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1. UVOD

Nadorova onemocnéni jsou jednou z nejvétsich komplikaci dnesni mediciny. Ackoliv
bylo dosazeno velkych pokroki na poli 1écby rakoviny, statistika stdle hovoii jasné.
Rakovina je druhou nejcastéjsi pfi¢inou umrti a az ¢tvrtina umrti je zptisobena nadorovymi
onemocnénimi (Dusek a kol., 2010, Siegel a kol., 2016). Napiiklad v roce 2015 v Ceské
republice onemocnélo rakovinou pies 94 tisic lidi a zemielo na ni pies 27 tisic Cechti (Ustav
zdravotnickych informaci a statistiky Ceské republiky, 2016). To znamend, Ze v Ceské

republice umfel na zhoubny novotvar jeden ¢lovék kazdych 20 minut.

Rakovina se ¢astéji vyskytuje u muzl, nez u zen. Z jiz zminovanych 94 tisic nemocnych
bylo v roce 2015 pies 48 tis. muzii a pres 46 tis. zen (Ustav zdravotnickych informaci
a statistiky Ceské republiky, 2016). Mimo to zhoubné nadory ¢astéji nalézame ve vy3sim
veéku. Napiiklad 87% vsech novych ptipadi rakoviny v USA je nalezeno u lidi starSich

padesati let (American Cancer Society, 2017).

Za rok 2016 je ve svété nejcastéji diagnostikovanym typem rakoviny u muza rakovina
prostaty a u Zen rakovina prsu. Na druhé pficce se, nezavisle na pohlavi, drzi rakovina plic

a trachey a na tieti rakovina tlustého stfeva a rekta (Siegel a kol., 2016).

Nadorova onemocnéni se vyskytuji ve vSech zemich svéta. Jejich Cetnost vyskytu
I zastoupeni jednotlivych typd rakoviny se lisi dle miry vyspélosti ekonomiky jednotlivych
stati (Torre a kol., 2015). Naptiklad Torre a kol. ve své publikaci uvadi, ze za rok 2012
dosahla svétova incidence rakoviny 14,1 milionti novych piipadi. Z téchto 14,1 miliont bylo
8 miliontl novych piipadd rakoviny nalezeno v ekonomicky vyspélych statech (Torre a kol.,

2015).

Lécba zhoubnych nadorh se neustale zdokonaluje, ale v§eobecné zatim plati, Ze v€asna
diagnoza a exstirpace nadorové tkané jsou klicové (McKinnell, 2006). V poslednich letech
se velmi rozviji novéjsi pristupy k 1é€be€. Mezi tyto postupy fadime 1 imunoterapii, kterd je

pfedmétem i této diplomové prace.

V mé bakalarské praci jsem se zabyvala zdokonalenim nadorové imunoterapie cilené
na stimulaci zejména nespecifické imunity. Mimo to zde ale byly uvedeny i domnénky
0 uplatnéni specifické imunity pfi této imunoterapii. V ndvaznosti na mou bakalafskou praci
se v mé diplomové praci vénuji objasnéni piinosu specifické imunity pfi likvidaci nddorové

masy a prukazu jeji pfitomnosti pii tomto typu imunoterapie.



2. PREHLED LITERATURY

2.1. Nadorova onemocnéni

Nadorova onemocnéni, jsou Skupinou onemocnéni charakterizovanych nadmérnym
ristem bun€k a jejich nekontrolovatelnym mnoZenim (American Cancer Society, 2017).
Muze se vyskytnout téméi v jakékoliv tkani lidského téla a mlze se projevovat rGznymi
symptomy. Diky tomu jsou nadorova onemocnéni povazovana spiSe za skupinu nemoci

(McKinnell, 2006).

2.1.1. Benigni vs. maligni nadory

Pro benigni nadory je charakteristicky pomaly rtst a neschopnost prortstat okolnimi
tkanémi. Jsou tvotfeny dobie diferencovanymi bunkami (podobné buiikam zdravé tkang).
Vétsinou nemaji zadny klinicky vyznam a diky tomu setrvdvaji v organismu bez povSimnuti
(Abercrombie a Ambrose, 1962). Pro naSe télo je riskantni jejich rdst. Mohou utladovat
okolni struktury a omezovat jejich funkci. Diky této vlastnosti jsou benigni naddory vétSinou

nalezeny (McKinnell, 2006).

Maligni nadory se vyznacuji nekontrolovatelnym rastem, schopnosti invadovat okolni
tkang¢, narusovat jejich strukturu a prostupovat mezi bunky zdravych tkani. Zhoubné nadory
se také vyznaCuji schopnosti metastazovat (vice v kapitole 2.1.2.5. Metastazovani).
Desorganizace a neovaskularizace jsou jejich dalsimi typickymi znaky (Abercrombie
a Ambrose, 1962). Vétsina nadorti je monoklonalnich, tzn., Ze vznikaji zjedné pivodni

bunky.
2.1.2. Chovani nadorové buiiky

Jak jiz bylo ftefeno, maligné¢ transformované bunky maji mnoho specifickych

mechanismu odliSnych od bun€k normalnich. Patii mezi né nésledujici.

2.1.2.1. Ztrata schopnosti kontaktni inhibice

U zdravych bunék je vyvinut mechanismus kontaktni inhibice. Jednd se o mechanismus,
ktery se uplatituje pii rastu bunek. Bunky rostou, dokud se nezacnou sebe navzdjem dotykat,
poté je jejich rust zastaven (Ingber, 2008). Maligni buiky ale tuto schopnost kontaktni
inhibice ztratili a pfertistaji pies sebe 1 v n¢kolika vrstvach, na rozdil od bun¢k zdravych
(Ribatti, 2017). Fyziologicky se v organismu tento mechanismus uplatiiuje napiiklad

I pti embryogenezi (Stramer a Mayor, 2017).



2.1.2.2. Metabolismus nadorovych bunék

Odlisny je také metabolismus nadorovych bunék. Pro né&j je charakteristicka zvySena
syntéza latek a to zejména enzymt potiebnych pro bunéény cyklus, syntézu DNA a mitozu.
U nadori pievazuje zejména typ glykolyzy, kdy je glukdéza preménovana na kyselinu
mlécnou a vyloucena. Diky tomuto mechanismu nartistd v organismu spotieba glukézy,
ktera je nutna k vyrobé energie ve formé¢ ATP. Tento fakt byl nalezen O. H. Warburgem
abyl pojmenovan jako tzv. Warburgiv efekt. Je vysvétlovan tfemi rGznymi zplsoby.
Zaprvé, ze rakovinné bunky maji dysfunkci v mitochondriich. Zadruhé, Ze existuje urcita
adaptace nadort k nizkému mnozstvi kysliku uvniti jejich tkané. A za tfeti, ze existuji geny,

které dokazi utlumit mitochondrialni funkce (Gallagher a kol., 2017).

2.1.2.3. Nesmrtelnost nadorovych bunék

Zdravé lidské bunky prochazi pouze omezenym poctem déleni. Tomuto procesu se fika
senescentni krize. Senescentni krize je zpusobena zkracenim chromozomadlnich telomer
(sniZend aktivita enzymu telomerazy). Nadorové buiiky ale takovy proces nemaji a jsou tak
schopny neomezeného poctu déleni. Daji se proto nazvat jako ,,nesmrtelné* (Wei a Sedivy,

1999).

2.1.2.4. Neovaskularizace

Ziviny a kyslik prostupuji difuzi do nadorové tkan& pouze do hloubky nékolika milimetrd.
Pro nadorovy rust je proto zcela nezbytna angiogeneze (neovaskularizace). Angiogeneze je
proces tvorby novych cév z jiz stavajicich (Ronca a kol., 2017). Tento jev je typicky pro
embryonalni vyvoj, ale je uplatiiovan i pfi nddorovém ristu. Tvorba novych cév je fizena
blokaci antiangiogenickych faktori a sekreci riiznych angiogenickych faktori
produkovanych nadorem a okolnimi bunkami (Fidler, 2002). Mezi né patii zejména
(FGF - 2) fibroblastovy rustovy faktor — 2 a (VEGF) vaskularni endotelialni faktor (Preziosi,
2003). Angiogeneze probiha tfemi hlavnimi cestami:

a) angiogeneze pucenim - tvorba cév migraci a proliferaci aktivovanych epitelialnich

bunék,

b) angiogeneze vchlipovanim — kapilarni stény se roz$ifi do lumen a rozdé&li se na dvé,

C) ,,co - option angiogeneze — ,,privlastnéni® jiné cévy (Ronca a kol., 2017).



2.1.2.5. Metastazovani

Metastazovani je proces, kdy nddorové builkky vycestuji z mista primarniho nadoru
do odlehlych mist a tam vytvoii nador sekundarni (Massagué a kol., 2017). VétSina pacientd
umira hlavné na sekundarni nadory, proto je také rakovina chépana jako systémova nemoc

a musi byt lécena systémovou terapii (Mc Kinnell, 2006).
2.1.2.5.1. Metastaticka kaskada

Metastaticka kaskada zahrnuje nékolik krokli vedoucich k rozsifeni primarniho nadoru.

Patii sem tyto kroky:

1) invaze nadorovych bunék pies okolni tkang,

2) intravazace — prostup nadorovych bunék do cév (krevnich i lymfatickych),

3) obrana nadorovych bun¢k vic¢i imunitnimu systému nutna k jejich pteziti v cévach,
4) extravazace — prostup nadorovych bunék z cév do okolnich tkani,

5) implantace nadorovych bun¢k v nové tkani,

6) mnoZeni nadorovych bun¢k a tvorba vzdaleného loziska — metastazy (Massagué

a kol., 2017, Fidler, 2002)

2.1.2.5.2. Pagetova ,,Soil and seed* hypotéza

Tato hypotéza se opira o specificky mechaniSmus metastazovani. Jedna se
0 mechanismus, kdy ur€ité typy nadorti maji tendenci metastazovat do specifickych tkani.
Naptiklad karcinom prostaty typicky metastazuje do kosti, karcinom plic zase do mozku.
Tuto predispozici poprvé objevil Stephen Paget jiz v roce 1889 (Whitson a Oro, 2017).

Vzdéalend mista téla (organy, tkan€) jsou oznacCovany jako puda (,,s0il*) pro budouci
sekundarni nadory. Semena (,,seed”) jsou potom primdrni nadory, které jsou pomoci cév
roznaSeny do téchto vzdalenych lozisek. Tato loziska maji specifické vlastnosti vhodné pro

metastazujici nddorové bunky (Paget, 1889).

Tato teorie muze byt vysvétlena tfemi zpiisoby. Zaprvé, specialnim cévnim propojenim
primarniho a sekunddrniho mista nadoru = piimé spojeni mezi tkani/orgdnem primarniho
nadoru a tkani/organem sekundarniho nadoru (Whitson a Oro, 2017). Za druhé,
mikroprostiedi vzdaleného loziska podobné lozisku primarnimu (Mc Kinnell, 2006). A za
treti, vyluCované chemokiny, které jsou nezbytné pro vznik premetastatického vyklenku

(Zhong a kol., 2016).



2.1.3. Klasifikace nadori

Nadory délime do jednotlivych skupin dle jejich histologického ptivodu (pievzato a
upraveno Preziosi, 2003). Rozlisujeme tyto nadory (Tab. I):

Tab. I: Klasifikace naddort dle histologické stavby (Preziosi, 2003).

TYP NADORU PUVOD NADORU PRIKLAD
Mezenchymové nadory Nadory z pojiva Fibrosarkom
Epitelové nadory Nadory z epitelu Adenokarcinom

Neuroektodermové nadory | Nadory z neuroektodermovych bunék | Maligni melanom

Germinalni nadory Nadory z germinalnich bun¢k Teratom
) ] Gestacni trofoblastova
Choriokarcinom Nadory z trofoblastu
nemoc
Mezoteliom Nadory z mezotelu Difuzni maligni mezoteliom

V této praci byly vyuzity dva typy nadori, maligni melanom a pankreaticky

adenokarcinom.

2.1.3.1. Maligni melanom

Maligni melanom je zhoubny nador koznich pigmentovych buné¢k, tzv. melanocyti.
Cetnost malignich melanomi se zvysuje. Od roku 1975 do roku 2011 se vyskyt malignich
melanomt zvysil o celych 11% (Siegel a kol., 2012). RozliSujeme c¢tyii zakladni druhy

melanom.
2.1.3.1.1. Povrchové se Sitici maligni melanom

Povrchové se Sifici maligni melanom je nejcastéjSim typem melanomu u bélochi.
Zpusobuje 65 - 70% vsech melanomt. Vyskytuje se u dospélych na jakékoliv casti téla.
Castéji se ale vyskytuje v horni ¢asti zad a na chodidlech. Nejprve roste povrchové, pozdgji
prorusta do hlubsich vrstev kiize. Projevuje se jako Cernd, zvrasnénd a vyvysena ploSka nad

svétlej$im okolim ktize (Jerant a kol., 2000).
2.1.3.1.2. Nodularni melanom

Nodulérni melanom tvofti 15 — 30% vSech melanomi. Mé kopulovity tvar (vyvyseny nad

okoli) s ¢erveno — ¢ernym, nebo cerveno — hnédym zbarvenim. Mlze byt zaménén za krevni




puchyie, hemangiomy, dermalni névy, nebo polypy (Yuksel a Tamer, 2017, Jerant a kol.,
2000).

2.1.3.1.3. Lentigo maligna melanom

Lentigo maligna melanom, ktery tvoii 4 — 10% vSech melanomi, vznika z lentigo
maligny (pigmentového névu) na kizi pfedem narusené slune¢nim zarenim. Vyskytuje
se hlavn¢ u starSich osob (zejména starSich 70 let). PO mnoho let méa radidlni rast,

az do maligniho zvratu, kdy za¢ne rast vertikaln¢ (Jerant a kol., 2000, Wollina a kol., 2017).

2.1.3.1.4. AKkrolentigin6zni melanom

Zbylych 2 — 8 % vSech melanomi tvofi tzv. akrolentigindzni melanom. Tento melanom
se, nezavisle na rase ¢lovéka, nejcastéji vyskytuje na perifernich ¢astech téla, jako jsou

dlang, plosky nohou, ¢i prostor pod nehty (Jerant a kol., 2000).

2.1.3.2 Pankreaticky adenokarcinom

Pankreaticky adenokarcinom byl vroce 2016 ctvrtou nejcastéj$i pficinou wamrti
na rakovinu (Siegel a kol., 2016) a je odhadovano, ze v roce 2030 bude dokonce druhou
nejcastéj$i pri¢inou Umrti na rakovinu (Rahib a kol., 2014). Pocinajici pankreaticky
adenokarcinom je vétSinou asymptomaticky a proto je az 80% nadori diagnostikovano

V pozdnim stadiu. Lécba je velmi narocna a vétSina pacienti umira.

