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1 UVOD

Nadorova onemocnéni piedstavuji v Ceské republice druhou nejéast&jsi pii¢inu amrti.
Data poskytovand Ustavem zdravotnickych informaci hovoii jasné: kazdy tieti &lovék
onemocni v pribéhu svého zivota rakovinou a kazdy ¢tvrty na ni umird. Udava se, ze kazdy
rok v CR zemfe na rakovinu vice nez 27 tisic osob, coZ je 23 % z celkové tmrtnosti. V roce
2010 bylo do Narodné onkologického registru CR nahlaseno 82 606 piipadi zhoubnych
novotvard a novotvart in situ (Zvolsky 2013).

Z uvedeného vyplyva, ze nddorova onemocnéni patii mezi nejhorsi onemocnéni viibec
a je potfeba Stémito nemocemi bojovat. Chirurgické odstranéni nadord, doplnéné
0 chemoterapii ¢i radioterapii, se zda byt v prvni fazi 1écby vhodnym terapeutickym
ptistupem. Ale ne vzdy je plné Gspésné. Hlavni problém je ve specifi¢nosti terapie,
pii niZ jsou poskozovany jak bunky nadorové, tak i buiiky zdravé. Proto je tieba zavést jiny
1écebny postup, tzv. cilenou imunoterapii, kterda pomaha vytesit nedostatky dosavadnich
terapii. Pravé imunoterapii nadorového onemocnéni se zabyva tato diplomova prace.

Imunoterapie je na rozdil od chemoterapie ¢i radioterapie Setrn&jsi 1é¢ebna metoda,
ktera je zalozena na aktivaci imunitnich systému télu vlastnich. Dalsi vyhodou je vyuziti
imunitnich mechanismt, které cilen¢ smétuji 1é¢ivo do nadorovych bunék a tim nejsou
zdravé buiniky poskozovany. Obsahem této diplomové prace je studium imunoterapie
zalozené na kombinaci agonistli TLR a fagocytarnich receptorti a moznosti jeji vyhledové

aplikace v humanni medicing.



2 PREHLED LITERATURY

2.1 Nadorova onemocnéni

Nadorové onemocnéni je ruznorodd skupina onemocnéni, pii kterych dochazi
k nekontrolovatelnému déleni nadorovych bun¢k. Nadorové buiky vznikaji ¢asto maligni
transformaci, ktera je dasledkem selhani rozmanitych mechanismu regulace buné¢ného
déleni a regulace socialniho chovani bun¢k. Takové poruchy byvaji obvykle vyvolané
mutacemi v tzv. onkogenech nebo anti-onkogenech. Nadorové bunky vznikaji z normalnich
bunék, coz pifindsi fadu problémul pii jejich eliminaci imunitnim systémem. OdliSnosti
od normalnich bunék jsou bud’ pfili§ malé, takze jsou imunitnim systémem ignorovany.
Nebo nadorové builkky pouzivaji mechanismy, které jim umoziuji paralyzovat nékteré
ucinky imunitniho systému (Hofejsi a Bartinkova 2009).

Mezi zakladni charakteristické znaky nadorovych bunék patii Sest biologickych
schopnosti ziskanych béhem vicestupiiového vyvoje nadord. Jsou to: neschopnost odpovidat
na signaly pro ukonceni rdstu, schopnost riist bez pfitomnosti vétSiny ristovych faktoru,
omezena citlivost az rezistence vuci indukci programované bunécné smrti, indukce
angiogeneze neboli stimulace ristu krevnich kapilar zasobujicich nador, neomezena
schopnost déleni a invazivita spojend se schopnosti metastazovat neboli schopnost $ifit
se do vzdalenych tkani (Hanahan a Weinberg 2011). Kromé téchto zakladnich biologickych
schopnosti, které jsou pozorovany V rizné¢ mife u vSech nadorovych bunék, se vyskytuji
jesté 1 jiné schopnosti: preprogramovani metabolickych drah, schopnost unikat imunitnimu
dohledu a ¢asta pritomnost nador podporujiciho zanétu v okoli nadorovych bunék. Nadory
vykazuji dalSi rozmér sloZitosti. Kromé néadorovych bunék obsahuji Siroky repertoar
zdanlivé normdlnich bunék, které pfispivaji k ziskani specialnich charakteristickych znakt

tim, Ze vytvoii ,,nadorové mikroprostiedi® (Hanahan a Weinberg 2011).

2.1.1 Extracelularni prostfedi nadoru

Zdravé buiky ziji v prostiedi, ve kterém jsou piisn€¢ regulovany mechanismy
bunécného cyklu. To znamend, Ze je zde rovnovaha mezi proliferaci, maturaci, diferenciaci
a apoptozou. Regulaci bunétného cyklu zajistuje velké mnozstvi latek enzymové
a neenzymové¢ povahy. Pfi naruseni rovnovahy bunécného cyklu dochéazi bud’ k omezené
schopnosti d€leni bun¢k, anebo naopak Kk nekontrolovatelnému déleni, jako je tomu

Vv ptipadé nadorového onemocnéni.



Mikroprosttedi v nadorech se fyziologicky 1isi od normalnich tkani.
Je charakterizovano nizkym (hypoxie) az nedostatecnym (anoxie) zasobenim tkani
kyslikem, deprivaci zivin a energie, vysokou hladinou laktatu a extracelularni aciddzou.
Tyto zmény umoznuji nadorim urcitou progresi a rezistenci vuci 1é¢bé (Vapuel 2004).
Uspésna adaptace na ménici se podminky mikroprostiedi hraje kli¢ovou roli
pfi karcinogenezi. Bylo zjisténo, Ze vlivem selektivniho tlaku v nddorech jsou zvyhodnény
bunky, jejichz metabolismus Iépe reaguje na lokalni zmény hladiny kysliku, glukozy a pH.
Piezivani a proliferace nadorovych bun¢k je omezena v dasledku snizené hladiny kysliku.
Nizka hladina kysliku ovliviiuje glykolyzu. ZvySena glykolyza indukuje okyseleni
nadorového prostiedi, omezeni proliferace a indukci bunééné smrti prostfednictvim nekrozy
a apoptozy. Tak vznikaji rezistentni fenotypy (Smallbone a kol. 2007).

Kolem bazalni membrany se vytvati tenka vrstva epitelialnich bunék. Mechanismy
zajistujici homeostazu nedovoluji epitelu zasahovat do bazalni membrany. Vlivem
karcinogeneze je homeostaza naruSena a nadorové bunky se stavaji hyperplastickymi, tedy
rychle proliferujicimi. Vlivem proliferace se tloustka normdlniho epitelu zvétsi a zacne
zasahovat do bazdlni membrany. Tim je naruSena vzddlenost mezi bazalni membranou
a krevnim fecistém. To znamend, ze ziviny a odpadni latky musi piekondvat mnohem vétsi
vzdalenost a proto nadorové buiiky ziji v prostfedi s malym ¢i nedostateCnym zasobenim
kyslikem (hypoxie az anexie) (Smallbone a kol. 2007).

Hypoxie aZ anexie zpisobi, Ze builka neni schopna pokryt své energetické naroky.
Dusledkem je zvysena frekvence glykolyzy a tim i zvySena produkce H* iontl. Vlivem
vyssi hladiny H* ionti dochazi ke zméné pH v misté nadoru, k tzv. acidifikaci nadorového
mikroprostfedi. Zména pH vyvola apoptézu u bunck, které obsahuji funkéni protein p53.
Tim jsou v mist¢ nddoru eliminovany zdravé buniky a naopak se zde hromadi bunky
nadorové, které maji rezistenci ke kyselému pH. Kyselé prostfedi navic umoZziiuje nékterym
nadorovym buiikkam pronikat k bazdlni membrané, dostat se do blizkosti krevnich
a lymfatickych elementi a tim zakladat vzdalend loziska krevni cestou, tzv. metastazovat

(Smallbone a kol. 2007).

2.1.2 Priciny vzniku nadorového onemocnéni

Je vSeobecné znamo, Ze nadorovd onemocnéni vznikaji v disledku nahromadéni
mutaci v genech na trovni DNA bunky (Hemminki 1993). RozliSujeme tfi hlavni druhy
gend, jejichz poSkozeni muze vzniknout rakovina — onkogeny, tumor supresorové geny

a reparacni geny (Ringer a Schniper 2001).



VétSina  onkogend  vznikd dasledkem mutaci urcitych normélnich gent,
tzv. protoonkogenti. Protoonkogeny jsou ,,dobré* geny, které za normadlnich okolnosti
koduji velké mnozstvi proteint s riznymi funkcemi (napi. signalni molekuly, geny buné¢né
signalizace, regula¢ni geny, cykliny). Kdyz protoonkogen zmutuje na onkogen, stava
se z n¢j ,,Spatny* gen, ktery zpusobi, ze burika roste mimo kontrolu a to vede k rozvoji
rakoviny. Prevazna ¢ast mutaci na Grovni onkogent je ziskana, ne dédi¢na. To znamena,
ze onkogeny vznikaji v disledku chromosomalni ptfestavby, genovou duplikaci ¢i mutaci
(Ringer a kol. 2001). Tumor supresorové geny jsou normalni geny, které zpomaluji déleni
bunék, opravuji DNA chyby, nebo fidi programovanou bunécnou smrt. Pokud tumor
supresorové geny nepracuji spravn¢, mohou bunky rist mimo kontrolu, coz mize vést
k rakoviné (Ringer a kol. 2001). Proteiny reparac¢nich genl jsou zodpovédné za stabilitu
genomu, jelikoZz opravuji chyby na trovni DNA molekuly. Pokud i tyto geny jsou
poskozeny, chyby na trovni DNA zlstavaji a vysledkem je také nekontrolovatelny ristu
nadorovych bunék a rozvoj rakoviny (Wood a kol. 2001).

Za zménu genetického materidlu v bunice jsou zodpovédné mutageny. Mutageny
mohou byt chemické, fyzikalni nebo biologické povahy. 1) chemickymi mutageny jsou
latky chemické povahy (napt. kyslikové radikély, tézké kovy, polycyklické aromatické
uhlovodiky), které bud poskozuji DNA, anebo poskozuji mechanismy zodpovidajici
za bunéény cyklus (Hemminki 1993). 2) Mezi fyzikalni mutageny fadime rtizné druhy
zafeni (UV, RTG zafeni, ionizujici zafeni), které¢ také poskozuji buiiku na Grovni DNA
molekuly (Brash a kol. 1991). 3) Biologickymi mutageny jsou tzv. onkogenni viry
(napf. virus Epsteina-Baarové, herpetické viry, adenoviry a dalsi), které mohou
v infikovanych bunkach hostitele zptisobovat mutace v DNA (McLaughlin a Munger 2009).
Vsechny mutageny nejsou doposud znamé, a proto neni snadné urcit pfesnou pii¢inu

rakoviny.



2.1.3 Klasifikace nadoru

Nadory klasifikujeme podle biologickych vlastnosti, histologické struktury a podle
anatomické lokalizace (Vorlicek a kol. 2012). Kazda tkan, u které je podezieni vyskytu
nadorovych bunék, musi byt poslana na oddéleni patologické anatomie a fadné vySetfena
lékafrem. Lékar danou tkan vySetfi morfologicky, pfipadné¢ imunohistochemicky,
molekularné-geneticky ¢i cytologicky.

Biologickymi vlastnostmi nadori myslime invazivitu a schopnost metastazovat.

