vyplyva, Ze samotny maiisikM (skupina B)
nema na melanomové iky Zadny cytotoxicky &inek. Samotné primované neutrofily
(skupina C) zpsobily destrukci 19% nadorovych bikn a smés volného mananu
s primovanymi neutrofily (skupina E) zila ¢tvrtinu nadorovych butk. Padesatiprocentni,
a tudiz nej¥tSi cytotoxicky @dinek na nadorové liky byl zaznamenan u skupiny D, tedy
tam, kde primované neutrofilyipobily na nadorové hiky s kotvenym mananem. Samotny
epicatechin (skupina F) négobi na biikky B16-F10 cytotoxicky. Rdanim epicatechinu ke
smesi  odpovidajici skupth D, tedy nadorovym hikdm svazanym mananem a
primovanymi neutrofily, dojde k tomu, Ze se cytatiy U¢inek neutrofiti snizi na polovinu
(skupina G). Ztohoto experimentu lze usuzovat ¢aaténou spoludast oxidativniho

vzplanuti @i neutrofilnim ataku na nadorovéitky s vazanym mananem.
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Obr. 23: Cytotoxicky u¢inek primovanych neutrofili na nadorové buiky
S mananem vazanym pomoci BAM a ovlivéni této cytotoxicity pouZzitim epicatechinu.
A - B16-F10B - B16-F10 + manan-BAMC — B16-F10 + primované neutrofilld — B16-
F10 + manan-BAM + primované neutrofilff — B16-F10 + volny manan + primované
neutrofily, F — B16-F10 + 0,1 mM epicatechin v PBS, - B16-F10 + manan-BAM +
primované neutrofily + 0,1 mM epicatechin v PBS.

* P <0,01 v porovnani s B16-F10 (A)

0 P<0,01 v porovnani s B16-F10 + manan-BAM (B)

+ P< 0,005 v porovnani s B16-F10 + 0,1mM epicatechjn (F

5.2.2 Pokus ¢. 2 — Vliv epicatechinu na cytotoxické fisobeni primovanych
neutrofiila  na nadorové buiky s ukotvenym mananem Bi pouZziti

dvojnasobného mnozstvi neutrofik a nadorovych burgk

Jelikoz je peitani v Burkerog komarce nepesné, byl proveden tentyZz experiment,
tentokrat vSak byly pouzity suspenze nadorovychébun primovanych neutrofii o
dvojnasobné koncentraci. ¢elem bylo potvrzeni ¢ vyvraceni vysledik prvniho

cytotoxického testu.
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Obrazek 24 je grafem zavislosti cytotoxickéhnkiu podavané terapeutické &sn
na pa@&tu burtk melanomu B16-F10. &hky v3ech terapeutik jsou porovnavany se
samotnymi nadorovymi litkami (skupina A). Z grafu vyplyva, ze samotny maiisikiv
(skupina B) zniil 10% nadorovych bufk. Samotné primované neutrofily (skupina C)
zpasobily destrukci 29% nédorovych hika Osmapadesatiprocentni, a tudiz d&v
cytotoxicky &inek byl zaznamenan u skupiny D, kde primované roélyt pusobily na
nadorové biiky s kotvenym mananem. $m volného mananu s primovanymi neutrofily
(skupina E) zniila ¢tvrtinu nadorovych bufk. Samotny epicatechin (skupina F) v tomto
piipact pasobil na nadorové liky cytotoxicky — znéil jich témét 50%. Ridanim
epicatechinu ke s#si ze skupiny D (skupina G) dosdhneme sniZeni @yicty na necelych
28%, tedy 52,2% inhibice cytotoxicity. Vysledky simejsou v rozporu ggdchozim
pokusem, ale vysokyifmy cytotoxicky @&inek epicatechinu na nadorovénky (skupina F)
znemoiuje dalSi interpretaci. Z tohotaidbdu bylo v dalSim experimentu pouzitévedni

uspdéadani.
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Obr. 24:Cytotoxicky ué¢inek dvojnasobného mnozstvi primovanych neutrofii na
dvojndsobek nadorovych burk svazanym mananem a ovlivéni této cytotoxicity
pouzitim epicatechinu.

A — B16-F10B - B16-F10 + manan-BAMC — B16-F10 + primované neutrofild — B16-
F10 + manan-BAM + primované neutrofil — B16-F10 + volny manan + primované
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neutrofily, F — B16-F10 + 0,1 mM epicatechin v PBG, - B16-F10 + manan-BAM +
primované neutrofily + 0,1 mM epicatechin v PBS.