Mikroprostiedi adenopankreatického nadoru je specifické svou desmoplazii, coz oznacuje
urCitou tuhost a zvySeny tlak intersticialni tekutiny v tkdni nadoru. Toto mikroprostiedi

se mimo jiné vyznacuje rozsahlou mikrovaskularitou a hypoxii (Andersen a kol., 2017).

Dale rozliSujeme pacienty s familidrni rakovinou pankreatu, ktera je zpisobena zdédénou
mutaci geni. Mezi tyto geny patii: BRCA — 2, PALB — 2, ATM, nebo CDKNZ2A (Shindo
a kol., 2017).

2.1.4. Genetika a dédicnost nadori

Jak jiz bylo zminéno, rakovina vznikd nasledkem nahromadéni mutaci (3-7), tedy zmény
v genomu. RozliSujeme somatické a germindlni mutace. Somatické mutace jsou zmény
V jednotlivych bunkach nasich tél, znichz se mulze rozvinout nador (Thomasetti
a Vogelstein, 2017). Opakem jsou mutace germinalni, které jsou dédicné po jednom

z rodicud. Cela fada nddorovych onemocnéni je dédicna. To znamend, ze nektery typ naddort



se Castéji vyskytuje pravé v jedné rodin€é. Tyto mutace jsou predmétem zdjmu rychle

se rozvijejiciho odvétvi onkogenetiky (Knudson, 1971).

Onkogenetika se zabyva poftem a strukturou chromozomt (aneuploidii, euploidii
a chromozomalnimi aberacemi) a jejich poruchami a mutacemi. Tyto zmény jsou divodem

vzniku nddorovych chorob (McKinnell, 2006).

2.1.4.1. Nadorové onkogeny a proto - onkogeny

Ve zdravém genomu se piirozené nachazeji geny, které pfi piisobeni kancerogenti mutuji
a transformuji se v onkogeny. Onkogeny jsou tedy mutacemi pozménéné geny, jejichz
nasledkem dochéazi k maligni transformaci buniky. Jedna se o geny s defektni strukturou,
nadmérnou expresi, translokaci, nebo nadmérnou tvorbou produkti (Weinberg, 1989).
Onkogeny mohou pochézet z virli, nebo mohou vznikat z normalnich genti, proto - onkogent

(McKinnell, 2006).

Onkogeny viri se zabudovavaji do nahodného (nefyziologického) mista genomu. Mezi
tyto onkogeny fadime naptiklad virus Epstein — Baarové (EBV), nebo naptiklad lidsky
papilomavirus - HPV (Lawson a kol., 2018).

Proto - onkogeny jsou geny, které plni strukturni funkce - koduji ristové faktory,
nebo jsou to regulacni proteiny. Pracuji standardné a nemaji negativni vliv na buiku
(Weinberg, 1989). Proto — onkogeny iniciuji vstup buiky do proliferacni faze, brani

apoptdze a inhibuji diferenciaci (Chen a Wang, 2015).

Nyni je znamo asi 40 druhi proto - onkogenil. Do této skupiny fadime naptiklad mutace
genu K —ras, ktery se s vysokou frekvenci vyskytuje u kolorektalniho karcinomu, plicniho
adenokarcinomu a nadord pankreatu (Wang a kol., 2015). Dal§im ptikladem muize byt
mutace genu Her2, nebo také Her2/neu, ktery je hojné exprimovan u 20 - 30% ranych

karcinomu prsu a je spojen s krat§im piezitim (Qian a kol., 2017).
2.1.4.2. Anti - onkogeny (tumor supresorové geny)

Onkogeny jsou regulovany anti - onkogeny (tumor supresorovymi geny). Pro rozvoj
maligniho nadoru je dilezity pomér mezi proto — onkogeny a antionkogeny (aktivace
onkogenti a inaktivace anti - onkogeni). Anti — onkogeny jsou exprimovany zdravymi
bunkami a reguluji proliferaci a diferenciaci. Mohou branit proliferaci bun¢k, indukovat

diferenciaci a bunécnou apoptoézu a inhibuji rtist nadoru. Jsou také nezbytné pro zachovani



integrity genomu. Mezi anti — onkogeny patfi naptiklad p53, Rb — 1, p21, nebo BRCA -1,
¢i BRCA — 2 (Chen a Wang, 2015).

2.1.4.3. Dédicné nadory

Zdédeéné predispozice pro rozvoj nadord zvysuji pravdépodobnost uréitych typti nadort

(Casto i1 rakoviny vseobecn¢). Takto indukovanym nadorim mtizeme fikat dédi¢né nadory.

Mezi n¢ fadime naptiklad familiarni retinoblastom (RD). Tento typ retinoblastomu
je relativné vzacny nador, ktery je zpusoben dédi¢nou mutaci vgenu RB - 1, ktery

je lokalizovan na dlouhém raménku chromozomu 13 (Metz a kol., 2017).

Dalsim piikladem je i dédiény nador rakoviny prsu a ovarii (HBOC). Je zpusoben
dele¢ni mutaci v genu BRCA - 1 nebo BRCA — 2 (Arai a kol., 2017). Jedna se o rakovinné
onemocnéni, které postihuje muze i Zeny (Castéji Zeny) a vyskytuje se hlavné v niz§im véku.

Mimo to i celkove zvySuje pravdépodobnost rozvoje rakoviny (Eliade a kol., 2017).

2.1.5. Kancerogeneze

54

buiky v bunku nadorovou prostfednictvim nahromadéni nékolika mutaci. Tento zvrat
mize byt popsan né€kolika kroky. Prvnim krokem jsou zmény v DNA-genomu zdravé
bunky. Vznikne tak iniciovana buiika (nelze ji ale zadnou z dostupnych metod odliSit
od bunék zdravych), ktera prochazi klonalni expanzi (Cabrera a kol., 2015). To je stav, kdy
dochazi k hojnému d€leni a mnozeni iniciované bunky za vzniku Kklonu iniciovanych

bunék.

Dalsim krokem je promoce, coZ je proces, kdy vznikaji dal§i zmény v bunééné DNA.
Vysledkem téchto zmén je ¢asna nadorova buiika (Isakov, 2017). Tato ¢asna nadorova
bunka prochazi procesem progrese za vzniku pozdni nadorové buiiky. Nasleduje maligni

konverze, jejimz vysledkem je vznik maligniho nadoru (Cabrera a kol., 2015).

Nutno ovSem podotknout, ze promotory nejsou schopny vyvolat maligni zvrat zdravé
bunky bez ptedchozi iniciace. Mezi promotory fadime napftiklad protein kinazu C, ktera
podporuje vstup bunék do bunétného cyklu (Isakov, 2017), nebo zluové kyseliny, které

jsou promotory pro rozvoj kolorektalniho karcinomu (Gadaleta, 2017).



2.1.5.1. Kancerogen

Je znama celd tada latek vyvolavajicich nddorové bujeni. Takovymto latkdm fikame
kancerogeny. Kancerogeny rozliSujeme na chemické kancerogeny, endogenni kancerogeny,

radon, radiaci, nebo virové kancerogeny (McKinnell, 2006).
2.1.5.1.1. Chemické kancerogeny

Mezi chemické kancerogeny fadime riizné anorganické kovy a nerosty (jako napiiklad
arzenik, kadmium, nikl, nebo azbest), nebo organické slouceniny (jako aflatoxin). V této
skupiné najdeme i latky vyuzivané v bézném zivoté — pesticidy, herbicidy, antibiotika,

alkohol, tabakové vyrobky, nebo naptiklad i deodoranty (Feinstein a Collins, 2018).
2.1.5.1.2. Radiace

Radiacni zafeni jsou dal§im zndmym kancerogenem. Ultrafialové zareni je zafeni
0 vlnové délce 200 — 400 nm a je pivodce hlavné koznich nadort. Casto je rozdéleno do ti
typa: UVA 320 - 400 nm, UVB 280 — 320 nm a UVC 200 — 280 nm (Ramasamy
a kol., 2017). Zejména UVB zafeni ma kancerogenni u¢inky, protoze je pfimo absorbovano
do DNA, ale i UVC zafeni mize byt kancerogenni. UVC zafeni je ovSem absorbovano

ozonem a odumielou kuzi, proto tedy neni tolik nebezpecné (McKinnell, 2006).

lonizujici zaFeni mohou zptisobovat mutace, rakovinné bujeni, ¢i nemoc z ozafeni. Mezi
tato zafeni fadime zafeni o, zafeni P, zafeni y, rentgenové zafeni a neutronové zareni.
Radikély uvolnéné pusobenim téchto zafeni zplsobuji naruSeni fosfodiesterovych vazeb
a vznik zlomi v DNA. lonizujici zafeni je také napiiklad vyuzivano k malignimu zvratu

zdravych buné¢k pro vyzkumné ucely (Mirzayans a kol., 2017).
2.1.5.1.3. Radon

Radon je pfirozené se vyskytujici radioaktivni plyn, ktery je tvofen rozpadem uranu
a thoria. Nalezneme ho ve vodé, vzduchu, pidé a horninich. Jako radioaktivni plyn
prostupuje do domt a vefejnych budov prostfednictvim zemniho plynu a podzemnich vod.
Radon byl popsan jako zdroj rakoviny plic, nebo naptiklad rakoviny prsu (Vopham a kol.,
2017, Hassfjell a kol., 2017).

2.1.5.1.4. Virové kancerogeny

Jsou znamy viry, které mohou indukovat vznik nddord. Mezi né¢ ftadime virus

Epstein - Baarové (EBV), ktery zptisobuje Burkittiv lymfom (Nonoyama a kol., 1973), nebo



virus hepatitidy B (HBV) zplsobujici hepatocelularni karcinom (Jiihling a kol., 2017),
¢i lidsky papilomavirus (HPV), ktery indukuje rozvoj karcinomu délozniho ¢ipku (Landy
a kol., 2018).

2.1.5.1.5. Bakterialni kancerogeny

Je uvazovan vyznam bakterii pti rozvoji nadorti. Napiiklad bakterie Helicobacter pylori

je pravdépodobné pivodce rakoviny zaludku (Wong a kol., 2004).

2.2. Imunitni systém

Imunitni systém udrzuje homeostazu téla. Jeho hlavnimi funkcemi jsou obrana proti cizim
strukturdm (antigenim), apoptoéza (planovana smrt) starych bunék, degradace bunck
poskozenych, nebo maligné¢ transformovanych a tolerance bunck vlastniho téla. Imunitni
systém muzeme rozdélit do dvou ¢asti a to na nespecifickou (vrozenou) a specifickou

(ziskanou) imunitu.

V imunitnim systému ale nalézame specialni signalni proteiny typické jak pro vrozenou,
tak pro ziskanou imunitu, které nazyvame cytokiny. Cytokiny jsou signalni proteiny
produkované buiikami imunitniho systému. Radime mezi né interleukiny, interferony, tumor
nekrotizujici faktory, lymfokiny, rastové faktory, faktory stimulujici kolonie, stresové
proteiny, nebo chemokiny (Smyth a kol., 2004). Vétsina z nich bude podrobné&ji popsana
v dalSich castech této prace. RozliSujeme sekretované a membranové (zakotvené

v membrané) cytokiny, kam patii naptiklad i v této praci vyznamny CD — 40L.

2.2.1. Nespecifickd imunita (vrozend)

Vrozend imunita je evolu¢né starSi typ obrany organismu vici patogeniim s rychlym
rozvojem odpovédi. Az do nedavna byla povazovana za mechanismus bez imunologické
paméti, na rozdil od specifické imunity. Ackoliv neni pln€ znam mechanismus, bylo zjiSténo,
7ze 1 vrozena imunita mé schopnost zesilit svou odpovéd pii sekunddrnim setkani

s antigenem. Ta je nejspiSe dana epigenetickymi mechanismy (Kurtz, 2005).

2.2.1.1. PRRs (pattern recognition receptors)

Receptory rozpoznavajici vzory (PRRS) jsou receptory, které rozpoznavaji nebezpeci
nebo poskozeni. PRRs jsou hojné exprimovany buikami, které ptichdzi do kontaktu

se vstupujicimi mikroorganismy (epitelidlni bunky, buniky vrozené i ziskané¢ imunity). Jedna
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se o receptory, které dokazi rozpoznat PAMPs (pathogen associated molecular patterns)
a DAMPs (damage associated molecular patterns) a zapocit zanét (Mcllvain a kol., 2013).

PAMPs jsou molekularni vzory spojené s patogenitou. Jednd se o vzory nachazejici
se na vSech patogenech, jako jsou napfiklad bakterialni exotoxiny a endotoxiny,
nebo mykotoxiny. PAMPs byly vyuzity i v této praci. Typickym zastupcem této skupiny
latek je naptiklad manan. Manan je latka, ktera se vyskytuje na povrchu bunécné stény
bakterie Candida albicans (spolu s glukany a chitinem). N — vazany manan je rozpoznavan
dendritickymi bunkami a pfimo ovliviiuje produkci prozanétlivého cytokinu IL — 6 (Cambi
a kol., 2008).

DAMPs jsou molekularni vzory spojené s poskozenim tkédné¢ uvoliiované
poskozenymi bunkami. Mezi né fadime HMGB1 (LPS), DNA a RNA, S100 molekuly
(vapnik — vazajici proteiny), nebo metabolity purinu (ATP, adenosin, kyselina mocova).
PAMPs vyvoldvaji septickou kaskadu, kde se Ucastni jak vrozend, tak ziskana imunita.

Poskozeni indukované PAMPs muZe zpusobovat uvolnéni DAMPSs (Gruda a kol., 2018).
Mezi PRRs patii naptiklad (Mcllvain a kol., 2013):

1) TLRs (Toll - like receptors) - rozpoznavaji rizné PAMPs (bakteridlni, virové,
¢1 mykotické vzory),

2) CLRs (C - type lecitin receptors) - rozpoznavaji houby,

3) RLRs (retinoic acid - inducible gene - like receptors) - rozpoznavaji virusy,

4) NLRs (Nod - like receptors) - rozpoznavaji bakterie.
2.2.1.1.1. TLR (Toll - like receptory)

TLR jsou vysoce konzervované transmembranové proteiny. Bylo rozpoznano 13 riznych
homolognich lidskych TLR a rtizné TLR rozpoznavaji rizné bakterialni slozky — napf.
lipopolysacharidy  (LPS), flagelin, lipoproteiny, dvouvlaknové virové RNA,
nebo nemetylované CpG ostrivky bakterialni a virové DNA (Yin a Cheng, 2016, Mcllvain
a kol., 2013).

