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1 UVOD

Nédorova onemocnéni roc¢n¢ postihnou tisice pacientl. V ceskych tabulkach
dlouhodobé vévodi pfedevsim karcinomy tlustého stfeva a kone¢niku, karcinomy prsu u Zen
a zhoubné nadory prostaty u muzi. Nov¢ hlasené piipady se podle statistickych udaji
neustale stupiiuji do alarmujicich rovin, oviem podle Ceské onkologické spoleénosti
umrtnost na nadorova onemocnéni dlouhodobé stagnuje a rakovina se stdva smrtelnou
pro témét 27 000 pacientii roéné.

Absolutni vyléceni vSech nadorti se zda byt v soucasné dobé prozatim nemozné.
Nadorové bunky se velmi efektivné dokazou branit riznym formam 1écby, napt. na zakladé
multi-drug rezistence jsou schopné odolédvat chemoterapii a maji i fadu mechanismii uniku.

Diky novym poznatkim a modernim metoddm v oblasti 1écby dokdzeme
v soucasnosti vyrazné ovlivnit 1écbu pacientli. Nadéje na preziti ¢i vyrazné prodlouzeni
Zivota se zvySuji. Obrovskou roli v tom zastavé predev§im vcasné zachyceni. Diky prevenci
jsou mnohdy odhaleny i naddory v tzv. spicim stadiu, kdy bunky jesté nezacaly bujet, a 1é¢ba
je poté pro pacienta mnohem jednodussi. Cim dfive je nador zachycen, tim nizi je riziko
zakladani lozisek metastaz, které jsou v soucasnosti nejveétSim problémem 1écby.

Snahy o nalezeni nejvhodné;jsi 1€Cby jsou patrné ve vétSin€ zemi svéta. V soucasnosti
je velky daraz kladen na vyvinuti 1é¢by, kterd by dokdzala pracovat s vlastnimi imunitnimi
mechanismy a aktivovala tak protinadorové reakce. Jednd se o tzv. cilenou imunoterapii.

Imunoterapie je jiz dlouhd 1éta vyuZivana v 1é¢b€ naddorovych onemocnéni. Existuje
mnoho piistupli a mechanismiti, které maji vSechny spole¢ny cil, a to zni¢it nadorové bunky.
Hlavnim pfedmétem této prace je imunoterapie vyuzivajici nespecifickou imunitni odpovéd,
ktera je zalozena na kombinaci TLR7 signalizace a aktivace fagocytarnich receptord. Dale

jsou sledovany dal§i moznosti optimalizace této terapie.



2 PREHLED LITERATURY

2.1 NADOROVA ONEMOCNENI

Nédorova onemocnéni (rakovina ¢i zhoubny novotvar) jsou velmi heterogenni
skupinou onemocnéni. Rozvijeji se z vlastni t€lni tkan¢, kde dochazi ke zméné piirozenych
vlastnosti bun¢k a jejich nekontrolovatelnému mnozeni. Tyto nové vzniklé abnormalni
buiky jsou oznacovany jako buniky nadorové.

U nadorovych bun€k bylo zaznamenano nékolik spole¢nych charakteristickych znakt
objevujicich se u vétSiny nadort. Nadorové buinky jsou sobéstacné v produkci rastovych
faktort a jsou schopné neomezené replikace. Jako dal$i znak mizeme uvést jejich necitlivost
viucéi signalim branicim jejich proliferaci. Specifickd je rovnéz jejich rezistentce vaci
apoptdze a schopnost vyvolat angiogenezi. U vétSiny nddorti nelze opomenout jejich
invazivitu a schopnost metastazovat (Hanahan a Weinberg, 2000).

Mimo tyto zdkladni charakteristiky jsou naddorovym buiikdm pfipisovany 1 dalsi
vlastnosti, napt. poskozeni regulaci bunééného metabolismu, nestabilita genomu nadorovych
bunék, jejich tnik imunitnimu systému ¢i indukce zanétu v nddorovém prostredi (Hanahan a

Weinberg, 2011).

2.1.1 Vznik a rozvoj nadorovych onemocnéni

Za pfi¢inu rozvoje nadorovych onemocnéni, tzv. kancerogeneze, je povaZovana
akumulace mutaci DNA v somatické buiice (Hemminki, 1993), kterd nasledné¢ vyvolava
zmény v genech. Buiiky se zménénymi geny se prednostné mnohondsobné déli a vytvari
klon. Akumulaci dalSich mutaci ziskavaji klonalni bunky selekéni vyhodu riistu a nakonec
1 schopnost invazivity a metastazovani (Greaves a kol., 2012).

V 70. letech byly objeveny 2 skupiny genti, u nichz bylo prokdzano, ze nahromadéni
mutaci praveé v nich vede k nddorovému bujeni. Jednad se o onkogeny a tumor-supresorové
geny (Sudhakar, 2009). Rozvoj nadorovych onemocnéni ovS§em neni dan pouze postupnym
nahromadénim mutaci specifickych gent, ale 1 ptisobenim vlivii epigenetickych, kdy dochéazi

ke zmén¢ exprese specifickych genli plisobenim kancerogenti (Ames a Gold, 1997).

2.1.1.1 Onkogeny a tumorsupresorové geny

Onkogeny vznikaji v dasledku mutace, delece, translokace ¢i zvySené exprese
spravné fungujicich lidskych gent, tzv. protoonkogent (Croce, 2008). V momenté premény
téchto genil na onkogeny dochézi k tomu, Ze se zdrava bunika vymyka kontrole a dochdzi
k jejimu nekontrolovatelnému mnozeni (Monier, 2009). Produkty onkogenii (napft. riistové
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faktory a jejich receptory, transkripéni faktory ¢i regulatory apoptdzy) maji ndsledné dopad
na priabéh bunééného cyklu, kde se podileji zejména na jeho regulaci ¢i diferenciaci bunék

a jejich apoptoze (Croce, 2008).

Tumorsupresorové geny se podileji predev§sim na koédovani proteinti regulujicich
bunéény cyklus a proteinti indukujicich apoptézu buiky (Park a Vogelstein, 2003).
Nesporny vliv maji rovnéz na reparaci poskozené DNA v prabéhu cyklu (Sudhakar, 2009).
Obecné¢ mutace tumorsupresorovych geni, stejné jako onkogent, vede k nasledné
neomezené proliferaci bun¢k (Hinds a Vogelstein, 1994). Na rozdil od onkogenii ovSem
Knudsonova teorie ukazuje, Zze k projevu mutace je zapotiebi inaktivace obou alel téchto
gent (Knudson, 1971).

Podle novégjsi teorie Kinzlera a Vogelsteina (1977) lze tumorsupresorové geny
rozdélit na 2 skupiny - gatekeepers a caretakers. Gatekeeper, oznaCovany jako vratny, ma
vliv na fizeni bunécného cyklu a reguluje rast naddoru. Inaktivaci obou alel v tomto genu
dochazi k nekontrolovatelnému mnozeni bunék. Naopak caretaker , tvz. strazce, se nepodili
piimo na fizeni cyklu, ale opravuje poskozenou DNA v pritb¢hu rozmnozovani bunék. Diky
inaktivaci obou alel tohoto genu neni buiika schopna opravit genetickou zménu v DNA

a vyrazn¢ se zvySuje riziko maligni mutace (Kinzler a Vogelstein, 1977).

2.1.1.2 Kancerogeny

Latky ve smyslu kancerogeni jsou specifické faktory majici schopnost indukovat
vznik mutaci. Podle jejich vlastnosti je miiZeme rozliSit na biologické, chemické a fyzikalni.

Do skupiny biologickych kancerogeni muzeme zafadit napf. viry - lidsky
papilomavirus (HPV), virus Epstein-Barrova ¢i  herpesvirus Kaposiho sarkomu
(Pagano a kol., 2004). Na rozvoj nadorového bujeni mohou mit vliv i nékteré bakterie,
napt. Helicobacter pylori. (Forman a kol., 1991). Za chemické kancerogeny jsou
povazovany napi. aromatické aminy ¢i polycyklické aromatické uhlovodiky (Hemminki,
1993) a jako fyzikalni kancerogeny mizeme uvést napi. UV zafeni ¢i ioniza¢ni zareni

(EI Ghissassi a kol., 2009).

2.1.2 Klasifikace nadorovych onemocnéni

Klasifikace nadorovych onemocnéni je velmi slozitd pfedevSim kvili rozmanitému
mnozstvi novotvard.

Nejcastéjsim kritériem klasifikace nadorovych onemocnéni jsou jejich biologické
vlastnosti. Z tohoto pohledu rozliSujeme nadory benigni a maligni. Benigni (nezhoubné)
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jsou charakterizovany tim, Ze obvykle zlstavaji v podobé ohrani¢eného priméarniho nadoru
a neinvaduji do okolni tkan€¢. Naopak maligni (zhoubné) nddory ohranic¢ené nejsou a velmi
rychle se s$ifi krevnimi i lymfatickymi cestami po celém téle, kde zakladaji nova loziska,
tzv. metastazy.

Dalsim kritériem pro klasifikaci nddor mize byt jejich tkanovy pivod. Z tohoto
hlediska rozliSujeme nadory epitelové ¢i neuroektodermové, dale nadory pojivovych tkani
¢1 krevni a lymfatické tkané (Sell, 2004).

U pacienti mizeme rozd¢lit nadory rovnéz podle jejich organové lokalizace. Jedna
se napf. o nadory prsu, varlat, plic, Zaludku, tlustého stfeva a kone¢niku, mocového méchyte,

pankreatu ¢i kiize apod. (Siegel a kol., 2015).

2.1.3 Nadorové linie studované v této praci

V nasem vyzkumu pracujeme se dvéma typy nddorli - malignim melanomem
a pankreatickym adenokarcinomem.

V ptipad¢ maligniho melanomu, ktery je vysoce agresivni vici terapii rezistentni
nador z melanocytti (Markovic a kol., 2007), je vyuzivana mysi linie nddorovych bunék
B16-F10. Tato melanomova linie je charakteristickd svou zvySenou invazivitou a naslednou
tvorbou plicnich metastaz (Fidler, 1975).

Pankreaticky adenokarcinom patii v souCasnosti mezi jeden z nejhure 1éCitelnych
nadord. Tento fakt je ovlivnén jeho pozdni manifestaci a schopnosti velmi rychle
metastazovat, zejména do jater. V naSem piipadé je studovan mysi model Panc02, ktery
je povaZovan za jeden z nejagresivnéjSich nadorti viibec. Charakteristickd je pro néj, mimo
vySe uvedené vlastnosti, i vysoka denzita nddorové tkan¢, ¢imz je prunik terapeutickych

latek vyrazné snizen (Partecke a kol., 2011).

2.2 NADOROVA ONEMOCNENI A IMUNITN{ SYSTEM

Imunitni systém je velice komplexni mechanismus vyvinuty u vétSiny organismd.
Jeho hlavnim ukolem je zachovani integrity organismu, déale rozpoznani a nasledna
eliminace tzv. cizich material, které jsou pro jedince nebezpecné. Imunitni systém brani
organismus nejen proti infekcim, ale i proti nddorGm. Nadorova tkan ovSem vychazi
z vlastni tkdn€ organismu, coZ ¢ini imunitnimu systému velké problémy s identifikaci

této tkan¢ jako potencionalné skodlivé a stimul k zahdjeni imunitniho ataku neni dostate¢ny.



2.2.1 Hlavni slozky imunitniho systému a jejich mechanismy

Imunitni systém jedince lze rozdélit na dvé zékladni slozky - imunita vrozena
(nespecifickd) a ziskana (specifickd, adaptivni), u nichz byla v prabéhu riznych vyzkumi
prokazana schopnost kooperace (Janeway a Medzhitov, 2002). Odpovéd’ imunitniho
systému na pritomnost patogenu mize byt tedy modulovéana ve dvou rovinach, z nichz kazda

zapojuje své specifické mechanismy.

2.2.1.1 Nespecificka (vrozend) imunitni odpovéd’

Vrozena imunita je z evolu¢niho hlediska povazovana za star$i slozku imunitniho
systému. Jeji efektorové buiky jsou schopny velmi rychlé aktivace a prakticky okamzité
reakce, pokud patogen vstoupi do organismu. Na rozdil od imunity specifické bohuzel
nedisponuji imunologickou paméti a nedokdzou produkovat pamétové buiniky (Medzhitov
a Janewey, 2000).

Prvnim mechanismem nespecifické imunity, se kterym se musi patogen utkat
pii vstupu do organismu, jsou fyziologické bariéry, napi. epitel kiize, plic ¢i slizni¢ni
membrany (Raval a kol. 2014). Jejich funkci mohou podporovat i chemické latky,

napft. kyselina mlécna, properdin ¢i lysozym (Miller a Watson, 1965).

V piipad¢ pruniku skrze tyto bariéry nastupuji do boje bunécné slozky nespecifické
imunity. Jednd se o monocyty, makrofagy, neutrofily, bazofily, eozinofily, zirné
a dendritické bunky. Zakladnim principem fungovani téchto bun¢k je rozpoznani pathogen
associated molecular patterns (PAMPs)/damage associated molecular patterns (DAMPs)
pomoci pattern recognition receptors (PRRs), (Beutler, 2004; Krysko a kol., 2013).
Po rozpoznani téchto motivii jsou patogeny likvidovany pomoci fagocytdzy, ktera patii
k zdkladnim mechanismiim pfirozené imunity (Beutler, 2004). Makrofagy a dendritické
buitky mohou dale pisobit i jako antigen prezentujici buiiky (APC), které jsou po fagocytdze
schopny zpracovat a prezentovat cizi castice ve spojeni s MHC II na svém povrchu
specifickych imunitnim mechanismiim (Greenberg a Grinstein, 2002).

Jedinou vyjimku bunééné slozky nespecifické imunity tvoii NK bunky
(Natural Killers), tzv. pfirozeni zabijeci, kteti nejsou schopni fagocytovat. Jejich zédkladnim
efektorovym mechanismem je ADCC (antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity) a také
produkce zanétlivych cytokintl, z nichz vyznamnou roli zastdva INF-y (interferon gamma),

(Vivier a kol., 2008).



Jednou z hlavnich slozek humoralni nespecifické imunity je komplement fungujici
jako enzymatickd kaskada vedouci k likvidaci patogent. Tento systém zahrnuje piiblizné
30 plazmatickych bilkovin, které produkuji hepatocyty a ¢astecn¢ makrofagy. Celkové tvori
9 zékladnich slozek (C1 - C9), které jsou kaskadovité aktivovany v zavislosti na jednotlivych
podnétech. Slozky komplementu jsou aktivovany tfemi riznymi zpusoby - klasickou,
lektinovou a alternativni cestou. Klasicka cesta je zahdjena po vazbé slozky C1 na komplex
antigen-protilatka. Pokud dojde k aktivaci slozky C1 pomoci MBL (manan-binding lektin),
komplement plsobi po lektinové draze, a je-li zprostfedkovan kontakt slozky C3
s patogenem, aktivuje se cesta alternativni. Pfesny mechanismus téchto drah je odlisny,
ovsem klicovou roli ve vSech hraje komponeta C3, jez je nasledné konvertovana na C3b.
Hlavni funkci C3b je opsonizace a naslednd podpora fagocytdzy. Dusledkem spusténi
komplementu muze byt rovnéz odstranéni imunokomplexti pomoci C3b, chemotaxe
diky C3a/C5a ¢i osmoticka lyza vyvolana komplexem C5b — C9, (Janeway a kol., 2001, Rus
a kol., 2005).

Dalsi nedilnou slozku humoralni imunity tvoii 1 proteiny akutni féaze
(napf. C-reaktivni protein) a cytokiny, které patii mezi zdkladni regulatory imunitniho
systému. Obecné lze fici, ze se jedna o latky polypeptidové povahy, mezi néz jsou fazeny

interleukiny, chemokiny, interferony ¢i ristové faktory (Bellardeli, 1995).

2.2.1.2 Specificka (adaptivni, ziskana) imunitni odpovéd’

Ziskana imunita je vyvojové mladsi sloZkou imunitniho systému. Tato sloZzka je
charakterizovana 3 zakladnimi znaky - specifitou, diverzitou a imunologickou paméti.
Specifita je vysostnou schopnosti imunitniho systému rozpoznat i nepatrné odchylky mezi
antigeny. Dal$i neméné vyznamnou vlastnosti je diverzita, tj. schopnost reagovat
na molekuly tvorbou struktur rozpoznavajicich antigeny. Vyraznou roli ve specifické
imunitni odpovédi zastava 1 imunologicka pamét’, nebot’ pamétové builky produkované
imunitnim systémem vyrazné€ zvySuji rychlost odezvy imunitniho systému pii opétovném
setkani s antigenem (Bonilla a Oettgen, 2010).

Pro specifickou imunitu je nezbytna schopnost precizni koordinace mechanismil
podilejicich se na imunitni odpovédi (Dzivenu a kol. 2003). Bunéénou slozku specifické
imunity tvofi T a B lymfocyty. K jejich aktivaci je nutna pfitomnost antigenu, na jehoz
popud B lymfocyty vytvoti protilatky a dojde k destrukci pomoci T-lymfocyti (Medzhitov
a Janeway, 1997). Oba dva typy lymfocyti jsou produkovéany kostni dieni. T-lymfocyty

maturyji v thymu, kde je exprimovan receptor pro antigen. Pro identifikaci pfisluSného



antigenu je podstatné, aby byl nasledné prezentovan v komplexu s MHC molekulami.
Pokud dojde k rozpoznani, je spusSténa proliferace a diferenciace v efektorové a pamétové
bunky. (Gatinonni a kol., 2011).

U T-lymfocytt rozliSujeme 2 hlavni populace - Th (CD4+, helper) a Tc (CD8+,
cytotoxické) lymfocyty.

e CD4+ lymfocyty lze déle rozdélit na dvé vyznamné subpopulace — Thl a Th2:

Thl subpopulace T-lymfocyti se podili piedevSim na bunééné imunité.
Jejim hlavnim tkolem je aktivace antigen prezentujicich bunck (makrofagy, dendritické
bunky), které vyvolaji reakci cytotoxickych T-lymfocyti (CTL). Ty jsou schopny detekce
antigenu ve spojeni s MHC II molekulami. Th1 lymfocyty zaroven ovliviiuji mnozeni CTL
diky produkci cytokint (Ridge a kol., 1998; Wang, 2001).

Th 2 subpopulace T lymfocyti se na rozdil od Thl podili na imunit¢ humoralni.
Plsobi pfedevsim na B lymfocyty a podporuje jejich schopnost vytvatet protilatky (Wang,
2001)

Ve skupin¢ CD4+ lymfocytl je nutno zminit i dal$i méné vyrazné subpopulace - Th9
a Th17, které jsou zodpovédné za tvorbu nékterych cytokint a podileji se na indukci zanétu
(Korn a kol., 2009; Lu a kol., 2012).

e CDS8+ lymfocyty

Cytotoxické lymfocyty jsou schopné indukovat v infikovanych/nddorovych buiikédch

apoptézu. Diky svym cytotoxickym mechanismim jsou schopny i piimé eliminace téchto

nebezpecnych bunék (Ridge a kol., 1998).

U B lymfocytli nedochazi k selekci jako u T lymfocytl. Jejich vyvoj rovnéZ zacina
v kostni dfeni, ndslednd maturace probihd po kontaktu s antigenem v sekundarnich
lymfatickych organech (slezina, mizni uzliny). B lymfocyty jsou nasledné diferenciovany
na pamétové bunky podilejici se na imunologické paméti a na plasmatické bunky

produkujici protilatky (LeBien a Tedder, 2008).

Préave protilatky ptedstavuji hlavni slozku specifické imunitni humoralni odpovédi.
Vyrazné se podileji na opsonizaci, fagocytdze, aktivaci komplementové kaskady ¢i iniciaci

antibody dependent cell cytotoxicity (ADCC) (Bonilla a Oettgen, 2010).



