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1 UVOD

Nadorova onemocnéni tvoii obrovskou skupinu onemocnéni vyznacujici se
nekontrolovatelnym bujenim bunék. Diky neustadlym vyzkumnym a medicinskym pokrokiim
umoznujicim Casn€jsi zachyt a ucinnéjsi 1écbu naddorovych chorob dochazi k prodluzovani
preziti 1 k poklesu umrtnosti (Siegel a kol., 2018). Piesto onkologickd onemocnéni piedstavuji
dle americké statistiky druhou nejCastéj$i pfi¢inu tmrti a pocet pacientd s nadorovymi
chorobami se stale zvysuje (Siegel a kol., 2018; Miller a kol., 2016).

Vétsina priméarnich nddorti miize byt Gspésné 1é¢ena kombinaci chirurgické, radiacni
a chemoterapeutické 1écby, avSak v piipadé mikro-metastaz ve vzdalenych organech
a nddorovych bun¢k diseminovanych v krevnim ob¢hu je tato terapie stale velice neti¢inna
(Schuster a kol., 2006). Slibnou metodou v 1é¢bé nadort se ukazuje nadorova imunoterapie,
jez je ucinna pro celou skalu riznych nadort a jejiz ucinky se zdaji byt dlouhodobé
(Otahal a Trnény, 2015).

Tato diplomova préce, jeZ je soucasti projektu kolektivu RNDr. Jana Zenky, CSc., se
zabyva studiem moznosti zvySeni U€inki terapie nadorl stimulaci nespecifické imunity a
upravou nadorového prostiedi. Zamérem prace je prispét novymi znalostmi v oblasti

imunoterapie nadora.



2 PREHLED LITERATURY

2.1 Vznik a vlastnosti nadorové tkané

Nador, oznacovan také jako novotvar, neoplazma, ¢i tumor, je charakterizovan jako
abnormalni tkan s neregulovanou bunécnou proliferaci. Piedpokladem pro vznik nadorové
buiky je akumulace somatickych mutaci v pribéhu ¢asu. Tato skute¢nost prispiva jak k rastu
nadoru, progresi, uniku imunitnimu systému, tak i K vyvoji rezistence vuci lékum
(Beerenwinkel a kol., 2014). Jak se nadorové buiky neustale déli, objevuji se dalsi mutace,
diky nimz se nadorovda onemocnéni fadi mezi vysoce heterogenni onemocnéni
(Shiabata, 2012). Navzdory vysoké heterogenité 1ze piesto nadory charakterizovat vlastnostmi
typickymi pro tyto utvary, a to sobéstacnosti V ristovych signalech, necitlivosti vici
inhibi¢nim signalim, neomezenym replikaénim potencialem, rezistenci k apoptoze, indukci
angiogeneze, invazi a tvorbou metastaz (Hanahan a Weinberg, 2011). Nadorova tkan je tkan
heterogenni obsahujici nejen nadorové bunky, ale i fibroblasty a myeloidni bunky, jez jsou

soucasti nadorového mikroprosttedi (Hui a Chen, 2015).

2.1.1 Nadorové mikroprostredi

Solidni nadory ptedstavuji strukturdlné slozité a heterogenni systémy, jeZ obsahuji
nadorové bunky a buriky stromalni (Kessenbrock a kol., 2010). Oproti normalnim tkanim zde
nalézadme vyssi pocet fibroblast, které¢ zde syntetizuji riistové faktory, chemokiny a adhezni
buriky (Trédan a kol., 2007). Pomér slozek nadorového stroma se mutize u jednotlivych nadord

lisit (Kessenbrock a kol., 2010).

Piestoze nadorova tkan je vyzivovana vlastni vaskularni siti, pratok krve je v mnoha
nadorech variabilni a neorganizovany, coz mé za nasledek vznik hypoxie na mnoha mistech
nadorové tkané (Trédan a kol., 2007). Hlavni ulohu v adaptaci nadorovych bunék na
hypoxicky stres hraje transkripéni faktor indukovany hypoxii Faktor 1 (HIF-1); (Vaupel,
2004). Jako vysledek adaptace na hypoxicky stres dochazi v hypoxickych oblastech nadoru za
ucelem produkce ATP (ddlezitého pro energetické pochody) ke glykolyze tedy konverzi
glukézy na laktat (Trédan a kol., 2007). VétSina nadort uptednostiiuje anaerobni glykolyzu
namisto oxidativni fosforylace, ktera piedstavuje efektivnéjsi zpisob produkce ATP, i za
ptistupu  kysliku  (Vander Heiden a kol., 2009). Tato skuteénost vede k nizkému

extracelularnimu pH nadoru (Trédan a kol., 2007). Hypoxie nadorové tkan¢ dale zvySuje



genomickou nestabilitu, a tudiz podporuje klonalni expanzi nadorovych bunék (Hockel a
Vaupel, 2001).

Zvysena produkce laktatu podporuje vyvoj a aktivaci myeloidnich supresorovych
bun¢k (MDSC). MDSC spolecné s laktatem a nizkym pH v nddorovém mikroprostredi
inhibuji funkci NK bunék (Naturall Killer) a T lymfocytl, ¢imz usnadiuji progresi nadoru
(Husain a kol., 2013). Laktat produkovany nadorem inhibuje NK bunky nejen nepiimo
prostiednictvim MDCS, ale také ptfimou inhibici cytolytické funkce NK bun¢k (Husain a kol.,
2013). Vysoké mnozstvi naakumulovaného laktatu v nadorech je také spojovano s vyskytem
vzdalenych metastdz, a to i v raném stadiu onemocnéni, nebot” hromadéni laktatu v nddorové

tkani aktivné zvysuje stupen nadorové malignity (Walenta a Mueller-Klieser, 2004).

Slozeni nadorového mikroprostiedi ovliviiuje maligni transformaci, schopnost

metastazovani a invaze i citlivost nddorovych bunék na 1écbu (Trédan a kol., 2007).

Jelikoz nadorové buiiky interaguji s okolnim mikroprostfedim, zaméfeni na nadorové
mikroprostiedi pti 1é¢bé nadorovych onemocnéni by mohlo doplnit tradi¢ni 1écby a zlepsit

terapeutické vysledky (Hui a Chen, 2015).

2.1.1.1 Modifikace nadorového mikroprostiedi pomoci laktat oxidazy a

laktat 2-monooxygenazy

Laktat oxidaza (LO) fadici se do skupiny oxidoreduktaz je flavoenzym vyuzivajici
flavinmononukleotid (FMN) jako svij kofaktor. Nachazime ji u nékterych vird a bakterii. LO
katalyzuje oxidaci laktatu na pyruvat. Reakce se déje za ptitomnosti rozpusténého kysliku a
tvorby peroxidu vodiku (Ghisla a Massey, 1977). D¢j je graficky znazornén Vv nasledujici

rovnici:

laktat + O, laktat oxidaza pyruvat + H,0,

Laktat 2-monooxygenaza (L2M), stejné¢ jako LO, patii mezi FMN dependentni
flavoenzymy s oxidoreduk¢nimi vlastnostmi (Murphy a kol., 1983). L2M katalyzuje oxidaci

laktatu na acetat a oxid uhlicity (Giegel a kol., 1990). Reakce je popsana nasledujici rovnici:

laktat + 0O, laktat 2-monooxygenaza acetat + CO, + H,0



Oba enzymy odbouravaji laktat, ¢im snizuji jeho mnozstvi. Jelikoz laktit nejen
stimuluje angiogenezi, ale také suprimuje imunitni systém, jevi se zaméfeni na snizeni hladiny

laktatu v nadoru jako slibna 1é¢ebna strategie (Romero-Garcia a kol., 2016).

2.1.1.2 Modifikace nadorového mikroprostiedi pomoci NAD*

Nikotinamidadenindinukleotid (redukovany — NADH, oxidovany — NAD®) je
dalezitym kofaktorem v pienosu elektrond v energetickém metabolismu. Ugastni se redoxnich
reakci katalyzovanych NADH/NAD* dependentnimi oxidoreduktazami (Hung a kol., 2011).
V mitochondriich fidi NADH/NAD* par produkci ATP oxidativni fosforylaci, v cytosolu
glykolyzou (Blacker a kol., 2014). Oc¢ekava se tedy, ze zvyseni NADH/NAD" bude mit vliv
na metabolickou distribuci (Berrios-Rivera a kol., 2002). Pro podporu glykolyzy a tim i
piemény laktatu na pyruvat je nutné dostatené mnozstvi NAD®, tato pfeména je popsana

nasledujici souhrnnou rovnici (Phypers a Pierce, 2006).

pyruvat + NADH + H™ laktat dehydrogenéaza laktat + NAD*

2.1.1.3 Modifikace nadorového mikroprostiedi pomoci hydrogenuhli¢itanu sodného

Hydrogenuhli¢itan sodny (NaHCOs3), také znamy jako jedla soda, je sul kyseliny
uhlicité, kterd reaguje alkalicky a neutralizuje kyselé pH. Vysoce kysel¢ prostedi solidnich
nadorti zpusobené extenzivni tvorbou kyselych metabolitd podporuje jejich invazivitu a
matastazovani (Bohme a Bosserhoff, 2016). Nizké pH také blokuje aktivaci T lymfocytu.
Neutralizace acidity nddor by mohla umoznit zvySeni infiltrace nddoru imunitnimi buitkami

a omezit progresi onemocnéni (Pilon-Thomas a kol., 2016).

2.2 Klasifikace nadora

Nadorova bunka je modifikovana fyziologickd burnka, ktera si zachovava nékteré
z pivodnich vlastnosti. Novodoba WHO (World Health Organization) klasifikace nadori
proto vychézi z ptivodu nadorové tkané, dale také podle organové lokalizace a biologického

puvodu (Adam a kol., 2003).

Podle pivodu nadorové tkané rozlisujeme 5 zakladnich kategorii: nadory epitelové,
mezenchymové, hematopoetické, nadory s viceliniovou diferenciaci a neklasifikované nadory

(Adam a kol., 2003).



Podle organové lokalizace rozlisujeme velké mnozstvi nadorti. Mezi viibec nejéastéjsi
nadory patii nadory prsu, plic a pradusek, prostaty, tlustého stfeva a rekta a slinivky
(Siegel a kol., 2018).

Podle biologického hlediska dé¢lime nadory na benigni a maligni, jeZ se navzajem
odlisuji rychlosti proliferace, lokaln¢ infiltrativnim a destruktivnim riistem, tvorbou metastaz
a architekturou tkané. Pro benigni nadory je typicky pomalejsi a expanzivni rust, dale také
ohraniceny rtstovy potencidl. Maligni nadory se vyznacuji rychlym, destruktivnim a

invazivnim rastem a schopnosti metastazovat (Adam a kol., 2003).

Jednim z méfitek pro zarazeni naddoru do prislusné kategorie je také morfologicky

obraz podpiirného stroma (Pietras a Ostman, 2010).

2.3 Adenokarcinom pankreatu

Adenokarcinom pankreatu se fadi mezi nejagresivnéjsi nadory vibec. Celkovy median
preziti je jeden rok od diagnézy, nebot’ se ve vétsing pripadl podaii nemocné diagnostikovat
az Vv pokroc¢ilém stadiu (Thota a kol., 2014). Jedna se o 5. nejéastéjsi typ rakoviny a
predpoklada se, ze do roku 2030 bude druhou hlavni pfic¢inou imrti na nadorova onemocnéni
(Ryan a kol., 2014; Cohen a kol., 2015). U 5-10 % piipadi byva prokazana dédi¢nost
(Salo-Mullen a kol., 2015).

Typickym rysem nadoru je hypoxie a deprivace zivin. Rozsah podptirného stroma je
velmi Casto vétsi nez epiteliarni slozka nadoru, mtize tvofit az 80 % nadoru. Husté a fibrotické
nadorové mikroprostfedi utlacuje cévy a vytvari vysoky intersticialni tlak, coz omezuje
vaskularitu nddoru. Aby pankreatické nddorové buiiky udrZzely vysokou proliferaci, vyZzaduji
velké mnozstvi energie, proto se adaptuji na naro¢né podminky pro pieziti v mikroprostredi
karcinomu. V reakci na nedostatek kysliku a vysokou naro¢nost na ATP dochézi ke zvySeni
anaerobni glykolyzy. Pankreaticky adenokarcinom je povaZovan za nador s velmi Spatnou
progndzou a nejhorsi prognézou mezi malignimi nadory traviciho traktu. V dusledku hypoxie
a dalSich mechanismt je adenokarcinom pankreatu vysoce invazivni nador s Casnym

metastatickym potencialem (Cohen a kol., 2015).
Karcinom slinivky bfisni je vysoce odolny vic¢i chemoterapeutické i cilené 1écbé
(Schevchenko a kol., 2013). Pro svoji agresivitu byl vybran jako vychozi model

v experimentech této diplomové prace.



