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SEZNAM ZKRATEK:

BAM biokompatibilni kotva do membra-
ny (biocompatible anchor for membranes)
CD oznaceni povrchovych molekul leuko-
cytl (cluster of differentiation)

CR komplement receptor

DAMPs s poSkozenim asociované mole-
kularni vzory (damage-associated molecu-

lar patterns)

DMSO dimethylsulfoxid

EDTA kyselina ethylendiamintetraoctova
f-MLF formylmethioninovy peptid

FPRs formylpeptidové receptory

Fas receptor Fas ligandu, transmem-
branovy protein

FasL. ligand Fas receptoru, transmem-
branovy protein

FCS fetalni teleci sérum (fetal calf serum)
GM-CSF ristovy faktor stimulujici kolo-
nie granulocytll a makrofagt (granulocy-
te-macrophage colony stimulating factor)
i.t. intratumoralné

IL interleukin (napf. IL-2 — interleukin-2)
LPS lipopolysacharid

MBL manan vazajici lektin (mannan bin-
ding lecitin)

MHC I hlavni histokompatibilni komplex
ttidy I (major histocompatibility complex)
mRNA messenger RNA

NETs neutrofilni extracelularni pasti (ne-
utrophil extracellular traps)

NK buiiky pfirozeni zabijeci (natural
killer)

PAMPs s patogeny asociované¢ moleku-
larni vzory (pathogen-associated molecu-

lar patterns)

PBS fosfitem pufrovany fyziologicky
roztok (phosphate buffered saline)

PKC protein kinaza C

PMA forbol-12-myristat-13-acetat
(phorbol myristate acetate)

PRRs vzory rozpozndvajici receptory
(pattern recognition receptors)

ROS reaktivni formy kysliku (reactive
oxygen species)

s.c. subkutanné

TAM makrofagy v oblasti nadoru (tumor
associated macrophages)

TAN neutrofily v oblasti nadoru (tumor
associated neutrophils)

TGF-B transformujici riastovy faktor beta
(transforming growth factor beta)

TLRs Toll-like receptory

TNF-a faktor nekrotizujici tumory alfa
(tumor necrosis factor alpha)

TREF time-resolved fluorescence



1. UVOD

Vyskyt nadorovych onemocnéni je celosvétoveé rozsifeny a zdvazny problém piede-
v§im v rozvinutych zemich. Nadorovym onemocnénim, pro které je charakteristické nekont-
rolované a neomezené déleni nadorovych bun€k, meziro¢né¢ onemocni stale vétsi pocet lidi
(Siegel a kol., 2013). Je bezpochyby nutné se neustale vénovat vyzkumu v této oblasti. Nove
ucinngjsi terapeutické piistupy piinesou onkologickym pacientiim mnohé benefity. Doposud
pouzivané metody 1écby jako radioterapie a chemoterapie zatézuji pacientovo télo vedlejSimi
gické odstranéni. K operaci vSak neni mozné ptistoupit vzdy vzhledem k velikosti nadoru.
Nejprve je potteba nador zmensit (Flehinger a kol., 1992). V tuto chvili se uplatiiuji jiz zmi-
néné metody jako ozafovani, chemoterapie €1 velmi rozvijejici se imunoterapie. Bezespornou
vyhodou imunoterapie je zacileni pfimo na nadorové buiiky a z toho vyplyvajici mensi po-

Skozeni ostatnich nenddorovych tkani (Cannon a Loberiza, 2014).

1.1 Déleni nadoru

Nadory se déli podle n€kolika raznych kritérii. Tim zédkladnim délenim je rozdéleni
nadorovych onemocnéni na nezhoubné a zhoubné neboli benigni a maligni. A¢koliv na ma-
ligni nadory je obecné nahlizeno jako na tu nebezpecnéjsi variantu pro jejich agresivni rast
destruujici okolni tkané a tvorbu metastaz, benigni naddory téz nesou jista rizika. Prestoze
rust takovychto nadorti je neinvazivni, mohou benigni novotvary utlacovat okoli, coz mize
vést k poruse funkce utlacované tkan¢ (Siegel a kol., 2013).

Klinicky se ob¢ skupiny nadorti déli podle mista vyskytu na téle a tkang, ze které vy-
chdzeji. Benigni 1 maligni nddory mohou patfit k n€kolika histologicky odliSnym typtim:
epitelové, naddory z pojivové tkang, hematopoetické, germinomy, neuroektodermove, ze zla-
zovych tkani a smiSené nadory vychazejici z vice typt tkani. Z organové lokalizovanych
nadort se celosvétoveé nejcastéji u Zzen vyskytuje maligni karcinom prsu, u muzi karcinom
prostaty. Pro obé pohlavi shodn¢ na druhé a tfeti ptficce jsou karcinom plic a kolorektalni

karcinom (Siegel a kol., 2013).



1.2 Melanom jako model pouzity v této praci

Maligni melanom patfi mezi neuroektodermové nadory. Ackoli se az 95 % melanomil
objevi na kazi, nejedna se vylucné o kozni nador. Maligni melanom muize postihnout 1 o¢ni
Sich podminek, ptedevS§im delSim pobytem na slunci (De Gruijl a kol., 2001). Melanom se
manifestuje v n€kolika pomérné klidnych, pomalu rostoucich formach bez vétsiho sklonu
metastazovat, avSak noduldrni varianta melanomu je agresivni a ¢asné metastazujici, coz
odpovida 1 charakteristikim mysSiho melanomu B16-F10 pouzivaného jako model nadoru
v této praci. Mysi melanom B16-F10 a lidsky nodularni typ melanomu rostou rychle, verti-
kalné a vykazuji stejny vzhled. Vertikalni riist malignitho melanomu znamena pro pacienta

horsi prognozu. Lékar by mél v této dobé okamzité zapocit intenzivni lé€bu (Smoller, 2006).

1.3 MySi melanom B16-F10

Mysi melanom B16-F10 se fadi do skupiny 4 typti mySich melanomi spole¢né s B16-
FO, B16-F1 a B16-BL/6. Melanom B16-F10 je spontdnni melanom odvozeny od melanomu
mysiho kmenu C57BL/6 (Overwijk, 2001). Tento kmen mysi je pouzivan v této praci. Sub-
kutanné injikované builky melanomu se obvykle dobie ujimaji a vytvateji spontanni meta-
stazujici model nadoru. Sekundéarni loziska melanomu se objevuji pievazné v dychacim
traktu (Nakamura a kol., 2002). K dal§im charakteristikim melanomu B16-F10, vedle inten-
zivniho ristu a brzkého vyskytu metastdz, patii 1 nizka exprese molekul hlavniho histokom-
patibilniho komplexu I (MHC I). Ta je pravdépodobné pficinou Zadné nebo slabé imunitni
odpovédi na pritomnost melanomu. Tyto podminky vytvareji velmi tézkou zkousku pro ja-

koukoliv formu imunoterapie (Overwijk, 2001).



2. NADOR A IMUNITNI SYSTEM

Imunitni systém zajiStuje obranu nejen proti infekcim, ale 1 nddorim. Vrozena 1 zis-
kand ¢ast imunitniho systému disponuji Sirokym spektrem U¢innych mechanismi obrany,
avSak v nékterych ptipadech se jim nador jeSté ucinnéji brani. Zakladem je nadorovou tkan
rozpoznat jako néco ciziho a Skodlivého a nasledné ji zlikvidovat. Problém je zde ovSem ten,
ze nador vychazi z tkan€ vlastni, a tudiz se pro zahajeni Utoku imunitniho systému nejevi

jako dostatecné cizi.

2.1 Rozpoznavani a mechanismy vrozené imunity

Prvni linii vrozené (nespecifické) imunity jsou mechanické a chemické bariéry na po-
vrchu téla (kaze, kyselina mlécna, lysosym). Po vstupu patogenti do téla jejich fyzikaIni ne-
bo funkéni odliSnosti umoziuji zah4jit imunitni atak. Bunky vrozené imunity (neutrofily,
eosinofily, bazofily, monocyty, makrofagy, dendritické a zirné bunky) jsou vybaveny funkci
fagocytozy. Pouze NK bunky (natural killer cells) tuto schopnost postradaji. Fagocyty roz-
poznavaji potencialni fagocytovanou ¢astici na zaklad€ povrchovych struktur. Tyto struktury
¢esky nazyvame molekularni vzory spojené s patogenitou (pathogen associated molecular
patterns, PAMPs). Jde o evolu¢né vysoce konzervované vzory, jeZ jsou pro jejich nositele
(mikroorganismy, obecné patogeny) zZivotné dulezité. Vyhodami PAMPs je jednak to, Ze je
sdili velky pocet mikroorganismd, a jednak nebyly objeveny na hostitelskych buiikach. Roz-
poznavani se déje pomoci specidlnich receptorti (pattern recognition receptors, PRRs). Zjis-
téni PAMPs pies PRRs poukazuje na pfitomnost cizorodé Castice v téle a upozoriiuje na
potiebu nastartovat zanétlivé procesy vedouci k infiltraci bunék vrozené imunity
a k fagocytoze. Piikladem dobie rozpozndvanych PAMPs jsou lipopolysacharidy gramnega-
tivnich bakterii, kyselina lipoteichova grampozitivnich bakterii nebo glukany a manany kva-

sinek a plisni (Beutler, 2004).

Pro tplnost nutno zminit 1 vzory spojené s poskozenim buiiky (damage associated
molecular pattern, dale jen DAMPs). Jedna se o jednotlivé latky uvolnéné do extracelularni-
ho prosttedi pouze v piipadé bunééné smrti typu nekrézy. DAMPs nejsou do okoli uvolio-
vany pii apoptoze. Tyto molekuly po navdzani na PRRs téZ mohou iniciovat vrozenou
imunitni odpovéd’ nebo podpofit vznikly zanét. Ptikladem DAMPs jsou nukleové kyseliny

nebo heat-shock proteiny (Tang a kol., 2012).



Vrozena imunita naklada se systémy obrany velmi uc¢inné. Fagocytoza, jako typicky
zéastupce téchto systémi, zahrnuje po rozpoznani cizorodé ¢astice (v€etné nadorové buiiky)
jeji pohlceni do vacku zvaného fagozom, splynuti s lyzozoémem ¢i granuly s lytickymi en-
zymy a degradaci obsahu vacku (Aderem a Underhill, 1999). Fagocyty navic vyuZzivaji moz-
nosti zabijeni, ato u bunck, které¢ pro jejich velikost nelze fagocytovat. Jedna se o d¢j
v anglické literatufe oznacovany jako ,.frustrated phagocytosis® a déje se poté, co fagocyt
zjisti, ze cil, jejz mél v umyslu pohltit fagocytdézou, je moc velky. V tomto piipadé nejsou
lytické enzymy vylouceny do uzaviené¢ho fagozému, nybrz do jisté kapsy, ktera se utvofila
mezi cilovou a efektorovou buiikou (Labrousse a kol., 2011; Kazura a kol., 1985).

Udinnd obrana nespodiva v jednordzové akci mezi pitomnymi imunitnimi
a nadorovymi buiikami. Imunitni atak je komplexni d€j, v némZ vyznamnou roli hraje mezi-
bunéénad komunikace. Buiikky imunitniho systému jsou po setkdni s cizorodou buiikou akti-
vovany a na zékladég této aktivace dochazi k uvolnéni mnoha medidtort (pfedevsim cytokinil
a chemokint), jez do mista vznikajicitho zdnétu povolaji jesté dalSi imunitni bunky. Pfevaha
imunitnich bunék nad buikami nddorovymi miiZze pfinést uc¢innou likvidaci nadoru (Medzhi-

tov a Janeway, 1997).

2.2 Rozpoznavani a mechanismy ziskané imunity

Ziskana (specifickd) imunita vyuziva sofistikovangjSich mechanismu v boji proti in-
fekci €1 nadoru, ale nastupuje o néco pozd¢€ji nez vrozena imunita. Moznost adaptace imunit-
ni odpovédi a pamét’ jsou plusy ziskané imunity. Rychlejsi nespecifickd imunitni reakce tyto
atributy nevlastni.

Pro aktivitu ziskané imunity je dilezita pfitomnost antigenu. Ziskana imunita reaguje
na antigen tvorbou protilatek v ptipadé B-lymfocyti a v ptipadé T-lymfocyti zabijenim.
Vyskyt antigenu na nadorovych buiikéch je jev mnoha ohledech problematicky. Nadorové
buiiky vychazeji z bun€k vlastnich a antigeny na nich jsou jen malo nebo viibec pozménéné.
Navic T-lymfocyty vyZaduji prezentaci antigenu spole¢né s molekulami hlavniho histokom-
patibilniho komplexu. U nadorovych bunék je typické snizovani exprese MHC molekul,
a tim navozeni slabé imunogenicity. Dostatecna prezentace antigenu antigen-prezentujicimi
buiikami se ukazuje byt klicovym bodem v Gspé$ném boji ziskané imunity proti nadoram.
Makrofadgy a dendritické bunky jako profesiondlni antigen-prezentujici bunky vytvareji

spojnici mezi ptirozenou a ziskanou imunitou (Medzhitov a Janeway, 1997).



Specialni kapitolou imunitniho systému jsou NK bunky, granulocytarni lymfocyty
bez imunologické paméti, jejichz ulohou je zabijeni cilovych bunék. Uginné jsou zejména
v boji proti viriim a nadorim. Pti infek¢nich stavech vyplituji mezeru mezi plisobenim ptiro-
zené imunity a nastupem té ziskané. Rozpoznavani cilu umoziuji dva signaly: 1) po pre-
mosténi lektinového receptoru vznikne pozitivni signél k zabiti cile, 2) negativni signal se
vytvorii pi1 rozpoznani MCH I, ¢imzZ je zabranéno zabijeni bunék vlastnich. U virem infiko-
vanych bunék je exprese MHC 1 sniZzend. To samé plati 1 pro nadory. Jejich cytotoxicky
efekt spociva ve spolupraci perforinli a granzymil z granul NK bunék. Perforiny maji schop-
nost vytvaret v cytoplazmatické membrané bunék poéry, které bunku destabilizuji. Granzymy

aktivuji proces apoptdzy (Bellora a kol., 2014).

2.3 Mechanismy odolnosti nadoru vii¢i imunitnimu systému

Doposud bylo vytvofeno mnoho teorii popisujicich vznik a vyvoj nddoru. Vyzkum
ale naznacuje, ze patrné ani soudobé uznavané nazory neobstoji. Divodem otfest prevlada-
jicich vyklada jsou nové poznatky v oblasti obrany nador vii¢i plisobeni imunitniho systé-
mu. V souCasné¢ dobé je platna mySlenka, Ze nadorova buika vznikd na podkladé
nestabilniho genomu zatizen¢ho urcitym poctem mutaci. Tato bunika ziskava neomezeny
replikaéni potencial a rozviji se klon uniformnich bunék, které souhrnné tvoii nador. Schop-
nost delit se nad rdmec fyziologickych opakovani je sice prostiredkem, jak piezit, ovSem to
by samo o sob¢ v realnych podminkach nestacilo. Nutné¢ by muselo dojit k situaci, kdy imu-
nitni systém najde zbrai, ktera si poradi se vS§emi uniformnimi bunikkami. Z klinické praxe je
ziejmé, Ze tomu tak neni (Kim a kol., 2007). Byl u¢inén objev, ze nador je kompilaci nékoli-
ka raznych nadorovych subpopulaci, a ze kazda vykazuje jiné charakteristiky. Nador vyrista
v zivém dynamickém prostiedi a je pro jeho pieziti je nutna adaptace. Kazda dalsi subpopu-
lace se stava odolnéjsi. Existence subpopulaci pak komplikuje snahu o odstranéni nadoru.
Opét se objevuje potieba dalsSiho vyzkumu biologického chovani nadort pod vlivem imunit-
niho systému neboli jevu zvaného imunoediting (Dunn a kol., 2004; O’Sullivan a kol.,
2012).

