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1 UVOD

Nadorovéa onemocnéni predstavuji celosvétove jednu z nejCastéjSich pricin umrti.
Nasledujici ¢isla jsou toho dikazem. Odhaduje se, ze v roce 2012 bylo po celém svété
zaznamenano 14,1 mil. novych ptipadl nddorovych onemocnéni a 8,2 mil. této zhoubné
chorobé podlehlo (Ferlay a kol. 2015). Ve stejném roce bylo jen v Evropé kolem 3,45
mil. nové diagnostikovanych pacientii a zemfielo jich kolem 1,75 mil. (Ferlay a kol.
2013). A pravé 1 pfes probihajici snahy o snizeni rlstu incidence nadorovych
onemocnéni, které jsou uspeésné jen zc€asti, se fadi nadorovd onemocnéni mezi zasadni
zdravotni problémy (Dusek a kol. 2014).

Chemoterapie nebo radioterapie, ktera se v dnesSni dob& nejcastéji pouziva jako
1écba nadorovych onemocnéni, je kviili své nespecificnosti schopna poSkozovat 1 zdravé
buiiky. Toto je hlavnim divodem, pro¢ se stale hledd vhodnéjsi terapie, ktera by byla
cilena pouze na nddorové bunky a neposkozovala by buniky ostatni. Imunoterapie se zda
jako vhodnym kandiddtem. Nejen diky svému vyuziti pfirozenych imunitnich
mechanismi, které smétuji k aktivaci protinadorové imunity, ale i schopnosti cilené
smétovat 1é€iva do mista nadoru.

Proto 1 tato bakalafska prace se zabyva mechanismy imunoterapie a hleda vhodné

prosttedky pro zvySeni efektivity 1é¢by nddorovych onemocnéni.



2 PREHLED LITERATURY

2.1 Nadorova onemocnéni

Béhem let se vyvinulo mnoho nazori na vznik nadorovych onemocnéni.
A ackoli zdklady mutacni genové teorie pochazi z konce 19. a pocatku 20. stoleti, tak
nejlepsi diikaz této teorie se objevil az v 80. letech minulého stoleti (Stratton a kol.
2009). Jak uz nazev této teorie napovidd, mutani genova teorie tik4, Ze nadorova
onemocnéni vznikaji z libovolné buiiky jako néasledek nahromadéni mutaci v genomu
(Hemminki 1993). Vyvraci to 1 nespravnou domnénku nékterych lidi, kteti si mysli, Ze
diive lidé nadorovym onemocnénim netrpéli a jeho vyskyt nebyl tak Casty (Petruzelka
a Konopasek 2003). Praveé diky delsi primérné délce Zivota a Spatnému zivotnimu stylu
maji mutace vice ¢asu se v genomu nahromadit.

Navzdory tomu, Ze nadorovd onemocnéni jsou heterogenni choroby, maji urcité
charakteristické znaky, které ziskaji po dobu jejich onkogeneze. Tyto znaky
sumarizoval v roce 2011 Hanahan a Weinberg. Jedné se o neomezenou replikovatelnost,
rezistence k programované bunééné smrti, schopnost invaze a tvorba metastdz, indukce
angiogeneze, autonomni stimulace riistu, necitlivost k ristovym inhibitortim, genomova
nestabilita, reprogramovani bunééného metabolismu, mikroprostiedi nadoru, zanétlivy

stav a v neposledni fad€ unik imunitnimu systému (Hanahan a Weinberg 2011).

2.1.1 Klasifikace nadorovych onemocnéni

Pod pojem nadorovd onemocnéni se zahrnuji maligni, benigni a intermediarni
neboli hrani¢ni nddory. Toto je klasifikace nadorti podle biologické povahy, tedy podle
chovani a vlastnosti nadoru. Nadory maligni (zhoubné) rostou rychle, jsou
neohraniCené, rostou invazivné¢ a vyoperovani je Casto obtizné. Hlavnim problémem
téchto nadorti je tvorba metastdz. Na druhou stranu benigni (nezhoubné) nadory
metastaze netvofi, rostou pomalu a jsou ohrani¢ené. DalSi rozdil je, Ze rostou
expanzivné a vyoperovani je snadné. Posledni skupinou jsou intermediarni (hrani¢ni)
nadory, které tvoii soubor nadort s vlastnostmi, které nelze jednozna¢né zaradit. Mivaji
lep§i prognézu nez nadory maligni, ale na rozdil od benignich nddort mohou
recidivovat, popiipadé tvofit metastdzy (Koldova 2013).

Dalsi klasifikace naddorovych onemocnéni je podle tkdn€, ze které vznikaji.
Rozlisuji se nadory mezenchymové, epitelové, neuroendokrinni, germindlni nadory,

smiSené nadory, choriokarcinom, mezoteliom a nadory z nervové a pigmentotvorné



tkdn¢ (Koldova 2013). V neposledni fad¢ jsou nadorovd onemocnéni klasifikovana
podle anatomické lokalizace. Tedy podle mista, kde se nador u pacienta vyskytuje

(Vorlicek 2006).

2.1.1.1 MySi melanom B16-F10 studovany v této praci

Podle vySe uvedenych klasifikaci nddorovych onemocnéni patti melanom mezi
maligni nadory pigmentotvornych tkani. Melanom je schopen i1 po odstranéni jeho
primarniho loZiska generalizovat a postupem c¢asu metastazovat do riznych tkani
a organt (Koldova 2013).

Melanomova myS$i bunécna linie B16 byla selektovana prave kvili svoji
schopnosti tvorby plicnich metastazi a zvySené invazivity. U bunéfné linie bylo
zjiSténo, Ze jejich metastatické vlastnosti jsou stabilni 1 po mnoha kultivacich in vitro
(Fidler 1975). Z téchto ditvodl byl pro tuto praci vybran typ melanomové linie B16-
F10. Kromé nami zvolené¢ho typu melanomové bunécné linie B16-F10 existuji jesté
B16-F0, B16-F1 a B16-BL6. Linie B16-F0 je parentdlni a ostatni zminéné linie byly od
této odvozeny. Od nami zvolené linie B16-F10 byla odvozena linie B16-BL6, kterd ma
schopnost invazivity jest¢ vy$$i (Nakamura a kol. 2002). Oznaceni F1 a F10 urcuji,
kolika selekénimi procedurami byla dand linie ziskdna tzn. F1 byla ziskdna jednou

selekéni procedurou a F10 deseti selek¢nimi procedurami (Fidler 1973).

2.2 Imunitni systém a nadorové onemocnéni

Strategie ochrany organismu pied odcizenymi buiikami je zaloZena na identifikaci
a nasledné likvidaci téchto bunck. Identifikace télu nebezpecnych bunék, které byly
plvodné tolerovany a imunitnim systémem chranény, je zaloZena na rozpoznani novych
antigennich struktur, které se objevily na odcizenych buiikach v souvislosti se zménou
jejich chovani (Jilek 2005). Velmi cCasto se ale stavd, ze nadorové bunky unikaji
imunitnimu dohledu a nejsou tak eliminovany, coz zapfiCini rozvoj nddoroveého riistu

(Delves a kol. 2012).

2.2.1 Imunitni systém
Imunitni systém obratlovcll je systém bunék a molekul, které spolupracuji
na ochrané jedince pfed infek¢nimi organismy a na odstraiiovani vlastnich nemocnych

¢1 starych bunék. Ackoli je imunitni systém vcelku slozity, mizeme jeho funkci



zjednodusit na dvé zéakladni role: rozpoznani cizich latek a organismi a odstranéni
takovychto agens.

Imunitni systém obratlovc se skldda ze tii stupnd obrany. Prvni stupen je
anatomicka bariéra (napt. kuze, povrchy mukdznich membran a mukoézni sekrety),
druhy stupenn je vrozena (nespecifickd) imunita a tfeti ziskana (specifickd) imunita
(Delves a kol. 2012).

Vrozena (nespecifickd) imunita se snazi zabit infekéni agents v momenté¢, co
vstoupi do téla. Hlavni zasluhu na tomto typu imunity maji makrofagy, granulocyty
dendritické buiiky a ptirozeni zabijeci neboli NK buiky. Tyto zmiftlované bunky jsou
schopny rozpoznat struktury na povrchu patogenti. Tyto struktury se nazyvaji pathogen
associated molecular patterns (PAMPs) a jsou rozpozndvany pomoci receptorti pattern
recognition receptors neboli PRRs, které jsou umistény praveé na povrchu bunck vrozené
imunity. Pokud buiniky rozpoznaji dany patogen, odstrani ho pomoci fagocytdzy
nebo spusténim komplementu (Delves a kol. 2012).

Pisobeni vrozené¢ho imunitniho systému je také zodpovédné za aktivovani bunck,
které funguji jako ziskana (specifickd) imunita. Buiky ziskané imunity, kam patfi
T-lymfocyty, B-lymfocyty a plazmatické bunky, maji urcité schopnosti. Prvni je
imunologickd pamét, ktera pifi sekunddrnim setkani s antigenem zajisti rychlejsi
a silnéj$i imunitni reakci, nez tomu bylo poprvé. Déle pak schopnost rozpoznavani
1 drobnych rozdili mezi antigeny (specifita) a schopnost vytvoieni fad struktur
rozpoznavajici rizné antigeny (diverzita) (Delves a kol. 2012).

Ob¢ vySe zminéné imunity jsou tvofeny dvéma slozkami a to bunécnou slozkou
a humoralni slozkou. Buné¢na slozka zahrnuje buiiky dané imunity. SloZka humoralni
u vrozené imunity je tvofena komplementovym systémem, lektiny, interferony a jinymi
sériovymi proteiny. U ziskané imunity je potom humoralni slozka zalozena

na protilatkach (Hofejsi a Bartinkova 2009).

2.2.2 Protinadorova imunologie

Nédorové buiiky se od normalnich bunck, ze kterych vznikly, li§i vice ¢i1 méné.
Proto by teoreticky mély byt rozpozndny imunitnimi mechanismy a nasledné
odstranény. Ale odliSnosti od normalnich bunék jsou nékdy bud’ tak malé, Ze je imunitni
systém ignoruje, nebo nadorové buiky vyuzivaji mechanismy, které jim umozni

neutralizovat nékteré zbran¢ imunitniho systému (Hoftej$i a Barttitkova 2009).