2.4 Moznosti lécby nadorovych onemocnéni

Lécba malignich chorob znamena pro pacienta obrovskou zatéz, nebot’ je zamétrena na
bunky vzniklé¢ transformaci vlastnich bun¢k. Skoro vzdy proto dochazi k napadani i
fyziologickych bunék a tkani (Adam a kol., 2003). Mezi zakladni metody 1é¢by nadorovych
onemocnéni patii chirurgicka, radiologicka, chemoterapeutickd, cilend 1écba a jejich

kombinace (Miller a kol., 2016).

Kromé samotné protinadorové zaméiené 16¢bé je dalezitou soucasti i 1é¢ba paliativni,
jejimz zaméfenim je zmirnéni symptoml vyvolanych jak nddorem samotnym, tak
onkologickou lécbou. Paliativni péce V onkologii si dava za cil zmirnéni télesnych a

psychosocialnich symptomt a celkové zlepseni kvality Zivota (Hui a kol., 2015).

2.4.1 Chirurgicka lécba

Chirurgické metody jsou stdle nepfekonanym zdkladem nadorové terapie.
Chirurgickou 1é¢bu mizeme rozdélit na radikalni s cilem vylécit nador a paliativni, jez se
zaméfuje na odstranéni pifiznakd (Kala a kol., 2011). Chirurgie se tedy uplatiiuje pii
diagnostice, 1é€bé 1 paliativni péci. U pokrocilych stadiich onemocnéni, u nichz lze
ptedpokladat systémovou diseminaci, jsou chirurgické metody jiz soucasti komplexni 1écby

(Adam a kol., 2003).

2.4.2 Radiologicka lécba

Radioterapie vyuziva k 1écbé nadoril ionizacni zafeni — elektromagnetické (fotonové)
nebo korpuskularni (hadronové, elektronové). Nejcastéji je vyuzivana lécba fotonovymi
svazky. Podle mista i¢inku mizeme radiacni terapii rozdé€lit na zevni radioterapii a vnitini

radioterapii neboli brachyterapii (Dvorak, 2014).

V disledku ozafeni tkan¢é dochazi k ionizaci molekul. V piipad¢ primého ucinku
radiace reaguji fotony, ¢i elektrony s molekulou DNA piimo. DNA je ionizaci velmi
poskozena, coz ma na bunky letalni G¢inek. Ve vétsing ptipadi je ale letalni u¢inek radiace
zpusoben neprimo ionizujicim u¢inkem radiace. Nepiima ionizace ionizuje vodu, ze které
se bunika z velké ¢asti sklada, a tim zplisobuje vznik kyslikovych radikalt. Kyslikové radikaly

jsou velice reaktivni a poskozuji DNA. Buika s naakumulovanymi zavaznymi poruchami



DNA jiz neni schopna projit mitézou a umird. U rychle proliferujicich bunék se poSkozeni

zpusobené radiaci projevuje diive nez u pomaleji proliferujicich bunék. (Adam a kol., 2003).

Nezadoucimi ucinky radiologické 1é¢by, kterym se nelze zcela vyhnout, jsou
poskozeni i1 zdravé tkan¢ a vznik duplicitnich nadori, proto by radioterapie méla byt
kompromisem mezi davkou nutnou k vyléceni a davkou poSkozujici zdravou tkan

(Hynkova a Dolezelova, 2008).

2.4.3 Chemoterapeuticka lécba

Chirurgie i radioterapie zabijeji a poskozuji nadorové burky jen cilené v urcitych
oblastech. Chemoterapie naopak ptisobi po celém téle a je tedy vhodna i k 1é¢bé metastaz
vzdalenych od priméarniho nddoru. Chemoterapeutické 1éky se vyuzivaji k zdméru vyléceni,

zmenseni novotvard i ke zmirnéni potizi (Cheung-Ong a kol., 2013).

Chemoterapeutické 1éky ptsobi na buiiky v riznych fazich bunééného cyklu a jejich
ucinkem je nasledné omezeni nebo inhibice bunécné proliferace. Nadorové bunky maji
tendenci rychlé proliferace, coz z nich ¢ini dobry cil pro chemoterapeutické latky. Nicméné se
jedna o 1é€bu nespecifickou a dochazi k poskozeni i zdravych bunék a tkéni, z ¢ehoz vyplyva

fada nezadoucich uc¢inkt (Klener, 2008).

Protinadorova chemoterapie ma i svd omezeni. Primarni pti¢inou selhavani této terapie
je vrozenad, ¢i ziskana rezistence nadoru na lé¢ivo, kterd Casto vede k recidivdm. Musi se brat
zfetel na poskozeni zdravych tkéani, nékteré 1éky mohou poskodit i buriky srdce, ledvin, plic,

nervového systému a mocového méchyie (Cheung-Ong a kol., 2013).

Sila vedlej$ich nezadoucich G¢inkd mutze byt snizena kombinaci chemoterapeutik

s riznymi G¢inky plsobeni a s nepiekryvajicimi se toxicitami (Cheung-Ong a kol., 2013).

2.4.4 Cilena lé¢ba

S poznavanim molekularnich mechanismii a metabolickych rozdili mezi
fyziologickou a nddorovou buiikou se rozviji relativné mlada cilend 1écba. Tato molekularné
zameiena 1écba cili na specifické inhibitory kancerogeneze. Plisobi pouze na specifické ¢asti
nadorovych bunék, které je odlisuji od bun¢k zdravych. Mezi nejrozsifenéjsi cilené 1éky patti

monoklonalni protilatky a inhibitory proteinkinaz (Gonéc a Kozakova, 2014).



2.4.5 Imunoterapie

Nadorova imunoterapie vyuzivd v boji proti tumorim mechanismi imunitniho
systému. Mezi zékladni pilife protinadorové imunoterapie Uspésné uzivané jiz fadu let patii
nadorovée specifické protilatky. Dalsi strategii imunoterapie je stimulace nespecifické imunity
imunomodula¢nimi  latkami, jez vyvoldvaji protinadorovou imunitni odpovéd
(Vitaskova a Melichar, 2015). Vztahu a interakcim imunitniho systému s nadorovymi

bunikami jsou vénovany nasledujici kapitoly.

2.5 Imunitni systém

Imunitni systém hraje zdsadni a nenahraditelnou roli v obran¢ organismu pied
potencidlnimi hrozbami nejenom vnéjSiho, ale také vnitiniho ptivodu. Vyvinul se ptivodné
k boji svirovymi a bakterialnimi infekcemi, ovSem chrani organismus i pied jinymi
nebezpecimi, naptiklad likviduje poskozené nebo odumirajici buniky. Nadorové bunky
predstavuji pro organismus obrovskou hrozbu a méli by byt imunitnim systém rozpoznany a
nasledné zniceny. Piesto byvaji nddorové buiiky tolerovany, ba dokonce chranény imunitnim
systémem stejn¢ jako bunky fyziologicky normalni, to je dano podobnosti naddorovych bunck
buitkdm normalnim. Rakovinné buiiky maji navic fadu mechanisma, kterymi se uspésné brani

imunitnimu ataku (Corthay, 2014; Hofejsi, 2015).

2.5.1 Mechanismy imunitniho systému

Odpoveéd organismu na nebezpe¢i a poskozeni tvoii velmi slozitd a vzajemné
propojena soustava obrannych reakci. Imunitni systém funguje na mnoha urovnich. Pro
piehlednost se déli do dvou zakladnich sloZzek — vrozenou a adaptivni. Musime mit ale na
paméti, Zze imunitni odpovéd’ je velmi komplexni a jednotlivé sloZky jsou propojeny na mnoha

urovnich. Déleni proto slouzi spiSe pro studijni ucely a snadné;si pochopeni.

2.5.1.1 Anatomické a fyziologické bariéry
Prvni a rozhodujici obrannou linii proti patogeniim zaji$t'uji anatomicke a fyziologické
bariéry té€la. Ochranu na Urovni pfirozenych bariér zajiStuje kiize, mukociliarni clearance, pH,

teplota, slzy, sliny a jiné t€lni sekrety (Turvey a Broide, 2010).



2.5.1.2 Vrozena imunita

Vrozena imunita se vyznacuje velmi rychlou odpovédi, zanétliva reakce se vyviji
béhem nékolika minut. Imunitni odpovéd’ vrozené imunity se rozviji PO rozpoznani
povrchovych struktur mikroorganismt souhrnné nazvanych PAMPs (Pathogen Associated
Molecular Patterns) a signalt poskozeni tzv. vzory DAMPs (Damage Associated Molecular
Patterns). DAMPs jsou uvoliiovany béhem lyzy bunék nebo jejich poskozeni. K rozpoznani
PAMP/DAMP slouzi pouze omezeny pocet tzv. PRR receptori (Pattern Recognition
Receptor), z ¢ehoz vyplyva ne-specifita vrozené imunity. PRR receptory jsou ale specifické
pro vysoce konzervované struktury exprimované velkym mnozstvim mikroorganismil a pro
bézné disledky infekce, ¢imz je tato ,,ne-specifi¢nost™ vykompenzovéana. Odpovéd’ na signaly
PAMP/DAMP je velice komplexni a zahrnuje témét vSechny télni systémy. PRR receptory
jsou vyjadifeny na membrandch vSech bunck téla s nejvyssi hustotou na buiikach vrozené
imunity. Dale je muizeme nalézt na vnitrobunéénych kompartmentech, zejména na

endosomech, i volné rozptylené v cytoplasmé (Turvey a Broide, 2010).

Dalsi strategii nespecifické imunity je downregulace MHC molekul 1. tiidy. MHC |
molekuly jsou exprimovany vSemi zdravymi buiikami. Dojde-li k infekci bunky mikrobem,
bunka snizi svoji expresi MHC I molekul, tento jev nastava rovnéz ¢asto i u nadorovych bunék.
Ustiedni roli v likvidaci bunék se snizenou expresi MHC I hraji NK (Natural Killers) buiiky
(Carrillo-Bustamante a kol., 2015).

Bunééna slozka vrozené imunity je tvofena fagocyty (monocyty, makrofagy,
dendritické bunky, mastocyty, neutrofily, eozinofily), cytotoxickymi NK bunkami a
epiteliarnimi bunikami (pf. kiize nebo dychaciho traktu). Nemén¢ dileZitou soucasti vrozené
imunity je slozka humeoralni (slozky komplementu, MBL-lektin vazajici mandzu,
antimikrobni peptidy, C-reaktivni protein a dalsi slozky akutni faze), kterd obvykle vede

k aktivaci komplementového systému (Turvey a Broide, 2010).

Donedavna se predpokladalo, ze imunologickd pamét je otdzkou pouze adaptivni
imunity. Hromadi se ale ditkazy, ze opakovana expozice vede nejen ke zlepSeni specifické
imunologické paméti, ale také ke zlepseni odpovéedi zprostiedkované vrozenou imunitou.
Hovofime o tzv. trénovani imunity, které je definovano jako zvySeni reakce na sekundarni
infekci (Netea a kol., 2011). Predpoklada se, ze zvySena odpovéd’ makrofagli, monocytt
a NK bun¢k pii sekundarni infekci je nasledkem epigenetickych zmén (Netea a kol., 2016).



2.5.1.3 Adaptivni imunita

Vrozena imunita zajiStuje rychlou odpovéd na Sirokou skélu patogenti, repertoar
patogennich molekulovych vzori, které je schopna rozeznat, je ale zna¢né omezeny.
Variabilita patogennich antigennich struktur a schopnost patogenit mutovat si zadala vyvoj
adaptivni imunity. Adaptivni imunitni systém, také nazyvany specificky, poskytuje Sirsi a
mnozstvi receptori je dano somatickymi rekombinacemi spousty genovych segmenti.
Adaptivni imunita je zajisténa B a T lymfocyty ve spolupraci s hlavnim histokompatibilnim
syst¢tmem (MHC) a buiikami prezentujici antigen (APC). Molekuly MHC L. tfidy se vyskytuji
na vSech buiikach a prezentuji antigen CD8" buiikdm (cytotoxické Tc lymfocyty), MHC II
molekuly se vyskytuji pouze na APC (dendritické bunky, B-lymfocyty, makrofagy) a
prezentuji antigen CD4" butikdm (pomocné Th lymfocyty). Aktivace adaptivniho imunitniho
systému je komplexem mnoha systémd, jehoz vysledkem je klonalni proliferace specifickych
T a B lymfocyti a jejich diferenciace na cytotoxické efektorové T bunky, plazmatické

B bunky produkujici specifické protilatky a pamét'ové B a T buiky (Bonilla a Oettgen, 2010).

Vedle obrovské diverzity a specifity se adaptivni imunita vyznacuje schopnosti
imunologické paméti. Pti prvnim setkani lymfocytti s patogenem se kromé efektorovych a
plazmatickych bunék diferenciuji i bunky pamétové. Tyto pamét'ové buiky se pii opétovné
infekci stejnym patogenem aktivuji rychleji a poskytuji tak rychlejsi a robustnéjsi odezvu.
Pamétové buitkky maji dlouhou Zivotnost, n€které pieZivaji 1 po cely lidsky Zivot. Dokazi tak

zajistit az dozivotni imunitu (Bonilla a Oettgen, 2010).