2.2.2 Interakce nadorovych bunék s imunitnim systémem

U bunék nadorové tkané byla formulovana teorie immunosurveilance (imunitniho
dohledu), ktera prokazuje schopnost organismu rozpoznat a nasledné eliminovat vznikajici
nadorové builky. Nasledkem této reakce je ovSem selekce nadorovych bunéck, které maji
niz§i imunogenicitu a unikaji obrannym mechanismim imunitniho systému. Celkovy vztah
imunitniho systému a nadorovych bun¢k je oznacovan jako nadorova imunoeditace, kterou
1ze rozdélit do 3 zédkladnich fazi, tzv. tii E. Toto oznaceni vychazi z ptivodnich anglickych
vyrazii elimination (eliminace), equilibrium (rovnovaha) a escape (unik). Kazda faze je
charakteristickd svymi efektorovymi bunikami i sekretovanymi cytokiny. V tvodni fazi
eliminace spolupracuje vrozena a ziskand imunita za UCelem odhaleni a destrukce
abnormalnich bun¢k. Tato destrukce ovSem nemusi byt absolutni a ptezivsi nadorové bunky
se dostavaji do druhé faze rovnovahy (equilibrium) s imunitnim systémem. Béhem této faze
jsou selektovany mén¢ imunogenni bunky, které v posledni (escape) fazi ziskavaji schopnost
uniknout imunitnimu dohledu, a zahdjit tak progresivni rast (Kim a kol., 2007; Schreiber

akol, 2011). Cely proces nadorové imunoeditace je zaznamenan na nasledujicim obrazku
(Obr. 1).
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Obr. 1: Schéma imunoeditace (pievzato ze Schreiber a kol., 2011).

2.2.3 Mechanismy uniku niadorovych bunék imunitnimu systému
V pribéhu evoluce se nadorové buiiky staly v mnoha ohledech pro imunitni systém

nezdolné. Imunitni systém je i pfes svou komplexnost a Siroké spektrum funkci nedokaze



potlacit a dostat pod kontrolu. Mlze za to pfedevSim obrovskd snaha nadorovych bunck
skryt se mechanismiim imunitniho systému a uniknout své eliminaci. Imunitni systém
se posléze stava bezbrannym néstrojem pro boj s t€émito bunikami.

Nadorové bunky velmi Casto vyuzivaji sniZzené exprese MHC I molekul na svém
povrchu, diky ¢emuz CTL nejsou schopny zahajit atak (Villalba a kol., 2013). Tento atak
by mohl byt teoreticky vyvolan i NK bunikami, avSak i s nimi si nddorové bunky dokazou
poradit tim, ze zahaji expresi MHC Ib molekul, ¢imz pro NK buiky ztraceji atraktivitu,
protoze je povazuji za vlastni (Haynes-Gilmore a kol., 2014).

Nédorové builkky dokézou unikat imunitnimu dohledu i diky vyrazné produkci

cytokinu TGF-p (transforming growth factor beta), ktery vyvolavd vznik regulacnich
T-lymfocyti, tzv. Tregs z C4+ T-lymfocytl. Nador je diky nim chranén pied imunitnim
systémem a navic samy produkuji TGF-, ¢imz stimuluji svou vlastni tvorbu (Darrasse-Jeze
a kol., 2009). Kromé& TGF-p jsou Tregs schopny stimulovat i tvorbu protizanétlivého IL-10,
ktery inhibuje buné¢nou imunitni odpovéd’ a podporuje navozeni tolerance vii¢i nddorovym
bunkam. U Tregs byla detekovana i schopnost podilet se na angiogenezi nadorovych bun&k
pomoci VEGF (vascular endothelial growth factor) (Facciabene a kol., 2012) a neméné
vyznamnou roli hraji i v nddorovém mikroprostiedi, kde napomahaji produkovat a hromadit
adenosin, ktery brani imunitnimu systému vypotadat se s nadorovymi bunkami (Deaglio
a kol., 2007).
a Fas receptoru. Interakce Fas ligandu s Fas receptorem indukuje apoptozu buiiky. Z tohoto
divodu T lymfocyty exprimuji Fas ligand, aby mohlo dojit k likvidaci bun¢k nadorovych.
Nadorové buiiky jsou schopny na tento proces reagovat tim, Ze cilen€ snizuji expresi Fas
receptoru. Tento Fas receptor je exprimovan i na povrchu T lymfocyti, aby byla zajiSténa
vazbu na Fas receptor v infiltrujicich lymfocytech, coZ zpiisobi, Ze se T-lymfocyty ocitaji
v pasti a dochazi k jejich destrukci diky apoptdze (O'Connell a kol., 1999).

Problémy imunitnimu systému v boji s nadorovymi buitkami zptsobuji i myeloidni
derivované supresorové buiiky (MDSCs), které jsou charakteristické svou supresorovou
aktivitou imunitni odpovédi. Tato suprese je zprostiedkovana bud’ pfimym kontaktem bunck,
¢1 prostiednictvim mediatord (napt. GM-CSF, M-CSF, VEGF, TNF-a, INF-y ¢i inteleukiny).
V dusledku jejich aktivace dochazi k inhibici imunitnich odpovédi T lymfocytli, NK bunék;

k potlaceni produkce protilatek pomoci B lymfocyti a rovnéz stimulaci Tregs. Obecné 1ze



fici, ze jejich pfitomnost v nadorovém prostiedi vyrazné podporuje expanzi nadorové tkane
(Gabrilovich a Nagaraj, 2009; Sevko a Umansky, 2013).

Ve vyctu obrannych mechanismti bychom mohli dale uvést i inhibici komplementu
pomoci molekuly CD55 (Loberg a kol., 2006) ¢i ,,don’t eat me“ signaly exprimované
na povrchu nékterych molekul, ze kterych mizeme jmenovat CD47. Navazanim CD47
a proteinu SIRPa na makrofagu ziskdva buitka CD47 oznacenti, které ji chrani pred likvidaci
pomoci imunitniho systému (Willingham a kol., 2012).

Tyto mechanismy nejsou zdaleka koneCnym vyctem genialnich schopnosti
nadorovych bun¢k pred¢it imunitni systém. Nadorové bunky ukazuji, ze dokdzou bojovat
s imunitnim systémem na mnoha Urovnich. Pro 1é¢bu téchto onemocnéni je proto velmi
obtizné¢ vzit v uvahu vSechny tyto vlastnosti a absolutné potlacit jejich ptfitomnost
v organismu. OvSem ani imunitni systém sam o sob& neni zcela bezmocny a disponuje

Skalou efektorovych mechanismi, které se snazi nadorové buiiky potlacit.

2.2.4 Antitumorové mechanismy imunitniho systému

K tomu, aby se mohl imunitni systém utkat s nadorovymi bunkami, je nutna
pfedevsim jejich identifikace. K tomuto rozpoznéani vyrazné ptispiva schopnost nadorovych
bunck exprimovat na svém povrchu nadorové antigeny (Finn, 2008). Po rozpoznéni téchto
antigend reaguje imunitni systém zapojenim bunc€k své vrozené (napf. makrofagy, NK
bunky, neutrofily) i ziskané (napt. CTLs) slozky a nedilnou soucésti tohoto procesu je

zapojeni cytokint.

2.2.4.1 Nddorové antigeny

V soucasné dobé jsou definovany dvé skupiny antigent. Jedna se o tumor asociované

antigeny (TAA) a tumor specifické antigeny (TSA), (Finn, 2008).
e Tumor specifické antigeny (TSA)

Tumor specifické antigeny se vyskytuji vyhradné u nadorovych bunék jako dusledek
bodovych mutaci gentli, které zplsobily zmény proteinovych struktur na povrchu téchto
bunék, nebo jako antigeny virového pivodu. Tyto antigeny jsou prezentovany na povrchu
bunck spoleéné s molekulami MHC 1, diky ¢emuz jsou nadorové bunky identifikovany
T-lymfocyty a imunitni systém mize zahajit jejich eliminaci (Philipps a kol., 1985; Finn,

2008).
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e Tumor asociované antigeny (TAA)

Tumor asociované geny muzeme detekovat nejen v nddorovych, ale i ve zdravych
bunkach. Tyto antigeny se od antigeni zdravych bun€k neli§i specifickou strukturou,
ale zménou exprese (Cas, misto a intenzita vyskytu). PredevS§im vyrazné zvysSeni hladin
téchto antigenti je typické pro nddorové bunky a téchto poznatkii lze vyuzit v nadorové

diagnostice, kde mohou fungovat jako nadorové markery (Old a Chen, 1998).

2.2.4.2 Buiiky imunitniho systémy bojujici s nadorem

Do ptehledu bunck, které se ucastni zneSkodnéni nadorovych bunék, fadime
makrofagy, NK buiiky, neutrofily, dendritické buiiky a T lymfocyty (pfedevsim CTLs).

e Makrofagy

Makrotagy, mononukledrni leukocyty, lze nalézt prakticky ve vSech organech
organismu, proto je Sance na jejich stiet s antigenem relativné vysoka. Hlavni tlohou téchto
bun¢k je fagocytéoza abnormalnich bunék, ale nespornou mérou se rovnéz podileji
na prezentaci antigenu ¢i produkci cytokinid (Naradin a Abastado, 2008). V nadorovém
prosttedi dochédzi k jejich pfeméné v tzv. tumor associated macrophages (TAMs),
které se projevuji pronadorové ¢i protinadorové v zavislosti na pfitomnosti cytokinil
¢irustovych faktorti v tomto prostfedi. V piitomnosti prozanétlivych cytokinli vyvolavaji
fagocytdzu a jsou schopny produkovat dal§i imunostimula¢ni cytokiny (Elgert a kol., 1998;
Naradin a Abastado, 2008), z nichz diilezitou roli v protinadorové imunit¢ zastava predevsim
TNF- B (tumor necrosis faktor beta), ktery je schopny indukovat apoptézu (Elhelu, 1983).
Naopak pod vlivem cytokinti IL-4, IL-10 a TGF-f evokuji TAMs spiSe nadorovy rust
(Elgert a kol., 1998).

e NK buiiky

NK buiikky (Natural killers), oznaCované jako pfirozeni zabijeCi, jsou specifické
granulocytarni lymfocyty, které nelze zaradit mezi B- ani T-lymfocyty. Jejich hlavni role
v boji s nddorem je spatfovana piedevsim v jeho cytotoxické likvidaci (Medzhitov, 2007).
K identifikaci svého cile vyuzivaji dvou signalii - pozitivniho a negativniho. Pokud dojde
k ptemosténi lektinového receptoru NKG2, vytvoii se signdl, ktery vede NK bunky
k destrukci daného cile. Za negativni signal je povazovana sniZzena exprese MHC I typicka
u nadorovych bunék. Po rozpoznani tohoto znaku je vyvolan cytotoxicky efekt NK bunék,
které vyuziji perforini a granzymii obsazenych ve svych granulech. Perforiny v nadorovych
bunikach indukuji tvorbu pdrt a granzymy spusti programovanou bunécnou smrt (Bellora

akol., 2014).
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e Neutrofily

Neutrofily se vyznacuji Clenitym jadrem a piitomnosti granul, ostatn¢ jako dalsi
polymorfonukledrni granulocyty, do jejichz skupiny jsou fazeny. U ¢lovéka tvoii 70 % bilé
krevni fady a jsou velmi diilezitou slozkou v boji s patogeny, protoze jsou schopny patogen
odstranit bez jakéhokoliv negativniho efektu na hostitele (Summers a kol., 2010). Jsou
povazovany za  profesionalni  fagocyty, které pohlcuji  Skodlivé  patogeny
do tzv. fagolysozoml a pomoci antimikrobidlnich peptidi ¢i produkci aktivnich forem
kysliku (ROS) je destruuji (Nathan, 2006). U neutrofilt, stejné jako u makrofaga, 1ze v mase
nadorovych buné¢k detekovat 2 odlisné fenotypy neutrofild, tzv. tumor associated neutrofils
(TAN), znacené N1 a N2. Fenotyp N1 se podili na likvidaci nadorovych bunék, zatimco
fenotyp N2 vyuziva nador ve sviyj prospéch. Vliv na vyvoj fenotypu ma predevsim TGF-J,
ktery vyvolava preménu fenotypu N1 na N2. V ptipad¢, ze je tento faktor blokovan, dochazi
ve zvySené mife k zabijeni nadorovych bunék, produkci cytokint i1 aktivaci CTLs pomoci N1
(Fridlender a kol., 2009). U neutrofild byl zji$tén vliv na rozpad nadorovych bunéck
zprostiedkovany pomoci ADCC (antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity) (Hubert
akol., 2011).

¢ Dendritické buiiky

Dendritické bunky spolecné s makrofagy patii mezi nejvyrazngj$i antigen
prezentujici buniky. Funguji v podstaté jako spojovnik mezi imunitou vrozenou a ziskanou,
jelikoz efektorové mechanismy specifické imunity jsou iniciovany fagocytujicimi
dendritickymi buiikami, diky nimZ jsou antigeny prezentovany CD8+/CD4+ lymfocytim
(Takahashi & Kobayashi, 2003). K pohlceni apoptickych nadorovych bunék vyuzivaji
dendritické buiiky rizné receptory, napt. CD36, TIM, TAM nebo FCR. Déle se stejné jako
makrofagy podili na produkci cytokini podporujicich aktivaci APC, kterd navodi
specifickou imunitni odpovéd’ (Liu a Zheng, 2012).

e T-lymfocyty (cytotoxické T lymfocyty)

Aktivace ziskané imunitni odpovédi prostiednictvi T lymfocyti je zaloZzena na dvou
rozlicnych podnétech. Prvnim z nich je vazba T-bunécnych receptori (TCR) naivnich
T-lymfocytd s antigenem exprimovanym na povrchu APC. Jak jiz bylo zminéno, nedilnou
soucasti tohoto kroku je zapojeni dendritickych bungk, ale také makrofagh ¢i B lymfocytt.
Diky nim jsou pfislusné antigeny prezentovany v komlexu s MHC II molekulami a nésledné
mohou byt detekovany subpopulaci CD4+ T lymfocyti (Phang a kol., 2003). Vysledkem
této aktivace CD4+ T-lymfocytd je produkce fady cytokind, které maji vliv na pfeménu
CD8+ lymfocytt v cytotoxické T-lymfocyty (CTLs) (Janssen a kol. 2003). Za druhy signal
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aktivace imunitni odpovédi je povazovana vazba molekuly CD28 na T-buikach
s molekulami CD80/CD86 na povrchu antigen prezentujicich bun¢k (Phang a kol., 2003).

Za efektorové mechanismy T-lymfocytl jsou povazovany piedev§im cytotoxickeé
T-lymfocyty. Jejich pfimé cytotoxické ucinky jsou zprosttedkovany dvéma mechanismy.
Prioritnim je Ca®" dependentni mechanismus perforin - granzym B drahy, druhym vazba Fas

ligandu (Ribas a kol., 2003).

2.2.4.3 Cytokiny

Cytokiny jsou proteiny sekretované predevsim leukocyty, které¢ funguji
jako vyznamné reguldtory imunitniho systému. Prostfednictvim vazby na bunécny receptor
mohou vyvolat expresi gent, kterd nasledné¢ vede k proliferaci, diferenciaci ¢i aktivaci
bun¢k. Stejnym zptisobem mohou vyvolat i efekt opaény a proliferaci inhibovat. Vyrazny
vliv maji 1 na sekreci dalSich cytokinid (Dranoff, 2004). Na odstranéni nadorové tkané
se podileji dvéma mechanismy: bud’ pfimo vykazuji protinddorové ucinky, nebo nepiimo
zvysuji pronddorovou imunitni odpovéd’ (Dzivenu a kol., 2003).

Jako cytokiny s pFimym ucéinkem muizeme uvést napt. interleukin-4 (IL-4),
interleukin-6 (IL-6), dale interferony alfa (INF-a) a beta (INF-B) ¢i tumor necrosis factor alfa
(TNF-a), které jsou schopny vyvolat apoptozu nadorovych bunék nebo minimalné vyrazné
zpomalit expanzi nddoru. Pokud se tyto cytokiny vyskytuji v synergii, jejich ucinek je
mnohonasobn¢ vyssi (Dzivenu a kol., 2003).

Mezi cytokiny s nepfimym ufinkem mlzeme =zatadit interleukin-2 (IL-2),
ktery stimuluje proliferaci a akcivaci CTL ¢i NK buné¢k; ddle GM-CSF (growth macrophages
colony stimulating factor), ktery pisobi na APCs a vyrazné zvysSuje produkci MHC molekul
¢i imunitnich kostimulatort CD80 a CD86, které napomahaji aktivaci T-lymfocytl (Dzivenu
a kol., 2003). Dilezitym cytokinem je rovnéZ interferon gamma (INF-y) aktivujici predevsim
makrofagy a NK bunky. Mimo to stimuluje i expresi antigent MHC (Huang a kol., 1993).

V zavislosti na expresi riznych cytokint je regulovana odpovéd’ imunitniho systému.
Pomér mezi subpopulacemi CD4+ T-lymfocyti v nédorovém prostiedi udava, jakym
smérem se imunitni odpoveéd’ bude vyvijet (Mosmann a kol., 1986). Cytokiny TNF-a, IFN-y,
IL-2 a IL-12, které jsou produkovany subpopulaci Thl, jsou schopny vyvolat cytotoxické
vlastnosti M1 makrofagli, CTLs ¢i NK bunék. PfedevSim z tohoto divodu bunky Thl
sehravaji vyznamnou roli v boji proti nadoriim. Th2 bunky, produkujici IL-4, IL-5, IL-6,
IL-10 a IL-13, v nddorovém prostiedi podporuji spise protilatkovou odpovéd B lymfocyti,

kterd je povazovana za nepodstatnou v potlaceni nadorovych bunc¢k (Burkholder a kol.,
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2014). Obecné je piijiméan fakt, ktery udava, ze prevazujici stav Thl subpopulace pisobi

proti nadoru a Th2 odpovéd’ hraje ve prospéch nadoru (Haabeth a kol., 2011).

2.3 NADOROVA IMUNOTERAPIE

Nadorova imunoterapie v soucasné¢ dob¢ zaziva velky ,,boom" ptedevSim diky
své Setrnosti k organismu pacienta. Jeji hlavni Glohou je snaha maximalné vyuzit specifitu
imunitniho systému, a vyvinout tak terapeutickou formu, kterd bude vysoce t€innd a mén¢
toxicka na rozdil od dosud vyuzivanych postupt (Gray a kol.,, 2006). Predevsim diky
pochopeni nékterych mechanismit nadorovych bunék mulzeme dnes vyvijet mnohem
efektivnéjsi zplisoby imunoterapie. Mnohem snaze 1ze dosahnout vyssi kvality efektorovych
mechanisml imunitnich bun€k, blokovat imunosupresivni ucinky nadort a Iépe odhalovat
jejich antigeny (Schreiber, 2011).

V soucasnosti vévodi nadorové terapii trend vyuZivajici spiSe specifické slozky
imunitniho systému. Velmi hojné jsou vyuzivany monoklonalni protilatky (MAbs),
které diky své vazbé na nadorové buiky aktivuji cytotoxicitu zavislou na protilatkach
(ADCC) nebo na komplementu (CDC), popt. aktivuji na protilatkach zavislou bunécnou
fagocytozu (ADCP) (Scott a kol., 2012). Doslova vrcholnou éru zazivaji monoklonalni
protilatky, které jsou cileny na imunitni kontrolni body, tzv. checkpointy, které piisobi jako
stimulant ¢i inhibitor imunitni reakce. Jako pfiklady inhibitord mizeme uvést anti-CTLA-4
¢i anti-PD-1, kter¢ jsou dnes vyuzivany v mnoha modernich terapeutickych postupech. Mezi
monoklonélni protilatky stimulujici imunitni odpovéd’ patii napt. anti-CD40 (Swart a kol.,
2016).

V nadorové imunoterapii zastava dlouhodob& své misto 1 imunoterapie vyuzivajici
dendritické bunky (DC), které¢ je nutno pfipravit ve formé nezralych DCs z odebranych
pacientskych monocytl. Z naddorové tkdné od stejného pacienta je dale nutno vytvofit smés
nadorovych antigenti, které jsou zpracovany predem odebranymi nezralymi pacientskymi
DCs. Na jejich povrchu dochazi k prezentaci antigentt v komplexu s MHC 11 molekulami.
Po stimulaci maturace a expresi kostimulanich molekul jsou takto pfipravené bunky
retransplantovany do téla pacienta, kde aktivuji T-lymfocyty atakujici nddorové bunky
(Gilboa, 2007).

Navzdory dne$nimu sméru mediciny vyuzivat pfedevSim slozky ziskané imunity -
imunoterapie studovana v této praci naopak stavi na imunité vrozené, ktera bude podrobné;ji

predstavena v nasledujici kapitole.
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2.3.1 Nadorova imunoterapie zaloZena na nespecifické imunité
Zakladnim dogmatem imunoterapie zalozené na nespecifick¢ imunité je identifikace
motivi, tzv. pathogen associated molecular patterns (PAMPs)/damage associated molecular

pattern (DAMPs), pomoci pattern recognition receptors (PRRs), (Thomas a Badini, 2011).