221111  TLR2

Mezi TLR2 agonisty fadime naptiklad pro tuto praci dalezité LTA gram pozitivnich

bakterii, nebo beta glukan.
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Kyselina lipoteichova (LTA) je molekula kotvena k vnéjsi casti cytoplasmatické
membrany gram pozitivnich bakterii (Morath a kol., 2001). Je ziskavana ze dvou bakterii:
Streptococcus pnemoniae a Staphylococcus aureus. LTA v synergii s peptidogykanem
bakterii indukuje syntézu cytokini v mononuklearnich fagocytech. Rozpoznani LTA
vrozenou imunitou (TLR2) ptedstavuje dulezity mechanismus v patogenezi systémovych
obtizi v prubéhu infekénich onemocnéni zpiisobenych témito gram pozitivnimi bakteriemi.
LTA je nezbytna pro rozvoj zanétlivé odpoveédi (Schroder a kol., 2003). LTA ziskana
z bakterie S. aureus neobsahuje piimési LPS, které je pro lidsky organismus toxické, 1ze ji
proto vyuzivat pro terapeutické ucely (Morath a kol., 2001). I v této praci plni tuto funkci

jako prozanétliva slozka ve slozitém mikroprosttedi nadora.

Beta - 1,3 — D - glukan je imunomodulator s protiinfek¢nimi a antimikrobnimi uc¢inky.
Zesiluje imunitni odpovéd’ stimulaci nespecifické imunity prostfednictvim uvoliiovani
cytokinii a aktivace CR3 (komplement receptor 3) a tim dochdzi k aktivaci neutrofili,
makrofagl a NK bunck. Tyto buniky pak diky tomu, Ze jejich CR3 receptor je beta glukanem
aktivovan atakuji iC3b opsonizované patogeny. Dokonce bylo prokazéano, ze beta glukany
zesiluji odolnost organismu naptiklad vici infekci antraxem (Bacillus anthracis) pii podani
pii a po infekci (Ostroff, 2014). Beta glukany jsou skupina pfirodnich polysacharida
obsahujicich monomery D — glukozy spojeny B — glykosidickou vazbou. Jsou dileZitou
souCasti bunéfné stény bakterii (napf. Candida albicans), kvasinek, fas a rostlin.
Nevyskytuji se ani u obratlovct, ani u bezobratlych (Cambi a kol., 2008, Stier a kol., 2014).
Beta - 1,3 - D - glukan je farmaceuticky stabilni a proto je mu zejména v poslednich letech
vénovana velka pozornost pro jeho potencialni 1é¢ebny efekt (Ostroff, 2014). Pravé pro tento
potencidl je vyuZivan i v této praci.

221112, TLR3

Signal TLR3 je aktivovan dsRNA uvolnénou z nekrotickych bunék béhem zanétu, nebo
virové infekce. TLR3 aktivace indukuje sekreci interferonti a prozanétlivych cytokind
a vyvolava aktivaci imunitnich bun¢k, které jsou pfitomny béhem urcitych mikrobialnich
infekei (Yin a Cheng, 2016). Mezi analogy TLR3 fadime naptiklad poly (I:C) vyuZivané

V této praci. Inosino — cytidylovy fetézec mimikuje dsRNA.
221.113. TLR7-8

Spoleénym faktorem TLR7 a 8 je aktivace pomoci virové ssSRNA (Yin a Cheng, 2016).

Dal$im jejich spolenym znakem je produkce cytokini a stimulace imunitnich bunék.
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Jednim z TLR agonisti patiicim do skupiny 7 i 8 je R-848 (resiquimod), jez slouzi
k bunécné aktivaci. Tato aktivace ale zavisi na acidifikaci a zrani endosomu. R-848 patfi
do skupiny imidazochinolinii (spolu s imiquimodem), které jsou jiz schvaleny pro 1é¢bu
genitalnich bradavic (Heil a kol., 2003). Jsou proto vhodnym terapeutikem bez zjevnych

toxickych G€inkl na lidsky organismus vyuzivanym i v této praci.
22.1.114. TLR9

TLR9 je jedinym TLR, ktery je Ilokalizovan nikoliv na povrchu burky,
ale v endosomalnich, nebo lysozomalnich kompartmentech bunék. Proto je pro toto
rozpoznani nezbytna acidifikace a zrani endosomil, ¢imz je tato aktivace podobna aktivaci
TLR7 a 8. TLR9 rozpoznava DNA obsahujici nemetylované bakterialni CpG (Heil a kol.,

2003). CpG je také jednim z pfedmétli zkoumani této diplomové prace.
2.2.1.2. Bariéry

Casto opomijenym mechanismem vrozené¢ imunity jsou anatomické (ktze, fasinkové

buiiky, slzy, sliny, atd.) a fyziologické (teplota, pH, atd.) bariéry (Turvey a Broide, 2010).
2.2.1.3. Fagocytoza

Hlavnim mechanismem vrozené imunity je ale zejména fagocytoza. Fagocyty eliminuji
patogeny, jako jsou bakterie, houby, nebo maligni buniky. Fagocyt6za se ale mimo jiné
ucastni 1 pfi apoptdze, nebo prezenci antigenu lymfocytim ve specifické imunitni reakci
(Lim a kol., 2017). RozliSujeme profesionalni a neprofesionalni fagocyty. Oba dva typy
fagocytarnich bunck se ucastni pifi ataku vrozené imunity. Mezi profesiondlni fagocyty
fadime hlavné polymorfonukleary (neutrofily, monocyty, makrofagy), mezi neprofesionalni

fagocyty patii epitelialni bunky, fibroblasty a dendritické bunky (Lim a kol., 2017).

2.2.1.4. Komplement

Dalsim neopomenutelnym mechanismem je komplement, Ktery tvofi humoralni slozku
vrozené imunity. Komplement je aktiva¢ni kaskada sérovych proteinti. Ma tfi cesty aktivace

— klasickou, lektinovou a alternativni (Mamidi a kol., 2017).

Komplement je klasicky aktivovan protilatkami, nebo pomoci CRP (C reaktivni
protein), v lektinové draze pies MBL (manan vazajici lektin) a v alternativni draze

je komplement aktivovan pfes CR3 (komplementovy receptor 3).
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Jednou z funkci komplementového systému je i CDC (= na komplementu zavisla
cytotoxicita). Je to proces imunitniho systému, pii kterém dochdzi k usmrceni patogent
poskozenim jejich membran. Pfi tomto procesu se nezapojuji protilatky ani bunky
imunitniho systému. Hlavnim mechanismem je vznik membrany atakujiciho komplexu,

ktery stoji za degradaci bun¢k (Mamidi a kol., 2017).

2.2.1.5. Interferony

Interferony hraji hlavni roli v ochrané vuéi virovym infekcim. Jsou to latky inhibujici
proliferaci, které stimuluji cytotoxickou aktivitu T bun€k, NK bunék, monocytd, makrofagt
a dendritickych bun¢k (Pestka a kol., 2004). Nejznaméj$imi jsou interferon alfa (IFN - a),
beta (IFN — ) a gamma (IFN — y). Pro mou praci je nevyznamng&js$im IFN —y.

2.2.1.5.1. Interferon gamma (IFN - )

IFN — y je efektorovy cytokin Thl imunity, ktery reguluje prozanétlivou reakci, je
klicovym regulatorem makrofag. Také inhibuje virovou replikaci. Je produkovan NK
buikami a CD4+ Thl bunkami. IFN — y mimo jiné aktivuje makrofagy smérem k ,,M1*
fenotypu, ktery je charakterizovan expresi velkého mnozstvi prozanétlivych cytokint, jako
jsou IL — 1, IL — 12, IL — 23, nebo TGF — a (Sica a Mantovani, 2012). Pfi nadorové
imunoterapii tak IFN — y v nadorech navozuje potfebné prozanétlivé Thl mikroprostiedi
(Mortara a kol., 2006). IFN — v je také nezbytny k produkeci dalSich cytokint a zanétlivych
faktorti pottebnych pro rozvoj zanétlivé reakce, udrzovani Th1l mikroprostfedi a inhibici T

regulacnich bunék (Green a kol., 2017).

2.2.2. Specifickd imunita (ziskand)

Specificka imunita je evolu¢né vyspélejsi, nez imunita vrozena (specifickd). Organismus
ji ziské&va az pfi styku s antigenem a diky tomu je pro ni typickd pamét. Tyto antigeny jsou
rozpoznavany B a T lymfocyty, které maji na svém povrchu receptory schopné rozpoznat
antigen — BCR (B bunéény receptor pro B - lymfocyty) a TCR (T bunéény receptor pro
T - lymfocyty).

2.2.2.1. B - lymfocyty

Rozlisujeme dv¢ stadia B — lymfocytl: plasmatické a pamét’ové buiiky. B — lymfocyty
jsou aktivovany spolupraci s Th lymfocyty (Hotej$i, 2015).
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Plasmatické burnky produkuji protilatky (imunoglobuliny), které piisobi pifimo proti
antigenim (extraceluldrnim patogentim). RozliSujeme pét tfid protilatek — IgA, 1gD, IgE,
IgG a IgM. Protilatky maji Fc - fragment, jimZz se mohou vazat na Fc - receptor bunék.
Vazi se na povrchové nadorové antigeny, opsonizuji je a umoziuji napadani fagocyty, ¢i NK
bunkami. Ke své spravné funkci potiebuji kostimula¢ni signaly dodané Th - lymfocyty
(Hofejsi, 2015).

U protilatkové imunity rozliSuyjeme mechanismy ADCC, ¢i ADP. ADCC
(= na protilatkach zavisla bunétna cytotoxicita) je reakce zalozena na interakci protilatek
(Fc fragmentu) s NK bunikami (Fc receptoru). Pti ADCC dochazi k 1yze bunék, které maji
na povrchu navazanou protilatku. Tuto lyzu provadéji NK bunky (Mamidi a kol., 2017,
Hoftejsi, 2015). Pfi ADP (= na protilatkdch zavisla fagocytdza), stejné jako ADCC,
protilatky zprostiedkovavaji efektorové funkce pies Fc fragment a jeho odpovidajici
Fc receptor. Na rozdil od ADCC je ale malo znalosti o ADP. Hlavni funkci ADP je nejspise
eliminace imunitnich komplext (protilatka — antigen) a infikovanych bunék (Ana-Sosa-Batiz

a kol., 2014).

Pamét'ovych bunék vznika mensi mnozstvi, ale v organismu setrvavaji delsi ¢as a jsou

aktivovany pfi opétovném setkani s antigenem. JSou zdrojem paméti pro imunitni systém.

2.2.2.2. T - lymfocyty

T — lymfocyty rozpoznavaji intracelularni antigeny. RozliSujeme dva druhy T- lymfocytd,
Tc — lymfocyty a Th — lymfocyty. Tc — lymfocyty potiebuji pro svou proliferaci
a diferenciaci ve funkéni CTL (cytotoxické T - lymfocyty) antigen prezentovany APC
(antigen prezentujicimi buiikami). CTL rozpoznavaji pomoci TCR buriky infikované virem,
nebo parazity. Ale i bunky zménéné, napiiklad nadorové (Hung a kol., 1998, Hotejsi, 2015).
Th - lymfocyty jsou pomocné lymfocyty vyuzivané k aktivaci B — lymfocyti (viz. vyse).
Mimo jiné slouzi i K produkci cytokind (Hung a kol., 1998).

T — lymfocyty plni celou fadu dal$ich imunitnich funkci a také se hojné uplatiuji v boji

S nadory.
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2.2.2.3. Antigen prezentujici buniky (APC) a hlavni histokompatibilni
komplex (MHC)

APC jsou fagocytarni bunky — makrofagy, dendritické bunky, B — lymfocyty. Jejich
hlavnim principem je vystaveni antigenu na svém vlastnim povrchu — prezence antigenu

imunokompetentnim buitkdm (Hoftejsi, 2015).

MHC je systém, jakym je antigen vystaven na povrchu imunitnich bunék. RozliSujeme
MHC 1. tfidy a MHC II. tfidy. Biologickd funkce MHC I. tfidy je prezence linearniho
peptidického antigenu CTL. MHC II. tfidy naopak prezentuji linearni peptidicky antigen
Th — lymfocytim (Hung a kol., 1998, Stiive a Vernino, 2017).

2.2.3. Nador a imunita

Imunitni systém ma velky vyznam v obran¢ vii¢i nadorim. Vykonava tzv. imunologicky
dohled, nebo také imunitni dozor. Teorie imunitniho dozoru je zalozena na takovém
principu, Ze Ve tkanich bézné vznikaji transformované bunky, ale nd$ imunitni systém je

pribézné eliminuje (Ribatti, 2017).

V boji s nadorem se zapojuji vSechny hlavni mechanismy imunity. A to mechanismy
typické jak pro nespecifickou imunitu (aktivované makrofagy, granulocyty, NK burky),

tak pro specifickou imunitu (Hotejsi, 2015).

Hlavni funkci makrofagi je fagocytéza zbytki odumielych bunék a bunék nadorovych.
RozliSujeme dva typy makrofagih — M1 a M2. IFN — y indukuje vznik M1 makrofagt. Tyto
makrofagy fagocytuji odumfelé builky, buniky nddorové a navozuji prozanétlivé prostiedi
(zejména také produkci IL — 12, ktery stimuluje NK buiky a T — lymfocyty). Proto jsou
v nadorovém prostredi zadouci (Marvel a Gabrilovich, 2015), na rozdil od M2 makrofagu,
které maji spiSe tlumivy ucinek na protinddorovou imunitu. M2 makrofdgy napomahaji
regeneraci a hojeni poskozenych tkani. Na vzniku M2 makrofagii se podileji hlavné IL — 4
alL — 13 (Hofejsi, 2015). Podobny tlumivy ucinek jako M2 makrofagy maji i MDSC
(myeloid-derived suppressor cells), které se lisi od puvodnich myeloidnich bunék
(makrofagy, dendritické buniky, neutrofily) (Marvel a Gabrilovich, 2015).

NK buiiky jsou tzv. pfirozeni zabijeci. Jsou schopny bez piedchozi stimulace rychle nicit
nadorové bunky (rozpoznaji je podle nizké hadiny MHC 1. na povrchu) a virem infikované
bunky (Freund, 2017).
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Nastroje specifické imunity byly popsany vyse. Patii mezi né protilatky aktivujici
fagocytozu, komplement a bunéénou cytotoxicitu, Tc — lymfocyty a Thl — lymfocyty
(Hoftejsi, 2015).

Nadorovéd imunologie ma také vyznam pii diagnostice nddord a imunodeficienci.
Imunodeficience (napt. AIDS) maji ale také spojitost s tvorbou nador a terapie nadort

naopak mohou zpusobovat imunodeficience (Ribatti, 2017).