Tvari tvar realité selhava 1 teorie o imunitnim dozoru. Tato teorie tvrdi, Ze
v organismu spontanné vznikaji nadorové bunky a Ze imunitni dozor, reprezentovany NK
buiikami, makrofagy a T-lymfocyty, je schopny tyto buiiky zlikvidovat. Nepodafilo se vSak
prokazat, ze by lidé postizeni poruchou imunity méli vice spontannich nadorii. Teorie imu-

nitniho dozoru obstoji, pokud se zaméfime na indukované nadory, které jsou vice imunogen-



ni. Lid¢é s infekci HIV naptiklad Castéji trpi na virem navozené nadory jako je vzacny Kapo-
siho sarkom (Hatina, 2005). Naopak podle tymu profesora Klatzmanna je situace takova, ze
béhem prvnich dni rozvoje nddoru nejsou nadorové bunky vnimany jako cizi, ale jako ty,
které je potieba chranit (Darrasse-Jéze a kol., 2009). Proto je vhodné zafazovat pojem imu-
nitni dozor do S§irsi teorie imunoeditingu, ve které imunitni dohled maze tvofit prvni ze tii
fazi interakce imunitniho systému a nadoru. Druhou fzi je rovnovaha, kdy nador pfitomen
je, ale celkovy pocet bunék zlstava konstantni. Rozvoj klinicky detekovatelného nadoru
pfedstavuje zavérecnou treti fazi. V této fazi jiz neni imunita schopna rozsdhlou nadorovou

populaci zlikvidovat (Dunn a kol., 2004).

2.3.1 Chybéjici a alternativni MHC

Dobrym piikladem obranych mechanismi je obecné nizka imunogenicita kviili malé
odlisnosti nadorovych antigent od antigent vlastnich a nezbytnost prezentace téchto antige-
ni s MHC I a kostimula¢nimi molekulami. Nicméné oboji ¢asto chybi. SniZovani exprese
MHC I ochrafiuje nadorové buiiky pred cytotoxickymi T-lymfocyty, ale zdroven umoziuje
atak NK bun¢k. Jejich utoku se nadory brani expresi pozménénych MHC Ib. NK buiika na-
dorovou buiiku s MHC Ib rozpozna jako vlastni a neuto¢i na ni (Haynes-Gilmore, 2014).
Z vyse uvedeného Ize shrnout a pfipomenout pozadavek imunitniho systému na dostatecnou

odliSnost nadoru od vlastnich bunék, aby mohl byt zdarn€ odstranén.

2.3.2 Produkce TGF-f nadorovymi buiikami

Ve vy¢tu mechanismli obrany nadoru vaci imunitnimu systému nemuze chybét vy-
znamnd produkce cytokinu TGF- (tumor growth factor beta). TGF-f vyvolava tvorbu regu-
lacnich T-lymfocyti z CD4+ T-lymfocyti. CD je zkratka ,cluster of differentiation® a jde
o povrchové znaky vyskytujici se nejen na leukocytech. Regulacni T-lymfocyty maji zasadni
fyziologicky vyznam. Brani autoimunitnim reakcim. V tomto piipad¢€ pracuji pro nador
a chrani ho pted utokem imunity. Navic regulacni T-lymfocyty autokrinné produkuji TGF-p.

Védctim z kolektivu profesora Klatzmanna se podatilo prokazat to, ze pokud by se
prvnich interakci mezi nadorem a imunitou neucastnily regulacni T-lymfocyty, je velmi
pravdépodobné, Ze by doSlo k rozvoji mohutné imunitni odpovédi, a to v dobe, kdy je jeste

mozné dosahnout likvidace nadoru (Darrasse-Jeze a kol., 2009).



Suprimujici G¢inek jako TGF-f ma i interleukin 10 (IL-10) uvoliiovany nadorem.
TGF-B alIL-10 tlumi protinddorovou funkci makrofagli zménou fenotypu. Tzv. TAM M2
fenotyp (tumor associated macrophages) je pronadorovy a ucastni se premény dal§ich mak-
rofadgl na tento alternativni fenotyp. Tato zména je reverzibilni a lze ji vratit zvySenim pro-
zanétlivych cytokini v prostiedi nddoru. Nador se vSak za vSech okolnosti snazi udrzet sviij

signal vyrazngjsi (Chan a kol., 2011).

2.3.3 Interakce Fas-receptoru a Fas-ligandu

Mozného nebezpecného utocnika nddor odstrani plisobenim Fas-ligandu. Fas-receptor
pro Fas-ligand se vyskytuje 1 na imunitnich buiikach. Po jejich spojeni bunika pfechazi do
apoptozy. Nadory také maji Fas-receptor, ale jeho expresi zamérné snizuji (Kim a kol.,

2007).

2.3.4 ,,Don’t eat me* signaly

Molekuly CD47 na povrchu bunék predstavuji tzv. ,,don’t eat me* signal. Spojeni
CD47 a proteinu SIRPa na makrofidgu tika, Ze bunka oznacend CD47 nema byt pohlcena.
Respektive, na celé signalizaci se podileji navic CD31 a CD200. CD47 molekuly se nachéazi
1 na normalnich buiikach, ovS§em na povrchu nadoru je jich vice. Jak ukazuje prace Wil-
linghama z roku 2012, mira exprese mRNA CD47 muize byt prognostickym faktorem pro
solidni naddory. Vys8i hladina mRNA CDA47 koreluje se zkracenou dobou pieziti. Pouziti
anti-CD47 protilatek zatim ukazuje dobry protinddorovy ucinek, véetné pozitivniho vlivu na
vyskyt metastdz s minimalnim cytotoxicky U¢inkem na normalni tkan¢ (Willingham a kol.,
2012). Minimalni cytotoxicky ucinek na normalni tkan¢ pii pouziti anti-CD47 terapie vy-
svétlil Chao. Normalni 1 nddoroveé buiiky exprimuji CD47 v takové mife tak, aby byly chra-
nény pied fagocytujicimi bufikami. Divodem vy$Siho vyskytu CD47 na nadorech je
pritomnost tzv. ,eat me* signdlli na povrchu nadorovych bunék. Tento signal piedstavuje
podle uvedené prace z roku 2010 kalretikulin. Ten se na normalnich bunkach prakticky ne-
vyskytuje. Cim vice je kalretikulinu, tim vice je CD47 molekul, tak aby pievazil ,,don’t eat
me* signdl. Po odstranéni ,,don’t eat me* signalu pies anti-CD47 protilatky dojde k odhaleni

kalretikulinu (Chao a kol., 2010).



2.3.5 Obrana proti komplementu

Komplementu se nador brani expresi CD55 neboli DAF proteinu. Normalné ma tento
protein chranit pfed poSkozenim tkané pii nechténé aktivaci komplementové kaskady. Toho-
to jevu vyuziva nador ve sviij prospéch. Pomocny ucinek maji i CD46, CD57 a CD59 (Kes-
selring a kol., 2014).

2.3.6 Inhibitory serinovych proteaz
Nédor si téz vyvinul uspé€Sny mechanismus blokace plisobeni granzymil uvolnénych
NK bunikami. Tim mechanismem je inhibitor serinovych proteaz PI-9/SPI-6, ktery interaguje

s granzymem B, jehoZ ukolem je indukce bunééné smrti (Medema a kol., 2001).

Lze tedy shrnout v zasad¢ dv¢ strategie, kterych naddor vyuziva pti tiniku pozornosti
imunitniho systému. Za prvé se pfed imunitnim systémem skryva ¢i maskuje a vytvaii do-
jem, jakoby ani v organismu nebyl. Za druhé aktivné paralyzuje imunitni systém. Nador pi-

sobi piedevsim lokdIn¢ s mirnym piesahem do systémové imunosuprese (Hatina, 2005).



3. IMUNOTERAPIE NADOROVYCH ONEMOCNENI

Imunoterapie je modernim terapeutickym ptistupem v 1€¢bé nadorovych onemocnéni.
V soucasnosti v klinické praxi prevlada vyuziti specifické ¢asti imunitniho systému. Mnoho
preparat je na bazi protilatek, které cili na konkrétni misto. Tak nedochazi k poskozeni
zdravé tkan€, coz znamena Setrnéjsi 1éCbu. Protilatka mize slouzit jako nosi¢ pro terapeutic-
ky toxin, anebo sama zplsobi smrt buiikky pfemosténim nékterého z receptorti zahrnutych
v apoptoze. Dalsi funkce protilatek spojuji specifickou a nespecifickou oblast imunity. Proti-
latky se uplatiiuji v opsonizaci pro fagocytdzu a aktivuji komplement (Scott a kol., 2012).

Nase pozornost je sméfovana k vrozené imunité. Presvédcujici jsou pokusy napf.
prof. Cuiho ¢1 dr. Underhilla, kdy je vrozend imunita schopna si za jistych podminek poradit
s nadorovymi bunkami.

Cui pfi své praci se sarkomy objevil SR/CR mutaci. Spontdnni regrese (SR)
a kompletni rezistence (CR) jsou dva stupné odolnosti vii¢i nddorim. Cui narazil na mys,
kterd byla odolnd vici obrovské davce transplantovanych sarkomovych bunék. Nesla totiz
SR/CR mutaci na nékterém autozému. Kiizenim mysi se SR/CR mutaci bylo zjisténo, ze se
jedna o dédicnou dominantni mutaci. Mutace ptindsi odolnost vii¢i Sirokému spektru nadora.
Ihned po transplantaci nadorovych bunck nasledovala mohutna infiltrace leukocyt, které
vytvarely rozety s nadorovymi bunkkami. Cytolyza nddorovych bunék probehla rychle a bez
poskozeni vlastni tkang. Tyto my$i byly nadédle plné zdravé s normalni délkou zivota (Cui
a kol., 2003). Snaha zjistit mechanismus odolnosti pfinesla zjisténi, ze nadorové buiiky jsou
likvidovany pouze bunkami vrozené¢ imunity, predev§im neutrofily, makrofdgy a NK buiiky.
Ke stejnému vysledku se doslo 1 pfi pouziti mysi bez T-lymfocytt. Tim byla potvrzena net-
Cast specifické imunity. Zajimavym zjisténim bylo, Ze leukocyty ze SR/CR mys$i podavaji
stejny vykon 1 po pfenosu do normalnich mysich (Hicks a kol., 2006).

V dobé, kdy je pocet nadorovych bunék v téle pod detekovatelnym limitem, tedy
v dobé pocatecniho rozvoje nadoru, je aktivovana vrozend imunita. Aktivace této ¢asti imu-
nity je zajiStovana uvolnénymi DAMPs molekulami jednak z vlastnich bunék poskozenych
ristem nadoru, a jednak z bun€k rostouciho nadoru. Tyto stimuly jsou ale slabé a nevedou
k vyrazné imunitni odpovédi. Stimulace pokracuje 1 v dobé makroskopického nalezu nadoru,
ovSem v tuto chvili jiz naddor disponuje znané rozvinutymi systémy na oslabeni imunitniho
systému. Proto je potfeba v co nejranéjsi fazi nadoru vhodné podpofit imunitu (Jube a kol.,

2012; Sato a kol., 2009).



Moznou variantou podpofeni imunitnich funkci je aplikace PAMPs na povrch nado-
rovych bunék. PAMPs oznaci nddorové buiky jako jasné cizi a uréené k fagocytdze nebo
zabiti. PAMPs jsou rozpoznavané vice druhy PRRs. Sekretované PRRs opsonizuji cizorodé
castice a aktivuji komplement. Vysledkem je fagocyt6za nebo lyze cizorodé Castice (obvykle
mikroba s PAMPs na povrchu). Vyznamnym zéastupcem je C-reaktivni protein. Fagocytarni
PRRs, membranové vazané receptory, se nachazeji na povrchu fagocytujicich bunék a po
interakci s ligandem nasleduje fagocytoza Castice, jejiz soucasti je tento ligand. Tteti skupi-
nou PRRs jsou signalni receptory v cytoplazmé i1 na cytoplazmatické membrang. Tyto PRRs
aktivuji signalni drahy vedouci k syntéze prozanétlivych cytokinli, chemokinti a iniciaci za-
nétu. Piikladem jsou tzv. TLRs neboli Toll-like receptory (Medzhitov a Janeway, 1997).
Z prace Underhilla a Gantnera z roku 2004 je zietelné, ze ligandy pro fagocytarni receptory
by mély byt membranové vazané, zatimco ligandy pro signalni receptory by mély byt roz-
pustné (Underhill a Gantner, 2004). V protinadorové terapii je napiiklad uc¢innd kombinace
formylmethioninovych peptidit (f-MLF) a lipopolysacharidu (LPS). LPS je agonistou sig-
nalnich PRRs, zatimco f-MLF fagocytarnich receptort (Vacova, 2013).

3.1 Vybrané imunomodulacni latky

3.1.1 Manan

Manan pochazejici z bunééné stény kvasinek je podstatny polysacharid tvotfeny jed-
notkami mané6zy. Hlavni kostru mananu tvoii D-man6zové jednotky spojené alfa-1,6 vaz-
bami. Vysoce vétvena struktura je dosahovana vazbami alfa-1,2 a alfa-1,3 (Jones a Ballou,
1969). Na povrchu makrofagl a dendritickych bunék je exprimovan man6zovy receptor patii
do skupiny fagocytarnich PRRs, jehoz ligandem je pravé terminalni D-mandza mananu. Jeho
funkce, vyjma fagocytdzy, spociva v regulaci imunitni odpovédi (Gazi a Martinez-Pomares,
2009).

Sérovy manan vazajici protein (MBL) rozeznava jednotlivé PAMPs s terminalni D-
manozou, L-fukézou a N-acetyl-D-glukosaminem v prvni linii obrany, vaZe se na né, a tim
se ucastni aktivace komplementové kaskady a funguje jako opsonin pro fagocytézu (Takaha-
shi a Ezekowitz, 2005). Jeho bunéénym receptorem je komplement receptor 1 (CRI, téz
CD35) vyskytujici se na neutrofilech (Chiran a kol., 2000). Aktivace komplementu vede
k vytvoteni jednotek C3b a iC3b, které také hraji roli opsonini. Tyto jednotky rozeznava
komplement receptor 3 (CR3). CR3 je na povrch neutrofilii umistovan béhem jejich aktivace

(Vétvicka a kol., 1996).
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3.1.2 N-formyl-methionin-leucin-fenylalanin (f-MLF)

N-formyl-methionin je aminokyselina, kterd se vyskytuje na zacatku bakteridlnich
peptidi. U eukaryotnich organismi 1ze N-formyl-methionin nalézt v mitochondriich. MLF
je typicky fagocytarni PAMPs rozpozndvany formylpeptidovymi receptory (FPRs) na bun-
kach imunitniho systému. N-formylmethionin je pak tou konkrétni znackou pfitomnosti ci-
zorod¢ Castice vtéle. Volny f-MLF je vyrazny chemoatraktant pro neutrofily. Sila
chemotaktického a fagocytarniho signalu je dana sekvenci za N-formylmethioninem. Nejvy-
razné¢ji pusobi nepolarni zbytky leucinu, fenylalaninu nebo tryptofanu. Premosténi FPR re-
ceptoru -MLF vede k n€kolika rtiznym akcim; pievazné k tvorbé chemokini, fagocytoze

a produkeci kyslikovych radikal (Schiffmann a kol., 1975; Hayashi a kol., 2013).