2.2.2.1 Nadorové imunitni znaky

Jakykoli protein produkovany v nddorovych buiikach, ktery ma odliSnou strukturu
kvili mutacim, miize pisobit jako nddorovy antigen. Zakladni pfedpoklad reakce
imunitniho systému s nadorovymi bunkami je pfitomnost pravé téchto specifickych
povrchovych antigentl. Imunitni systtm  rozpozndva  tyto antigeny
a vyhodnocuje je jako cizi. Nadorové antigeny jsou nejCastéji prezentovany MHC-I
a MHC-II molekulami na povrchu bun¢k (Delves a kol. 2012).

Nadorové antigeny délime na dvé kategorie: antigeny specifické pro nadory
(TSA) a antigeny asociované s nadory (TAA). Antigeny specifické pro nadory se
vyskytuji jen na nadorovych buinikach a na normdlnich buiikach se nevyskytuji.
Na druhou stranu antigeny asociované s nadory se vyskytuji nejen na nadorovych
buiikach, ale i na nékterych normalnich bunkach. Odlisnost spoc¢iva v mnozstvi exprese
nebo v abnormalni ¢asové nebo mistni expresi (Hotej$i a Bartiiikova 2009). Tyto
antigeny slouzi jako markery, které jsou nezbytné pro diagnostiku nddorovych

onemocnéni (Old a Chen 1998).

2.2.2.2 Vztah mezi nadorovym onemocnénim a imunitnim systémem

Mikroprosttedi nadoru obsahuje nejen buiikky vrozené a ziskané imunity,
ale 1 buiky okolniho stromatu (fibroblasty, endotelidlni bunky, pericyty
a mezenchymdlni buiiky). VSechny tyto builky mezi sebou vzdjemné komunikuji
prosttednictvim pfimého kontaktu nebo pomoci cytokinti a chemokinti (Grivennikov
2010). Cytokiny jsou produkovany jak buiikami stromatu, tak imunitnimi buiikami.
Pravé cytokiny maji kliCcovou roli v nddorovém ristu. Na jednu stranu mohou byt
zapojené v aktivaci imunitnich efektorovych mechanismi, které omezuji rist nadoru.
Ale na druhou stranu mohou ovliviiovat naddorovy rust, maligni transformaci, invazi
a metastazovani. Mezi nejvyznamnéj$i cytokiny v protinadorové imunité patii: TNF,
ktery stimuluje aktivitu makrofagh a NK bunék; IL-2, ktery aktivuje T-lymfocyty; GM-
CSF, ktery aktivuje T-lymfocyty a makrofagy a také 1L-12, coz je prozanétlivy cytokin,
ktery podporuje proliferaci preaktivovanych T-lymfocytii a NK buné¢k (Smyth a kol.
2004).

Makrofagy hraji jednu z klicovych roli v protinddorové imunité. Nejen, ze maji
hlavni vyznam v pfirozené obran¢ proti intracelularnim parazitim a nadorovym
buiikam, ale také jsou znamy jako antigen prezentujici buiiky (APC), které poméahaji

T-lymfocytim v jejich aktivaci. Dale mohou v pfitomnosti protilatek usmrcovat bunky,



které maji na svém povrchu specificky antigen pro danou protilatku. Jsou schopny
fagocytovat pravé zminéné parazity, nddorové bunky, ale i mikroby (Ferencik 2004).

CD4+ lymfocyty (Th) rozpoznavaji antigeny, které jsou prezentovany spolu
s MHC-II molekulami na povrchu antigen prezentujicich bunék (APC), jako jsou napf.
B-lymfocyty, makrofagy a dendritické bunky. Rozpoznanim antigenti dojde k aktivaci
CD4+ lymfocytt a poté k produkci cytokini (napt. IL-2) a dalSich chemickych latek,
jako tfeba interferonu gama (IFN-y). IL-2 hraje dualezitou roli v proliferaci a aktivaci
prekurzort cytotoxickych CD8+ lymfocyti (Tc), které rozeznavaji nékteré nadorové
buiiky a ni¢i je specifickymi mechanismy. Tyto mechanismy jsou postaveny na principu
tésného kontaktu mezi Tc-lymfocytem a ptisluSnou buitkou. Rozpoznanim komplexu
molekuly MHC-I s nadorovymi antigeny na povrchu APC, pomoci prekurzora
Tc-lymfocyt, dojde k aktivaci prekurzori Tc-lymfocyti a ndslednému déleni
a diferencovani ve zral¢ efektorové cytotoxické buiiky (CTL). CTL vyuzivaji nekolik
mechanismi, kterymi nadorové buniky zabiji. Jedna se naptiklad o mechanismy, jako
jsou Fas ligandy nebo cytotoxicka granula (Hotej$i a Bartlinkova 2009).

Nelze opomenout ani vyznam NK bunék v protinddorové imunité. NK bunky
jsou populaci leukocytl, které jako T a B bunky vyuzivaji receptory, které miizou
vyvolat jejich aktivaci. NK bunky rozpoznévaji nadorové builky pomoci exprese
MHC-I molekul. Nadorové buiiky potlacuji MHC-I, aby se vyhnuly napadeni CTL.
Diky malo molekulam MHC-I na povrchu nadorovych bunék mohou NK buiky
rozpoznat pomoci svého receptoru (KIRs) nadorové buniky od normélnich bunék, které
expresi MHC-I nepotlacuji (Garcia-Lora a kol. 2003). Nasledkem rozpoznéani
nadorovych bunék je sekrece cytokinli NK bunék, zejména IFN-y, a doruceni signalu
nadorovym buiikdm bud’ pomoci Fas ligandu, nebo cytotoxickych granul. Ta jsou

schopna zabit nddorovou buniku (Delves a kol. 2012).

2.2.2.3 Zpusoby uniku nadorovych bunék imunitni odpovédi

Jednim z mechanismi uniku nadorovych bunék imunité je jiz diive zminéna nizsi
exprese MHC-I. Stava se ale, Ze nadorové bunky exprimuji jen takové mnoZstvi
MHC-I, kter¢ho si nev§imnou CTL buiiky. Ale pro NK buiiky je to stile velka exprese
MHC-I, aby mohly pouzit mechanismy pro odstranéni nadorové bunky (Villalba a kol.
2013).

Dal$i z mechanismti uniku nadorovych bun€k imunité¢ je vyluCovani TGF-3

(trasforming growth factor beta), ktery vylucuji nadorové buiiky. TGF-B piisobi



na CD4+ bunky, ze kterych se stavaji T-regulac¢ni lymfocyty (Treg). Treg vylucuji
rovnéz TGF-B a tim autokrinné podporuji vlastni vznik. TGF- nebo piimy kontakt
Treg a CTL zapficinuji supresi CTL buncék a tim nador unikd imunitnimu systému.
nadorovou toleranci (Facciabene a kol. 2012).

Fas ligand. To je dal$i z moZnosti Uniku nddorovych bunék pfed imunitnim
dohledem. Fas ligand (FasL) je transmembranovy protein stimulujici apoptozu bunék,
které maji Fas. Fas je transmembranovy receptor pro FasL. Navazanim FasL na Fas
se spusti apoptdza pravé na bunce nesouci Fas. Nadorové buiiky snizuji hladinu Fas
a posiluji expresi FasL. To zapfi€ini nejen odolnost nadorovych bunék vii¢i apoptodze,
ale 1 vyvolani apoptdézy u lymfocyti po pfimém kontaktu snadorovu buiikou.

Lymfocyty maji jak FasL, tak Fas, jako pojistku pro regulaci (Chiu a kol. 2013).

2.3 Imunoterapie nadorovych onemocnéni zaloZena na specifické
imunité

Imunoterapie nadorovych onemocnéni udé¢lala za poslednich nékolik let
vyznamny pokrok diky lepSimu pochopeni zékladnich principd nadorové biologie
a imunologie

Rostouci mnoZzstvi klinickych dikazt ukazuje, Ze vyuZiti monoklonalnich
protilatek (mAbs) pro imunoterapii nddorovych onemocnéni, je efektivni metoda lécby
nejen hematologickych malignit, ale 1 solidnich nadort (Kirkwood a kol. 2012). Kazda
monoklonalni protilatka rozpozniava jeden konkrétni protein. Funkce protilatek lze
shrnout jako disledek nékolika mechanismi: pfimy ucinek protildtky (indukce
apoptdzy, dodani 1é¢iva), modulace imunitniho systému (aktivace T bunék, cytotoxicita
zavislA na komplementu), pifim4d opsonizace a bunécnd cytotoxicita zavisla
na protilatkdch (ADCC) (Scott a kol. 2012).

Dalsi druh imunoterapie zalozené na specifické¢ imunité je vyuziti dendritickych
bunék (DC). DC jsou heterogenni populace antigen prezentujicich bunék (APC).
Imunoterapie pomoci téchto bunék je zaloZena na odebrani perifernich monocytl
z pacienta (leukaferéza), ze kterych se poté ptipravi nezralé DC pomoci 1L-4 a GM-
CSF. (Rozkova a kol. 2009). Dale se odebere nadorova tkan od pacienta a piipravi se
smés nadorovych antigenti. Poté se nezralé DC smichaji s nadorovymi antigeny. Dojde

k prezentaci téchto antigenii na povrchu dendritickych bunék spolu s MHC-II. Takto



aktivované dendritické bunky jsou navraceny zpét do pacienta, kde dochazi k aktivaci

T-lymfocyta a poté k imunitni odpovédi proti nadorovym bunkdm (Gilboa 2007).
Existuji dal$i typy imunoterapie zaloZené na specifické imunité, jako jsou:

peptidové vakciny (Kirkwood a kol. 2012) nebo imunoterapie zaloZzena na produktech

imunitniho systému (Hofejsi a Bartliikova 2009).

2.4 Imunoterapie nadorovych onemocnéni zaloZzena na nespecifické
imunité
Nespecifickd imunita slouzi jako prvni linie obrany proti infekci. Imunoterapie

pomoci specifické imunity je zaloZena na rozpozndni pathogen associated molecular

patterns (PAMPs) pomoci pattern recognition receptors (PRRs).