2.6 Nador vs. imunitni systém

Imunitni systém vyuZivad fadu mechanismi, kterymi eliminuje cizi nebezpecné
patogeny, také musi umét rozpoznat vlastni od ciziho a tolerovat vlastni tkdné¢ a organy.
Jelikoz nadorové bunky vznikaji transformaci vlastnich bunék, sdileji s nimi také vétSinu
povrchovych antigentl, které jsou imunitnim systémem tolerovany (Hofejsi, 2015). Nadory,
které mutacemi nevytvori dostate¢né mnozstvi odlisnych antigenii, nejsou vyhodnoceny jako
potencidlni nebezpeci, nebot jsou pro imunitni systém malo imunogenni. Pokud je vSak
odliSnost v antigennich strukturach nadoru dostatecné velikd, je imunitni systém schopen
nador rozpoznat. V boji proti nddoru se pak mohou podilet v podstaté¢ vSsechny mechanismy

vrozené (neutrofily, aktivované makrofagy, NK butiky) i specifické (opsonizacni protilatky
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aktivujici komplement, fagocytézu a bunécnou cytotoxicitu, zanétlivé Thl a cytotoxické

Tc lymfocyty) imunity (Stastny a Rihova, 2015).

2.6.1 Nadorové antigeny

Jak jiz bylo zminéno, zdkladnim pfedpokladem pro imunitni reakci proti nadorim je
existence povrchovych nadorovych antigenti, které by umoznily rozpoznani nadorovych
bun¢k imunitnim systémem. Podle specifity mizeme nadorové antigeny rozdélit do dvou ttid:

antigeny specifické pro naddory a antigeny s nadory asociované (Hotejsi, 2015).

Antigeny specifické pro nadory (TSA) jsou antigeny s vysokou nadorovou
specifitou, nebot’ na netransformovanych buikach se vibec nevyskytuji. Do tfidy TSA
muzeme zahrnout abnormalni — naddorové specifické fragmenty produktt vniklych bodovymi
mutacemi nebo fragmenty onkogennich virG. Tyto fragmenty jsou prezentované spole¢né
s MHC molekulami 1. tfidy a indukuji nadorové specifickou T buné¢nou odpovéd. Jako
antigeny s vysokou nadorovou specifitou mohou fungovat také abnormalni glykoproteiny

vyskytujici se na povrchu nadord. (Vigneron, 2015).

Antigeny asociované s nadory (TAA) miZzeme, na rozdil od TSA, nalézt nejen na
nadorovych bunkdch, ale také na normalnich buiikach. Maji proto nizkou nadorovou specifitu,
jejich detekce je presto velmi uZite¢na. TAA slouZi jako nadorové markery. Radime sem
antigeny odvozené od proteinii nachazejicich se 1 v tkanich, ze kterych pfisluSny nador
pochazi. Dale také antigeny, které jsou exprimované na vSech tkanich, ale na nddorech je jejich

mnozstvi podstatné vyssi (Vigneron, 2015).

2.6.2 Nadorova imunoeditace

Imunitni systém ma schopnost svymi mechanismy potlacit i podpofit nadorovy rist.
Tato dvojrole imunitniho systému byva vysvétlovana nadorovou imunoeditaci. Béhem
imunoeditace prochazi vztah mezi imunitnim systémem a naddorovymi bunikami tfemi fdzemi.
Tento vztah byva nékdy nazyvam také jako teorie 3E, z anglického elimination, equilibrium,

escape — tedy eliminace, rovnovaha a unik (Mittal a kol., 2014).

V elimina¢ni fazi dochazi ve spolupraci vrozené a adaptivni imunity k detekci
nadorovych bunék a likvidaci naddoru jesté, nez se Stane klinicky vyznamnym. Béhem faze

eliminace dochdzi k selekci nddorovych bun€k se sniZzenou imunogenitou, které unikaji
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imunitni destrukci a dostavaji se tak do dalsi faze. Ve fazi rovnovahy se objevuji nové
varianty nadorovych bunc¢k nesouci nové mutace, které¢ zvysuji jejich odolnost vici
imunitnimu ataku. Imunitni systém eliminuje vice imunogenni varianty, naopak mén¢
imunogenni nadorové bunky imunitnimu systému unikaji. Nedochazi tak ke kompletni
eliminaci rakovinnych bungk, ale jejich schopnost nekontrolovatelného rtistu a metastazovani
je drzena pod kontrolou. Faze rovnovahy tak mutze byt rizné dlouha, nékdy mize trvat i
nékolik let (Kim a kol., 2007). Diky imunoselek¢nimu tlaku ziskavaji nadorové bunky
schopnost zcela uniknout imunitnimu systému a dostavaji se tak do faze aniku. Proto jakmile
se nador stava klinicky detekovatelnym, vlastni jiz fadu mechanism umoziujicich unik

imunitni odpovédi (Teng a kol., 2015).

2.6.3 Protinadorové mechanismy imunitniho systému

wewvr

Mezi nejdalezitéj§i imunitni protinddorové mechanismy patii cytotoxické
T lymfocyty (Tc). T buné&¢na imunitni odpoveéd je zahdjena navazanim T bunék na antigenni
peptidy zpracovanych nadorovych antigent prezentovanych v komplexu s MHC molekulami.
Uvolnované nadorové antigeny jsou zachyceny, zpracovany a prezentovany na povrchu
antigen prezentujicich buné€k v komplexu s MHC 1 respektive II. tiidy. Jako takové APC
funguji hlavné dendritické burky, ptipadné makrofagy nebo aktivované B lymfocyty.
Fragmenty néadorovych antigeni prezentované APC mohou byt nésledné¢ rozpoznany
antigenné specifickym receptorem T bunék (TCR). Ktomu, aby doSlo k protinddorové
odpovédi a nebyla vyvolana tolerance, musi byt tento krok doprovazen kostimula¢nimi signaly
(kostimula¢ni molekuly CD80/86 a prozanétlivé cytokiny APC). Po navazani antigenu TCR
zacnou prekurzory Tc proliferovat a diferenciovat se ve zralé klony efektorovych
cytotoxickych Tc bun¢k. Zralé Tc jiZ mohou cytotoxicky zabijet (uvolni obsah svych granuli,
které zpiisobi lyzu buniky) nadorové bunky, které maji na svém povrchu prezentované MHC
s fragmenty pfislusnych antigend. Nékteré nadorové bunky mohou mit na svém povrchu
apopticky receptor-Fas. Interakce Fas-ligandu (FasL) aktivovanych Tc bunék s receptorem
Fas aktivuje apoptické mechanismy napadené nadorové buiky (Chen a Mellman, 2013;
Hotejsi, 2015).

Velmi dilezitou pozici v protinadorové odpovédi zaujimaji NK buiiky, které maji
silnou cytotoxickou aktivitu. K dosazeni protinadorové aktivity nevyzaduji NK burky selekci
nebo klonalni expanzi. Na rozdil od lymfocyti, NK buiniky nemaji antigenné specifické

receptory. NK bunky rozlisuji nadorové bunky od zdravych bun¢k prostfednictvim jednak
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inhibi¢nich receptori specifickych pro MHC 1. Vazba inhibi¢nich receptortt s MHC | inhibuje
degranulaci cytotoxickych granul a chrani tak zdravé bunky pfed jejich atakem. Druhym
rozliSovacim mechanismem je vazba aktiva¢nich receptori s ligandy spojenymi s bunéénym
stresem. Nadorové buiky, které maji snizenou expresi MHC molekul I. tfidy a zvySené
mnozstvi povrchovych signalnich molekul (pt. NKG2D) rozezndvanych aktivaénimi
receptory, poskytuji dostate¢nou signalizaci k aktivaci NK buné¢k (Vitale a kol., 2014). Druhy
zpusob spusténi degranulace NK bunék zahrnuje interakci Fc receptoru NK bun¢k s Fc
fragmentem protilatek navazanych na povrchu nadorovych bunék. Hovoiime o tzv. ADCC- na
protilatkach zavislé cytotoxicité (Hotejsi, 2015). Jina cesta aktivace NK bunék zahrnuje vazbu
apoptickych receptorti nddorovych bun¢k s FasL na NK bunkach, coz vede k apoptoze
cilovych bunék (Smyth a kol., 2005).

V protinddorové reakci se uplatiiuji také protilatky. Pro tvorbu vysokoafinitnich
protilatek je potfeba nejen vazba specifickych B lymfocyti na povrchové TSA nebo TAA
antigeny, ale i kostimula¢ni signdly pomocnych Th lymfocytl, pro jejichz aktivaci je dilezita
prezentace nddorovych antigeni v komplexu MHC molekulami antigen prezentujicimi
buitkami. Protilatky nddorové buiiky opsonizuji, a tim umoznuji a zvysuji jejich fagocytdézu
(pfedevsim neutrofilnimi granulocyty N1 a makrofagy M1). Zprostiedkovavaji také ADCC
NK buiikami a aktivuji komplement, ktery napomaha opsonizaci, chemotaxi fagocytarnich
bunck a lyze bun¢k memranolytickym komplexem (Hoftejsi, 2015).

Nadory jsou obvykle znacné infiltrovany makrofagy, jejichz hlavni funkci je
fagocytoza a produkce n¢kolika cytokind. Podileji se také na vzniku zanétlivych reakci.
Klasické makrofagy subtypu M1, které ucinné fagocytuji posSkozené bunky a podileji se na
vzniku zanétu, vznikaji pod vlivem interferonu-y (IFN- v) jako vysledek aktivace pomocnymi
Thl bunkami. V nadorovém mikroprostiedi se ale pod vlivem interleukinu-4 (IL-4) a
interleukinu-13  (IL-13) aktivuji v alternativni subtyp M2 jako vysledek aktivace
Th2 bunkami. Na rozdil od M1 makrofagu, které produkuji prozanétlivy IL-12, M2 makrofagy
nekrozy). Podporuji tak nadorovy rist, nadorovou angiogenezi, invazi a metastazovani.
Makrofagy asociované s nadory maji proto na protinddorovou imunitni odpovéd’ spise
negativni vliv, ponévadz byvaji pfedevsim typu M2 (Qian a Pollard, 2010).

Neutrofily zajistuji prvni linii obrany proti infekcim. Nadorové bunky a stromalni
bunky nadoru vylucuji fadu chemokind, které zptisobuji migraci neutrofili do nadoru. Zde
mohou fagocytovat nadorové bunky, produkovat neutrofilni extracelularni sit¢ (NET),

reaktivni formy kysliku (ROS) a fadu cytokinti a chemokinti, kterymi ptitahuji dal$i imunitni
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bunky. Jejich funkce je zde pfesto spiSe negativni. Nadory produkuji faktory, kterymi fidi
pfeménu protinddorovée polarizovanych N1 neutrofili na pronadorové N2 typy. N2 neutrofily
béhem progrese nadoru uvolnuji faktory, kterymi stimuluji nédorovou proliferaci

(Liang a Ferrara, 2016).

2.6.4 Strategie iniku nadori imunitnimu systému

Nadory béhem svého vyvoje nabyvaji riznych zpasobu, kterymi moduluji imunitni
reakce. Imunitni systém vlastni mechanismy, kterymi chrani zdravé tkan¢ pred autoimunitnimi

reakcemi, ¢ehoz nékteré nadorové bunky vyuzivaji k uniku pted imunitnim dozorem.

V disledku genetickych zmén, kterymi nddorové buiiky prochéazeji béhem jejich
expanze, ztraceji nadory své povrchové antigeny. Imunoselekéni tlak zajisti, ze pfezivaji jen
malo imunogenni varianty nadorovych bun¢k, které nema imunitni systém ¢im rozpoznat

(Teng a kol., 2015).

Nadorové bunky prezentujici nadorové antigeny mohou své antigeny maskovat
molekulami glykokalyxu, nebot’ Casto syntetizuji vice glykokalyxovych molekul nez buiky
zdravé (Stastny a Rihova, 2015).

Nadorové antigeny jsou imunitnim builkdm prezentovany v komplexu s MHC
molekulami. Nékteré nadorové buiiky snizuji nebo dokonce ztraceji expresi MHC-1. Nemohou
tak na nich byt prezentovany antigeny cytotoxickym T lymfocytim, ¢imz unikaji T bunécné

efektorové odpovédi (Garrido a kol., 2016).

Néadory se aktivné brani imunitnimu dozoru produkci imunosupresivnich molekul a
cytokinli (napt. TGF-PB nebo IL-10), které¢ utlumuji nebo zcela inhibuji funkci efektorovych
T lymfocytd, pfipadné¢ chemoatrakuji subpopulace bunc¢k podporujici nadorovy rist
(Stastny a Rihova, 2015). Naptiklad niddorové asociované makrofigy typu M2 nebo
neutrofily typu N2, které méni nadorové prostfedi a podporuji nddorovou proliferaci

(viz kapitola 2.6.3).