3.1.3 Laminarin

Laminarin je nizkomolekularni rozpustny B-glukan ziskdvany z hnédych fas. Hlavni
kostra je tvofena beta-1,3 vazbami a postranni vétve vazbami beta-1,6. Jeho receptorovym
protéjSkem je dectin-1. Bunky jako neutrofily nebo makrofidgy na setkani s laminarinem rea-
guji produkci peroxidu vodiku, oxidl dusiku a prozanétlivych cytokinti jako TNF-a nebo
IL-1B. Podle dr. Leeové miize mit laminarin protinddorovy ucinek diky jeho vyraznému

imunostimula¢nimu efektu (Lee a kol., 2012).
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4. ULOHA NEUTROFILU V TERAPII NADORU

Nejvice zastoupenymi imunitnimi buitkami v oblasti nddoru jsou neutrofily, esencial-
ni ¢ast vrozené imunity. K tomuto jevu ptispiva hned nékolik faktorii. Mezi bilymi krvinka-
mi jsou nejpocetnéjsi skupinou pravé neutrofilni granulocyty. Az 70 % bilého krevniho
obrazu miZe byt tvofeno frakci neutrofilli. Neutrofil je charaktericky svym segmentovanym
jddrem a prezenci granul v cytoplazmé. Navic sdm nddor ovliviluje mnoZstvi neutrofill
v nadoru 1 v téle a mnozi pacienti s pokroc¢ilym stadiem nadoru maji neutrofilii. Neutrofilie
je s pohledu klinick€ého pracovnika obvykle vnimana jako negativni prognosticky faktor

(Schmidt a kol., 2005).

4.1 N1 a N2 fenotyp neutrofili

Neutrofily nalezené v oblasti nadoru se v anglicky psané literatufe oznacuji jako ,.tu-
mor associated neutrophils® (TAN). TAN vykazuji dva fenotypy oznacované symboly N1
a N2. Rozdil lze nalézt v transkripcni aktivité. N1 fenotyp je povazovan za prozanétlivy
a protinadorovy, zatimco N2 protizanétlivy a pronadorovy. Bipolarni charakter neutrofil
vyuziva nador ve sviij prospéch. OvSem tento aspekt Ize vyuzit 1 ve prospéch u¢innosti tera-
pie. Podobny dvojity fenotyp byl popsan i u makrofagh (Fridlender a kol., 2009).

Nador se aktivné podili na ndboru neutrofili do naddoru. Produkuje mnohé cytokinové
a chemokinové signaly, na jejichz zakladé neutrofily odpoustéji krevni fecisté a vstupuji do
tkéné. Neutrofily v kostni dfeni a v krevnim fecisti jsou intaktni, zatimco piestup do tkané je
aktivuje a umoznuje vykondvat jejich funkce. Pod vlivem GM-CSF se prodluzuje zivo-
taschopnost neutrofilti a podle nékterych studii mize tento cytokin fungovat jako silny che-
moatraktant pro polymorfonuklearni granulocyty. Produkce GM-CSF byla prokazana v celé
fad¢ nadorovych systémi (McGary a kol., 1995). TAN jsou v misté nadoru stimulovany
k vlastni produkci cytokint zajistujici priliv dal§ich neutrofil. Vytvati se pozitivni smycka
jako naptiklad v ptipad€ infekce. Do procesu ziskdvani neutrofil jsou zafazeny 1 makrofagy.
Doktor Fridlender se dikladné zabyva TAN. Za nejvétsi rozdil mezi TAN a nativnimi ne-
utrofily povazuje vyrazné zvysenou produkci celého spektra cytokint v nékterych piipadech
vice nez stonasobng. Podle jeho ndzoru neutrofily v nddoru plni roli regulace imunitnich
reakci. Svou ¢innosti balancuji mezi mirou aktivace a suprese imunitniho systému (Fridlen-

der a kol., 2009).
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Pronadorové vlastnosti N2 fenotypu TAN se mizou pln¢ vyvinout v neléeném nado-
ru. N2 TAN jsou zahrnuty pfedné v procesu rustu nadoru. Deplece takovych neutrofilti po-
vede k inhibici rastu nadoru. Déle N2 neutrofily podporuji tvorbu cév, jisty vliv mohou mit

1 na metastazovani, téz tlumi uc¢inek CD8+ T-lymfocyta (D1 Carlo a kol., 2005).

Vyznamnym nadorovym signidlem pro N2 neutrofily je TGF-B. TGF-f naptiklad
znemoziuje degranulaci neutrofild. Blokace TGF-f zpiisobi zménu N2 fenotypu na N1. Této
zmény je mozné docilit 1 vnéjs$i prozanétlivou cytokinovou stimulaci (Fridlender a kol.,

2009).

N1 neutrofily maji znaény potencidl zabijet nddorové buiikky a omezovat rist nadoru.
N1 neutrofily izolované z nadoru uvoliluji prokazatelné¢ vice kyslikovych radikali. Druhym
mechanismem zabijeni je interakce Fas-FasL. N1 neutrofily vice exprimuji FasL. Dale pro-
dukuji prevazné prozanétlivé cytokiny a jsou schopné ucinné aktivovat CD8+ T-lymfocyty

(D1 Carlo a kol., 2005).

4.2 Aktivace neutrofili a jejich zabije¢ské schopnosti

Neutrofily se jsou v krevnim obéhu v klidovém stadiu a k jejich aktivaci jsou zapo-
ttebi urcité signaly, aby nedos$lo k ndhodné ¢i samovolné degranulaci obsahu granul do vol-
ného prostoru a naslednému poskozeni tkan€. Aktivace, neboli priming, mize byt provedena
bakterialnimi produkty nebo cytokiny (napf. TNF-a, GM-CSF). V procesu aktivace jsou na
povrch buniky instalovany pfedsyntetizované receptory, je zvySovana jejich afinita a zahajuje
se transkripce novych receptort a dalSich cytokinli. Pfedsyntetizované receptory jsou uloze-
ny v granulich. Aktivované neutrofily vykazuji prodlouzenou zivotaschopnost. To je také
davodem, pro¢ neutrofily izolované z krve nedisponuji celou $kdlou funkci (Woodfin a kol.,
2009).

Bylo prokdzano, ze aktivované neutrofily jsou schopné zabijet nadorové bunky in vit-
ro (Gerrard a kol., 1981; Ackermann a kol., 1989; Dallegri a kol., 1991) 1 in vivo (Lee a kol.,
2000). Tou uc¢innou molekulou je kyselina chlorna (Dallegri a kol., 1991).

Neutrofily mohou své cile zabijet tfemi zptisoby. Dobfe prostudovanym mechanis-
mem je fagocytdza. Tu uzivaji neutrofily predevsim tehdy, maji-li se vyrovnat s mikrobialni
infekci. Bakterie jsou dostatetn¢ malé, aby mohly byt pohlceny do fagocytarniho vacku
a v ném zlikvidovany tim, Ze je obsah neutrofilnich granul uvolnén do fagozému.

S velkymi cily, které nelze fagocytovat, se neutrofily mohou vyrovnat tvorbou tzv.

neutrofilnich extracelularnich pasti (neutrophil extracellular traps, NETs) nebo jizZ zminénym
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procesem frustrované fagocytdzy. Pti tvorbé NETs dochazi k rozséhlé prestavbé buiiky na
vlakna obsahujici pfedevsim dekondenzovany chromatin a proteiny z granul. NETs vytvari
sitovitou strukturu, jejiz vyhoda spociva nejen ve schopnosti zabijet patogeny, ale
1 v zamezeni jejich dalSimu Sifeni. Plocha pokryta NETs je 10 — 15 x v¢étsi nez byla ptivodni
buiika. Tento jev byl objeven v roce 2004 prof. Brinkmannem a doposud je velmi intenzivné
studovan (Brinkmann a kol., 2004). Dnes se vi, ze pro tvorbu NETs je vyzadovana tivodni
stimulace, naptiklad TLR4 nékterymi mikrobialnimi produkty, a pfemosténi CR3 receptoru.
Klicovou roli hraje téz tvorba reaktivnich forem kysliku (ROS, reactive oxygen species)

a nezbytné nutné je 1 uvolnéni neutrofilni elastazy (Brinkmann a Zychlinsky, 2012).

K frustrované fagocytoze dochazi v ptipad¢€, ze neutrofil zapocal fagocytovat svij cil,
ale nasledn¢ doslo ke zjisténi, ze cil je ptili§ velky. Zabiti je dosazeno degranulaci do oblasti
mezi cilovou buiikou a neutrofilem. Toto spojeni vytvaii jakousi kapsu, jez umoznuje uvol-
néni obsahu granul do extraceluldrniho prostfedi bez rizika rozsdhlého poskozeni tkané
(Labrousse a kol., 2011; Kazura a kol., 1985). Poznani velikosti cilové bunky se déje prav-
dépodobné prostiednictvim fagocytarniho receptoru dectin-1. Pfemosténi dectinu-1 negativ-

né reguluje tvorbu NETs (Branzk a kol., 2014).

4.3 Prozanétliva bunééna signalizace pres NF-kB

Jednim z Ustfednich témat bunécné biologie je zjistit, po jakych drahdch jsou vedeny
signaly v bunice. Signalni sité jsou Casto vysoce komplexni soustavy obsahujici mnoho kom-
ponent a interakei.

Neutrofily jako prvni buiiky v misté zanétu produkuji mnohé prozanétlivé cytokiny
a chemokiny, které mohou mohutné zesilit proces zanétu. Exprese téchto prozanétlivych
proteinil je regulovana na urovni transkripcnich faktort NF-kB. NF-xB transkripéni faktory
jsou zéasadni pro expresi gent zanétlivé odpovédi a apoptézy. Po tvodnim aktivaénim signa-
lu dochazi ke spusténi signaliza¢ni drahy, rozpadu inhibitoru I-xB a vstupu NF-kB do jadra.
Vhodnymi aktivatory drahy jsou naptiklad TNF-a, IL-1P a bakterialni lipopolysacharid.

Aktivace NF-kB se ptisné regulovana prostiednictvim dvou drah; normativni a non-
normativni. Normativni draha jde od TLR nebo PRR receptort. Non-normativni dréha je
aktivovana predchozi stimulaci TNF receptoru. Ob¢ cesty vedou k vytvotfeni dimeru NF-«B
a jeho translokaci do jadra. Podjednotka p65 dimeru NF-xB je fosforylovéana a acetylovana,

coz zvySuje afinitu transkripéniho faktoru k DNA (Kingeter a Lin, 2012).

- 14 -



4.3.1 Aktivace NF-kB v neutrofilech stimulovanych TNF-a

Aktivace neutrofili prostfednictvim TNF-a vede po specifické draze pres protein ki-
nazu C delta (PKC-9). Piisobeni na PKC-3 rottlerinem blokuje aktivaci NF-xB po pfedchozi
stimulaci TNF-a. Mechanismem této blokace je zabranéni rozpadu inhibitoru [-xBa. Stimu-
lace neutrofilti IL-1p nebo LPS neni blokovana rottlerinem, ktery mifi na PKC-3. Dalsi spe-
cifikim pro neutrofily, nikoliv vSak pro monocyty/makrofidgy, je mnozstvi a lokalizace
inhibitoru aktivace NF-kB [-kBa. Ten je ve velkém mnoZstvi ulozen v jadie u nestimulova-
nych neutrofild. Ve vysledku vazba NF-kB na DNA nekoreluje s mirou translokace NF-xB
do jadra, ale s mnozstvim inhibitoru v jadfe. V tom tkvi molekularni rozdil mezi neutrofily
a ostatnimi imunitnimi buiikami, u niZ je mira translokace do jadra rozhodujici (Vancurova a

kol., 2001).

4.3.2 GM-CSF aktivuje NF-kB piimo
Alfa fetézec receptoru pro GM-CSF vytvaii pfimou vnitrobunécnou interakei s inhibitorem
NF-kB I-xBB. NF-xB ma vliv na prozanétlivé geny a geny apoptdzy. V piipadé aktivace
bunék pred GM-CSF a signalizace pies a-fetézec GM-CSF receptoru se uplatiiuje vliv na
druhou skupinu gent, a tedy GM-CSF zajistuje prodlouzeni pfeziti neutrofilnich granulocy-

ta (Ebner a kol., 2003).

4.3.3 Dectin-1/Syk signalni draha

Dectin-1 receptor zprostfedkovava neopsonizovanou fagocytdzu napiiklad kvasinek.
Pravé kvasinky byvaji ¢astym zdrojem B-glukani pro Sirokospektré vyuziti. A protoze savci
nejsou schopni vytvaret B-glukany, je dectin-1 zasadnim receptorem piirozené imunity. Pro-
dukce cytokini imunitnimi bunkami miZe byt zajiSténa premosténim dectinu-1 B-glukany.
Produkovény jsou cytokiny IL-1 — 6, IL-12, IL-13 a TNF-a. Klicovym hra¢em je zde Syk
kindza vedouci k fosforylaci NF-kB. Navic bylo zjiSténo, ze neni potfeba, aby doSlo
k fagocytdze, jestlize ma nastat fosforylace NF-kB. Stac¢i kontakt mezi buitkami nesouci re-
ceptor a ligand. Tato dréha byla prokdzana u makrofagl, dendritickych bunck a Zirnych bu-
nek (Kimura a kol., 2014; Rogers a kol., 2005; Underhill, 2005). Tvorba cytokinti je vyrazné

zvySovana soucasnou stimulaci TLRs (Underhill, 2005).
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5. CILE PRACE

Studium moznosti pouziti agonisty TLR7 Imiquimodu (R-837) v imunoterapii nadort

Zjistovani moznosti U¢inné protinadorové in vivo terapie zaloZzené na neutrofilech

In vitro studium mechanismu protinddorového ucinku neutrofila
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6. MATERIAL A METODY

6.1 Chemikalie
anti-B-actin krali¢i protilatka (Cell Signalling, USA)
anti-fosfo-NF-kBp65 krali¢i protilatka (Cell Signalling, USA)
anti-IgG krali¢i protilatka (Cell Signalling, USA)
BAM (Biocompatible Anchor for cell membranes; NOF Europe, Belgie)
Delfia® EuTDA Cytotoxicity Kit (Perkin&ElImer, USA)
EDTA (Kyselina ethylendiamintetraoctova; Sigma-Aldrich, USA)
DOPE-N-(Succinimidyloxy-glutaryl)-L-a-phosphatidylethanolamin, Dioleoyl
(NOF Corporation, Japonsko)
DMSO (Dimetyl-sulfoxid; Sigma-Aldrich, USA)
FCS (Fetal Calf Serum; Sigma-Aldrich, USA)
f-MLF (N-formyl-methioninyl-leucyl-phenylalanin; Sigma-Aldrich, USA)
f-MLFKK (N-Schafer, Dansko)
GM-CSF (Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor, Sigma-Aldrich, USA)
MACS Neutrophil Isolation Kit, mouse (Miltenyi Biotec Inc., USA)
Manan (Sigma-Aldrich, USA)
Merkaptoetanol (PAA-The Cell Culture Company, USA)
Laminarin (Sigma-Aldrich, USA)
Penicilin/streptomycin antibiotika (PAA-The Cell Culture Company, USA)
PMA (Phorbol Myristate Acetate; Sigma-Aldrich, USA)
R-837 (Imiquimod; InvivoGen, Francie)
RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, USA)
Thioglykolatové médium (BD Bioscience, USA)
TNF-a (Tumor necrosis factor alfa; Sigma-Aldrich, USA)
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6.2 Laboratorni zvirata a nadorové bunéc¢né linie

Samice kmene C57BL/6N byly potizeny u firmy Charles River Laboratories. Pokus-
né podminky zahrnovaly fotoperiodu 12/12 hodin, stalou teplotu 22 °C, 65% relativni vlh-
kost a neomezeny ptistup ke sterilni vodé a krmivu ve formé pelet.

Buiikky melanomu B16-F10 byly zakoupeny u American Type Culture Collection.
Kultivace bunék byla provedena pii 37 °C v RPMI 1640 s 10 % FCS, antibiotiky (1 %), glu-
taminem (1 %) a merkaptoethanolem (1 %) v atmosféfe nasycené¢ vodnimi parami s oxidem

uhli¢itym (koncentrace CO; 5 %).