2.4.1 Pathogen associated molecular patterns

APC buiky, jako jsou makrofagy a dendritické buiky, rozpoznavaji PAMPs
pravé pomoci PRRs (Kumagai a Akira 2010). PAMPs jsou naptiklad lipopolysacharidy
(endotoxin), peptidoglykany (bunétnd sténa), lipoproteiny, dsDNA virt, flagelin
nebo tfeba manan (Thomas a Badini 2011). Rozpoznani PAMPs pomoci PRRs vede
k aktivaci APC, které prezentuji antigen specifické imunité. PAMPs jsou pfitomny
na bakteriich a virech, ale na nadorovych buinkach se nevyskytuji. Mimo PAMPs
vyvolavaji imunitni odpovéd’ 1 urCité endogenni molekuly zvané damage associated
molecular patterns (DAMPs), které také po navazani na PRRs spousti imunitni reakci
(Kumagai a Akira 2010). DAMPs jsou sekretovany pouze buiikkami, které prochazi
neprogramovanou bunéénou smrti. Pokud buiika prochéazi apoptdzou, tedy klasickou
programovanou smrti, DAMPs nesekretuje. Pomoci tohoto systému télo pozna, zda
dana buiika umfela pfirozené ¢i nikoli. Mezi hlavni zadstupce DAMPs patii HMGBI,
S100 proteiny, IL-1a nebo tfeba heat shock proteiny a kyselina mocova (Bianchi 2007).

2.4.1.1 Pattern recognition receptors

Bunky vrozené imunity pouzivaji PRRs pro rozpoznani PAMPs. Vysledkem
jejich zékladnich funkci je opsonizace, indukce zanétu, fagocytoza, aktivace
komplementu a koagula¢ni kaskady nebo navozeni apoptdzy (Janeway a Medzhitov
2002).

PRRs miizeme rozdélit do tii tfid: membranoveé, cytoplazmatické a sekretované

(Abouelmaatti a kol. 2013).



Mezi sekretované PRRs fadime C-reaktivni protein (CRP) a mandézu vazajici
lektin (MBL). Oba proteiny jsou tvofeny v jatrech a vyluCovany do téla pti akutnich
infekcich. Spousti komplementovou kaskadu vedouci k opsonizaci patogeni a urychleni
fagocytozy (Janeway a Medzhitov 2002).

Dalsi skupinou jsou PRRs cytoplazmatické. Sem patii napiiklad RIG-1-like
receptory nebo NOD like receptory (NLR). Oba slouzi jako druhd vlna obrany pii napadeni
téla patogennimi mikroorganismy. RIG-1-like receptor rozpoznava vétSinou virovou RNA,
naproti tomu NOD like receptory rozpoznavaji bakteridlni komponenty (Akira a kol. 2006).

Posledni skupinou jsou PRRs membranové. Do této skupiny patii C-typ lektinové
receptory (CLR) (napf. receptor Dectin-1), které rozpoznavaji sacharidy virti, bakterii a hub.
Po navazani CLR na PAMPs se spousti signalni drahy vedouci ke zméné genové exprese
(Figdor a kol. 2002). Formyl peptidové receptory (FPRs), které také patii
do membréanovych PRRs, rozpoznavaji formyl peptidové molekuly. Podili se tim na obrané
hostitele pii bakterialni infekci (Le a kol. 2002). Dalsim druhem membranovych PRRs jsou
scavengerove receptory. Tyto receptory nejen ze vychytavaji nizkodenzitni lipoproteiny
(LDL), ale také dokézou rozpoznat apoptotické buiiky a endogenni molekuly
(PrabhuDas a kol. 2014). Posledni skupinou membranovych PRRs jsou Toll-like
receptory (TLRs).

2.4.1.2 Toll-like receptory
Toll-like receptory (TLRs) byly prvni PRRs, které byly definovany. Jsou také

nejlépe prostudované ze vSech PRRs (Kawai a Akira 2011). V dne$ni dob¢€ zname deset
lidskych (TLR 1-10) a dvanact mysSich druhtt TLRs (TLR 1-9 a TLR 11-13) (Takeda
a Akira 2005). Strukturou se TLRs fadi do transmembranovych proteinti 1. Typu.
Obsahuji ektodoménu, kterd obsahuje repetice bohaté na leucin, jenz zprostfedkovavaji
rozpoznani PAMPs, transmembranovou oblast a Toll-IL-1 (TIR) doménu, které aktivuje
cytoplasmatickou signalni drahu. TLRs se vyskytuji na povrchu buiikky nebo jsou
spojeny s intracelularnimi vezikuly. Kazdy TLR detekuje odlisné PAMPs odvozené
od viri, bakterii, mykobakterii, hub a paraziti (Kawai a Akira 2011). Shrnuti,
ktery TLR rozpoznava dany PAMPs, je uvedeno v ndsledujici tabulce (Tab. I; Kawai
a Akira 2011).



Tab. I: PAMPs detekované TLRs (pfevzato z Kawai a Akira 2011).

Druhy PAMPs TLR
Bakterie, mykobakteriec ~ LPS TLR4
lipoproteiny, LTA, PGN, TLR2/1, TLR2/6 (heterodimery)
flagelin TLRS
DNA TLR9
RNA TLR7
Viry DNA TLR9
RNA TLR3, TLR7, TLRS8
strukturalni proteiny TLR2, TLR4
Houby zymosan, 3-glukan TLR2, TLR6
Manan TLR2, TLR4
DNA TLR9
RNA TLR7
Parazité DNA TLRY9
hemozoin (Plasmodium) TLRY9
fosfatidylinositol (Trypanosoma) TLR4

Po rozpoznani PAMPs, TLRs aktivuji signalni drahu, ktera vede k indukei gent,
které stimuluji imunologickou odpovéd. Vysledek je exprese ftady cytokini

a chemokint (Kawai a Akira 2011).

2.4.2 Pouziti bakterii jako motivu PAMPs v nadorové terapii

Vyuzitim bakterii v naddorové terapii se zacal zabyvat Dr. Coley, ktery si
povSimnul v urcitych piipadech regrese nadorovych onemocnéni po infekénim
onemocnéni (Bickels a kol. 2002). Pozdé€ji aplikoval pacientim s nadorovym
onemocnénim smes inaktivovanych bakterii zndmou jako Coley toxin (Streptococcus
pyvogenes a Serratia marcescens) (Coley 1910).

Dalsi vyuziti bakterii v nadorové terapii je pouziti BCG vakciny. Ta je pfipravena
ze zivych, ale oslabenych bakterii kmene Mycobacterium bovis a dnes se vyuziva pri
1é¢beé karcinomu mocového méchyie (Peterson a Patel 1998).

VysSe zminéné ptiklady vyuziti bakterii v protinadorové terapii jsou zaloZeny
na pouziti celych bakterii. V dnes$ni dob¢ se ale vice pouZivaji jen bakteridlni fragmenty
nebo uméle syntetizované ligandy. Mezi bakterialni fragmenty patii napiiklad CpG
oligonukleotidy (kratky usek jednofetézcové bakterialni DNA) (Carpentier a kol. 2006),

manan, formylmethioninové motivy nebo laminarin. Na nadorové buiky kotveny
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manan, laminarin, popfipadé f-MLF byl pouzit v synergii s LPS (Janotova a kol. 2014).
Jeden z hlavnich cili této prace je pravé ndhrada LPS, ktery je pro ¢lovéka nebezpecny.
Proto bylo vyzkouSeno vyuziti bakterie Borrelia burgdorferi jako ndhrada za zminéné

LPS.

2.4.2.1 Borrelia burgdorferi

Borrelia burgdorferi je gram-negativni bakterie z kmene Spirochaetes (Samuels
a Radolf 2010). Objevena byla roku 1982 Wilhelmem Burgdorferem a je zndma spise
jako piivodce lymské boreliozy (Baranton a kol. 1992).

Velikost této bakterie je 0,2-0,5 x 0,5-30 pm. Vnéj$i bunéénd membrana se sklada
ze 45-62% proteint, 23-50% lipida a 3-4% sacharidid. Slozeni jeji membrany se
vyznamné 1i8§i od gram-negativnich bakterii. Hlavni odliSnost je absence
fosfatidylethanolaminu (PE) a lipopolysacharidu (LPS) (Samuels a Radolf 2010). Praveé
z divodu absence LPS byla tato bakterie pouzita i v nadorové terapii popsané v této

praci.

2.5 Nadorova imunoterapie zaloZena na kombinaci TLR ligandi a

ligandi fagocytarnich receptori

Jak zjistila Janotova a kol. (2014), pro silny protinddorovy ucinek je vhodné
kombinovat rozpustné ligandy se signalizacnim G¢inkem spolu s ligandy fagocytarnich
receptorll kotvené na nadorové buiiky. Signaliza¢ni ucinek zapfiCinuje granulocytarni
infiltraci a rozvinuti zanétlivého procesu. Na druhou stranu ligandy fagocytarnich
receptorii nasméruji fagocytarni buniky na naddorové bunky a to vede k jejich likvidaci
(Janotova a kol. 2014).

Jelikoz v praci Janotové a kol. (2014) vyuzivali LPS jako ligand se signalizaCnim

uc¢inkem, je potfeba tento ligand nahradit jinym, mén¢ nebezpecnym pro clovéka.

2.5.1 TLR agonisté pouzivané naSim tymem pro nadorovou
imunoterapii
Mezi hlavni TLR agonisty patifi lipopolysacharidy (LPS). LPS je dilezity
stavebni prvek vnéjsi bunécné stény gram-negativnich bakterii, ktery je uvoliiovan
do okoli pti rastu, déleni a smrti bakterie. Funguje tedy jako endotoxin (Erridge a kol

2002). Sklada se ze tti casti lipid A, O-antigen a oligosacharidové jadro spojujici lipid A
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a O-antigen. Lipid A je hlavni PAMPs LPS. Receptor lipidu A je TLR4, coz z LPS déla
agonistu pravé pro TLR4 (Lu a kol. 2008).

Po rozpoznani LPS dochdzi koligomerizacti TLR4 a zapojeni jeho
downstreamovych adaptorti pies interakci s TIR doménou. TLR4 signalizace se
rozchazi do dvou drah. Prvni draha je na MyD88 zavisla, kterd vede k navozeni exprese
prozanétlivych cytokinovych genti a druhd je na MyD88 nezavisla, ktera vede
k produkci interferonti typu I (Lu a kol. 2008).