2.3.1.1 PAMPs a DAMPs

Pathogen associated molecular patterns (PAMPs) jsou velmi malé molekuly,
mnohdy pouze malé ¢asti molekul, bézné se vyskytujici na povrchu bakterii, hub, kvasinek
virt a dal$ich infek¢nich mikroorganismu. Buiiky nespecifické imunity maji pro kazdy motiv
PAMPs pfipraveny piislusny pattern recognition receptors (PRRs). Ve vyctu téchto motiva
muzeme nalézt napt. lipoproteiny, lipopolysacharidy, peptidoglykan, formyl-methionin,
flagelin, manan, ¢i dvoufetézcovou RNA (Thomas a Badini, 2011). Pokud dojde
k rozpoznani PAMPs pomoci PRRs, velmi rychle je spusténa cela fada antimikrobidlnich
odpovédi, které jsou vyvolany predevSim zanétlivymi cytokiny, chemokiny
¢i interferony L. typu. Nasledné mtize byt rozvinuta i patogenné specifickd dlouhotrvajici
odezva ziskané imunity pomoci B- a T-lymfocytli (Kumar a kol., 2009).

K zahdjeni imunitni odpovédi mlze vést 1 identifikace damage associated
molecular pattern (DAMPs) pomoci PRRs. Tyto motivy jsou produktem
buné¢k prochédzejich neprogramovanou bunécnou smrti. Nedojde-li k pfirozené apoptoze,
organismus ma vyvinuté velice vnimavé mechanismy, které¢ jsou schopny tyto DAMPs
rozpoznat. Do této kategorie motivil spadaji napt. HMGBI1(hight mobility group box 1),
IL-10, HSPs (heat shock proteins), S100 proteiny nebo kyselina moc¢ova (Bianchi a kol.,
2007).

2.3.1.2 Pattern recognition receptors

Pattern recognition receptors, rozpoznavajici motivy PAMPs/DAMPs, zaujimaji
Sirokou $kalu receptort, které jsou exprimovany nespecifickymi imunitnimi butikami.
Podle jejich vyskytu je miZeme rozdélit do 3 kategorii, a to na PRRs cytoplazmatickeé,

sekretované a membranové (Akira a kol., 2006; Elfeil a kol., 2013).

e PRRs cytoplazmatické
Mezi cytoplazmatické receptory patii skupina NOD like receptori (NLRs),

ktera plisobi ve druhé linii pfi napadeni organismu patogeny. Mezi nejvyrazngjsi zastupce
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patii NOD1 a NOD2 receptory, které jsou schopny detekovat piredevs§im kompartmenty
bakterii (Akira a kol., 2006).

Do této kategorie jsou fazeny také RIG-1-like receptory, které pracuji na podobném

mechanismu jako NLR s tim rozdilem, ze rozpoznavaji virovou RNA (Akira a kol., 2006).
e PRRs sekretované

Pro tuto skupinu PRRs je spolecna jejich schopnost opsonizovat patogeny,
coz podporuje aktivaci komplementu a fagocytézu. Mezi sekretované PRRs fadime
C-reaktivni protein (CRP), ktery je produkovan hepatocyty pti akutnich infekcich. CRP je
povazovan za velmi vyznamny reaktant akutni faze zanétu (Janeway a Medzhitov, 2002).
Druhym zastupcem této skupiny je lektin vazajici manézu (MBL), ktery je rovnéz
produkovan jatry a vaze se na karbohydraty na povrchu mikroorganismii, napt. virti, bakterii,
prvoki i hub (Peterslund a kol., 2001).

e PRRs membranové

Jak napovida jejich nazev, jedna se o receptory ukotvené v membranach bunék, které
rozpoznavaji své motivy v mimobunééném prostoru, endozomech ¢i fagozémech (Akira
akol., 2006). Do této kategorie spadaji C-typ lektin receptory (CLRs), které jsou
exprimovany na povrchu monocytd, makrofagi ¢i dendritickych bunék. Pokud identifikuji
ptislusny motiv PAMPs (napf. manézu nebo fruktozu), aktivuji intrabunécné signalni drahy
a tim reguluji genovou expresi. Jako vyznamné CLRs jsou povaZovany Dectinl, Dectin2
(Figdor a kol., 2002) nebo manodzovy receptor, ktery rozpoznava mandzové zbytky
vyskytujici se na povrchu bakterii a vira (Crespo a kol., 2011).

Dal§i podmnoZinou membranovych receptorli jsou scavengerové receptory,
které jsou schopny vazby modifikovanych lipoproteinti o nizké hustoté, ale zarovenh mohou
detekovat apoptické burniky, endogenni bilkoviny ¢i patogeny (Zani a kol., 2015).

Formyl peptidové receptory (FPRs) byly plivodné povaZovany za zalezitost
polymorfonuklearnich bunék, monocytti a makrofagil, nasledné byla vsak jejich ptitomnost
prokazana i u dendritickych bun€k, neurontl, trombocytl ¢i hepatocytd. K jejich expresi
dochdzi rovnéz na neutrofilech (Becker a kol. 1998). Detekuji formyl peptidové molekuly,
jako je mnaptf. N-Formyl-methionyl-leucyl-fenylalanin (fMLF), (Fu a kol., 2006),
ktery je vyuzivan jako jedna z moZnych sloZek imunoterapie nasi laboratote.

Nejvyznamnéj$i a velmi detailné prostudovanou tfidou membranovych receptord
jsou Toll-like receptory (TLRs). Rodina TLRs zahrnuje 10 lidskych (TLR 1-10)
a 12 mySich (TLR 1-9 a TLR 11-13) typt, které jsou lokalizovany pifimo v bunécné

membrané ¢i1v endozomech. Jsou schopné detekovat Siroké spektrum motivi PAMPs,
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napf. lipidy, proteiny, lipoproteiny a nukleové kyseliny (Kawasaki a Kawai, 2013). TLRs
jsou hojn¢ exprimovany na povrchu myeloidnich i lymfoidnich bunék, které prostupuji
do nadorového mikroprostfedi (Marabelle a kol., 2014). Na svém extracelularnim N-konci
obsahuji leucinové repetice (tvz. LTR doména) a na intracelularnim cytoplazmatickou
doménu TIR (Toll/IL-1 receptor), nebot cytoplazmatickd oblast TLRs je shodna
s cytoplazmatickou oblasti interlukin-1 receptort. Diky této doméné je zprostfedkovana
samotna TLR signalizace, ke kter¢ dochazi pomoci vazby adaptorovych molekul
obsahujicich TIR k TIR doméndm TLR receptori. Mezi adaptorové molekuly mizeme
zatadit napt. MyD88, TRIF nebo TIRAP . Navazanim téchto molekul jsou aktivovany rizné
transkripéni faktory, napf. NF-kB, IRF3/7 ¢i MAP kindzy, které jsou schopné vyvolat
produkci zanétlivych cytokint, chemokint ¢i interferont L. typu (Takeuchi a Akira, 2010).

Podrobny ptehled vSech Toll-like receptoril je uveden v nésledujici tabulce (Tab. 1).

Tab. 1: Piehled TLRs, vcéetné jejich lokalizace, adaptorové molekuly a jejich pfislusnych
ligandii (pfevzato z Kaczanowska a kol. 2013).

Bunécéna Adaptorova . ‘s
TLR lokalizace molekula Ligand Zdroj ligandu
Triacylované
lipoproteiny,lipoteichova Bakterie
TLR1-2 Membrana MyD 88 kyselina, peptidoglykany
Zymosan Houby
Pam;CSK, Syntetické
Diacylované lipopeptidy Bakterie
TLR2-6 Membrana MyD 88 HSPs, HMGBI, kysclina ,
mocova, fibronectin, Endogenni
ECM proteiny
ds RNA Viry
TLR3 Endozomy TRIF POLY I.C Syntetické
LPS, hpotfelchova Bakteric
Membrana (popt kyselina
TLR4 endozomy) "| MyD 88/ TRIF B-defensin 2, fibronectin
Y EDA, HMGBI, snapin, Endogenni
tenascin C
TLRS Membrana MyD 88 Flagellin Bakterie
ss RNA Viry
TLR7-8 Endozomy MyD 88 CpG-A, Poly G10, Syntetické
Poly G3
TLR 9 Endozomy MyD 88 nemetylované CpG DNA Syntetické
Nezndmé pfirodni ligandy
TLR10 Membrana MyD 88 Pam;CSK,, L
PamCysPamSK, Syntetické
TLR11 - - Toxoplasma Prvoci
gondii, profilin
TLRI12 - - neznameé -
TLR13 Endozomy MyD 88 VSV Virus
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2.3.2 Nadorova imunoterapie studovana v této praci

Myslenka vyuzit terapii na zakladé vrozené imunity vychazi piedev§im z unikatniho
pozorovani dr. Cuiho, ktery objevil SR/CR (spontaneous regression / complete resistence)
mysi, u kterych mechanismy vrozené imunity detekovaly a eliminovaly nadorové buiky.
Mechanismus dodnes neni zcela jasny, ale ukazuje, ze buiikky vrozené imunity se s nadorem
dokazou vypotadat (Cui a kol., 2003).

Nadorova imunoterapie nasi laboratofe je zalozena pfedevSim na kombinaci TLR
ligandii a agonisti receptori stimulujicich fagocytézu. TLR signalizace zprostfedkovana
pomoci rozpustnych ligandti spojenych s aktivaci ligandii receptorii stimulujicich fagocytézu
vychézi z predchozi prace Underhilla a Gantnera (2004). V pribéhu mnoha let zkoumani
laboratofe dr. Zenky bylo dokazano, Ze pravé tato kombinace je vysoce efektivnim
zptisobem imunoterapie. Zakladnim principem je vyuziti rozpustnych ligandl, které maji
signaliza¢ni ucinek, a ligandli fagocytarnich receptorti, které funguji jako kotva na bunky
nadorové. Signalizace stimuluje pfedev§im granulocytarni infiltraci a rozviji proces zanétu.
Agonisté fagocytdrnich receptori pomdhaji namifit fagocytarni builky na nddorové
a indukovat jejich destrukci. Jasnym cilem tohoto procesu je kompletni zni¢eni naddorové
tkané, nebo alespon jeji podstatny ubytek. Z ptedchozich pokusi bylo zjisténo,
ze nejvhodnéjsi terapii navrZzenou nasi laboratofi je Ctyfslozkova smés skladajici se z TLR
agonisti - Resiquimodu (R-848), polyinosinické-polycitidylické kyseliny (poly(I1:C)),
lipoteichoové kyseliny (LTA) a mananu, jakoZto ligandu vazajiciho se na nadorové bunky.
Nejvhodnéj§im zpiisobem ukotveni na nadorové buiiky se jevi vyuziti biokompatibilni kotvy
pro membrany BAM (Janotova a kol. 2014, Waldmannova a kol., 2016, Caisova a kol.,
2016), ktera je tvotfena hydrofébnim fetézcem kyseliny olejové, diky niZ je umoznéno
kotveni do cytoplazmatické membrany nadorovych bunék. Na opacny konec je vazano

terapeutikum, diky skupin€ -NHS, kterd dovoluje ptipojeni ligandii (Kato a kol., 2004).

2.3.2.1 Charakteristika zakladni dosud uZivané terapeutické smési

Jak jiz bylo zminéno vySe, hlavnimi sloZkami na$i terapie vykazujicimi nejlepsi
terapeuticky efekt jsou v soucasnosti tfi signalizaéni TLR ligandy (R-848, poly(I:C), LTA)
aligand podporujiciho fagocytozu - manan-BAM. Pro maximalni Uc¢innost této
imunoterapeutick€é smési je zasadni na vhodné cCasové rozloZeni aplikaci, aby nedoslo

k navozeni rezistence u TLR agonistli, proto je aplikace podavéana ve 4 pulzech, ¢imz se blizi

18



vakcina¢nimu schématu (Marabelle a kol., 2014; Waldmannova a kol., 2016; Caisova a kol.,
2016).
e TLR agonisté

Resiquimod (R-848) je nizkomolekularni molekula povazovana za TLR7 agonistu
umysi a TLR 7/8 u lidi, ktery je vazan na piislusné receptory exprimované na makrofazich,
dendritickych bunkéach, B-lymfocytech a NK bunkach. Vykazuje silné protinddoroveé
1 protivirové ucinky. Jeho navazadnim na TLRs je indukovana tvorba protilatek a cytokind
(napt. INF- a, IL-1B, IL- 6, TNF- o), (Zhou a Sun 2015). Zejména produkce prozanétlivého
cytokinu IL-12 a aktivace cytotoxickych mechanismii NK bunék je zasadni pro indukci
programované bunééné smrti nddorovych bunck. VIiv R-848 byl prokazan i na maturaci
plazmacytoidnich dendritickych bunék, které produkuji zanétlivé interferony 1. typu, a dale
napomahd expresi CD80/86 na povrchu dendritickych bunék, coz vede k aktivaci T-bunék
(Meyer a kol., 2013).

Polyinosinicka-polycitidylicka kyselina (POLY I:C) je povaZovanad za agonistu
TLR3. Jedna se o synteticky vyrobenou napodobeninu ds RNA. Po navazani na receptor
TLR3 dochazi k produkeci interferonu a dalSich zanétlivych cytokinti. Rovnéz je stimulovano
vyzravani dendritickych bunék, které ma vliv na antigenni prezentaci a cytotoxickou aktivitu
NK bun¢k (Cheng a Xu, 2010).

Lipoteichova kyselina (LTA), fazena mezi ligandy TLR2, je béZnou soucasti stény
veétSiny grampozitivnich bakterii. Po navazdni na TLR2 dochazi k zahajeni imunitni
odpovédi, pficemz jsou produkovéany prozanétlivé mediatory (napt. IL-12, TNF-a a IL-IP)
aje aktivovana komplementova kaskdda. Dale mohou byt uvolnény radikaly kysliku
a dusiku z neutrofild ¢i makrofagti (Schwandner a kol., 1999). Rovnéz byl prokdzan vliv na
vyzravani dendritickych bun¢k (Roses a kol., 2008).

Cilem této kombinace TLR ligandil je vyvolat silnou tvorbu prozanétlivych cytokinti
a zpusobit zanétlivou infiltraci. Diky tomu dochazi k produkei IL-12, ktery hraje kli¢ovou
roli v nadorovém mikroprostfedi, kde je schopen navodit Thl imunitni odpovéd
charakterizovanou tvorbou Thl lymfocyti a produkci INF-y. Produkce INF-y napomaha
i aktivaci fagocytarni bunck v mist¢ nddoru a pifevazujici stav Thl, oznacovany
za protinadorovy, indukuje cytotoxické vlastnosti M1 makrofagii, CTLs ¢i NK bunck
(Trinchieri, 2003). Pfedevsim diky kombinaci R-848 a poly (I:C), které jdou do vyrazné
synergie, je tvorba IL-12 mnohonasobné¢ vyssi, coz vede k diferenciaci naivnich
Th-lymfocyti ve prospéch Thl subpopulace a vzniku utoéné odpoveédi proti nadoru

(Napolitani a kol., 2005.) IL-12 indukované procesy nazorné ukazuji, Ze imunitni systém
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dokéze propojit vrozenou 1 ziskanou slozku imunitni odpovédi (Trinchieri, 2003),
¢emuz napovidaji i vysledky nasi prace, kde byla prokédzdna odolnost vii¢i retransplantaci
nadorovych bunék 1 vyznacny protimetastazovy ucinek (Caisova a kol., 2016).

VSichni tfi tito TLR agonisté spole¢né vykazuji i dopad na vyzravani dendritickych
bunék. Pravé tyto buiiky jsou schopny integrace mezi pfirozenou a adaptovanou slozkou
imunity. TLR agonisté podporuji predevsim expresi CD80/86 na povrchu dendritickych
bunék (Michelsen a kol., 2001; Longhi a kol., 2009; Meyer a kol., 2013).

e Manan - ligand podporujici fagocytozu

Jak jiz bylo zminéno, k destrukci nadoru je kromé¢ TLR liganda nutné vyuzit i ligand
stimulujici fagocytézu kotveny na nadorové bunky. V této terapeutické smeési tuto funkci
zastava manan kotveny pomoci BAM.

Manan, nachézejici se v bunécné sténé kvasinek, popt. gramnegativnich bakterii, je
polysacharid slozeny z né¢kolika podjednotek D-mandz spojenych pomoci glykosidické
vazby (Cawley a Ballou, 1972). Je povazovan za antigenni latku, ktera slouzi jako PAMPs
pro vazbu PRRs. Tato vazba je zprostiedkovana pomoci receptoru MBL (lektin vazajici
manodzu) a manosového receptoru (MR), ktery se nachazi na povrchu makrofagl (Yeeprae
a kol., 2006).

V ramci nasi terapeutické smési je terminalni D-mandza rozpoznavana pomoci MBL
a nasledné dochazi k aktivaci kaskady komplementu (Janotova a kol., 2014; Caisova a kol.,
2016), pomoci niZ jsou je indukovéna tvorba jednotek C3b a iC3b, které mohou fungovat
1jako opsoniny. Tyto jednotky jsou detekovany pomoci komplement receptoru 3 (CR3)
(Vétvicka a kol., 1996). Stimulaci tvorby i1C3b je n€kolikandsobné zesilen atak fagocyta,
zejména neutrofilt,, a NK bunék. Fragmenty nadorovych bun¢k opsonizované iC3b jsou 1épe
pohlcovany i dendritickymi bunikami, pokud jsou v zanétlivém a apoptickém prostiedi.
Tato skutecnost vede k zeslabeni naddori nebo jejich uplné eliminaci (Janotova a kol., 2014,

Waldmannova a kol., 2016, Caisova a kol., 2016).

2.3.2.2 Moznosti optimalizace nadorové imunoterapie studované v této praci
VysSe uvedena CtyfslozZkova smeés se prokazala jako vysoce U¢inna v boji s malignim
melanomem, ovSem Vv boji s pankreatickym adenokarcinomem takovych vysledka

nedosahuje. Tato prace je proto cilena na dal§i moznosti optimalizace této smési.

20



e Ovlivnéni nadorového mikroprostiedi

Nadorové mikroprostiedi generuje velké mnozstvi imunosupresivnich mechanismd,
z nichz se tato prace zabyva MDSCs a adenosinem.

MDSCs (myeloid-derived supressor cells) jsou velice heterogenni skupinou bunék
vznikajici z myeloidni linie, které jsou povazovany za jednu z nejsilnéjSich
imunosupresivnich bariér. Nejvice prostudovany jsou u nadorovych onemocnéni, kde byly
poprvé objeveny, a u chronického zanétu. Mnohé studie prokazuji, Ze pti vyskytu nadoru
sejejich hladina zvySuje 1 v periferni krvi (Khaled a kol, 2014). V néadorovém
mikroprostiedi je indukovano mnoho faktori, které poSkozuji myelopoézu, coz podporuje
tvorbu MDSCs ajejich aktivaci. Tyto bunky se nasledné vyrazné podileji na progresi
nadorového ristu predevsim inhibici protinadorovych funkei T a NK bunék. Vyvoji nadoru
napomahd i jejich pfima podpora neovaskularizace, invaze nadorovych bunék a indukce
pre-metastatického prostfedi. Piesny mechanismus plsobeni MDSCs nebyl dosud zcela
objasnén, nicméné je jisté, ze jeho pochopeni by vyrazné¢ napomohlo vyvoji nadorové
imunoterapie (Umansky a kol., 2016). VétsSina studii udava, ze imunosupresivni schopnost
MDSCs je zprostiedkovana pfimym kontaktem mezi buikami prostfednictvim povrchovych
receptortl, ¢i uvolilovanim rozpustnych medidtorti. Jedna se enzymy argindzu a iNOS
(inducible nitric oxide synthase), které v piipad¢ zvySeného vyskytu v nddorovém prostiedi
inhibuji T-bunky (Gabrilovich a Nagaraj, 2009). Dalsim dtlezitym faktorem ovliviiujicim
supresivni aktivitu MDSCs je 1 zvySend produkce ROS (reactive oxygen species), ktera
se objevila jako jedna z prvnich charakteristik u mys$i nesoucich nador (Youn a kol., 2008).