Neékteré nadorové bunky liguji kontrolni body tzv. checkpointy imunitniho systému
(napt.: CTLA-4, PD-1, LAG-3 nebo TIM-3). Kontrolni body se vyskytuji na povrchu
aktivovanych T bunék a vazou se na ligandy vyskytujicich se predevsim na APC. Kontrolni
body jsou nezbytné pro udrzeni tolerance viici vlastnim antigentim, reguluji imunitni odpoveéd’

a zabranuji nadmérné imunitni reakci. Jejich ligaci aktivné blokuji imunitni odpovéd’ a aktivuji
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regulaéni T lymfocyty (Treg). Treg bunky se podileji na regulaci imunitni odpovédi. Potlacuji
aktivitu jinych typ T lymfocytii a produkuji inhibi¢ni cytokiny, jako jsou IL-10, IL-6 nebo
TGF-p (Klabusay, 2015).

Diilezitou unikovou strategii nadort je sniZzeni exprese apoptického Fas receptoru na
jejich povrchu, unikaji tak vlastni apoptéze. Naopak mohou na svém povrchu prezentovat
Fas-ligand a indukovat tim apoptézu v infiltrujicich T-lymfocytech a NK bunkach, které

exprimuji Fas (Stastny a Rihova, 2015).

Spatna prognéza nadorti byva také spojovana sakumulaci MDSC (myeloidni
supresorové bunky) Vnadorovém mikroprostiedi. MDSC inhibuji T bunéénou odpoveéd’
nékolika zplsoby. V mist¢ nddoru byva aktivita MDSC antigenné nespecificka a

zprostiedkovana ptedev§im produkci volnych radikédlii a oxidu dusnatého, které inhibuji

rrrrr

Treg bun¢k (Nagaraj a Gabrilovich, 2008).

2.7 Imunoterapie stimulaci vrozené imunity

V kapitole 2.5.1.2 bylo zminéno, Ze vrozeny imunitni systém rozpoznava patogenni
mikroorganismy svymi PRR receptory, které se vazi na konzervované povrchové molekuly
mikroorganismu, tedy na PAMPs molekuly. Skutecnosti, ze vazba PAMP na PRR vyvola
imunitni odezvu s naslednou degradaci mikroorganismi, je vyuzito v této diplomové praci.
Podle studie Underhilla a Gantera dochazi k nejsilngjsi nespecifické imunitni odpovédi pii
soucasném pouziti ligandi Toll-like receptor a ligandd stimulujicich fagocytozu
(Underhill a Ganter, 2004). Roli PAMPs zde hraji resiquimod, kyselina lipoteichoova a
kyselina polyinosinova:polycytidylova, jakozto ligandy Toll-like receptor(, a manan, jakozto
ligand stimulujici fagocytozu. Nasledujici kapitoly se zaméfuji na jejich G€inky a receptory,

které liguji.
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2.7.1 Pattern recognition receptors — PRRs

Funkci PRRs je regulace imunitniho systému, proto je v hojném mnozstvi nalézame
predevsim na buiikkach imunitniho systému. Nalezneme je ale i na neprofesionalnich
ne-imunitnich bunkéach. Vysledkem aktivace PRR je exprese regulacnich cytokini a
interferont typu Il. Rozlisujeme nékolik rodin: transmembranové Toll-like receptory (TLR),
a C-lektinové receptory (CLR), dale cytoplazmatické RIG-I-like receptory (RLR), NOD-like
receptory (NLR) a DNA senzory (Shekarian a kol., 2017). Signaliza¢ni cesty jednotlivych
PRR po rozpoznani signalli nebezpeci/poskozeni (PAMPS/DAMPS) jsou zobrazeny na

obrazku 1.

B-Glucan o-Mannan Flagellm Bacterial wall component  LPS D CLRs @ CDSs
@mTRs @@ NLRs
D RLRs

- CO—C O

TIRAP_ | TRAM Cytosol
e y
Endosome

(1K) (EMO) A'W
ro-

CASPAS ( -Catenin E

PHO1L1B IL-1B
PROIL-18 IL-18

‘ Nucleus '/

Type | IFNs Pro- mflammatory
cytokines

Obr. 1: Signaliza¢ni drahy aktivovanych PRRs stimulovanych molekuldrnimi vzory PAMPs
a DAMPs (Shekarian a kol., 2017).
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2.7.1.1 Lektinové receptory typu C (CLRS)

CLRs predstavuji velkou skupinu receptori. Charakteristické jsou pro né
Ca?*-dependentni domény rozpoznavajici sacharidy (CRD). Uplatiiuji se proto predeviim
v antifungalni imunitni obran¢. Nékteré CLR mohou mit CRD-like doménu (CTDL), které
nemusi nutné vazat jen sacharidové ligandy. V zavislosti na signaliza¢nich motivech v jejich
CRD a CTDL doménich maji mnoho riznych funkci. Mohou indukovat fagocytarni,
endocytarni, antimikrobni, protizanétlivou i prozanétlivou odpovéd” (Hoving a kol., 2014).
Podle molekularni struktury mizeme rozlisit transmembranové CLRs (pf. man6zovy receptor)

a sekretované CLRs, jejichz ptikladem je lektin vazajici mandzu (Shekarian a kol., 2017).

e Manoézovy receptor (MR)

Mandzovy receptor se nachazi u nékterych populaci makrofagt, dendritickych bunék
a nékterych bunék endotelu. MR je transmembranovy receptor se tiemi typy extracelularnich
domén. Obsahuje dokonce dvé nezavislé domény vazajici sacharidy. N-terminalni CR doména
bohatd na cystein véaze sulfatové sacharidy, Ca?'-dependenti domény (CRD) vazi
manosylované sacharidy. Tteti fibronectin 1l (FNII) doména vaze kolagen a zprostiedkovava
internalizaci kolagenu prostiednictvi makrofag (Miller a kol., 2008). Vazba ligandi na MR
zajistuje vysoce efektivni endocytézu, podporu prezentace antigenu i modulaci bunécné

aktivity (Martinez-Pomares, 2012).

e Lektin vazajici manozu (MBL)

Lektin véazajici man6zu je plazmaticky protein syntetizovany buiikami jater, jez je
velmi dileZitou soucésti vrozené imunity. Patii mezi colektiny, nebot’ obsahuje kolagenovou
i lektinovou doménu. Vaze mnozstvi sacharidi (pf. i mandzu), rozeznava tak Sirokou skalu
mikroorganismi. V obéhu cirkuluje v komplexu se serinovymi protedzami, jejichz
prostfednictvim aktivuje po vazbé na ligand lektinovou drdhu komplementu. Aktivuje tak
tvorbu membranolytického komplexu a opsoniza¢nich slozek komplementu. MBL po vazbé
na ligand se také mize pfimo vazat prosttednictvim kolektinového receptoru na fagocytarni

bunky, ¢imz zprosttedkovava fagocytozu piimo (Takahashi a Ezekowitz, 2005).
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2.7.1.2 Toll-like receptory (TLRs)

Toll-like receptory patii mezi transmembranové PRR. U lidi bylo identifikovano 10
TLR (TLR 1-10) a u mys$i 12 TLR (TLR 1-9 a TLR 11-13). Mohou byt exprimovany jak na
povrchu buniky (TRL 1, 2, 5 a 6), tak i na vnitrobunénych kompartmentech, pt. endosomech
(TLR 3,7,8,9a10). TLR 4 muze byt exprimovan jak na cytoplasmatické membrang, tak i na
endosomalni membrang. Nalezneme je na membrandch imunitnich bun¢k (obrazek 2), také na
endotelovych nebo stievnich epiteliarnich bunikach (Shekarian a kol., 2017). Rizné TLR

rozeznavaji rizné ligandy, piehled vSech TLR a jejich ligandu je zaznamenan v tabulce 1.

TLRS TLR1D TLRS TLR4 T1Rs
TLR1/2 TLR1/2 TLR1/2 TLR2/6
TLR2/6
NK cells B cells T cells Monocytes
TLR10 TLR4 TLR10 TLR4
TLR1/2 i TLR1/2 | I I TLR2/6
Neutrophils Eosinophils Basophils Mastocytes

Obr. 2: Exprese Toll-like receptort lidskymi imunitnimi buitkami (Shekarian a kol., 2017).

Kazdy TLR se skladd z extracelularni domény bohaté na leucinové repetice,
transmembranové a cytoplazmatické Toll/IL-1 receptorové domény (TIR). Po aktivaci
rozeznanim motivu PAMP/DAMP se spousti intracelularni signalni dréahy ptes jejich TIR
doménu za pomoci adaptérovych molekul, jako jsou MyD88, TRIF, TIRAP nebo TRAM
(viz obrazek 1). Aktivace TLR vede K produkci prozanétlivych cytokind, chemokini a
interferonu typu I. Aktivace TLR antigen prezentujicich bun€k zvySuje jejich prezentaci
antigenu a expresi kostimula¢nich adheznich molekul na jejich povrchu. TLR také hraji roli
v aktivaci a diferenciaci B lymfocytd, mohou pusobit jako kostimulaéni receptory T bunikam
nebo pfimo ¢ nepfimo modifikovat imunosupresivni funkce Treg bunck

(Thompson a kol., 2011).
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Tab. I: Pfehled TLRs, jejich lokalizace, adaptorova molekula a piiklady ligandd, které vazou
(Kaczanowska a kol., 2013).

Bunécna lokalizace Adaptorova .
TLR TLR molekula HEEle
Triacylové lipoproteiny,
TLR 12 Cytoplazm’atlcka MyD88 ||ppt€|Ch00va kyselina,
membrana peptidoglykany, Zymosan,
Pam3CSK4
L Diacylové lipoproteiny, kyselina
TLR 2-6 Cytr‘;’lplrifgarffka MyD88 modova, fibronectiny proteiny,
© HSPs, HMGB1, PamsCSKa
TLR 3 Endosomalni TRIF dsDNA, Poly IC
membrana
Cytoplazmaticka L_|popplysach’ar|_d, kysell_na
TLR4 | membrana/endosomélni | MyD8S/TRIF lipoteichoova, fibronectin,
membrana B-defensin 2, HMGBL, tenascin C,
snapin
TLR5 | Cytoplazmatickd MyD88 flagelin
membrana
TLR 7-8 Endosomalni MyD88 ssSRNA, CpG-A
membrana
TLR9 Endosorr}alnl MyD88 Nemetylované CpG DNA
membrana
TLR1o |  ©toplazmaticka MyD88 PamsCSK4
membrana

2.7.2 Imunostimulacni latky
e Resiquimod (R-848)

Resiquimod je nizkomolekularni syntetickd molekula pattici mezi derivaty imidazolu.
Bylo zjisténo, Ze R-848 funguje jako agonista TLR 7 a TLR 8 (u my$i pouze TLR 7), ackoliv
pfirozenymi agonisty TLR 7 a 8 jsou ssRNA. Indukuje produkei IL-1, IL-6, IFN-a a TNF-a
(faktor nddorové nekrozy), ¢im se fadi mezi antivirové i protinddorové imunomodulaéni latky
(Dockrell a Kinghorn, 2001). V této diplomové praci byl pouzit R-848.HCI, kyselina

chlorovodikova byla na resiquimod navazana, aby zvysila jeho rozpustnost ve vodé.

e Kyselina lipoteichoova (LTA)

Kyselinu lipoteichoovou nalezneme v bunééné sténé Gram-pozitivnich bakterii. LTA

stimuluje imunitu prostfednictvim vazby na cytoplazmaticky TLR-2 receptor, coz vede
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Kk produkci fady cytokind, napf. IL-12, IL-10 nebo TNF-a (Cleveland a kol., 1996;
Wang a kol., 2000).

e Kyselina polyinosinova:polycytidylova (Poly I:C)

Poly (I:C) je synteticky pfipraveny analog dvouvldknové RNA a je vazan jak TLR-3,
tak RIG-1 receptory, jez se oba uplatiuji v protivirové imunité (Cheng a Xu, 2010). Aktivace
obou receptort zaroven vede k produkci prozanétlivych cytokini 1 IFN typu 1

(Kawai a Akira, 2008).

¢ Manan

Manan miize byt linearni nebo rozvétveny polysacharid slozeny D-manézovych a
D-glukézovych podjednotek spojenych B-glykosidickou vazbou. Vyskytuje se v bunééné
sténé kvasinek a vyssich rostlin (Cawley a Ballou, 1972; Moreira, 2008). Imunitnim systémem
je rozpoznavan transmembranovym man6zovym receptorem a plazmatickym lektinem
vazajicim manézu. Aktivace téchto receptorti vede K G¢inné fagocytéze bunek s navazanym

mananem (Shekarian a kol., 2017).