Resiquimod (R-848), ktery jsme pouzivali v této praci jako ndhradu za LPS, je
ligand pro TLR7 u mysi a pro TLR7 a TLRS8 u lidi. Navazani Resiquimodu na TLR7
nebo TLRS pfimo aktivuje vrozenou imunitni odpovéd’ prostfednictvim MyD88 zavislé
cesty a naslednou produkci prozanétlivych cytokint a chemokinti (TNF-a, INF-a, IL-12
a MIP-1a) (Gibson a kol. 2002, Larangé a kol. 2009).

2.5.2 Fagocytarni receptory a jejich agonisté pouZzité v této praci

Manan patii mezi polysacharidy. Nachazi se v bunécné sténé¢ mikroorganismt,
zejména na povrchu hub (kvasinek) a gram-negativnich bakterii. Manan je slozeny
z n¢kolika podjednotek D-mandz, které jsou spojené glykosidickou vazbou. Podle této
vazby rozliSujeme o manan nebo B manan (Lipke a Ovalle 1998). Je povazovany
za vysoce antigenni latku, proto se tfadi mezi PAMPs. Je rozpoznavan imunitnim
systémem pomoci dvou receptorti. Prvni je mandzovy receptor (MR) a druhy je manozu
vazajici lektin (MBL) (Janeway a Medzhitov 2002).

Manoézovy receptor (MR) je 180 kDa velky transmembranovy protein (Stahl
a Ezekowitz 1998). MR patii mezi fagocytarni PRRs, které se nachazeji
na fagocytarnich buiikédch (makrofagy, dendritické bunky) (Opanasopit 2001). Pro MR
je charakteristickd karbohydratovd doména pro rozpoznavani mikroorganismu, které
na svém povrchu bunécné stény obsahuji D-mandzu, N-acetylglukosamin nebo
L-fukézu (Janeway a Medzhitov 2002). MR je zodpovédny za tvorbu prozanétlivych
signald, které vedou k produkci cytokini (TNF-a, IL-6, IL-12) (Pathak a Palan 2005).

Manodzu vazajici lektin (MBL) je protein akutni fdze primarné produkovany
vjatrech a vyluCovan do plasmy (Worthley a kol. 2005). Rozpoznava manan,
N-acetylglukosamin nebo fuko6zu, které jsou obsazeny na patogenech (Opanasopit a kol.
2001). MBL patii do kolektinové rodiny proteinu. Proteiny z této rodiny obsahuji dvé

domény — lektinova a kolagenni. Lektinovd cast vaze cukry na povrchu patogena,
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zatimco kolagenni Cast je nezbytnd pro interakci s vrozenym imunitnim systémem
(Matsushita a kol. 2000).

Afinita MBL k manéze je celkem pomérné nizka (Kp = 10~ M), coz vyzaduje
veétsi pocet souCasnych interakci s mandézovymi molekulami (Turner 2003). MBL je
strukturné 1 funkéné podobny jako Clq, ktery spousti klasickou cestu aktivace
komplementu Srovnani lektinové a klasické drahy aktivace komplementu je vidét
na Obr. 1. Ob¢ cesty vedou ke Stépeni C4 a C2 na C4b a C2a. V kone¢ném dusledku
produkce C3 a C5 konvertaz stimuluje opsonizaci patogenii a lyzu daného patogena
pfes membranovy utok komplexu. Rozdil v obou drahach je, ze v lektinové cesté
komplementu je nejprve nutnost vytvoieni komplexu MBL se serinovymi protézami

zvanymi MASPs 1 a 2. (Worthley a kol. 2005).
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Obr. 1: Srovnani lektinové a klasické cesty aktivace komplementu (Worthley a kol. 2005).
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2.6 CD47

CD47 je neobvykly ¢len imunoglobulinové skupiny membréanovych proteind.
Sklad4d se zjednotné N-terminalni IgV domény, vysoce hydrofobniho tseku s péti
transmembranovymi  doménami a cytoplasmatického C-termindlniho konce
o velikosti 3-36 aminokyselin. Velikost CD47 je 45-55 kDa, coz je dano silnou
glykosylaci na Ig doméné (Brown a Frazier 2001). CD47 je zapojen v mnoha riiznych
bunéénych procesech napt. apoptdza, proliferace, adheze nebo migrace (Sick a kol.
2012).

CD47 na sebe vaze dva druhy ligand. Prvnim je trombospondin-1 (TSP-1)
a druhym signdlni regulaéni protein alfa (SIRP-a) (Brown a Frazier 2001). Navazani
TSP-1 na CD47 ovliviiuje nékolik zékladnich bunéénych funkci véetné bunécné
migrace a adheze, bunécné proliferace, apoptdzy. Dale se tato vazba podili na regulaci
abiogeneze a zanétu. Vazba CD47-SIRP-a se zase podili na inhibici fagocytdzy,
aktivaci T-lymfocytl a stimulaci vazby buiika-buiika (Sick a kol. 2012).

Jak CDA47 tak 1 CD31 pusobi jako ,,don’t eat me* signal, ktery buniku brani pied
fagocyty. Tento signdl se pii apoptdze stahuje, aby nebranil fagocytim buniku pohltit
(Grimsley a Ravichandran 2003). Pravé ,don’t eat me* signal vyuzivaji nadorové
buiiky, které exprimuji CD47 ve vétsi mife, nez je tomu u normdlnich bunék a tim
unikaji imunitnimu systému (Sick a kol. 2012). Tato prace se také zabyva blokovanim
CD47 a to z diivodu zvyseni G€¢innosti nddorové terapie. ZkouSeno bylo, nejen pouziti

anti CD47 aptameru, ale 1 Anti-Mouse CD47 protilatky.

2.7 Fosfatidylserin

Fosfatidylserin (PS) nebo fosfatidyl-L-serin je zdporné nabity fosfolipid, ktery se
normaln¢ vyskytuje na vnitini strané¢ cytoplasmatick¢é membrany, endoplasmatickém
retikulu a edosomech. Tvoifi zde az 20% zcelkového mnozstvi fosfolipida
(napt: Buckland a Wilton 2000, Vermes a kol. 1995).

PS se sklada z glycerolové kostry, ktera je esterifikovana na dvou uhlicich (sn-1
a sn-2) dvéma mastnymi kyselinami riizné délky a nasyceni. Za negativni naboj PS
muze vazba fosfatové skupiny na serin. Fosfatova skupina se nachazi na sn-3 uhliku
(Kay a Grinstein 2011).

PS se normalné€ vyskytuje u bunék na vnitini strané plasmatické membrany jako

nasledek plsobeni ATP-dependentni aminofosfolipidové flipasy (Kay a Grinstein
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2011). Na vnéjsi stran€ plasmatické membrany se PS vyskytuje jen ve velmi malém
mnozstvi (Ravichandran 2011). Pokud bunka podstoupi apoptéozu, objevi se PS
na vnéjsi stran€ plasmatické membrany. Tato exprese PS na vnéjSi stranu membrany
signalizuje fagocytiim, aby umirajici bunku fagocytovali (tzv. ,,eat me* signal) (Kay
a Grinstein 2011). Kromé své role v apoptdze ma PS své diilezité misto také pii srdzeni
krve (Buckland a Wilton 2000).

Exprese PS tedy slouzi jako ,eat me* signal. Tento signdl na apoptotickych
buiikach rozpoznavaji fagocyty, které nejdiive buiku identifikuji a poté ji fagocytuji.
Nadorové buiiky jsou v tomto pravidle vyjimkou. Exprimuji PS také na svém povrchu
a presto unikaji imunitnim mechanismiim. Je to dano expresi pravé ,don’t eat me*
signali (Brown a Neher 2012). Jako dalsi cil této prace bylo vyuziti fosfatidylserinu
jako ,eat me* signdlu pro fagocyty. Kromé toho byla studovana i exprese PS
na nadorovych buiikdch pfi plsobeni stresovych faktorti a vlivu neutrofill na tuto

expresi.
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3 CILE PRACE

Studium mozZnosti nahrady LPS pomoci kovalentné¢ vazané bakterie Borrelia
burgdorferi nebo pomoci TLR agonisty Resiquimodu (R-848) v ramci nadorové

imonoterapie.

Ovéfeni moznosti nadorové imunoterapie pomoci blokace CD47 anti CD47

aptamerem nebo Anti-Mouse CD47 protilatkou.
Studium otazky exprese fosfatidylserinu (PS) na povrchu nadorovych bunék

B16-F10 z bunétné kultury pii piisobeni stresovych faktorGi nebo pifi soucasné

inkubaci téchto bunck s neutrofily.
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Chemikalie

e Anti CD47 aptamer (H-KRFYVVMWKK-OH) (Schafer-N, Dansko)

e Anti-Mouse CD47 Purified; clone miap 301 (eBioscience,USA)

o  BAMyyp — biokompatibilni kotva membrany, Mw 4000 (NOF Corporation,
Japonsko)

e DNaza I (Roche Diagnostic, Némecko)

e Dual Apoptosis Assay with Nucview 488 Caspase-3 Substrate and CF640R
Annexin V (Biotium, USA)

e Liberaza DL (Roche Diagnostic, Némecko)

e Mannan — z Saccharomyces cerevisiae (Sigma-Aldrich, USA)

e Neutrophil isolation kit (Miltenyi Biotec, Némecko)

e Resiquimod (R-848) (Tocris, Velka Britanie)

e SMCC - 4-(N-Maleimidomethyl) cyclo-hexanecarboxylic-acid
N-hydroxysuccinimide ester (ThermoScientific, USA)

e TCEP - tris(2-Carboxyethyl)phosphine hydrochlorid (Sigma-Aldrich, USA)

4.2 Laboratorni zvirata

V pokusech byly pouzity samice mysi typu C57BL/6N z chovu Charles River
Laboratories. Do laboratofe piiSly jako 4 tydenni a byly pouzity k pokusiim po dosazeni
8 tydnl s vahou mezi 18-20g. Mysi byly chovany za stejnych podminek ve zvétinci
Parazitologického ustavu, BC AVCR. Mysi byly po celou dobu rozdéleny jednotlivé
ve sterilnich boxech s neustalym ptistupem ke sterilni pitné vodé a krmivu ve formé
suchych pelet. V mistnosti s chovem byla konstantni teplota 22 °C, relativni vlhkost

65 % a fotoperioda byla nastavena na 12/12 hodin.