6.3 Priprava melanomovych bunék pro in vivo pokusy

Bunky byly zbaveny média 3 x promytim sterilnim PBS (fosfatovy pufr s chloridem
sodnym, pH 7,3-7,4). Dal§im krokem byla trypsinizace pti 37 °C 5 minut. Trypsinizacni
smés obsahovala 0,02% trypsin a 0,02% EDTA v PBS. Trypsinizace byla ukoncena ptida-
nim média RPMI 1640 s 10 % FCS. Rozvolnéné buiiky byly centrifugovany (10 minut, pfi
150G, 4°C). Supernatant byl slit a k peleté bylo pfidano médium RPMI 1640 bez séra. Bun-
ky byly po obarveni mrtvych bun€k trypanovou modii (0,5% vodny roztok trypanové modii)

spocitany v Biirkerové komtirce a piipadné roziedény na poZzadovanou koncentraci.

6.4 Transplantace melanomovych bunék

Bunécéna suspenze obsahujici 400 000 bunék melanomu B16-F10 v 0,1 ml RPMI
1640 bez séra v jedné davce byla mySim injikovana subkutanné do pravé dolni ¢asti zad.
Tato Cast byla pted aplikaci oholena, aby byl nador patrn&j$i. Mysi byly v dob& aplikace

8 tydntl staré a vazily mezi 18 a 20 g.

6.5 Priprava terapeutickych latek

6.5.1 Priprava -MLFKK-BAM

Syntéza -MLFKK-BAM bylo provedena navazanim molekuly BAM na -MLFKK
pi1 pH 7,3 metodou podle Kato a kol., 2004. Behem jedné hodiny pti pokojové teploté doslo
k reakci skupiny NHS (vazebna ¢ast BAM molekul) s e-aminoskupinou lysinu v -MLFKK.
Ziskany roztok (v PBS) byl az do doby pouziti uchovavan pti minus 20 °C.
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6.5.2 Priprava laminarin-BAM a manan-BAM

Nejdiive byly pfipraveny aminovany laminarin a manan redukéni aminaci. Roztok
laminarinu (mananu) byl redukovan kyanoborohydridem sodnym pii pH 7,5 a 50° C po dobu
péti dnll v prostiedi obsahujici octan amonny. Nésledné byl vznikly roztok dialyzovan pfii
4°C proti PBS ptes noc (dialyzacni membrany MWCO 3500, Serva, Némecko). Navazani
kotvy BAM na aminoskupinu laminarinu (mananu) bylo provedeno vyse uvedenou metodou

podle Kato a kol., 2004, za stejnych podminek.

6.5.3 Priprava -MLFKK-DOPE

Syntéza f-MLFKK-DOPE byla provedenim pfidanim vazebné molekuly DOPE na
molekulu -MLFKK. K 0,53 mM f-MLFKK s bylo pfiddno ekvimolarni mnozstvi 9 mM
DOPE-NHS v DMSO. Inkubace téchto latek probihala pti pokojové teploté po dobu 60 mi-

nut. Sterilizace vysledného roztoku byla provedena filtraci (0,22 pm).

6.6 Méreni velikosti nadoru

Pro vyhodnoceni vlivu terapie na rist nadoru byla méfena velikost nadoru kaliperem.
Z namé&fenych hodnot byl vypo¢itan objem nadoru podle vzorce v = 1/6*A*B?, pfitemz A je
nejdelsi rozmér nadoru v milimetrech (odpovida Sifce) a B nejkrats$i rozmér nadoru (odpovi-

da vysce) v milimetrech (Li a kol., 2009).

6.7 Pocitani plicnich metastaz

Mysi byly usmrceny strzenim vazu. Po vyjmuti plic z téla byly plice fixovany 4%
formaldehydem. Obratem byly celé plice prohlédnuty pod binokularni lupou a byly spocita-
ny metastdzy. Metastazy byly pozorovany jako vyrazné cerné tecky v rizové tkani plic.

Ze ziskanych dat byly vyhodnocovany dvé hodnoty. Jednak priimérny poc¢et metastaz,
dany primérnym poctem metastaz u mysi, u kterych byly metastdzy nalezeny, a jednak pro-
cento vyskytu metastaz, coz je procento mysi, u kterych byly metastazy nalezeny z celkové-

ho poctu mysi.

6.8 Priprava melanomovych bunék pro in vitro pokusy

Nadorové buiiky pro in vitro pokusy byly ptipravovany identicky s pfipravou bunck

pro in vivo pokusy. Po upraveni koncentrace na 1 milion na mililitr byly buiiky inkubovany
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s fagocytarnim ligandem (f-MLFKK-BAM, laminarin-BAM, manan-BAM) nebo jeho ne-
funk¢ni ndhradou (HMLFKK-BAM, lysin-BAM) 30 minut pti 37 °C. Vysledna koncentrace
ligandu byla pro f-MLF a jeho derivaty 0,05 mM, pro laminarin, manan a jejich derivaty
0,02 mM, coz odpovida desetiné terapeutické koncentrace. Po uplynuti doby inkubace byly
buiiky promyty centrifugaci (150 g, 5 minut, 4 °C).

6.9 Priprava neutrofilti pro in vitro pokusy

6.9.1 Izolace neutrofilii kostni di‘ené a jejich aktivace

Neutrofily byly izolovany z kostni dfené mysi C57BL/6N podle Stassen a kol., 2006.
Mys byla usmrcena strzenim vazu. Z dolnich koncetin byla staZzena klize a nasledné byly
kongetiny oddéleny od téla. Dal§im krokem bylo oddéleni svaloviny od kosti. Cisté kosti
(bez svaloviny) byly vlozeny do RPMI s 10 % FCS. Z kosti dolnich koncetin byly odstfihnu-
ty kloubni hlavice a kostni dfefi byla vytlaena pomoci injek¢ni stiikacky do ¢istého RPMI
s 10 % FCS.

Vlastni separace neutrofilli od ostatnich bunék z kostni dfené byla provedena magne-
tickou separaci podle pokynit k MACS Neutrophil Isolation Kit, mouse. Princip této metody
je zaloZen na vyvazani vSech bunék na kolonku, mimo neutrofilt. Jde tedy o negativni selek-
ci. Smés bunck kostni dfené byla inkubovana s mixem rliznym protilatek, tak aby bylo po-
kryto celé spektrum bun€k kostni dfen€, vyjma neutrofild. V druhém v kroku doslo
k vytvoteni konjugéati mezi protilatkami navazanymi na bunikdch a magnetickymi kulickami.
V kolonce byly zadrzeny magneticky oznacené buiiky, zatimco neutrofily kolonkou prosly.
Cistota ziskanych neutrofiltl byla pribézné stanovovana pritokovou cytometrii na piistroji
BD FACSCanto II (BD Bioscience, USA). Izolované intaktni neutrofily byly pfed pouzitim
v in vitro pokusech aktivovany cytokiny GM-CSF (12 ng/ml média) a TNF-a (2,5 ng/ml
média) podle Dewas a kol., 2003, a 2uM nizkomolekularnim B-glukanem laminarinem (Mw
6007) podle Vétvicky a kol., 1996. Jako pozitivni kontrola aktivace slouzily neutrofily inku-
bované s PMA v DMSO ve vysledné koncentraci 100 ng/ml média.

6.9.2 Izolace neutrofili z b¥iSni dutiny
Den ptedem byl ptipraven 4% roztok thioglykolatového média. Po rozpusténi sypkeé-
ho thioglykolatového média v deionizované vod¢ vznikl svétle modry roztok. Ke zméné bar-

vy roztoku na ¢erveno-rizovou doslo po provareni roztoku v mikrovinné troubé po dobu 1-2
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minut. Po odstati roztoku v chladniCce pies noc se vytvofily dvé vrstvy (spodni Zluta a horni
rizova). Pro injek¢ni intraperitonealni aplikaci média byl odebran 1 ml spodni Zluté vrstvy.
Po dvou hodinach od aplikace byla myS uspana inhalaci par dietyléteru, vykrvena a nasledné
usmrcena strzenim vazu. Po staZeni kiize v oblasti bficha bylo injekéné vstiiknuto do bii$ni
dutiny my$i 5 ml ledového PBS a opét nasato zpét. Ziskana tekutina byla obohacena o ne-
utrofily (Davidson, 2011). Neutrofily byly pfevedeny do RPMI s 10 % FCS a pouzity pro
cytotoxicky test. Cistota tdchto neutrofilil byla stanovena priitokovou cytometrii na piistroji

BD FACSCanto 1I.

6.10 Priprava erytrocytii pro in vitro pokusy

Mys kmene C57BL/6N byla uspana inhalaci par dietyléteru a vykrvena. Krev byla
piidana do EDTA v poméru 5:1. Plna krev byla nasledné¢ fedéna 1 000 x v RPMI s 10 %
FCS (na 25 mil./ml).

6.11 Statisticka analyza dat

K vyhodnoceni ziskanych dat byl vyuzity programy MS Excel a Statistica 12 (Analy-
za preziti, ANOVA test).

6.12 Pokusy

6.12.1 Studium mozZnosti pouZziti agonisty TLR7 Imiquimodu (R-837)
v imunoterapii nadori s vizanym manan-BAM

Pokus byl provadén s 20 samicemi mySiho kmene C57BL/6N. Dvanacty den po
transplantaci melanomovych bunék byly mysi ndhodné rozdéleny do 4 terapeutickych skupin
(A — D). Kazda skupina byla tvofena 5 mySmi. Kazdd mys byla umisténa do svého boxu.
Terapie byla zapocata ihned. Pfed aplikaci terapeutickych latek byly zméteny objemy nadort
na pocatku terapie. Mécfeni bylo opakovano kazdy druhy den. Podavani terapeutik bylo
v fadu tzv. pulzniho rezimu, kdy prvni pulz terapie piiSel ve dnech 0, 1 a 2 a druhy pulz ve

dnech 8, 9 a 10. Terapeutika byla podavéana intratumoralné (i.t.) nebo subkutanné (s.c.).
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Ptehled terapie (skupina, podana latka, zptisob podani):

Skupina A — 50 pl R-837 (0,5 mg/ml PBS) s.c.
Skupina B — 50 pl 0,2 mM manan-BAM v PBS i.t.

Skupina C — 50 pl 0,2 mM manan-BAM vPBS it. a50 pl R-837
(0,5 mg/ml PBS) s.c.

Skupina D — 50 ul PBS

Po ukonceni terapie byla sledovana doba preziti mysi.

6.12.2 Chemoatrakce neutrofilii do oblasti nadoru pomoci f-MLF a vliv této te-

rapie na rist nadoru s ukotvenym mananem

Na tento pokus bylo pouZito 24 samic kmene C57BL/6N. Dvanacty den po transplan-

taci nadorovych bunék byly mySi nahodné roziazeny do ¢ty skupin (A — D). VSechny sku-

piny c¢italy 6 mySi a kazdd myS§ méla svlij box. Terapie byla zapocata tyz den. Pfed aplikaci

terapeutickych roztokd byly zméfeny pocatecni objemy nadorti. Méfeni bylo opakovano

kazdy druhy den. Podéavani terapeutik bylo v fadu tzv. pulzniho rezimu, kdy prvni pulz tera-

pie ptiSel ve dnech 0, 1 a 2 a druhy pulz ve dnech 8, 9 a 10. Terapeutika byla podévana intra-

tumoralné.

Ptehled terapie (skupina, podana latka):

Skupina A — 50 pul 5 mM f-MLF v PBS

Skupina B — 50 pl 0,2 mM manan-BAM v PBS

Skupina C — 50 ul 5 mM f-MLF v PBS a 0,2 mM manan-BAM v PBS
Skupina D — 50 ul PBS

Po 14 dnech od zahajeni terapie byl vyhodnocen vliv terapie na vyskyt metastéaz.

6.12.3 Vliv intratumoralni aplikace aktivovanych neutrofilii v kombinaci s ma-

nan-BAM na rast nadoru

Pro pokus bylo pouzito 18 mysi kmene C57BL/6. Po 12 dnech od transplantace nado-

i byly vytvofeny 3 terapeutické skupiny (A — C), kazda po 6 mySich. TyZ den byly zméteny
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pocate¢ni velikosti nadorti a zapocata terapie. Méfeni velikosti nadorti bylo provedeno ob-
den. Terapeutika byly podévana ve dnech 0, 1, 2 a 8, 9, 10 intratumoralné€. Pro terapii byly
pouzity neutrofily, které byly aktivovany cytokiny GM-CSF a TNF-a a laminariem podle
protokolu uvedeného v kapitole Materidl a metody. Jedna terapeutickd davka obsahovala

2 miliony neutrofilt v RPMI s 10 % FCS.

Ptehled terapie (skupina, podana latka):
e Skupina A — 50 pl 0,2 mM manan-BAM v PBS a po hodin¢ 50 pl aktivovanych

neutrofilil
e Skupina B — 50 pl 0,2 mM manan-BAM v PBS
e Skupina C — 50 ul PBS

Po ukonceni pokusu byl vyhodnocen vliv terapie na vyskyt metastaz.

6.12.4 In vitro analyza cytotoxického efektu neutrofilii na nadorové buiky

Cytotoxicky ucinek neutrofilii na nddoroveé buiiky B16-F10 byl testovan pomoci sady
od firmy Perkin&Elmer Delfia® EuTDA Cytotoxicity assay kit. Princip této metody je zalo-
zen na pruniku fluorescencni laitky BATDA (bis(acetoxymethyl)2,2":6',2"-terpyridin-6,6"-
dikarboxylat) do nadorovych bunék, kde je hydrolyzovana. Hydrolyza zabrani uniku latky
do prostiedi. Po dvouhodinové inkubaci nadorovych bunék spolecné s neutrofily se nadoro-
vé bunky rozpadnou a fluorescencni latka se uvolni do supernatantu. Fluorescence je vyvo-
lana ptidanim roztoku obsahujiciho kationty europia, které jsou chelatovany. Mira uvolnéni
byla mé&fena na pristroji BioTek Synergy H1 (BioTek, USA), software Gen5™, mod time-
resolved fluorescence (TRF, excitacni vlnova délka 340 nm, emisni vlnova délka 612 nm).

Procento specifické lyze bylo vypoc¢itano podle nasledujiciho vzorce:

Experimentalni vysledek — spontanni uvolnéni
Maximalni uvolnéni — spontanni uvolnéni

x 100 %

pficemz spontanni uvolnéni bylo déno inkubaci samotnych nddorovych bunék bez

neutrofilli a maximalniho uvolnéni bylo dosazeno pouzitim lyza¢niho roztoku.

Pro tyto in vitro pokusy byly pouzity cerstvé izolované neutrofily z peritonea

a melanomové buitky B16-F10 z kultury s 1 bez fagocytarniho ligandu.
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Pokus byl sestaven z nasledujicich skupin:

e Skupina A — spontanni uvolnéni (B16-F10 + RPMI s 10 % FCS)

e Skupina B — maximalni uvolnéni (B16-F10 + lyzac¢ni roztok)

e Skupina C — pozadi (supernatant po centrifugovani B16-F10)

e Skupina D — B16-F10 + neutrofily (poméry 1:6 — 1:50)

e Skupina E — B16-F10-ligand + neutrofily (1:6 — 1:50)

e Skupina F — B16-F10 + neutrofily (1:6 — 1:50) + PMA (100 ng/ml)

e Skupina G — B16-F10-ligand + neutrofily (1:6 — 1:50) + PMA (100 ng/ml)

6.12.5 Vliv fagocytarniho ligandu na tvorbu shluki bunék in vitro

Melanomové buiikky B16-F10 v po¢tu 100 000 na jamku (96 jamkovy panel, prahled-
ny, ploché dno) byly inkubovany s ligandem fagocytarnich receptorti, jeho nefunkéni nahra-
dou nebo PBS. Do kontrolni skupiny bylo pfidano PBS ve stejném mnozstvi jako ligand.
V desetiminutovych intervalech byla pozorovédna tvorba shluk pod invertovanym mikro-
skopem pii zvétSeni 40 — 400 x. Mezi jednotlivymi pozorovanimi byly buiiky umistény
v inkubatoru (37 °C, 5 % CO,). Pokus byl navic proveden i s aktivovanymi neutrofily
z kostni dien€ (200 000 na jamku) a erytrocyty (1 milién na jamku).