Inhibi¢ni U¢inky na MDSC vykazuji nékterd chemoterapeutika, proto byla nase
terapeutickd smés doplnéna o gemcitabin (Suzuki a kol., 2005), ktery je bézn€ uzivan

k 1é¢be pankreatického adenokarcinomu v pokrocilém stadiu (Oettle a kol., 2013).

Adenosin je extracelularni signalni molekula schopna regulace téméf vSech aspekti
tkanovych funkci. Vyzna¢nou funkci =zastdvd 1 v nadorovém mikroprostiedi.
Ve fyziologickém rozmezi se koncentrace extraceluldrniho adenosinu pohybuje ve velmi
nizkych koncentracich v rozmezi 20-200 nM, ovSem v nadorovém prostiedi, zejména
v disledku hypoxie a zanétlivych procestl, se jeho koncentrace rapidné zvySuje a zacina
pusobit jako imunosupresivni bariéra. Extracelularni adenosin se v mikroprostiedi nadoru
objevuje v disledku nekréz a uvolnéni ATP, které je degradovdno na AMP pomoci CD39
na bunééném povrchu. Pomoci dalS$iho membranového enzymu CD73 je katalyzovana

konverze extracelularniho AMP na kone¢ny adenosin. Zda se bude adenosin podilet
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na pro- ¢i protinadorové imunitni odpovédi (Antonioli a kol., 2013), zavisi pfedevSim
na zapojeni urcité signalni drdhy, stejné¢ tak i na konkrétni linii nddorovych bunck
(Sakowicz-Burkiewicz a kol., 2013). Signalizacni ucinky adenosinu jsou zprostfedkovany
za pomoci 4 receptorti oznaCovanych Al, A2A, A2B a A3, které patii do rodopsinové rodiny
(tfidy A) receptora spfazenych trimernimi G proteiny (GPCRs), (Katritch a kol., 2013).

Imunosupresivni funkce adenosinu je zprostiedkovana predev§im receptory A2A,
které ptisobi na buiiky specifické i nespecifické imunity a inhibuji jejich funkci. Nasledkem
signalizace pomoci A2A je rovnéz indukce angiogeneze stimulované pomoci VEGF
a podpora metastatického efektu (Montesinos a kol., 2002). Aktivace A2A se ukazuje jako
nezbytna pro invazi nadorového rustu. Naopak blokace tohoto receptoru pfispiva k inhibici
expanze nadorti (Mediavilla-Varela a kol., 2013), stejn¢ jako vyfazeni receptoru A2B (Wei
a kol., 2013), ktery je bézné povazovan za imunosupresivni mechanismus spjaty predevsim
s vyvojem anomalnich dendritickych buné¢k, které rovnéz zvysuji produkci VEGF, podileji
se na angiogenezi a podporuji vaskularizaci nadoru a jeho rust (Antonioli a kol., 2013).
Naopak aktivace A3 receptort plsobi prevazné protinddorove. Signalizace prostfednictvim
téchto receptorii vede k aktivaci kaspdz, ¢imz je indukovéna apoptoza (Otsuki a kol., 2012).

Pod vlivem enzymu adenosin-deamindzy je adenosin metabolizovan na inosin,
unc¢hoz byly rovnéz prokazdny imunosupresivni UCinky. Jeho signdlni drahy jsou
regulovdny pomoci stejnych adenosinovych receptorti, proto se vlastnosti inosinu
od adenosinu nelisi (Hasko a kol., 2004).

V této praci jsou studovany moznosti odbourdvani adenosinu a inosinu v nadorovém
mikroprostiedi pomoci dvou enzymt - adenosin-deaminazy, ktera se fyziologicky objevuje
v nadorovém mikroprostfedi a katalyzuje pfeménu adenosinu na inosin (Antonioli a kol.,
2013); a purinnukleosid-fosforylazy metabolizujici inosin na hypoxantin (Parkinson a kol.,

2006).

e Optimalizace terapie pomoci litek s niz§i molekulovou hmotnosti

Denzita nddorové masy pankreatického adenokarcinomu velmi ztéZuje boj
s mechanismy nadorovych bunck. V této praci je proto sledovano vyuziti latek s mensi
molekulovou  hmotnosti, jakozto ligandi podporujicich fagocytozu, konkrétné
mannosaminu a fMLF.

Mannosamin diky uspotadani OH skupin v poloze 3 a 4 umoznuje vazbu MBL
stejné jako koncovd mandza mananu. Aminoskupina manosaminu v poloze 2 umoZiluje
pfimé navazani BAM.
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Formyl-methionyl-leucyl-fenylalanin (f-MLF) je formylmethioninovy peptid
typicky pro prokaryonta a mitochondrie. K jeho rozpozndvani jsou vyuzivany FPRs. F-MLF
pusobi jako vyrazny chemoreaktant pro profesionalni fagocyty, jimz signalizuje patogenni
pritomnost a dava signal k likvidaci. Ta je indukovana predevSim diky produkci
superoxidovych aniontli (Hayashi a kol. 2013). Je-li -MLF kotven na nadorové bunky,
stimuluje jejich fagocytdézu (Waldmannova a kol., 2016).

Jako kotva pro tyto molekuly byla vyuzita biokompatibilni membrana BAM
a hydrofobni kotva DOPE (N-(Succinimidyloxy-glutaryl)-L-a-phosphatidylethanolamine),

ktera byly vyuzivéna jiz v ptfedchozim vyzkumu nasi laboratote (Janotova a kol., 2014).
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3 CILE PRACE

e Studium moznosti odstranéni imunosupresivnich bariér (MDSC, adenosin) pii
nadorové imunoterapii

e Optimalizace nddorové imunoterapie pomoci mensich molekul agonistli
podporujicich fagocytozu

e [n-vitro studium pftislusnych mechanismii
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Chemikalie

ADA (Adenosine deaminase from calf intestine; Sigma Aldrich)

Adenosine Deaminase Activity Kit (Calorimetric; BioVision)

Antibiotic-Antimycotic Solution (Penicilin, Streptomycin, Amfotericin B; Sigma-Aldrich)

BAM (biocompatible anchor for cell membranes; Mw 4000; NOF Europe)

D-mannosamine hydrochlorid (Sigma Aldrich)

D-MEM (Dulbecco's modified eagle medium; VWR)

DMSO (dimetyl-sulfoxid; Sigma-Aldrich)

DOPE  (N-(Succinimidyloxy-glutaryl)-L-a-phosphatidylethanolamine, Dioleoyl; NOF
Corporation)

EDTA (kyselina ethylendiamintetraoctova; Sigma-Aldrich)

FCS (fetal calf serum, VWR)

f-MLFKK (N-formyl methionyl leucyl phenylalanine + lysine, lysine; N-Schafer)

Gemcitabin (Accord Healthcare Limited, UK)

L-Glutamin (Sigma-Aldrich)

LTA (lipoteichoic acid, Bacillus subtilis; Sigma-Aldrich)

Manan (Sigma-Aldrich)

Merkaptoetanol (Sigma-Aldrich)

PBS (phosphate-buffered saline; VWR)

PNP (Nucleoside phosphorylase from microorganism; Sigma Aldrich)

POLY (I:C), (polyinosinic-polycytidylic acid, sodium salt; Sigma-Aldrich)

RPMI 1640 (Roswell park memorial institute medium; VWR)

R-848 (resiquimod; Tocris Bioscience)

Trypanova modi (0,5% vodny roztok; Sigma-Aldrich)

Trypsin (Sigma-Aldrich)

(pozn. material pro analyzu LC-MS je uveden v prislusné kapitole zabyvajici se touto

metodou)
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4.2 Laboratorni zvirata

Vsechny pokusy byly provedeny s wild-type SPF (specific pathogen free) samicemi
kmene C57BL/6N z kmene Charles River Laboratories. Mysi pro pokusy byly pouzity
ve stafi 8 tydnl o primérné hmotnosti 18 - 20 g. V prostorach zvéfince Katedry medicinské
biologie byly chovany ve sterilnich IVC (individually ventilated cages) boxech
s podestylkou z dfevéné drt€ a s volnym pfistupem k vod¢ a krmnym peletdm. V mistnosti
byla udrZzovdna konstantni teplota 22°C a relativni vzdu$na vlhkost 65% s nastavenou
fotoperiodou na 12/12 hodin.

Pro ¢ast in vivo pokust byly vyuzity i prostory zvétince Parazitologického ustavu,
kde byly mySim poskytnuty stejné podminky s rozdilem boxi, ve kterych byly mysi
pfechovavany. V téchto prostorach byly vyuZity plastové klece s uzaviracim kovovym

vikem.

4.3 Bunécné linie B16-F10 a Panc02 uzité pri pokusech

Bunécéna linie B16-F10 (mysi melanom) byla kultivovana v RPMI 1640 obohaceném
o 10% FCS, penicilin (100 j/ml), streptomycin (100 pg/ml), amfotericin B (0,25 pg/ml),
L-glutamin (2,2 mM) a merkaptoethanol (50 uM). Kultivace bun¢k probihala v termostatu
o teplot¢ 37 °C v atmosféfe nasycené vodnimi parami a 5% oxidem uhli¢itym. Bunééna linie
myS$iho melanomu byla zakoupena u American Type Culture Collection.

Bunécna linie Panc02 (pankreaticky adenokarcinom) byla kultivovana v DMEM
obohaceném o 10% FCS, penicilin (100 j/ml), streptomycin (100 pg/ml), amfotericin B
(0,25 pg/ml), L-glutamin (2,2 mM) a merkaptoethanol (50 uM). Kultivace bun€k rovnéz
probihala v termostatu o teploté 37 °C v atmosféfe nasycené vodnimi parami a 5% oxidem
uhli¢itym. Bunécna linie Panc02 byla darovéana Larsem Ivem Partacklem (University

of Griefswald).

4.4 Priprava nadorovych bunék pro in vivo experimenty

Po vytvofeni jednovrstvé konfluentni kultury v kultivaénim médiu bylo toto médium
slito anarostlé nadorové bunky byly 3x dikladné promyty sterilnim pufrovanym
fyziologickym roztokem (PBS) pro naslednou trypsinizaci. V trypsinizaéni smési
(0,25% trypsin, 0,02% EDTA v HBSS) byly buiikky inkubovany po dobu 5 minut v
termostatu o teplot¢ 37°C, aby doSlo k rozvolnéni adherovanych bunék. Poté byla
trypsinizace ukoncena piidavkem ptislusného média obohaceného o 10% FCS v zavislosti

na bunééné linii a suspenze buné€k byla pfevedena do zkumavky. Bunky byly nasledné
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spocteny v Biirkerové komurce. Vzorek suspenze byl nafedén v poméru 1:1 s trypanovou
modii pro usnadnéni rozliSeni mrtvych a zivych bun¢k a jejich mnozstvi bylo déale upraveno
na koncentraci vyzadovanou pro piislusny pokus. Nasledn¢ byly bunky zcentrifugovany
(10 min, 160g, pii teploté 4°C) a pievedeny do média, které¢ odpovidalo potiebam daného
pokusu.

Pro kultivaci a zpracovani nadorovych bunék B16-F10 bylo pouzito médium RPMI
1640. Pro bunécnou linii Panc02 se vyuzivalo média D-MEM. Vsechny ostatni ukony
probihaly za stejnych podminek.

4.5 Transplantace nadorovych bunék pro in vivo experimenty

Mysi byly oholeny na pravém boku pro usnadnéni transplantace i nasledného méteni
velikosti nadorit ve véku 8 tydnl. V prvnim pokusu jim bylo do této oblasti subkutanné
transplantovano 4x10° melanomovych bundk B16-F10 v 0,1 ml RPMI 1640 bez FCS
na mys. Krom¢ klasické transplantace prob¢hla také transplantace téchto bunék do ocasni
7ily, tvz. intravendzng. V tomto piipadé bylo injikovano 1x10° melanomovych bungk v 50 pl
média bez FCS/mys.

V pokusech, kde byly uzZity bunky pankreatického adenokarcinomu Panc02, byly
do oholené oblasti pravého boku transplantovany buiiky v mnozstvi 4x10° v 0,1 ml D-MEM

bez FCS na mys.

4.6 Priprava latek pro terapii

e Piiprava Resiquimodu.HCI
Z R-848 byl ziskan hydrochlorid pfidanim ekvimolarniho mnozstvi HCL
Koncentrace R848.HCI byla nasledn¢ upravena na 0,5 mg v 1ml PBS.
e Syntéza manan-BAMyg
K syntéze mananu-BAM bylo nutné nejprve provést redukéni aminaci mananu.
Roztok mananu byl redukovan v prostiedi octanu amonného (pii pH 7,4, 50°C)
kyanoborohydridem sodnym po dobu péti dnt. Posléze byl vysledny roztok dialyzovan
za pouziti dialyzacni membrany MWCO 3500 (Serva - Heidelberg, Némecko) proti PBS
pfi 4°C. Samotna vazba biokompatibilni kotvy pro membrany BAM (konkrétné jeji NHS
skupiny) na vznikly manan-NH, probihala v pribéhu dvouhodinové inkubaéni doby
v pokojové teploté pti pH 7,3 (Kato a kol., 2004). Tato reakce byla zastavena ptidanim 1 M
TRIS/HCI (pH 8) a vznikly roztok byl opét dialyzovan v dialyzacni trubici MWCO 3500

(Serva - Heidelberg, Némecko) proti PBS pfi 4 °C pfes noc za stalého michani. Sterilizace

27



vysledného roztoku byla provedena filtraci (0,22 pum). Vysledny roztok 0,2 mM
manan-BAMauggo v PBS byl skladovan pfi teploté -20°C (Janotova a kol., 2014).
e Syntéza mannosamin-BAMygg
Vysledného produktu syntézy mannosamin-BAMygy bylo dosazeno pfidanim
vazebné molekuly BAM na molekulu D-mannosaminu.HCI. K 0,21 mM mannoseaminu.HCI
bylo pifidano ekvimolarni mnozstvi 7,3 mM BAMayg0 v DMSO. Nasledné byla provedena
inkubace, ktera probihala pfi pokojové teploté po dobu 1 hodiny pfi pH 7,4. Sterilizace
vysledného roztoku byla provedena filtraci (0,22 um). Vysledny roztok
0,2 mM mannosamin-BAM_oy v PBS byl skladovéan pii teploté -20°C.
e Syntéza mannosamin-DOPE
K 0,21 mM mannosaminu.HCI bylo pfidano ekvimolarni mnozstvi 7,3 mM DOPE
v DMSO. Nasledné byla provedena inkubace, ktera probihala pti pokojové teploté po dobu
1 hodiny pii pH 7,4. Sterilizace vysledného roztoku byla provedena filtraci (0,22 pm).
Vysledny roztok 0,2 mM mannosamin-DOPE v PBS byl skladovan pfi teploté -20°C.
e Syntéza -MLFKK-DOPE
Vysledného produktu syntézy f-MLFKK-DOPE bylo dosaZzeno pfiddnim vazebné
molekuly DOPE na molekulu f-MLFKK. K 0,53 mM {-MLFKK bylo pfiddno ekvimolarni
mnozstvi 9 mM DOPE-NHS v DMSO. Nasledné byla provedena inkubace, kterd probihala
pfi pokojové teploté po dobu lhodiny pii pH 7,4. Sterilizace vysledného roztoku byla
provedena filtraci (0,22 pm) a vysledny roztok 0,5 mM {-MLFKK-DOPE byl uschovan
pfi teploté -20°C.
e Syntéza ADA-BAMy
Nejprve byl dialyzou odstranén siran amonny, ktery byl v dodaném preparatu.
Vysledného produktu syntézy ADA-BAM bylo dosazeno pifidanim vazebné molekuly
BAM409 na molekulu ADA. K roztoku ADA (400 U/ml) bylo ptidano ekvimolarni mnozstvi

7,3 mM BAMyg00 v DMSO. Nasledné byla provedena inkubace, kterd probihala pti pokojoveé
teploté po dobu 1 hodiny pii pH 7,4. Sterilizace vysledného roztoku byla provedena filtraci
(0,22 um). Vysledny roztok ADA-BAM (400 U/ml) byl skladovan pfti teploté -20°C.
e Syntéza PNP-BAMyggo
Vysledného produktu syntézy PNP-BAM bylo dosazeno ptidanim vazebné molekuly
BAMyp00 na molekulu PNP. K roztoku PNP (100U/ml) bylo pfidano ekvimoldrni mnozstvi

7,3 mM BAMypp0 v DMSO. Nasledné byla provedena inkubace, kterd probihala pti pokojové
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teploté po dobu 1 hodiny pti pH 7,4. Sterilizace vysledného roztoku byla provedena filtraci
(0,22 um). Vysledny roztok PNP-BAM (100 U/ml) byl skladovén pii teploté -20°C.

4.7 Meéreni velikosti nadori

Utinnost terapeutickych smési byla uréovana dle méfeni velikosti nadorti pomoci
kaliperu. Toto méfeni probihalo kazdy druhy den. Vysledny objem nadoru byl ziskdn
dosazenim namé&fenych hodnot do vzorce V =m/6 *AB* a jeho vypoé&itanim. Ve vzorci plati,
ze hodnota A je nejdel§i naméteny rozmér a B nejkrat$i naméteny rozmér, zpravidla vyska

nadoru. Obé& hodnoty jsou uvadény v milimetrech (Li a kol., 2009).

4.8 Hodnoceni metastaz na plicich

Vzhledem k metastatické aktivit¢ melanomu B16-F10 do plicni tkan¢ byly v prvnim
experimentu plice mysi analyzovany bezprostfedné po uhynuti. Po vyjmuti plic z hrudniku
byla pocitana metastatickd loziska, ktera se jevila jako Cerné tecky riznych velikosti.
Nésledné byla provedena distribuce metastaz dle velikosti a hodnoty byly zaznamenany
do ptislusné tabulky. Po vyhodnoceni byly plice ulozeny ve 4 % roztoku formaldehydu.

Ze ziskanych hodnot byl nasledné vypocten primérny pocet metastdz na jednu mys
(pro mysi lé€ené stejnou terapii). K vypoctu byl vyuzit vzorec:

celkovy pocet metastaz vSech mysi stejné skupiny

pocet mysi ve skupiné

4.9 Vypocet primérné redukce nadorového ristu

Vypocet redukce nadorového riistu v porovnani s kontrolou byl proveden dle vzorce:

(pramérny objem nadoru v kontrolni skupiné — pramérny objem nadoru v lé¢ené skupiné)

x 1009
pramérny objem nadoru v kontrolni skupiné %

Redukce nadorového riistu byla stanovovéana ve dnech 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20,
22, 24, 26, 28, 30 od pocatku terapie. Z téchto hodnot byla v zavéru ziskdna hodnota

primérné redukce nadorového ristu vici kontrolni skuping.

4.10 Analyza dat

Data byla zpracovana v programu MS Excel. Pro statistické vyhodnoceni byla
vypoctena pramérna plocha pod kiivkou (AUC) pro kazdou mys. Ze statistickych analyz
byla vyuZzita jednocestnd ANOVA s naslednym Tukeyho post hoc. V piipadé hodnoceni
jednotlivych dni terapie byla vyuZzita rovnéZz jednocestnd ANOVA s naslednym
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post hoc Tukey nebo Unequal testem. Vliv na pieziti mysi byl hodnocen Kaplan-Mayerovou
analyzou, ktera byla statisticky doplnéna o Log-rank test (STATISTICA 13.2, StatSoft, Inc.).
Ve vsech grafech byla uzita stfedni chyba priméru (SEM).

4.11 Stanoveni hladin adenosinu, inosinu a hypoxantinu pomoci LC-MS

(LC-MS/MS)

Hladiny adenosinu, inosinu a hypoxantinu v nadorovém mikroprostiedi byly
stanoveny analytickym chemikem Ing. Davidem Kahounem, Ph. D. na Katedie chemie
a biochemie PfF JU. Adenosin byl analyzovan na zékladé¢ metody, ktera byla popsana
v publikaci Oliviera a kol., 2011. Z této publikace vychazi i piedpoklady pro stanoveni
inosinu a hypoxantinu. Casteéné byla ovem tato metoda pro detekci t&chto analytil upravena
dle publikace Don Farthing a kol., 2007. K samotnému stanoveni byla uzita technika LC-MS
(pro adenosin a vnitini standard 2-chloradenosin - LC-MS/MS). Pomoci této metody byl
rovnéz stanoven vliv vazby BAM na aktivitu enzymu PNP diky porovnani hladin
hypoxantinu obsazenych ve vzorcich pfipravenych pro tuto analyzu.