* P < 0,005 v porovnani s B16-F10 (A)

** P < 0,001 v porovnani s B16-F10 (A)

o P< 0,05 v porovnéani s B16-F10 + manan-BAM (B)

0o P< 0,005 v porovnani s B16-F10 + manan-BAM (B)

5.2.3 Pokus ¢ 3 - Studium vlivu riznych koncentraci epicatechinu na
cytotoxické pasobeni primovanych neutrofii na nadorové buiky

s ukotvenym mananem.

Treti cytotoxicky test byl proveden z&ealem optimalizace davky epicatechinu pro
acinnou inhibici oxidativniho vzplanuti neutrafila ukgeni miry inhibice cytotoxicity
pouzitim polovéni a dvojnasobné koncentrace epicatechinu v poravsipokusem 5.2.1.

Obrazek 25 je grafem zavislosti cytotoxickéhiniiu podavané terapeutické &sn
na patu burtk melanomu B16-F10. &inky vSech terapeutik jsou porovnavany se
samotnymi nadorovymi kilkami (skupina A). Z grafu plyne, Ze manan-BAM (skwzpB)
redukoval poet nadorovych bufk o vice nez 23% a samotné primované neutrofilygsia
C) znkily necelych 13% melanomovych bikn Primované neutrofily, kteréapobily na
nadoroveé bikky s mananem ukotvenym pomoci BAM (skupina D) ljdsazeno nefiiSiho
cytotoxického efektu, ktery byl roven 53,2%. Poumiit0,05 mM epicatechinu v PBS
(skupina E) nebylo dosazeno zadného cytotoxickdbktie Totéz plati i pro skupinu F,
vniz na nadorové kiky s ukotvenym mananem ugobily primované neutrofily
zkombinované s 0,05 mM epicatechinem v PBS. 0,2 egi¢atechin v PBS (skupina G)
znicil 4,3% nédorovych buik. Kombinaci epicatechinu o téZe koncentraci s pviamymi
neutrofily pisobicimi na nadorové bky snavazanym mananem doSlo kinhibici

cytotoxicity odpovidajici 56%.
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Obr. 25: Cytotoxicky G¢inek primovanych neutrofili na nadorové buiky
S navazanym mananem a jeho ovliwmi epicatechinem o polowini a dvojnasobné
koncentraci.
A - B16-F10B - B16-F10 + manan-BAMC — B16-F10 + primované neutrofilld — B16-
F10 + manan-BAM + primované neutrofilg, — B16-F10 + 0,05 mM epicatechin v PBS,
— B16-F10 + manan-BAM + primované neutrofily + 0)@5/1 epicatechin v PBS; — B16-
F10 + 0,2 mM epicatechin v PBH,- B16-F10 + manan-BAM + primované neutrofily + 0,2
mM epicatechin v PBS.

* P < 0,01 v porovnani s B16-F10 (A)

0 P< 0,005 v porovnani s B16-F10 + 0,05 mM epicateetiBS (E)

+ P<0,01 v porovnani s B16-F10 + manan-BAM + primovaaatrofily + 0,05 mM

epicatechin v PBS (F)

x P<0,05 v porovnani s B16-F10 + 0,2 mM epicatechRBS (G)

Obrazek 26 je souhrnnym grafem experimerf.2.1 a 5.2.3.Rikd nam,
kolikaprocentni inhibice cytotoxicity primovanych eutrofii na nadorové hiky
s navazanym mananem bylo dosazettimgmim epicatechinu otznych koncentracich.
Vyplyva z rgj, ze 0,05 mM epicatechin v PBS néspbil Zadnou inhibici cytotoxického
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acinku primovanych neutrofil na nadorové hiky svazanym mananem. U 0,1 mM
epicatechinu v PBS byla inhibice cytotoxicity rov6@% a 0,2 mM epicatechin v PBS
inhiboval cytotoxicitu primovanych neutrafilna nadorové hiky s vazanym mananem o
56%.