Na zakladé téchto vlastnosti délime nadory do dvou zédkladnich skupin:
¢ Benigni nadory - nezhoubné nadory rostouci expanzivné. Zistavaji na misté¢ svého
vzniku, nezakladaji dcefina loZiska krevni cestou (nemetastazuji), ale svym neomezenym
rastem mohou okolni tkan¢ a organy ohrozit. Benigni nadory se vyrazné nelisi od puvodni
tkan¢ a obvykle nemaji vétsi negativni G€inek na organismus (Vorlicek a kol. 2012).
e Maligni nadory - zhoubné nadory rostouci zpravidla rychle. Siii se infiltrativng
a destruktivné do okoli prostfednictvim krevnich a lymfatickych cév, kde zakladaji vzdalena
loziska - metastazy. Maligni nadory pfipominaji mikroskopicky nezralé¢ tkané
(Vorlicek a kol. 2012). Metastazovani patii k hlavnim projevim malignich nadori a mize
byt trojiho typu: porogenni, hematogenni, lymfogenni. 1) Metastazovani porogenni
je Sifeni bunék v télnich dutinach nebo Stérbinach, kde nepfitomnost anatomickych
prekazek umoznuje volny pohyb bunék. 2) Metastazovani krevnim FeciStém
(hematogenni) je proces, kdy nadorové bunky vniknou do krevni cévy, tokem krve jsou
zaneseny navzdalené misto a zde se usidli, rozmnozi a vytvoii nové loZisko.
3) Metastazovani lymfatickymi cestami (lymfogenni) je analogické zakladani novych
lozisek v prubéhu lymfatickych cest a jejich filtrd“ — lymfatickych uzlin
(Vorlicek a kol. 2012).

Dalsi zpasob klasifikace je podle histologické struktury, kde rozezndvame nadory
pojivové tkan€, nadory kryci a vystelkové tkané, naddory z krvetvorné a lymfatické tkané,
nadory nervové tkdn€, nadory ze zarodecnych tkani a nadory smiSené pochazejici z vice
tkani (Vorlicek a kol. 2012).

Dulezita je i klasifikace nddord podle anatomické lokalizace, tzn. mista, kde se nddor
U pacienta vyskytuje, napt. nadory tlustého stfeva, prsu, vajecniku, varlat, prostaty, plic,

ktze apod.



2.1.4 Melanom

Maligni melanom je nadorové onemocnéni postihujici prevazné kizi, vzacné miize
postihnout i jind mista jako napf. oko, ucho, GIT, sliznici st (Tuong a kol. 2012).
Jednd se 0 agresivni typ nddoru a klinické ptiznaky se mohou vyrazné lisit. Tento typ
nadoru je zodpovédny za témét 60% letalnich koznich nadori a jeho vyskyt se v poslednich
dvou desetiletich zna¢né zvysil u bilé populace (Bandarchi a kol. 2010). Vznika z maligni
transformace melanocyti (Tuong a kol. 2012). Melanocyty jsou kozni pigmentové buiiky,
jejichz hlavni funkci je tvorba pigmentu melaninu. Tento pigment chrani pokozku pted UV
zéfenim. Pokud je naruSena tvorba melaninu, vznikaji melanomové buiiky a z nich koZzni
nadory (Bandarchi a kol. 2010).

Nejrizikovejsim faktorem je UV zafeni. Proto se tento typ nddor vyskytuje nejvice
u bilé populace vystavené vysoké intenzité sluneéniho zafeni. DalSimi rizikovymi faktory
jsou napi. mutace v genech KIT, BRAF a NRAS, dédi¢né predispozice, nadmérné uzivani
solaria (Williams a Sagebiel 1994).

Klinicky se maligni melanom projevuje jako drobnd pigmentovd skvrna na kuzi,
nejCastéji hnédé nebo modro-Cerné barvy. Skvrna casto méni tvar, barvu a velikost
(Williams a Sagebiel 1994). Pro snadnéjsi diagnostiku bylo vytvofeno ABCDE pravidlo,
které umozinuje rozeznat varovné ptiznaky melanomu (Bandarchi a kol. 2010):

e A — Asymetry (asymetrie) — nepravidelnost pigmentové skvrny

e B — Border (nepravidelnost ohrani¢eni) — okraje nejasné ohrani¢ené s Cetnymi vybézky
e C — Color variegation (barevna pestrost) — rizné odstiny hnéd¢, Sedé a cerné

e D — Diameter (primér) — rozmér vétsi nez 6 mm

e E — Evolution (vyvoj) — zména skvrny v prub¢hu nékolika poslednich tydnt ¢i mésict

Podle biologického chovani rozliSujeme 5 typt maligniho melanomu: Lentigo maligna
melanom (LMM), povrchové §ifici se melanom (Superficial spreading melanoma-SSM),
nodularni melanom (Nodular melanoma-NM), akrolentigiézni melanom (Acral-lentiginous
melanoma-ALM) a mukolentiginézni melanom (Mucosal lentiginous melanoma-MLM)
(Bandarchi a kol. 2010).



2.1.4.1 Studovany druh nadoru v této praci — melanom B16-F10

Mysi zacaly byt pouzivany jako modelovy organismus na zacatku 20. stoleti, kdy byl
poprvé objeven spontanni melanom, ktery vznikl na inbrednich kmenech mysi.
Tyto spontanni melanomy byly dobfe transplantovatelné na kongennich mysich a navic bylo
mozno je dobfe kultivovat a studovat in vitro. Diky témto vlastnostem se staly Gstiednim
prostiedkem k feSeni zakladnich otazek v biologii melanomu (Damsky a Bosenberg 2010).
Nejpouzivanéj§im melanomem je melanom B16. U tohoto typu rozliSujeme 4 buné¢né linie:
B16-FO, B16-F1, B16-F10 a B16-BL6. Buné&cna linie B16-F10 je nejpouzivanéjsi
Vv laboratornich  pokusech, jelikoz rychle roste a dobife metastazuje do plic

(Nakamura a kol. 2002).

2.1.5 Terapie nadorového onemocnéni

Terapie nadorového onemocnéni prodé€laly za poslednich nékolik desitek let znaény
pokrok av dnesni dobé jsou lékati schopni vylécit velké mnozstvi nadord. Zaroven
je k dispozici mnoho prostiedkt, které sice rakovinu nevylééi, ale diky nimz jsou lékafi
schopni zajistit nemocnym pacientim kvalitni proziti zbytku zivota. Veskerou terapii

nadortt mizeme rozdélit na kurativni a paliativni.

1) Kurativni terapie — cilem kurativni terapie je nador vylécit (zlikvidovat cely nadorovy
proces) (Frei 1985). K dispozici je n¢kolik typd terapii, ale nejvice se pouZzivaji Ctyfi
zakladni: chirurgicka 1é¢ba, chemoterapie, radioterapie a biologicka 1écba.

a) Chirurgicka lé¢ba — chirurgické odstranéni nadorti pfedstavuje jeden z nejstarsich
zpusobu 1écby rakoviny a mnohdy byva jedinym lé¢ebnym postupem, ktery dokaze pacienta
vylé¢it. Casto byva prvnim krokem v 16¢bé rakoviny, ktery je kombinovan s radioterapii
nebo chemoterapii. Principem je odstranéni celého primarniho nadoru s urcitou oblasti
zdravé okolni tkan€. Nevyhodou je, Ze po chirurgickém zakroku nejsou z téla odstranény
metastazy (Eedy 2003).

b) Chemoterapie — podstatou chemoterapie je podani toxické slouceniny (cytostatik)
do téla pacienta. Tyto slouCeniny pusobi na vSechny bunky Vv téle, avSak nejvice plisobi
narychle se mnozici bunky, jako jsou pravé bunky nadorové. Pies tuto vyhodu
si chemoterapie neziskala prvotni misto V klinické 1é¢bé rakoviny. Hlavnim problémem
je vysoka toxicita pro vSechny bunky téla. V soucasné dobé je chemoterapie vyhrazena

pro pacienty s progresivnim metastatickym onemocnénim (Virgil a Huang 1982).



c) Radioterapie - princip radioterapie spoc¢iva v toku elektrond nebo fotont, ktery ptisobi
na nadorovou masu (Strojan 2010). Ozafovanim jsou destruovany vsechny bunky v téle,
ale v mnohem vétsi mife bunky nadorové. PosSkozeni okolni zdravé tkané a vznik
sekundarnich zhoubnych nédort, které vznikaji jako dusledek 1écby ozafovéanim,
predstavuje  hlavni  problém radioterapie  (Sebag-Montefiore a kol. 2009).
Proto se radioterapie také nefadi na prvni misto v klinické 1é¢b¢ rakoviny, ale spise dopliuje
chemoterapii nebo chirurgickou 1é¢bu (Strojan 2010).

d) Biologicka 1é¢ba — o biologické 1écb¢ miizeme mluvit také jako o cilené terapii, kdy jsou
pacientovi podavany latky o riizném chemickém slozené a s riznymi mechanismy ucinku,
které stimuluji imunitni systém k boji proti rakoviné. Cilend terapie vyuziva znalosti
pochodt déju jak uvnité buniky, tak na jejim povrchu. Princip spociva bud’ v navazani
protilatek na povrchové receptory, nebo se pouzivaji rizné inhibitory pifenosu signall
do bunky. Piikladem biologickych 1éCiv jsou monoklondlni protilatky proti cytokintim,
rekombinantni peptidy a proteiny nebo syntetické oligonukleotidy. Problémem této 1écby
jsou enormni ceny biologickych 1é¢iv. A navic biologické preparaty doprovazi fada

nezadoucich ucinki (Trail a kol. 2003).

2) Paliativni terapie — hlavnim cilem této 1écby neni nador vylécit. Paliativni terapie
si pfedev$im klade za cil zlepsit kvalitu Zivota nemocného. Pravé kvalita zivota

vvvvvv

(Bronson 1967).

2.2 Imunitni systém a nadorové bujeni

V prostiedi, ve kterém Zijeme, je lidské télo vystaveno velké Skale rliznych infekénich
organismu, nazyvanych patogeny, které vnimaji naSe té€lo jako snadno napadnutelny cil.
Hlavni funkci savéiho imunitniho systému je branit t€lo pravé proti t€émto patogenim jako
jsou bakterie, viry, houby, plisn¢ a paraziti¢ti ¢ervi. Tato uloha je tak komplexni, Ze si savci
vyvinuli velmi u¢inny a sofistikovany systém obrany, ktery je schopen rozpoznat a usmrtit
ptipadny patogen (Dzivenu a kol. 2003). Obranny imunitni systém by mél fungovat
i v protinadorové imunologii. Do jist¢ miry tomu tak je, ale velmi Casto se stava,
ze nadorové bunky jsou schopny unikat imunitnimu dozoru, nejsou tak eliminovany

a rozviji se rakovina (Hofejsi a Barttinkova 2009).



Jinymi slovy, imunitnim systémem myslime komplex mechanismu, ktery zajist'uji
integritu organismu tim, ze rozpoznava $kodlivé od neskodného a chrani tak organismus
proti infekénim agens zevniho i vnitiniho ptvodu. Tato funkce se projevuje jako
obranyschopnost, autotolerance a imunitni dohled (Hotejsi a Barttiiikova 2009).

Imunitni systém je tvofen dvéma slozkami — vrozenou (nespecifickou) imunitou
a ziskanou (specifickou) imunitou. Je prokdzano, ze u obratlovcl jsou obé tyto slozky
nepostradatelné a iizce spolupracuji (Medzhitov a Janeway 2002, HoftejSi a Bartiiikova

2009).

2.2.1 Nespecificka imunita

Vrozeny imunitni systém se vyvinul pfed vice jak 900 miliony lety, aby chranil
hostitele (Dzivenu a kol. 2003). Nespecifické mechanismy jsou zaloZzeny na molekulach
a bunkach, které jsou v organismu pfipraveny piedem a byvaji obvykle G¢inné proti mnoha
riiznym patogentim. Uinnost spo¢iva v reakci na strukturni nebo funkéni rysy, které jsou
patogenim spolecné. Vrozena imunita je tvoiena dvéma slozkami — bunéénou a humoralni
(Hofejsi a Bartinkova 2009). Bunéfnou slozku tvoii fagocytujici buiiky (neutrofily,
makrofagy a dendritické buiiky) a piirozené cytotoxické buiky (NK builky,eosinofily,
mastocyty) (Dzivenu a kol. 2003). Humoralni slozka je tvofena komplementovym
systémem, interferony, lektiny a jinymi sérovymi proteiny. Slozky nespecifické imunity
reaguji na pfitomnost Skodliviny rychle, fddov€ v minutach. A na rozdil od specifické
imunity nemaji slozky nespecifické¢ imunity tzv. imunologickou pamét,, tj. nejsou ovlivnény
pfedchozim setkanim se Skodlivinou (Hofejsi a Bartiinkova 2009).