4.3 Priprava nadorovych bunék B16-F10 pro transplantaci

Bunécna linie B16-F10 byla kultivovana v. médiu RPMI 1640 s 10% fetalniho
bovinniho séra (FCS), 1% antibiotik, 1% glutaminu a 0,1% merkaptoetanolu pti 37 °C
v termostatu v 5% CO, atmosféfe. Po nartstu byly bunky zbaveny kultiva¢niho média
a poté tiikrat promyty sterilnim pufrovanym fyziologickym roztokem (PBS).
Po promyti byla k adherovanym bunkdm piidana trypsiniza¢ni smés (0,02% trypsin
a 0,02% EDTA vPBS). Poté¢ byly bunky s trypsinizaéni smési vraceny zpét
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do termostatu (37 °C/5% CO,) na pet minut, aby doslo k jejich uvolnéni. Trypsinizace
byla zastavena ptidanim RPMI 1640 s 10% FCS. Posléze byly buiiky centrifugovany
(5 min/4 °C/160 g) a natedény na pozadovany objem piiddnim RPMI 1640 bez séra.
Nésledné byla pocitana koncentrace bunék v 1 ml pomoci Biirkerovy komirky.
Po zjisténi aktualni koncentrace byla buné&na suspenze nafedéna na koncentraci 4x10°

bunék/ml RPMI 1640 bez séra.

4.4 Transplantace bunék B16-F10
Néadorové buiiky B16-F10 byly podkozné transplantovany mySim do pravého

piedem oholen¢ho boku. Aplikovano bylo 0,1 ml melanomové suspenze (B16-F10

s RPMI 1640 bez séra) obsahujici 400 000 bungk.

4.5 Priprava neutrofili

Izolace neutrofili z kostni dfené mysi

Mysim, které byly usmrceny strzenim vazu, byly odebrany ob¢ zadni koncetiny.
Nasledovalo ocisténi kosti od svaloviny a Slach takovym zpisobem, aby nedoslo
k poruseni hlavic kloubli a néasledné kontaminaci kostni difené. OcCisténé kosti byly
vloZzeny do Petriho misky s RPMI 1640 bez séra. Posléze byly sterilné odstfihnuty obé
kloubni hlavice kosti. Kosti se proplachly pomoci RPMI 1640 bez séra a injekéni
stiikacky (5 ml) s jehlou (26 G). V dal§im kroku byla kostni dfeii rozsuspendovana
pomoci pipety a prefiltrovana pfes BD filtr (velikost port 70 um). Nasledné byla
ptefiltrovana suspenze centrifugovana (10 min/4 °C/160 g). Poté byly buniky spocitany

pomoci Biirkerovy komiirky.

Magnetické znaceni a magneticka separace neutrofil

K buiikdm byl pfidan pufr (200 pl na 5x10” bungk), pfipraveny smichéanim PBS,
2% FCS a 2 mM EDTA. Poté byla k buitkdm ptiddna primarni protilatka (protilatka
proti antigenim neexprimovanych na neutrofilech konjugovana s biotinem) v mnoZzstvi
50 p na 5x10” bunék. Nasledovalo promichani bundk a inkubace s priméarni protilatkou
10 minut v lednici. V dal§im kroku byly buiiky promyty v pufru (5-10 ml na 5x10’
bun€k) pomoci centrifugace (10 min/4 °C/160 g). Po centrifugaci bylo nutné
supernatant kompletné¢ odsat a vznikly pelet byl rozsuspendovat v pufru (400 pl
na 5x10” bundk). Nasledovalo pfidani sekundarni protilatky (Anti-Biotin protilatka

konjugovana s ferromagnetickymi partikulemi) v mnozstvi 100 ul na 5x10” bungk.
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Bunky byly opét ditkladné promichany a inkubovany 15 minut v lednici. Posléze byly
promyty v pufru pomoci centrifugace (10 min/4 °C/160 g) a wvznikly pelet
rozsuspendovan v pufru (500 pl na 5x107 bungk).

Nasledovala samotna magnetickd separace neutrofili (negativni sorbce
kontaminantl) pomoci separacni kolonky (LS column) a podstavce s magnetickym
separatorem (Midi MACS separator). Kolonka byla umisténa do separatoru a promyta
3 ml pufru. Do kolonky byla napipetovana bunécna suspenze. Na zavér bylo nezbytné
kolonku promyt 3x3 ml pufru. Ziskané neutrofily byly centrifugovany (10 min/4 °C/
160 g), pfevedeny do RPMI 1640 s 10% FCS a spocitany.

Priming neutrofila
Neutrofily byly primovany smési cytokini TNFa (2,5 ng/ml) a GM-CSF
(12 ng/ml). Priming probihal po dobu 20 minut v termostatu (37 °C/5% CO,).

4.6 Méreni velikosti nadoru
Velikost nadoru byla méfena kazdy druhy den pomoci kaliperu. Poté byl spocitan
objem nadorové masy pomoci vzorce V = 1/6 AB” . Nejvétsi rozmér (délka nadoru)

predstavuje A a nejmensi rozmér (vySka nadoru od téla) predstavuje B.

4.7 Pocitani plicnich metastaz
Mysi byly usmrceny strZzenim vazu a poté jim byly vyjmuty plice. Vypitvané plice
byly vlozeny do PBS. Pomoci binokularni lupy byly spocteny metastdzy na vSech

plicnich lalocich (Cerné tecky rozdilné velikosti).

4.8 Priprava terapeutickych latek

Syntéza manan-BAMygg
Roztok mananu v prostiedi octanu amonného a kyanoborohydridu sodného byl pti

pH 7,5 a 50 °C redukéné aminovan po dobu péti dnli. Poté byl roztok dialyzovan
s pouzitim dialyzac¢ni trubice MWCO 3500 (Serva—Heidelberg, Némecko) proti PBS pii
4 °C ptes noc. Nasledn¢ bylo zapotitebi zkontrolovat pH mananu-NH, (pozZadovana
hodnota pH musela byt vrozmezi 7,2 — 8,5). Poté byl pfipraven roztok BAMuggo
v DMSO (7,3 mM). 600 pul BAMyggo bylo piidano ke 12 ml mananu-NH, (0,227 mM)
a promichano. Smés byla ponechdna 2 hodiny pii pokojové teploté a poté byla reakce
zastavena piidanim 600 pl TRIS/HCI (pH 8,0). Nasledovala dialyza v dialyzac¢ni trubici
MWCO 3500 proti PBS pti 4 °C pfes noc za stalého michani. Po dialyzaci byl ziskan
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0,2 mM roztok manan-BAMaoo0 v PBS. Tento roztok a dalSi pouZité roztoky byly

sterilizovany filtraci ptes filtry s primérem port 0,22 pm.

Priprava roztoki Resiquimodu (Resiquimod HCI)

Jelikoz Resiquimod ve formé baze je ve vod¢ obtizn€ rozpustitelny, byl nejdiive
piipraven hydrochlorid. 1,5 mg Resiquimodu bylo smichano se 4,2 pl 3,5% HCL
Ptislusné roztoky byly poté pfipraveny piidanim bud’ samotného PBS, nebo ptidanim

PBS obsahujiciho dalsi latky (anti CD47 aptamer, mannan-BAM, Anti-Mouse CD47).

Priprava Borrelia burgdorferi-SMCC pro injikovani do nadoru

Borrelia burgdorferi sensu stricto byla nejdiive sonikovana v PBS. Bylo
odebrano 0,5 ml sonikovanych bakterii, ke kterym bylo piidano 2,29 ml PBS (pH 7.,4).
Déle byl 1 mg SMCC rozpustén ve 100 ul DMSO. Odebrano bylo 10 pl, které se
ptfidaly k roztoku sonikovanych bakterii a PBS. Reakce SMCC s bakteriemi probihala
pii1 pokojové teploté po dobu 40 min.

4.9 Analyza dat
Vysledna data byla zpracovdna v programu STATISTICA 12. Statistickd

vyznamnost byla zjiStovana pomoci ANOVY doplnéna post-hoc Tukey testem.
4.10 Experimenty

4.10.1Terapie melanomu pomoci Kkovalentné vazané Dbakterie

Borrelia burgdorferi
V tomto pokusu bylo pouzito 15 mySi (samice CS57BL/6N). Dvanacty den
po transplantaci melanomovych bun¢k B16-F10 byly mysi rozdéleny do tfi skupin (A-K
viz nize) po péti mySich podle podavané terapeutické latky. Kazda mys byla umisténa

do samostatného boxu.

Skupiny mysi podle podévané terapeuticke latky:
A) Borrelia burgdorferi (0,5 mg/ml PBS)

B) Borrelia burgdorferi-SMCC (0,5 mg/ml PBS)
K) PBS (kontrola)
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Léciva byla intratumoralné aplikovana u vSech skupin celkem Sestkrat v mnoZstvi
50 pl. Skupindm A a Kbylo podano PBS jednu hodinu pfed samotnym podanim
terapeutické latky. Skupiné B pak bylo podano TCEP (50 mM roztok TCEP v PBS)
taktéz hodinu pred podanim terapeutické latky. Terapie byla zahdjena v Case 0, tzn.
12. den od transplantace nadorovych bunck B16-F10. Léciva byla podavana ve dvou
pulzech (dny 0,1,2...8,9,10). Kazdy druhy den byla méfena velikost nador pomoci
kaliperu (vzdy pred aplikaci 1é¢iva). Ctrnacty den po zméfeni velikosti nadord byly

mySsi usmrceny strzenim vazu a byly vyjmuty plice ke spocitani metastaz.

4.10.2Terapie melanomu pomoci anti CD47 aptameru a Anti-Mouse
CD47 protilatky.
V tomto pokusu bylo pouzito 42 mysi (samice C57BL/6N). Dvanacty den po
transplantaci melanomovych bunék B16-F10 byly myS$i rozdéleny do sedmi skupin
(A-K viz nize) po Sesti mySich podle podavané terapeutické latky. Kazdd myS byla

umisténa do samostatného boxu.