Pouziti kotveni ligandu umoZnilo provést pokus ve dvou variantach. Jedna zahrnovala
kotveni ligandu do cytoplazmatické membrany a odmyti nenavazan¢ho piebytku. Druhd byla

provedena jako pfidani ligandu s kotvou BAM bez odmyti prebytku.

Skupiny byly nasledujici:

e Skupina A — B16-F10 + 0,05 mM {~-MLFKK-BAM (nebo 0,02 mM manan-BAM
nebo 0,02 mM laminarin-BAM), odmyty piebytek

e Skupina B — B16-F10 + 0,05 mM f-MLFKK-BAM (nebo 0,02 mM manan-BAM
nebo 0,02 mM laminarin-BAM), neodmyty piebytek

e Skupina C —B16-F10 + 0,05 mM H-MLFKK-BAM (nebo 0,02 mM lysin-BAM),
odmyty prebytek

e Skupina D — B16-F10 + 0,05 mM H-MLFKK-BAM (nebo 0,02 mM lysin-BAM),
neodmyty piebytek
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e Skupina E — B16-F10 + 0,05 mM volné f-MLF (nebo 0,02 mM volny manan ne-
bo 0,02 mM volny laminarin)

e Skupina F —B16-F10 + PBS

e Skupina G — aktivované neutrofily + 0,05 mM {-MLFKK-BAM (nebo 0,02 mM
manan-BAM nebo 0,02 mM laminarin-BAM), neodmyty piebytek

e Skupina H — aktivované neutrofily + 0,05 mM volné {-MLF (nebo 0,02 mM vol-
ny manan nebo 0,02 mM volny laminarin)

e Skupina I — aktivované neutrofily + PBS

e Skupina J — erytrocyty + 0,05 mM f-MLFKK-BAM, neodmyty prebytek

e Skupina K — erytrocyty + PBS

6.12.6 Tvorba interakci bunék B16-F10 a mySich neutrofila

Pro sledovani mezibunécnych interakci byly pouzity melanomové buinky B16-F10
z kultury a Cerstvé izolované neutrofily z kostni dfené. Prvnim krokem bylo navazani ligan-
du na nddorové bunky. Vyslednd koncentrace ligandu byla totoznad s vySe uvedenym. Po
tficetiminutové inkubaci v inkubatoru (stejné podminky jako je uvedeno vysSe) nasledovala
centrifugace a promyti (3 x). Takto pfipravené bunky s navazanym ligandem byly napipeto-
vany do jamek (24 jamkové desticky, prahledné, s plochym dnem) v poctu 150 000. V zapéti
byly do jamek ptfidany i aktivované neutrofily v poméru k nddorovym bunikam 2:1. Neutrofi-
ly byly aktivované GM-CSF, TNF-a a laminarinem 20 minut pii 37 °C. Interakce byly pozo-
rovany v desetiminutovych intervalech pod invertovanym mikroskopem pifi riznych

zvétSenich.

Skupiny v téchto pokusech byly:
e Skupina A — B16-F10 + 0,05 mM {~-MLFKK-BAM (nebo 0,02 mM manan-BAM
nebo 0,02 mM laminarin-BAM) + aktivované neutrofily

e Skupina B — B16-F10 + 0,05 mM volné {-MLF (nebo 0,02 mM volny manan ne-

bo 0,02 mM volny laminarin) + aktivované neutrofily

e Skupina C — B16-F10 + PBS+ aktivované neutrofily

V pokusu byly sledovany dva parametry. Prvni z nich byl kontakt mezi nadorovou

buiikou a neutrofilem. Za kontakt bylo povazovano spojeni bun¢k alespon v jednom bod¢
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a toto spojeni bylo ziejmé 1 v raznych rovinach zaostteni. Druhym sledovanym parametrem
byla tzv. frustrovana fagocytdza. Tento jev vykazoval charakteristické spojeni nadorové
buiiky a neutrofilniho granulocytu (popiipad¢ vice neutrofilr), kdy neutrofil t€sn¢ doléhal na
nadorovou buiiku a nesl tvar pismene D nebo C. Slo o spojeni ve vice bodech a pti pieostio-
vani do riznych rovin se neobjevil volny prostor mezi buitkami. Kvantifikace pokusu byla
vyhodnocena na zdkladné fotografii potizenych pii zvétSeni 400 % v intervalu 20, 30 a 40
minut koinkubace a pfi riznych rovinach zaostteni. Byly vybrany tii fotografie pro kazdy
casovy interval, na kterych byl nejvétsi pocet nadorovych bunck. Na vybranych fotografiich
byly uréeny pocty kontaktl a frustrované fagocytézy. Kone¢ny vysledek je uvadén jako pro-

cento interakci a procento frustrované fagocytozy. Tyto hodnoty jsou dany vypoctem:

) . pocet kontaktli
% interakei = T - » *100
pocet nadorovych bunck

. pocet fr. fagocytoz
% fr. fagocytozy = *100
pocet kontaktli

Pritbéh pokusu byl zaznamenan 1 ve form¢ videa. Nadorové buniky s laminarin-BAM
byly koinkubovany s aktivovanymi neutrofily 10 minut pii 37 °C. Nasledné byla kazdych 15
sekund pofizena fotografie jednoho mista. Fotografovani trvalo 40 minut a celkem bylo po-

tfizeno 160 fotografii. Nasledné byly fotografie sefazeny do jedné sekvence od délce 00:36 s.

6.12.7 Bunécéna signalizace

Nédorové buriky bez nebo s navdzanym ligandem byly nasazeny do jamek 24 jamko-
vého panelu v poctu 200 000 bunck. Nasledné byly ptidany aktivované neutrofily v poctu
400 000 bun€k na jamku. Priming neutrofilti byl proveden podle uvedené¢ho protokolu. Po 20
minutach vyla suspenze neutrofilii centrifugovana a cytokiny byly odmyty. Tim byl priming
ukonc¢en. Bunky byly spolu inkubovany 0 — 90 minut pii 37 °C a 5% CO,. V ¢asech 0, 60,
a 90 minut byla interakce nadorovych bunék a neutrofili zastavena lyzacnim roztokem (RI-
PA buffer s inhibitory fosfatdz a proteaz). Lyzacni roztok obsahoval 1% Nonidet P-40,
0.25% deoxycholatu sodného, 1 mM EGTA, 150 mM NacCl, a 50 mM Tris-HCI (pH 7.5)
a inhibitory proteaz (10 pg/ml aprotinin, 1 pg/ml leupeptin, 1 mM fenylmethylsulfonyl fluo-
rid, 1 pg/ml pepstatin) a fosfatdz (25 mM fluorid sodny and 2 mM orthovanadat sodny). Bu-
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nécné lyzaty byly smichany s 2 x SDS-PAGE loading buffer. Proteiny vzorku byly separo-

vany metodou SDS-PAGE a pfeneseny na Immobilon-P membranu. Imunobloty byly inku-

bovany s anti-fosfo-NF-kBp65 protilaitkou a s anti-f-actin protilatkou (fedéni 1:1000).

Proteiny byly vizualizovany prostfednictvim chemiluminiscence (ptistroj Uvitec Cambridge,

software Aliance 4.7).

Ptehled skupin:

Skupina A — neaktivované neutrofily

Skupina B — aktivované neutrofily (30 minut po zahéjeni primingu)

Skupina C — aktivované neutrofily (2 hodiny a 30 minut po zahajeni primingu)
Skupina D — aktivované neutrofily (4 hodiny po zahéjeni primingu)

Skupina E, H, K — B16-F10 + PBS + aktivované neutrofily (4 hodiny po zahajeni
primingu), ¢as 0 (E), 60 (H), 90 (K) minut

Skupina F, I, L — B16-F10 + 0,02 mM volny laminarin + aktivované neutrofily
(4 hodiny po zahajeni primingu), ¢as 0 (F), 60 (1), 90 (L) minut

Skupina G, J, M — B16-F10 + 0,02 mM laminarin-BAM + aktivované neutrofily
(4 hodiny po zahajeni primingu), ¢as 0 (G), 60 (J), 90 (M) minut
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7. VYSLEDKY

7.1 Studium moZnosti pouziti agonisty TLR7 Imiquimodu (R-837)
v imunoterapii nadori s vizanym manan-BAM

V tomto pokusu byl sledovan vliv Imiquimodu na riist nddoru a prezivani mysi. Jak je
z grafu (Obr. 1) patrné, samotny R-837 (skupina A) ani v kombinaci s manan-BAM (skupina

C) nevyvolava statisticky vyznamnou redukci nadorového ristu vzhledem ke kontrolni sku-

piné€ (skupina D).
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Obr. 1: Vliv terapie zalozené na Imiquimodu v kombinaci s manan-BAM na rlst nddoru.
Skupina A — R-837 s.c., skupina B — manan-BAM 1i.t., skupina C — manan-BAM 1.t. + R-837
s.c., skupina D — PBS

Po ukonceni terapie byla sledovana doba pteziti mysi. Nebylo dosaZeno statisticky
vyznamné delSiho pteziti mysi proti kontrole (skupina D). Vliv Imiquimodu samotného

1 v kombinaci s kotvenym mananem na ptezivani mysi je na obrazku 2.
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Obr. 2: Vliv terapie zalozené na Imiquimodu v kombinaci s manan-BAM na délku preziti.

Skupina A — R-837 s.c., skupina B — manan-BAM 1i.t., skupina C — manan-BAM 1.t. + R-837
s.c., skupina D — PBS
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7.2 Chemoatrakce neutrofili do oblasti nadoru pomoci f-MLF a vliv této
terapie na rust nadoru s ukotvenym mananem

Tento experiment sledoval vliv terapie zalozené na pouziti neutrofilniho chemoak-
traktantu na rast nddoru a vyskyt metastaz. Nasledujici graf (Obr. 3) ukazuje, Ze samotné
volné 5 mM f-MLF (skupina A) nema reduk¢ni Gcinek, ba naopak zde dochézelo k nartstu
mirné vétSich nadort nez v kontrolni skupiné (skupina D). O néco lepsi ucinek mél vazany
manan (skupina B). Po ptfidani volného 5 mM {-MLF k manan-BAM (skupina C) nebyl za-

znamenan zadny efekt v porovnani se v§emi ostatnimi skupinami.
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Obr. 3: Vliv chemoatrakce neutrofili do nddoru na jeho rist.

Skupina A — f-MLF, skupina B — manan-BAM, skupina C — {-MLF + manan-BAM, skupina
D -PBS

Procentualni vyskyt metastaz nddoru v plicich je uveden na obrazku 4. V kontrolni skupiné
byly nalezeny metastazy u 5 ze 6 mysi. U léCenych mysi (skupiny A — C) byla intenzita me-
tastazovani niz$i. Obrdzek 5 uvadi primérny pocet metastaz na my$ u mysi, u kterych byly
metastazy nalezeny. Cetnost metastaz v nelééené skuping (skupina D) byla asi 2 x vyssi

oproti lé€enym skupindm (skupiny A — C).
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Obr. 4: Procentudlni vyskyt metastaz u jednotlivych skupin (chemoatrakce neutrofil).
Skupina A — f-MLF, skupina B — manan-BAM, skupina C — {-MLF + manan-BAM, skupina
D - PBS

Primérny pocet metastaz/mys

Skupina

Obr. 5: Primérny pocet metastaz v jednotlivych skupindch (chemoatrakce neutrofili).
Skupina A — f-MLF, skupina B — manan-BAM, skupina C — {-MLF + manan-BAM, skupina
D - PBS
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7.3 Vliv intratumoralni aplikace aktivovanych neutrofilii v kombinaci s
manan-BAM na rist nadoru

V tomto pokusu byl zjistovan vliv kotveného mananu s piidanim aktivovanych ne-
utrofild na rst nadoru a vyskyt metastdz. Neutrofily pochazely z kostni diené a jejich Cistota
byla 90 %.

Pouziti samotného manan-BAM (skupina B) nemélo z4dny vliv na rist nadoru. Pfi-
davek neutrofili k manan-BAM (skupina A) vedl jen k nevyrazné redukci nadorového rustu.
Cervené ozna¢ené skupiné C bylo podavano PBS a tato skupina byla kontrolou. Vyie uve-

dené je na obrazku 6.
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Obr. 6: Vliv terapie zaloZzené na intratumoralni aplikaci neutrofili na riist nadoru.

Skupina A — manan-BAM + aktivované neutrofily, skupina B — manan-BAM, skupina C —
PBS

Procentualni vyskyt metastaz melanomu B16-F10 v plicich je zobrazen na obrazku 7
a primérny pocet metastdz ve skupiné je na nasledujicim grafu (Obr. 8). Skupina A, které
byly aplikovany aktivované neutrofily, mé¢la metastaz méné¢ nez kontrolni skupina (skupina
C). Na druhou stranu, zaméfime-1i se na skupinu lécenou manan-BAM (skupina B) zjistime,

7e se metastazy objevily u poloviny mysi, stejné tak jako v kontrolni skupiné (skupina C),
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avSak v celkové vys$Sim poctu. Strucné, pozitivni vliv na metastazovani tohoto nadoru nebyl

zjistén.
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Obr. 7: Procentudlni vyskyt metastaz u jednotlivych skupin (i.t. aplikace neutrofilit).

Skupina A — manan-BAM + aktivované neutrofily, skupina B — manan-BAM, skupina C —
PBS
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Obr. 8: Primérny pocet metastaz v jednotlivych skupindch (i.t. aplikace neutrofild).

Skupina A — manan-BAM + aktivované neutrofily, skupina B — manan-BAM, skupina C —
PBS

-33.-



7.4 In vitro analyza cytotoxického efektu neutrofilit na nadorové bunky

Tento pokus si kladl za cil ur€it schopnost neutrofilli zabijet nadorové bunky B16-
F10. Ke zjisténi tohoto cile byl pouZit kit od firmy Perkin&Elmer. Cilovymi bunikami byly
buiiky melanomu B16-F10 a jako efektorové buiiky byly pouzity neutrofily z peritonea (30%

Cistota). Pokus byl proveden 6 x v nékolika modifikacich.

Opakované se objevovaly potize v podobé nizkych a rozkolisanych hodnot maximal-
niho uvolnéni, a zaroven vysokého pozadi i hodnot spontanniho uvolnéni. Pfehled naméie-
nych hodnot (fluorescen¢ni jednotky) v jednotlivych experimentech piiblizuje nasledujici
tabulka (Tab. 1). V pokusu 2 a 3 byl pro naméfeni pozadi pouzit $patny vzorek. Slo o super-
natant odebrany béhem promyvani po inkubaci bun¢k B16-F10 s fluorescen¢nim ligandem.
Tento supernatant byl zméfen 1 v ostatnich pokusech a stejn¢ jako v pokusech 2 a 3 bylo
dosaZeno hodnot nad 40 000 fluorescen¢nich jednotek. Po dal§im promyti supernatant obsa-
hoval stale jesté dalsich 10 000 fluorescencnich jednotek.

Otazkou také bylo to, zda pouziti fagocytarniho ligandu MLFKK-DOPE na buiky
pfedtim inkubované s fluorescenénim ligandem nemati tento test cytotoxicity. Provedeni
testu bez ligandu vSak ukézalo, Ze tim to neni. Nedoslo zde ke zvySeni maximalniho uvolné-

ni za soucasného snizeni spontanniho uvolnéni (Tab. 1).

Pokus ¢. 1 2 3 4 5 6
Ligand f-MLFKK- f-MLFKK- bez bez bez bez
DOPE DOPE ligandu ligandu ligandu ligandu
Max. uvolnéni 4512 836 22 500 1231 2 000 20 533
Spont. uvol- 3 350 741 6 472 453 1934 14 001
néni
Pozadi 3242 -—- -— 219 1305 3000

Tab. 1: Naméfené hodnoty maximalniho a spontanniho uvolnéni a pozadi.