Krom& bunétné a humoralni slozky ma pro obranu organismu proti infekci
a udrZzovani jeho integrity vii¢i okoli zasadni vyznam neporuSeny povrch kize a sliznice
a jejich pfirozené neimunitni obranné mechanismy. Ty Ize rozdélit na mechanické (pohyb
fasinek, longitudindlni tok vzduchu v dychacich cestach nebo tekutiny v mocovych
cestach), chemické (mastné kyseliny na kizi, enzymy jako napt. lysozym ve slinach, slzach
a potu, pepsin v zaludku a stievé, kyselé pH zaludku a moci) a mikrobialni (normalni
nepatogenni flora soutézici s patogennimi mikroorganismy o Ziviny a o receptorova mista,
ktera  zprostiedkuje adhezi na epitel a produkuje antibakterialni  latky)
(Hoftejsi a Bartiinkova 2009). Pokud jsou tyto obranné bariéry piekonany, musi do boje
s infekénimi patogeny nastoupit buiiky nespecifické imunity. Tyto bunky maji na svém
povrchu tzv. pathogen recognition receptors (PRRs), které rozpoznavaji pathogen associated

molecular patterns (PAMPs). PAMPs jsou malé konzervativni struktury vyskytujici se



na povrchu vSem mikroorganismii. Jakmile PRRs rozpoznaji infekéni PAMPs dochazi
K rozvinuti imunitni reakce proti danému patogenu (napt. fagocytoza, aktivace

komplementu) (Dzivenu a kol. 2003).

2.2.2 Specificka imunita

Specifickd imunita je evoluéné mladSi a je charakterizovana tfemi univerzalnimi
znaky — specifitou, diverzitou a imunologickou paméti. Specifitou myslime schopnost
imunitniho systému reagovat proti specifickym molekulam nazyvanych antigeny. Je totiz
dilezité, aby imunitni systém umél zareagovat na exo- ¢i endogenni Skodlivé latky,
ale zarovenn umél tolerovat struktury télu vlastni — jev zvany autoimunita. Diverzita,
schopnost reagovat na jakoukoli molekulu, je dal$im znakem imunitniho systému. Stejné
jako imunologickd pamét - imunitni systém vytvaii unikatni skupinu bun¢k, nazyvanych
pamétové buiky, které pii opakovaném setkdni s antigenem jsou schopny rychlé
sekundarni imunitni odpovédi (Dzivenu a kol. 2003).

Specifickd imunitni odpovéd’ zahrnuje repertoar specializovanych buné€k, chemikalii
a hormonti, které pracuji vysoce koordinovanym zpusobem (Dzivenu a kol. 2003).
Humorailni slozka je zalozend na protilatkach, bunééna sloZzka je zalozenad pievazné
na T lymfocytech a B lymfocytech.

Vyvoj B lymfocytti probiha u lidi v kostni dieni a dokoncuje se po setkani s antigenem
Vv sekundarnich lymfatickych organech (slezina, wuzliny, Peyerovy platy) (Hofejsi
a Bartinkova 2009). Po setkani s antigenem se B lymfocyty diferencuji bud’ na plasmatické
bunky, které produkuji protilatky, anebo na pamétové bunky, které jsou zodpovédné
za imunologickou pamét’ (LeBien a Tedder 2008). To znamend, ze po dal$im setkani
se stejnym antigenem (Casto 1 po mnoha letech) jsou rychle aktivovany a zahdji
tzv. sekundarni odpoveéd’, kterd je mnohem rychlejsi a efektivnéj$i nez odpovéd’ primarni
(Hoftejsi a Bartinikova 2009). Kromé zékladni role v humoralni imunité jsou B lymfocyty
nezbytné pro zahajeni T bunéénych imunitnich reakci. B lymfocyty funguji jako antigen
prezentujici buiikky (APC), jelikoZ na svém membranovém povrchu maji antigenné
specificky receptor B (tzv. BCR), kterym rozpoznavaji pfisluSny antigen. Po navazani
ptisluSného antigenu na BCR se B lymfocyt méni bud’ na plasmatickou buniku, pamétovou
bunku, nebo dany antigen prezentuje spolu s molekulami hlavniho histokompatibilniho
komplexu (MHC) T lymfocytim (LeBien a Tedder 2008).

Hlavni ¢ast vyvoje T lymfocytl probiha v brzliku (thymus). Ale nékteré subpopulace

T lymfocytd se ziejmé vyviji i mimo thymus. Thymus opoustéji dvé fenotypicky odlisné
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subpopulace: prekurzory pomocnych T bunék (Th), které maji na povrchu receptor zvany
CD4, a prekurzory cytotoxickych T bunck (Tc), které maji na povrchu receptor CDS8
(Hofejsi a Bartinkova 2009). Prekurzory T lymfocytli maji na svém povrchu T buné¢ny
receptor (tzv. TCR), kterym rozpoznavaji pfislusny antigen. Antigen je prezentovan antigen
prezentujicimi bunkami (APC) spole¢né¢ s MHC glykoproteiny I. téidy ptipadné s MHC
glykoproteiny II. tfidy. Kdyz se prekurzor T lymfocyti setka s antigenem prezentovanym
vhodnou APC, dochazi k jeho diferenciaci na zralou efektorovou buniku (Springer 1990).
Zraly Th lymfocyt produkuje fadu cytokint regulujicich jiné bunky, pro zraly Tc lymfocyt
(zvany také jako CTL) je charakteristickd schopnost cytotoxicky zabijet jiné¢ bunky
(Hotejsi a Barttnkova 2009).

2.2.3 Protinadorova imunologie

Organismy maji pfirozenou schopnost zabranit vzniku a vyvoji tumort. Touto
schopnosti myslime ochranné kontrolni mechanismy. Pokud jsou ochranné mechanismy
oslabené, a nebo chybi, dochazi k rozvoji rakoviny (napt. neschopnost tvofit imunitni
efektory, neschopnost rozpoznat antigeny ¢i na né reagovat) (Baba a Catoi 2007).

Protinddorovd obrana zahrnuje eliminaci bunék infikovanych exogennimi
onkogennimi viry nebo bungk transformovanych endogennimi onkogennimi viry nebo
eliminaci bun¢k vlastniho téla, které se transformovaly na buniky nadorové (Baba a Céatoi
2007). Typickymi vlastnostmi malignich bunék jsou: zrychleny buné¢ny cyklus, genomické
zmény, invazivni rast, zvySena pohyblivost bunék, chemotaxe, zmény bunééného povrchu,
sekrece lytickych faktort atd. Morfologicky se rakovinné buiiky vyznacuji velkym jadrem,
které ma nepravidelny tvar a velikost, vyraznéj$im jadérkem, intenzivné barevnou nebo

naopak svétlou cytoplazmou (Baba a Catoi 2007).

2.2.3.1 Nadorové antigeny

Aby bunky imunitniho systému byly schopny reagovat na nadory, musi mit naddorové
buniky na svém povrchu antigeny, které jsou rozpoznavany jako cizi. Nadory velmi ¢asto
vznikaji vlivem nahromadéni zmén v genové expresi. Pii vzniku nadori muze dochazet
k expresi novych antigenti (tzv. neoantigenl) nebo dochdzi ke zménam v existujicich
antigenech, které se bézn€ vyskytuji na normalnich bunikach (napf. antigeny zahrnujici
membranové receptory, regulatory bunééného cyklu a apoptdzy, nebo molekuly podilejici

sena prenosu signalu). Z chemického hlediska jsou nadorovymi antigeny proteiny,
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nejCastéji prezentovany MHC 1 a MHC II molekulami na povrchu bunék. Nadorové
antigeny rozdélujeme do dvou kategorii: antigeny specifické pro nadory (TSA)

a antigeny asociované s nadory (TAA) (Hofejsi a Barttitkova 2009).

e Antigeny specifické pro nadory (TSA)

Antigeny specifické pro nadory predstavuji fragmenty peptidi (malé proteiny), které
se vyskytuji pouze na nadorovych buiikach. Jedna se Casto o produkty mutovanych geni
a supresorovych genu, které vznikly bodovymi mutacemi. Vlivem mutaci dochazi
ke zméné proteinti na povrchu bunék (Philipps a kol. 1985). Jinymi nadorové specifickymi
antigeny mohou byt napt. abnormalni formy gykoproteini nebo komplexy MHC
glykoproteini s fragmenty proteini onkogennich vira (Hofejsi a Bartinkova 2009).
Antigeny specifické pro nadory jsou prezentovany na povrchu bunék spolu s molekulami
MHC I tfidy. Vtéto form€ jsou rozpozniany T Ilymfocyty a eliminovany
(Philipps a kol. 1985).

e Antigeny asociované s nadory (TAA)

Antigeny asociované s nadory nejsou kvalitativné odlisné od struktury antigenti normalnich
bungk, ale jsou ptitomné v podstatné vétsim mnozstvi. Z toho vyplyva, ze nejsou specifické
pouze pro nadorové builky. Odlisnost od normélnich zdravych bunék spociva ve zméné
exprese (Cas, misto a intenzita). ZvySené hladiny téchto antigeni mohou byt pouzity
jako nadorové  markery pro diagnostiku rakoviny (Old a Chen 1998),
jako napt. karcinoembryonalni antigen (CEA), a-fetoprotein, prostaticky specificky
antigen (PSA), nékteré melanomové antigeny a nesmime zapomenout také na antigen
HER2/neu. Zvysené hladiny CEA se vyskytuji pfedevSim u osob s nadory
gastrointestinalniho traktu a také u nékterych pacientii s karcinomem prsu, plic, vajecnika,
slinivky a rakoviny zaludku. Jinym vyznamnym onkofetalnim antigenem je a-fetoprotein
produkovany hematomy. PSA se pouziva pro diagnostiku karcinomu prostaty a antigen
HER2/neu pro screening a monitorovani karcinomu mlécné zlazy
(Hoftejsi a Bartinkova 2009).

2.2.3.2 Vzajemny vztah rakoviny a imunitniho systému

Imunitni systém je schopen chranit organismus pied rozvojem rakoviny. Boj s timto
typem onemocnéni je zajiStén n€kolika obrannymi liniemi. Transformaci normalnich bunék

na bunky nadorové dochazi ke zméné povrchovych antigenti, které jsou nadorovymi
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bunikami ¢aste¢né uvoliovany do krevniho ob&hu. Prvnimi obrannymi liniemi, které reaguji
nauvolnéné nadorové antigeny, jsou T Ilymfocyty, NK buiky a makrofagy.
Tyto ,,hlidkujici buniky imunitniho systému zajistuji neustdlou kontrolu, vychytavani
a eliminaci bunék, které prosly maligni transformaci. Nador se vyvine az poté, CO je
imunitni dozor oslaben nebo poskozen (Zitvogel a kol. 2008).

Nadorové antigeny uvolnéné Vv krevnim obéhu jsou spolu s MHC Il molekulami
prezentovany na povrchu antigen prezentujicich bunék (APC). Th lymfocyty (CD4+)
rozpoznaji takto prezentované antigeny, dojde k jejich aktivaci a k nasledné produkci fady
chemickych latek, ptredevsim cytokini IL-2 a gama interferonu (IFN-y). IL-2 je dulezity
cytokin, ktery zajistuje proliferaci a naslednou aktivaci cytotoxickych T lymfocytd (CD8+)
(Dzivenu a kol. 2003). Cytotoxické T lymfocyty rozeznavaji n€které nadorové bunky a nic¢i
je mechanismy, které jsou postaveny na zakladé tésného kontaktu mezi Tc lymfocytem
a ptislusnou bunkou. Prekurzory Tc lymfocytl rozpoznavaji komplexy molekul MHC I
S nadorovymi antigeny na povrchu APC. Takto aktivované prekurzory Tc lymfocytt
se nasledné¢ zacnou délit a diferencovat ve zralé efektorové cytotoxické buiky (CTL).
Aktivované CTL pouzivaji nékolik riznych mechanismi (cytotoxicka granula, Fas-ligandy,
LT nebo TNF-pB), kterymi nadorové bunky usmrti (Hotejsi a Barttnikova 2009).