V naésledujici ¢asti je popsan princip této metody a pifiprava vzorkd, které byly

vyhodnoceny touto metodou.

4.11.1 Princip LC-MS (LC-MS/MS) metody

Metoda LC-MS (LC-MS/MS) je jednou z technik vyuZzivanych v analytické chemii.
Jak napovida oznaceni, tato technika spojuje metodu kapalinové chromatografie (LC; liquid
chromatography) a hmotnostni spektrometrie (MS; mass spectrometry). Tento tandemovy
systém synergicky zesiluje jednotlivé schopnosti obou uzivanych technik a dovoluje ptesné
stanoveni Siroké Skaly sloZek v komplexnich vzorcich. Kapalinovd chromatografie dokaze
velmi u¢inn€é separovat jednotlivé slozky analyzované smési, zatimco hmotnostni
spektrometrie umoznuje konkrétni identifikaci téchto slozek s vysokou molekularni
selektivitou a detekéni citlivosti.

V pribéhu kapalinové chromatografie prechazi vzorky ptes systém kapilar, ve kterém
jsou jednotlivé slozky vzorku separovany na zakladé chemicko-fyzikéalnich vlastnosti.
Obecn¢ lze princip této metody popsat jako rovnovaznou distribuci slozek mezi dvé
heterogenni faze, tzv. mobilni a staciondrni fazi. Diky pohybu polarni mobilni faze
(pt. methanol/acetonitril/voda) pronikd vzorek kolonou (nepolarni stacionarni fazi),
na kterou jsou vychytdvany jednotlivé slozky vzorku. Na =zaklad¢ sily interakce

se stacionarni fazi jsou tyto slozky separovany. Kapalny eludt z LC kolony je nésledné
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cerpan sprejovaci sondou, kterd umoznuje tzv. elektrosprejovou ionizaci a nasledny piesun
vzorku k analyze pomoci tandemové piipojeného hmotnostniho spektrometru. Sprejovaci
sonda, kolmo umisténa ke vstupu do MS systému, vstiikuje pod vysokym tlakem kapalinu
do komory, kde je vproudu dusiku za vysokych teplot v elektrickém poli vytvaiena
mlhovina z drobnych kapicek, na nichz jsou nésledné povrchové lokalizovany néaboje
a generovany ionty. Ty mohou byt déale uvoliovany do plynné faze a prechazet
do vysokotlaké komory, tzv.iontové pasti, kde je maximalizovano zachyceni externé
vstupujicich iont. Nasledné jsou tyto rozliSovany na zékladé poméru hmotnosti a naboje
jednotlivych castic (m/z). V pripadé LC-MS/MS dochézi k definovanému $tépeni jednoho
vybraného iontu, ktery je podroben kolizni disociaci s plynem (fragmentac¢ni reakci) a z n¢;j
vzniklé ionty se dale analyzuji. Hmotnostni analyzator rozliSuje ionty s vyuzitim
elektromagnetickych poli, zatimco detektor vykazuje kvalitativni a kvantitativni informace
o iontech v redlném case.

LC-MS (LC-MS/MS) analyza piinasi jako findlni vysledek dva zaznamy,
a to chromatogram a hmotnostni spektrum. Chromatogram graficky znazornuje odezvy
detektoru v reten¢nim case. Ty jsou obvykle zndzornény jako tzv. chromatografické zony
(piky), které jsou navzajem oddéleny zékladni linii. Plocha chromatografickych zon analytt
udava kvantitativni informace o vzorku, zatimco urCeni reten¢nich ¢asi danych analytii
umoznuje kvalitativni vyhodnoceni. Hmotnostni spektrum zaznamenavéa relativni intenzity
vzniklych iontl (Grebe a Singh, 2011; Pitt, 2017).

Pro analyzu v této praci byl pouzit kapalinovy chromatograf UltiMate 3000

a hmotnostni spektrometr VelosPro (Thermo).

4.11.2 Pouzité chemikalie a ¢inidla

Pro detekci pfitomnosti adenosinu, inosinu a hypoxyntinu v nadorovém
mikroprostiedi byly uZzity nasledujici standardy: adenosinovy standard adenosinu (Sigma
Aldrich), inosinovy standard inosinu (Sigma Aldrich), hypoxantinovy standard hypoxantinu
(Sigma Aldrich) a vnitini standard 2-chloroadenosin (Sigma Aldrich). Pro hodnoceni ¢istoty

LC-MS byl uzit acetonitril (Fluca Analytical a Merck) a kyselina mravenci (Sigma Aldrich).

4.11.3 Odbér nadori vyuzitych na pripravu vzorki pro LC-MS (LC-MS/MS)
Po cervikalni dislokaci byl mySim co nejrychleji odebran nador z pravého boku,
ktery byl zvdZen na analytickych vahach a nasledn& byl ptenesen do konické ependorfky

s 600 ul 20 % roztoku kyseliny trichloroctové v destilované vod€. Poté byla provedena
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homogenizace pomoci konického pistového homogenizatoru a vzorky byly uschovany

v -20°C do doby stanoveni pomoci LC-MS.

4.11.4 Priprava vzorkii pro detekci adenosinu, inosinu a hypoxantinu

v nadorovém mikroprostiedi

Po rozmrazeni nadorii odebranych zplisobem popsanym v piedchozi kapitole
(4.10.3), byly vzorky centrifugovany (30 min, 160g, 4°C). Nasledné z nich byly odebrany
supernatanty a pfipraveny zasobni vzorky o objemu 150 pl.

Do 1,8 ml mikrozkumavky uréené¢ k LC-MS bylo napipetovano 175ul vody,
25ul vnitfniho standardu a 50 pl vzorku odebran¢ho z nadoru. Zkumavky byly uzavieny
silikonovym vikem a vortexovany po dobu 10 sekund. Takto pfipravené vzorky byly
okamzit€ analyzovany pomoci LC-MS/MS.

Jako blank byl pro tuto analyzu piipraven vzorek, ktery vznikl smichanim
225 ul vody s 25ul vnitiniho standardu. Nasledujici postup piipravy blanku je shodny

s ptipravou vzorkda.

4.11.5 Priprava vzorkii pro analyzu aktivity enzymu PNP a PNP-BAM

K 200ul 1mM inosinu bylo napipetovano 0,4 pl PNP (100 U/ml). Po 2, 5 a 10
minutdch inkubace pii teploté 37°C bylo postupné odebrano po 50 pl vzorku, ktery byl
pfenesen do inaktivacni 14zn€ o teploté 95°C na dobu 5 minut. I mM roztok inosinu bez
pfidavku enzymu, ale podrobeny stejnému piisobeni inaktivacni l4zné slouzil jako hodnota
v nulovém case.

Stejnym zplUsobem byly pfipraveny i1 vzorky s vyuZitim enzymu PNP-BAM
(100 U/ml), ktery byl pfidan k 1mM inosinu ve stejném mnozstvi. Nasledné byly vSechny
vzorky uchovévany pfi teploté -20°C do doby stanoveni hladin hypoxantinu.

Pro samotné stanoveni pomoci LC-MS/MS byly vzorky rozmraZeny.
Do 1,8 ml mikrozkumavky urcené pro tuto metodu bylo odpipetovano 880 ul vody,
100 pl vnitiniho standardu a 20 ul samotného vzorku. Takto pfipravend smés byla dale
uzaviena silikonovym vi¢kem, vortexovana po dobu 10 sekund a ihned postoupena analyze.

Jako blank byl pro tuto analyzu piipraven vzorek, ktery vznikl smichanim
900 ul vody s 100ul vnitiniho standardu. Nasledujici postup piipravy blanku je shodny

s ptipravou vzork.
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4.11.6 Vyhodnoceni namérenych hodnot pomoci LC-MS/MS

K vyhodnoceni dat této metody byly vyuzity softwary Chromeleon Xpress,
LTQ Tune plus 2.7, Xcalibur 2.2 a DC MS Link. Naméfené koncentrace metabolitt
ve vzorku byly nasledné prepocitiny na objem nadoru jednotlivého vzorku a vysledky byly

zpracovany v programu MS Excel.

4.12 Stanoveni aktivity ADA a ADA-BAM
Ke stanoveni aktivity enzymi ADA a kotveného enzymu ADA-BAM bylo uzito

komer¢niho kitu Adenosine Deaminase Activity Assay Kit (Calorimetric). Zakladnim
principem stanoveni enzymové aktivity pomoci tohoto kitu je detekce kone¢ného produktu
enzymatické kaskady zplsobené adenosin-deaminazou Tento enzym katalyzuje konverzi
adenosinu (popf. 2-deoxyadenosinu) na inosin (popi. 2-deoxyinosin) a amoniak. Inosin je
dale pomoci ADA Convertoru a ADA Developeru v tomto kitu metabolizovan na kyselinu
mocovou, kterd je vyslednym produktem této metabolické drahy. Metabolické déje

modulované aktivitou adenosine-deamindzy jsou popsany nasledujicimi rovnicemi:

i Adenosine Deaminase . .
Adenosine Inosine + Ammonia

. ADA COnvertor & ADA Developer . .
Inosine Urid Acid (OD 293nm)

Detekce cilového produktu, tzn. kyseliny moc€ové, byla provedena pomoci pfistroje
Microplate reader SYNERGY™ H1 (Biotek®) v kinetickém moédu po dobu 30 minut
pfi vinové délce 293nm. Aktivita enzymu byla nésledné ziskdna dosazenim naméfenych dat

do pftislusného vzorce:

B
aktivita enzymu ve vzorku = =U/m
y AT x ng proteinu /mg

(B = mnozstvi inosinu odectené ze standartni inosinové kiivky (nmol), AT = reak¢ni Cas

(min), pg proteinu = mnozstvi proteinu na jamku).
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5 EXPERIMENTALNI CAST

5.1 Terapie melanomu pomoci smési R-848, POLY (I:C), LTA,
manan-BAM a gemcitabinu s naslednym zaméirenim na sledovani

vyskytu metastaz

Pro tento experiment bylo uzito 24 mySi. Kazdé mysi byly transplantovany
melanomové buiiky subkutanné do pravého boku a rovnéz jim byla aplikovana davka téchto
bunék intravenozné. Po uplynuti 12 dni od injikace byly mysi rozdéleny do 4 skupin (A -
D). Kazda mys byla umisténa do samostatného boxu a nasledné byla zah4ajena jejich 1écba
(den terapie 0). MySim bylo aplikovano 50 ul terapeutické smési intratumoralne (i.t.) ve 4
pulzech dle bézné vyuzivaného schématu nasi laboratofte, tj. 12 injekci podanych ve dnech 0,
1, 2; 8 9, 10; 16, 17, 18; 24, 25 a 26. Tato terapie byla systémové kombinovana
s intraperitonealni aplikaci 200 pl gemcitabinu ¢i PBS dle schématu pokusu podavaného

ve dnech 0, 4, 8, 12, 16 a 20. Celkové schéma terapie je uvedeno v nasledujici tabulce

(Tab. 2).

Tab. 2: Schéma terapie pomoci R-848, POLY (I:C), LTA, manan-BAM a gemcitabinu.

Skupina | iz aplikace (50pl) roztoku | Dny podani | ip. aplikace (200ul) roztoku | Dny podani

0,5 mg R-848+ 0.1.2:
0,5 mg POLY (I:C) + 3 ’9 ’10’. 0; 4;
A 0,5mg LTA/ 16’ 1’7 1;3' PBS 8;12;
ml 0,2 mM manan-BAM v PBS 24.25. 26 16; 20
0,5 mg R-848+ 0.1.2:
0,5 mg POLY (I:C) + 3 ’9 ’10’. 0; 4;
B 0,5mg LTA/ 16, 1’7 lé' 12 mg gemcitabinu / ml PBS 8; 12;
ml 0,2 mM manan-BAM v PBS 24.25.26 16; 20
80’91’120;' 0; 4
C PBS Tl 12 mg gemcitabinu / ml PBS 8; 12;
16,17, 18; 16: 20
24,25, 26 ’
80’91’120;' 0; 4
D PBS T PBS 8;12;
16,17, 18; 16: 20
24,25, 26 ’

Pro vyhodnoceni pokusu bylo provedeno kazdy druhy den meéteni velikosti nadora
arozméry byly zaznamenany. Po ukonceni 1écby (26. den) bylo sledovano pieziti mysi
a bezprosttedné po tthynu byl vyhodnocen vyskyt plicnich metastaz, které¢ byly zaznamenany
do tabulky.
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5.2 Vliv vazby BAM na aktivitu enzymu adenosindeaminazy (ADA)

Na 96 jamkovou desticku, pfilozenou vyrobcem komer¢niho kitu Adenosine
Deaminase Activity Assay Kit (Calorimetric), byla ve dvou sériich napipetovana fada 0, 2, 4,
6, 8 a 10 nmol roztoku inosinového standardu na jamku. Jako reagent Background control
bylo do dalsich dvou jamek naneseno 50 ul ADA Assay Bufferu a pro pozitivni kontrolu
bylo v dubletu na desticku piidano po 2 ul ADA Positive Control. V tripletu po 5ul byly
naneseny oba vzorky - ADA (0,2 U/ml) a ADA-BAM (odvozeny z ADA, tudiz majici
stejnou aktivitu, nedojde-li k jejimu snizeni vazbou BAM). Objem jamek pozitivni kontroly
a vzorkl byl doplnén na 50 pl pomoci ADA Assay Bufferu. Jako BLANK byla vyuzita
destilovana voda napipetovana po 100 pul do dalsich 2 jamek.

Z piislusnych reagencii byly nésledn¢ dle pokynii vyrobce ptfipraveny 2 mixy -
background control mix a reaction mix. Background control mix byl pfidan po 50 ul k fadé
inosinového standartu, zatimco reaction mix byl ve stejném mnozstvi napipetovan do jamek
ptislusicich kazdému vzorku, pozitivni kontrole a reagent background control. Takto
pfipravend desticka byla postoupena pétiminutové inkubaci pfi teploté 37°C.

Pro ilustraci nasleduje schéma vyuzité ¢asti 96 jamkové desticky se zdznamem vsech

reagencii (Obr. 2).

1 2 3 4
A Inosine standard (Opl/50yl AAB) | Inosine standard (Opl/50ul AAB) [ BLANK (100pl vody) BLANK (100ul vody)
Background control mix (50 pl) | Background control mix (50 pl)
B Inosine standard (2pl/50pl AAB) | Inosine standard (2ul/50ul AAB) | ADA (5pl/50ul AAB) ADA-BAM (5ul/50p1 AAB)
Background control mix (50 pl) | Background control mix (50 pl) Reaction mix (50 pl) Reaction mix (50 pl)
C Inosine standard (4pl /50y AABI)| Inosine standard (4yl/50ul AABI)[  ADA (5pl/50ul AAB) ADA-BAM (5ul/50p1 AAB)
Background control mix (50 ul) | Background control mix (50 pl) Reaction mix (50 pl) Reaction mix (50 pl)
D Inosine standard (6 ul/50p! AAB)| Inosine standard (6 ul /50l AAB)|  ADA (5pl/50pl AAB) ADA-BAM (5ul/50p1 AAB)
Background control mix (50 pl) | Background control mix (50 ul) Reaction mix (50 pl) Reaction mix (50 pl)
E Inosine standard (8 pl /50! AAB)| Inosine standard (8 pl /50yl AAB)
Background control mix (50 pl) | Background control mix (50 pl)
; Inosine standard (10ul/50pl AAB)|Inosine standard (10pl/50pl AAB)
Background control mix (50 pl) | Background control mix (50 ul)
C Positive control (2yl/50ul AAB) | Positive control (2ul/50pl AAB)
Reaction mix (50 pl) Reaction mix (50 pl)
" R. Backgroudn control (50l AAB)|R. Backgroudn control (50pl AAB)
Reaction mix (50 pl) Reaction mix (50 pl)

Obr. 2: RozloZeni jamek na 96 jamkové destiee (pozn. zkratka AAB = ADA Assay Buffer).
Me¢feni aktivity enzymi bylo provedeno pomoci pfistroje Microplate reader

SYNERGY™ HI (Biotek®). Absorbance (OD 293nm) byla vyhodnocovéana v kinetickém
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modu pristroje po dobu 30 min. Ze ziskanych hodnot byla stanovena konecna aktivita
enzymli ADA a ADA-BAM.
(pozn. na pristroji se nepodarila nastavit optimalni teplota reakce 37°C, reakce probihala

pri teplote 25°C)

5.3 Vliv vazby BAM na aktivitu enzymu purinnukleosid-fosforylazy
(PNP)
Pro tento pokus bylo ptipraveno 7 vzorki, které byly vytvoreny dle kapitoly 4.11.5.
V nasledujici tabulce (Tab. 3) je uvedeno pfislusné schéma téchto vzorki, které byly

analyzovany pomoci LC-MS.

Tab. 3: Vzorky ptipravené pro sledovani aktivity enzymu PNP po vazbé na kotvu BAM.

Vychozi vzorek (50ul) | Ptidany enzym (100U/m1) | Doba piisobeni enzymu
INOSIN (1mM) - 0
INOSIN (1mM) PNP 2
INOSIN (1mM) PNP 5
INOSIN (1mM) PNP 10
INOSIN (1mM) PNP-BAM 2
INOSIN (1mM) PNP-BAM 5
INOSIN (1mM) PNP-BAM 10

5.4 Stanoveni hladin adenosinu, inosinu a hypoxantinu v nadorovém
mikroprostiedi po pridani enzymu ADA-BAM

Pro tento pokus bylo pouZzito 12 mysi, kterym byly subkutdnné transplantovany
bunky pankreatického adenokarcinomu Panc02. Po 25 dnech probéhla distribuce téchto mysi
do 4 skupin (A-D). Skupiné A byly odebrany nadory zplisobem popsanym v kapitole 4.11.3.
Ostatnim mySim (skupiny B-D) bylo intatumoralné aplikovano 50 ul roztoku obsahujiciho
enzym ADA-BAM (400U/ml) v PBS. Nasledné byly tyto mysi dle skupin usmrcovany v
¢ase 1,2 a 4 hodiny od podéani enzymu.

Z odebranych nadorti byly pfipraveny vzorky dle kapitoly 4.11.4 a vyhodnoceny
pomoci LC-MS.

5.5 Stanoveni hladin adenosinu, inosinu a hypoxantinu v nadorovém
mikroprostiredi po pridani enzymi ADA-BAM a PNP-BAM

Stejné jako v pfedchozim experimentu bylo uzito 12 mysi, kterym byly subkutanné

transplantovany buiiky pankreatického adenokarcinomu Panc02. Po 25 dnech probéhla
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distribuce téchto mysi do 4 skupin (A-D). Skupiné A byly odebrany nadory zplsobem
popsanym v kapitole 4.11.3. Ostatnim mysim (skupiny B-D) bylo intatumoralné aplikovano
50 ul roztoku obsahujiciho enzymy ADA-BAM (400U/ml ) + PNP-BAM (100U/ml) v PBS.
Nasledn¢ byly tyto mysi dle skupin jako v pifedchozim pokusu usmrcovany v Case 1,2 a 4
hodiny od podani enzymu.

Z odebranych nadorti byly pfipraveny vzorky dle kapitoly 4.11.4 a vyhodnoceny
pomoci LC-MS.

5.6 Vliv pridani enzymu ADA-BAM k zakladni terapeutické smési R-848,
POLY I:C, LTA a manan-BAM na ucinnost imunoterapie

pankreatického adenokarcinomu.

Pro tento experiment bylo uzito 24 samic kmene C57BL/6N. Kazdé mysi byly
transplantovany buiiky Panc02 do pravého boku. Po dvanacti dnech byly mysi rozdéleny do
4 skupin (A-D) po 6 mysich, kde kazdd my$ byla umisténa do sterilniho boxu. V den
distribuce (den terapie 0) byla zapocata 4 pulzni terapie pomoci piislusné terapeutické smési

dle skupiny. Schéma pokusu je zaznamenano v nasledujici tabulce (Tab. 4).

Tab. 4: Schéma pokusu vyuzivajicitho terapie pomoci R-848, POLY (I:C), LTA,
manan-BAM a ADA-BAM.