V rdmci optimalizace testu bylo pracovano s neutrofily v pokusech 1, 3, 4, 5. Byly
pouzity rizné poméry nadorovych bunck ku neutrofilim (1:50 — 1:6). Neutrofily byly akti-
vovany piidavkem PMA (100 ng/ml). Ani v piipadé koinkubace nadorovych bunck
s neutrofily nebylo dosaZeno optimélnich hodnot. V kaZzdém pokusu bylo dosazeno pfiblizné
stejnych hodnot fluorescence napfi¢ rozdilnymi poméry. Kolisani hodnot skrz jednotlivymi

pokusy koreluje se zjiSténymi parametry testu (maximdlni uvolnéni, spontanni uvolnéni,
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pozadi). Napiiklad v pokusu €. 1 a €. 5 byly zjiStény témét shodné hodnoty, prestoze se liSily
ptidavkem f-MLFKK-DOPE. Podle o¢ekavani mél byt ve vzorcich s -MLFKK-DOPE na-
méten vyssi signal (pokus €. 1), nebot’ ligand slouZi jako oznaceni cile zabiti pro neutrofily.

Prehled ziskanych primérnych hodnot fluorescence z vzorki s neutrofily je v tabulce 2.

Pokus ¢. 1 3 4 5
Ligand f-MLFKK- bez bez bez
g DOPE ligandu ligandu ligandu
1:50 2792 7 296 500 2142
1:25 3035 8 872 474 2042
1:12,5 2997 9963 520 1 968
1:6 2074 8210 531 2187

Tab. 2: Namétené hodnoty fluorescence ve vzorcich s neutrofily (riizné pomeéry).

Dalsi modifikaci bylo provedeni testu s 30 minutovou inkubaci navic pti 37 °C, bez
fagocytarniho ligandu. V této dob¢ byl panel s nadorovymi buiikami umistény v inkubatoru.
Po uplynuti 30 minut byly pfidany neutrofily a byla zapocata dvouhodinova koinkubace ne-
utrofild a nadorovych bunék. Interval 30 minut navic nahrazoval dobu, kdy byly nddorové
buiiky v ostatnich pokusech inkubovany s fagocytarnim ligandem, ktera nasledovala az po
inkubaci s fluorescen¢nim ligandem. Z tabulky 3 je dobie patrné, ze 30 minut navic
v priubéhu testu nezpisobilo Zadny rozdil v naméfenych hodnotach. Jedna se o primérné
hodnoty ziskané ze vzorkl s neutrofily. Pfidani 30 minut navic uspéSnému provedeni testu

nebrani.

Pomer bez 30 min s 30 min rozdil
NB : neu
1:50 21425 23525 210
1:25 2 042 2 009,5 -32,5
1:12,5 1968 2 062,2 94,2
1:6 2 187,5 2 104,5 -83

Tab. 3: Hodnoty fluorescence naméfené ve varianté pokusu s 30 minutami navic.

V potadi dal§i modifikaci bylo provedeni pokusu takové, Ze koinkubace nadorovych
bunék a neutrofilti byla prodlouzena na 3 hodiny misto ptivodnich 2 hodin. Tato varianta

byla provedena 2 x. Nadorové buiiky nenesly fagocytarni ligand, a ani nebyl do pokusu za-
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fazovan zadny Cas navic. Hodnoty fluorescen¢niho signdlu byly zméfeny nejprve po dvou
hodinach koinkubace a poté po dalsi hodiné. Nartst hodnot fluorescence byl v piipadé poku-
su Cislo 5 primérné 13,5 x a v pokusu Cislo 6 primérn¢ 1,6 x. Dulezité je podotknout, Ze
nartist byl mezi sledovanymi parametry pfiblizné stejny. Tedy o hodinu delsi koinkubace

nevedla ke zptesnéni pokusu (Tab. 4).

Max. uvolnéni 2 000 25413 12,5 x 20 533 38 000 1,8 x
Spont. uvolnéni 1934 28 338 14,6 x 14 001 17 000 1,2 %
Pozadi 1305 17 500 13,4 x 3 000 5 000 1,6 %

Tab. 4: Rozdily mezi dvou- a tfthodinovou koinkubaci nadorovych bunék a neutrofild (fluo-

rescen¢ni jednotky).
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7.5 Vliv fagocytarniho ligandu na tvorbu shluki bunék in vitro

Pted zahdjenim experimentl tykajicich se interakci bunék bylo potieba zjistit, zda k-
gandy pouzivané v in vivo terapii a v in vitro pokusech nemaji vliv na samotné¢ nadoroveé
buiiky nebo na neutrofily. Tedy hlavnim zdmérem v tomto piipadé bylo sledovat zmény
v suspenzi bunék pod vlivem ptidavku fagocytadrniho ligandu, at’ uz jeho kotvené a volné
varianty nebo jeho nefunk¢éni nahrady. Chovani bunék bylo sledovano pod invertovanym
mikroskopem a zachyceno na fotografiich p¥i zvétseni 40 — 400 x. Cistota pouzitych neutro-

fili z kostni dfen¢ byla primérné 90 %.

Bylo zjisténo, ze vazané f-MLF (0,05 mM f-MLFKK-BAM) shlukuje nadorové bun-
ky do klastrit (Obr. 9/A). Shluky byly pozorovany po 15 — 20 minutach inkubace bunék
s ligandem pti 37 stupnich Celsia. Tyto shluky nebyly rozvolnény ani ptfidavkem 0,05 mM
volného f-MLF (Obr. 9/B), ani pfidavkem 0,5 mM volného {-MLF ve vysledné koncentraci
(Obr. 9/C). Rozvolnéni klastrit vzniklych po ptidavku -MLFKK-BAM bylo zkouSeno ve
dvou variantach: 1) voln¢ f-MLF bylo pfidavano az po 30minutové inkubaci s vazanym f-
MLF (bez obrazku); 2) volné i vazané {-MLF byly pfidany zaroven v ¢ase 0 (Obr. 9/B a Obr.
9/C). Ani jedna z variant nevedla k rozvolnéni klastrii vytvotfenych pod vlivem f-MLFKK-
BAM. Samotné volné -MLF (ob¢ koncentrace) nevytvarelo klastry nadorovych bunék (bez
obrazku). Jestlize bylo k nadorovym bunkdm v suspenzi ptidano ekvivalentni mnozstvi PBS
misto ligandu, klastry se nevytvoftily (Obr. 9/D). Fotografie (Obr. 9/A — D) byly potizené po
30 minutové inkubaci pti 37 °C pti celkovém zvétSeni 40 %, kdy volny 1 vazany ligand byly

pfidany zaroven v Case 0.

Testovana byla 1 nefunkéni ndhrada +MLF (HMLF i HMLFKK-BAM). Analogicky
byly provedeny experimenty s ostatnimi ligandy. Piehled vysledki je uveden v tabulce 5.
Vsechny pokusy tohoto druhu byly provedeny s odmytym 1 neodmytym nadbytkem ligandu.
Shluky se vytvately po 15 — 20 minutach inkubace pii 37 °C a trvaly az do konce pozorovani

(60 minut).
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Obr. 9: Vliv {-MLF na suspenzi nadorovych bun¢k.

A — 0,05 mM f-MLFKK-BAM, B — 0,05 mM f-MLFKK-BAM + 0,5 mM f-MLF, C — 0,05
mM f-MLFKK-BAM + 0,5 mM f-MLF, D — PBS, 30 minut po inkubaci pii 37 °C, zvétSeni
40 x,

f-MBlil\:l\llfK- 005mM  odmyt ano IamBiR:;in- 0,02mM  neodmyt  ne
f'MBIiMKK' 0,05mM  neodmyt  ano Ig:i,cl- 0,02 mM odmyt ne
HMLPKK- 005 mM odmyt e Yo 002mM  neodmyt  ne
"BAM  005mM  ncodmyt  ne jaminarin 002 ncodmyt  ne

volne  005mM  ncodmyt  ne "BAM  002mM  odmyt  ne

;’_;:Eﬁ 0,06 mM  neodmyt ne mgxnln- 0,02mM  neodmyt ne
laminarin- o o mM odmyt  ne volny -~ g02mM  neodmyt ne

Tab. 5: Vliv fagocytarniho ligandu a jeho nahrad na suspenzi nadorovych bunék.
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Specificky vliv kotveného f-MLF byl zaznamenan i na suspenzi neutrofili. Na obraz-
ku 10 jsou zabéry suspenze neutrofili. Pod vlivem samotného 0,05 mM f~MLFKK-BAM
bez odmyti nadbytku (Obr. 10/A) se neutrofily agregovaly do vyraznych klastrii. Pfidavek
0,05 mM f-MLFKK-BAM a zaroven 0,5 mM f~-MLF téz vedl k ustaveni shlukii bun¢k (Obr.
10/B). Volny f-MLF nedokézal u¢inek -MLFKK-BAM nikterak ovlivnit. Vzorek se samot-
nym 0,5 mM f-MLF (Obr. 10/C) vykazoval stejny vzor jako skupina s PBS (Obr. 10/D).
Pokus byl jesté opakovan v podobném designu jako u nadorovych bunék. Nejprve se neutro-
fily nechaly 30 minut inkubovat s kotvenym f-MLF, a poté byl pfidan 0,5 mM volny f-MLF
(bez obrazku). Ani zde nedoslo k rozpadu klastri.

Obr. 10: Vliv f-MLF na suspenzi neutrofili. Tvorba klastra.

A - 0,05 mM -MLFKK-BAM, B — 0,05 mM {-MLFKK-BAM + 0,5 mM f-MLF,
C-0,5mM f-MLF, D — PBS, 20 minut po inkubaci pti 37 °C, zvétSeni 40 x

Detailné¢jsi pohled na tvorbu agregatii neutrofili pod vlivem 0,05 mM f~-MLFKK-

BAM je mozné vidét na obrazku 11. Velké klastry bun¢k jsou oznaceny Sipkami.
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Obr. 11: Tvorba klastrii neutrofilti pod vlivem -MLFKK-BAM.
A — 0,05 mM f-MLF-BAM, B — PBS, 30 minut po inkubaci pti 37 °C, zvétSeni 200 x

Kromé charakteristického shlukovani se v tomto ptipadé objevil dalsi fenomén. Ne-
utrofily pod vlivem f~MLFKK-BAM i volného f~-MLF ménily tvar z hladkého kulatého na
ovalny sttapaty. Morfologicka zména neutrofili byla zachycena na fotografiich pii zvétSeni
400 x po 30 minutové inkubaci pii 37 °C. Zména nepostihla 100 % bunék. Tyto zmény jsou
dobfte viditelné na nasledujicich fotografiich (Obr. 12). Velké klastry (a) a ptiklady morfolo-

gickych zmén (b) jsou oznacené Sipkami.

Obr. 12: Zména tvaru neutrofilti a tvorba klastrti pod vlivem f-MLF.
A - 0,05 mM f-MLFKK-BAM, B — 0,05 mM volné -MLF, a — velké klastry, b — morfolo-

gické zmény po 30 minutach inkubace, zvétseni 400 x

Stejna zména tvaru nastala i pfi prodlouzeni aktivace neboli primingu neutrofili na

vice nez 35 minut, zatimco pro in vitro pokusy byly neutrofily standardné aktivovany
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20 minut. Dvacetiminutova inkubace s GM-CSF a TNF-a nevyvolala morfologickou zménu

neutrofilti (bez obrazku).

Pfi pouziti laminarinu nebo mananu (kotveny i volny) nedochéazelo ke tvorb¢ klastra

ani ke zméné tvaru neutrofild.

Byl vyhodnocen i vliv £MLFKK-BAM na erytrocyty. Cervené krvinky ani neménily
svij tvar, a ani se neshlukovaly do klastrti. Suspenze erytrocytd s pridavkem f-MLFKK-
BAM je na obrazku 13 a vykazovala stejny vhled jako vzorek, do kterého bylo ptidino PBS

(bez obrazku). Pozorovani trvalo 60 minut.

Obr. 13: Vliv MLFKK-BAM na suspenzi erytrocytti. 20 minut po inkubaci pii 37 °C,

zvétSeni 400 x.
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7.6 Tvorba interakci bunék B16-F10 a mySich neutrofili

Ugelem tohoto pokusu bylo zaznamenat atraktivitu fagocytarniho ligandu vazaného
na nadorové bunky pro neutrofily. V pokusu byly pouzity neutrofily z kostni diené. Jejich
Cistota dosdhla primérné 90 %. Pokus byl zdokumentovan fotografiemi pii zvétSeni 400 X,
na jejichz zaklad¢ bylo provedeno i vyhodnoceni. Primérny pocet nadorovych bunék ve

skupiné byl 40,3 £+ 19,5.

Rozdily mezi kotvenym ligandem a PBS nebo volnym ligandem byly zcela ziejmé jiz
pi1 pohledu do mikroskopu. Po vyhodnoceni pokusu z potizenych fotografii vyslo najevo, ze
neutrofily se statisticky vice zajimaji o nadorové buiiky s kotvenym ligandem. Ve vzorcich
s volnym ligandem nebo PBS byla atraktivita nadorovych bunék pro neutrofily minimalni az
zadna. Procentudlni vyjadieni mnozstvi kontaktl a tzv. frustrované fagocytozy jsou uvedena

v tabulkach 6 a 7 pro -MLF, 8 a 9 pro laminarin a 10 a 11 pro manan.

% interakci Minuty % fr. fagocytézy Minuty
Ligand 20 30 40 Ligand 20 30 40
f-MLFKK-BAM| 56,0* 61,6 64,4 f-MLFKK-BAM | 58,9* 31,1 36,0™
volné f-MLF 18,9 20,2 8,3 volné f-MLF 4,8 1,1 0,0
PBS 10,6 55 6,1 PBS 13,3 0,0 0,0
Tab. 6: Procentualni vyjadieni poctu Tab. 7: Procentualni vyjadieni poctu
interakci ve skupiné s -MLF. piipadu fr. fagocytozy ve skupiné s f-MLF.

*p <0,05 vztazeno ke skupiné s PBS, °p < 0,05 vztaZeno ke skupiné s volnym f~-MLF

% interakci Minuty % fr. fagocytézy Minuty
Ligand 20 30 40 Ligand 20 30 40
laminarin-BAM| 29,8*° 20,4 29,8*° laminarin-BAM | 78,3° 55,0 47,9*
Iar‘:lci)rl:.‘:lyrin 22,5 1.4 9.7 Iar‘:lci)rl:.‘:lyrin 21,7 0,0 16,7
PBS 2,6 4,2 6,1 PBS 0,0 0,0 0,0
Tab. 8: Procentualni vyjadieni poctu Tab. 9: Procentualni vyjadieni poctu
interakci ve skupin€ s laminarinem. fr. fagocytozy ve skupin€ s laminarinem.

*p <0,05 vztazeno ke skupiné s PBS, °p < 0,05 vztazeno ke skupiné s volnym laminarinem
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% interakci % fr. fagocytozy

Tab. 10: Procentualni vyjadieni poc¢tu Tab. 11: Procentualni vyjadieni poctu
interakci ve skupiné s mananem. fr. fagocytozy ve skupiné s mananem.

*p <0,05 vztazeno ke skupiné s PBS, °p < 0,05 vztazeno ke skupiné s volnym mananem

Nedilnou soucasti tohoto pokusu byly fotografie, které presvéd¢ivé dokazuji vyznam
kotveni ligandu do membrany nadorovych bun€k pro in vivo terapii. Nasledujici vybér re-
prezentativnich fotografii ukazuje typické usporadani bunék po koinkubaci. Obrazek 14/A
prezentuje situaci po 30 minutach koinkubace pii 37 °C a obrazek 14/B prakticky totéz po
Ctyficetiminutové koinkubaci za stejnych podminek. Pouzitym ligandem byl f~MLFKK-
BAM. Obdobna situace se vytvofila i ve vzorcich s laminarin-BAM (Obr. 15) a manan-
BAM (Obr. 16). Souhrnné na vSech fotografiich (Obr. 14 — 16) je mozné vidét uz definova-
nou frustrovanou fagocytézu (oznaceno Sipkou s malym a) a tvorbu rozet (oznaceno Sipkou
s malym b). Za rozetu je povazovan utvar jedné nadorové bunky, kolem niz se shlukuje n¢-
kolik neutrofilti. Dale je mozné vidét jednotlivé kontakty nadorovych bunék a neutrofilii (bez

oznaceni Sipkou).