2.2.3.1. Obrana nadoru viiéi imunitnimu ataku

Nédory vyuZzivaji pfirozené vlastnosti imunity branit pfili§ silné imunitni odpovédi, ktera
byla evoluéné vyvinuta jako ochrana pfed autoimunitnimi reakcemi. Jednim ze zpusobd,
jakym nadory unikaji imunitnimu ataku, je zalozen na inhibi¢nich receptorech umisténych
na povrchu T — lymfocytt (Hoiejsi, 2015). Jedna se o molekuly PD — 1 a CTLA - 4, které
se vazi na ligandy. V piipadé¢ PD — 1 jsou to ligandy PD — L1 a PD — L2, v piipadé CTLA - 4
jsou to ligandy CD80 a CD86. Tyto ligandy nalezneme fyziologicky na povrSich APC,
nadorovych bunék a dalSich (Matouskova, 2015).

Dal8i z mechanisml tlumicich protinadorovou imunitu jsou bufiky inhibujici zanét.

Radime mezi né jiz zmitiované M2 makrofagy, MDSC, nebo Treg (T regulaéni lymfocyty).

Treg buiiky jsou schopny inhibovat ucinek ostatnich T — lymfocytd a nékterych dalSich
imunitnich bun€k. Nevice zndmy jsou CD4+ Treg — lymfocyty, které tvoii asi 5% ze vSech
T — lymfocytt. Jejich hlavni funkci je obrana pted autoimunitnimi reakcemi, navic moduluji
imunitu pfi zanétlivych procesech. Tato funkce pisobi ovSem pronadorové (Klabusay,

2015).

2.2.3.2. Nddorové antigeny

Nadorové antigeny jsou prosttedkem k rozpoznani nédorovych bunék imunitnim
systémem. Jsou tak vyuzivany k diagnostice nadord. Tyto antigeny jsou nador specifické,
vyskytuji se tedy pouze na naddorovych buiikach. Jsou to molekuly zménéné genetickymi
mutacemi - zkraceni proteind, jejich nespravné poskladani, ¢i abnormalni post - translacni
modifikace (Reuschenbacha kol., 2009). Nadorové antigeny jsou vylu¢ovany do nadoru
a prezentovany imunitnim systémem, coz vede K maturaci specifickych efektorovych bunék
(Meeusen a kol., 2017). Rozlisujeme dva typy nadorovych antigenti: nadorové specifické

antigeny a antigeny sdruzené s nadory.
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2.2.3.2.1. Nadorové specifické antigeny (TSA)

Nédoroveé specifické antigeny (TSA) se nalézaji pouze na nadorovych bunkach
a na normalnich bunkach se nevyskytuji (Hotejsi, 2015). Byly objeveny v prvni poloviné
dvacatého stoleti. Mysi nadory indukované kancerogeny byly vyléCeny chirurgickou resekci.
Po opétovném setkani se stejnymi nadorovymi buiikkami, imunitni systém mysi tyto buiky

rozpoznal a znicil. Jiné nadorové buiiky ov§em rozpoznany a zni¢eny nebyly (Gross, 1943).
2.2.3.2.2. Antigeny sdruZené s nadory (TAA)

Antigeny sdruzené s nadory (TAA) se nachazeji jak na nddorovych, tak na zdravych
burikach. Jedna se o autologni bunééné antigeny. Jsou vyuzivany jako diagnostické markery
(Hoftejsi, 2015). Jednim z nejvice prostudovanych antigeni je napiiklad tumor supresorovy

protein p53 (Zhang a kol., 2003).

2.2.3.3. Nadorovda terapie

Nadorova terapie je velmi stary obor. V dnesni dobé pievlada zejména kombinace
chirurgické terapie a chemoterapie, ¢i radioterapie. Mimo tyto typy léCby rozliSujeme

| imunoterapii, kterd dominuje na poli vyzkumu. Je pfedmétem i této diplomové prace.
2.2.3.3.1. Nadorova imunoterapie

Prvnim vyznamnym historickym pocinem na poli naddorové imunoterapie byl objev
Dr. W. B. Coleyho z roku 1891. Ten infikoval pacienta se sarkomem kosti toxinem z bakterii
Seratia marcescens a Streptococcus pyogenes (tzv. ,,Coleyovy toxiny*). Tato infekce vedla
k nekroze nadorové tkané a pacient se dostal na dalSich osm let do remise (Kramer a kol.,
2018).

Nadorova imunoterapie ale zaznamenava i V poslednich dekadach znacny rozvoj.
Jednomu z poslednich vyznamnych objevii na tomto poli se vénuje i tato prace. Jsou jim tzv.
checkpointni molekuly PD — 1, CTLA — 4 a monoklonalni protilatky z nich odvozené
(Matouskova, 2015), nebo piimé stimulanty protinadorové imunity, jako je monoklonalni

protilatka anti CD40.

Anti PD - 1 (anti-programmed cell death 1) je monoklonalni protilatka schvalena
k imunoterapii napi. karcinomu mocového méchyfe, nebo maligniho melanomu.
Je prodavéana pod obchodnim nazvem Pembrolizumab. Jedna se o mechanismus, kdy je touto

monoklonalni protilatkou blokovana vazba PD — 1 (na T bunce) a odpovidajiciho receptoru
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na antigenu (nadorové buice) PD — L1. PD — L1 blokuje efektorovou funkci T — lymfocytu.
Po pfidani anti PD — 1 dochazi k obnové funkce této efektorové bunky vyblokovanim

ligandu nadorové bunky, jak 1ze pozorovat na Obr. 1 (Matouskova, 2015).

T bufika TCR

néadorova bunka nadorova bunka

nadorovy
antigen

nadorovy
antigen

monoklonalni protilatka
brénici vazbé

Y PD-1 kont-
rolni bod

Obr. 1: Vlevo - mechanismus uniku nadorové bunky pfed imunitni buiikou - blokace
efektorové funkce T — lymfocytu. Vpravo - blokace tohoto tiniku pomoci monoklonalni
protilatky anti PD — 1 a umoznéni efektorové funkce T — lymfocytu (pfevzato a upraveno

Matouskova, 2015).

Anti CDA40 je také monoklonalni protilatka, ktera pisobi na drahu CD — 40 a CD — 40L
(CD40 ligand). CD40L se bézn¢ vyskytuje na Th — lymfocytech a umozniuje vazbu na APC
(makrofagy, dendritické buiikky a B — lymfocyty), které maji CD40 receptor. Anti CD40
monoklondlni protilatka mimikuje pfirozeny CD40L a tak funguje jako pfimy stimulant
protinadorové imunity. Bylo dokézéno, Ze mimo jiné ucinky, anti CD40 monoklonalni
protilatka také nepiimo stimuluje NK bunky k produkci IL — 12 a IFN - y (Turner a kol.,
2001).

2.2.3.3.1.1.  Nddorovd imunoterapie tymu Dr. Zenky

Uz dlouhou fadu let se tym doktora Zenky zabyva nadorovou imunoterapii zaloZzenou
na aktivaci vrozené¢ imunity. Imunoterapie zaloZena na nespecifické imunité spociva
v rozpoznani PAMPs pomoci PRRs. Tyto vzory patogenity jsou uméle implantovany
i na nadorové burnky. V této imunoterapii je zdrojem téchto vzord manan kotveny BAM,
timto tymem jiz dlouhou dobu vyuzivany a ovéieny. Kotveni do fosfolipidové dvojvrstvy je

nezbytné pro spravné fungovani téchto terapeutik, které by byly bez vhodné kotvy
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nanadorovou bunku neucinné. Manan — BAM v této terapii funguje jako ligand

podporujici fagocytozu.

Dalsi soucasti této imunoterapie jsou TLR agonisté. Mezi tyto TLR agonisty fadime
R -848 (TLR7-8, v ptipad¢ mysi jen TLR7), poly (I:C) (TLR3), LTA (TLR2), CpG
(TLR9) a beta glukan (TLR2). Jednotlivé u¢inky na imunitni systém byly zminény
Vv ptedchozich kapitolach.

Dalsim bodem této imunoterapie je vyuziti tzv. checkpointni molekuly anti PD — 1
pro zvyseni protinddorové imunitni odpovédi (také vysvétleno V ptedchozich kapitolach).
Také je zde vyuzit pfimy stimulant protinadorové imunity, anti CD40, ktery piinesl velmi
ptekvapivé vysledky, ¢i FC — fragment protilatek vyznamny pro aktivaci a stimulaci

dal$ich imunitnich bunék.

Soubor viech téchto terapeutik tvofi uceleny systém terapie vyvinuty tymem Dr. Zenky,
ktery je neustale rozvijen. Zakladnim 1é¢ebnym prvkem je kombinace R — 848, poly (I:C),
LTA a manan — BAM, jak je zobrazeno na Obr. 2. K této terapeutické smési jsou dale

NADOROVA
BUNKA

Obr. 2: Struktura zakladni terapeutické smési.
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1)

2)

3)

CIiLE PRACE

Studium vylepSeni stdvajici terapie zalozené na synergii agonistt TLR a liganda

stimulujicich fagocytézu pii 1é¢bé melanomu B16-F10.

Vyhodnoceni pienosu informace na ziskanou imunitu méfenim reakce splenocytu
na setkani s nddorovym antigenem detekci vnitrobunééné produkce IFN-gamma pomoci

pritokové cytometrie a pomoci ELISA stanoveni.
Posouzeni vyznamu ziskané imunity pii nadorové imunoterapii zalozené na synergii

agonisti TLR a ligand stimulujicich fagocytéozu v in vivo experimentech stimulaci

jejiho ucinku.
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4. MATERIAL A METODY

4.1. Chemikalie

— Anti PD — 1 (BioXCell, USA)

— Anti CD - 40 (BioXCell, USA)

— BAM = Biocompatible anchor for cell membrane, Mw 4000 (NOF Europe, Belgium)

— beta glukan (suspenze) (Transfer Point, USA)

— Concanavalin A (Sigma-Aldrich, USA)

— CpG 1826 (Miltenyi Biotec, Némecko)

— ELISA kit IFN-gamma (eBioscience, USA)

— FCS = Fetal Calf Serum (Sigma-Aldrich, USA)

— Fluorescenéné zna¢ené monoklonalni protilatky pro pritokovou cytometrii:
e Anti-Mouse CD3e FITC; clone 145-2C11; 0.5 mg/ml (eBioscience, USA)
e Anti-Mouse CD4 APC; clone GK1.5; 0.2 mg/ml (eBioscience, USA)
e Anti-Mouse CD8a PE-Cy7; clone 53-6.7; 0.2 mg/ml (eBioscience, USA)
e Rat IgG kappa Iso Control PE (eBioscience, USA)

— Foxp3 = Fixation/Permeabilization working solution

— LTA (B. subtilis) (Sigma Aldrich, USA)

— mannan (Sigma-Aldrich, USA)

— Monensin (Sigma-Aldrich, USA)

— Mouse IgG, Fc — fragment, Mw 50 000 (ThermoFisher, USA)

— Permeabilization buffer

— PBS = pufrovany fyziologicky roztok (Sigma Aldrich, USA)

— Poly (I: C) (sodna stl) (Sigma Aldrich, USA)

— resiquimod (R-848) (Tocris Bioscience, UK)

— RPMI 1640 (Sigma Aldrich, USA)

— Trypanova modf (Sigma Aldrich, USA)

— Trypsin (Sigma Aldrich, USA)

4.2. Laboratorni zvirata

V experimentech byly pouzity laboratorni mysi C57BL/6 zchovu Charles River

Laboratories. Mysi byly 8 tydni staré samice, chované v samostatn¢é ventilovanych boxech
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zvétince Katedry medicinské biologie. Mysi méli nepretrzity piistup ke krmivu a napajecce.

Byl dodrzovéan denni rezim 12/12 hodin.
4.3. Bunécné linie

Byly pouzity dvé nadorové bunécné linie. Melanom BI16-F10 a pankreaticky
adenokarcinom Panc02. Melanomové bunky byly kultivovany v médiu RPMI-1640
s ptimési 10% FCS, penicilinu (100 g/ml), streptomycinu (100 pg/ml), amfotericinu B
(0,25 pug/ml), L - glutaminu (2,2 mM) a merkaptoethanolu (50 uM). Medium pro kultivaci
Panc02 bylo zalozeno na D-MEM se stejnymi aditivy.

4.4. Priprava nadorovych bunék pro transplantaci

Nejprve bylo z bun¢k odstranéno kultivaéni médium, které bylo nahrazeno sterilnim
PBS a bunky byly 3x za sebou promyty. Nasledné¢ byl pfidan trypsin a byla provedena
trypsinizace pro uvolnéni nadorovych bunc¢k ze dna kultivaéni nadoby. Byla vyuzita
trypsinizacni smés 0,02% trypsinu a 0,25% EDTA v HBSS. Kultiva¢ni nadoba s trypsinem
byla umisténa do termostatu (37°C, 5% COz2) a inkubovana asi minutu. Po vyjmuti kultivacni
nadoby z termostatu bylo pfidano RPMI s 10% FCS pro zastaveni trypsinizace. Dale byla
pouzita 50ti ml centrifugacni zkumavka, kam byl pfelit roztok a zkumavka byla déle
cetrifugovana (5 minut, 4°C, 150 g). Supernatant byl slit a roztok byl nafedén RPMI s 10%
FCS na koncentraci potiebnou pro transplantaci. Pocet bunc¢k byl stanoven pomoci
Biirkerovy komtrky. Oba dva typy buné¢k (melanom B16-F10 i adenopankreaticky karcinom

Panc02) byly pfipraveny na transplantaci stejnym zptsobem.

4.5. Transplantace nadori

Laboratornim mysim C57BL/6 byl transplantovan nador melanom B16-F10, nebo
pankreaticky adenokarcinom Panc02 subkutanné na pravy bok. Mysim byla na pravém boku

vyholena srst a byly jim injikovany buiiky v mnoZstvi 4x10° bun&k/mys.

4.6. Meéreni objemu nadori

Nadory byly méfeny kaliperem obden. Byly méfeny dva rozméry. Rozmér A — délka

nadoru a rozmér B — vySka nadoru. Objem byl vypocten dle vzorce: V = % *a* b2,
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4.7. Statistické vyhodnoceni dat

Ve vsech uvedenych grafech bylo vyuzito stanoveni stfedni chyby praméru (SEM).
K analyze dat byl vyuzit program MS Excel pro vypocty objemi nadord, tvorba grafi, SEM.
Dale byl také vyuzit program STATISTICA 12 pro analyzu pteziti (Survival Analysis
Kaplan Meier) a dale testy ANOVA, post-hoc Tukey test a UnequalN test.

4.8. Priprava terapeutickych latek

4.8.1. Priprava R—848.HCI
Byla vytvotena suspenze 0,5 mg R — 848 a 1,4 ul 3,5% HCI. Je nutné nejprve vytvorit
hydrochlorid resiquimodu, protoze R — 848 je ve vod€ malo rozpustny. Pro dalsi rozpusténi

bylo pfidano 10 pl PBS.