Skupiny mysi podle podavané terapeutické latky:

A) anti CD47 aptamer (H-KRFYVVMWKK-OH) (0,5 mM roztok v PBS)

B) Resiquimod HCI (0,5 g/ml PBS)

C) Resiquimod HCl1/ anti CD47 aptamer (0,5 mg Resiquimodu/ml 0,5 mM anti
CD47 aptameru v PBS)

D) Resiquimod HCI / anti CD47 aptamer / manan-BAM (0,5 mg Resiquimodu/ml
0,5 mM anti CD47 aptameru v 0,2 mM mananu v PBS)

E) Resiquimod HC1/ manan-BAM (0,5 mg Resiquimodu/ml 0,2 mM mananu v
PBS)

F) Resiquimod HCl / manan-BAM / Anti-Mouse CD47 (0,5 mg Resiquimodu/ml
a 0,5 mg Anti-Mouse CD47/ml 0,2 mM mananu v PBS)

K) PBS (kontrola)

Skupina A, B, C, D, E, K

Léciva byla intratumoralné¢ aplikovana u skupin A, B, C, D, E a K celkem
Sestkrat v mnozstvi 50 ul. Terapie byla zahdjena v Case 0, tzn. 12. den od transplantace
nadorovych bunék B16-F10. Léciva byla podavana ve dvou pulzech (dny
0,1,2...8,9,10). Kazdy druhy den byla méfena velikost nadorti pomoci kaliperu (vzdy
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pred aplikaci 1é¢iva). Ctrnacty den po zméfeni velikosti nadorti byly mysi usmrceny

strzenim vazu a byly vyjmuty plice ke spocCitani metastaz.

Skupina F

MySim byla nejprve aplikovéna terapeutickd smés Resiquimod HCl / manan-
BAM. Po hodin€ byla aplikovana protilaitka Anti-Mouse CD47. VSe bylo aplikovano
intratumoralné¢ v mnozstvi 50 pl. Terapie byla zahdjena v case 0, tzn. 12. den
od transplantace nadorovych bun¢k B16-F10. Smés Resiquimod HCI / manan-BAM
byla podavana ve dvou pulzech (dny 0,1,2...8,9,10). Protilatka Anti-Mouse CD47 byla
podana pouze v prvnim pulzu. Kazdy druhy den byla méfena velikost nddorti pomoci
kaliperu (vzdy pred aplikaci 1é¢iva). Ctrnacty den po zméfeni velikosti nadord byly

mySsi usmrceny strzenim vazu a byly vyjmuty plice ke spocitani metastaz.

4.10.3 Studium otazky exprese fosfatidylserinu na povrchu

nadorovych bunék pomoci priitokové cytometrie

4.10.3.1 Mira exprese fosfatidylserinu na burnkach B16-F10
z bunééné kultury v zavislosti na stresovém faktoru
V nasledujicim in vitro pokusu byla zjisStovana mira exprese fosfatidylserinu (PS)

na povrchu nadorovych bun¢k B16-F10 z bunétné kultury, pii plisobeni stresovych

faktorti (mechanické tfepani bunék a pritomnost chemikalii DNéza I, Liberdza DL).

Priprava bunék pro in vitro pokus
Suspenze melanomovych bunék B16-F10 v RPMI 1640 s10% FCS byla
rozpipetovana po 1 ml do 2 ml mikrozkumavek eppendorf podle nasledujiciho rozdéleni

skupin:

A) tfepané buitkky B16-F10 s DNazou I a Liberazou DL
B) ttepané buniky B16-F10

C) netiepané buitky B16-F10 s DNazou I a Liberazou DL
D) nettepané buniky B16-F10

K) netiepané buiikky B16-F10 (kontrola)
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Ke skupinam A a C byla pfidana DNaza I na vyslednou koncentraci 0,2 mg/ml
a Liberaza DL na vyslednou koncentraci 0,33 mg/ml. Skupiny A a B se poté nechaly
tfepat (400 kmit/min) v termostatu (37 °C) po dobu jedné¢ hodiny. Ostatni skupiny byly
také umistény do termostatu (37 °C) po dobu jedné hodiny, ale bez tfepani. Po hodiné
byly buiiky spo¢itany pomoci Biirkerovy komiirky a v mnozstvi 1x10° bungk preneseny
do centrifugacnich zkumavek. Posléze byly buiiky centrifugovany (5 min/4 °C/160 g).
Vzniklé pelety byly rozsuspendovany v 1 ml Binding Bufferu (Annexin V Binding

Buffer natedény destilovanou vodou v poméru 1:5).

Analyza na priitokovém cytometru

Ze vSech ptipravenych bunéénych suspenzi bylo nasledné odpipetovano 200 pl
do zkumavek urcenych pro priitokovou cytometrii (vSe bylo délano v tripletech + jedna
kontrola). Do vSech zkumavek (kromé neznacené kontroly) bylo ptfidano 5 pl NucView
488 Caspase-3 a 5 pul CF640R Annexin V. Poté byly buiky inkubovany ve tmé pfi
pokojové teploté po dobu 30 min. Po inkubaci bylo do kazdé zkumavky ptidano
400 pl Binding Bufferu a nasledovalo méteni pomoci priitokového cytometru.

Po spravném nastaveni pritokového cytometru (viz Tab. II) byly zkumavky
vloZeny do pfistroje a jednotlivé vzorky zméfeny. Bylo zaznamenano 20 000 udalosti.

Vysledky byly zpracovany a vyhodnoceny v programu BD FACSDiva verze 6.1.3.

Tab. II: Nastaveni pratokového cytometru.

Nastaveni laseru

Window Extension 2,00
FSC Area Scaling 0,50
Laser Delay Blue 0,00
Laser Delay Red 30,69
Area Scaling Blue 0,50
Area Scaling Red 1,32
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4.10.3.2 Vliv neutrofili na miru exprese fosfatidylserinu na

bunkach B16-F10 z bunééné kultury

V tomto in vitro pokusu byla zjiStovana mira exprese fosfatidylserinu (PS)
na povrchu nddorovych bunék B16-F10 z buné¢éné kultury pti soucasné inkubaci téchto

bunék s aktivovanymi a neaktivovanymi neutrofily z kostni dfené mysi.

Priprava bunék pro in vitro pokus

Nadorové buiiky byly sklizeny stejnym postupem jako v ptfedchozim pokusu. Poté
byly rozpipetovany v mnozstvi 2x10° bungk na jamku (96 U jamkovy panel). Buiiky
byly rozdéleny do nasledujicich skupin:

A) bunky B16-F10

B) buiikky B16-F10 a aktivované neutrofily
C) buiiky B16-F10 a neaktivované neutrofily
K) buiikky B16-F10 (kontrola)

Nasledné k nim byly pfidany aktivované nebo neaktivované neutrofily (skupina B
a C) v mnozstvi 4x10° bun&k ziskané procesem magnetické separace a aktivované jiz
zminénym zplsobem (viz kapitola 4.5 Pfiprava neutrofiltl). Buiiky byly promichany
a inkubovany v termostatu (37 °C/5% CO;) po dobu dvou hodin.

Po inkubaci byly bunikky centrifugovany (10min/4 °C/160g) a nasledn¢ zbaveny
supernatantu, ktery byl nahrazen Binding Bufferem (200 pl na jamku) - piiprava viz
piedchozi pokus. Po ditkladném rozvolnéni pipetou byly bunky pfevedeny do zkumavek
urc¢enych pro pratokovou cytometrii v mnozstvi 70 pl. Do kazdé zkumavky bylo
piidano 130 pl Binding Bufferu (na celkovy objem 200 pl/jamka). Ke v§em skupindm
(kromé neznacené kontroly) bylo ptfidano 5 pl CF640R Annexin V. Déle bylo pfidano
5 ul NucView 488 Caspase-3. Posléze byly buiiky inkubovany ve tmé pifi pokojové
teploté po dobu 30 min. Po kultivaci bylo do kazdé zkumavky ptfidano 400 pl Binding
Bufferu a nasledovalo méfeni pomoci pratokového cytometru. Bylo zaznamenano
50 000 udalosti. Nastaveni pritokového cytometru (viz Tab. II) a program, ve kterém
byly vysledky zpracovany a vyhodnoceny, byly stejné jako v pfedchozim pokusu (viz
kapitola 4.10.3.1).
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5 VYSLEDKY

5.1 Terapie melanomu pomoci kovalentné vazané bakterie Borrelia

burgdorferi

Na Obr. 2 je znazornén vliv 1é¢by na redukci ristu melanomu. V tomto pokusu
byla pouzita k 1é€bé melanomu kovalentné¢ vazané bakterie Borrelia burgdorgeri
(skupina B, zelena barva). Dale bylo zkouSeno pouziti bakterii bez kotveni (skupina A,
Seda barva. Je ovSem patrné, Ze Borrelia burgdorferi s kovalentnim kotvenim 1 bez

kotveni, neméla Zadny vliv na redukci nadoru.
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Obr. 2: Vliv lécby na redukci nddoru. A) Borrelia burgdorferi (0,5 mg/ml PBS),
B) Borrelia burgdorferi-SMCC (0,5 mg/ml PBS), K) PBS.
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Na Obr. 3 je uvedena intenzita metastazovani, vyjadiena jako pramérny pocet
metastaz/mys u jednotlivych skupin. Metastazy byly nejvice potlaceny u skupiny mysi,
kter¢ byly lé€eny pomoci kovalentné vazanych bakterii Borrelia burgdorferi-SMCC

(skupina B, zelena barva).
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Obr. 3: Primérny pocet metastaz/mys u jednotlivych skupin. A) Borrelia burgdorferi

(0,5 mg/ml PBS), B) Borrelia burgdorferi-SMCC (0,5 mg/ml PBS), K)PBS.
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Na Obr. 4 je uvedena prevalence metastaz u mysi v jednotlivych skupinach. Z obrazku

vyplyva, Ze se u vSech mysi metastazy vyskytovaly.
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Obr. 4: Prevalence metastaz u mysi v jednotlivych skupinach. A) Borrelia burgdorferi

(0,5 mg/ml PBS), B) Borrelia burgdorferi-SMCC (0,5 mg/ml PBS), K)PBS.
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5.2 Terapie melanomu pomoci anti CD47 aptameru a Anti-Mouse

CD47 protilatky

Graf na Obr. 5 ukazuje vysledky terapie melanomu pomoci anti CD47 aptameru
a Anti-Mouse protilatky. Z grafu je patrné, ze blokace samotnym anti CD47 aptamerem
byla bez uc¢inku (skupina A, Seda barva). Ptitomnost anti CD 47 aptameru vSak zvysila
ucinek Resiquimodu HCl a mananu-BAM, kde bylo dosazeno nejlepSich vysledkt
(skupina D, zelend barva). Dale je patrné, Ze pouziti Anti-Mouse CD47 protilatky spolu
s Resiquimodem HCI a mananem-BAM (skupina F, oranZova barva) zlepSuje terapii,
ale mén¢ nez anti CD47 aptamer opét s Resiquimodem a mananem-BAM (skupina D,
zelena barva). Z grafu tedy vyplyva, zZe terapeutické vysledky jsou dany ptfedevSim
pouzitim Resiquimodu HCI a jeho kombinaci s manan-BAM. Anti CD47 aptamer

a Anti-Mouse CD47 protilatka vede jen k ur¢itému ne ptili§ vyraznému zesileni terapie.
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Obr. 5: Vliv 1écby na redukci nadoru. A) 0,5 mM anti CD47 aptamer v PBS,
B) Resiquimod HCI, C) Resiquimod HCI / anti CD47 aptamer, D) Resiquimod HCl /
anti CD47 aptamer / manan-BAM, E) Resiquimod HCl / manan-BAM, F) Resiquimod
HCl/ manan-BAM / Anti-Mouse CD47, K) PBS (kontrola).