Obr. 14: Interakce neutrofili s nadorovymi bunkami s -MLFKK-BAM. A — 30 minut,

B — 40 minut. a — frustrovana fagocyt6za, b — rozeta.
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Obr. 15: Interakce neutrofill s nadorovymi bunkami s laminarin-BAM. A — 20 minut,

B — 30 minut. a — frustrovana fagocyt6za, b — rozeta.

Obr. 16: Interakce neutrofilii s nadorovymi bunikami s manan-BAM. A — 30 minut, B — 40

minut. a — frustrovana fagocytéza, b — rozeta.

Dalsi série obrazka zobrazuje situaci ve vzorcich s volnymi ligandy a s PBS. Na foto-
grafiich je patrné, ze neutrofily jsou v blizkosti nadorovych bungk, ale nedochazi ke kontak-

tam, natoz k vyskytu frustrované fagocytozy (Obr. 17).
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Obr. 17: Interakce neutrofild s nadorovymi bunkami. A — volné f-MLF, 30 minut, B — volny

laminarin, 20 minut, C — volny manan, 40 minut, D — PBS, 30 minut.

Na zavér bylo pozorovani zachyceno na videu. Video ukazuje 40 minut interakci me-
zi aktivovanymi neutrofily a nadorovymi buiikami s laminarin-BAM. Pofizeni zaznamu
predchéazela desetiminutova inkubace pii 37 °C. Video zachycuje dvé vyznamné udalosti: 1)
Tvorbu rozety v prubéhu celého videa. Nadorova bunka je obklopena celou dobu nékolika
neutrofily. 2) Intenzivni kontakt neutrofilniho granulocytu a nadorové bunky. Celkové tento
kontakt trva 25 minut, ale je pierusovany. Jednotlivé sekvence kontaktu trvaly 1,25; 1; 3,25;
4.25; 0,75 a 8,5 minut. Po asi 20 minutach kontaktu nadorova bunka umira. Na ostatnich
mistech obrazu jsou vidét jednotlivé kontakty nadorovych bunék a neutrofili. Video bylo
potizeno pii zvétSeni 400 x. Obrazek 18 ptinasi nékolik zabérl z potizeného videa. Video je
dostupné na adrese: http://kme.prf.jcu.cz/content/studentske-prace. V piipadé potizi s pie-

hravani videa je mozné video ulozit do pocitace (CTRL+S) nebo mé¢ kontaktovat na e-mailu

NikVacova@seznam.cz.
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Obr. 18: Vybér zabéri z videa, 40 minutova koinkubace aktivovanych neutrofild s B16-F10
s laminarin-BAM. A — 10. minuta, B — 18. minuta, C — 25. minuta, D — 27. minuta,

a — frustrovana fagocytdza, b — rozeta, ¢ — bunééna smrt, zvétseni 400 x.
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7.7 Bunécna signalizace

Tento pokus patiil k t€ém, které mély potvrdit fakt, Ze pro u€innou terapii je nutné po-
uzit kotvené agonisty fagocytarnich receptort, a to na trovni fosforylace transkripéniho fak-
toru NF-xB. Dale bylo ovéfovano, zda priming aktivuje NF-«xB.

V tomto ptipad¢ bylo potvrzeno, Ze po primingu neutrofilli je aktivovano NF-kB. Na
obrazku 19/1., II. jsou vysledky ze vzorka s neutrofily bez nadorovych bunck ve skupinach
A — D. Obrazek 19/1. zachycuje mnozstvi fosforylovaného transkripéniho faktoru NF-«xB,
obrazek 19/I1. mnozstvi B-aktinu jako kontroly. U neaktivovanych neutrofilii (skupina A) je
mnozstvi fosforylovaného faktoru NF-«kB malo. Po 30 minutach od zahdjeni primingu (sku-
pina B) u neutrofilii jesté nedoSlo k zvySeni miry fosforylované verze NF-kB, ale po 2,5 ho-
dinéach (skupina C) je jiz aktivace patrna, a ta trva dalsi 1,5 hodiny (skupina D).

Obrazek 19/111., IV. byl potizen po koinkubaci nadorovych buné¢k s aktivovanymi ne-
utrofily (skupiny E — M). U vétSiny skupin, bez ohledu na to, zda byl ¢i nebyl pouzit ligand
a jaka forma, bylo dosazeno ptiblizné stejného signdlu fosforylovaného NF-kB. Vyraznéjsi
signal NF-kB byl ziskan pouze u skupiny G v ¢ase 0 (po piihlédnuti k signdlu z B-aktinu).
Pti pohledu na obréazek je mozné fici, ze touto metodou nelze stanovit rozdily v rozpoznani

volného a vazaného ligandu neutrofilem na trovni prozanétlivé signalizace.

H I J K M
.

L
-—
Obr. 19: Aktivace NF-«xB u neutrofild. L., III. — fosforylované NF-«B, II., IV. — B-aktin
Skupina A — neaktivované neutrofily, Skupina B — aktivované neutrofily (30 minut po zaha-
jeni primingu), Skupina C — aktivované neutrofily (2 hodiny a 30 minut po zahajeni primin-

gu), Skupina D — aktivované neutrofily (4 hodiny po zahdjeni primingu), Skupina E — B16-

F10 + PBS + aktivované neutrofily (4 hodiny po zahdjeni primingu), ¢as 0 minut, Skupina F
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— B16-F10 + volny laminarin + aktivované neutrofily (4 hodiny po zahajeni primingu), ¢as 0
minut, Skupina G — B16-F10 + laminarin-BAM + aktivované neutrofily (4 hodiny po zaha-
jeni primingu), ¢as 0 minut, Skupina H — B16-F10 + PBS + aktivované neutrofily (4 hodiny
po zahdjeni primingu), ¢as 60 minut, Skupina I — B16-F10 + volny laminarin + aktivované
neutrofily (4 hodiny po zah4jeni primingu), ¢as 60 minut, Skupina J — B16-F10 + laminarin-
BAM + aktivované neutrofily (4 hodiny po zahdjeni primingu), ¢as 60 minut, Skupina K —
B16-F10 + PBS + aktivované neutrofily (4 hodiny po zahajeni primingu), ¢as 90 minut, Sku-
pina L — B16-F10 + volny laminarin + aktivované neutrofily (4 hodiny po zahajeni primin-
gu), ¢as 90 minut, Skupina M — B16-F10 + laminarin-BAM + aktivované neutrofily (4

hodiny po zahajeni primingu), ¢as 90 minut
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8. DISKUZE

Tato prace sledovala dva hlavni cile. Jednak to bylo vyzkouSeni né€kolika variant in
vivo lécby, a jednak studium mechanismi u¢inné nadorové terapie. K dosazeni cilii bylo
vyuzito mnoho rozliénych metod a pfistupli, avSak pomyslnou €ervenou nit prace tvofila
jedna myslenka, a to terapie nadorovych onemocnéni zaloZena na instalaci agonistii fagocy-
tarnich receptori na povrch nadorovych bunék a soucasné signalni stimulaci agonisty TLR
receptorll. V praxi byla tato idea prenesena na tfi zékladni fagocytarni ligandy (-MLF, lami-
narin, manan) a nékolik vybranych signalnich terapeutik (R-837, volné f-MLF, aktivované
neutrofily). Uginnost fagocytarnich ligandi na povrchu nadorovych bunék v protinadorové
terapii byla v naSem kolektivu jiz nékolikrat potvrzena. Vyznamnym zjisténim byl synergic-
ky ucinek fagocytarnich ligandii v kombinaci s LPS, agonistou TLR4 (Janotovéd a kol.,
2014). Ze pro dosazeni nejvétsiho u¢inku maji byt agonisté fagocytarnich receptorti mem-
branové kotvené a ligandy signalnich receptort rozpustné, definovali v roce 2004 Underhill
a Gantner (Underhill a Gantner, 2004). Kotveni do bunééné membrany bylo umoZznéno alifa-
tickym fetézcem olejové kyseliny (kotva -BAM) a vzhledem k intratumoralni aplikaci, po-
ptipadé inkubaci pouze s buitkami B16-F10 u in vitro pokusl, byl cilem kotev povrch
nadorovych bun¢k.

PtedloZend prace obsahuje tti in vivo pokusy, které spojuje stejny fagocytarni ligand
(manan-BAM). V piipadé prvniho pokusu jsme zvolili jako rozpustny ligand signélnich re-
ceptort Imiquimod (R-837). V podstaté nebylo ptekvapenim, Ze sam o sobé nemél vyrazny
vliv na rlst nadoru. Stejné slabého vysledku jsme se dockali 1 ve skupiné mysi 1é€enych ma-
nan-BAM. Tyto vysledky kopirovaly vysledky ziskané zterapii spojujici manan-BAM
a LPS, ve kterych jednotlivé samotné slozky nebyly pfili§ G¢inné. Nicméné kombinace LPS
a manan-BAM vedla k vysoce u¢innému synergickému uc¢inku (Janotova a kol., 2014). K
této synergii pii nami pouzité kombinaci R-837 s manan-BAM nedos$lo. R-837 je testovan
jako nahrada LPS z toho davodu, ze LPS neni mozné pouzivat v lécbé nadorti ¢lovéka
vzhledem k faktu, Ze se jedna o endotoxin. Rozdily mezi témito latkami patrné nespocivaji
jen v tom, ze LPS je agonista TLR4, zatimco R-837 je agonistou TLR7. Problém spatiujeme
ve slabé stimulaci vrozené imunity prostfednictvim R-837/TLR7. Ptestoze Imiquimod je
testovan pro jeho protinadorovy ucinek v klinickych testech (Adams a kol., 2014), vysledky
naseho vyzkumu nebyly piesvédcujici a tuto latku jsme se rozhodli vice do terapii nezarazo-

vat.
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Neutrofily jsou prvnimi bunkami, jez se objevi v misté zanétu. Taktéz byly pozorova-
ny jako hlavni infiltrat v nadorech (Schmidt a kol., 2005; Friedlender a kol., 2009). Rychlost
a efektivita nekterych pouzitych terapii (Janotova a kol., 2014) nas vedla k mySlence, Ze témi
u¢innymi bojovniky proti nadoru budou pravé neutrofily. Schopnost neutrofili zabijet nado-
roveé buiiky byla jiz nékolikrat doloZena (Cui a kol., 2003; Ackermann a kol., 1989; Gerrard
a kol., 1981). Druhy pokus provadény na mySich byl zalozeny na multipotentnim u¢inku
rozpustného f-MLF na neutrofily. Nejlépe je MLF charakterizovan jako chemoatraktant
(Schiffmann a kol., 1975), avSak je popsan i1 vliv ~MLF na ostatni funkce neutrofild, napfti-
klad aktivaci, adhezi, oxidativni vzplanuti, degranulaci, fagocytézu a produkci cytokinli
(Prossnitz a Ye, 1997). Pokus mél tradi¢ni koncept. Byl tvofen 4 skupinami. Jedné skupiné
bylo podavéano intratumoralné¢ PBS (kontrola), dalsi dvé dostavaly bud’ volné¢ f-MLF nebo
manan-BAM a ¢tvrtd skupina byla 1é¢ena kombinaci vdzaného mananu a volného f-MLF.
Ani v tomto ptipad¢ nebylo dosazeno kyzené synergie, co se tyka vlivu na rist nadoru. Byl
zaznamenan mirny pozitivni vliv na redukci vyskytu metastaz, ktery nebyl statisticky vy-
znamny. Pokud se jeSté vratim ke vlivu pouzité terapie na rist nadort, primérné hodnoty
objeml nadorti ve skupiné odhalily, ze ve skupiné lécené volnym f~-MLF byly nédory do-
konce nepatrné vétsi nez u kontroly. Dokumentuji to naméfené hodnoty objemu nadort ze
14. dne terapie u skupin B, C a D (pramé&mé 1500 + 900 mm’) a u skupiny A 1é¢ené samot-
nym f-MLF (pramérné 2200 £ 1100 mm”). Vysvétleni by mohlo spo&ivat v bipolarnim cha-
rakteru neutrofild N1 (protinddoroveé) a N2 (pronadorove) (Friedlender a kol., 2009). Toto
tvrzeni je mozné prokéazat pokusem zaloZenym na sledovani mnozstvi uvolnénych kysliko-
vych radikali. N2 neutrofily produkuji této substance jen velmi malo a toto mnozstvi plisobi
genotoxicky, tedy pronddoroveé. Zatimco N1 neutrofily dosahuji vyznamné vyssi produkce,
ktera plisobi cytotoxicky (Haqgani a kol., 2000). Dr. Friedlender ve svych pokusech opako-
van€ nachazel velké mnoZstvi neutrofilli v nddoru. Celkova deplece neutrofilii v organismu
zpusobila snizeni riistu nadoru. Dlsledkem neutrofilniho ubytku bylo to, ze nador postradal
podporujici vliv neutrofilni infiltrace. Takto pronadorové piisobi subpopulace N2. AvSak
Friedlender téz prokazal, ze neutrofily, které jsou vysoce stimulované a jsou ve stavu N1,
dokazi uc¢inn€ nadorové bunky zabijet. Toho se v naSem experimentu nepodafilo dosahnout,
a ani kombinace s ligandem podporujicim fagocytézu nevedla k Zddoucimu protinadoroveé-
mu efektu. Na§ zdkladni pfedpoklad spocival predevsim ve schopnosti MLF pusobit jako
silny chemoatraktant, a tedy dosdhnout s jeho pomoci obdobné infiltrace, jaka je vyvolavana

LPS. Infiltrujici neutrofily, dale stimulované f-MLF, pak mély napadnout nadorové bunky
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oznacen¢ pro fagocytozu. Da se piedpokladat, Ze pisobeni ligandit TLR ma systémovy pie-
sah. Uginek aplikovaného f-MLF byl nejspise jen lokélni, a tedy nedostateny.

Pro tieti in vivo pokus byla zvolena intratumoralni aplikace aktivovanych neutrofili.
Hodinu pted aplikaci neutrofilii byl do nadoru injikovdn manan-BAM. Za tu dobu se zakot-
vil do membrany nadorovych bunék a posléze injikované neutrofily mély zahajit fagocytdézu
a zabijeni nadorovych bunc¢k po kontaktu s kotvenym mananem. MnozZstvi aplikovanych
neutrofilli (2 milidny v jedné davce) odrazeno zjistény stav v lé€eném nadoru (Kovarova,
2015; Jackova, 2015, v ptiprave). Terapie pomoci neutrofilii ukazala relativné dobré vysled-
ky. 14. den terapie bylo dosazeno cca 50 % redukce nadorového rlistu ve srovnani
s kontrolami (samotny manan-BAM, PBS). Dobte ovSem podotknout, Ze po podani neutrofi-
I nebylo dosazeno uplného vylé€eni zddné mysSi. Vliv na vyskyt metastdz byl minimalni.
Domnivame se, ze jsme sice injikovali dostatecné mnozstvi neutrofilli, ale Ze jejich aktivace
a akce v nadoru nebyla dostatecnd. Objasnéni by se mohlo opirat o priming, ktery nelze in
vitro kompletné simulovat. DileZitou soucasti aktivace neutrofilll je pro ptiklad prinik mezi

endotelidlnimi buitkami pi1 pfestupu z cévy do tkan¢ (Lauterbach a kol., 2008).

Optimalizace terapie probihd na zadkladé hledani vhodného signalniho partnera pro
osvédCeny fagocytarni ligand manan. Prozatimni vysledky ukazuji na uspé€ch Resiquimodu,
agonistu TLRS8 (Kovarova, 2015, v ptiprave), a to samotného nebo v kombinaci s nékterymi
grampozitivnimi (LPS neobsahujicimi) bakteriemi. Z experimentll rovnéZ vyplyva, zZe
i v téchto terapiich bude rozhodujici roli hrat neutrofilni infiltrace (Zenka, Gstni sdéleni).
Proto jsem se v druhé ¢asti zaméfila na studium jejich ptisobeni. Prvnim tkolem bylo in vit-

ro studium jejich cytotoxického vlivu na nadorové bunky.