4.8.2. Priprava manan — BAM a dalSich kombinaci léCby

Aminovany manan byl pfipraven redukéni aminaci (Torosantucci a kol., 2005)
Vv prostfedi octanu amonného a kyanoborohydridu sodného (50°C, pH 7,5). Nésledn¢ byla
provedena dialyza tohoto roztoku pouzitim dialyza¢ni trubice MWCO 3500 (Serva,
Némecko) proti PBS (4°C, pfes noc). Na aminoskupinu aminovaného mananu byl navazan
BAM prostiednictvim skupiny NHS (N — hydroxysukcinimid), (1 hodina, pH 7,3). Nakonec
byl roztok dialyzovan (MWCO 3500, 4°C, ptes noc) proti PBS. Manan — BAM byl upraven
na koncentraci 0,2 mM v PBS a byl zamrazen. Pouzity manan — BAM byl rozmrazen pfi
pokojové teploté a pouZit.

K mananu — BAM byly pfidany rizné piimési, jako je R — 848.HCI, poly (I:C), LTA,
CpG, Fc - fragment, anti PD — 1, ¢i anti CD40. Vsechny tyto piimési byly rozpustény v 0,2
mM roztoku manan — BAM na pozadovanou vyslednou koncentraci. Ta byla u R-848, poly
(I:C), LTA, CpG a Fc 0,5 mg/ml. U protilatek anti PD-1 a anti CD40 ¢inila 0,4 mg/ml.

4.8.3. Priprava perordlniho beta glukanu
60 mg beta glukanu (Transfer point) bylo smiseno s 1 ml vody. Tato suspenze byla

mySim podavana v mnozstvi 50 pl p. 0s.
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4.9. Experimenty

49.1. Ucinek terapeutické smési R - 848, poly (I:C), LTA a mananu kotveného
BAM (pulzni intratumordlni aplikace) s intraperitonedlnim priddnim této
smési na redukci risstu melanomu u mysi C57BL/6

V tomto experimentu bylo pouzito 18 laboratornich mys$i (osmitydennich samic)
C57BL/6N z chovu Charles River Laboratories. Byla provedena transplantace melanomu

B16-F10. 12 dni po transplantaci byly mysi randomizaci rozdé€leny do tii skupin, jak lze

pozorovat v Tab. Il.

Tab. IlI: Randomizaéni rozdéleni mysi do skupin dle pouzitych terapeutik a zplsobu
aplikace.

SKUPINA | TERAPEUTICKA LATKA ZPUSOB APLIKACE

A R — 848 + poly (I:C) + LTA + manan - BAM it

B R — 848 + poly (I:C) + LTA + manan - BAM i.t. +1.p.

K PBS i.t.

Terapeutické latky byly aplikovany i.t. v pravidelnych pulzech ve dny O, 1, 2... ... 8,9,10
a i.p. pouze 5. a 13. den. Intratumoraln¢ bylo aplikovano 50 pl 1écebné smési (A: R — 848 +
poly (I:C) + LTA + manan — BAM, B: R — 848 + poly (I:C) + LTA + manan - BAM,
K: PBS) a i.p. 200 pl terapeutické smési (R — 848 + poly (I:C) + LTA + manan — BAM).
Obden byly kaliperem méfeny rozméry nadorli a vypocitany objemy az do 18. dne. Po
ukonceni pokusu bylo vedeno sledovani mysi az do stého dne. Zbyvajici mysi byly 100. den

usmrceny strzenim vazu.

4.9.2. Pozorovani ucinku CpG, tii TLR agonistii, mananu kotveného BAM a jejich
kombinaci na redukci riistu melanomu u mysi C57BL/6

Pro tento experiment bylo vyuzito 36 mySi — osmitydennich samic C57BL/6N z chovu
Charles River Laboratories. Nasledn¢ byla provedena transplantace nadorovych bunck
B16-F10 na pravy bok. Dvanact dni po transplantaci byly mysi randomizaéné rozdéleny do

skupin. Rozdéleni do skupin je ptehlednéji uvedeno v Tab. IlI.

Tab. III: Rozdéleni laboratornich mysi do skupin dle druhu terapie.

SKUPINA | TERAPEUTICKA SMES

A R —848 + poly (I:C) + LTA

B CpG

C CpG + manan — BAM

D R —848 + poly (I:C) + LTA + manan - BAM
E manan — BAM

K PBS
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Terapeutické smési byly aplikovany i.t. v mnozstvi 50 ul (A: R — 848 + poly (I:C) + LTA,
B: CpG, C: CpG + manan — BAM, D: R — 848 + poly (I:C) + LTA + manan — BAM,
E: manan — BAM, K: PBS), v pravidelnych pulzech ve dny: 0, 1, 2... ... 8, 9, 10. Nadory
byly obden méieny (kaliperem) a byl vypocten nadorovy objem az do 18. dne. Dale byl

sledovan uhyn mysi az do stého dne, kdy byly mysi usmrceny strzenim vazu.

49.3. Udinek R — 848, poly (1:C), LTA a Fc — fragmentu kotveného BAM (pulzni
aplikace) na redukci risstu melanomu u mysi C57BL/6

Celkem bylo pro tento experiment pouzito 36 mysSich samic C57BL/6N osm tydnt
starych pochazejicich zchovu Charles River Laboratories. Dale byla provedena
transplantace melanomu B16-F10 s.c. na pravy bok. 12 dni po transplantaci byly mysi

randomizovany do nésledujicich skupin, jak je uvedeno v nasledujici tabulce Tab. IV.

Tab. IV: Randomizace mysi do skupin dle terapeutik.

SKUPINA | TERAPEUTIKA LECBA

A R —848 + poly (I:C) + LTA

B Fc - BAM

C R —848 + poly (I:C) + LTA + Fc — BAM

D R —848 + poly (I:C) + LTA + manan - BAM
E manan - BAM

K PBS

Terapeutické latky (A: R — 848 + poly (I:C) + LTA, B: Fc — BAM, C: R — 848 + poly
(IlC) + LTA + Fc — BAM, D: R — 848 + poly (I:C) + LTA + manan — BAM,
E: manan - BAM, K: PBS) byly mySim podavany v davce 50 pl/my$ v pravidelnych
intervalech ve dny: 0, 1, 2... ... 8,9, 10. Obden byly nadory méfeny kaliperem az do 18. den.
Do stého dne byl sledovan Uthyn mysi. Sty den byl experiment ukoncen, a mysi byly

usmrceny strzenim vazu.

49.4. Studium viivu piidani perordlné aplikovaného beta glukanu k terapii
zaloZené na pouZiti R — 848, poly (I:C), LTA a mananu kotveného BAM
na riist pankreatického adenokarcinomu u mysi C57BL/6

Pro tento experiment bylo pouzito 18 mysi (osmitydennich samic) C57BL/6, které
pochazely zchovu Charles River Laboratories. Byla provedena transplantace
adenopankreatické¢ho karcinomu Panc02 s.c. na pravy bok. 12. den po transplantaci byly

mysi randomizovany do skupin po Sesti, jak je uvedeno v nasledujici tabulce (Tab. V).
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Tab. V: Rozdéleni mysi do skupin dle terapie.

SKUPINA | TERAPEUTICKA LATKA i.t. TERAPEUTICKA LATKA p.os.
A R —848 + poly (I:C) + LTA + manan - BAM | -

B R —848 + poly (I:C) + LTA + manan — BAM | beta glukan

K PBS -

Smés terapeutickych latek (R — 848 + poly (I:C) + LTA + manan — BAM) byla podavana
I.t. v.davce 50 ul/mys ve dny O, 1, 2... ...8,9, 10... ... 16, 17, 18... ... 24, 25, 26 mySim ve
skupinach A a B, mySim ve skupin€ K bylo aplikovano PBS. K této 1écbé byly dale skupiné
B p.os. pfidavany 3 mg beta glukanu rozpusténé v 50 pl vody prvnich 15 dni 1é¢by. Velikost
nadord byla méfena obden kaliperem az do 30. dne. Do 110. dne bylo sledovano piezivani

mysi. 110. den byl pokus ukoncen a mysim byl strzen vaz.

49.5. Stanoveni IFN — y pomoci priitokové cytometrie (intraceluldrni stanoveni)
V reakci splenocytit na nadorovy antigen u mysi C57BL/6

Pro tento experiment bylo pouzito 30 mysi C57BL/6 (osmitydenni samice) z chovu
Charles River Laboratories. Mysim byl transplantovan melanom B16-F10 s.c. na pravy bok.
Dvanéact dni po transplantaci byly mysi randomizovany do dvou skupin (A: R — 848 +

poly (I:C) + LTA + manan — BAM, K: PBS), jak je uvedeno v tabulce (Tab. VI).

Tab. VI: Rozdéleni mysi do skupin dle terapeutickych smési.

SKUPINA | TERAPEUTICKA LATKA
A R —848 + poly (I:C) + LTA + manan - BAM
K PBS

Mysim byly podavany terapeutické smési (A: R — 848 + poly (I:C) + LTA +
manan - BAM, K: PBS) i.t. vmnozstvi 50 ul ve dny: 0,1, 2... ... 8,9,10... 16, 17, 18...
...24,25,26. Ve dny 0, 7, 15, 23 a 31 bylo provedeno stanoveni IFN —y. Ve stejné dny byly

zméteny rozmery melanomt a vypocitan objem nadora.

V tomto experimentu byla stanovovana hladina IFN — y ve splenocytech (po interakci
splenocyti s nadorovym antigenem UV usmrcenych B16-F10) pro zjisténi pienosu
informace na ziskanou imunitu. Pro stanoveni hladiny IFN — y byly pouzity vZzdy 3 mysi
z 1é¢ené skupiny (R — 848 + poly (I:C) + LTA + manan — BAM) a 3 mysi z kontrolni
skupiny (PBS).

Melanomové buiky B16-F10 byly jeden den pfedem usmrceny UV zafenim. Nadorové
bunikky v médiu RPMI byly umistény do Petriho misek a byly umistény asi 20 cm od UV

zativky a usmrceny (1 hodinu UV zafeni). Nasledujici den byly buiiky sklizeny a spocitany
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(Biirkerova komtrka) a nafedény na potfebnou koncentraci. Byl pouzit 24 jamkovy panel,

kam byly nddorové buniky B16-F10 nasazeny v poctu 150 tisic na jamku.

Z 6 mysi (3 léCené a 3 kontrolni) byly steriln€é odebrany sleziny. Ty byly nasledné
prevedeny pres filtr (70 um, BD Biosciences, USA) a tato suspenze byla centrifugovana
(10 min/160 g/4°C). Nasledovala lyza erytrocyti pomoci 1 ml 0,84% NH4Cl (37°C), které
pusobilo 2 — 3 minuty. Lyza erytrocyti byla zastavena 10 ml média RPMI s 10% FCS.

Bunky byly znovu centrifugovany (10 min/160 g/4°C) a splenocyty spocitany (Biirkerova
komurka). Splenocyty byly v 24 jamkovém panelu smiseny snddorovymi v pomeéru:
splenocyty 900 000 a buniky B16-F10 150 000 v celkovém objemu 1 ml. Dale byl ptidan
Concanavalin A v mnozstvi v koncentraci 2,5 pg/ml do jamky pro pozitivni kontrolu.
Concanavalin A jako mitogen stimuluje T — lymfocytarni produkci IFN — y. 24 jamkovy
panel byl inkubovan 1 hodinu v termostatu (5% CO2, 37°C). Mimo Concanavalinu A byly
pouzity dalsi 4 kontroly: izotypova kontrola pro INF-gamma, nebarvena kontrola, kontrolni
slezina nelécené mysi a kontrola s obarvenymi povrchovym znaky. Izotypové kontrola slouzi
k vylouceni nespecifického barveni. Kontrola ze sleziny neléené mysi znazornuje pohled

na zdravé buiky.

Nasledné byl pfidan Monensin (inhibitor intraceluldrniho transportu) pro zamezeni
uniku intracelularniho IFN — y. Monensin byl po vyse uvedené inkubaci ptidan do vsech
jamek v koncentraci 10 pg/ml. 24 jamkovy panel byl opét inkubovan v termostatu po dobu 5
hodin (5%CO2, 37°C).

Vzorky byly nasledné pteneseny z 24 jamkového panelu do zkumavek pro pritokovy
cytometr. Byl pfipraven tzv. mastermix monoklondlnich protilatek (fluorescenéné
znacenych) pro povrchové znaceni bunek.

Byly pouzity 3 monoklonalni protilatky Anti - mouse CD3e FITC (100x fedéna, pro
T - lymfocyty), Anti — mouse CD4 APC (100x fedéna, pro CD4+ Th - lymfocyty) a Anti —
mouse CD8a PeCy7 (100x tedénd, pro CD8+ Tc - lymfocyty). Mastermix byl pfidan do
kazdého vzorku v celkovém mnozstvi 10 pl a vzorky byly inkubovany 30 minut ve tm¢ a
chladu.

Po této inkubaci byl do zkumavek pfidan FF (1% roztok FCS v PBS) a zkumavky
byly centrifugovany (5 min/160 g/4°C). Promyti FF bylo opakovano jest¢ jednou a
ze zkumavek byl odebran supernatant a zbyvajici pelet byl rozsuspendovan ve zbyvajici

tekutin€. Déle byl pfidan Foxp3 Fixation and Permeabilization working solution v mnoZzstvi
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1 ml. Vzorky byly 40 minut inkubovany v chladnu a dvakrat -centrifugovany
(5 min/350 g/pokojova teplota). Nasledn¢ byly pifidany 2 ml Permeabilization buffer,
pro blokovani formaldehydu obsazeného v Foxp3 Fixation and Permeabilization working
solution. Také byly do zkumavek piidany 2 pl inaktivovaného bovinniho séra a vzorky byly
inkubovany (15 minut/pokojova teplota/tma).

Nasledné byla do zkumavky ptidana fluorescencné znacena protilatka proti IFN -y
(intracelularni znaceni). Do izotypové kontroly byla pfidana kontrola IgG PE (40x fedéna).
Déle byly vzorky inkubovany (30 min/pokojova teplota/tma), byly piidany 2 ml
Permeabilization buffer a dvakrat centrifugovany (5 min/350 g/pokojova teplota). Takto
vytvofené vzorky byly méfeny prutokovym cytometrem BD FACS Canto Il (BD Bioscience,
USA) a byly analyzovany v programu BD FACS Diva verze 6.1.3.

Pii méfeni byly pouzity tyto parametry, uvedené v nasledujici tabulce (Tab. VII).

Tab. VII: Nastaveni pritokového cytometru.