Skupina | i.t. aplikace (50pl) roztoku | Dny podani
0,1,2;
A 0,5 mg R-848+0,5 mg POLY (I:C) +0,5 mg LTA /ml 0,2 mM manan-BAM v PBS 8,9, 10;
16, 17, 18;
24,25,26
0,5 mg R-848+0,5 mg POLY (I:C) +0,5 mg LTA +20 U ADA-BAM / g’
ml 0,2 mM manan-BAM v PBS 16"
B 24;
1,2;
0,5 mg R-848+0,5 mg POLY (I:C) +0,5 mg LTA /ml 0,2 mM manan-BAM v PBS 9,10;
17, 18;
25,26
0;
20 U ADA-BAM /ml 0,2 mM manan-BAM v PBS 8;
16;
24;
¢ 1,2;
9,10;
PBS 17, 18;
25,26
0,1,2
PBS 8,9 10;
D 16, 17, 18;
24,25,26

37



Terapeutické latky byly podany ve 12 injekcich ve dnech 0, 1, 2; 8, 9, 10; 16, 17, 18;
24, 25, 26. Enzym ADA-BAM, jimz byla obohacena zékladni terapie, byl obsaZen
v terapeutické smési pouze ve 4 injekcich podavanych ve dnech 0, 8, 16 a 24. Kazdy druhy
den byla zmétena velikost nadoru a rozmeéry byly zaznamenany pro dalsi vyhodnoceni.

Po ukonceni 1é¢by byly mySi nadale pozorovany a byl analyzovan vliv terapie
na dobu jejich pieziti po ukonceni 1éCby.

U mysich dozivsich se 120. dne byla provedena retransplantace pankreatického
adenokarcinomu Panc02 do pravého boku a 164. den od pocatku terapie byly mysi
retransplantovany i pomoci nddorové bunééné linie B16-F10. Vliv retransplantaci na mysi

byl dale sledovan do projevu obnoveni nadord.

5.7 Vliv pridani enzymi ADA-BAM a PNP-BAM k zakladni terapeutické
smési R-848, POLYI:C, LTA a manan-BAM na ucinnost

imunoterapie pankreatického adenokarcinomu.

Pro tento experiment bylo uzito 18 samic kmene C57BL/6N. Kazdé mysi byly
transplantovany bunky Panc02 do pravého boku. Po dvanacti dnech byly mysi rozdéleny
do 3 skupin (A-C) po 6 mysich, kde kazdd myS byla umisténa do sterilniho boxu. V den
distribuce (den terapie 0) byla zapocata klasickd 4 pulzni terapie pomoci piisluSné
terapeutické smési dle skupiny. Schéma celého pokusu je uvedeno v nasledujici tabulce

(Tab. 5).

Tab. 5: Schéma pokusu vyuZivajictho terapie pomoci R-848, POLY (L:C), LTA,
manan-BAM, ADA-BAM a PNP-BAM.

Skupina | i.t. aplikace (50pl) roztoku | Dny podani
0,1,2;
A 0,5 mg R-848+0,5 mg POLY (I:C) +0,5 mg LTA /ml 0,2 mM manan-BAM v PBS 8,9, 10;
16,17, 18;
24,25, 26
0,5 mg R-848+0,5 mg POLY (I:C) +0,5 mg LTA + 20 U ADA-BAM + 80’ 120{
5 U PNP-BAM /ml 0,2 mM manan-BAM v PBS 16’ lé'
24, 26;
B - 6;
0,5 mg R-848+0,5 mg POLY (I:C) +0,5 mg LTA /ml 0,2 mM manan-BAM v PBS 9;
17,
25
0,1,2;
PBS 8,9, 10;
D 16, 17, 18;
24,25, 26
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Terapeutické latky byly opét podany ve 12 injekcich ve dnech 0, 1, 2; 8, 9, 10; 16,
17, 18; 24, 25, 26. Kazdy druhy den byla zmétfena velikost nddoru a rozméry byly
zaznamenany do tabulky pro dal$i vyhodnoceni. I v tomto pfipad¢ byly mysi sledovany

a prob¢hla analyza jejich preziti.

5.8 Modulace zakladni terapeutické smési R-848, POLY I:C, LTA

A4

pomoci latek s niz§i molekulovou hmotnosti (mannosamin-BAM,
mannosamin-DOPE  a  fMLFKK-DOPE) pfi imunoterapii

pankreatického adenokarcinomu.

Experiment byl proveden na 30 samicich kmene C57BL/6N. Kazdé mysi byly
transplantovany buiiky Panc02 do pravého boku. Po dvanacti dnech byly mysi rozdéleny
do 5 skupin (A-E) po 6 mysich, kde kazdd myS byla umisténa do sterilniho boxu. V den
distribuce (den terapie 0) byla zapocata klasicka 4 pulzni terapie pomoci ptislusné
terapeutické smési dle skupiny. Schéma celého pokusu je uvedeno v nasledujici tabulce

(Tab. 6).

Tab. 6: Schéma pokusu pomoci molekul s niz§i molekulovou hmotnosti
(mannosamin-BAM, mannosamin-DOPE a fMLFKK-DOPE).

Skupina | i.t. aplikace (50ul) roztoku | Dy podsni
0,5 mg R-848+0,5 mg POLY (I:C) +0,5 mg LTA / 30’91’120;-
A ml 0,2 mM manan-BAM v PBS 16.17. 18
24, 25,26
0,5 mg R-848+0,5 mg POLY (I:C) +0,5 mg LTA / 30’91’120’
B ml 0,2 mM mannosaminu-BAM v PBS 16’ 1’7 1’8
24, 25,26
0,5 mg R-848+0,5 mg POLY (I:C) +0,5 mg LTA 30’91’120;-
C /ml 0,2 mM mannosaminu-DOPE v PBS 16’ 1’7 lé'
24, 25,26
0,5 mg R-848+0,5 mg POLY (I:C) +0,5 mg LTA 80’91,12(;'
D /ml 0,5 mM f-MLFKK -DOPE v PBS BTRY
16, 17, 18;
24,25,26
0,1,2;
] PBS 8,9, 10;
16,17, 18;
24,25, 26

Terapeutické latky byly podany zpisobem uvedenym v piedchozich pokusech.

Po ukonceni terapie byl nadale vyhodnocovan vliv terapie na jejich preziti.
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6 VYSLEDKY

6.1 Terapie melanomu pomoci smési R-848, POLY (I:C), LTA,
manan-BAM a gemcitabinu s naslednym zaméirenim na sledovani

vyskytu metastaz

Tento pokus byl zaméfen na vliv systémové podavaného samotného gemcitabinu
¢1 v kombinaci s terapeutickou smési zavedenou v ramci vyzkumu nasi laboratoie. Z grafu
vyvoje terapie v pribéhu pokusu je viditelnd redukce nadorového ristu pomoci terapie
s vyuzitim R-848.HCI, POLY (I:C), LTA a manan-BAM (zelend kiivka) o 37, 64 %
proti kontrolni skupiné (Cervend kiivka). Pokud byla tato smés navic kombinovéna
se systémovym podanim gemcitabinu (zluta ktivka), celkova redukce nadorového ristu byla
jesté o 24,81 % vyssi nez u lé¢ené skupiny bez chemoterapeutika. Podani samotného
gemcitabinu (modra kiivka) nemélo na terapii zasadni terapeuticky ucinek a vedlo k thynu

mysi jeste pred ukoncenim terapie (Obr. 3).

12000 1
e R-848.HC| + POLY (I:C) + LTA + manan-BAM/PBS

R-848.HCl + POLY (I:C) + LTA + manan-BAM/GEM
10000 A4
e PBS/GEM

e PBS/PBS

8000

6000

4000

Objem nadoru [mm3]

2000

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
Den terapie

Obr. 3: Vyvoj terapie pomoci R-848 HCI, POLY (I:C), LTA a manan-BAM se systémovym
podanim gemcitabinu.

Pro statistické vyhodnoceni celkového vlivu terapie byla vypoctena plocha
pod kiivkou AUC, kterd je vynesena v nasledujicim grafu (Obr. 4). Ani jedna

z terapeutickych slozek nevykazovala statistickou vyznamnost, ale v pfipadé¢ hodnoceni
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vlivu terapie v jednotlivé dny (Obr. 5) se ukdzalo, ze v pocatecni fazi ma terapeutickd smés
R-848.HCI, POLY (I:C), LTA, manan-BAM a gemcitabin statisticky prokazatelny vliv

oproti kontrole.

[ R-848.HCl + POLY (I:C) + LTA + manan-BAM/PBS

= 140 + D R-848.HCl + POLY (I:C) + LTA + manan-BAM/GEM
o W PBS/GEM
S 120 | mpBs/PBS
<
2 100 -
(=]
-]
T
c 80 -
€
2
2 60 -
>
2 [
) 40 A
€
3
o 20 -
O = T T

Obr. 4: Primérny objem nédord [AUC %] pro terapii R-848.HCI, POLY (I:C), LTA
a manan-BAM se systémovym podanim gemcitabinu.
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Obr. 5: Statistické vyhodnoceni terapie R-848.HCI, POLY (I:C), LTA a manan-BAM
se systémovym podanim gemcitabinu pro pocatecni fazi terapie.

Hladiny statistické vyznamnosti:

* P <0,05 vztazeno ke kontrolni skupiné PBS/PBS

Vyrazny vliv terapie se projevil na pieziti 1écenych mysi oproti kontrole. Ob¢ 1écené
skupiny Zily pfiblizné 2x déle nez kontrolni skupiny. Tento efekt byl statisticky vyznamné
prokazatelny (Obr. 6).
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Obr. 6: Vliv lécby pomoci terapie R-848.HCI, POLY (I:C), LTA a manan-BAM
se systémovym podanim gemcitabinu na pfeziti mysi.

Hladiny statistické vyznamnosti:
* P <0,05 vaci PBS/GEM

O P <0,05 vaci PBS/PBS

Nedilnou soucasti tohoto pokusu bylo sledovani vyskytu metastaz na plicich
uhynulych mysi, které byly analyzovany ihned po thynu jednotlivych mySi. V nasledujici
tabulce (Tab. 7) je uvedena distribuce metastaz dle velikosti u jednotlivych mysi tohoto

pokusu.
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Tab. 7:Analyza metastaz detekovanych na plicich uhynulych mysi.

Mys Den uhynu Pocet metastaz dle velikosti Celkovy
0-1 mm 1-2 mm 2-3 mm 3-vicemm | pocet mets
Al 36 20 18 8 3 49
A2 24 16 15 7 4 42
A3 20 20 24 9 3 56
A4 20 8 - - - 8
AS 22 28 22 9 5 64
A6 20 18 7 2 2 29
B1 38 8 7 9 9 33
B2 24 28 23 7 3 59
B3 56 - - - - 0
B4 42 12 6 3 1 22
BS5S 28 13 21 11 2 47
B 6 38 7 1 2 4 14
Cl1 44 3 1 - - 4
C2 30 15 14 7 3 39
C3 1 3 1 - - 4
C4 32 6 9 2 3 20
CS 62 9 2 - 11
Co 46 2 - - - 2
D1 24 18 22 17 9 66
D2 22 29 18 21 7 75
D3 28 6 2 - - 8
D4 24 9 3 2 - 14
DS 22 16 4 4 1 25
D6 16 14 5 5 - 24

Na celkovy pocet metastdz v rdmci jedné skupiny neméla terapie statisticky

prokazatelny efekt, coZ je zndzornéno na nasledujicim grafu (Obr. 7).

cet metastaz

v

primérny poce

60

50

40
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[l R-848.HCl + POLY (I:C) + LTA+ mannan-BAM/ PBS
O R-848 + POLY (I:C) + LTA+ mannan-BAM/ GEM

@ PBS/GEM
B PBS/PBS

Obr. 7: Celkovy pocet metastdz v ramci skupin lécenych R-848.HCI, POLY (I:C), LTA

a manan-BAM se systémovym podanim gemcitabinu.
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6.2 Vliv vazby BAM na aktivitu enzymu adenosindeaminazy (ADA)

Hlavnim ukolem tohoto pokusu bylo zjistit ovlivnéni aktivity enzymu adenosin-
deaminazy po navazani biokompatibilni kotvy na membrany BAM na tento enzym.
S vyuzitim komer¢niho kitu Adenosine deaminase Activity Assay kit byla sestrojena
kalibrac¢ni kfivka inosinového standardu. Rovnice ziskana z kalibracni kiivky byla stanovena
y = 0,0306x + 0,1094 s hodnotou koeficientu spolehlivosti R = 0,9958 (kritérium
piijatelnosti R > 0,9900), (Obr. 8).

0,5 -
y =0,0306x + 0,1094 R?=0,9958

0,4 -

o
w
1

OD [293 nm]
o
N

o
-
¢

O T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12
Inosine standard [nmol]

Obr. 8: Kalibra¢ni kiivka inosinu pro stanoveni aktivity enzymu ADA a ADA-BAM.

Vzorky ADA a ADA-BAM byly analyzovdny pomoci Microplate readeru
SYNERGYTM HI1 (Biotek®) pii vinové délce 293 nm. Namétené hodnoty byly nasledné

vyneseny do grafu (Obr. 9) a pomoci vzorce byla vypoctena aktivita ptisluSnych enzymd.

0,7 1 @ Blank
= Background control
0,6 -| e Positive control
e ADA
05 | ===ADA-BAM
B
@ 04 -
o L
o e
Q 03 -
o
0,2 -
0,1
O T T T T T T 1

Obr. 9: Hodnoty absorbance vzorkli ADA a ADA-BAM zaznamenané v prubéhu reakce.
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Jiz z pohledu na graf je viditelné, Ze pfidani kotvy BAM nemélo na aktivitu enzymu
vyrazny vliv a aktivita byla srovnatelnd. Vypoctem byla stanovena aktivita ADA 30 U/mg
a aktivita ADA-BAM 28 U/mg. Pfidanim kotvy aktivita poklesla o 6,67 %.

6.3 Vliv vazby BAM na aktivitu enzymu purinnukleosid-fosforylazy
(PNP)

Stejné jako v piedchozim experimentu se tento pokus zabyval vlivem kotvy BAM
na aktivitu enzymu, v tomto pfipadé purinnukleosid-fosforylazy. V tomto ptipadé byl
detekovan hypoxantin, vysledny produkt metabolick¢ drahy katalyzované pomoci PNP.
Ke stanoveni byla wuzita technika LC-MS, kterd byla optimalizovana pro méfeni
hypoxantinu. Rovnice ziskand z kalibra¢ni kiivky dosahovala hodnoty y = 0,0107135
+0,0199879*x s hodnotou koeficientu spolehlivosti R = 0,9997 (kritérium pfijatelnosti
R >0,9900), (Obr. 10).

Hypoxanthine_SIM_137
Y=0.0107135+0.0199879*X R"2=0.9997 W: Equal

2.2+
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Obr. 10: Hodnoty absorbance vzorkit ADA a ADA-BAM zaznamenané v pribéhu reakce.

Z namétfenych hodnot koncentrace vzniklého hypoxantinu v ¢ase 10 min. byla
vypoctena aktivita ptisluSnych enzymt. Aktivita enzymu PNP byla stanovena na 27,9 U/mg,
zatimco aktivita enzymu PNP-BAM byla o fad niz8i. Tato hodnota €inila 3,49 U/mg. Tento
vyrazny pokles aktivity PNP po navdzani kotvy BAM je patrny v nasledujicim obrazku
(Obr. 11).
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Obr. 11: Koncentrace hypoxantinu vznikajici odbourdvanim 1mM inosinu po piidani
enzymi PNP a PNP-BAM.

(pozn. toto méreni bylo stanoveno pouze z jedné série vzorkii, neni mozné stanovit odchylku

SEM)

6.4 Stanoveni hladin adenosinu, inosinu a hypoxantinu v nadorovém
mikroprostiedi po pridani enzymu ADA-BAM

Hladiny adenosinu, inosinu a hypoxantinu v nddorovém prostiedi byly stanoveny
rovnéz za pomoci LC-MS (LC-MS/LS) metody. Cilem tohoto experimentu bylo sledovani
téchto analytd po injikaci nddorového prostfedi enzymem ADA-BAM. Pro vSechny analyty
byly sestrojeny kalibra¢ni kifivky. Rovnice ziskand z kalibracni kiivky pro adenosin
dosahovala hodnoty y = 0,0159361 + 0,0300647*x s hodnotou koeficientu spolehlivosti
R = 10,9993 (kritérium piijatelnosti R > 0,9900), (Obr. 12). Pro inosin tato rovnice Cinila
y = 0,0159361 + 0,0300647*x s hodnotou koeficientu spolehlivosti R = 0,9998 (kritérium
ptijatelnosti R > 0,9900), (Obr. 13) a kalibra¢ni kiivka pro hypoxantin byla uvedena
v predchozim experimentu (kapitola 6.3; Obr. 10).
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Obr. 12: Kalibra¢ni kfivka adenosinu pro LC-MS/MS.
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Obr. 13: Kalibra¢ni kfivka inosinu pro LC-MS.

Z hodnot stanovenych pomoci LC-MS (LC-MS/MS) byly nasledné piepocitany
hladiny adenosinu, inosinu a hypoxantinu na objem nadoru a tyto hodnoty byly
zaznamenany do nasledujiciho grafu (Obr. 14), z néhoz je patrné, Ze koncentrace adenosinu
(zelena kiivka) se linearné zvySovala v prib¢hu analyzy. Hladiny adenosinu se pohybovaly

v rozmezi 35,68 - 58,44 uM. U jeho metaboliti doSlo po hodin¢ plisobeni enzymu ADA
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k prudkému poklesu, ovSem ndsledné¢ se hladiny inosinu a hypoxantinu dle ocekavani
zvySovaly.
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Obr. 14:Hladiny adenosinu, inosinu a hypoxantinu v nadorovém mikroprostiedi po injikaci
enzymem ADA-BAM.

6.5 Stanoveni hladin adenosinu, inosinu a hypoxantinu v nadorovém

mikroprostiedi po pridani enzymu ADA-BAM a PNP-BAM

RovnéZ jako predchozi experiment je tento pokus zaméfen na plsobeni enzymil
v nadorovém mikroprostfedi, v tomto pfipadé ADA-BAM a PNP-BAM. I pro tento
experiment bylo vyuzito stanoveni hladin adenosinu, inosinu a hypoxantinu v nddorovém
prostiedi pomoci LC-MS (LC-MS/LS) metody. Kalibra¢ni kiivky pro tuto metodu jsou
uvedeny v predchozich experimentech (kapitola 6.3; 6.4)

Hladiny téchto analytd, stejné¢ jako v ptedchozich métenich pomoci LC-MS
(LC-MS/MS), byly odecteny z chromatogramt (ukazkovy chromatogram reélného vzorku -
obr. 15), nasledné byla ptepocitdna koncentrace téchto analytli na objem nadoru redlného
vzorku a hodnoty byly vyneseny do grafu (Obr. 16), z n¢hoz je patrné, ze po 2 hodinach
pusobeni smési enzymi ADA-BAM a PNP-BAM dochazelo k odbouravani adenosinu,

coz zpusobilo zvySeni jeho metabolitl inosinu i1 hypoxantinu.
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Obr. 15: Ukazkovy chromatogram realného vzorku odebraného nadoru.
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Obr. 16: Hladiny adenosinu, inosinu a hypoxantinu v nddorovém mikroprostfedi po injikaci
enzymy ADA-BAM a PNP-BAM.
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6.6 Vliv pridani enzymu ADA-BAM k zikladni terapeutické smési R-
848.HCI, POLY I:C, LTA a manan-BAM na tcinnost imunoterapie

pankreatického adenokarcinomu.

Hlavnim cilem tohoto pokusu bylo porovnani ndmi dosud uzivané terapie
(R-848.HCI, POLY I:.C, LTA a manan-BAM) s terapii obohacenou o enzym ADA-BAM,
ktery byl pfidan za ucelem stimulace déji v nadorovém mikroprostfedi pankreatického
adenokarcinomu. Z nasledujiciho grafu (Obr. 17) je patrné, Ze skupiny léCené pomoci
zékladni terapeutické smeési ¢i této smesi v kombinaci s ADA-BAM meély srovnatelny vliv
na redukci nddorového rastu. Zakladni terapeuticka smés (zelena kiivka) vykazovala 65,88%
redukci nadorového ristu a 70,02% redukce byla stanovena u terapie obohacené o ADA-

BAM. Samotné ptidani kotveného enzymu terapii nijak vyrazné€ neovliviiuje.