60

vl
o

iy
o

w
o

N
o

[
o

Inhibice cytotoxicity (%)

o

A B C
Skupina

Obr. 26: Inhibice cytotoxicity primovanych neutrofili na nadorové buiky
S vdzanym mananem v zavislosti na koncentraci epiegchinu.
A - B16-F10 + manan-BAM + primované neutrofily + 0,03nepicatechinv PBS,B —
B16-F10 + manan-BAM + primované neutrofily + 0,1 nadicatechirv PBS,C - B16-F10
+ manan-BAM + primované neutrofily + 0,2 mM epiaian v PBS.
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6. Diskuse

Tato prace navazuje ni@adu jinych diplomovych praci provedenych na K#ted
medicinské biologie a zaffenych na nadorovou imunoterapii s vyuZitim vrozeneénity.
Klade si za cil pspét k feSeni otazek souvisejicich s navrhefimi@é nadorové imunoterapie

pouzitelné v humanni medi&a k objasini probihajicich mechanism

Prvni pokus byl proveden v navaznosti na experimenty kotegyunatové
(Cunéatova 2012) Vacové (Vacova 2013) a Caisové (Q4aig614). Pedmitem jejich studia
byl vliv pouziti agonisi formylpeptidovych receptérna pfibéh imunoterapie maligniho
melanomu. Ze vSech ztidvanych praci Ize vyvodit zéry, které byly shrnuty v publikaci
Janotové a kolektivu (Janotova a kol. 2014). Prvrimmich je fakt, Ze k vyvolani
protinadorové imunitni odp@di pouzitim f-MLF motivi je nutné tyto sloteniny bul’ na
nadorové bikky navazat, nebo ukotvit do jejich membrany. Tgtsténi odpovida tivejSim
poznatkim Underhilla a Gantnera (Underhill a Gantner 20@Hdle nichz je k aktivaci
vSech fagocytarnich recepliprmezi itz jsou FPRiazeny, vyZzadovanaiipomnost jejich
agonist ve vazané forg a pro silnou imunitni odp@d’ je vhodna satasna pitomnost
agonist signalnich receptér Za druhé se prace shoduji vtom, Ze mohutnélitenés
imunitni odpo¥di vyvolané agonisty FPR bylo dosazeno kombin&chtb ligand: s LPS.
Jednim z dvoda synergického fisobeni obou latek wie byt i fakt, Ze aplikaci LPS dochazi
ke stimulaci exprese makrofagovych a neutrofillt€&fR1 (Mandal a kol. 2005).

Pro (tely tohoto experimentu byl syntetizovan peptid f-
MLFGsKg(K(STE))(K(STE))-NH. Tento pokus probihal so&ibneé s experimentem
Husnikové (Husnikova 2014) a jeho cilem bylo ziské&powdi na ti otazky.

Prvnim gednetem zamu byl novy zjsob kotveni f-MLF motivu do membrany
dioleylfosfatidylethanolamin (dale DOPE) nebo BANpol&nym znakem obouéthto
slowenin jsou hydrofobni olejové skupiny, jednafippd BAM a dw v piipact DOPE,
vyzn&ujici se schopnosti ukotvit se do cytoplasmatick&miorany. Z dvodu chemické
podobnosti kyseliny olejové s kyselinou stearovdaldu, Ze obechjsou pro kotveni lepsi
dva hydrofobnifetzce nez jeden, se vhodnymuspbem kotveni f-MLF motivu do
membrany nadorovych bek zdaly byt alifatickéretézce kyseliny stearové, dva vipacd
peptidu -MLFGKg(K(STE))(K(STE))-NH. Tento zfisob kotveni terapeutik vSak selhal.

Pravd&podobnym vysetlenim se zda byt moznost dimerizace molekul f-

63



MLFGsKg(K(STE))(K(STE))-NH:, konkrét jejich alifatickych rettzci, znemokujici
ukotveni terapeutické latky do membrany nadorovyblintk. DalSim nemén
pravdépodobnym dvodem neudsgchu by mohla byt mozZnost, Ze molekuly zaujaly
v prostoru nevhodnou konformac¢imz jim byl bul’ znemozgn pristup k FPREI mozZnost
ukotveni se do membrany nadorovych &un

Druhym pgedmétem studia v tomto pokusu bylo srovnani vlivu LPgigem LTA
(TLR2 agonista) na fibéh terapie maligniho melanomu, tedy zjisit do jaké miry je LTA
vhodna jako nahrada LPS. Bylo prokazano, Zze LTA destaténou nahradou LPS, a tudiz
bylo od jejiho dalSiho testovani v nasledujicichesimentech opu&ho.

Treti otazkou bylo sledovéni fipadného synergického ugobeni peptidu f-
MLFGsKg(K(STE))(K(STE))-NH: s LPS, ktery byl row¥ nahrazen LTA. Synergické
pusobeni nebylo pozorovano nejen wsinf-MLF peptidu s LTA, ale ani u jeho kombinace
s LPS. Tato kombinace dokoncé&inek LPS zeslabovala.iodem by mohla bytifpadna
interakce alifatickychrettzci kyseliny stearové v peptidu f-MLRE&Gg(K(STE))(K(STE))-
NH; se Sesti aminokyselinovyrietzci LPS, majici za nasledek zablokovani prédéseho
pusobeni LPS. Celkavse tedy ukazuje, Ze pouziti kotvenych ligangZzaduje nejedieSeni
otazek jejich interakce s bkiami, ale i jejich vzajemné interakce.