*P <0,05, ** P <0,01 vztazeno ke kontrole (skupina K).

28



Na Obr. 6 je uvedena intenzita metastazovani. Vyjadifena je jako primérny pocet
metastaz na my$ u jednotlivych skupin. Metastdzy nebyly nalezeny u skupiny 1é¢ené
pomoci Resiquimodu, anti CD47 aptameru a mananu (skupina D). Déle byly metastazy
potlaCeny u skupiny F, které se podavala kombinace Resiquimodu, mananu
a Anti-Mouse CD47 protilatky. Nejvice se metastazy vyskytovaly u skupiny B (Cerna

barva), které byl podavan samotny Resiquimod.
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Obr. 6: Primérny pocet metastdz/mys u jednotlivych skupin. A) 0,5 mM anti CD47
aptamer v PBS, B) Resiquimod HCI, C) Resiquimod HCIl / anti CD47 aptamer,
D) Resiquimod HCIl / anti CD47 aptamer / manan-BAM, E) Resiquimod HCI /
manan-BAM, F) Resiquimod HCl / manan-BAM / Anti-Mouse CD47, K) PBS
(kontrola).
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Na nasledujicim grafu (Obr. 7) je uvedena prevalence metastaz u mysi v jednotlivych
skupinach. Z obrazku je patrné, ze nejvyssich hodnot prevalence (vice jak 60%) bylo
dosaZeno se samotnym anti CD47 aptamerem (skupina A, Seda barva) a Resiquimodem
(skupina B, ¢erna barva). U skupiny D a F se metastazy nevyskytovaly vitbec. Pouziti
Resiquimodu HCI v kombinaci s anti CD47 aptamerem (skupina C, modra barva)
vykazovalo lepSich vysledki nezli pouZiti t€chto latek jednotlivé. Podobné je tomu také
u skupiny, kde byla pouzita kombinace Resiquimodu HCIl s manan-BAM (skupina E,

fialovéa barva).
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Obr. 7: Prevalence metastaz u mysi v jednotlivych skupindch. A) 0,5 mM anti CD47
aptamer v PBS, B) Resiquimod HCI, C) Resiquimod HCIl / anti CD47 aptamer,
D) Resiquimod HCIl / anti CD47 aptamer / manan-BAM, E) Resiquimod HCI /
manan-BAM, F) Resiquimod HCl / manan-BAM / Anti-Mouse CD47, K) PBS
(kontrola).
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5.3 Studium otazky exprese fosfatidylserinu na povrchu

nadorovych bunék pomoci priitokové cytometrie

5.3.1 Mira exprese fosfatidylserinu na buiikaich B16-F10 z buné¢né

kultury v zavislosti na stresovém faktoru

Vystupem z pritokového cytometru byla dvoubarevna FACS analyza. Pouzity kit
(Dual Apoptosis Assay with Nucview 488 Caspase-3 Substrate and CF640R Annexin V)
umoznil rozdéleni bunék na 4 populace dle exprese fosfatidylserinu a kaspazy-3:
(1) populace bunék annexin V+/kaspaza-3+, (2) populace bunék annexin V+/kaspdza-3-,
(3) populace bun¢k annexin V-/kaspéaza-3+, (4) annexin V-/kaspaza-3-. Naméfené hodnoty
bun€k i procentualni zastoupeni (prumér ze dvou opakovanych pokusti) jsou uvedeny

v Tab. III. a zpracovany do grafu v Obr. 8.

Tab. III: Studium otdzky exprese fosfatidylserinu na povrchu nadorovych bunék
v zavislosti na stresovém faktoru - absolutni pocty a procentudlni vyjadieni (mnoZzstvi
exprimovanych bun¢k pievedeno na spolecny zaklad 15000 singletd). A) tifepané
buiiky B16-F10 s DNazou I a Liberazou DL, B) tfepané buniky B16-F10, C) netfepané
buiiky B16-F10 s DNazou I a Liberazou DL, D) netfepané buiiky B16-F10.

skupina A B C D

pocet pocet pocet pocet
% % % %
bunék bunék bunék bunék

annexin V+ 424 2,83 339 2,26 368 2,45 232 1,55

kaspaza-3+ 385 2,57 935 6,23 369 2,46 798 5,32

annexin V-
13785 91,9 10562 | 70,41 14155 | 94,37 | 11018 | 73,45

/kaspaza-3-

annexin V+
406 2,7 3164 21,09 108 0,72 2952 19,68

/kaspaza-3+
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Na Obr. 8 jsou zobrazeny grafy vyjadiujici miru exprese fosfatidylserinu (PS)
(annexin V+) a kaspazy-3 na bunkdch B16-F10 zbunééné kultury, pii pisobeni
stresovych faktort (mechanické tfepani bunék a piitomnost chemikalii DNaza I,
Liberdza DL). Z grafu vyplyva, Ze vliv stresu na buiiky B16-F10 je z hlediska exprese
PS zanedbatelny. U skupin bez pfidanych chemikélii (B a D) je zvySena soucasnd

exprese fosfatidylserinu a kaspdzy-3 oproti builkdm, ke kterym chemikalie byly

pfidany.
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Obr. 8: Studium otazky exprese fosfatidylserinu na povrchu nadorovych bunék
v zavislosti na stresovém faktoru. A) tfepané buiikky B16-F10 s DNé4zou I a Liberdzou
DL, B) tfepan¢ buiikky B16-F10, C) netiepané bunky B16-F10 s DNéazou I a Liberazou
DL, D) netfepané bunky B16-F10.
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5.3.2 Vliv neutrofili na miru exprese fosfatidylserinu na burkach

B16-F10 z bunécné kultury
Jako v pfedchozim pokusu ndm pouzity kit umoZznil rozdéleni bunék na 4 populace
dle exprese fosfatidylserinu a kaspazy-3 (viz kapitola 5.3.1). Naméfené hodnoty bunck

a jejich procentualni zastoupeni jsou uvedeny v ndsledujici tabulce (Tab. IV).

Tab. IV: Studium otazky exprese fosfatidylserinu na povrchu nadorovych bunék pfi
soucasné inkubaci téchto bunék s aktivovanymi a neaktivovanymi neutrofily —
prumérny pocet ze 3 jamek a procentualni vyjaddieni (mnozstvi exprimovanych bun¢k
pievedeno na spole¢ny zdklad 15 000 singletii). A) bunky B16-F10 B) buiikky B16-F10
a aktivované neutrofily C) buniky B16-F10 a neaktivované neutrofily.

skupina A B C
pocet bunék % pocet bunék % pocet bunék %
annexin V+ 659 4,39 1793 11,95 1666 11,11
annexin V+/
5895 39,32 7559 50,39 7740 51,6
kaspaza-3+
annexin V-/
4348 28,99 5268 35,12 4979 33,19
kaspaza-3-
kaspaza-3+ 4095 27,3 380 2,53 615 4,1

Na Obr. 9 jsou zobrazeny grafy vyjadiujici miru exprese fosfatidylserinu (PS)
na bunkiach B16-F10 zbunééné kultury pii soucasné inkubaci téchto bunck
s aktivovanymi a neaktivovanymi neutrofily z kostni diené¢ mysi. Z grafa vyplyva, Ze
doslo ke zvySeni exprese PS u bunék B16-F10 inkubovanych s neutrofily (vztaZeno
k bunkdm B16-F10 samotnym) a to bez zavislosti na tom, zda byly neutrofily
aktivované nebo neaktivované. Ddle je patrné, ze u samotnych buné¢k B16-F10 byla

exprese kaspazy-3 vyssi nez u bun¢k s neutrofily.

33



annexin V+ annexin V-/kaspaza-3-
16 40
14 A 35
= 12 1 @ 30
£ 10 ?; 25
o 3
% 8 A o g 20
2 61 © Z 1
=24 =10
2 A 5
0 0 T T
B
Skupma Skupina
kaspaza-3+ annexin V+/kaspaza-3+
40 60
2 50
=~ 30 - -~
< 25 4 £ 40
7 i o
£ 20 £ 30
= 137 Z 20
5 A 2 10
o peiom BN | 0 , ,
A B C B
Skupina Skupina

Obr. 9: Studium otazky exprese fosfatidylserinu na povrchu nadorovych bunék pti
soucasné inkubaci téchto bun¢k s aktivovanymi a neaktivovanymi neutrofily. A) bunky
B16-F10 B) bunky B16-F10 a aktivované neutrofily C) buiiky B16-F10 a neaktivované

neutrofily.

** P < 0,01 vztazeno ke skupiné B. oo P < 0,01 vztazeno ke skupiné C. AA P < 0,01

vztazeno ke skupiné A.
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6 DISKUZE

Tym pod vedenim RNDr. Jana Zenky, CSc. se jiz nékolik let zabyva otazkou
nadorové imunoterapie. Tato prace ma svoji ndvaznosti na predeslé prace naSeho tymu
alespon Castené piispét k pochopeni nékterych dosud nevyteSenych problémi této
terapie.

Hlavnim cilem, vedle studia otazky exprese PS na nadorovych bunkach a blokace
CD47, bylo nahrazeni LPS. Janotovéa a kol. (2014) pouzivala ve své praci LPS jako
ligand se signaliza¢nim ucinkem s velmi plsobivymi vysledky. Ale z divodu mnoha
negativnich G¢inki LPS na lidské zdravi je nezbytné najit vhodnou néhradu, ktera by Sla

v nadorové terapii vyuzit.