1200 7 emmmsR-848.HCl + POLY (I:C) + LTA + manan-BAM
R-848.HCl + POLY (I:C) + LTA + ADA-BAM + manan-BAM
1000 1 eummmADA-BAM

e PBS

800

600

400

Objem nadoru [mm?3]

200

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
Den terapie

Obr. 17:Vliv pfidani enzymu ADA-BAM k zakladni terapeutické smési R-848.HCI, POLY
I:C, LTA a manan-BAM.

Pro statistické vyhodnoceni celkového vlivu terapie byla vypoctena plocha
pod kiivkou AUC, kterd je vynesena v nasledujicim grafu (Obr. 18). Obé& lé€ené skupiny
(zeleny a zluty sloupec) vykazuji statistickou vyznamnost oproti kontrole i skupiné se
samotnym enzymem, ovSem vyrazné¢jSi efekt na zékladni terapeutickou smeés piidani

kotveného enzymu ADA-BAM nema.
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Obr. 18: Statistické vyhodnoceni celkového vlivu terapie pomoci zékladni terapeutické
smési R-848.HCI, POLY I:C, LTA , manan-BAM a enzymu ADA-BAM.

Hladiny statistické vyznamnosti:
0 P <0,05 viuci ADA-BAM

** P <0,005 vici PBS

Zasadni bylo v tomto pokusu rovnéZ sledovani délky pieziti mysi po ukonceni
terapie, které je zaznamenano v nasledujicim grafu (Obr. 19). Mysi 1é€enych skupin umiraly
dvakrat pomaleji nez kontrolni skupina (modrd kiivka) i skupina, které byl podavan
samostatny enzym ADA-BAM (Cervena kiivka). Ve skupiné 1é¢ené pomoci R-848.HCI,
POLY (I:C), LTA a manan-BAM byl prokazan statisticky vyznamny efekt terapie na dobu
preziti oproti kontrole 1 skupin€é se samostatnym enzymem ADA-BAM. Pokud byla
terapeuticka smes kombinovana s enzymem ADA-BAM (Zluta kiivka), 164. dne od pocatku
terapie se dozilo 33,33 % mysi bez jakékoliv znamky nadorového projevu Panc02. I tato

skupina byla statisticky vyznamnou oproti kontrole.
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Obr. 19: Vliv terapie pomoci R-848. HCI, POLY (I:C), LTA, manan-BAM a ADA-BAM na
preziti mysi.

Hladiny statistické vyznamnosti:

* P < 0,05 viiti ADA-BAM

O P <0,05 vuci PBS

V prubéhu sledovani pieziti mySi v tomto pokusu byla provedena retransplantace
prezivsich vyléenych mysi buiikami Panc02 120. den od zahajeni 1écby. Ani u jedné mysi
se dalsi rist nadoru Panc02 neprojevil a 164. den bylo sledovani mysi ukonceno. V tento den
byly témto mySim dale aplikovany buniky maligniho melanomu B16-F10 do pravého boku
amyS$i byly dale pozorovany. V tomto piipadé¢ se nadorova linie na mySich uchytila
a vSechny mély 205. den velky nador. Nasledn¢ byly tyto mysi usmrceny pomoci cervikalni

dislokace.
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6.7 Vliv pridani enzymi ADA-BAM a PNP-BAM k zikladni terapeutické
smési R-848, POLY I:C, LTA a manan-BAM na ucinnost

imunoterapie pankreatického adenokarcinomu.

Smyslem tohoto experimentu navazujictho na piedchozi (kapitola 6.6) bylo
pozorovani efektu dvou enzymit ADA-BAM a PNP-BAM na dosud zavedenou terapii
R-848.HCI, POLY (I:C), LTA a manan-BAM. Z nasledujiciho grafu (Obr. 20) lze odecCist,
ze efekt terapie s kombinaci enzymt mél na redukci nadorového rastu vyrazny vliv. Tato
redukce oproti kontrole ¢inila 61,76 %. Terapeutickd smés bez enzymil méla v tomto piipadé
vliv na nddorovy rust t¢émét polovicni, a to 37,12 %.

1000 -~
@ R-848.HCl + POLY (I:C) + LTA + manan-BAM

R-848.HCl + POLY (I:C) + LTA + ADA-BAM +PNP-BAM + manan-

BAM
800 @ PBS

600

400

Objem nadoru [mm3]

200

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28
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Obr. 20: Efekt pfidanych enzymi ADA-BAM a PNP-BAM k zékladni terapeutické smési
R-848, POLY I.C, LTA a manan-BAM.

Statistické vyhodnoceni celkového vlivu terapie bylo stanoveno na zakladé primérné
plochy pod kiivkou AUC zobrazené v nasledujicim grafu (Obr. 21). Z tohoto grafu vyplyva,
Ze ani jedna 1é¢ena skupina (zeleny/zluty sloupec) nevykazuje statisticky vyznamny efekt
oproti kontrole v celkovém hodnoceni vlivu terapie v pribéhu 30 dnli. Déle byla statisticky
vyhodnocena 1 zavérecna ¢ast vlivu terapie na naddorovy rist (Obr. 22). V tomto piipadé byl
statisticky prokdzan vliv lécby s pfidanymi enzymy ADA-BAM a PNP-BAM oproti
kontrolni skuping.
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Obr. 21: Statistické vyhodnoceni celkového vlivu terapie pomoci zékladni terapeutické
smési R-848.HCI, POLY I:C, LTA, manan-BAM a enzymi ADA-BAM + PNP-BAM.

1000 @ R-848.HCl + POLY (I:C) + LTA + mannan-BAM
O R-848.HCl + POLY (I:C) + LTA + ADA-BAM + PNP-BAM + mannan-BAM
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Obr. 22: Statistické vyhodnoceni jednotlivych dnli v zavéreéné fazi terapie (den 20-30)
pomoci zakladni terapeutické smési R-848.HCI, POLY I.C, LTA, manan-BAM a enzymi
ADA-BAM + PNP-BAM.

Hladiny statistické vyznamnosti:
* P <0,05 vuci PBS

* % P < 0,005 vici PBS
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Vliv terapie R-848.HCI, POLY (I:C), LTA a manan-BAM se projevil i na délce
ptreziti mysi po ukonceni terapie, kde byla prokdzana statistickd vyznamnost (Obr. 23).
Pfidani enzymt ovSem vyraznéjsi vliv nez dosud vyuzivana terapie neprokazovalo
a sledovani bylo ukonceno po 160 dnech od zahajeni pokusu. Jedind vylécend mys byla

nasledné usmrcena cervikalni dislokaci.
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Obr. 23: Efekt ptfidanych enzymi ADA-BAM a PNP-BAM k zékladni terapeutické smési
R-848, POLY I:C, LTA a manan-BAM na pfeZiti mysi po ukoncenti terapie.

Hladiny statistické vyznamnosti:

* P < 0,05 vuci PBS
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6.8 Modulace zakladni terapeutické smési R-848, POLY I:C, LTA
pomoci latek s niz§i molekulovou hmotnosti (mannosamin-BAM,
mannosamin-DOPE  a  fMLFKK-DOPE) pfi imunoterapii

pankreatického adenokarcinomu.

Cilem tohoto experimentu bylo posouzeni moznosti vyuziti molekul s nizsi
molekulovou hmotnosti namisto dosud zavedeného mananu-BAM jakozto agonisty
stimulujiciho fagocytdézu. Z vyhodnoceni prubéhu terapie (Obr. 24) je evidentni, Ze vSechny
terapeutické smési vykazuji srovnatelnou redukci nadorového ristu pohybujici se od 30
do 40 %. Vyjimku tvofi skupina, jejiz slozkou byl mannosamin-DOPE (modra kiivka), ktera
dosédhla redukce nddorového rastu 59,20%. Tato modulace smési se ovSem neprokazala

vyznamnou oproti zavedené terapii.

1000 9 ems=wR-848.HCl+ POLY (I:C) + LTA + manan-BAM

R-848.HCI + POLY (I:C) + LTA + mannosamin-BAM
@ R-848.HC| + POLY (I:C) + LTA + mannosamin-DOPE
800 @mmmm R-848.HCI + POLY (I:C) + LTA + f-MLFKK-DOPE

e PBS

600

400

Objem nadoru [mm?3]

200

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
Den terapie

Obr. 24: Pribéh terapie s vyuzitim latek o niz$i molekulové hmotnosti (mannosamin-BAM,

mannosamin-DOPE, f-MLFKK-DOPE).

Rovnéz jako v predchozich in vivo pokusech byl vyhodnocen celkovy vliv terapie
na zaklad¢ vypocteni primérné plochy pod kiivkou AUC zobrazené v nasledujicim grafu
(Obr. 25). Ani jedna z terapeutickych smési se neprokdzala jako statisticky vyznamna oproti
kontrole. Mezi témito terapiemi nebyl rovnéz dosazen vyrazny rozdila jejich efekt se

prokazal srovnatelny. Vyhodnocen byl 1 vliv terapie na redukci nddorového ristu v zavéru
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terapie a 1 pfesto, Ze nddorovy rust byl vyrazné¢ pomalejsi, ani zde nebyla vykazana

vyznamnost.

140 4 WR-848.HCl + POLY (I:C) + LTA + manan-BAM
OR-848.HCl + POLY (I:C) + LTA + mannosamin-BAM
= 120 -| M@R-848.HCl+ POLY (I:C) + LTA + mannosamin-DOPE
3 W R-848.HCl + POLY (I:C) + LTA + f-MLFKK-DOPE
2 100 | mPBS
5
o
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Obr. 24: Statistické vyhodnoceni terapie s vyuZitim latek o niZ§i molekulové hmotnosti

(mannosamin-BAM, mannosamin-DOPE, {-MLFKK-DOPE).

Po ukonceni terapie bylo nadéle analyzovéano pfeziti mysi, které je zaznamenéno
v nésledujicim grafu (Obr. 25). Terapie se slozkou mannosamin-DOPE (modré kiivka), u niz
byla zaznamenana nejvysSi redukce nadorového rlstu, se v dlouhodobém piisobeni
na nadorové bujeni prokazala jako nejhlife fungujici a vSechny mysi 1écené touto smési
uhynuly jesté difive nez kontrolni neléend skupina. Dalsi modulace nasi zavedené terapie
fungovaly o poznani lépe a mysi lécené pomoci smési obsahujicich mannosamin-BAM
¢i f-MLFKK-DOPE (zlutd/Seda kiivka) vydrzely déle nez kontrolni skupina. Nejvyssi efekt
na preziti ovSem vykazovala zikladni terapie zavedenid naSi laboratofi R-848.HCI,
POLY (I:C), LTA a manan-BAM (zelena kiivka), kde byl prokazan signifikatni vliv

na preziti mysi oproti kontrolni skupiné.
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Obr. 25: Analyza vlivu na preziti mysi 1éCenych pomoci terapii s vyuzitim latek o nizsi

molekulové hmotnosti (mannosamin-BAM, mannosamin-DOPE, {-MLFKK-DOPE).

ERRE.

Hladiny statistické vyznamnosti:

* P <0,05 vici PBS
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7 DISKUZE

Tato diplomova prace vznikla v rdmci dlouhodobého vyzkumu na Katedie
medicinské biologie, ktery se zabyva hleddnim nejvhodnéjsi terapie néadorovych
onemocnéni. Jak jiz bylo zminéno, laboratof pod vedenim Dr. Zenky, se zabyva predevsim
imunoterapii zaloZenou na nespecifické imunité. V ptredchozich n€kolika desitkdch pokust
byla potvrzena nutnost spolupiisobeni signalnich a fagocytézu iniciujicich motivii PAMPs
rozpoznavanych PRRs, které jsou exprimovany predevsim fagocytujicimi buiikami, ale i NK
buiikami (Janotova a kol., 2014). Tato zakladni mysSlenka vychazi z prace Underhilla
a Gantnera (2004), kterd pojednava o nutnosti soucasné stimulace signalnich a fagocytarnich
PRRs. V naSem piipadé pomoci intratumoralni aplikace smési TLR agonisti dochazi
k indukci zanétlivé odpovédi a manan-BAM, ukotven do membriany na nadorovych
buiikach, aktivuje komplement. Rovnéz dochdzi k opsonizaci téchto bun¢k pomoci iC3b
molekul, které jsou rozpoznavany bunkami vrozené imunity prostiednictvim CR3
a destruovany (Janotova a kol., Caisovd a kol.,, 2016; Waldmannova a kol., 2016).
Po vyzkouseni mnoha kombinaci terapeutickych slozek se jako nejefektivnéjsi prokézala
terapie pomoci R-848, POLY (I:C), LTA a manan-BAM. Na modelu mysiho melanomu
B16-F10 tato terapeutickd smé&s dosahuje 83% vyléCeni vSech mysi. Velkym problémem
u maligniho melanomu ovSem zlstdvaji metastazy, které vyrazné komplikuji 1écbu
a mnohdy stoji za smrti pacienta.

Za jednu z moznych variant nachylnosti melanomu k tvorbé metastaz je povazovan
imunosupresivni vliv MDSCs. U pacientli s malignim melanomem byly prokazany vyssi
frekvence vyskytu MDSCs zejména v pozdé¢jSi fazi nadorového bujeni, kdy dochazelo
k tvorbé metastaz. Pfitomnost t€chto imunosupresivnich bun€k v nddorovém mikroprostiedi
vedla k potlaceni protinadorové odpoveédi a ndsledné vyrazné progresi nddorového ristu
(Meyer a kol., 2014; Umansky a kol., 2014). V nékolika studiich na rtiznych rakovinnych
modelech bylo zjisténo, Ze 1ze MDSCs selektivné eliminovat pomoci chemoterapeutickych
latek, které bez toxickych u€inki na jiné podskupiny leukocyti vyvolavaji silny
protinadorovy ucinek. Zejména cilenim na chemokiny (napt. CCL2, CCL3, CCL4 a CCLS5)
pochézejici z nddoru je branéno migraci MDSCs do nadorového loZiska a dochazi k poklesu
téchto bun¢k v nadorovém mikroprostfedi. Vlivem tohoto faktu je inhibovana tvorba
metastdz 1 neoangiogeneze, €1 vyrazné redukovan nadorovy rust (Boelte a kol., 2011).

Na problematiku MDSCs v nadorovém mikroprosttedi byl cilen prvni

experiment, ktery byl jako jediny v této praci proveden na modelu maligniho mysiho
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melanomu B16-F10. Divodem vyuziti této nadorové linie byly predev§im ptedchozi
poznatky o vyznamu MDSCs u maligniho melanomu. Jako chemoterapeutikum vedouci
k potlaceni téchto bunék byl vyuzit gemcitabin, zndmy inhibitor MDSCs u pankreatického
karcinomu (Suzuki a kol., 2005). Jedna se o analog deoxycytidinu, ktery je v buinkach
pfeménén na aktivni formy - gemcitabin difosfat a gemcitabin trifosfat. Zaclenéni téchto
nukleotidii gemcitabinu do DNA ma za nésledek inhibici procest nutnych pro syntézu DNA
a naslednou apoptézu bunék (Plunkett a kol., 1995). V tomto experimentu, kde byl mysi
organismus vyrazné zatizen s.c. i i.v. aplikaci nadorovych buné¢k, byl sledovan vliv
na prabéh terapie a rovnéZ na vyskyt metastdz pfi kombinaci dosud zavedené terapie
s gemcitabinem. Ukdzalo se, ze podani gemcitabinu ¢asteéné vyvolalo redukci nadorového
rustu at’ uzZ v kombinaci s terapeutickou smési ¢i bez ni. Bohuzel v pfipad¢ samotného
systémového podani gemcitabinu doslo k uhynu vSech mysi (den 24.) jesté pred ukoncenim
tiicetidenniho denniho cyklu terapie z neznamych davodi. Tento fakt lze ptikladat
pravdépodobné razantni terapii, kterou mysi organismus nebyl schopen zvladnout.
V kombinaci s ndmi dosud zavedenou terapeutickou smési (R-848, POLY (I:C), LTA
a manan-BAM) se gemcitabin ukézal jako pfiznivéji plisobici slozka. Jeho efekt v synergii
s terapii byl ovSem slaby a nevykazoval vyraznéjsi vliv v porovnani se samotnou terapii
R-848, POLY (I:C), LTA a manan-BAM. Kombinace gemcitabinu s terapii rovnéz
nepfinesla vyrazngjsi efekt na prodlouzeni pieziti mysi, ani na projev metastdz. Navzdory
naSemu ocekavani a plivodni mySlence vylepSeni terapie se kombinace s chemoterapii
projevila bez vyraznéjSiho pozitivniho efektu. Domnivame se, Ze gemcitabin mohl
ovliviiovat G¢inky samotné terapie R-848, POLY (I:C), LTA a manan-BAM
a pravdépodobné¢  potlacovat funkci celého imunitniho systému, nejen jeho

imunosupresivnich sloZek, na které bylo primarn€ zamysleno cilit.

Série dalSich pokusii v této praci se vénuje problematice adenosinu, jakoZto jedné
z dal§ich imunosupresivich bariér. Pro mikroprostiedi nadortt jsou charakteristické
hypoxické a zanétlivé podminky. Bunky stresované témito faktory vykazuji zvySenou
apoptickou aktivitu a uvoliuji ATP. To je generovéano i v dasledku nekrotizace naddorové
tkdné€. V extracelularnim nddorovém prostiedi je vytvoiené ATP velmi rychle degradovano
na adenosin prostfednictvim ektonukleotidaz - CD39 a CD73. Adenosin se nasledné
akumuluje v nadorovém mikroprostiedi nad rdmec fyziologického rozmezi, inhibuje
cytotoxickou aktivitu NK bun€k piedev§im prostiednictvim svych A2A receptorii

(Raskovalova a kol., 2005), poskozuje odpoveédi protinadorovych makrofagti a T-bunck
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(Clayton a kol, 2011). Lze ptedpokladat, Ze adenosin miize byt kli¢ovym faktorem v regulaci
cytotoxické odpovédi T-lymfocyti proti nddorovym buitkam. Imunosupresivni adenosin je
v nadorovém mikroprostfedi pfirozené¢ odbourdvan pomoci enzymu adenosin-deamindzy
(ADA), jehoz relativné vysoké hladiny jsou znadmy u T bunék. OvSem -cytotoxické
T-lymfocyty vykazuji aktivitu ADA niz§i. ADA je lokalizovana na povrchu T bunck
spole¢n¢ s kofaktorem CD26, jakozto antigenem aktivace T bun¢k. Ukazuje se, ze procesy
v adenosinovych signaliza¢nich drahach v nadorovém prostfedi jsou velmi provazané
a adenosin muze byt dilezitou sloZzkou v autoregulacni aktivité T bunck (Blay a kol., 1997).

Domnivame se, ze moznost redukce adenosinu v nadorovém mikroprostiedi
by mohla pfinést zlepSeni imunitni odpovédi proti nddorovému ataku. Adenosin vyskytujici
se zpocatku v nanomlarni koncentraci vykazuje vyssi afinitu k A3 receptoru, prostfednictvim
né¢hoZ inhibuje proliferaci nddorovych bunék (Ohana a kol., 2001). Pozdé&ji ale jeho hladiny
nabyvaji mikromolarnich koncentraci pfedevsim diky zvySené expresi enzymu CD73
na nadorovych bunkach, coz pfispiva k udrzeni vysokych hladin adenosinu v nadorovém
prostfedi. Adenosin generovany nadory nasledné vazbou pies A2A receptor inhibuje aktivaci
bunék imunitniho systému (T-bun€k, NK bun¢k, MDSCs, makrofagh a dendritickych bunék)
a tlumi protinddorovou odpovéd’. Jeho nadmérné koncentrace v nddorovém mikroprostiedi
vedou i1 ke zvySeni poctu Tregs, které rovnéz potlacuji funkci bunék imunitniho systému
(Milne a Palmer, 2011, Cekic a kol., 2014). V nadorovém mikroprostiedi ovSem neni
generovano dostate¢né mnozstvi enzymu ADA, aby mohlo dojit k rychlému odbourani
na inosin a dal$i metabolity (Antonioli a kol., 2013).