NK bunky (,,pfirozeni =zabijeci) jsou bunky, které se vyznamné uplatiuji
V protinddorové imunité. Né&které nadorové buiiky se snazi branit napadeni Tc lymfocytl
tim, Ze na svém povrchu potlacuji expresi MHC |. Pokud CTL nejsou schopny rozeznat
takto maskované buiiky, nastupuji do boje NK bunky. Ty totiz rozeznavaji buiiky, které
maji nasvém povrchu abnormalné¢ malo molekul MHC 1. Hlavnimi cytotoxickymi
mechanismy NK bungk jsou cytotoxicka granula, kterd ptsobi na napadené buniky a spousti
kaskadu reakci vedouci k apoptické smrti zasaZzenych bunék (tj. programovanou bunéénou
smrt) (Hofejsi a Barttinkova 2009).

Makrofagy hraji vyznamnou roli v imunit¢ a imunitnich odpovédich. Jejich hlavni
funkci je obrana organismu dana schopnosti fagocytovat parazity, mikroby, ale i bunky
abnormalni jako jsou pravé buiiky nadorové. Déle se podileji na aktivaci T lymfocyti,
protoze funguji jako antigen prezentujici bunky. Makrofagy produkuji fadu cytokint,
Z nichz je v protinadorové imunité nejvyznamnéjsi tumor necrosis faktor beta (TNF- B),
ktery se vaze na receptory na povrchu bunék a tim mize indukovat jejich apoptozu (Elhelu
1983).

Ve vzijemném vztahu rakoviny a imunitniho systému je tfeba také zminit roli

cytokinli. Cytokiny jsou proteiny sekretované leukocyty a jinymi bunikami, které zajist'uji
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komunikaci mezi bunikami imunitniho systému spolu s ostatnimi tkdnémi organismu
pomoci bunéénych receptori. Jedna se o tkanové hormony, které funguji jako zékladni
regulatory imunitniho systému (Hoiejsi a Bartinkova 2009). Cytokiny se podileji
na destrukci nadort dvéma zakladnimi mechanismy: bud’ primo antinadorovymi tcinky
nebo nepiimo zvySenim protinadorové imunitni odpovédi (Dzivenu a kol. 2003).

e Piimy ucinek: cytokiny jako tumor necrosis faktor alfa (TNF-a), interferon alfa (INF- a),
interferon beta (INF-p), interleukin-4 (IL-4) a interleukin-6 (IL-6) interaguji s nadorovymi
buitkami pfimo a zpisobuji diive ¢i pozdé€ji jejich apoptézu nebo alespoit zastavuji rust
nadort. Jednotlivé cytokiny dobie plisobi na nadorové buiiky, ale bylo prokdzéano, ze smes
cytokinli pisobici synergicky znaci vétsi spolecny ucinek (Dzivenu a kol. 2003).

e Neprimy ucinek: mezi cytokiny, které bojuji s nadory prostiednictvim neptimych ucink,
patii naptiklad IL-2, faktor stimulujici rdst granulocyto-makrofagové kolonie (GM-CSF)
nebo interferon gama (INF-y). IL-2 podporuje proliferaci a naslednou aktivaci
cytotoxickych T lymfocyti a rist NK bunék. GM-CSF miiZze ptsobit na antigen prezentujici
buiky a zvysit tak produkci vyznamnych imunitnich molekul jako jsou napt. MHC
molekuly nebo imunitnich ko-stimulatort jako je B7, ktery m4 vyznamnou roli v usnadnéni
aktivace lymfocyti (Dzivenu a kol. 2003). Dalsim vyznamnym cytokinem je INF-y,
produkovany Thl lymfocyty a NK builkkami. Jeho hlavni funkci je aktivace makrofagl
a stimulace exprese MHC glykoproteinti (Hotej$i a Barttiikova 2009).

2.2.3.3 Mechanismy odolnosti a 1niku nadorovych bunék pied
imunitnim systémem

Maligni bunky vznikaji komplexnimi mechanismy z normalnich zdravych bunék
organismu a sdili s nimi vétSinu povrchovych antigenil. Jestlize jsou antigeny nadorovych
bunék imunitnim systémem rozpoznany, mohou se boje S nimi ucastnit v§echny imunitni
mechanismy nespecifické (NK buiky, aktivované mikrofagy, neutrofilni granulocyty)
i specifické (Thl a Tc lymfocyty, protilatky aktivujici komplement nebo zprostiedkujici
reakci ADCC). Ale ani antigenni abnormalita nadorovych bunék jeSté neznamena,
ze imunitni systém nadorové bunky rozpoznd a zacne je likvidovat. Maligni bunky
pouzivaji fadu mechanismi, diky kterym se jim dafi uniknout imunitnimu dohledu
(Hoftejsi a Bartiiikova 20009).

Obecné plati, Ze nadorové buniky jsou podobné buiikdm normalnim a imunitni systém
je viceméné toleruje jako vlastni zdravé tkané (Hotejsi a Bartiinkova 2009). Kromé toho

nadory rostouci v imunitné privilegovanych mistech, jako je mozek nebo oko, nejsou
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hlidany imunitnim systémem. Navic bylo prokézano, ze stroma nadorovych bunék hraje
také klicovou roli v uniku pfed imunitnim dohledem. Stroma totiz miize slouzit jako fyzicka
bariéra mezi nadorem a imunitnimi bunikami (Igney a Krammer 2002).

Nekteré maligni buiikky exprimuji na svém povrchu pouze malé mnoZzstvi antigent.
Nizka hustota exprese antigent vede k tomu, Ze imunitni mechanismy tyto antigeny ignoruji
(APC nejsou dostatecné aktivovany a neprezentuji dané antigeny T lymfocytim). Dalsi
strategii Giniku nadorovych bun¢k pfed imunitnim dohledem je potlaceni exprese molekul
MHC I na svém povrchu (Igney a Krammer 2002).

Imunosupresivni  faktory produkované¢ nékterymi nddory mohou inhibovat
funkce nebo Zivotnost né€kterych bunék imunitniho systému. Nejvyznamngjsi z téchto
faktoru je transformujici rastovy faktor beta (TGF-B). TGF-B je cytokin, ktery ovliviiuje
proliferaci, aktivaci a diferenciaci bunék vrozené¢ a ziskané imunity a tim potlacuje
protinadorovou imunitni odpovéd’. Kromé TGF-B je vyznamny i vaskularni endotelialni
rastovy faktor (VEGF). VEGF je produkovany mnoha nadorovymi bunikami a vedle jeho
angiogennich vlastnosti zajiStuje diferenciaci progenitori dendritickych bunék ve zralé
efektorové bunky. Dal§imi imunosupresivnimi faktory exprimovanymi malignimi buikami
jsou prostanglandiny, interleukin-10 (IL-10) a faktor stimulujici rust kolonie mikrofaga
(M-CSF) (Igney a Krammer 2002).

Jinou velice vyznamnou zbrani nadorovych bunék je exprese Fas ligandu (FasL)
najejich povrchu. FasL je transmembranovy protein pifitomny bézné na povrchu
Tc lymfocytd. Fas ligand interaguje s Fas receptorem dané cilové buniky a touto interakci
muze byt indukovana apoptéza. Aby byla zajisténa regulace Tc lymfocytd, maji
Tc lymfocyty na svém povrchu nejen Fas ligandy, ale i Fas receptory. Nékteré nadorové
bunky exprimuji na svém povrchu velké mnozstvi FasL a zaroven vyrazné potlacuji expresi
Fas receptoru. KdyZ se nddorovy FasL navaZze na Fas receptor Tc lymfocytu, dochézi
k navozeni programované bunéc¢né smrti daného Tc lymfocytu (Igney a Krammer 2002).

Zda se, ze rozvoji rakoviny napomahd pulsobeni regulacnich T lymfocyti.
Tyto lymfocyty jsou nezbytnou soucasti imunitniho systému, jelikoZ chrani organismus
pfed autoimunitnimi mechanismy. Stejné€ jako chrani normalni tkan¢, tak chrani i nadory.
Dal§imi mechanismy maskovani malignich bunék pfed mechanismy nespecifické
i specifické imunity je sialylace povrchu nadorovych bunék. To mize vést k zamaskovani
nékterych epitopti nadorovych antigenti. Navic nadorové buiiky nemaji na svém povrchu

kostimula¢ni molekuly CD80 a CD86 a tak nefunguji jako APC. To znamena, Ze prekurzory
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Tca Th lymfocytd nadorové antigeny nerozpoznavaji a jsou proto tlumeny a nikoli

aktivovany (Hofejsi a Bartlitkova 2009).

2.3 Imunoterapie nadorovych onemocnéni

Imunoterapie byva ¢asto povazovana za novou lééebnou metodu v boji s rakovinou.
Ale vztah mezi rakovinou a imunitnim systémem byl poprvé objeven pied vice jak sto lety,
jesté dlouho pied tim, nez bylo vysvétleno slozit¢é fungovani imunitniho systému.
Na zacatku roku 1890 byl americky 1ékai William B. Coley naprosto fascinovan piipadem
jednoho pacienta s malignim nadorem, kterému jako zazrakem nador zmizel po akutni
infekci streptokokem. William B. Coley se zacal domnivat, Ze za regresi maligniho nadoru
stoji pravé bakterialni infekce. Rozhodl se svoji domnénku potvrdit — pacientovi
s neoperovatelnym nadorem injekéné podal bakteridlni suspenzi s zivymi streptokoky
a pozoroval, jestli i u n¢j dojde k regresi nadoru. A opravdu se tak stalo. Doktor Coley
se léta vénoval vyzkumu a nakonec objevil smés mrtvych bakterii, po jejichz podani
se pacienti s nadorem vylé¢ili. Tato smés bakterii (Streptococcus pyogenes a Serratia
marcescens) je dnes znama jako Coleyuv bakterialni toxin. Coleylv toxin funguje
na principu stimulace bunék imunitniho systému k zabijeni bunék nadorovych piimymi
I nepfimymi imunitnimi mechanismy. William B. Coley je pravé diky tomuto objevu
povazovan za ,,otce nadorové imunoterapie* (Dzivenu a kol. 2003).

Imunoterapie je 1é¢ebna metoda, ktera pouziva k boji s rakovinou buiiky imunitniho
systému. Jinymi slovy, je zaloZena na indukci protinadorové imunity. Imunoterapie, mimo
jiné, je také schopna vyuZivat imunitni mechanismy k cilenému sméfovani 1é¢iv do mista
nadoru (Hofejsi a Bartiiikova 2009). Hlavni vyhodou této 1écebné metody je neposkozovani
zdravych bun¢k téla. Nadorova imunoterapie je rozd€lena na dva léCebné postupy:
imunoterapie nadorovych onemocnéni zaloZend na antigenné specifické imunité
a imunoterapie nadorovych onemocnéni zaloZena na nespecifické imunité

(Dzivenu a kol. 2003).

2.4 ITmunoterapie nadorovych onemocnéni zaloZena na
antigenné specifické imunité

Imunoterapie nadorovych onemocnéni zaloZena na antigenné¢ specifické imunit€ mize
byt provadéna dvojim zpusobem: adoptivnim transferem nebo vakcinaci (ockovanim).

Pii adoptivnim transferu jsou pacientovi injekéné podany buiky vlastniho imunitniho
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systému. Na druhou stranu vakcinace je proces, pii kterém je pacientovi podan antigen
scilem navodit antigenné specifickou imunitni odpovéd (Dzivenu a kol. 2003).
Imunoterapie zaloZena na specifické imunité vyuzivd mechanismil specifické imunity:
specifické protilatky, APC, T lymfocyty a B lymfocyty.