2.7.3 Biokompatibilni kotva BAM

BAM je ve vodé rozpustny derivat jednoho fetézce kyseliny olejové a
polyethylenglykolu. Hydrofobni kyselina olejovd umoziiuje ukotveni BAM do
cytoplazmatické membrany sav¢ich bun€k. Hydrofilni polyethylenglykol usnadiuje
rozpustnost molekuly ve vod€¢, navic ma na svém konci navazanou NHS skupinu
(Kato a kol, 2004). V této diplomové praci jsou na NHS skupinu vazany ligandy, které tak

mohou byt ukotveny v cytoplasmatické membrané nadorovych bunék.
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3 CILE PRACE

e Analyza vlivu upravy nadorového prostedi (pH, laktat) na u¢innost imunoterapie

e In vitro studium pfislusnych mechanismua
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4 MATERIAL

4.1 Chemikalie
e BAMuoo0 (Biocompatible anchor for cell membrane), Mw 4000, NOF Europe
e D-MEM (Dullbecco’s modified eagle medium), Biowest
e DMSO (Dimethylsulfoxide), Sigma-Aldrich
e EDTA (Ethylenediaminetetraacetic acid), Sigma-Aldrich
o FCS (Fetal calf serum), Biowest
e HCI (Hydrochloric acid), Sigma-Aldrich
e Lactate Assay Kit, Sigma-Aldrich
e Laktat sodny, Sigma-Aldrich
e LO (Lactate oxidase), izolovany z Pediococcus, Sigma-Aldrich
e L2M (Lactate 2-monooxygenase), izolovany z Native Aerococcus viridans, Shirley
e LTA (Lipoteichoic acid), izolovana z Bacillus subtilis, Sigma-Aldrich
e Manan, Sigma-Aldrich
e NAD" (B-Nicotinamide adenine dinucleotide salt), Sigma-Aldrich
e NaHCOs (Sodium bicarbonate), Sigma-Aldrich
e PBS (Phosphate buffered saline), Sigma-Aldrich
e Poly I:C (Polyinosinic:polycytidylic acid), Sigma-Aldrich
e R-848 (Resiquimod), Toris
e Trypanova modf, Sigma-Aldrich
e Trypsin, Sigma-Aldrich

4.2 Laboratorni mysi

Pro experimenty byly pofizeny samice kmene C57BL/6N z chovu Charles River
Laboratories. Po celou dobu byly chovany za standartnich podminek s neomezenym piistupem
ke sterilni vod¢ a sterilni potravé. Umistény byly ve zvéfinci se stalou teplotou (22 °C),

s vlhkosti vzduchu 65 % a fotoperiodou (12/12 h).

4.3 Linie pankreatického adenokarcinomu Panc02

Linie Panc02 byla darem profesora Partecke (University of Greifswald). Bunky byly
kultivovany v D-MEM médiu (s obsahem 10 % FCS obsahujicim penicilin (100 U/ml),

22



streptomycin (100 pug/ml), amfotericin B (0,25 pg/ml), L-glutamin (2,2 mM) a

merkaptoethanol (50 uM)) pii teploté 37 °C v atmosféie nasycené 5 % CO2 a vodnimi parami.
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5 METODY

5.1 Priprava nadorovych bunék

Z narostlé linie Panc02 bylo odstranéno kultivaéni médium a pro diikladné ocisténi
byly bunky tfikrat Setrné proplachnuty sterilnim PBS (fyziologickym pufrovanym roztokem).
Nasledné byly adherované buiiky uvolnény trypsinizaci, a sice roztokem 0,02 % trypsinu a
0,02 % EDTA v PBS po dobu péti minut pii teplot¢ 37 °C. K ukonceni trypsiniza¢niho
procesu bylo pfiddno D-MEM médium s 10 % FCS. Uvolnéné bunky byly rozsuspendovany
Pasteurovou pipetou a spocitany v Biirkerové komurce. K pocitani mnozstvi bun¢k bylo
pouzito malé mnozstvi roztoku bun¢k s Trypanovou modii, a to v poméru 1:1. Spocitany byly
pouze zivé buiiky (mrtvé byly obarveny Trypanovou modii). Pro dosazeni pozadované
koncentrace byla suspenze bunék nejdiive centrifugovana (160 g, 4 °C, 5 min). Vznikly
supernatant byl odlit a pelet nafedén D-MEM médiem (s obsahem 10 % FCS obsahujicim
penicilin (100 U/ml), streptomycin (100 ug/ml), amfotericin B (0,25 pg/ml), L-glutamin (2,2

mM) a merkaptoethanol (50 uM)) na vyslednou koncentraci.

5.2 Transplantace Panc02

Transplantace bunék pankreatického adenokarcinomu byla provedena subkutanné do
pravé Casti zad, a sice v mnozstvi 400 000 bun¢k ve 100 ul D-MEM bez séra na jednu mys.
Pro snadnéj$i manipulaci byly mySi v misté transplantace nadorovych bunék predem

vyholeny.

5.3 Méreni velikosti a vypocet objemi nadoru

Néadory byly méteny za pomoci kaliperu kazdy druhy den po celou dobu 1écby. Vzdy
byl méfen nejdelsi (A) a nejkratsi (B) rozmér. K vypoctu objemu nadora byl vyuzit vzorec

V = 1/6.AB? [mm?].

5.4 Syntéza manan-BAMaooo

Syntéze mananu-BAM piedchazela redukce mananu kyanoborohydridem sodnym
V roztoku octanu amonného pii pH 7,5 a teploté¢ 50 °C. Po péti dnech redukce byl roztok

podroben dialyze pies dialyzatni membranu (MWCO 3500, Serva) proti PBS po dobu
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12 hodin. Takto byl ziskan roztok mananu-NH2 v PBS, k némuz byl pfidan 7,3 mM BAM
v DMSO. Reakce probihala po dobu 2 hodin (pii pokojové teploté¢ a pH 7,3), poté byla
zastavena 1 M roztokem TRIS/HCL. Nésledovala dialyza proti PBS (12 h). Ziskan byl
0,2 mM manan-BAMuooo V PBS, ktery byl skladovan pfi teploté -20 °C.

5.5 Syntéza R-848.HCI

R-848.HCI byl pfipraven smichdnim resiquimodu s ekvimolarnim mnozstvim
3,5 % HCI. Pro experimenty byla upravena koncentrace R-848.HCI na 0,5 mg/ ml roztoku.
Skladovan byl pii teploté -20 °C.

5.6 Syntéza LO-BAMaooo

Nejdiive byl ptipraven roztok LO v PBS (5 mg LO (100 U) doplnén na 0,5 ml pomoci
PBS), knémuz byl nasledné ptidan roztok BAMaooo (0,25 mg) v DMSO (9 ul). Syntéza
LO-BAM probihala pti pokojové teploté a pH 7,6 po dobu 1 hodiny. Nésledovala dialyza proti
PBS po dobu 12 hodin. Ziskan byl roztok LO-BAM 200U/ml v PBS, ktery byl skladovan pii
teploté -20 °C.

5.7 Syntéza L2M-BAMaooo

K roztoku L2M v PBS (5 mg L2M (100 U) doplnén na 0,5 ml pomoci PBS), byl ptidan
roztok BAMaooo (0,25 mg) v DMSO (9 ul). Syntéza L2M-BAM probihala pii pokojové teploté
a pH 7,6 pro dobu 1 hodiny. Nasledovala dialyza proti PBS po dobu 12 hodin. Pfipraven byl
L2M-BAM 200U/ml, ktery byl skladovan pfi teplote -20 °C.

5.8 Stanoveni koncentrace laktatu pomoci Lactate Assay Kit

Pro stanoveni koncentrace laktatu byl pouzit Lactate Assay Kit (Sigma-Aldrich).
Soucasti baleni byl Lactate Assay Buffer, Lactate Probe, Lactate Enzyme Mix,
100 nmol/gl Lactate Standard. Postupovano bylo podle navodu dodaného spolecné s kitem.
K Lactate Enzyme Mix bylo pfidano 220 ul Lactate Assay Buffer. Prvni byl pfipraven
1 nmol/ul standard smichanim 10 pl 100 nmol/ul Lactate Standard a 990 ul Lactate Assay
Buffer. Pfipraveny standard byl pfidan v mnozstvi 0, 2, 4, 6, 8 a 10 ul do desticky (96 jamek,
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ploché dno). Standard v jednotlivych jamkach byl doplnén na celkovy objem 50 ul pomoci
Lactate Assay Buffer. Tim byly ziskany 0, 2, 4, 6, 8 a 10 nmol/jamka standardy. Mé&fené
vzorky byly napipetovany do jamek v ur¢itém mnozstvi a byly doplnény na celkovy objem
50 ul pomoci Lactate Assay Buffer. Do kazdé jamky, vetné standardd, bylo napipetovano
50 pul Master Reaction Mix, ktery byl pfipraven smichanim Lactate Assay Buffer, Lactate
Enzyme Mix a Lactate Probe v poméru 46:2:2. Vsechny jamky byly promichany opatrnym
propipetovanim. Nasledné byla desti¢ka inkubovana 30 minut na temném misté. Po uplynuti
inkuba¢ni doby byla zméfena absorbance pii 570 nm. Od vSech ziskanych hodnot byla
odectena absorbance 0 nmol/jamka standardu, ktery slouzil jako Blank. Z namétenych hodnot
standardd byla v MS excel sestavena kalibracni kiivka, ze které byly vypocitdny koncentrace

laktatu v jednotlivych jamkach.

5.9 Analyza dat

Pro statistické vyhodnoceni vysledkt byl vyuzit program STATISTICA 12. Data byla
vyhodnocena pomoci Anovy a doplnéna Tukey post-hoc testem. Data piezivani byla
hodnocena Long-rang testem. Pro primérny objem nadord byla spo¢itana plocha pod kiivkou
(AUC) z grafu objemi nadort v ¢ase. Rozptyl dat je v grafech znazornén stfedni chybou
praméru (SEM).
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5.10 Experimenty

5.10.1 Vliv vazby kotvy BAM na aktivitu laktat oxidazy

Ptipraven byl 1 mM roztok laktatu v PBS, ktery byl vytemperovan na teplotu 37 °C.
Nasledné byla piipravena vodni lazen s teplotou 95 °C. Odebrano a vlozeno do vodni 1azné na
dobu 5 minut bylo 0,2 ml 1 mM laktatu (vzorek: Laktat 0 min). Poté bylo vzdy smichano 5 ml
1 mM laktatu s 5 ul enzymu. Roztok laktatu s enzymem byl inkubovan a po 2, 5 a 10 minutach
bylo odebrano 200 ul vzorku, ktery byl vzdy vlozen do vodni 1azné na 5 min, tak doslo

k inaktivaci enzymu. Ptehled vzorki je shrnut v tabulce I1.

Tab. II: Piehled roztoka 1 mM laktatu s LO/LO-BAM a dobou inkubace.

Vzorek 1 mM laktat | Enzym 200 U/ml Doba
inkubace

Laktat O Ano - 0
A Ano LO 2 min
B Ano LO 5 min
C Ano LO 10 min
D Ano LO-BAM 2 min
E Ano LO-BAM 5 min
F Ano LO-BAM 10 min

Nasledné byla stanovena koncentrace laktatu podle postupu v kapitole 5.8. Pro
stanoveni bylo pouzito 10 ul vzorku. Vsechny vzorky byly pfipraveny v dubletech.
Z koncentrace laktatu v jednotlivych vzorcich bylo spocitano mnozstvi zoxidovaného laktatu
odectenim naméfené hodnoty od vzorku Laktat 0. Z t€&chto hodnot byla zjiSténa aktivita

enzymu, tedy mnozstvi zoxidovaného laktatu za minutu (umol/min).

5.10.2 Pulzni terapie pankreatického adenokarcinomu Panc02 smési
manan-BAM + R-848 + POLY (I:C) + LTA v kombinaci s LO-BAM

Mysim bylo transplantovano subkutanné 400 000 buné¢k Panc02. Terapie byla
zapocata 12. den po transplantaci (den 0), kdy byly mys§im zméfeny nadory a injikovano
terapeutikum. VZdy bylo injikovano intratumoraln€ 50 pl terapeutika. Nadory byly méfeny
obden az do ukonceni 1écby (den 30). Po ukonceni 1écby bylo sledovano ptezivani mysi do
130. dne. Slozeni jednotlivych terapeutickych smési a ¢asové schéma aplikace je popsano

v tabulce IlI.
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Tab. II1: Slozeni terapeutickych roztokt, den a mnozstvi aplikace.