Hlavni myslenkou nasledujici série pokusti proto bylo ovlivnit degradaci adenosinu
v nadorovém mikroprostfedi pomoci kotveného enzymu adenosin-deaminazy. Ke kotveni
bylo pfistoupeno z diivodu udrzeni tohoto enzymu v nddorovém mikroprostiedi a zlepSeni
efektu terapie. Z literatury bylo zjiSténo, Ze nejen adenosin tvoifi imunosupresivni bariéru
imunitni odpovédi, ale rovnéz inosin, ktery interaguje s adenosinovymi receptory, vykazuje
pronadorovou aktivitu. Proto byl do sledovani zatazen enzym purinnukleosid-fosforyldza
katalyzujici pfeménu inosinu na hypoxantin, ktery je nasledné degradovén na kyselinu
mocovou. Cely proces katabolické degradace inosinu probiha v intraceluldrnim prostoru,
kam se extracelularni inosin (i adenosin) dostdva pomoci ekvalibracnich 1 koncentrac¢nich
nukleosidovych transportérti (Hasko a kol., 2004). Stejn¢ jako adenosin deamindza byl tento

enzym ukotven pomoci biokompatibilni kotvy pro membranu BAM.
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Enzymy jsou z chemického i biologického hlediska velmi nestabilni latky, proto
bylo ve druhém a tfetim experimentu ovéieno, jak vazba kotvy BAM ovlivni aktivitu
téchto latek. Tyto pokusy slouzily predev§im k ovéteni latek vyuzitych v nasledujicich
in vivo experimentech. Ukazalo se, ze v pfipad¢ enzymu ADA po navazani kotvy BAM byla
aktivita lehce snizena o 6,67%. Lze tedy fici, Ze aktivita enzymu zistala beze ztrat a je
vhodné ho uzivat i ve spojeni s biokompatibilni membranou. V piipad¢ druhého enzymu
purinnukleosid-fosforylazy byla situace zcela opacna oproti ocekavani. Vysledky ukazaly,
Ze tento enzym ve spojeni s kotvou BAM vyrazné snizil svou aktivitu o 87,5% a neprokazuje
se jako vhodné ho uzivat ve spojeni s BAM. I pies tento fakt vyrazného snizeni aktivity byl
ovSem tento enzym vyuzit v nasledujicich in vivo experimentech, protoze bylo celkové
pracovano s pomérné velkymi enzymovymi aktivitami a tak i zbytkova aktivita enzymu

mohla vykazovat urcity efekt.

Dalsi experimenty ¢tyfi a pét byly provedeny za ucelem ziskani pifedstavy
o koncentracich adenosinu, inosinu a hypoxantinu v nadorovém prostiedi pankreatického
adenokarcinomu; a zdrovenn z divodu analyzy dynamické aktivity enzymu in vivo. Tyto
experimenty byly provedeny pro prvotni screening a je nutné jejich vysledky dale rozvinout.
V obou piipadech bylo ocekavano, ze po podani prislusnych enzymi ADA-BAM
¢i v kombinaci s PNP-BAM bude dochézet ke snizeni adenosinu v nadorovém prostiedi
ajeho metabolity budou naopak svou koncentraci zvySovat diky zvySenému mnoZstvi
enzymi v mikroprostfedi nadoru. Vysledky ¢tvrtého experimentu bohuzel nase predpoklady
nenaplnily. Po poddni enzymu ADA-BAM dochazelo k pozvolnému zvySeni hladin
adenosinu. U jeho metabolitl inosinu a hypoxantinu byl zaznamenan nevysvétlitelny zlom
v pritbéhu ¢tythodinového piisobeni enzymu.

Jedno z moznych vysvétleni lze spatfovat v tom, Ze se jedna o otevieny systém,
kde enzymy piirozené existuji. V nadorovém mikroprosttedi dochazi zaroven k neustalému
generovani ATP v dusledku biologickych pochodii, s ¢imz souvisi i neustald tvorba dalSiho
adenosinu. V ptedchozi praci Blaye a kol. (1997) bylo zaznamenéno, Ze hladiny adenosinu
navic nekoreluji s velikosti nddord, ani s rozsahem nadorovych hmotnosti, tudiz i timto
faktem mohl byt ovlivnén kone¢ny vysledek pokusu, jelikoZ vychozi mnozstvi adenosinu
v nadorové tkani jednotlivych mySi mohlo byt nerovnomérné rozlozeno. Efekt plisobeni
enzymu miize byt rovnéz ovlivnén difuzi vSech latek v nddorovém mikroprostiedi. Jedna
se o velmi slozity komplex dé&u, které pfidanim enzymu modulujeme pouze castecné,

a celkovy vliv se dle nasich vysledkt jevi jako velmi slaby.
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V potaz u tohoto experimentu musi byt bran i metabolismus inosinu, ktery
s adenosinem Uzce souvisi. Inosin je po konverzi adenosin-deamindzou vytvaien
v extracelularnim 1 intracelularnim prostfedi. K odbourdvani inosinu ovSem dochazi
v intracelularnim prostfedi, kam ma extracelularni inosin pfistup skrze nukleosidové
transportéry. Stejnym zptisobem muze do buné€k pronikat i adenosin, ktery s inosinem o tyto
transportéry soutézi. Extraceluldrni inosin proto mize zvySit hladiny extracelularniho
adenosinu tim, Ze zabrani vychytavani adenosinu z extracelularniho prostoru, a sekundarné
tak indukuje nepfimé biologické u¢inky adenosinu na své receptory (Pastor-Anglada a kol.,
2001). Tento fakt mize ¢asteCné vysvétlit stoupajici hladinu adenosinu v pribehu plisobeni
enzymu ADA-BAM. Dalsi experiment €. 5, kde byl pro odbourdvani inosinu vyuzit i druhy
enzym PNP-BAM, vykazoval piiznivéjsi vysledky a po dvou hodinach spoluplisobeni
enzymi v nadorové tkani odpovidal naSim ocekdvanym predpokladim. Koncentrace
adenosinu vyraznéji poklesla a naopak u inosinu i hypoxantinu se projevil opacny efekt. Lze
tedy pravdépodobné¢ uvazovat, ze plsobeni na metabolismus inosinu napomohlo
k odbouravani adenosinu.

U obou experimentl (€. 4 a 5) je ovSem nutné zvazit i samotny stres nadoru, at’ uz
z diivodu zasazeni metabolickych d&ji enzymy ¢i samotnou injikaci, ktery miize byt
odpovédny za kolisani hladin adenosinu a jeho metaboliti. Abychom mohli tuto otazku
ptesnéji posoudit, bude v dalsich experimentech nutné zatradit kontrolu, kde bude injikovano
pouze PBS a nésledné sledovan vliv na koncentrace adenosinu, inosinu a hypoxantinu

v nadorovém prostiedi.

Sesty a sedmy in vivo experiment byl zaméfen na pusobeni téchto enzymi
v kombinaci s ndmi dosud zavedenou terapii R-848, POLY (I:C), LTA a manan-BAM
v 1é€bé pankreatického adenokarcinomu Panc02. V Sestém experimentu se podani
samotného ADA-BAM ukézalo zcela bez terapeutického efektu. V kombinaci s terapii
R-848, POLY (I:C), LTA a manan-BAM byl statisticky prokazan vyrazny vliv na redukci
nadorového ristu, kterd dosahovala 70,02% oproti kontrolni skupiné. V porovnani
se samostanou terapii R-848, POLY (I:C), LTA, manan-BAM, kde bylo dosazeno redukce
nadorového ristu oproti kontrole 65,88%, ovSem vyraznéjSi uCinky nevykazovala. Tento
pokus se projevil lepSim pieziti mysi, kde ve skuping€ 1écené pomoci R-848, POLY (I:C),
LTA, manan-BAM a ADA-BAM piezilo 33,33% mysi, ve skupiné léené stejnou smesi
bez enzymu to bylo 16,66 %. Po retransplantaci Panc02, kterd byla provedena 120. den

od pocatku terapie, nedoslo ani v jednom ptipad€ k uchyceni nadorovych bunék, coz svéd¢i
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o zapojeni ziskané imunity, které bylo zaznamenano 1 v pfedchozich experimentech
provedenych nasi laboratoti (Waldmannova a kol., 2016, Caisova a kol., 2016). V sedmém
experimentu, kde byla terapeuticka smés R-848, POLY (I:C), LTA, manan-BAM doplnéna
o oba enzymy ADA-BAM i PNP-BAM, byla zaznamenana mnohem vyrazné¢jsi redukce
nadorového rdstu oproti terapii bez enzymi. Smés s enzymy dosdhla redukce nadorového
rustu 61,76%, zatimco bez enzymu cinila pouhych 37,12 %. V tomto pifipad€ se projevila
statisticky vyrazna redukce nadorového ristu predevSim v pozd€jsi fazi terapie, kdy Ize
predpokladat vétsi podil anaerobni tvorby ATP i generovani ATP v dasledku nekrotizace
nadorové tkané. Adenosin se v nadorové hmoté¢ pravdépodobné akumuluje v pozdé&jsi fazi
terapie, a enzymy proto sehravaji vyraznéjsi roli v zaveru terapeutické 1é¢by. S timto faktem
souvisi 1 vliv na pteziti mysi, kde ve skupiné 1é¢ené pomoci R-848, POLY (I:C), LTA,
manan-BAM, ADA-BAM a PNP-BAM piezilo 16,66% mysi, zatimco v ostatnich skupinach
doslo k uhynu vSech mys$i. Domnivame se, ze pisobeni terapie v pozd¢jsi fazi piizniveé
ovlivnilo nastupujici uroven ziskané imunitni odpovédi, proto bylo zaznamenano mirné
zlepSeni pieziti v obou piipadech terapie s vyuzitim enzymu samotného enzymu ADA-BAM
¢i v kombinaci s PNP-BAM. Vyuziti enzyml neprokazalo vyrazngjsi efekt na dosud
uzivanou terapii. V uvahu musi byt bran fakt, ze adenosin zdaleka neni jedinym
imunosupresivnim mechanismem v nadorovém mikroprostiedi a existuje mnoho dalSich
mechanismt (napt. Tregs, MDSCs atd.), které brani spravnému pulsobeni terapie. Adenosin
pravdépodobné nebude tak vyraznou slozkou, jak jsme predpokladali, nicméné bude tieba
provést dalsi vyzkumy v této oblasti. Je mozné, ze u jinych nadorti s vyS$i mirou
anaerobi’ozy a nekrotizace bude mit predkladany zpiisob zesileni imunoterapie zaloZeny

na odstranovani adenosinu a inosinu vét§i vyznam.

Posledni experiment byl zamé&fen na terapii pankretického adenokarcinomu pomoci
molekul s niz8i molekulovou hmotnosti. Jak jiz bylo zminéno, pankreaticky adenokarcinom
se vyznacuje vysokou denzitou nadorové tkané€, coz vyrazné zhorSuje penetraci terapeutické
latky nadorovou masou. Z tohoto diivodu byla v terapeutické smési nahrazena slozka
mananu (primérnd molekulovd hmotnost 48250) kotveného pomoci BAM (Mw 4000)
za ucelem usnadnéni priuniku terapeutika skrz naddorovou tkén. Jako alternativni molekuly
byly vyzkouSeny mannosamin (Mw 215,63) a -MLFKK (Mw 665,9). Pro ukotveni téchto
latek byly vyuzity jiz testované zpusoby kotveni v rdmci vyzkumu nasi laboratore BAM
aDOPE (Mw 977,2). V pfipadé mannosaminu byly vyzkouSeny oba typy kotveni,
u molekuly f-MLFKK byl uzit pouze DOPE. Vysledky tohoto experimentu ukazaly,
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ze vyuziti téchto molekul na misto dosud pouzivaného mananu-BAM neni vhodné. Vliv
téchto alternativnich molekul nemé vyraznéjsi efekt na redukci nddorového ristu. Nejvyssi
redukce nadorového rastu byla v pribéhu terapie dosazena u terapie pomoci R-848, POLY
(I:C), LTA a mannosaminu-DOPE, kdy doslo k redukci nadorového rlistu o 59,20% oproti
kontrole. Skupiny, kde byl pouzit mannosamin-BAM a F-MLFKK-DOPE, vykazuji
srovnatelny efekt s dosud vyuzivanou terapii R-848, POLY (I:C), LTA a manan-BAM. Tato
terapie se rovnéz jako jedind projevila se statisticky vyznamnym efektem na piezivani mysi,
tudiz ji lze povazovat za nejvhodnéj$i zplsob terapie testovany v tomto experimentu.
Zajimavy efekt na dlouhodobé preziti mysi byl ovSem zaznamenan u skupiny s nejvyssi
redukci nadorového rlstu v pribéhu terapie pomoci R-848, POLY (I:C), LTA
a mannosaminu-DOPE. V analyze pfeziti mysi se tato terapie ukdzala jako nejméné vhodnou
variantou. S tim, Ze zpocatku velmi U€innd terapie v zav€re¢ném hodnoceni vykazuje
nejhorsi vysledky, se v ramci nasi laboratoie setkdvame castéji. Tento poznatek koreluje
s vysledky pokusii, kdy byla naSe terapie kombinovéna s anti-CD47 a enzymem laktat
oxidazou (Lencova, in prep., Masdkova, in prep.). Domnivame se, Ze pokud agresivni
terapie zbavi organismus nddorové hmoty, pfipravime se o0 moznost vakcinace organismu,
k ¢emuz je nutné vyuzit i spravny timing. Celkové lze nasi terapii pfiblizit vakcina¢nimu
schématu, tudiz i myslence intratumoralni vakcinace, kde diky spravné koncepci terapie
dochazi k zapojeni ziskané imunity ovliviiujici dlouhodobé plisobeni terapie (Marabelle

akol., 2014).
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8 ZAVER

e Systémové podani gemcitabinu k zakladni terapeutické smési R-848, POLY (I:C),
LTA a manan-BAM nevykazovalo vyraznéjsi ucinek na nddorovy rist ani na redukci

tvorby metastaz.

e Po pfipojeni kotvy BAM k enzymu ADA nedoslo ke ztratam aktivity tohoto enzymu.

e Naopak kotveni BAM k enzymu PNP se ukazalo jako nevhodné, jelikoz doslo k

vyraznému nizeni aktivity enzymu.

e Doplnéni terapeutické smési o enzymy ADA-BAM a PNP-BAM nepfineslo
vyrazng€j$i redukci néddorového rlstu oproti zakladni terapii (R-848, POLY (L:C),

LTA a manan-BAM), jejich efekt byl spatfovan predevsim v lepSim pieziti mysi.

e Modulace terapeutické smési pomoci molekul s niZ§i molekulovou hmotnosti se

ukdazala jako nevhodna.
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9 SEZNAM ZKRATEK
AAB - ADA Assay Buffer

ADA - adenosin-deaminaza (adenosine deaminase)

ADCC - bunéfna cytotoxicita zavisla na protilatkach (antibody dependent cellular
cytotoxicity)

ADCP - bunécnd fagocytéza zavislda na protilatkdch (antibody dependent cellular
phagocytosis)

AMP- adenosin monofosfat (adenosine monohosphate)

APC - antigen prezentujici bunika (antigen presenting cell)

ATP- adenosin trifosfat (adenosine triphosphate)

AUC - primérna plocha pod kiivkou (area under the curve)

BAM - biokompatibilni kotva pro membrany (biocompatible anchor for cell membrane)

CD - difeneciacni skupina (doplnéno o ptislusné ¢islo), (cluster of differentation)

CDC - cytotoxicita zavisld na komplementu (complement dependent cytotoxicity)

CLRs - C-typ lektinové receptory (C-type lectin receptors)

CTLA-4 - cytotoxicky T-lymfocytarni antigen-4 (cytotoxic T-lymphocyte-associated

antigen 4)

CTLs - cytotoxické T lymfocyty (cytotoxic T lymphocytes)

CRP - C-reaktivni protein (C-reactive protein)

CR3 - komplementovy receptor 3 (complement receptor 3)

DAMPs - damage-associated molecular patterns

DOPE -  N-(Succinimidyloxy-glutaryl)-L-a-fosfatidylethanolamin (N-(Succinimidyloxy-
glutaryl)-L-o-phosphatidylethanolamine)

DCs - dendritické bunky (dendtitic cells)

D-MEM - dulbecco's modified eagle medium

DMSO - dimetylsulfoxid (dimethylsulfoxide)

DNA - deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucleic acid)

EDTA - kyselina ethylendiamintetraoctova (ethylenediaminetetraacetic acid)

FCS - fetalni bovinni sérum (fetal calf serum)

FCR - receptor for the Fc domain of immunoglobulin G

fMLF - formyl-methionyl-leucyl-fenylalanin (formylmethionyl-leucyl-phenylalanine)

f-MLFKK - formyl-methionyl-leucyl-fenylalanin + lysin, lysin (formyl methionyl leucyl

phenylalanine + lysine, lysine)
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FPRs — formyl peptidové receptory (formyl-peptide receptors)

GEM - gemcitabin (gemcitabine)

GM — CSF - faktor stimulujici vznik kolonii granulocyti a makrofagh (granulocyte
macrophage colony stimulating factor)

GPCRs - receptory sprazené s G- proteiny (G-protein—coupled receptors)

HBSS - Hanks' balanced salt solution

HMGBI — hight mobility group box

HPV - lidsky papilomavirus (human papillomavirus)

HSPs — proteiny teplotniho Soku (heat shock proteins)

IFNa/B/y - interferon alfa/beta/gama (interferon alpha/betha/gamma)

INOS - inducible nitric oxide synthase

IL - interleukin (doplnéno o ptislusné Cislo), (interleukin)

i.p. - intraperitonealni (aplikace), (intraperitoneal)

IRF 3/7 - interferon regulatory factor 3/7

i.t. - intratumoralni (aplikace), (intratumoral)

IVC - individually ventilated cages

i.v. - intravenozni (aplikace), (intravenous)

LC-MS - kapalinovd chromatografie spojena s hmotnostni spektrometrii (liquid
chromatography - mass spectrometry)

LTA - lipoteichova kyselina (lipoteichoic acid)

LTR - long terminal repeat (domain)

MADbs - monoklonalni protilatky (monoclonal antibodies)

MAP kindza — mitogenem aktivovand protein kinaza (mitogen-activated protein kinases)

MBL - lektin vazajici mandzu, manan (manan binding lectin)

M — CSF - faktor stimulujici vznik kolonii makrofdgl (macrophage colony stimulating

factor)

MDSC - myeloidni supresorové buiiky (myeloid-derived suppressor cells)

MHC - hlavni histokompatibilni komplex (major histocompability complex)

MR - mané6zovy receptor (mannose receptor)

MyD 88 - Myeloid differentiation primary response gene 88

NF-kB — nuklearni faktor kappa B (nuclear factor kappa B)

NHS - N-hydroxysikcinimid (N-hydroxysuccinimide)

NK buiiky - pfirozeni zabijeci (natural killer)

NKG2 - natural killer group 2 (receptor)
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NLRs - NOD-like receptors

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

PBS - fosfaty pufrovany fyziologicky roztok (phosphate-buffered saline)

PD-1 - programmed cell death 1 (receptor)

PNP - purinnuleosid-fosforylaza (purine nucleoside phosphorylase)

POLY I.C — polyinosinicka -polycitidylickd kyselina (polyinosinic-polycytidylic acid)

PRRs — receptory rozpoznavajici molekulové vzory (pattern recognition receptors)

RNA - ribonukleova kyselina (ribonucleic acid)

ROS - reaktivni formy kysliku (reactive oxygen species)

RPMI - Roswell park memorial institute (medium)

R-848 - resiquimod (resiquimod)

s.c. - subkutanni (aplikace), (subcutaneous)

SEM - stiedni chyba praméru (standard error of the mean)

SIRPa - signal regulatory protein alpha

SPF - specific pathogen free

TAA - tumor asociované antigeny (fumor associated antigens)

TAMs -s nddorem asociované makrofagy (tumor associated macrophages)

TAM - Tyro3, Axl, Mer - family of receptor tyrosine kinases

TANSs - s nddorem asociované neutrofily (fumor associated neutrophils)

TCR - T bunéény receptor (7 cell receptor)

TGF- - transformujici rastovy faktor beta (transforming growth factor beta)

TH - pomocné T lymfocyty (T helper lymphocytes)

TIM - T cell immunoglobulin mucin (receptor)

TIR - toll/interleukin-1 receptor (domain)

TIRAP - Toll-interleukin I receptor (TIR) domain—containing adapter protein

TLR(s) - toll-like receptor/y (toll-like receptor/s)

TNFa - tumor necrosis factor alpha

Treg - T regulacni lymfocyty (T regulatory lymphocytes)

TRIF - TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-f§

TSA - tumor specifické antigeny (fumor specific antigens)

UV - ultrafialové (zareni), (ultraviolet)

VEGF - vaskularni edotelialni ristovy faktor (vascular endothelial growth factor)
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