Co se tye vyskytu metastaz, jejich eliminace s r&jv pravépodobnosti souvisi
s podanim LPSc¢i LTA. Peptid f-MLFGKg(K(STE))(K(STE))-NH nem& na jejich

prevalenci zadny vliv.

Druhy pokus, majici charakter fiedbézného screeningu, vychazi z pokuslegyin
Bruzlové (Bruzlova 2012), Maierové (Maierova 2018)Waldmannove (Waldmannova
2014) a byl proveden zacélem poskytnuti odp@di na otazku, zda by LPS ve &sn
s mananem-BAM mohl byt nahrazen R848, agonistaskédlo TLR7 a 8. Experiment jde
ruku v ruce se snahou celého naSeho tymu, jeheingé najit vhodné nahrady LPS, jez by
byly na rozdil od & pouzitelné v humanni medi&in

Kolegyre dosgly k zawru, Ze i manan, jenZ je agonistou MBL ifieiho do skupiny
sekretovanych PRRs, musi byt do membrany nadorouyaftk ukotven, aby doslo
k aktivaci komplementu vedouci k degradaci jim dem& buky. Toto zjiSeni je ot
v souladu s poznatky o vhodnosti kotveni ligaral jejich synergii (Underhill a Gantner
2004). Dale zjejich praci plyne, Ze mohutného syickeho misobeni bylo dosazeno

kombinaci mananu-BAM s LPS. Oba tyto &dvbyly shrnuty v praci Janotové a kolektivu
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(Janotova a kol. 2014). Prameni z nich i ma snapauziti R848 misto LPS v kombinaci
s mananem-BAM a deni miry vhodnosti tohoto pouZiti.

Z vysledku jasa plyne, Ze nejtSi pimérné redukce nadoroveh@stu rovnajici se
88% bylo dosazeno kombinaci mananu-BAM s LPS. Dywini s pimérnou redukci
nadorovéhotrstu zgisobenou sisi mananu-BAM s R848 a rovnajici se 69,5% se R&I8 |
jako &tinna a dale pouzitelna nahrada LPS v tétéssnZ divodu, Ze se jednalo daedlEzny
pokus, |€éené skupiny neobsahovaly dostai& mnozstvi experimentalnich gafti, aby bylo
dosazeno statistické vyznamnosti. Pozitivni vydted8ak byl motivaci pro provedeni

podobného experimentu n&t%im souboru experimentalnich iati

Tieti experimentplynule navazuje na druhy.&i8i mnozstvi experimentalnich zaf
ve skupinach rni jeho charakter zipdkEZzného na plnohodnotny.t®odem jeho provedeni
je potvrzenic¢i vyvraceni vysledku ffgdchoziho screeningu, jimZ je vhodnost pouziti R848
jako nahrady LPS ve sfsi s mananem-BAM.

Z grafu s pimérnymi objemy nadar je patrné, Ze nef{¥Si a statisticky vyznamna
redukce nadorovéhoustu byla v souladu sedpoklady pozorovana u skupinycéde
kombinaci mananu-BAM s R848Cinila 62,7%, coZ je mén v porovnani s redukci
nadorového tstu vyvolanou kombinaci mananu-BAM s LPS, které swgch pokusech
dosahla Maierova (Maierova 2013) a Janotova a kwléBanotova a kol. 2014). Ani vliv
R848 v kombinaci s mananem-BAM na prodlouzeni dpt®ziti experimentalnich ztdt
nebyl statisticky vyznamny, coZ se ani z dalekaynexnd vysledikm Maierové (Maierova
2013) dosahnuvsi uzdraveni 80% mygetéch kombinaci mananu-BAM s LPS. Ze vSech
doposud testovanych nahrad LPS vSak 848 vykazoval nejlepsi vysledky, a proto byl

pouzivan i v dalSich experimentech.

Ucelem &vrtého pokusu bylo otestovat vhodnost pouziti kovalentkotvenych
bakterii Listeria monocytogenes pro lI&bu melanomu B16-F10. Bakterie¢iy nahrazovat
LPS vjeho kombinaci s kovalergtnkotvenym mananem. i€dmétem zajmu byla téz
piipadna synergie obou terapeutickych latek.