Imunoterapie pomoci protilatek je zalozena na vyuziti hlavnich funkci protilatek,
tj. protilatky slouzi bud’ jako nosice 1é¢iv nebo toxint. Nebo se vyuzivaji jejich fyziologické
funkce jako je opsonizace, aktivace komplementu ¢i  indukce ADCC
(Hofejsi a Barttnkova 2009). Nejvice se pouzivaji monoklonalni protilatky, tj, protilatky,
které vznikly z klonalni populace jedné plazmatické buiky. Monoklonalni protilatky jsou
navrzeny tak, aby rozpoznaly a napadaly specifické proteiny na povrchu bun¢k. Kazda
protilatka rozpoznava jeden konkrétni protein. Pracuji riznymi zpiisoby podle toho, na ktery
protein jsou zacilené (Weiner a kol. 2010). Princip fungovani monoklonalnich protilatek
spo¢iva v zaneseni toxinu do mista nadoru, kde toxin zptsobi nekrézu. Toxin je zanesen
do mista na zakladé¢ vazby nadorového antigenu a piislusné protilatky. Velice casto
se pouzivaji monoklondlni protilatky, které jsou zaméfené proti nadorovym antigeniim
(TAA). Vazbou nanadorovy antigen, dojde bud’ k apoptéze nadorovych bunék,
nebo se opsonizaci aktivuji efektorové mechanismy imunity (fagocytéza, ADCC)
(Hotejsi a Bartinkova 2009).

Adoptivni transfer T lymfocytd je dalsi moznosti imunoterapie. Pacientovi
s malignim nadorem se odebere krev, ze které se izoluji antigenné specifické T lymfocyty.
Tyto lymfocyty se nékolikandsobné namnoZzi a nasledn¢ znovu podaji pacientovi,
aby znic¢ily nadorové buiiky. Nevyhoda tohoto lé¢ebného postupu spociva v tom, ze pacient
S malignim nadorem neprodukuje dlouhodobé dostate¢né mnoZstvi diileZitych imunitnich
molekul (napf. cytokiny jako je IL- 2), které jsou dulezité pro stimulaci funkci T lymfocytt
(Dzivenu a kol. 2003).

Dalsim zpuisobem je imunoterapie pomoci dendritickych bunék (DC). Pacientovi
se odeberou periferni monocyty, ze kterych se puisobenim vhodnych cytokinu (IL-4,
GM-CSF) pripravi nezralé dendritické bunky (Hofejsi a Bartiiikova 2009). Zaroven
se pacientovi odebere nadorova tkan, ze které se izoluji nddorové antigeny. Nadorové
antigeny jsou kultivovany s nezralymi DC a nasledné je cela smés injikovana do téla
pacienta. Antigeny jsou rozpoznany DC, které je spolu s MHC Il molekulami prezentuji
T lymfocytim (Melief 2008). Tim jsou T lymfocyty stimulovany k protinddorové odpovedi
(Hofejsi a Barttinkova 2009).
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Jinym mechanismem muze byt také imunoterapie pomoci produkti imunitniho
systému (pfevazné cytokind), imunoterapie zaloZena na zlepSeni antigen-prezentujici
funkce nadorovych bunék. Dale mohou byt pouzity nadorové vakciny
(Hofejsi a Bartinkova 2009) a nebo vakciny obsahujici geny konkrétnich vira
(Dzivenu a kol. 2003).

2.5 Imunoterapie nadorovych onemocnéni zaloZzena na
nespecifické imunité

Nespecifickou imunoterapii muze byt napiiklad nespecificka stimulace zanétu,
kdy je do mista nadoru injekéné vpravena suspenze mykobakterialni vakciny, ktera nepiimo
vyvold mimo jiné i utok na nadorové bunky (Hofejsi a Bartinkova 2009).

Jinou moznosti je pouziti cytokint, predevsim TNF-o, INF- o, INF-f a interleukind
IL-4 alL-6, které vyvolavaji apoptézu nddorovych bunék anebo alespon zastavuji rist
nadort (Dzivenu a kol. 2003).

Dalsi moznosti je stimulace LAK (lymphokine activated killers) bunék. LAK bunky
jsou stimulovany ze smési T lymfocyti a NK bunék in vitro naptiklad interleukinem 2
(IL-2). Takto stimulované buiiky jsou schopny z¢asti potlacit rist nékterych druhi nadort
(Hoftejsi a Barttitkova 2009).

Imunoterapie zaloZzena na nespecifické imunité¢ je V poslednich letech postavena
hlavné narozpoznani pathogen associated molecular patterns (PAMPs) a damage
associated molecular patterns (DAMPs) pomoci pathogen (pattern) recognition receptors
(PRRs) (Thomas a Badini 2011).

2.5.1 Pathogen associated molecular patterns (PAMPs)

Kazdy mnohobunéény organismus musi byt schopen rozeznat, zda jsou jeho bunky
zivé nebo mrtvé. A musi byt schopen rozeznat pfitomnost patogennich mikroorganism,
aby byl schopen udrzet integritu organismu a jeho spravné fungovani (Bianchi 2007).
Schopnost rozpoznat ptitomnost mikroorganismti je jedna z hlavnich vlastnosti bunék
vrozené imunity. Patogenni mikroorganismy jsou rozpoznany na zéklad¢ pathogen
associated molecular patterns (PAMPs). PAMPs jsou malé molekuly nebo ¢astéji pouze ¢ast
molekul vyskytujici se na povrchu bakterii, hub, kvasinek, virt a jinych infek¢nich
mikroorganismi. Na povrchu buné€k hostitelti nejsou pfitomny. PAMPs jsou rozpoznavany

celou fadou receptorii nazyvanych pathogen recognition receptors (PRRs). Kazdému PAMP
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odpovidé jeden PRR ptitomny na jednom ¢i vice druhu bun¢k vrozené imunity. K typickym
PAMPs patii napiiklad lipopolysacharidy, peptidoglykan, flagelin, manan,
formil-methionin, dvoutetézcova DNA a jiné (Thomas a Badini 2011).

PAMPs ale nejsou jediné molekuly, které mohou byt pouzity béhem imunoterepie
zalozené na nespecifické imunité. Jinymi molekulami jsou DAMPs, tzv. damage associated
molecular patterns. Jednd se o endogenni molekuly, vétSinou jsou to proteiny uvolnéné
Z jadra nebo cytosolu buiiky (Ludgate 2012). DAMPs jsou rychle uvoliovany z bunék, které
nezemiely klasickou programovanou smrti (napf. z nekrotizujicich nédorovych bune¢k,
Z poskozenych normalnich epitelidlnich bun¢k), naopak z bunc¢k zaniklych apoptézou
uvoliované nejsou. Tyto DAMPS jsou rozpoznany také Cetnou fadou PRRs. Do skupiny
DAMPs patii napiiklad high mobility group box 1 (HMGB1), S100 proteiny, kyselina

mocova, heat shock proteiny a jiné (Bianchi 2007).

2.5.2 Pathogen recognition receptors (PRRS)

Bunky vrozené imunity exprimuji celou plejadu PRRs. Tyto receptory mizeme délit
podle toho, zda jsou pevné vazané na bunice nebo volné, popiipadé v jaké Casti buiiky jsou
pritomny. N¢kolik tfid PRRs, véetné Toll-like receptorti a cytoplasmatickych receptort,
rozpoznavaji patogenni molekuly (PAMPs, DAMPs) a pfimo aktivuji buniky imunitniho
systému. Pfesnéji feceno, dojde k aktivaci intracelularnich signélnich drah, které¢ indukuyji
expresi ruznych prekryvajicich se genl podilejicich se na zéanétlivych a imunitnich

odpovédich (Akira a kol. 2006).

2.5.2.1 PRRs cytoplasmatické
e NOD like receptory (NLR)

NLR jsou cytosolické receptory, které slouzi jako druha vlna obrany pii napadeni
patogeny. Zejména jsou schopné rozpozndvat bakterialni komponenty. NejvyznamnéjSimi
zastupci tfidy NLR jsou NOD1 a NOD?2 receptory (Akira a kol. 2006), které rozpoznavaji
y-D-glutamyl-meso-diaminopimelovou kyselinu (iE-DAP) a muramyl dipeptid (MDP),
jez jsou soucasti bakterialniho peptidoglykanu (Giardini a kol. 2003).
¢ RIG-1-like receptory

RIG-1-like receptory patii stejn¢ jako NOD like receptory k cytosolickym receptort
a slouzi také jako druhd vlna v boji pfi priniku patogennich mikroorganismii. Rozpoznévaji

hlavné virovou RNA (Akira a kol. 2006).
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2.5.2.2 PRRs sekretované

e C-reaktivni protein

CRP je protein tvofeny V jatrech a vyluCovan do t€la pii akutnich infekcich.
opsonin po vazbé k fosforylcholinu na bakteridlnim povrchu. Vazbou na Clq mize
aktivovat klasickou cestu komplementové kaskady (Janeway a Medzhitov 2002).
¢ Lektin vazajici manozu (MBL)

MBL je sérovy protein, ktery je taktéz tvofen v jatrech (Janeway a Medzhitov 2002).
Véze se na sacharidové struktury povrchli mikroorganismi, jako jsou bakterie, viry a plisné.
Hraje vyznamnou roli v pfirozené imunité, jelikoZ je schopen aktivovat komplementovy
systtm tzv. lektinovou cestou. Aktivace komplementového systému probiha
prostfednictvim sérové proteazy MASP-2 (Turner a Hamvas 2000). MASP-2 se navaze
na C4, kterou nasledné¢ S$t€pi na dva fragmenty C4a a C4b. Fragment C4b vazbou
na bakterialni povrch aktivuje C3-konvertazu, kterd zahaji kaskadu dalSich reakci vedouci

k opsonizaci a k nasledné fagocytoze patogennich agens (lkeda a kol. 1987).

2.5.2.3 PRRs membranové
e Toll-like receptory (TLRsS)

TLRs jsou nejstudovangjsimi PRRs v oblasti imunoterapie. Jsou exprimovany
na bunikdch imunitniho 1 neimunitniho systému, vcetné makrofagi, dendritickych bunék,
neutrofilti, B lymfocytt, T lymfocytl, fibroblastli, endotelidlnich bunék a epitelidlnich
bunék. TLR zahajuji imunitni odpovéd poté, co rozeznaji PAMPs na mikrobialnich
povrsich, a nebo poté, co rozpoznaji DAMPs, které byly uvolnéné z poskozenych bunék
(Iwasaki a Medzhitov  2004). Toll-like receptory nejsou exprimovany konstantné,
ale v zavislosti na pritomnosti infek¢nich patogenti, nebo ruznych druhti cytokind nebo
na vlivu vngjsiho prostiedi. TLR jsou exprimovany jak extracelularné tak i intracelularné
(Akira a kol. 2006).

Rozlisujeme deset druhi lidskych TLRS a dvanact druhit mysich TLRsS. Lidské TLRsS
1, 2, 4,5, 6 10 jsou exprimovany na povrchu buné€k a rozpoznavaji primarné¢ mikrobialni
membrany. TLRS 3, 7, 8, 9 jsou soucasti membrany endosomtl a rozpoznavaji nukleové
kyseliny (Iwasaki a Medzhitov 2004).

TLRs obsahuji dvé rozdilné domény, doménu bohatou na leucin (LRL doména)
ptitomnou na N-terminalnim konci a cytoplasmatickou doménu Toll/IL-1 R (TIR) (lwasaki

a Medzhitov 2004). Toll-like receptory aktivuji stejné signalizacni molekuly, které jsou
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pouzivany pro signalizaci IL-1 R (Akira a Takeda 2004). Stimulaci bunék prostiednictvim
ligandii TLRS jsou nalakany adaptory protein obsahujici TIR domény, jako je myeloidni
diferencia¢ni faktor 88 (MyD 88), do cytoplasmatické ¢asti TLR na zakladé interakce
s jejich TIR doménami. Vysledkem je spusténi signalnich kaskad a produkce fady cytokinii
a chemokint (Akira a kol. 2006).