Blue Red
Laser Delay 0,00 30,20
Area Scaling 0,30 1,32
Window Extention 2
Area Scaling 0,3

49.6. Stanoveni IFN — y metodou ELISA (extraceluldrni stanoveni) v reakci
splenocytit na ndadorovy antigen u mysi C57BL/6

Pro tento experiment bylo pouzito 24 mysi C57BL/6 (osmitydennich samic) z chovu

Charles River Laboratories. MySim byl transplantovan melanom B16-F10. 12 dni po

transplantaci byly mysi randomizovany a roziazeny do skupin dle terapie, jak Ize pozorovat

v Tab. VIII.

Tab. VIII: Rozd¢leni mysi do skupin podle terapie.

SKUPINA | TERAPEUTICKA LATKA
A R —848 + poly (I:C) + LTA + manan — BAM
K PBS

Mysim byly i.t. podany terapeutické latky (A: R — 848 + poly (I:.C) + LTA +
manan - BAM, K: PBS) v mnozstvi 50 ul/mys ve dny: 0, 1, 2... ... 8,9, 10... 16, 17, 18...
...24,25,26. Ve dny 0, 7, 15 a 23 bylo provedeno ELISA stanoveni a byly zméfeny objemy

nadoru.
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Melanomové bunky B16-F10 v RPMI byly den pfedem usmrceny pomoci UV zafice
(v Petriho misce byly umistény piiblizn¢ 20 cm od zéfi¢e na 1 hodinu). Den poté byly bunky
spocCitany a v mnozstvi 150 000/jamku byly pieneseny do 24 jamkového panelu. Byly
pouzity sleziny 3 mysi 1éCenych a 3 neléCenych, které byly sterilné¢ odebrany. Dale byly
prevedeny pies filtr (70 uM, BD Biosciences, USA) a tato bunééna suspenze byla
centrifugovana (10 min/160 g/4°C). Nasledovala lyza erytrocytti jednim ml 0,84% NH4CI
(37°C), které pusobilo 2 — 3 minuty. Lyza erytrocytli byla zastavena 10 ml média RPMI
s 10% FCS.

Bunky byly opét centrifugovany (10 min/160 g/4°C). Splenocyty byly spocitany pomoci
Biirkerovy komirky a v 24 jamkovém panelu byly smichdny s melanomovymi butikami

v poméru 150 000 B16-F10 ku 900 000 splenocytiim. Celkovy objem ¢inil 1 ml.

Nasledné byl ptimichan Concanavalin A (v koncentraci 2,5 pg/ml) do jamky pro
pozitivni kontrolu. Concanavalin A jako mitogen stimuluje T — lymfocytarni produkci IFN —
y. Tento 24 jamkovy panel byl inkubovan pfiblizné 1 hodinu v termostatu (5% CO3, 37°C).
Panel byl uloZen do termostatu (5% CO2, 37°C). Panel byl ponechan v termostatu 48 hodin a
supernatanty byly zamrazeny v Ependorf zkumavkach p#i -80°C.

Supernatanty byly rozmrazeny v pokojové teploté a nasledné probéhla analyza metodou
ELISA. Pfi samotném extracelularnim stanoveni metodou ELISA byl pouzit supersenzitivni
kit IFN -y ELISA (eBiosciences, USA) pro detekci IFN — y. Byl dodrzovan postup

dodavany spolu s Kitem.

Specialni 96 jamkovéa ELISA desti¢ka s navazanou protilatkou proti IFN — y byla dvakrat
promyta 400 ul Wash bufferu 1x fedéného deionizovanou vodou. Nasledné byla desitkovym
fedénim pfipravena fada standardl (v duplikatu), jak lze pozorovat v Tab. IX. Do vsech

jamek se standardem bylo pfidano 100 pl Calibrator Diluent (CD), ten slouzil i jako blank.
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Tab. IX: Umisténi a koncentrace standardd v desti¢ce (kalibra¢ni fada).

1 2
A Standard 1 Standard 1
40 pg/ml 40 pg/ml
B Standard 2 Standard 2
20 pg/mi 20 pg/mi
C Standard 3 Standard 3
10 pg/ml 10 pg/mi
D Standard 4 Standard 4
5 pg/ml 5 pg/ml
C Standard 5 Standard 5
2,5 pg/ml 2,5 pg/mi
= Standard 6 Standard 6
1,25 pg/mi 1,25 pg/ml
G Standard 7 Standard 7
0,63 pg/ml 0,63 pg/ml
H Blank (100 ul CD) | Blank (100 ul CD)

Do jamek pro vzorky byl pfidan Sample diluent (SD) v mnozstvi 80 pl a nasledné
samotné vzorky v mnozstvi 20 ul. Do vSech jamek bylo pfidano 50 ul Biotin Conjugate.
Desticka byla pokryta adhezivnim filmem a umisténa na tiepacku na 2 hodiny (mirné
ttepani, pokojova teplota). Po uplynuti dvou hodin byl adhezivni film odstranén a jamky
byly 6x promyty 400 ul Wash bufferu 1x fedéného deionizovanou vodou. Poté bylo
do vSech jamek ptidano 100 ul Streptavidin - HRP (horse raddish peroxidase) a panel byl

opét zakryt adhezivnim filmem. Byl inkubovan 1 hodinu na tfepacce (pokojova teplota).

Po sejmuti adhezivniho filmu byly jamky 6x promyty (400 ul Wash buffer 1x
fedéného deionizovanou vodou). Nasledné bylo pfidano 100 pul TMB Substrate solution
do vSech jamek a panel byl inkubovan 30 minut (pokojova teplota). Po tuto dobu byl
pozorovan vyvoj zbarvené pro véasné zastaveni reakce. Ve vhodny cas byla reakce
zastavena piidanim 100 pl Stop Solution (kazda jamka) a analyzovana na ELISA readeru
(SYNERGY H1 microplate reader; BIOTEK). Vzorky byly méfeny pii vinové délce 450 nm.
Absorbance vzorkli byly méfeny v duplikatu. Pfi vyhodnoceni byl vypocten primér
naméfenych absorbanci, od kterého byla odectena hodnota absorbance namétena u blanku.

Pro vypocet absorbanci byla stanovena kalibracni kiivka z koncentraci standardu.
Poté byla pomoci MS Excel vytvofena rovnice piimky, z niZ byly dopocteny zbyvajici
koncentrace IFN — y vSech vzorkd. Byl vypocten koeficient variace (C. V.) a vzorky
svyssim C. V. nez 20, byly vyfazeny. Stejn¢ tak byly vyfazeny vzorky se zépornou

hodnotou koncentrace a podle n&j byly vyrazeny vzorky, které mély koeficient variance
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C.V.) vy$si nez 20. Takto vypoétené koncentrace byly pievedeny na 1 mm?3 nadoru.
( y yp yly p y

Vysledna koncentrace byla stanovena v jednotkach pg/mm?.

4.9.7. Posouzeni Vlivu anti PD — 1 na udcinnost terapie smési R — 848, poly (1:C),
LTA a mananu — BAM. Mysi model pankreatického adenokarcinomu.

V tomto experimentu bylo pouzito 24 mysich osmitydennich samic z chovu Charles
River Laboratories. Nasledn¢ byla provedena transplantace pankreatického adenokarcinomu
Panc02. 12. den od transplantace byly mysi rozdéleny do ¢tyi skupin, jak je znazornéno
v Tab. X.

Tab. X: Randomizace mysi podle typu terapie.

SKUPINA | TERAPEUTICKA LATKA

A R —848 + poly (I:C) + LTA + manan - BAM

B anti PD — 1

C R —848 + poly (I:C) + LTA + manan — BAM + anti PD — 1
K PBS

Smési terapeutickych 1é¢iv (A: R — 848 + poly (I:C) + LTA + manan — BAM,
B: anti PD -1, C: R — 848 + poly (I:C) + LTA + manan — BAM + anti PD — 1, K: PBS) byly
injikovany i.t. v davce 50 pl/mys ve dny: 0, 1, 2... ... 8,9,10... ... 16,17, 18... ... 24, 25, 26.
Dale byly kaliperem kazdy druhy den méfeny rozméry nadorti a z nich vypocten naddorovy
objem az do 30. dne. Nasledné bylo provedeno sledovani preziti mysi do 110. dne. Pokus byl

110. den ukoncen a mysi byly zabity strzenim vazu.

498. Utinek R — 848, poly (I:C), LTA, mananu kotveného BAM, protilitky
antiCD40 a jejich kombinace na redukci ristu pankreatického
adenokarcinomu u mysi C57BL/6

Pro vypracovani tohoto experimentu bylo tfeba 22 osmitydennich mysi z chovu Charles
River Laboratories (samice, C57BL/6). Byl jim transplantovan adenopankreaticky karcinom
Panc02 s.c. na pravy bok. Po dvanactidennim ristu nadord byly mySi randomizaéné

rozdéleny do skupin, dle nasledujici tabulky (Tab. XI).

Tab. XI: Randomizace mysi do skupin dle terapeutickych smési.

SKUPINA | TERAPEUTICKA LATKA

A R —848 + poly (I:C) + LTA + manan - BAM

B anti CD40

C R —848 + poly (I:C) + LTA + manan — BAM + anti CD40
K PBS
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Smési terapeutickych latek (A: R — 848 + poly (I:C) + LTA + manan — BAM,
B: anti CD40, C: R — 848 + poly (I:C) + LTA + manan — BAM + anti CD40, K: PBS) byly
mysim injikovany v davce 50 ul/mys ve dny: 0,1, 2... ... 8,9, 10... ... 16, 17, 18... ... 24,
25, 26. Rozméry nadora byly méteny kazdy druhy den kaliperem az do 30. dne. Do 110. dne
byl pozorovan tthyn mysi. Pfeziv§im mysim byl znovu 120. den transplantovan pankreaticky
adenokarcinom Panc02 v mnozstvi 4x10° bunék/mys. Nasledné byla provedena

transplantace melanomu B16-F10 v mnozstvi 4x10° 164. den.
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5. VYSLEDKY

5.1. Utinek terapeutické smési R - 848, poly (I:C), LTA a mananu
kotveného BAM (pulzni aplikace) s peroralnim pridanim této smési

na redukci riastu melanomu u mysi C57BL/6.

Graf na Obr. 3 ukazuje vliv terapie R — 848, poly (I:C), LTA a mananu kotveného
BAM podavaného pouze i.t. (modrd kiivka) Vv porovnadni se stejnou terapeutickou smési
podavanou i.p. a p.os. na redukci nadorového ristu u melanomu (Cervena ktivka). Z tohoto
grafu je patrné, ze kombinovana (lokalni + systémova) terapie, tj. podani terapeutické smési

I.t. i I.p. prokazateln¢ nevedla ke zlepSeni stavajici terapie podavané pouze i.t.

——R-848 +poly(I:C) + LTA + manan-BAM (i.t.) =——R-848 +poly(I:C) + LTA + manan-BAM (i.t. +i.p.) =———PBS
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Obr. 3: Porovnani terapie R — 848, poly (I:C), LTA, mananu kotveného BAM podavané
pouze i.t. a podavané jak i.t., tak i.p. z hlediska redukce nadorového ristu melanomu.
** P <0,01 vztazeno ke skupiné PBS

Na Obr. 4 si mtizeme povSimnout grafu piezivani (Kaplan — Meier) 100 dni. | zde lze
pozorovat, ze kombinovana terapie R — 848, poly (I:C), LTA a manan — BAM podavana i.t.
I 1.p. (Cervena kiivka) nevedla K statisticky vyznamnému zlepseni terapie podavané pouze i.t.

R — 848, poly (I:C), LTA a manan — BAM (modra kiivka).
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Obr. 4: Ktivka ptezivani (Kaplan — Meier) 100 dni.

5.2. Pozorovani uinku CpG, tfi TLR agonistii, mananu kotveného
BAM a jejich kombinaci na redukci ristu melanomu u mysi

C57BL/6.

CpG funguje jako nahrada tfi TLR agonista: R — 848, poly (I:C) a LTA. V grafu
na Obr. 5 lze pozorovat, Ze U€inek samotného CpG (Cervend kiivka) na redukci naddorového
ristu melanoma byl statisticky nevyznamné vétsi, nez u tii TLR agonisti: R -848 +
poly (I:C) + LTA (modra kiivka). OvSsem GpG s mananem kotvenym BAM (zelena kiivka)
ptineslo srovnatelné vysledky, jako R — 848 + poly (I:C) + LTA s mananem kotvenym BAM
(fialova ktivka).

Dale mizeme v grafu (Obr. 5) pozorovat u¢inek mananu — BAM (Cerna kiivka),

jehoz terapeuticky ucinek je ve srovnani s kontrolni skupinou (Seda kiivka) nevyznamny.
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Obr. 5: Srovnani terapie tii TLR agonistli (R — 848 + poly (I:C) + LTA) se samotnym CpG a
zaroven srovnani CpG + manan — BAM s R — 848 + poly (I:C) + LTA + manan — BAM.
00 P < 0,01 vztazeno ke skupiné manan-BAM, 000 P < 0,001 vztazeno ke skupin€¢ manan-
BAM, * P < 0,05 vztazeno ke skupiné¢ PBS, ** P < 0,01 vztazeno ke skupiné¢ PBS,
*#% P <0,001 vztaZzeno ke skupiné PBS

Na Obr. 6 je znazornéna kiivka preziti (Kaplan — Meier) 100 dni. Ackoliv mélo
samotné CpG lepsi ucinek neZ kombinace tii TLR agonistl v redukci objemu nadord, u
prezivani je tento ucinek opacny. Ve skupiné lécené samotnym CpG (Cervend kiivka)
se zadny jedinec nedozil 50 dne. Naopak ve skupin€, kde CpG nahrazovali tfi TLR agonisté
R — 848 + poly (I:C) + LTA (modra kiivka) doslo k prodlouzeni této doby na 82 dni.

Stejné vysledky vykazuje i porovnani CpG v kombinaci s manan — BAM (zelena
kiivka) a R — 848 + poly (I:C) + LTA s manan — BAM (fialova ktivka). Pfi terapii, kde byly
pouzity tii TLR agonisté R —848 + poly (I:C) + LTA (zelena kiivka) bylo dosazeno 33%
pteziti do stého dne, ale ve skupiné¢ CpG s manan — BAM (zelend kiivka) se zadny jedinec

nedoZil 88 dne, jak 1ze pozorovat na Obr. 6.
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Obr. 6: Kiivky preziti (Kaplan — Meier) 100 dni.

* P <0,05 vztazeno ke skupin€¢ manan-BAM

5.3. Utinek R — 848, poly (I1:C), LTA a Fc — fragmentu kotveného BAM

(pulzni aplikace) na redukci rastu melanomu u mysi C57BL/6.