Experiment vychazi zdavné snahy o pouziti bakteriierapii nadorovych
onemocgni pramenici jiz v 19. stoleti (Coley 1891). Pouifproslulého Coleyho toxinu
obsahujiciho sis kultur bakterii Streptococcus pyogenes a Serratia marcescens bylo
dosazeno skiych vysledki v imunoterapii inoperabilnich typ sarkomu (Coley 1891,

McCarthy 2006). &koliv vhodnost a &innost pouziti Coleyho toxinu bylaigdnétem
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mnoha spar vedoucich k zadkazu jeho dalSiho pouzivani, zddesbakterie jsou vSeobecn
vhodnymi komplexnimi soubory ligafdsignalnich i fagocytarnich recepior antiger,
takZze by se dalotfpdpokladat, Ze jejich pouzitim dojde k mohutné\aldi mechanistin
imunitnihno systému.Listeria monocytogenes byla vybrana, protoZe jgazena mezi
grampozitivni bakterie, a tudiZ jejiéaa neobsahuje LPS (Farber a Peterkin 1991). Interak
bakterialnich ligandl s TLR2 vede k sekreci proz#livych cytokini, jako napiklad TNF a
IL-12, a chemokii, coZ vyusti v aktivaci butk imunitniho systému (Torres a kol. 2004).
Bakterie v Coleyho toxinu byly pouzity ve volné riaf, otazka je vSak nasnéad nebylo by
vhodnost ukotveni nejen ligaindagocytarnich, ale i signalnich recepton proto byly
baterieListeria monocytogenes testovany ve volné i vazané fafnbalSim pedmétem zajmu
byla moznost synergickeéhaigobeni bakterilisteria monocytogenes s mananem-SMCC,
jehoz vyrazny a vyznamny protinadorovyinek v kombinaci s LPS ve své praci popsala
Maierova (Maierova 2013).

Z vysledki jasre plyne, Ze volndlisteria monocytogenes nepisobi vyznamnou
redukci nadorovéhoustu. TotéZz bylo fekvapiw pozorovano i u kovalentnkotvenych
bakterii. NejpravépodobrjSim vyswtlenim pozorovaného jevu se zda moznost, Ze samotné
bakterie nejsou dostatgym stimulem pro imunitni systém, jenz tak rige nadorové hiky
destruovat. Zde se nabizi porovnani s bakteriglygobacterium tubeculosis, které byly
rovnéz testovany jako nahrada LPS v jeho kombinaci samam-SMCC. Z tohoto srovnani
vyplyva, Ze ukotvi-li se tyto bakterie do membrargdorovych bugk, dojde na rozdil od
kovalent kotvenych bakterii Listeria monocytogenes ke stigky vyznamné redukci
nadorového trstu (Zenka, Ustni steni, J&kova, in prep.). K tomu dochazi asi proto, ze
Mycobacterium tubeculosis je samo o sabnejen signalnim, ale i fagocytarnim ligandem
(agonista komplementového receptoru 3), a talsapuje dostat@ou stimulaci imunitniho
systému.

Zkombinovanim kovalentn kotvenych bakterii s mananem ukotvenym stejnym
zpisobem bylo dosazeno vyrazné a statisticky vyznapragérné redukce nadoroveho
rastu odpovidajici 76,7%. Tento vysledek jdestapku v ruce s poznatky o vhodnosti
kotveni ligand a jejich synergii (Underhill a Gantner 2004). Aglce tohoto terapeutika
vyustila ve vyl€éeni jednoho experimentalniho mte (16,7%), ale neapobovala

statisticky vyznamné prodlouzeni dobgpiti.
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Paty experiment vychazi z vysledk predchazejicich dvou pokiusJak jiz bylo
fe¢eno, smis vazaného mananu s R848 statisticky vyzriaradukuje nadorovyist a totéz
bylo prokdzano i o kombinaci kovalestrkotveného mananu s bakterierhisteria
monocytogenes kotvenymi timtéZ zfsobem. Welem tohoto experimentu bylo prokéazat,
jaky vliv na imunoterapii melanomu B16-F10 bude miidani kovalentd kotvenych
bakterii Listeria monocytogenes ke sngsi mananu-SMCC s R848.HCIl. K pouziti
hydrochloridu namisto bazického R848 bylisfpupeno z @ivodu jeho snazsSi rozpustnosti
v PBS a lepSidinnosti, kterou ve své praci popisuje Glaserovagétova, in prep.).