V této praci byla pro vyhodnoceni cytotoxického u€inku neutrofilli pouZzita souprava
Delfia® EuTDA Cytotoxicity Kit od Perkin&Elmer. Sada dobfe obstala pii praci
s nadorovymi buiikami K-526 a NK bunkami (Blomeberg a kol., 1996). Navic tento systém
nabizel vhodné feSeni pfedchozich problémi mych kolegyn. Jejich metody byly zaloZené na
pocitani ubytku nadorovych bunck a nesetkévaly se Casto s uspéchem. V piipad¢ kitu od
Perkin&EImer s nartstajici cytotoxicitou mél riist 1 fluorescencni signal. Hodnoty pozadova-
né vyrobcem kitu 1 zjiSténé experimentalné (Blomberg a kol., 1996; Saarinen a kol., 2000)
nebyly naméteny ani pii opakovani pokusu 6krat v riznych modifikacich. Shrnuto, problém
spocival ve velmi nizkém maximalnim uvolnéni fluorescencniho ligandu z lyzovanych bu-
nek a ve vysokém pozadi. LepSich vysledkl nebylo dosazeno ani pti prodlouzeni inkubacni

doby ze dvou na ti1 hodiny. Problematické vysledky nezpiisobovalo ani kotveni fagocytarni-
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ho ligandu. Dalo by se fici, Ze zde doslo ke kombinaci dvou neptijemnych faktord, a to niz-
kého vstupu fluorescencniho ligandu do bunék BI16-F10 ajeho vysokého uvolnéni
z nadorovych bunék. Vypovédni hodnota tohoto testu se stala témét nulovou, a tak ptidani
neutrofilil k nadorovym buiikkdm neteklo nic o jejich schopnosti zabijet. V planu bylo 1 pfi-
dani inhibitori oxidativniho vzplanuti a tvorby NETs. Po pfidani inhibitora by mélo docha-
zet k signifikantnimu sniZeni zabijeni, a tak ubytku fluorescencniho signilu. Velmi nizky
naméteny fluorescencni signal bez inhibitorii prakticky vyluCoval jejich zafazeni do testu.
Dale jsem se rozhodla v metodé nepokracovat a v cytotoxickém testu na jiném principu pak
pokracovaly kolegyné Kovarova, Jatkova, Faberova, Kumzakova, Glaserova, Stajnerova
a Bumbova, jejichz vysledky jsou uvedeny v bakalafskych a diplomovych pracich zroku
2015.

Cytotoxické testy byly zapocaty s neutrofily ziskanymi vyplachem bti$ni dutiny. Cel-
kova vytéznost vSech bun¢k byla dostacujici, ale zjiSténa Cistota byla ptili§ mald. Dalsi po-
kusy byly délany s neutrofily z kostni dfené. Tento typ bunck je neaktivovany. Vyskyt
neaktivovanych imunocytii v misté zanétu je nemozny, proto byly neutrofily z kostni dfené
aktivovany cytokiny GM-CSF a TNF-a a nizkomolekularnim laminarinem. Aktivace neboli
priming mél vliv na instalaci predpfipravenych fagocytarnich receptorti na povrch neutrofilii
a jejich kostimulaci (Dewas a kol., 2013; Vétvicka a kol., 1996).

Vyznamnou kapitolou diplomové prace byly bunétné interakce pozorované
v redlném cCase v invertovaném mikroskopu a zachycené na sad¢ fotografii. Fotografie navic
umoznily vytvofit film. Neutrofily jako bunky pfirozené imunity rozpoznavaji PAMPs po-
moci receptort. Instalace PAMPs na povrch nddorovych bunék umoznuje silnou bunécnou

interakci.

Pted vlastnim pokusem bylo provedeno vyhodnoceni vlivu ligandu na samotné nado-
roveé buiiky 1 neutrofily. Buiiky byly inkubovany s odmytym 1 neodmytym, kotvenym 1 vol-
nym ligandem, jeho ndhradou a PBS. Tento ptfedpokus poskytl informaci o tom, zda dany
agonista fagocytarnich receptorii shlukuje buiiky ¢i ne, coz se ukazalo jako dilezita informa-
ce pro pozd¢jsi praci. Ligandy manan a laminarin, at’ uz vazané nebo volné, stejné tak jejich
nefunk¢ni nahrada lysin, nezptisobovaly zadné zmény v suspenzi bunck. Odlisn¢ se chovalo
f-MLF. Nejkomplexné&j$i vliv mélo -MLFKK-BAM. Kotvena verze {-MLF shlukovala na-
dorové buiiky 1 neutrofily do vétSich klastri. PoloZena otazka znéla, zda jsou klastry zpro-
sttedkované receptory? Pro vyfeSeni otdzky, jakym mechanismem je tento vliv

uskutecnovan, byly pokusy sneutrofily anadorovymi buitkami doplnény o pokus
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s erytrocyty, u nichz lze ptedpokladat, ze FPR receptory nemaji. Vyskyt FPR receptorti na
povrchu neutrofill je zaru¢eny (Liu a kol., 2012; Fu a kol., 2005). FPR receptory byly pro-
kazané 1 na melanomovych bunkach (Boudhraa a kol., 2014; Chakravarti a kol., 2013). Vy-
hradné vazana variace ligandu umoznila shluknuti bunék, volné f~-MLF nikoliv, a to pouze
melanomovych bunék a neutrofilli. Erytrocyty agregaty nevytvarely. Lze se tedy silné do-
mnivat, zZe tvorba bunéénych klastri zapticinéna f-MLFKK-BAM je dana receptorové. Dale
jsme méli myslenku takovou, ze -MLFKK-BAM a f-MLF se vazi na odliSné receptory, ne-
bot’ shluky obou typii bunck vyvolané f-MLFKK-BAM nebyly rozbity ani pifidavkem
0,05 mM f-MLF ani 10 x siln¢j$iho 0,5 mM {-MLF. Ani tyto vysoké hladiny volného ~-MLF
nebyly schopny kompetice. Je zndmo, Ze mysi buiiky nesou alespoit 7 formylpeptidovych
receptorll s riznou afinitou ke kratkym a dlouhym ligandiim, pficemz nejméné 4 jsou piimo
na neutrofilech (He a kol., 2013; Dufton a Perretti, 2010). K vlivu f-MLF bylo tedy zjisténo,
ze f-MLFKK-BAM a volny {-MLF jsou rozpoznavany riznymi receptory.

Mimo tvorby bunécnych shluki byla v kultuie neutrofili pozorovéana jesté¢ zména tva-
ru. Zmény v morfologii neutrofilli vyvolavalo jak vdzané, tak volné f-MLF. Neutrofily pod
vlivem chemoatraktantu, jako je naptiklad dobie prostudované f-MLF, podléhaji tzv. polari-
zaci, kterd se mimo jiné projevuje zménou tvaru z kulatého na podélny a zplostély. Tato
morfologickd zména jim umoziuje lepsi adherenci k podkladu. Fyziologicky timto podkla-
dem byva sténa cévy nebo tkan zanétu. Iniciace polarizace trva jen par sekund a plné se roz-
vine za mén¢ nez 10 minut. Pocatek polarizace je standardné popisovan protaZzenim tvaru
buiiky se sméru chemotaktického gradientu nahromadénim F-aktinu v pfedni Casti bunky
a pokracuje kontrakci myozinovych vldken v zadni Casti buiiky. Prodluzovani aktiniovych
vlaken a kontrakce téch myozinovych bunice umoziuje pohyb (Ku a kol., 2012; Zigmond
a kol., 1981). Vysledky tykajici se vlivu f-MLF na tvar neutrofili potvrdila 1 americké prace
publikovand v roce 1998 (Adachi a kol., 1998). Stejny proces a pfedevSim tvar neutrofilli
popisuje ve svém cClanku 1 tym védch z Austréalie. Ten otestoval reakci neutrofilli na silny
chemoatraktant NAP-2 (neutrophil activating protein), obsahujici CXC chemokinovou do-
ménu (Ghasemzadeh a kol., 2013). Ke zméné tvaru neutrofili dochazelo i pfi prodlouZeni
doby primingu neutrofilii na vice nez 35 minut. Jak doklada ¢lanek Hayashiho a kolektivu,
za zménu tvaru mize pouZiti cytokinu GM-CSF, pfi¢emz koncentrace a doba inkubace jsou
rozhodujici (Hayashi a kol., 2003). Standardné pouZivand doba inkubace 20 minut nevyvo-
lavala zménu tvaru neutrofilli. Nutno poznamenat, Ze zminéné morfologické zmény nema;ji
nezadouci vliv na funkci neutrofili, coz bylo testovano v citovaném clanku tymu doktora

Fumikaty Hayashiho (Hayashi a kol., 2003).
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V oddilu bunéénych interakci bylo pokracovano pokusy s nddorovymi buiikami
a neutrofily. Celkové byl testovan vliv vazaného ligandu, volné formy a PBS jako kontroly.
Vysledky nesporné potvrdily efektivitu terapie zaloZzené na kotveni fagocytarnich ligandii do
membrany nddorovych bunék. Ligandy f-MLF, laminarin a manan v in vivo terapiich vyraz-
n¢ lépe obstaly, pokud byly kotveny do membrany bunék oproti volné verzi ligandu (Janoto-
va a kol., 2014). A stejn¢ tak i pti pozorovanich v mikroskopu bylo shleddno priimérné 50 %
interakci u kotveného ligandu, zatimco u volného ligandu jen 14 % a kontrola (bez ligand®)
¢inila 5 %. Jinymi slovy, neutrofily projevuji desetkrat mensi zajem o bunky bez ligandu nez
s nim. Pozoruhodny objev byl u¢inén na poli frustrované fagocytdzy. Tento jev je v literatuie
popsan v souvislosti s fagocytozou velkych substanci rliznych tvard. Jestlize fagocytovany
objekt piesédhne jistou velikost, nezbyva neutrofilnimu granulocytu nic jiného, nez zabijet cil
z venku (Wright a kol., 2010; Herant a kol., 2006). Ve vzorcich, kde mély nadorové bunky
na svém povrchu instalovany fagocytarni ligandy, dosahovala frustrovana fagocytéza 50 %
vSech kontakti. Volny ligand stimuloval neutrofily k fagocytéze jen velmi malo. Mira
frustrované fagocytoézy ve vzorcich s volnym ligandem primérné ¢inila jen necelych 7 %
z celkového poctu kontaktl. V kontrolni skupiné s PBS nebyl téméf tento jev pozorovan.
Neutrofily jsou sice asi dvakrat mensi neZ buiiky melanomu B16-F10, piesto jsou schopné
nadorové bunky s ukotvenymi ligandy zabijet. To jsem méla moZnost sledovat v redlném
Case. Interakce bunck vedouci ke smrti nddorové bunky s laminarin-BAM je nafilmovana
a video je soucasti diplomové prace. Tvrdim, ze frustrovand fagocyt6za méla v tomto piipa-

d¢ vyznamnou roli.

Ocekavali jsme, Ze rozdily v rozpoznavani volného a vazaného ligandu a v reakci na
tyto varianty ligandu se projevi na fosforylaci transkripéniho faktoru NF-kB. Aktivace toho-
to faktoru vede k prozanétlivé signalizaci (Kingeter a Lin, 2012). Cast pokusu se samotnymi
neutrofily potvrdila, Ze priming vede k fosforylaci NF-kB a trva nejméné 4 hodiny. Ze slo-
zek pouzitych pro aktivaci neutrofilii patrné TNF-a nejsilnéji aktivoval NF-kB (Vancurova
a kol., 2001), ovSem lze uvazovat i o ptispévku GM-CSF (Ebner a kol., 2003). Pouziti cyto-
kinl pro aktivaci davalo vyznamny signal, ktery navic trval n€kolik hodin. Z ¢asti zahrnujici
koinkubaci neutrofili s nddorovymi bunikami, at’ uz s ligandem nebo bez, nevzesly ocekava-
né vysledky, prestoze byl pokus opakovan dvakrat. Ve vzorcich, do kterych bylo piidano
PBS nebo volny laminarin, nebyl piepokladan vyrazny signal oproti vzorkiim s laminarin-
BAM. Takovy vzor se neobjevil. Signal od cytokinli byl ze vSech signali nejsilng;si, zatimco
ptiriistek signdlu po rozpoznani ligandu byl velmi maly. Pokus byl v podobném designu

proveden s makrofagy PMJ2R (bez primingu cytokiny), kde se vyrazny signal ukazal ve
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vzorcich s kotvenym ligandem, ale volny ligand nevyvolaval vyraznou aktivaci NF-kB (Ja-
notova a kol., 2014). Zasadni rozdil tkvi pravé v imunitnich buiikach. Co se tyka produkce
cytokinl a obecnéji rozvoje prozanétlivé odpovédi, neni makrofag jako neutrofil. Makrofagy
produkuji prozanétlivé elementy v mocném mnoZstvi. Naopak neutrofil ve srovnani
s makrofagem takovych trovni produkce nedosahuje. Tato situace feSena tim, ze do mista
zanétu namigruje nékolikanasobné vetsi pocet neutrofillt nez makrofagli. Pak jsou neutrofily
schopné se v celku vyrovnat makrofigiim z hlediska prozanétlivé reakce (Wright a kol.,
2010). Touto metodou jsme nepotvrdili ani nevyvratili hypotézu, ze u¢innost terapie zaloze-

né na neutrofilech zavisi na kotveni ligandu do membrany nddorovych bunck.

Zapocata prace podle teze ,.kombinace kotvenych fagocytarnich ligand a volnych
rozpustnych ligandi“ by méla pokracovat testovanim dalSich signdlnich spole¢nikli pro
osvédCeny manan-BAM. Tyto signéalni ligandy by mély dosahovat stejné u¢innosti jako Siro-
ce testované LPS, avSak dalsi jejich charakteristikou musi byt bezpecnost pro €lovéka. Dale
navrhuji prostudovat mechanismy ucinné terapie zalozené na kombinovani Resiquimodu,
grampozitivnich bakterii a manan-BAM. Tato kombinace pfinesla v posledni dobé vyborné

vysledky pfi pouziti in vivo (JaCkova, 2015, v ptiprave).
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9. ZAVER

V oblasti hledani vhodné nahrady LPS bylo zjiSténo nasledujici:

e Imiquimod (R-837) ani 5 mM volné f~-MLF nejsou vhodnymi signalnimi partnery pro

fagocytarni ligand manan-BAM v in vivo terapii.

e Intratumoralni aplikace aktivovanych neutrofili v kombinaci s manan-BAM snizuje

nadorovy ruast, avSak nevede k uplnému vyléceni.

V oblasti studia mechanismi u¢inné protinadorové terapie bylo zjisténo nasledujici:

e Delfia® EuTDA Cytotoxicity Kit nemtize byt doporucen pro stanoveni cytotoxicity
pti pouZiti nadorovych bun¢k B16-F10.

e Fagocytarni ligand -MLFKK-BAM shlukuje nadorové bunky i neutrofily do klastra.
Toto shlukovani je zprostfedkovano receptorove. Volné -MLF a -MLFKK-BAM se

vazou na odli$né receptory.

e Fagocytarni ligandy MLFKK-BAM, laminarin-BAM a manan-BAM se vyrazné
podili na tvorbé bunécnych interakci mezi naddorovymi buinikami a neutrofily. Jev
frustrované fagocytozy byl pozorovan prevazné ve vzorcich s kotvenym fagocytar-

nim ligandem.

e Na Urovni aktivace transkripéniho faktoru NF-kB se nepodafilo zaznamenat rozdil
v rozpoznavani volného a véazaného ligandu u aktivovanych neutrofilli. Priming

cytokiny zptisobuje vyznamnou fosforylaci NF-«xB.
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