Na Obr. 7 mizeme sledovat u¢inek terapie R — 848 + poly (I:C) + LTA + Fc — fragmentu
kotveného BAM a jejich kombinaci na redukci nadorového rhstu melanomu. V tomto
experimentu byl pouZit samotny Fc - fragment protilatek kotveny BAM, ktery nahrazoval
manan — BAM. U¢inek Fc — BAM samotného miizeme pozorovat na Obr. 7, kde si miizeme
povsimnout, Ze stejné jako manan — BAM (Cerna kiivka), Fc — BAM (Cervena kiivka)

nedosahla témét zadného terapeutického efektu.

Fc — BAM v kombinaci sR — 848, poly (I:C) a LTA (zelena ktivka) dosahlo silng;si
redukce nadorového ristu nez Fc — BAM samotné (Cervena kiivka), ale v porovnani s terapii
R —848 + poly (I:C) + LTA + manan — BAM (fialova kiivka) dosahlo slabsich vysledki, jak
je patrné z grafu (Obr. 7).
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Terapie kombinaci tii TLR agonistd R — 848 + poly (I:C) + LTA (modra ktivka) vedla
k signifikantn¢ vyznamné redukci nadorové hmoty v porovnani se skupinou PBS (Seda

kiivka) a manan — BAM (Cerna kiivka).

——R-848 + poly(I:C) + LTA Fc-BAM
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Obr. 7: Vliv terapie R — 848, poly (I:C), LTA, Fc — BAM a jejich kombinaci na
redukci nddorového ristu melanomu. oo P < 0,01 vztaZzeno ke skupiné Fc-BAM, ¢ P < 0,05
vztazeno ke skupiné manan-BAM, 000 P < 0,001 vztaZzeno ke skupiné manan-BAM,
* P <0,05 vztazeno ke skupin¢ PBS, ** P < 0,01 vztazeno ke skupin¢ PBS, *** P < 0,001

vztazeno ke skupiné PBS

Na Obr. 8 je zndzornéna kiivka pteziti (Kaplan — Meier) 100 dni. MiZeme si
povSimnout, ze terapie pomoci Fc — BAM (Cervena kiivka) ani kombinace se tfemi TLR
agonisty (modra kiivka) nedosédhla signifikantniho vylepSeni redukce nadorového rustu.
Nejlepsiho t¢inku dosahla terapie R — 848 + poly (I:C) + LTA + manan - BAM (fialova
kiivka), kterd dosahla statisticky vyznamné redukce nddorového rastu vici skupindm

manan - BAM (Cerné kiivka) a Fc — BAM (Cervena kiivka).
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Obr. 8: Kiivka prezivani (Kaplan — Meier) 100 dni.
* P <0,05 vztazeno ke skupin€ Fc-BAM, A P < 0,05 vztazeno ke skupiné
manan - BAM

54. Studium vlivu pridani peroralné aplikovaného beta glukanu
K terapii zaloZené na pouziti R — 848, poly (I:C), LTA a mananu
kotveného BAM na rust pankreatického adenokarcinomu u mySi
C57BL/6

Obr. 9 znazoriiuje nadorovou terapii R — 848 + poly (I:C) + LTA + manan — BAM
s peroralnim pfidanim beta glukanu (zelena kiivka). Terapie s peroralnim ptidanim beta
glukanu nepfinesla zadné vyznamné vylepSeni terapie stavajici — R — 848 + poly (I:C) +

LTA + manan — BAM (modra kiivka).
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Obr. 9: Vliv terapie R — 848 + poly (I:C) + LTA + manan — BAM s peroralnim pfidanim

beta glukanu na redukci nddorového rustu pankreatického adenokarcinomu.

Na Obr. 10 miZeme pozorovat kiivky pieZivani (Kaplan — Meier) 110 dni. Peroralni
pfidani beta glukanu (zelend kiivka) nemélo Zadny signifikantni vliv na pieZiti. Terapie
R - 848 + poly (I:C) + LTA + manan — BAM (modra kiivka) signifikantné prodluzuje pieziti

vici kontrolni skupiné PBS (Cervena kiivka).
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Obr. 10: Ktivka preziti (Kaplan — Meier) 110 dni.
* P <0,05 vztazeno ke skupiné PBS

5.5. Stanoveni IFN — y pomoci prutokové cytometrie (intraceluldarni

stanoveni) v reakci splenocytii na nadorovy antigen u mysi C57BL/6.

V tomto experimentu byla dekovana hladina IFN — y jako prozanétlivého markeru na
pritokovém cytometru. Byla stanovovana intracelularni produkce IFN — y v procentech.
Tato produkce byla rozlisena na Th a Tc¢ produkci.

Pted kazdym stanovenim IFN — y byl zméfen objem nédord, ten je uveden na obrazku
Obr. 11.
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Obr. 11: Vliv terapie R — 848 + poly (I:C) + LTA + manan — BAM na redukci
nadorového rastu melanomu B16-F10.

Na Obr. 12 si mtiizeme pov§imnout grafu, ktery udava produkci IFN — y Th — lymfocyty.
Mizeme vidét, ze u 1é¢ené skupiny (R — 848 + poly (I:C) + LTA + manan — BAM) je

nejsilnéjsi produkce piiblizné 0,5% a to patnacty den a také 0,3% 23. den (Cervena kiivka).

Obr. 12: Produkce IFN — y Th — lymfocyty pfi terapii R — 848 + poly (I:C) + LTA +
manan - BAM.

Na Obr. 13 nalezneme Tc produkci IFN — y. Lze pozorovat, Ze nejsilnéjsi produkce IFN — vy
bylo dosazeno 15. den, kdy byla produkce u 1é¢ené skupiny (R — 848 + poly (I:C) + LTA +
manan — BAM) v hladiné 1% (Cervena kiivka).
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Obr. 13: Produkce IFN — vy Tc — lymfocyty pii terapii R — 848 + poly (I:C) + LTA +
manan - BAM.

5.6. Stanoveni IFN - y metodou ELISA (extracelularni stanoveni)
v reakci splenocytii na nadorovy antigen u mysi C57BL/6.
Stanoveni IFN — y metodou ELISA (supersenzitivni kit) je velmi citlivd metoda, ktera

stanovuje IFN — v s citlivosti v pg/mm?. Jedna se o extracelularni stanoveni. Ve dny 0, 7, 15

a 23 byly zméteny rozméry nadort a vypocten jejich objem, jak je vidét na Obr. 14.
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Obr. 14: Vliv terapie R — 848 + poly (I:C) + LTA + manan — BAM na redukci melanomu.
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Na Obr. 15 si mizeme povSimnout stanoveni IFN — vy pfi terapii R — 848 + poly (I:C) +
LTA + manan - BAM (Cervena kiivka). Nejvétsi mnozstvi IFN — vy bylo detekovano 23. den
a to v mnozstvi pfiblizné 15 pg/mm?® a 15. den v mnozstvi asi 5 pg/ml u 1éené skupiny

terapii R - 848 + poly (I:C) + LTA + manan — BAM (¢ervena kiivka).
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Obr. 15: Stanoveni extracelularniho IFN —y v mnozstvi pg/mm?,

5.7. Posouzeni vlivu anti PD-1 na ucinnost terapie smési R — 848, poly

(I:C), LTA a mananu - BAM. MySi model pankreatického

adenokarcinomu.

Na Obr. 16 pozorujeme ucinky terapie R — 848 + poly (I:C) + LTA + manan — BAM
v kombinaci s anti PD — 1. Jak je z grafu patrné, terapic samotnym anti PD — 1 (Cervena
kiivka) nezvysilo redukci nadorového rustu. Anti PD — 1 v kombinaci s terapii R — 848 +
poly (I:.C) + LTA + manan — BAM (zelena kiivka) dosahlo signifikantniho sniZeni
nadorového ristu vici kontrolni skupin€ PBS (fialova kiivka) a zaroven srovnatelné redukce

nadorového rustu s terapii R — 848 + poly (I:C) + LTA + manan — BAM (modra kiivka).
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Obr. 16: Pozorovani u¢inku terapie R — 848 + poly (I:C) + LTA + manan — BAM

v kombinaci s anti PD — 1. * P < 0,05 vztazeno ke skupiné PBS

Obr. 17 znazornuje kiivku pteziti (Kaplan — Meier) 110 dni. Anti PD — 1 nevykazuje
zadny 1écebny efekt (Cervend kiivka), ve srovnani s kontrolni skupinou (fialova kiivka).
R-848 + poly (I:C) + LTA + manan — BAM (modra ktivka) vykazuje signifikantni
terapeuticky efekt ve srovnani s kontrolni skupinou PBS (fialova kiivka) a anti PD — 1

(Cervena kiivka).

Piidavek anti PD — 1 ke smési R — 848 + poly (I:C) + LTA + manan - BAM nemél na

prodlouzeni pteZiti vliv (zelena kiivka).
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Obr. 17: Ktivka prezivani (Kaplan — Meier) 110 dni.
* P <0,05 vztazeno ke skupiné€ anti PD-1, A P < 0,05 vztazeno ke skupiné PBS

5.8. Utinek R — 848, poly (I:C), LTA, mananu kotveného BAM,
protilaitky anti CD40 a jejich kombinace na redukci ristu

pankreatického adenokarcinomu u mysi C57BL/6.

Obr. 18 ukazuje vliv anti CD40 na nadorovou redukci. Vyuziti samotného anti CD40
(zelena kiivka) pro nadorovou imunoterapii vykazuje podobny efekt jako terapie R - 848 +
poly (I:C) + LTA + manan — BAM (modra kiivka). Vyrazného terapeutického efektu bylo
dosazeno u terapie R — 848 + poly (I:C) + LTA + manan — BAM + anti CD40 (fialova
kiivka), kdy doslo k signifikantné vétsi nadorové redukci adenopankreatického nadoru vaci

kontrolni skupiné PBS (Cervena kiivka).
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Obr. 18: Vliv terapie R — 848 + poly (I:C) + LTA + manan — BAM + anti CD40
naredukci nadorového rustu pankreatického adenokarcinomu. * P < 0,05 vztazeno
ke skupin¢é PBS, ** P < 0,01 vztaZzeno ke skupiné PBS, *** P < 0,001 vztazeno ke skupiné
PBS

Graf preziti (Kaplan — Meier) 110 dni nalezneme na Obr. 19. Mizeme zde pozorovat
velky tspéch terapie R —848 + poly (I:C) + LTA + manan — BAM + anti CD40 (fialova
ktivka), kde bylo dosazeno 80% pieziti signifikantniho vic¢i vSem ostatnim skupindm.
Uspésna je také terapie zakladni R — 848 + poly (I:C) + LTA + manan — BAM (modra

ktivka), signifikantni viici kontrolni skupin€ PBS (Cervena kiivka).
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Obr. 19: Kfivka prezivani (Kaplan — Meier) 110 dni.
* P < 0,05 vztazeno ke skupiné R-848 + poly (I:C) + LTA + manan-BAM, A P < 0,05
vztazeno ke skupiné€ anti CD40, o P < 0,05 vztazeno ke skupiné PBS, oo P <0,01

vztazeno ke skupiné PBS

Dale byla provedena retransplantace pankreatického adenokarcinomu Panc02 120. den.
Nadory mysi neinfikovaly a nedoSlo k uchyceni nddorid. Proto byla retransplantace
opakovana s melanomovymi buikami B16-F10. Melanom se mySim ujal a nasledkem

nadorového onemocnéni zemiely.
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6. DISKUZE

Tato prace je souéasti dlouhodobého vyzkumu tymu RNDr. Jana Zenky, CSc. a doplituje
urité poznatky z oblasti nadorové imunoterapie zalozené¢ na synergii TLR agonisti a
ligandi stimulujicich fagocytézu. Ackoliv bylo u 1é¢by melanomu B16-F10 s terapii
zalozenou na této synergii (tj. terapie R-848 + poly (I:C) + LTA + manan — BAM)
dosazeno velmi kvalitnich vysledkd (Masakova, 2016), nelze se s nimi spokojit a je nutno
stale tuto terapii vylepSovat. PredevS§im je toto vylepSeni terapie nutné v piipadé

adenopankreatického karcinomu.

Timto se zabyva i prvni experiment této diplomové prace, ktery podava terapeutickou
latku systémové nejen i.t., ale i systémové (tj. i.p.) pFi terapii melanomu B16-F10.
Hlavnim zédmérem systémového podani terapeutik byla celkova stimulace imunitniho
systému s rozvojem zanétu a vzestupem télni teploty. Naptiklad v praci Maletzki a kol.
(Maletzki a kol.,, 2013) bylo u 4 zpéti mysi dosazeno remise pankreatického
adenokarcinomu Panc02 kombinaci vice ligandiit PRRs (TLRs, NLRs) S rozvojem zanétu a
vzestupem telni teploty mysi prumérné o 1°C. Rozvoj zanétu spojeny s horeckami je také
dobrym prognostickym faktorem pii 1é¢bé osteosarkomu (Jeys, 2007). Tento efekt byl
ofekavan i pfi tzv. systémové imunoterapii (i.t. a i.p. aplikace terapeutik), ale bohuzel ho
nebylo dosazeno. Miizeme uvazovat, pro¢ nebylo dosazeno tohoto vysledku, ale je to obtizné
vysvétlitelné. Zda se, Zze nadorova imunoterapie (R — 848 + poly (I:C) + LTA + manan —
BAM) doséahla svého terapeutického maxima a intraperitonealni aplikace pouze odvratila

pozornost imunitniho systému od nadoru.

Mimo jiné byla vtomto experimentu pouzita pouze dvou pulzni terapie, ve Shaze
0 sniZeni poctu injekénich pulzil pii nddorové imunoterapii z dlivodu zjednoduseni terapie.
Klasicka ctyf pulzni terapie dosahuje az 83% preziti 1éCenych mysi (Masakova, 2016).
Bohuzel, dvou pulzni terapie byla ziejmé nedostacujici, nebot’ se preziti stejné 1éCené
skupiny (R — 848 + poly (I:C) + LTA + manan — BAM) snizilo a dosahlo pouze 33%. Jako

idedlni se proto zda byt ¢tyf pulzni terapie.

V dal$im experimentu byla posuzovana ucinnost CpG pri nadorové imunoterapii
melanomu B16-F10, v posledni dob¢ hojn¢ uzivaného imunoterapeutika, v kombinaci s nasi
terapeutickou smési (R — 848 + poly (I:C) + LTA + manan — BAM). CpG (TLR9) bylo
v ramci naSeho vyzkumu uvazovano jako nahrada tfi TLR agonisti (tj. R — 848 + poly (1:C)

+ LTA) pro snizeni moznych nezadoucich ucinkl a zjednodusSeni terapie. Samotné CpG
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meélo podobny ucinek na redukci nadorové hmoty jako kombinace CpG + manan — BAM
I kombinace R — 848 + poly (I:C) + LTA + manan - BAM. Rozdil byl ovS§em prokazan
hlavné v ptezivani, kdy ve skupiné 1é¢ené terapii R-848 + poly (I:C) + LTA +
manan - BAM bylo dosazeno pteziti 33% mysi, ale ve skupiné 1é¢ené CpG + manan — BAM
se ani jedna my$ nedozila 90. dne. Samotné CpG meélo nejmensi vliv na prezivani, v této

skupin€ se ani jedna mys nedozila 50. dne.