Vysledny graf pimérnych objeni nadofi ukazuje na srovnatelnécigky obou
zpisohi terapie, tedy prvnim zaloZzeném na kombinaci ma@MCC s R848.HCI a
druhém, v Bmz jsou ke sisi navic pidany bakterieListeria monocytogenes. Lze tedyxici,

Ze samotny R848 je dostateym impulzem pro vyvolani zétlivé reakce. Rdanim dalSiho
signalu, bakteriListeria monocytogenes, nebylo uz dosazeno lepSihéinku nez v pipad
samotného R848. Z toho plyne, Ze co setgtimérné redukce nadorovéhdstu, nema
piidani kovalents kotvenych bakteriiListeria monocytogenes ke snési mananu-SMCC
s R848.HCI uz smysil.

Srovnatelny efekt obou Apohi terapie byl pozorovan i ¥itetidennim rezimu
sledovani. Byl vS8ak zaznamenan zajimavy jev, ktetjsuje vliv pouziti R848 od LPS na
pribéh terapie. V tomto experimentu bylinek terapie obma studovanymi Zjsoby
postupny, nadory se kontinudlamensovaly. K uzdraveni experimentalnichkaivdoslo az
po ukorteni terapie, kdezto pokud byl pro imunoterapii peaa LPS v kombinaci
s jakymikoli jinymi ligandy a doSlo k uzdraveni etie, muselo se tak stat \ipéhu
prvniho pulzu terapie, tedy v rozmezi od zahajepeamentu do jeho druhého arteho
dne, pozdji uz nikdy k uzdraveni z¥éte nedoSlo (Janotova a kol. 2014, Maierova 2013
atd.). Tento jev rize byt spojovan s jiz popsanou toleranci LPS, ja bavozena jeho
opakovanou aplikaci (Lehner a kol. 2001, Biswa®pdz-Collazo 2009). Faktem vsak je, Zze
zminovana tolerance byla popsanaiukivR848 (Poovassery a kol. 2009). Experimeritaln
vSak bylo v naSem tymu zji&to, Ze aplikaci R848 v pulznim rezimud&igennimi pauzami
v podavani l&v dojde ke zruSeni tolerance, coz odpovida idileim udajm (Bourquin a
kol. 2011). U terapeutik zaloZzenych na pouziti LB\8a jejich pulzni aplikace row
winngjsi nez pravidelnd, avSak nevedla kuplnému deié WwtSiho mnozstvi
experimentalnich zvat. Z tohoto dvodu se ptidenni festavka zda byt nedostét@ pro

zruSeni tolerance LPS.
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Vyznam gfidani bakteriiListeria monocytogenes k terapeutické sisi sestavajici
z mananu-SMCC a R848.HCI byl syt aZz v ovliviéni doby geZiti I&enych jeding. Ve
skupirg, jiz bylo podavano terapeutikum s bakteriemi, dd& statisticky vyznamnému
prodlouZeni doby ieZziti a uzdravenign ze Sesti mysi, cogini 83,3%. V gipad skupiny
lécené touze kombinaci terapeutickych latek vyjma dxéikpreZily hranici sta dni jen dv
experimentalni zvata, coZz nebylo v porovnéni s kontrolnimi jedinitisticky vyznamné.
S nej\tSi prav@podobnosti tomu tak bylo z tohdwbdu, Ze R848 je agonistou TLR 7a 8 u
¢lovéka a TLR 7 u mysSi (Miller a kol. 2008), kdeZto bexkd Listeria monocytogenes
nabidly imunitnimu systému komplesjgi a SirSi Skalu ligand Dusledkem bylo dosazeni
lepSi signalizace imunitnimu systému. DalSim péaedobnym pedpokladem je moZnost
zapojeni ziskané imunity tvorbou protilatek. Balddotiz vyvolavaji silné zatty, dochazi
k prezentaci jejich antiggnmakrofagim, dendritickym biikdm a neutrofiim. Nasledg
vznikaji protilatky a dochazi k imunizaci hostitele

Retransplantace nadorovych Blkrprobchnuvsi sty dvacaty den experimentu bude
z divodu Uzké souvislosti a propojenosti vyslédkliskutovana spote¢ s vysledky

nasledujiciho experimentu.

Sesty experiment byl proveden v ndvaznosti na péaty. Zkouma vlisidgni
kovalentg kotvenych bakteriListeria monocytogenes ke sngési mananu kotveného timtéz
zpusobem s R848.HCI a poly I:C, jejiz protinadorowynék ve své praci testovala kolegyn
Glaserova (Glaserova, in prep.).

Co se tg¢e vlivu terapie na fimérnou redukci nadorovéhoastu ve ¢trnacti i
tiicetidennim rezimu, z&v tykajici se vlivu pidani bakterii ke zntiované terapeutické
smesi i pravépodobné vysétleni pozorovaného jevu jsou totozné isdeSlym
experimentem.