Kazdy druh Toll-like receptoru rozpoznava a vaze specifické PAMPs a DAMPs.
Napt. TLR 2 rozpoznava peptidoglykany a lipoteichovou kyselinu (LTA) grampozitivnich
bakterii, zymosan (obsazen v bakteriich Saccharomyces cerevisiae), betaglukany hub, TLR
3 virovou dsRNA, TLR 4 lipopolysacharidy (LPS) gramnegativnich bakterii, mannan
(obsazen v kvasinkach Candida albicans), fibrinogen a heat shock proteiny 60 a 70
(HSP 60, 70), TLR 5 bakterialni flagelin (Akira a kol. 2006).

e C-typ lektin receptory (CLRs)

C-typ lektin receptory patii do rodiny rozpustnych a transmembranovych proteint
obsahujicich jednu nebo vice C-typ lektin-like domén. Po rozpoznani pathogen associated
molecular patterns (PAMPs) dochazi k aktivaci intracelularnich signalnich drah. Aktivaci
signdlnich drah je pfimo regulovana genova exprese. CLRs jsou exprimovany pifevazné
na monocytech, makrofazich a dendritickych buiikach a rozpoznavaji manodzu, fukézu a jiné
struktury. Nejvyznamnéj$imi zastupci CLRs jsou Dectinl a Dectin2 (Figdor a kol 2002).
¢ Formyl peptidové receptory (FPRs)

FPRs patii mezi sedm nejbéznéjsich transmembranovych s G-proteinem sptazenych
receptori. Vyskytuji se na leukocytech a vzhledem K jejich schopnosti interagovat
S bakteridlnimi chemotaktickymi formylmethioninovymi peptidy hraji vyznamnou roli
Vv obrané hostitele proti mikrobialni infekci. Prvnim objevenym chemotaktickym peptidem
byl N-formyl peptid. N-formyl peptid mize pochazet, na rozdil od ostatnich leukocytarnich
atraktantl, bud zendogenniho zdroje (napf. z mitochondridlnich proteinii prasklych
hostitelskych buné¢k), nebo z exogenniho zdroje (napf. proteiny uvoliiované napadajicimi
patogeny). Ztoho vyplyva, ze formyl peptidovy receptor a jeho varianty FPR-like 1
a FPR-like 2 se podili na obrané hostitele proti bakterialni infekci (Le a kol. 2001).

e Scavengerové receptory

Scavengerové receptory jsou membranové receptory vyskytujici se predevSim
na makrofazich. Priméarni ulohou téchto receptori je vychytdvani nizkodenzitnich
lipoproteini (LDL). Z imunologického hlediska jsou vsak schopny vazat i jiné latky, napf.

fosfatidylserin ¢i endotoxiny. Navic rozpoznavaji apoptické buniky a také endogenni
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molekuly (napf. stresové proteiny). Jsou rozdéleny do dvou tfid SR-Al a SR-All
(Suzuki a kol. 1997).

2.5.3 PAMPs a jejich terapeutické vyuziti

Z riznych védeckych studii bylo prokézdno, ze pathogen associated molecular
patterns (PAMPSs) maji piiznivy terapeuticky vliv na nadorova onemocnéni jak z hlediska
preventivniho, tak i z hlediska terapeutického (Hobohm a kol. 2008). Na tuto myslenku
ptisel doktor William B. Coley pted vice jak stoletim. Jenze tehdy jest¢ nebyly poznatky
z imunologie na takové Grovni, aby se o PAMPs dalo uvazovat (Dzivenu a kol. 2003).

Na podobném principu jako funguje Coleyliv bakterialni toxin funguje také BCG
vakcina (bacil Calmettiv-Guériniv). BCG vakcina je vakcina pfipravena ze Zzivych
oslabenych bakterii z kmene Mycobacterium bovis a nejvice se dnes pouziva pii 1é¢bé
karcinomu mocového méchyie. BCG vakcina je aplikovana prostfednictvim katetru,
ktery je zaveden do moc¢ového méchyte. Zde dojde ke stimulaci imunitni odpovédi a ni¢eni
nadorovych bunék mocového méchyie (Peterson a Patel 1998).

Dnes se mnohem vice pouzivaji vakciny, které namisto celych bakterii nebo virt
pouzivaji pouze malé bakteridlni nebo virové fragmenty. Ptfikladem hojné pouzivanych
bakterialnich fragmentt jsou CpG oligonukleotidy (CpG ODN). CpG oligonukleotidy jsou
kratké useky jednofetézcové bakterialni DNA, jejichz PRRs jsou Toll-like receptory 9
(TLR 9). CpG ODN vykazuji pomérn¢ silnou imunostimula¢ni aktivitu vedouci k aktivaci
Th1 lymfocytt. Kromé toho také aktivuji buniky vrozené imunity (NK buriky a makrofagy),
které mohou piimo zabijet nadorové bunky (Carpentier a kol. 2006).

CpG oligonukleotidy nejsou jedinymi slozkami mikroorganismd, které potlacuji
nadorovy rust. Z pokusti provadénych na mysich byl zjistén ptiznivy ucinek kotvené
manoézy Vvsynergii S LPS nebo kotveného Ilaminarinu rovnéz vsynergii sLPS
(Janotova a kol. 2014). Ob¢ latky vykazovaly ptiznivé G¢inky na redukci nadorového ristu.
Jinou mozZnosti je pouzivani kotvenych bakteridlnich N-formyl methionylovych peptidi
(f-MLF), které aktivuji Formyl peptidové receptory (FPRs), coz vede v synergii s LPS
k vyraznému potlaceni nadorového ristu (Caisova 2013).

Dalsi snahou je nahradit pro ¢lovéka nebezpeény LPS jinymi agonisty TLR, které
by v kombinaci s fagocytarnimi  ligandy byly pouzitelné v humanni medicing.

Problematikou posledni zminéné metody se mimo jiné zabyva tato diplomova prace.
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2.6 Nadorova terapie zaloZena na kombinaci TLR agonisti
a ligandi fagocytarnich receptori

Jak jsme prokazali (Janotova a kol. 2014), je pro dosazeni silného protinadorového
ucinku vhodné kombinovat rozpustné ligandy s pfevazujicim signaliza¢nim u¢inkem (TLR4
agonista-LPS) s ukotvenim ligandi fagocytarnich receptori (laminarin, manan, f-MLF)
na nadorové bunky. Signalizace vede k rozvinuti zadnétlivého procesu a mohutné primarné
granulocytarni infiltraci. Ligandy fagocytarnich receptort pak nasméruji fagocyty
na nadorové bunky, coz vede k jejich likvidaci. V diplomové praci jsme se snazili pievazné
0 ndhradu LPS méné nebezpecnymi TLR agonisty, targeting a zesileni terapeutického

ucinku.

2.6.1 TLR agonisté

2.6.1.1 Lipopolysacharidy (LPS), agonisté TLR4
Lipopolysacharidy (LPS) jsou hlavnimi konstrukénimi prvky bunécné stény

gramnegativnich bakterii. Funguji jako tzv. endotoxiny, to znamena toxiny, které jsou

uvolnéné bakterii do okoli az po zaniku bunééné stény. Imunitni systém reaguje na setkdni

SLPS silnou imunitni reakei, v nékterych ptipadech az patologickou reakci,

jako je napft. septicky Sok. LPS je rozpoznan Toll-like receptorem 4 (TLR4), ktery

interaguje s tfemi rtiznymi extracelularnimi proteiny: LPS vazajicim proteinem (LBP),

CD14 (receptorem monocyti a makrofagll), myeloidnim diferenciaénim proteinem 2

(MD-2). Lipopolysacharid se sklada z hydrofobni ¢asti zvané lipid A, oligosacharidového

jadra a O-antigenu. Lipidy a polysacharidy jsou spojeny pevnou kovalentni vazbou

(Raetz a Whitfield 2002). Struktura LPS je ziejma z Obr. 1.

e Lipid A (endotoxin) je diky své hydrofobni povaze ukotveny na vnéjsi strané bakterialni
membrany. Zodpovida za toxicitu gramnegativnich bakterii a je kliCovy pro rozbéhnuti
imunitni reakce.

e Oligosacharidové jadro spojuje lipid A a O-antigen.

e O-antigen se nachazi nejzevnéji - jednim koncem je piipojen K oligosacharidovému jadru
a druhym vyc¢niva z povrchu bakterie. JelikoZz je nositelem nejvétsi variability, uréuje

antigenni specifi¢nost dané bakterie.
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Obr. 1: Struktura lipopolysacharidu gramnegativni bakterie (Erridge a kol. 2002).

Vroce 1990 bylo gzjisténo, ze TLR4 funguje jako receptor pro lipid A
(Raetz a Whitfield 2002). Stimulace TLR4 lipopolysacharidem vede k aktivaci monocytt
a makrofagi. Monocyty a makrofagy produkuji fadu dilezitych prozanétlivych cytokind,
které jsou nutné k aktivaci silné imunitni odpovédi (Lu a kol. 2008).

Aktivace drahy TLR 4 prostiednictvim LPS: enterobakterialni lipopolysacharid
je nejprve rozpoznan a navazan na LPB, ktery jej nasledné pfenese na membranoveé vazany
receptor CD14 na monocytech a makrofazich. Vznikne komplex LPS-CD14, ktery
interaguje s TLR4 (Coats a kol. 2005). Tim je TLR4 aktivovan a spousti kaskadu reakci
vedouci k aktivaci signalnich drah, véetné aktivace transkripénich faktort, jako je napf.
nuklearni faktor kB (NF- kB). Vysledkem je syntéza a uvolnéni fady prozanétlivych
mediatora (IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a) a stimulaci NF- kB genové exprese (Chow a kol.
1999). Aktivace TLR4 muze nastat i bez LPB a CD14, ale vyzaduje pfitomnost mnohem
vétsiho mnozstvi endotoxini (Coats a kol. 2005).

Aktivace TLR4 probiha tedy slozitym mechanismem tvofenym receptory LPB
aCD14. Navic se aktivace ucastni i koreceptor MD-2. Bylo zjisténo, ze komplex
TLR4/MD-2 je ve skute¢nosti zodpovédny za rozpoznani endotoxinu LPS, jelikoz reaguje
na pritomnost lipidu A. Tvar lipidu A je rozpoznan transmembranovou doménou TLR4
a MD-2 rozpoznava acylové fetézce lipidu A (Erridge a kol. 2002). Interakce lipidu A
s komplexem TLR4/MD-2 vede k aktivaci TLR4 signalni kaskady (Oblak a Jerala 2011).

Probihajici procesy jsou uvedeny na Obr. 2.
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Obr. 2: Schéma rozpoznani LPS komplexem TLR4/MD-2. (a) Membranové vazany receptor CD14 dorudi
molekuly LPS piimo na komplex TLR4/MD-2. (b) CD14 katalyzuje inzerci molekul LPS do plasmatické
membrany, kde hydrofobni doména lipidu A reaguje s transmembranovou doménou TLR4 a acylové fetézce
lipidu A reaguji s MD-2. (c) Zakomponované molekuly LPS v plasmatické membrané zplsobi zmény
ve stavbé membrany. Komplexem TLR4/MD-2 je citlivy vii¢i zménam ve stavbé plasmatické membrany

a reaguje na n¢ (Erridge a kol. 2002).

Komplex TLR4/MD-2 je schopny aktivovat dva intracelularni adaptorové proteiny-
MyD88/TIRA a TRIF/TRAM, které zajistuji aktivaci dvou paralernich signalnich drah
a aktivaci transkripce prozanétlivych cytokini (Oblak a Jerala 2011).

MyD88 (myeloidni diferenciacni faktor 88) =zajiStuje tvorbu prozénétlivych
mediator, jako je interleukin 1 (IL-1), interleukin 6 (IL-6) a tumor nekrotizujici faktor o
(TNF- ). Adaptorovy protein TRIF zodpovida za tvorbu interferonu  (INF- B ) a oxidu
dusi¢ného (Oblak a Jerala 2011). MyD88 je navic schopen aktivovat receptor IL-1
a cytozolickou doménu TLR4, kde katalyzuje aktivaci serin/treoninové kinazy z rodiny IL-1
receptor-asociovanych kindz (IRAK). Vysledkem je stimulace NF- kB genové exprese
(Erridge a kol. 2002).