Kombinace TLRs, jako napiiklad R — 848 a poly (I:C) vytvaii synergisticky vztah,
ktery vede az k 50x vyssi produkci IL — 12, nez jednotlivymi slozkami samostatné. Vznik
IL - 12 stimuluje maturaci dendritickych bunék a tim moduluje Thl prostfedi nadoru vhodné
pro atak ziskané imunity (Napolitani a kol., 2005). Poly (I:C) stimuluje vznik CD — 80 a
CD - 86 kostimula¢nich molekul, které jsou dualezité pro fungovani dendritickych bun¢k pfi

antigenni prezentaci naivnim lymfocytim (Alli a Khar, 2002).

CpG také stimuluje vznik IL — 12, ale v mensi mife a stimulace neni tak masivni, jako
kdyby bylo pouzito s dalsim TLR agonistou a doslo k rozvoji synergie (Napolitani a kol.,
2005). Vysvétleni niz§i uspéSnosti CpG tak mizeme nalézt pravé ve srovnani se

synergistickym vztahem R - 848 a poly (I:C).

Dalsi experiment se zabyval vyuZitim Fc — fragmentu - BAM prFi nadorové
imunoterapii melanomu B16/F10. Tento experiment vychazel z poznatkt prace Primasové
(Primasova, 2013). V této praci byla pouzita cela IgG protilatka vyizolovana z mysi kotvena
SMCC v kombinaci s LPS, ktera méla pozitivni vliv na redukci melanomu B16-F10.
V piedkladané diplomové praci byl ale pouzit pouze samotny Fc — fragment. Hlavnim
zdmerem této terapie bylo zopakovani experimentu pouze s UCinnou casti protilatky
Fc - fragmentem kotvenym na nadorové bunky kotvou BAM, pro zesileni terapeutického
efektu.

Miuizeme piedpokladat, ze hlavnimi mechanismy, které v pfipadé zminéné prace
Primasové vyvolaly terapeuticky ucinek, byly: pfima opsonizace vyvolavajici atak fagocyti
(DC, neutrofilti a makrofagi), tedy ADP, dale ADCC vedouci k apoptdze, ale i CDC, tedy
aktivace komplementu klasickou cestou — opsonizace pies iC3b (Zhou a kol., 2017, Mamidi
a kol., 2017, Ana-Sosa-Batiz a kol., 2014). Netspéch terapie s pouzitim Fc¢ si mizeme
vysvétlovat tim, Ze se pii vazbé Fc — fragmentu doslo ke sterickym zabranam a tedy omezeni
ucinku Fc - fragmentu. V ptipadé pouziti celych protilatek IgG byly tyto sterické zabrany

ziejme nizsi.
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Utinek terapie R — 848 + poly (I1:C) + LTA + manan - BAM s peroralnim p¥idanim
beta glukanu na redukci pankreatického adenokarcinomu Panc02 byl pozorovan
V nasledujicim experimentu. Vyuzitim beta glukanu navazuji na svou bakalafskou praci, kde
byl peroralné piidan ke kombinaci R — 848 + manan — SMCC (TCEP ptedchozi aplikace).
Tato terapie vedla k vyrazné redukci melanomit B16-F10 a pteziti 50% mysi z této skupiny.
Beta glukan vede atak ptes CR3 (iC3b) a stimuluje neutrofily, makrofagy a NK buiky
(Pad’oukova, 2016). Proto byl beta glukan pouzit i pii terapii pankreatického

adenokarcinomu Panc02.

Pridani beta glukanu k terapii R — 848 + poly (I:C) + LTA + manan - BAM v 1é¢bé
pankreatického adenokarcinomu Panc02 bohuzel nedosdhlo takovych vysledki jako
Umelanomu. Tento efekt mlzeme vysvétlovat vlastnostmi samotnych nédort.
U imunoterapie melanomu B16-F10 je vétsi podil vrozené imunity, jak lze pozorovat
z dynamiky (Pad’oukové, 2016). Naopak pfi terapii pankreatického adenokarcinomu je veétsi
podil ziskané imunity, coz mulzeme pozorovat zpribéhu 1é¢by pankreatického
adenokarcinomu. Na rozdil od 1ééby melanomu, kdy dochazi k vyznamné redukci
nadorového rastu do 30. dne, vyznamna redukce pankreatického adenokarcinomu je
pozorovatelna az po ukonceni pulzni terapie. Proto terapie beta glukanem podporuje spise

lécbu melanomu, nebot’ je cilena na imunitu vrozenou.

Vyhodnoceni prenosu informace na ziskanou imunitu méfenim reakce splenocytii
na setkani s nadorovym antigenem detekci vnitrobunécné produkce IFN - y pomoci
pritokové cytometrie a stanoveni ELISA. Intracelularni stanoveni IFN — y pritokovou
cytometrii umoznuje rozliSeni Th (CD4+) a Tc (CD8+) produkce (v procentech).
Extracelularni ELISA stanoveni IFN — y naopak umoZiuje ptesnéjsi stanoveni mnoZstvi

tohoto interferonu.

Pro specifickou imunitu je nutnd spravna prezentace antigenu, kterou v nasi terapii
(R - 848 + poly (I:C) + LTA + manan — BAM) zajist'uji zejména dendritické buiky a také
makrofagy. Dale jsou nutné kostimulacni molekuly CD80 a CD86, jejichz tvorbu stimuluje
poly (1:C), nebo R - 848 (Napolitani a kol., 2005, Alli a Khar, 2002). A v neposledni fad¢ je
nezbytny vznik sprdvného mikroprostfedi - navozeni Thl. To zajistuje jiZ zminéna
kombinace poly (I:C) a R —848, ktera synergisticky stimuluje vznik IL — 12 nutného
pro vznik Thl prostiedi (Napolitani a kol., 2005).
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Thl prostifedi je prozanétlivé a protinadorové a vyznacuje se pfitomnosti IL — 12 a
—4 alL — 10 (Bais a kol., 2007). Velké mnozstvi IL — 12 na pocatku terapie zfejmé vedlo
k dobré antigenni prezentaci projevujici se tim, Ze zejména Tc — lymfocyty (CD8+), v mensi
mife i Th — lymfocyty (CD4+) reaguji na antigen intracelularni produkci IFN — y. CD8+
reaguji na antigen prezentovany s MHC I. tfidy, tyto komplexy jsou pfirozené piitomny
na nadorovych bunkach. Proto byla tato stanovovana frakce detekovana ve vy$sim mnozstvi.
Naopak CD4+ reaguji na antigen prezentovany MHC II. tifidy (vyskytuje se napt. u DCs,
nebo makrofagl). Takovyto antigen neni pfirozené na nadorovych bunkach. Pii tomto
stanoveni byly smiseny splenocyty s usmrcenymi nadorovymi bunkami. Dostate¢na doba
inkubace umoznila pfitomnym dendritickym buitkdm a makrofagiim prezentaci naddorovych

antigenll nezbytnou pro CD4+ intracelularni tvorbu IFN — .

Samotna ptitomnost IFN —y 15. a 23. den terapie je diikazem zapojeni specifické imunity.
Pomér IFN — vy : IL — 10 urcuje typ prostiedi (Th1:Th2). Tento pomér byl stanovovan v praci
Krejcové (Krejcova, 2016) pii pouziti podobné terapeutické smési aktivujici tytéz TLR
receptory (Listeria monocytogenes + R — 848 + mannan - SMCC + poly (I:C)) a tento pomé&r

byl jiz od tietiho dne velmi vysoky. Prevladalo zde tedy Thl prostiedi.

Pfedmétem dalSiho experimentu bylo pozorovani ucinku anti PD — 1 pFi nadorové
imunoterapii pankreatického adenokarcinomu Panc02. Tento experiment porovnaval
uspésnou terapii smesi R — 848 + poly (I:C) + LTA + manan - BAM + anti PD — 1, ktera
vedla k signifikantnimu snizeni objemti melanomu B16-F10 (Nedbalova, 2017). Tento
experiment se zaméfil na vyuZiti pankreatického adenokarcinomu Panc02 pfi stejné terapii.
Lidsky pankreaticky adenokarcinom patii do skupiny nadorti, které maji nizsi expresi
PD - L1, stejné jako naptiklad kolorektalni karcinom (Brahmer a kol., 2012). Dle vysledk
této diplomové prace, 1ze predpokladat, ze | U mysi varianty pankreatického adenokarcinomu

Panc02 je tato exprese také niz§i, proto neni tento negativni vysledek tak piekvapujici.

V poslednim experimentu této prace byl studovan ucinek anti CD40 pii imunoterapii
pankreatického adenokarcinomu Panc02. Pouzitd anti CD40 protilatka pisobi
agonisticky, podporuje rozvoj vrozené i ziskané imunity a pisobi protinddorové. Bylo
prokazéano, Ze snizuje denzitu pankreatického adenokarcinomu a inhibuje nadorovy rist, coz
je pricitano jeji schopnosti aktivovat fagocytarni aktivitu makrofagi (Vonderheide a kol.,

2013).
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Pro ziskanou imunitu je anti CD40 protilatka dtlezitd také proto, ze je zodpovédna
za maturaci dendritickych bunék a jejich ,licensing™ pro cross - prezentaci antigeni CTL
(Stone a kol., 2009, Vonderheide a kol., 2013). Velmi dilezitym momentem je to, Ze
anti CD40 v synergii s R-848 a poly (I:C) vytvaii podminky pro tvorbu pamét'ovych bunék
z CTL. Intermediatem této synergie jsou IFN 1. typu (tj. IFN — a a IFN — B) (Ahonen a kol.,
2004). K zesileni celkového efektu mimo jiné také prispiva jiz zminény synergisticky efekt

poly (I:C) a R — 848 pii tvorbé IL — 12 (Napolitani a kol., 2005).

Muzeme uvazovat i o jistém vakcinacnim efektu terapie, kdy je kazdym dal§im pulzem
stimulovan vznik pamétovych bun¢k z CTL, jenz jsou dilezitym nastrojem ziskané imunity.
Zapojeni ziskané imunity bylo provedeno v rdmci tohoto pokusu a potvrzeni jeji
specifi¢nosti bylo provedeno pomoci dvoji retransplantace. Zaprvé byla provedena
retransplantace buiikami Panc02 (ve standardni davce) 120. den, kterd byla netspés$na.
Pankreaticky adenokarcinom Panc(02 se pfi transplantaci neujal a mySi zdastaly vyléceny.
MtuzZeme to proto povazovat za pritkkaz zapojeni specifické imunity. Druhd retransplantace
byla provedena 164. den, ale na rozdil od prvni byl pouzit melanom B16-F10. Tento

melanom se u zkoumanych mysi ujal. To svéd¢i o antigenné specifické paméti.
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7.

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

ZAVER

Kombinace stavajici intratumoralni terapie zalozené na smési R - 848 + poly (I:C) +

LTA + manan - BAM s jeji systémovou (i.p.) aplikaci nevedla k vyznamnému zlepseni.

Pouziti CpG namisto tii TLR agonisti (R — 848 + poly (I:C) + LTA) vyvolalo

srovnatelnou redukci nadorového rustu, ale neprojevilo se pii prodlouzeni pieziti.
Pouziti Fc — fragmentu namisto mananu nevedlo k vylepSeni stavajici terapie.

Perordlni pfidani beta glukanu ke stavajici terapii pfi 1écbé pankreatického

adenokarcinomu nevedlo, na rozdil od terapie melanomu, K jejimu vylepseni.

Vyhodnoceni pienosu informace na ziskanou imunitu méfenim intracelularni
a extracelularni produkce IFN-gamma pomoci pratokové cytometrie a ELISA
stanovenim prokazalo reaktivitu zejména CD8+ lymfocytl na néadorovy antigen a

potvrdilo tak tento pfenos.

Pfidani anti PD - 1 ke stavajici terapii (R - 848 + poly (I:C) + LTA + manan - BAM)
nemélo na jeji ucCinek pii terapii pankreatického adenokarcinomu vyznamny vliv

(redukce rlstu, preZiti).

Pridani anti CD40 ke stavajici terapii vedlo k vyrazné redukci rastu pankreatického
adenokarcinomu a k vyraznému prodlouzeni pteziti. Ziskana nadorové specificka
odolnost vii¢i retransplantaci prokazuje ucast specifickych pamétovych bunék a tim

| ziskané imunity.
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8. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ADCC = na protilatkach zavisla bunécna cytotoxicita
ADP = na protilatkach zavisla fagocytoza

APC = antigen prezentujici bunky

ATM = ataxie teleangiektazie mutovana

BCR = B bunéény receptor

BRCA 1, 2 =rakovina prsu 1, 2

CDC = na komplementu zavisla cytotoxicita

CDKNZ2A = cyklin - dependentni kinazovy inhibitor 2A
CLRs = ¢ — typ lecitin receptor

CR 3 = komplement receptor 3

CRP = C reaktivni protein

CTL = cytotoxicky T — lymfocyt

DAMPs = vzory spojené s poskozenim

EBV = virus Epsteina a Baaroveé

Exstirpace = tplné operativni vyjmuti nadoru, nebo nadorové tkané
FGF — 2 = fibroblastovy rustovy faktor 2

HBOC (hereditary breast and ovarian cancer) = dédi¢ny nador prsu a vaje¢nikt
HBYV = virus hepatitidy B

HMGB 1 = skupina s vysokou mobilitou 1

HPV = lidsky papilomavirus

IFN = interferon

LPS = lipopolysacharid

LTA = kyselina lipoteichova
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MDSC = myeloidni supresorové bunky

NLRs = nod — like receptory

p21 = protein 21

p53 = protein 53

PALB — 2 = partner a lokalizator BRCA2

PAMPs = vzory spojené s patogenitou

PD — 1 = programovana buné¢nd smrt 1

poly (I:C) = polyinosin — polycytidylova kyselina

PRRs = receptory rozpoznavajici vzory

R — 848 = resiquimod

Rb = retinoblastom

TAA (tumor — associated antigens) = nadorov¢ specifické antigeny
TCR =T bunécny receptor

TLRs = Toll — like receptory

TSA (tumor — specific antigens) = antigeny sdruzené s nadory
UVA/B/C = ultrafialové zaieni A/B/C

VEGF = vaskularni endotelialni faktor
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