Terapeuticka sloZeni Den MnoZzstvi
smés aplikace
A 0,5 mg R-848 + 0,5 mg Poly (I:C) + 0,12, 50 wli.t.
(manan-BAM, | 0,5 mg LTA/mI 0,2 mM manan-BAM 8, 9, 10,
Poly (I:C), v PBS 16, 17, 18,
R-848, LTA) 24, 25, 26
B LO-BAM 20 U/ml PBS 0,8,16,24 |50 pli.t.
(LO-BAM) PBS 1,2, 50 pli.t.
9,10
17, 18,
25, 26
C LO-BAM 20 U/ml smési A 0, 8, 16, 24 50 ul i.t.
(manan-BAM, | Smés A 1,2, 50 pl i.t.
Poly (I:C), 9,10
R-848, LTA, 17, 18,
LO-BAM) 25, 26
D PBS 0,1,2, 50 pli.t.
(PBS) 8,9, 10,
16, 17, 18,
24, 25, 26

5.10.3 Stanoveni zmény koncentrace laktiatu v nadoru v prubéhu terapie smési

manan-BAM + R-848 + POLY (I:C) + LTA v kombinaci s LO-BAM

Pro tento pokus bylo vyuZito celkem 9 mysi, kterym bylo transplantovano subkutanné

400 000 bun¢k Panc02. 25. den po transplantaci jim bylo intratumoralné injikovano
50 ul roztoku LO-BAM (LO-BAM 20 U/ml PBS) podle schématu v tabulce IV. V ¢ase 0, 2 a

4 hodiny po injikaci LO-BAM jim byly nadory zméfeny, vypitvany (mysi byly pfedem

usmrceny), zvazeny a nasledné pfidany do 1 ml destilované vody. Jednotlivé vzorky nadort

Vv destilované vodé byly na 10 minut dany do pfedem pfipravené vodni 1azn€ vytemperované

na 95°C. Timto doslo k inaktivaci LO-BAM. Schéma pokusu je graficky znazornéno

v tabulce V.
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Tab. IV: Aplikace LO-BAM a doba odbéru nadord.

.. Doba odbéru
Skupina Injikace roztoku G o

LO-BAM RN

injikaci
Mys 1 - 0 min
A Mys 2 - 0 min
Mys 3 - 0 min
Mys 4 50 pl 2 hod
B MySS5S |50l 2 hod
MyS6 |50l 2 hod
Mys 7 50 pl 4 hod
C MysS8 |50l 4 hod
My$s9 |50l 4 hod

Ptipravené vzorky byly zhomogenizovany pistovym homogenizatorem a
centrifugovany (15 min, 160 g). Pro stanoveni koncentrace laktatu ve vzorcich bylo pouzito
25 ul supernatantu, vzdy v dubletech. Koncentrace laktatu byla stanovena podle postupu

v kapitole 5.8.

5.10.4 Porovnani cytotoxického efektu LO a LO-BAM na buiiky pankreatického

adenokarcinomu Panc02

Pro porovnani cytotoxického efektu LO a LO-BAM na nadorové buiky byly
pfipraveny buriky Panc02 s koncentraci 0,5 mil/ml D-MEM média. Do 12 jamek 96 jamkové
desticky s plochym dnem bylo napipetovano 100 pl roztoku bun¢k a 100 pul D-MEM média,
tim bylo dosazeno koncentrace 50 000 bunck v jamce. Takto pfipravené buiiky se nechaly
inkubovat 24 hodin v termostatu pii teploté 37 °C v atmosféie nasycené 5 % CO> a vodnimi
parami. Po uplynuti inkuba¢ni doby bylo médium pipetou opatrné stazeno a do kazdé jamky
bylo pifidano 199 ul nového D-MEM média. Do tfi jamek s bunikami byl ptidan 1 pl
LO 26 U/ml, do tii jamek 1 ul LO-BAM 26 U/ml a do tii jamek 1 pl PBS (Tab. V).
Nasledovala inkubace 24 hodin v termostatu pii teploté 37 °C v atmosféfe nasycené 5 % CO>
a vodnimi parami. Nésledné bylo médium pipetou opatrné stdhnuto, adherované bunky byly
uvolnény trypsinizaénim procesem a mrtvé buniky byly spocitany pomoci Trypanové modri

(viz kapitola 5.1).

29



Tab. V: Slozeni jednotlivych skupin.

Skupina | Jamka | Obsah jamek

1

A 2 50 000 Panc02/jamka + 1 ul/jamka LO 26 U/ml
3
4

B 5 50 000 Panc02/jamka + 1 pl/jamka LO-BAM 26 U/ml
6
7

C 8 50 000 Panc02/jamka + 1 ul/jamka PBS
9

5.10.5 Vliv vazby kotvy BAM na aktivitu laktat 2-monooxygenazy

Ptipraven byl 1 mM roztok laktatu v PBS, ktery byl vytemperovan na teplotu 37 °C.
Nasledné byla ptipravena vodni lazei s teplotou 95 °C. Odebrano a vloZzeno do vodni 1azné na
dobu 5 minut bylo 0,2 ml 1 mM laktatu (vzorek: Laktat 0 min). Poté bylo vzdy smichano
5ml 1 mM laktatu s 5 pl enzymu. Roztok laktatu s enzymem byl inkubovan a po 2, 5 a 10
minutach bylo odebrano 200 ul vzorku, ktery byl vzdy vlozen do vodni lazné na 5 min, tak

doslo k inaktivaci enzymu. Piehled vzorku je shrnut v tabulce VI.

Tab. VI: Prehled roztokt 1 mM laktatu s L2M/L2M-BAM a dobou inkubace.

Vzorek 1 mM laktat | Enzym 200 U/mi Doba
inkubace

Laktat O Ano - 0
A Ano L2M 2 min
B Ano L2M 5 min
C Ano L2M 10 min
D Ano L2M-BAM 2 min
E Ano L2M-BAM 5 min
F Ano L2M-BAM 10 min

Nasledné byla stanovena koncentrace laktatu podle postupu v kapitole 5.8. Pro
stanoveni bylo pouzito 10 ul vzorku. Vsechny vzorky byly pfipraveny v dubletech.
Z koncentrace laktatu v jednotlivych vzorcich bylo spocitano mnoZstvi zoxidovaného laktatu
odectenim namétfené hodnoty od vzorku Laktat 0. Z t€chto hodnot byla zjisténa aktivita

enzymu, tedy mnozstvi zoxidovaného laktatu za minutu (umol/min).
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5.10.6 Pulzni terapie pankreatického adenokarcinomu Panc02 smési manan-

BAM + R-848 + POLY (I:C) + LTA v kombinaci s LZM-BAM

Mysim bylo transplantovano subkutanné 400 000 bunc¢k Panc02. Terapie byla
zapocata 12. den po transplantaci (den 0), kdy byly myS$im zméteny nadory a injikovano
terapeutikum. Vzdy bylo injikovano intratumoralné 50 pl terapeutika. Nadory byly méteny
obden az do ukonceni 1écby (den 30). Po ukonceni 1éCby bylo sledovano piezivani mysi do
130. dne. Slozeni jednotlivych terapeutickych smeési a Casové schéma aplikace je popsano

v tabulce VII.

Tab. VII: Slozeni terapeutickych roztoki, den a mnozstvi aplikace.

Terapeuticka sloZeni Den MnoZstvi
smés aplikace
A 0,5 mg R-848 + 0,5 mg Poly (I:C) + 0,12, 50 pl i.t.
(manan-BAM, | 0,5 mg LTA/mI 0,2 mM manan-BAM 8, 9, 10,
Poly (I:C), v PBS 16, 17, 18,
R-848, LTA) 24, 25, 26
B L2M-BAM 20 U/ml PBS 0,8,16,24 |50 pulit.
(L2M-BAM) | PBS 1,2, 50 pl i.t.
9,10
17, 18,
25, 26
C L2M-BAM 20 U/ml smési A 0, 8, 16, 24 50 ul i.t.
(manan-BAM, | Smés A 1,2, 50 pli.t.
Poly (I:C), 9,10
R-848, LTA, 17, 18,
L2M-BAM) 25, 26
D PBS 0,1, 2, 50 wli.t.
(PBS) 8,9, 10,
16, 17, 18,
24, 25, 26

5.10.7 Stanoveni zmény koncentrace laktatu v nadoru v pribéhu terapie smési

manan-BAM + R-848 + POLY (I:C) + LTA v kombinaci s L2ZM-BAM

Pro tento pokus bylo vyuzito celkem 9 mysi, kterym bylo transplantovano subkutdnné
400 000 bune¢k Panc02. 25. den od transplantace jim bylo intratumoralné injikovano
50 ul roztoku L2M-BAM (L2M-BAM 20 U/ml PBS) podle schématu v tabulce VIII. V ¢ase
0, 2a4 hodiny po injikaci LZM-BAM jim byly nadory zméteny, vypitvany (mysi byly piedem
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usmrceny), zvazeny a nasledné ptidany do 1 ml destilované vody. Jednotlivé vzorky nadori

Vv destilované vod¢ byly na 10 minut dany do pfedem pfipravené vodni lazné¢ vytemperované

na 95 °C. Timto doslo k inaktivaci L2ZM-BAM. Schéma pokusu je graficky znazornéno

v tabulce VIII.

Tab. VIII: Aplikace L2ZM-BAM a doba odbéru nadori.

.. Doba odbér
Skupina Injikace roztoku G o

L2M-BAM AN

injikaci
Mys 1 - 0 min
A Mys 2 - 0 min
Mys 3 - 0 min
Mys4 |50 ul 2 hod
B Mys 5 50 ul 2 hod
MyS6 |50 ul 2 hod
MyS7 |50l 4 hod
C Mys 8 50 ul 4 hod
Mys 9 50 ul 4 hod

Ptipravené vzorky byly zhomogenizovany pistovym homogenizitorem

a

centrifugovany (15 min, 160 g). Pro stanoveni koncentrace laktatu ve vzorcich bylo pouzito

25 ul supernatantu, vzdy v dubletech. Koncentrace laktatu byla stanovena podle postupu

v kapitole 5.8.

5.10.8 Pulzni terapie pankreatického adenokarcinomu Panc02 smési manan-

BAM + R-848 + POLY (I:C) + LTA v kombinaci s NAD* v NaHCO3

Mysim bylo transplantovano subkutanné 400 000 bun€k Panc(02. Terapie byla

zapocata 12. den po transplantaci (den 0), kdy byly mys$im zméfeny nadory a injikovano

terapeutikum. Vzdy bylo injikovano intratumoralné 50 pl terapeutika. Nadory byly méfeny

obden az do ukonceni 1écby (den 30). Po ukonceni 1écby bylo sledovano pfezivani mysi do

130. dne. SloZeni jednotlivych terapeutickych smési a Casové schéma aplikace je popsano

v tabulce IX.
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Tab. IX: Slozeni terapeutickych roztoki, den a mnozstvi aplikace.

Terapeuticka sloZeni Den MnoZstvi
smés aplikace
A 0,5 mg R-848 + 0,5 mg Poly (I:C) + 0,12, 50 wli.t.
(manan-BAM, | 0,5 mg LTA/mI 0,2 mM manan-BAM 8, 9, 10,
Poly (I:C), v PBS 16, 17, 18,
R-848, LTA) 24, 25, 26
B 10 mg NAD*/ml 5 % NaHCOs 0,1, 2, 50 pli.t.
(NaHCOs + 8, 9, 10,
NAD") 16, 17, 18,
24, 25, 26
C 0,5 mg R-848 + 0,5 mg Poly (I:C) + 0,1, 2, 50 pl i.t.
(manan-BAM, | 0,5mgLTA + 10 mg NAD" + 8, 9, 10,
Poly (I:C), 50 mg NaHCOs/ml 0,2 mM manan-BAM | 16, 17, 18,
R-848, LTA+ | vPBS 24, 25, 26
NaHCOs +
NAD")
D PBS 0,1,2, 50 pli.t.
(PBS) 8,9, 10,
16, 17, 18,
24, 25, 26
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nmol zoxidovaného laktatu/jamka

25

15

6 VYSLEDKY

6.1 Vliv vazby kotvy BAM na aktivitu laktat oxidazy

Cilem tohoto experimentu bylo zjistit jaky vliv ma biokompatibilni kotva BAM na

aktivitu enzymu laktat oxidazy. Z obrazku (Obr. 3) je patrné, Ze po navazani BAM (graf

vpravo) doslo k vyraznému poklesu aktivity LO. Enzym si po navazani BAM zachoval pouze

13,18 % své ptivodni aktivity.

0,12

01

0,08

0,06

0,04

nmol zoxidovaného laktatu/jamka

0,02

10

Obr. 3: Mnozstvi zoxidovaného laktatu enzymem LO (vlevo) a LO-BAM (vpravo) v pribéhu

¢asu.

6.2 Pulzni terapie pankreatického adenokarcinomu Panc02 smési manan-BAM

+ R-848 + POLY (I:C) + LTA v kombinaci s LO-BAM

V tomto experimentu by sledovan vliv LO-BAM v kombinaci sterapii smési

kotveného mananu,

reziquimodu,

kyseliny  polyinosin:polycytidylové

a

kyseliny

lipoteichoové. Na obrazku 4 a 5 si mizeme povSimnout, Ze imunoterapie v kombinaci

s LO-BAM zpuisobila velmi signifikantni pokles nadorové masy v porovnani s kontrolou.