Prvni pokus se zabyval pouzitim bakterii v Ié€bé nadorovych onemocnéni.
Pouzita byla bakterie Borrelia burgdorferi, ktera neobsahuje ve své sténé LPS (Samuels
a Radolf 2010). Z tohoto divodu byla Borrelia burgdorferi vhodnou nahradou LPS.
Bohuzel se v naSem pokusu Zadny terapeuticky efekt u volné bakterie 1 u kovalentniho
kotveni nedostavil. Zadného terapeutického efektu nebylo dosazeno ani pti kombinaci
této bakterie s mananem (Faberova, in prep.). Je zajimavé, Ze u terapie pomoci bakterie
Listeria monocytogenes, kterou ve své praci pouzila kolegyné¢ Kumzakova, fungovala
jen pi1 pfidani mananu, ale pfi pouziti samotné bakterie nebo kovalentniho kotveni se
nedostavil zadny pozitivni vliv na 1écbu nddoru (Kumzakova, in prep.). Na druhou
stranu v pokusu kolegyné Jackove, ktera pouzila bakterii Mycobacterium tuberculosis,
nebylo pfidani mananu potieba. Terapie sice nefungovala pii pouziti volné bakterie, ale
pii1 kovalentnim kotveni se v terapii dostavil pozitivni u¢inek (Jackova, in prep.). Je tedy
ziejmé, ze na vysledku nadorové terapie pomoci bakterie zalezi nejen na slozeni dané
bakterie, ale 1 na kotveni bakterie a pouziti vhodného agonisty fagocytarnich receptora.
Z uveden¢ho vyplyva, Ze Borrelia burgdorferi nebyla vhodnym signalem pro infiltraci

nadoru nespecifickou imunitou a nebyla ani ptihodnym fagocytarnim motivem.

V druhém in vivo pokusu jsme se snaZili o blokaci CD47, ktery u nadorovych
bunék slouzi jako ,,don’t eat me* signal. K této blokaci jsme pouzili anti CD47 aptamer
a Anti-Mouse CD47 protilatku. Navic byla zkouSena kombinace Resiquimodu a manan-
BAM. Z vysledkli vyplyva, Ze blokace anti CD47 aptamerem nefungovala, ale

pritomnost tohoto aptameru zvysila u¢inek nejen Resiquimodu, ale i Resiquimodu s
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manan-BAM. Pravé terapeutikum Resiquimod HCI s manan-BAM a anti CD47
aptamerem vedlo k dosazeni nejlepsich vysledki. Uginek protilatky Anti-Mouse CD47,
ktera byla pouzita spolu s Resiquimodem HCI a mananem-BAM, ovliviiuje a zlepSuje
(oproti skupiné se samotnym Resiquimodem HCl a mananem-BAM) vysledek terapie.
Tento pokus byl zaroven jednim z pokusi, které upozornily na moZnost pouZiti
Resiquimodu (v kombinaci s mananem) v nddorové terapii misto LPS, coz bylo
v dalgich pracich rozvinuto (Zenka, in prep.).

Kolegyné Husnikova (2014) ve své praci zkouSela pouziti anti CD47 aptameru
spolu s kotvenym fagocytarnim motivem f-MLF (N-formyl-methionyl-leucyl-
fenylalanin). Pouziti fMLFKK-BAM spolu s anti CD47 aptamerem vSak nepiineslo
zadné pozitivni G€inky.

Zklamanim vtomto pokusu byly vysledky s Anti-Mouse CD47 protilatkou.
Pouziti protilatky v této praci bylo délano v souvislosti s vysledky prace Chaa a kol.
(2012), ktery ptipisuje této protilatce velkou perspektivu v nadorové terapii. Neshoda ve
srovnani s vysledky Chao a kol. (2012) je zfejm¢ dana témito fakty: (1) protilatka byla
aplikovana jen tfikrat, (2) samotné pouziti melanomu B16-F10, ktery je velmi agresivni

a rychle rostouci.

Posledni dva in vitro pokusy se zabyvaji otdzkou exprese PS na nadorovych
buiikach. Navazuji na predeSlou diplomovou praci kolegyné Husnikové (2014), ktera
zjistila, Ze bunky B16-F10 odebrané znadoru myS$i, exprimuji veétSi mnoZstvi
fosfatidylserinu (skoro 20% z 15000 bun€k) neZ melanomové buiky B16-F10
z bunécéné kultury, kde PS exprimovalo jen 0,5% z celkovych 15 000 bun¢k. Odpovédét
na otdzku rozdilné exprese PS jsme se pokouseli v této praci.

Pouzity kit (Dual Apoptosis Assay with Nucview 488 Caspase-3 Substrate and
CF640R Annexin V) umoznil rozdéleni bun¢k na populace. Populace, kterad
exprimovala pouze PS, odpovid4 indukované expresi PS nadorovych bunék. Aktivace
samotné kaspazy-3 odpovidd mrtvym bunikam. Populaci annexin V-/kaspaza3-, kde
nedochazi k expresi PS ani k aktivaci kaspazy-3, je populaci zivych nadorovych bunék,
u nichz nedoSlo indukci exprese PS na povrchu bun¢k. Populace, kde byla zjisténa
aktivace kaspazy-3 i exprese PS, by méla byt apoptoticka. Zde vSak ptichazime do
rozporu s jednou zédkladni vlastnosti nddorovych bunck. Nadorové buinky totiz nemaji

schopnost piejit do apoptdzy, coz je dano mutacemi v apoptotické kaskad¢ (Hanahan a
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Weinberg 2011). Je tady otazkou, zda tato populace bun€k prochéazela apoptdzou, ¢i
nikoli.

Riedl a kol. (2011) se domniva, Ze za vys$i expresi PS miize stres plisobici na
nadorové bunky. Dale piSe, Ze 1 nevratné poSkozeni membrany buniky miize expresi PS
zvysit. Tato fakta jsme se snazili v praci studovat. Na nddorové buiiky jsme ptisobili
mechanickym tfepanim 1 pfiddnim DNézy I a Liberazy DL. Z vysledki prvniho in vitro
pokusu (Obr. 8) je ziejmé, ze mechanické tiepani 1 pifidani DNazy I a Liberazy DL
nema na expresi PS u bunck B16-F10 vliv. Oba tyto stresujici faktory se mohou uplatnit
pti pfipravé melanomovych bunék z naddort. Experiment vSak prokazal, Ze za nalezenou
vys$$i expresi PS u bunék izolovanych z nadorii nenesou odpoveédnost.

Z tohoto divodu jsme se zacali zaobirat otazkou, co tuto rozdilnou expresi
zaptic¢inuje. Jedna z naSich cest vedla pfes rozdilné pH v nadoru. Je zndmo, ze pH
tzv. Warburgovym efektem, kdy nadorové bunky kryji své energetické potieby
zvySenou glykolyzou vedouci k produkci kyseliny mlécné a okyseleni prostredi
(Smallbone a kol. 2007). Vlivem pH na expresi PS se zabyvala kolegyné¢ Husnikova
(2014). Jeji vysledky vSak ukézaly, ze nizké pH neni zodpovédné za tuto rozdilnou
expresi (Husnikova 2014).

Jak uz bylo napséno v reSerSni Casti této prace, nadorové bunky maji mnoho
mechanismd, kterymi se brani imunitnimu ataku. Hoffmann a kol. (2005) uvadi, ze jeho
vysledky ziskané z experimentli in vitro a in vivo naznacuji, ze exprese PS ma zasadni
dopad na produkci cytokinu TGF-B z fagocytti. Ty totiz, po navdzani na apoptotickou
buiiku s exprimovanym PS, sekretuji fadu protizanétlivych mediatord, mezi nimiz je i
TGF- B. Tento cytokin mimo jiné miZe pozitivné ovlivilovat nadorové bujeni, zvySenou
invazi nadoru a metastazovani. Dale je TGF-f také povazovan za nejdalezité;si cytokin
podporujici vznik T-regula¢nich lymfocyti (T-reg), které mohou vyznamné potlacovat
imunitni odpovéd’ hostitele (Facciabene a kol. 2012).

To nas ptivedlo na otdzku, zda se expresi PS na bunkach B16-F10 z kultury zvysi
po pridani aktivovanych nebo neaktivovanych neutrofilti. Z vysledku naseho pokusu in
vitro je tedy ziejmé, ze po pridani neutrofili se exprese PS zvysila. Nezalezelo na tom,
zda byly neutrofily aktivované, ¢i nikoli. Z tohoto vysledku usuzujeme, Ze expresi PS
na bunkdch B16-F10 c¢astetn¢ ovliviiuje 1 imunitni systém. To otevird otdzku, zda
zvysena exprese PS u nddorovych bunék neni jednim ze systému protiimunitni obrany

nadorti a do jaké miry jsou tyto systémy imunitnim atakem indukovany.
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Tato prace méla alesponn castecné prispét k pochopeni nekterych dosud
nevyieSenych problémi, které nadorova imunoterapie ¢itd. Svymi vysledky otevird dalsi
moznosti cesty, kterymi se nejen nas tym muze vydat k lepSimu pochopeni této aktualni

problematiky.
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7 ZAVER

Bakterie Borrelia burgdorferi neni vhodna jako terapeutikum pro 1é¢bu
nadorovych onemocnéni. Nezéalezi na tom, zda je volnd, ¢i kovalentné kotvena.

Nelze tedy tuto bakterii pouzit jako ndhradu za LPS.

Blokace CD47 na nadorovych buiikdch pomoci anti CD47 aptameru neméla

zadny vliv na rist nadord.

Anti CD47 aptamer 1 Anti-Mouse CD47 protildtka zvySuji ucinek nadorové
terapie zaloZeny na kombinaci Resiquimodu a kotveného mananu. Toto zvySeni

vSak nebylo pfili§ vyrazné.

Stresovy faktor (mechanické tfepani, DNaza I a Liberaza DL) nema vliv na

expresi fosfatidylserinu na povrchu nadorovych bunék B16-F10.
Po kultivaci bunék B16-F10 s neutrofily se exprese PS na povrchu

melanomovych bun€k zvySila. NezaleZelo na faktu, zda byly neutrofily

aktivované, ¢i nikoli.
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