Na zékladé téchto poznatkli se zda, Ze lipopolysacharidy mohou slouzit jako vhodné
terapeutické prostiedky Vv imunoterapii nadorovych onemocnéni, které uc¢innym zplisobem
stimuluji imunitni systém k pfislusnému ataku. Z pokusii provadénych Cechovou
(Cechova 2011) a Glaserovou (Glaserova 2012) sice vyplyva, Ze lipopolysacharidy vykazuji
urity protimetastazovy efekt a vyraznou redukci nadorového rustu, ale tento efekt
Ize vyuzit jen umySiho modelu. Mysi jsou totiz vysoce odolné vaci ucinku
lipopolysacharidu, kdezto lidé vnimaji ucinek lipopolysacharidu 1000 — 10000 krat
citlivéji. Hlodavei obecné maji ptfitomny sérové proteiny, které jsou schopny zablokovat
ucinky vétsiny lipopolysacharidi. Kdezto lidé tyto sérové proteiny nemaji. Pokud

se rozhodneme aplikovat u lidskych nadorti imunoterapii prostfednictvim kombinace LPS
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a vhodnych fagocytarnich receptorti, je dilezité pouzivat nizké a bezpe¢né koncentrace
LPS. Dalsi moznosti je ndhrada LPS jinymi TLR agonisty jako je napiiklad flagelin nebo
lipoteichoova kyselina (LTA) (Warren a kol. 2010). Proto jsme se v této praci snazili
0 ndhradu LPS jinymi, pro ¢lovéka neskodnymi agonisty TLR, které jsme kombinovali

s fagocytarnimi ligandy.

2.6.1.2 Flagelin - TLR5 agonista

Flagelin, hlavni slozka bakteridlnich bicikt, je virulentni faktor, ktery je rozpoznavan
vrozenou imunitou u Sirokého spektra organismi jako je hmyz, rostliny nebo savci. Flagelin
patii mezi PAMPs a u savci je rozpoznavan pomoci Toll-like receptoru 5 (TLRS)
(Hayashi a kol. 2001). Bakterialni bi¢ik je nékolik mikrometrii dlouha filamenta, kterou
urcité druhy bakterii pouzivaji pro pohyb. Sklada se z n¢kolika opakujicich se monomert
flagelinu, které se spiralovité otaci. Samotny flagelin se sklada ze ¢ty domén DO, D1, D2,
D3, které jsou fazeny v zavislosti na vzdalenosti od centra filamenty (Tanner a kol. 2011).

Jednotlivé domény jsou zobrazeny na Obr. 3.

Obr. 3: Ctyii domény flagelinu: DO (modra), D1 (hnéda), D2 (Eervena), D3 (zlata) (Tanner a kol. 2011).

Bakterialni flagelin funguje jako silny antigen pro T lymfocyty, a proto muze byt
povazovan za potencialni adjutant. Divodem je, ze ma schopnost narozdil od ostatnich TLR
agonistu flagelin vyvolat jak Thl, tak i Th2 imunitni odpovéd. Kdezto vétSina agonisti
TLR vyvolava pouze Th1 imunitni odpoveéd’ (Hayashi a kol. 2001).

TLRS rozpoznavéa flagelin grampozitivnich 1 gramnegativnich bakterii. Vazbou
flagelinu na TLRS je aktivovana signalni kaskada vedouci k fosforylaci receptoru pro IL-1
prostfednictvim kindzy 1. Nasledné je pomoci dalsich kinaz aktivovan nuklearni faktor kB

(NF- kB), ktery stimuluje produkci prozanétlivych cytokint, jako je TNF-a. Zda se,
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ze specifika signalni kaskady je rliznd u raznych typit bunék (u epitelidlnich bunék,
endotelovych bun€k, makrofagli, dendritickych bun¢k a T-lymfocytl). V ptipadé
dendritickych bunék a T lymfocyti spojuje flagelin dva mechanismy imunity — vrozenou
a ziskanou (Steiner 2007).

2.6.1.3 Resiquimod (R-848) — TLR7 a TLR8 agonista

R-848 je nizkomolekularni latka, ktera vykazuje silné protinadorové a protivirové
ucinky. Jedna se o selektivni ligand pro TLR7 u mys$i a pro TLR7 a TLR8 u lidi. Bylo
zjisténo, ze svym chovanim a vlastnostmi napodobuje PAMPs. Vazbou resiquimodu
na Toll- like receptory je stimulovana sekrece protilatek, produkce cytokint a je regulovana
produkce INF-y (Hattermann a kol. 2007).

TLR7 a TLR 8 jsou fylogeneticky a strukturné piibuzné. TLR7 je exprimovan
pfevazné v plicich, placenté¢ a slezing, zatimco TLR8 je exprimovan v plicich,
na leukocytech v periferni krvi a hlavné na makrofazich. Zptsob aktivace téchto receptorti
je stejny jako u jinych TLR. Tzn. jakmile TLR7 nebo TLRS8 rozpozna R-848, dojde
k aktivaci adaptéru molekuly MyD88 vedouci k aktivaci transkripéniho faktoru NF-kB
a jinych transkripcnich faktorii s naslednou produkci prozanétlivych cytokinti (Cherfils-
Vicini a kol. 2010).

Agonist¢ TLR7 a TLRS8 se 1i§i produkci cytokind a aktivaci cilovych bungk.
Specificky agonista TLR7 aktivuje plasmacytoidni dendritické bunky a B-lymfocyty
a indukuje produkci prevazné INF-o. Specificky agonista TLR8 aktivuje myeloidni
dendritické bunky a monocyty, které produkuji prozanétlivé cytokiny a chemokiny, jako

jsou TNF- a, IL-12 a MIP-1a (Larangé a kol. 2009).

2.6.2 Fagocytarni receptory a jejich agonisté

2.6.2.1 Manan, manozu vazajici lektin (MBL), lektinova cest aktivace
komplementu, manozovy receptor

Manan

Manan je hlavni stavebni prvek bunétné stény kvasinek a gramnnegativnich bakterii.
Jedna se o polysacharid, ktery se skldda zné€kolika podjednotek D-mandz spojenych
glykosidickou vazbou a mize obsahovat malé mnozstvi N-acetyl-D-glusaminu stejné¢ jako
ostatnich cukri (Cawley a Ballou 1972). Manan je povaZovan za vysoce antigenni latku

a proto je fazen mezi PAMPs. Imunitni systém rozpoznava manan pomoci PRRs, kterymi
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jsou manan vazajici lektin (MBL) a nebo mandézovy receptor (MR)

(Janeway a Medzhitov 2002).

Manézu vazajici lektin (MBL)

Mandzu vazajici lektin (také nazyvany jako manoézu vazajici protein MBP) je sérovy
protein, ktery vazbou na sacharidy na povrchu celé fady patogent (virt, bakterii, hub,
prvokil) hraje dilezitou tlohu v pfirozené imunitni odpovédi. Uloha spoéiva v aktivaci
komplementu a nebo MBL slouzi pfimo jako opsonin (Koch a kol. 2001). MBL je fazen
do kolektinové rodiny proteinti, které jsou tvofeny v jatrech a jsou schopny opsonizovat
patogeny. Opsonizace je znaceni povrchu patogena, které navodi jeho rozpoznani
a zneskodnéni fagocytujicimi butikami. Proteiny z kolektinové rodiny obsahuji dvé domény
— lektinovou a kolagenovou. Lektiny jsou proteiny, které vazou molekuly cukru, obvykle
na povrchu patogena. Kolagenovd doména interaguje s efektorovou casti vrozeného
imunitniho systému. Gen MBL2 na lidském chromosomu 10 produkuje MBL, oligomer
tvofeny 248 aminokyselinovymi podjednotkami proteinii slozenych ze tii identickych
polypeptidovych fetézct. Kazdy fetézec obsahuje na cystein bohatou N-terminalni oblast,

kolagenni oblast a oblast pro rozpoznani karbohydrati (Matsushita a kol. 2000).

Lektinova cesta aktivace komplementu

Nedavno objevena lektinovd cesta aktivuje komplement prostfednictvim MBL.
MBL vaze karbohydraty, které se vyskytuji na povrchu nékterych patogeni. Aby byla
aktivovdna lektinovd cesta komplementu, musi MBL nejprve vytvofit komplex
se serinovymi protedzami zvanymi MASPs 1 a 2 (MBL asociované serinové protedzy).
Jakmile se MBL navaze na svij cil (napf. na mandzu na povrchu bakterie), MASP protein
zacne fungovat jako konvertaza, ktera $tépi C3 sérovy protein na C3a a C3b fragmenty. C3b
se navaze na povrch patogena arozjede se komplementova kaskada. Vysledkem je lyza
daného patogena. C3bsemuze také chovat jako opsonin, jestlize se navaze
na komplementové receptory fagocytti (Sompayrac 1999). Schéma aktivace komplementu

lektinovou cestou je uveden na Obr. 4.
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Obr. 4: Aktivace lektinové cesty komplementu pomoci komplexu MBL-MASPs (Garred a kol. 2006).

Manozovy receptor (MR)

Mandézovy receptor je receptor vazajici sacharidy, pfevazné manozu,
ktery je exprimovan na vybranych populacich makrofagli, dendritickych bunkach
a nevaskularnim endotelu. Patfi do rodiny endocytickych receptort, které se vyznacuji
podobnou strukturou skladajici se z N-terminalni CR domény, fibronektinu typu Il (FNII)
anékolika CTLDs (C-type lecitine-like domains). CR doména vaze cukry, prevazné
galaktozu. FNII je schopen vazat kolagen a prostfednictvim CTLDs mandzovy receptor
vaze naptiklad manézu nebo fukézu. Kromé toho, Ze slouzi jako receptor pro celou fadu
sacharidd, plni nékolik dalsich funkci jako je odstraiovani endogennich molekul a podpora

prezentace antigenu (Martinez-Pomarez 2012).

2.6.2.2 Beta-glukan, aktivace komplementového receptoru CR3

Beta-glukan

Beta-glukany jsou heterogenni skupinou pfirodnich polysacharidi skladajicich
se z monomertt D-glukézy spojenych B-glykosidickou vazbou. Jsou diilezitymi slozkami
bunécné stény nékterych druhti bakterii a plisni, nebo slouzi jako zasobarna energie
U bakterii, hub (vCetn¢ kvasinek), fas a rostlin. Nejsou pfitomné u obratlovci
a bezobratlych. Ve vétSiné pripadd je primarni fetézec tvoien z f (1—3) glykosidicky
vazanych D-glukopyran6zovych jednotek, ke kterym jsou pfipojeny postranni fetézce
vazbou (1—4) nebo (1—6) (Stier a kol. 2014). Struktura beta-glukant je uvedena na Obr. 5.
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Obr. 5: Struktura beta-glukanu (Yoon 2013).

O 1éc¢ivych ucincich beta-glukanti u nddorovych onemocnéni se vi jiz dlouha desetileti.
Byly prokézéany jejich hojivé a imunostimulacni ucinky spojené s lepsi funkci makrofagh
a NK bunék. Piedpoklada se, Ze imunostimulacni uinky jsou vyvolané specifickou
interakci beta-glukanti s nékolika receptory na povrchu bunék, jako je komplementovy
receptor 3 (CR3), dectin-1 a TLR2 (Vétvicka 2014). Avsak ne vSechny beta-glukany
vykazuji imunostimulaéni ucinky. Tyto ulinky zavisi pfevazné na primarni chemické
struktufe  beta-glukant (Stier a kol. 2014). Nedavné studie také ukazaly, Ze beta-glukany
mimo jiné zvySuji 1 protinddorovou T bunéénou odpovéd (Vétvicka 2014). Jelikoz
beta-glukany aktivuji jak vrozenou, tak i ziskanou imunitu, miZzeme je fadit mezi
potencialni adjutant. Funguji bud’ jako soucast nespecifické vakciny, nebo v kombinaci
s anti-nadorovymi monoklonalnimi protilatkami (Hong a kol. 2003). V posledni dob¢ jsou
beta-glukany hojné pouzivany jako dopliujici latky pifi chemoterapii nebo imunoterapii,
jelikoz jsou schopné modulovat vhodné nadorové prostfedi. Tim je zesilen ucinek
chemoterapeutickych a imunoterapeutickych 1é¢iv (Vétvicka 2014). Navic beta-glukany
zvySuji odolnost organismu proti chemickym karcinogenlim, prodluzuji dobu pfeZiti
pfi vysokych davkach ozafeni, stimuluji produkci bunék kostni dien¢ a zvySuji odolnost
organismu proti bakterialnim, virovym, parazitarnim a plisnovym infekcim. Z toho vyplyva,

7e beta-glukany patii mezi vyrazné imunostimulatory (Yoon 2013).