Budeme-li hovéit o doke preziti, gidani bakterii Listeria monocytogenes k
terapeutické sisi ji opét ovlivnilo pozitivnim zpmisobem a bylo dosazeno statistické
vyznamnosti. V tomto ippact hranici sta dni fezilo pt ze Sesti (83,3%) zkdt I&enych
bakteriemi v kombinaci s mananem-SMCC, R848.HCbly hC a jedno ze Sesti, jimz byla
aplikovana tatédz sés vyjma bakterii. Prawghodobné vysétleni je ot ve shod se zévry
piedchazejiciho experimentu.

Jelikoz bylo dosazeno Uctyhodného a ojéldino vysledku, jimzZ je uzdraveni sedmi
mySi z minulého a Sesti mysSi ze &asného pokusu, byly jim sty dvacaty den terapie

opétovre transplantovany hiky melanomu B16-F10. ZrpdeSlého pokusu se uzdravilo 5
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experimentalnich zvat I&enych smisi bakterii Listeria monocytogenes s mananem-SMCC
a R848.HCI a 2 zvata, jimZ byla podavana tataz &srbez bakterii. Po retransplantaci se
nadory vyvinuly u jedné z&i v pripact prvni skupiny a dvou ze dvou uzdravenychiavi

z druhé skupiny. V tomto experimentu, kde byl zkdonvliv giidani kovalentt kotvenych
bakterii Listeria monocytogenes ke sngsi mananu-SMCC s R848.HCI a poly I:C, vSak
nevznikl nador ani u jednoho z vyknych zviat. Zda se, ze préyoly I:C, jehoz pidani do
terapeutické sisi je zkoumano a podrobndiskutovano v praci kolegyn Glaserove
(Glaserova, in prep.), je zodpmino za odolnostigi recidivam. Obdobnych vysledkve

svych experimentech dosahla i kolegyatkova (Jékova, in prep.).

Uc¢elem sedmého experimentubyla in vivo analyza terapeutického efektuésim
mananu-BAM a R848.HCI a pokus o inkibi ueni podilu oxidativniho vzplanuti pomoci
inhibice €chto proced epicatechinem. V protikladu sekavanimi bylo zjino, Ze
pifidanim epicatechinu nedojde ke snizeftapsmdesatiprocentniho protinadorovelmku
terapeutické sisi, ba naopak, redukce nadorovéhstu je jeX o malo vyrazgjsi.

S nej\#tSi  prav@podobnosti doslo ktomu, Ze nizkomolekularni a reolvozpustny
epicatechin rychle difundoval z mistéinku a viadu minut se vyplavil z mista naddoru, tudiz
nebyl jeho efekt pozorovan. Jelikoz inKibi studie Ulohy oxidativnhiho vzplanuti u tohoto
druhu terapie se ukazala jako nepouzitelna, rozhsdie se otazku role oxidativniho
vzplanuti @i interakci neutrofili s melanomovymi hikami s navazanym mananem studovat

in vitro.

Posledni ¥i experimenty budou z dvodu Uzkych souvislosti diskutovany spmie
Jejich vychozim bodem je prace kolegyKovarové (Kovaova, in prep.), ktera popisuje
cytotoxicky &inek primovanych neutrofil na nadorové hiky s navazanym mananem.
Z jejich vysledk vyplyva, Ze tento cytotoxicky vliv vede Kk likvidagiiblizné jedné
poloviny nadorovych buik béhem dvou hodin.

Ucelem cytotoxickych tedt provedenych v této praci bylofigpst k objasgni
mechanism, jimiz dochazi k neutrofiinimu ataku na nadorovanky. Zablokovanim
oxidativniho vzplanuti pomoci epicatechinu byloStgivano, do jaké miry je prév
oxidativni vzplanuti neutrofilni smrtici zbrani @tou v boji s nddorovymi hikami.

Z vysledného grafu prvniho cytotoxického testu \geist, Ze primované neutrofily
znicily 50% nadorovych buik s vazanym mananem &igani epicatechinu vedlo k 50%

inhibici této cytotoxicity.
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Pro druhy cytotoxicky test byly pro #gsréni nefeni pouzity dvojnisobné
koncentrace nadorovych bitkna primovanych neutrofil Vysledky experimentu odpovidaji
vysledkim predeSliého cytotoxického testu, tedy primované nélytraestruovaly 58%
burek melanomu B16-F10 s navazanym mananeniidapim epicatechinu dosSlo k 52,2%
inhibici této cytotoxicity. Velky cytotoxicky &inek samotného epicatechinu vSak
znemo#uje interpretaci tohoto experimentu, a proto by fietim cytotoxickém testu
pristoupeno k navratu k vychozim koncentracim nadgbv buk a primovanych
neutrofila.