Doslo k malému zlepSeni i oproti samotné terapie bez LO-BAM, ale statistickd vyznamnost

nebyla potvrzena. Naproti tomu samotny LO-BAM ma na nadorovy riist pozitivni u€inek a

rust nddort podpofil.
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Obr. 4: Vliv terapie zalozené na smési manan-BAM + R-848 + poly(l:C) + LTA v kombinaci
s LO-BAM na redukci nadorového rustu. * p < 0,05, ** p < 0,01, **+p<0,001
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Obr. 5: Primérny objem nadori u terapie zalozené na smesi manan-BAM + R-848 + poly(1:C)

+ LTA v kombinaci s LO-BAM. * p < 0,05, ** p < 0,01, ***p<0,001
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Preziti

U tohoto pokusu byla v pribéhu terapie a nasledné i po ukonceni terapie sledovana
délka preziti mysSi. Ve skupiné lé¢ené smési manan-BAM + R-848 + poly(l:C) + LTA
v kombinaci s LO-BAM se posledni my$ dozila 122. dne od pocatku terapie. Jak si ale
muzeme povSimnout na obrazku 6, nedoslo ke statisticky vyznamnému prodlouzeni doby

uhynu ani oproti samotné terapii bez LO-BAM, ani oproti kontrole.

110%
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--- LO-BAM } ]*
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Obr. 6: Vliv terapie zaloZzené na smési manan-BAM + R-848 + poly(1:C) + LTA v kombinaci
s LO-BAM na délku pieziti. * p < 0,05
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6.3 Stanoveni zmény koncentrace laktiatu v nadoru v pribéhu terapie smési

manan-BAM + R-848 + POLY (I:C) + LTA v kombinaci s LO-BAM

V tomto experimentu bylo méfeno mnozstvi laktatu v pribéhu terapie smési
manan-BAM + R-848 + poly(l:C) + LTA v kombinaci s LO-BAM. Jak je z grafu (Obr. 7)
patrné, zpocatku se koncentrace laktatu v nadoru zvysila, v prubéhu Casu ale zacala klesat. Po

dvou hodinach kleslo mnozstvi laktatu z ptivodni hladiny 0 58 %.
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Obr: 7: Mnozstvi laktatu v nadoru v prubchu ¢asu po aplikaci smési manan-BAM + R-848 +
poly(l:C) + LTA v kombinaci s LO-BAM.

6.4 Porovnani cytotoxického efektu LO a LO-BAM na buriky pankreatického

adenokarcinomu Panc02

Cytotoxicky vliv LO a LO-BAM na buiiky pankretického adenokarcinomu Panc02 byl
sledovan v tomto experimentu. Vysledky experimentu jsou shrnuty v grafu (Obr. 8). Jak je
z grafu patrné LO m¢l na nadorové bunky vyrazny cytotoxicky vliv a doSlo k odumfeni
statisticky signifikantniho poc¢tu bun¢k oproti kontrole. Naopak LO-BAM na nadorové bunky

pusobil jen nepatrné.

37



120000

100000

L
£ 80000
o,
Ty
=
T
=}
e
"2 60000
o
<)
T
~©
=
N
£ 40000
=

20000

0 *_
Panc02 + LO Panc02 + LO-BAM Panc 02 + PBS

Obr. 8: Cytotoxicky efekt LO a LO-BAM na buiiky pankreatického adenokarcinomu Panc02.

*p<0,05

6.5 Vliv vazby kotvy BAM na aktivitu laktat 2-monooxygenazy

Ucelem tohoto pokusu bylo porovnat aktivitu enzymu laktat-2-monooxigenazy pred
a po navazani biokompatibilni kotvy BAM. Z obrazku 9 je zfejmé, Ze po navazani kotvy BAM
(graf vpravo) doslo k vyraznému snizeni aktivity enzymu. Enzym si po navazani kotvy BAM

zachoval pouze 12,82 % ze své puvodni aktivity.
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Obr. 9: Mnozstvi zoxidovaného laktatu enzymem L2M (vlevo) a L2M-BAM (vpravo)

V pritbéhu Casu.
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6.6 Pulzni terapie pankreatického adenokarcinomu Panc02 smési manan-BAM

+ R-848 + POLY (I:C) + LTA v kombinaci s LZM-BAM

V tomto experimentu byl sledovan vliv enzymu L2M-BAM v kombinaci
S imunoterapii pomoci smési manan-BAM + R-848 + poly(I:C) + LTA na rist nadort. Z grafii
(Obr. 10 a 11) je patrné, ze nedoslo k Zzadnému signifikantnimu poklesu. Terapie kombinaci
imunoterapie s LZM-BAM byla srovnatelna se samotnou imunoterapii bez enzymu. Naopak

aplikace samotného enzymu nadorovy riist vV zaveéru experimentu ¢aste¢né podpoiila.
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Obr. 10: Vliv terapie zaloZené na smési manan-BAM + R-848 + poly(l:C) + LTA v kombinaci
S L2M-BAM na redukci nadorového rustu.
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Obr. 11: Primérny objem nadorl u terapie zalozené na smési manan-BAM + R-848 +

poly(l:C) + LTA v kombinaci s LZM-BAM.

Dale byla u terapie zalozené na manan-BAM + R-848 + poly(l:C) + LTA v kombinaci
s L2M-BAM m¢étena doba pieziti (obr. 12). Ve skupiné 1ééené imunoterapeutickou smési
v kombinaci s L2ZM-BAM doslo k uhynu posledni mysi ve 129. den. V tomto ptipadé
ptipravek L2M-BAM vedl ke zkraceni pteziti.
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Obr. 12: Vliv terapie zalozené a na smési manan-BAM + R-848 + poly(l:C) + LTA
v kombinaci s LZM-BAM na délku preziti. * p < 0,05
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6.7 Stanoveni zmény koncentrace laktitu v nadoru v pribéhu terapie smési

manan-BAM + R-848 + POLY (I:C) + LTA v kombinaci s LZM-BAM

V tomto pokusu bylo méfeno mmnozstvi laktatu v prub&éhu imunoterapie smési
manan-BAM + R-848 + poly(l:C) + LTA v kombinaci s L2M-BAM. Jak je z grafu (Obr. 13)
patrné, zpocatku koncentrace laktatu v nadoru stoupla, v pribéhu Casu ale zacala klesat. Po

dvou hodinéch kleslo mnozstvi laktatu z ptivodni hladiny o 16,8 %.
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Obr. 13: Mnozstvi laktatu v nadoru v prubéhu ¢asu po aplikaci smési manan-BAM + R-848 +
poly(l:C) + LTA v kombinaci s LZM-BAM.

6.8 Pulzni terapie pankreatického adenokarcinomu Panc02 smési manan-BAM

+ R-848 + POLY (I:C) + LTA v kombinaci s NAD" v NaHCO3

V pulzni terapii PancO2 smési manan-BAM + R-848 + POLY (I:C) + LTA
v kombinaci s NAD" v NaHCOs byl zjistovan vliv NAD* v NaHCOz na imunoterapii. Na
obrazku 14 a 15 si miZeme vSimnout, Ze imunoterapie v kombinaci s NAD* v NaHCO3
zpusobila statisticky vyznamny pokles nadorového objemu oproti kontrole. Ptesto terapie

v kombinaci s NAD" v NaHCOz3 byla porovnatelna se samotnou imunoterapii.
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Obr. 14: Vliv terapie zaloZené na smési manan-BAM + R-848 + poly(l:C) + LTA v kombinaci
s NAD* v NaHCO3 na redukci nadorového rustu. * p < 0,05, ** p < 0,01
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Obr. 15: Primérny objem nadoru 1écenych smési manan-BAM + R-848 + poly(l:C) + LTA
v kombinaci s NAD" v NaHCO3 na redukci nadorového ristu. * p < 0,05, ** p < 0,01
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V tomto experimentu bylo sledovano preziti mysi v pribéhu i po ukonceni terapie
(Obr. 16). Posledni mys ze skupiny lé¢ené smési manan-BAM + R-848 + poly(l:C) + LTA
v kombinaci s NAD* v NaHCO3 uhynula 108. den. NAD* v NaHCO3 neprodlouzilo u

imunoterapie dobu preziti.
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Obr. 16: Vliv terapie zalozené a na smési manan-BAM + R-848 + poly(l:C) + LTA
v kombinaci s NAD* v NaHCOs3 na délku preziti. * p < 0,05
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7 DISKUSE

Imunoterapie se ukazuje jako vhodna alternativa agresivni chemoterapie nebo
radioterapie, a to diky stimulaci mechanismt télu vlastnich s moznosti specifického zacileni
na nadorové buiiky. Pracovni kolektiv pod vedenim Dr. Jana Zenky, pod jehoZ vedenim
vznikla i1 tato prace, se zabyva vyzkumem lécby nadorti stimulaci nespecifické imunity
soucasnym vyuzitim Toll-like receptort a ligandi stimulujicich fagocytozu, coz je i v souladu
se studii Underhilla a Gantera (Underhill a Ganter, 2004). V praci Kumzakové byl zjistén
synergicky efekt resiquimodu s kotvenym mananem a v praci Glaserové byl zjistén efekt
Poly(I:C) na dobu pteziti (Kumzakova, 2015; Glaserova, 2015). V bakalaiské praci, Vv jejiz
pfimé navaznosti vznikala tato diplomova prace, jsem Se zabyvala vylepSenim
imunoterapeutické smési kotveného mananu (ligand stimulujici fagocytdzu), resiquimodu
(TLR 7 ligand) a kyseliny polyinosinové:polycytidylové (TLR 3 ligand). Vhodnym
synergickym TLR ligandem se ukazala kyselina lipoteichoovd (TLR 2 ligand). V 1écbé
melanomu imunoterapeutickou smési mananu-BAM, R-848, Poly(I:C) a LTA bylo dosazeno
velmi uspokojivych vysledki (83 % uspésnost vyléceni). Doslo k uplnému vyléceni 4 mysi ze
6 jeste v pribchu terapie a zbyvajici 2 jedinci se vylécili po ukonéenti terapie (v jednom piipadé
doslo k recidive). Co se tyce doby preziti, doslo k vyraznému prodlouzeni a vSichni vyléceni
jedinci byli odolni vici retransplantaci (Masékova, 2016). V ptipadé 1écby agresivnéjsiho
adenokarcinomu pankreatu sice doslo k vyrazné redukci nadorové masy (Masakova, 2016),
avsak k uplnému vyléceni mysi nedoslo a k uhynuti vSech mysi doslo do 84. dne (Jandova,
2017). Timto nastala otdzka, ¢im vylepSit stavajici imunoterapii, aby doslo k Gplnému
vyléCeni 1 téch nejagresivngjsi typu rakoviny. Rozhodli jsme se pomoci terapii

neimunologickym atakem, a to atakem na metabolické Girovni.

Jednou z vyraznych odli$nosti solidnich nadort od zdravych tkani je tzv. Warburgtv
efekt. Zdravé bunky za aerobnich podminek upfednostiiuji oxidativni fosforylaci, ktera
predstavuje efektivnéjsi zptisob produkce ATP a za anaerobnich podminek se uchyluji ke
glykolyze, tedy méné efektivnimu zpisobu produkce ATP konverzi glukézy na laktat
(Garber, 2004). Na mnoha mistech solidnich nador vznika hypoxicky stres (Trédan a kol.,
2007), v jehoz dusledku dochazi k anaerobni glykolyze (Vander Heiden a kol., 2009). Co je
ale typické pro nadorové buiiky a co popsal Otto H. Warburg téméf pred sto lety, nddorové
bunky preferuji anaerobni glykolyzu i za pfistupu kysliku (Warburg a kol., 1927). Z tohoto
dasledku dochézi k hromadéni laktatu a snizovani pH v nadorovém mikroprostredi. Vysoka

koncentrace laktatu spolecné s nizkym pH Skodi imunoterapii, plisobi imunosupresivné a
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podporuje rust nadort i metastazovani (Husain a kol., 2013). Z tohoto dtivodu se jevi zaméfeni
na odstranéni laktatu a nizkého pH z nadorového mikroprostiedi velmi slibn€ a rozhodli jsme

se odstranit laktat z nadorového prosttedi pomoci enzyma.

Prvnim zkousenym enzymem byla laktat oxiddza. Je zndmo, Ze imobilizované enzymy
byvaji stabilngjsi (Bornscheuer, 2003), proto byly vyuzity kotvené enzymy. Druhym ucelem
kotveni bylo zajistit dlouhodobéjsi perzistenci enzymii v nadorovém prostiedi. Jelikoz byl LO
kotven na nadorové bunky pomoci biokompatibilni kotvy BAM, bylo potieba zjistit, jakou
aktivitu si enzym zachova po navazani kotvy BAM. V prvnim experimentu bylo zjisténo, ze
LO-BAM si zachoval pouze 13,18 % své ptivodni aktivity, proto bylo v terapii pouzito vyssi

koncentrace enzymu.

V druhém experimentu byl sledovan vliv LO-BAM v kombinaci s imunoterapeutickou
smé&si manan-BAM + R-848 + poly(I:C) + LTA na redukci pankreatického adenokarcinomu
a dobu preziti. LO-BAM v kombinaci s imunoterapii vedl jen k nepatrnému, a tedy statisticky
nevyznamnému poklesu objemu nadoru oproti samotné imunoterapii. Toto bylo patrné
zpusobeno tim, Zze samotny LO-BAM nadorovy riist velmi podpotil a doslo dokonce k vétSimu
nartstu nadort oproti kontrolni skuping€. Odstranéni laktatu sice omezi inhibici imunitnich
bun¢k, ale soucasn¢ také podpoii nadorovy rust, nebot’ odstranéni laktatu jako koncového
produktu metabolismu gluk6zy nejspise podpofilo tuto metabolickou drahu tvorby ATP.
Aktivni imunitni buiiky v n€kterych situacich také preferuji produkci ATP Warburgovym
jevem (Pearce a Pearce, 2013). Vzhledem k tomu, Ze maji imunitni a nadorové buiiky podobny
metabolismus, zaleZi na jejich vzijemném poméru. Je tedy pravdépodobné, Ze ¢im vétsi by

byla infiltrace nadoru imunitnimi buiikami, tim by doslo k vyraznéjsi nadorové redukci.

LO-BAM v kombinaci se smési manan-BAM + R-848 + poly(I:C) + LTA neprodlouzil
praumérnou dobu pieziti. Ve skupiné 1é¢ené LO-BAM + manan-BAM + R-848 + poly(l:C) +
LTA doSlo druhy den kthynu dvou mysi. Vedlejsim produktem oxidace laktatu
katalyzovanou LO je peroxid vodiku, jez ma na buiiky cytotoxicky vliv. Je tedy mozné, Ze
mnozstvi cytotoxického H2O> v kombinaci s imunitnim atakem zpusobilo velké zatizeni

organismu mysi.

Dale bylo potieba potvrdit, zda skute¢né dochéazi v nadorech za ptitomnosti LO-BAM
k ubytku laktatu. Ve tfetim experimentu bylo proto méfeno mnozstvi laktatu v prub¢hu terapie
LO-BAM v kombinaci se smési manan-BAM + R-848 + poly(l:C) + LTA. Zpocatku doslo

K nepatrnému narustu koncentrace laktatu v nadorovém prostiedi. Tento narGst byl patrné
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buniky a mohlo tak dojit k uvolnéni laktatu z intracelularniho prostedi nadorovych bunék do
extracelularniho nadorového mikroprostfedi. Po dvou hodinach piisobeni terapeutické smési
doslo ale k poklesu mnozstvi laktatu z pavodni hladiny az o 58 %. Je tedy patrné, ze za

pfitomnosti LO-BAM skutecné doslo k ubytku mnozstvi laktatu.

Jiz bylo zminéno, Ze vedlejsim produktem oxidace laktatu laktat oxidazou je pro bunky
cytotoxicky peroxid vodiku. V dal§im experimentu byl tedy porovnavan cytotoxicky efekt LO
a LO-BAM na nadorové bunky. Pavodni piedstavou bylo, Zze enzym kotveny piimo na
nadorové bude vytvaret H202 Vv tésné blizkosti bunék, a tudiz zplisobi thyn vice nddorovych
bunck. Tato predstava se ale nepotvrdila, nebot’ LO vykazoval vétsi cytotoxicky vliv na

nadorové buiiky nez LO-BAM.

LO-BAM v kombinaci s imunoterapii zptsobil ve druhém experimentu tthyn 2 mysi
hned zpocatku terapie, proto byl zkouman efekt enzymu laktat 2-monooxygenazy na zlepseni
imunoterapie. VedlejSimi produkty stépeni laktatu enzymem L2M jsou CO: a H20, jelikoz
nevznika H2O2, méla by terapeuticka smés L2M-BAM v kombinaci s mananem-BAM, R-848,
poly(I:C) a LTA byt pro mysi organismus Setrné;jsi.

Stejné jako LO, L2M byl na nadorové burky kotven pomoci kotvy BAM, proto byl
pted zapocetim 1é¢by porovnan vliv vazby BAM na L2M. Bylo zji§téno, ze L2M-BAM si
zachovava 12,82 % své plivodni aktivity, proto bylo v terapeutické smési pouZito véEtsi

koncentrace enzymu.

V Sestém experimentu byl sledovan vliv L2M-BAM v kombinaci s mananem-BAM,
R-848, poly(I:C) a LTA na redukci pankreatického adenokarcinomu i1 dobu pfeZiti.
L2M-BAM v kombinaci s imunoterapii nemé&l zadny efekt na redukci nadorového rustu ani
Vv piipade¢ 1é¢by LO-BAM v kombinaci s imunoterapii. Naopak samotny L2M-BAM nadorovy
rist velmi podpofil. Domnivame se, ze stejn¢ jako v ptipadé LO-BAM, zavisi terapeuticky
efekt na sile infiltrace nddoru imunitnimi buiikami, tedy k ¢im vétsi by doslo infiltraci, tim by

byl terapeuticky efekt vétsi.

Ke zjisténi, zda v pfitomnosti L2ZM-BAM skute¢né dochazi k ubytku laktatu, bylo
V nasledujicim experimentu meéfeno mnozstvi laktdtu v pribéhu terapie L2M-BAM
v kombinaci se smési manan-BAM + R-848 + poly(l:C) + LTA. Zpocatku terapie doslo

k nartstu koncentrace laktatu, stejné jako v pfipadé terapie s LO-BAM. Narist byl
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pravdépodobné zapticinény narusenim nadorovych bunék intratumoralni injikaci terapeutika.
Po dvou hodinach ale jiz doslo k poklesu koncentrace laktatu, oproti LO-BAM, pouze o
16,8 % z puvodni hladiny. Niz8i pokles laktatu je v souladu s tim, Ze terapic L2M-BAM

v kombinaci s imunoterapii byla slabsi nez terapie LO-BAM v kombinaci s imunoterapii.

Hodnoty pH v solidnich nadorech byvaji v rozmezi 6,5 az 6,8. Toto kyselé prostiedi je
dalezitym faktorem pro progresi nadoru (Riemann a kol., 2011). V poslednim experimentu
bylo proto sledovano, jaky terapeuticky efekt ma odstranéni laktatu z nadorového prostiedi a
zaroveh zvy$eni pH kyselého nadorového prostiedi. K tomuto ucelu bylo vyuzito NAD?, ktery
m¢él posunout rovnovahu od laktatu k pyruvatu (Phypers a Pierce, 2006), a NaHCOg, ktery
slouzil k neutralizaci kyselého pH. NAD" a NaHCO3 v kombinaci s imunoterapeutickou smési
manan-BAM + R-848 + poly(I:C) + LTA neméli na redukci nadorti zddny efekt.
K prodlouzeni pieziti také nedoSlo. Terapie nadori pouze NAD® a NaHCOs nepatrné
podpoftila nadorovy rust, avSak oproti kontrole statisticky nevyznamné. Tyto vysledky
potvrzuji domnénku, Ze odstranéni laktatu a v tomto pfipad¢ i zvySeni pH pomaha ve funkci

nejen buiikdm imunitniho systému, ale také buitkdm nadorovym.

Domnivame se, ze vysledek nadorové terapie vychazejici z ovlivnéni Warburgova
efektu a odstranéni laktatu bude zaviset na intenzit¢ infiltrace nadoru imunitnimi bunkami a

intenzité protinadorové imunitni reakce.
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8 ZAVER

Vazba kotvy BAM na enzymy LO a L2M vyrazné snizuje jejich enzymatickou

aktivitu.

LO ma na nadorové bunky vyrazny cytotoxicky efekt. Naopak LO-BAM ma na

nadorové buiiky jen nepatny cytotoxicky vliv.

Enzym LO-BAM snizil koncentraci laktatu v nadorovém prostiedi o 58 %, L2ZM-BAM
pouze o 16,8 %.

Odstranéni laktatu, respektive zvySeni pH v kombinaci se zavedenou imunoterapii
pomoci kotveného mananu, resiquimodu, Kkyseliny polyinosin:polycytidylové

a kyseliny lipoteichoové ma zanedbatelny vliv na redukci nadorového ristu.
Odstranéni laktatu, respektive zvySeni pH nezpusobilo prodlouzeni pieziti.

Samotné odstranéni laktatu, respektive zvySeni pH nadoru piisobi kontraproduktivné a

vede k posileni nadorového ristu. Mozny mechanismus je diskutovan.
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9 SEZNAM ZKRATEK

ATP (Adenosine triphosphate) — adenosintrifosfat
CLR (C-type lectin receptor) — C-typ lektinovy receptor
CpG-A (Cytosine-phosphate-guanine A) — cytosin-fosfat-guanin A

CRD (Ca ?*-dependent carbohydrate recognition domain) - Ca?'-dependentni doména

rozpoznavajici sacharidy
CTDL (C-type lectin domain) — CRD-like doména

CTLA-4 (Cytotoxic T-lymphocyte-associate antigen 4) — cytotoxicky antigen asociovany
s T-lymfocyty

DAMP (Damage-associated molecular pattern) — molekularni vzory asociované se signaly

poskozeni

DNA (Deoxyribonucleic acid) — deoxyribonukleova kyselina

dsDNA (double-stranded Deoxyribonucleic acid) — dvouvlaknova DNA
FasL (Fas ligand) — Fas ligand (ligand apotitckého receptoru)

Fas/FasR (Apoptosis signal receptor) — apopticky receptor

FMN (Flavin mononucleotide) - flavinmononukleotid

HIF-1 (Hypoxia-inducible factor 1) — Faktor 1 (transkrip¢ni faktor indukovany hypoxii)
HMGBL1 (High-mobility group box 1) — amphoterin

HSPs (Heat shock protein) — proteiny teplotniho Soku

IFN (Interferon) - interferon

IL (Interleukin) - interleukin

L2M (Lactate 2-monooxygenase) — laktat 2-monooxygenaza

LAG-3 (Lymphocyte-activation gene 3) — LAG-3 checkpoint receptor
LO (Lactate oxidase) — laktat oxidaza

LTA (Lipoteichoich acid) — kyselina lipoteichoova

MBL (Mannan-binding lectin) — lektin vazajici man6zu

49



MDSC (Myeloid derivated suppressor cells) — myeloidni supresorové bunky

MHC (Major histocompatibility complex) — hlavni histokompatibilni komplex

MR (Mannose receptor) — mandzovy receptor

MyD88 (Myeloid differentiation primary factor 88) — myeloidni diferencia¢ni faktor 88
NAD (Nicotin amide adenine dinucleotide) — nikotinamidadenindinukleotid

NaHCO3 (Sodium bicarbonate) — hydrogenuhli¢itan sodny

NK burnky (Natural killers) — pfirozeni zabije¢i

NLR (NOD-like receptor) — NOD-like receptor

Pam3CSKj (Palmitoyl-3-cysteinyl-seryl-lysine-4) - palmitoyl-3-cysteinyl-seryl-lysin-4
PAMP (Pathogen-associated molecular pattern) — molekulové vzory asociované s patogeny
Poly I:C (Polyinosinic:polycytidylic acid) — polyinosynova-polycytidylova kyselina
PD-1 (Programmed cell death receptor 1) — checkpoint receptor programované smrti

pH (potential of hydrogen) — potencial vodiku

PRR (Pattern recognition receptor) — vzory rozpoznavajici receptory

RLR (RIG-1-like receptor) — RIG-1-like receptor

sSRNA (single-stranded ribonucleic acid) — jednovlaknova RNA (ribonukleova kyselina)
TAA (Tumor-associated antigen) — antigen asociovany s nadory

Tc (Cytotoxic T cell) — cytotoxicky T-lymfocyt

TCR (T-cell receptor) — T-bunéény receptor

Th (T helper cell) — pomocny T-lymfocyt

TIM-3 (T-cell immunoglobulin and mucin-domain containing 3) — T bunéény imunoglobulin

obahujici mucinovou doménu 3
TIR (Toll/IL-1 receptor) — Toll/IL-1 receptor

TIRAP (TIR domain containing adaptor protein) — TIR doména obsahujici adaptorovou

molekulu
TLR (Toll-like receptor) — Toll-like receptor
TNF (Tumor necrosis factor) — faktor nekrotizujici nadory
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TRAM — (TRIF related adaptor molecule) — adaptérova molekula obsahujici TIR doménu 2
Treg (Regulatory T cell) — regula¢ni T-lymfocyt

TRIF (TIR-domain-containing adapter-including interferon-f) — adaptérova molekula

obsahujici TIR doménu
TSA (Tumor-specific antigen) — antigen specificky pro nadory

WHO (World Health Organization) Svétova zdravotnicka organizace
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