Treti cytotoxicky test wuje vliv polovicni a dvojnasobné koncentrace epicatechinu
na cytotoxicky dinek primovanych neutrofil na nadorové hiky s navazanym mananem.
Vyplyva z rgj, Zze 0,05 mM koncentrace epicatechinu neni @ianou inhibici dostatna.
Dale bylo zjis&éno, Ze 0,2 mM epicatechin igobuje 56% inhibici cytotoxicity.

Zawérem lze tedyici, Ze 0,05 mM koncentrace epicatechinu je pfioriou inhibici
cytotoxicity primovanych neutrofil vici nadorovym biikdam svazanym mananem

nedostaténa, avSak s rostouci koncentraci epicatechinuneeifdibicni aktivita z\&tSuje.

Tato prace pspela k vyreSeni mkolika otazek, jez byly v naSem tymu kladeny.
Nelze ji brat jako praci samostatnou, v mnohém pajgana prace ipdeslé, v mnohém je
dophuje. V neposlednfact poskytuje celodadu dalSi inspirace, ktera bude motivaci pro

dalSi¢leny naseho tymu.
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7. Souhrn

Pouzitim fagocytarniho motivu f-MLRBg(K(STE))(K(STE))-NH nebylo dosazeno
ocekavaného protinadorovéhaitku. Kyzeny efekt nebyl zaznamenan ani u jeho
kombinace s LTA a LPS, zastupagonisi Toll-like receptod.

PredlEZny screening i nasledné det&jBi testovani potvrdily vhodnost pouziti R848
v synergické kombinaci s mananem kotvenym na n&dofmniiky pro nadorovou

imunoterapii S moznosti pouziti v humanni medicin

Pridani bakterii Listeria monocytogenes k terapeutické suisi R848 s kotvenym
mananem vede k statisticky vyznamnému prodlouzehy gireZiti experimentélnich

zvitat. Bylo dosazeno 83,3% vykni a ziskani odolnosti proti recidivam.

Z cytotoxickych test vyplyva, Ze pidani epicatechinu o vhodné koncentraci
k primovanym neutrofim a nadorovym hikdm s kotvenym mananem dojde ke
snizeni cytotoxického ¢inku neutrofiti va¢i bunkam melanomovym. Tento jev,
swdcici o vyznamu oxidativniho vzplanuti neutraf¥v zabijeni nadorovych bgk,

vSak nebyl pozorovanippokusech in vivo.
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8. Seznam zkratek

ADCC - burg¢na cytotoxicita zavisla na protilatkach (z anglické antibody
dependent cellular cytotoxicity)

APC — antigen prezentujici bka (z anglického antigen presenting cell)

BAM — biokompatibilni membranova kotva (z anglickéhacbmpatible anchor for
cell membrane)

CRP — C-reaktivni protein

DOPE — dioleylfosfatidylethanolamin

EDTA - kyselina etylendiamintetraoctova

FCS — fetalni bovinni sérum (z anglického fetal calfisn)

f-MLF — formyl-methionyl-leucyl-fenylalanin

FPRs— formylpeptidové receptory

GM — CSF - faktor stimulujici vznik kolonii granulocyta makrofag — (z
anglického granulocyte macrophage colony stimugh@ttor)

Ig — imunoglobulin

IL —interleukin

INF — interferon

LPS — lipopolysacharid

LTA - lipoteichoova kyselina

MAb — monoklonalni protilatka

MBL - lektin vazajici manosu (manan)

MHC - hlavni histokompatibilni komplex

NK buiiky — prirozeni zabij&i (z anglického natural killers)

NLRs — NOD-like receptory

PAMPs — molekulové vzory spojené s patogeny (z angliokgathogen associated
molecular patterns)

PBS - sterilni pufrovany fyziologicky roztok

poly I:C - polyinosinick&-polycytidylicka kyselina

PRRs — receptory rozpoznavajici molekulové vzory (zlehkgho pattern
recognition receptors)

R848- resiquimod

SMCC - sukcinimidyl-4-(N-maleimidomethyl)cyklohexan-h#ooxylat

TCEP - tris(2-karboxyethyl)fosfin
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- TLRs — Toll-like receptory
- TNF — faktor nddorové nekrézy (z anglického tumor asisr factor)
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