Komplementovy receptor 3 (CR3)
Komplementovy receptor 3 je heterodimer skladajici se za (CD11b) a B (CDI18)
transmembranovych glykoproteini. CR3 je pfevazné exprimovan na monocytech,

makrofazich, granulocytech a NK bunkach (Avni a kol. 1998). Funguje jako vyznamny
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PRRs pro beta-glukany, zymosan, fibrinogen nebo bakterialni lipopolysacharidy
(Stier a kol. 2014, Avni a kol. 1998). Receptor rozpoznava beta-glukany pouze v rozpustné
podobé (Stier a kol. 2014) a k jeho aktivaci, dochazi v piipadé€, Zze se na receptor navaze
slozka komplementu iC3b (Avni a Kkol. 1998). Vysledkem aktivace CR3
je komplementovym systémem zprostfedkovana imunitni odpovéd’ za podpory specifickych

protilatek (Stier a kol. 2014).

Toll-like receptor 2 (TLR2)

TLR2 je ¢lenem rodiny Toll-like receptorti, které hraji zasadni roli pifi rozpoznavani
patogent a aktivaci vrozené imunity (Lien a kol. 1999). Podili na rozpoznavani Sirokého
spektra mikrobialnich molekul u grampozitvnich a gramnegativnich bakterii, mykoplazem
a kvasinek. TLR2 rozpoznava rizné bunééné komponenty, mezi které patii pievazné
peptidoglykany, lipoteichova kyselina, lipoproteiny grampozitivnich bakterii, betaglukany
a zymosan z bunécné stény kvasinek. Na tyto PAMPs reaguje TLR2 produkci celé fady
cytokinu (napft. IL-1, IL-6, IL-8, TNF) (Schwandner a kol. 1999).

Nedavny vyzkum odhalil, Ze spoluprace TLR2 (nebo i jinych receptort z rodiny TLR)
a dectinu-1 zlepSuje rozpoznani mikrobialnich patogenti a zvySuje se tim imunitni odpoveéd’
vyvolana kazdym receptorem. Napiiklad synergie detinu-1 a TLR u makrofagi
a dendritickych bun¢k vyvolava tvorbu cytokini jako jsou interleukiny nebo interferony.
Nebo exprese dectinu-1  zvySuje  TLR-zprostiedkovanou  aktivaci ~ NF-kB
(Gantner a kol. 2003).

2.6.2.3 N-formylmethioninové peptidy a jejich receptoru (FPR)

N-formylmethioninové peptidy

N-formylmethioninové peptidy jsou analogy silnych chemotaktickych peptida, které
jsou piitomné u ruznych druhd bakterii. Vyznamnou soucasti téchto peptidi je N-formyl-
methionyl-leucyl-fenylalanin (f-MLF) (Schiffmann a kol. 1975), ktery vyvolava Sirokou
Skalu biologickych odpovédi. Patii mezi né kontrakce hladkych svali v dychacich cestach,
vaskularni kontrakce a relaxace, chemotaxe leukocytl a makrofagl, sekrece enzymu
granulocyty (Giuliani a kol. 1991) a stimulace fagocytéozy (Le a kol. 2002,
Prossnitz a Ye 1997, Le a kol. 2001).

N-formylmethioninové peptidy produkované nékterymi druhy bakterii plsobi jako

vyrazné chemoatraktanty. Zména C-termindlni casti téchto peptidi, piedevSim

31



methioninovymi (Met) nebo fenylalaninovymi (Phe) zbytky, mlze mit za nésledek
charakteristické zmény v chemotaktickych ucincich téchto peptidi nebo mohou byt
uvoliovany  lysozomalni  enzymy neutrofilnimi  granulocyty. Kratké  peptidy
s N-formylmethioninovymi zbytky se jevi jako nejucinnéjsi chemoaktraktanty. Naptiklad
N-For-Met-Leu-Phe  je  jeden  znejvétSich  chemoatraktanti  pro  neutrofily
(Kohidai a kol. 2003). Intenzita chemotaktického signalu se odviji od aminokyselinovych
zbytkli v N-formylmethionin peptidovém fetézci. Nejsilngj$i chemotakticky ucCinek
ma fenylalanin, leucin nebo tryptofan (Schiffmann a kol. 1975).

Tato diplomova prace se mimo jiné zabyva snahou kotvit fagocytarni motiv f-MLF
na povrch nadorovych bunék. Nadorové buiky se od normalnich bunék li§i velkym
mnozstvim  fosfatidylserinu  (PS) na vnéj§i stran€ cytoplasmatické membrany
(Riedl a kol. 2011). Fagocytarni motivy mohou byt kotveny na fosfatidylserin vyskytujici
se na povrchu nadorovych bunék. Timto zptisobem jsme se pokusili aktivovat imunitni
systtm k imunitni odpovédi. N-formymethioninové peptidy jsme se snazili ukotvit
na fosfatidylserin prostiednictvim peptidové sekvence. Tyto peptidové sekvence zkoumal
ve své praci Xiong a kol. (2011), ktery se svym tymem zjistil, Ze nejvétsi afinitu k PS
vykazuje sekvence FNFRLKAGAKIRFG.

N-formylmethioninové peptidy jsou rozpozndvany formylmethioninovymi receptory
(FPRs), které jsou piitomné na fagocytujicich leukocytech. DileZitou roli hraji také
G-proteiny ze skupiny FPRs, jejichz vazba s f-MLF ovliviiuje vnitrobunéénou signalizaci

a navic jsou aktivovany nékteré funkce souvisejici s chemotaxi (Kohidai a kol. 2003).

Formylpeptidové receptory (FPRs)

Formylpeptidové receptory jsou hlavni chemotaktické receptory leukocyti,
ale vyskytuji se ina jinych télnich bunkach (napt. dendritické buiky, krevni desticky,
hepatocyty, neurony, mikrobialni bunky, sekre¢ni bunky a astrocyty) (Becker a kol. 1998).
Funkéné patii do rodiny transmembranovych proteini sprazenych s G-proteiny. Vazbou
agonistu, jako je N-formyl-Met-Leu-Phe (f-MLF), dochazi k aktivaci imunitniho systému
a k odpovédi na bakterialni infekci (tvorba superoxidl, uvolnéni obsahu granuli, regulace
genové  exprese  prostiednictvim  aktivace  transkripénich  faktort =~ NF-«B)
(Bokoch a Gilman 1984). Diky tomu, Ze jsou schopné vazat jak umélé, tak i bakterialni
N-formylové peptidy a nckteré neformylové peptidy, jsou povazovany za dilezit¢é PRRs

(Schiffmann a kol. 1975).
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Lidsky organismus se od organismu mysi li$i poctem typt FPRs. Na lidskych bunkach
rozliSujeme 3 typy FPRs, kdezto u mysi se vyskytuje devét typti FPRs (He a kol. 2013).

e Lidské FPRs

Lidsk¢é FPRs patfi mezi sedm transmembranovych receptori sprazenych
s G-proteinem (rodina GPCRs). Vsechny jsou hojné exprimovany na neutrofilech
a monocytech a vsechny vykazuji vyraznou afinitu k f-MLF (Formy-Met-Leu-Phe). Lidska
FPR rodina obsahuje tfi typy formylmethioninovych receptorti: FPR1, FPR2 (také nazyvany
jako FPR2/ALX), FPR3 (Le a kol. 2002).

Receptory FPR1 a FPR2/ALX vykazuji znac¢nou podobnost (az 69%) v primarni
sekvenci. Navic spole¢né sdili n€kolik agonistl, zahrnujicich synteticky hexapeptid
WKYMvm  (Trp-Lys-Tyr-Met-Val-D-Met-NH2) a né¢které nepeptidové molekuly.
N-formylové peptidy jsou nejvyraznéjSim chemoatraktantem pro FPRI, spoustéjici
fagocytozu, mobilizaci vépniku, degranulaci a uvolnovani superoxidovych aniond.
FPR2/ALX vaze jiné formylové peptidy uvolnéné z bakterii nebo mitochondrii. Afinita
k f-MLF je oproti FPR1 snizena. Zazminku také stoji napsat, ze FPR2/ALX muze
interagovat s agonisty riznych struktur. Mezi né patii naptiklad malé proteiny, peptidy
a syntetické molekuly jako je sérovy amyloid A. FPR3 reaguje slabé na formylové peptidy,
s vyjimkou fMMYALF (N-formyl-Met-Met-Tyr-Ala-Leu-Phe). Celkové FPR3 vykazuje
jenslabou afinitu k endogennim ligandim, zahrnujici napt. F2L (terminalni peptid
odvozeny z hem vazajiciho proteinu) a jeho fyziologické funkce doposud nejsou zcela
znamy (He a kol. 2013).

e Mysi FPRs

Genova rodina FPRs u mysi je mnohem komplexnéj$i a zahrnuje tyto naposledy
objevené geny: Fprl, Fpr2, Fpr-rsl, Fpr-rs3, Fpr-rs4, Fpr-rs5, Fpr-rs6, Fpr-rs7 a Fpr-rs8.
Prvni tfi geny koduji receptory (mFprl, mFpr2 a mFpr-rsl), které jsou pfitomné
na leukocytech. Fprl, pfitomny na neutrofilech, vykazuje nachylnost vici bakteriim z rodu
Listeria, z ¢ehoz vyplyva, Ze ma dulezitou funkci pfi obrané hostitele pti napadeni témito
bakteriemi. mFpr2 je méné citlivy na f-MLF, ale slouzi jako receptor pro F2L (velmi silny
a specificky agonista lidského FPR3). Z toho plyne, ze lidské FPRs, hlavn¢ FPR1 a FPR3,
maji lépe definované a specializované ligand-vazajici vlastnosti nez mysi FPRs. Navic
ne vSichni ¢lenové genové rodiny FPRs u myS$i jsou schopni kodovat formylpeptidové

receptory (He a kol. 2013).
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Evolu¢ni vztah a vzajemné korelace mezi lidskymi formylpeptidovymi receptory

a jejich mysimi protéjsky nejsou zatim zcela pochopeny (He a kol. 2013).

2.7 Fosfatidylserin (PS)

Fosfatidylserin nebo-li 1,2-diacyl-sn-glycero-3-fosfo-L-serin je kysely fosfolipid,
ktery je hojné tvofen u Sirokého spektra organismi jako jsou zivoCichové, rostliny
a mikroorganismy. U zivoéichi je obecné nejvétsi koncentrace fosfatidylserinu obsaZzena
na vnitini strané plasmatické membrany (tvoii az 20% z celkového mnozstvi fosfolipidit),
endoplasmatickém retikulu a endosomech. Naopak nizkd koncentrace PS byla
nalezena v mitochondriich (Buckland a Wilton 2000).

PS ma glycerolovou kostru esterifikovanou na sn-1 a sn-2 uhliku dvémi mastnymi
kyselinami s fetézci ruzné délky a nasyceni, a fosfatovou skupinou na sn-3 uhliku.
Na fosfatovou skupinu se vaze serin. Tato vazba ma zanasledek negativni naboj
fosfatidylserinu (Kay a Grinstein 2011).

Kromé zakladnich funkci jako je slozka bunéénych membran a prekurzor jinych
fosfolipidii, je PS nezbytnym kofaktorem, ktery vaze a aktivuje velké mnoZstvi proteind,
predevsim takovych, které vykazuji signaliza¢ni aktivitu. Navic PS je znamy diky
své dulezité roli pii srazeni krve a pii apoptoze (Buckland a Wilton 2000).

U zdravych bunék se PS vyskytuje na vnitini strané¢ plasmatické membrany
v disledku ptsobeni ATP-dependentni aminofosfolipidové flipasy. Ale jakmile buika
vstupuje do apoptdzy, PS se objevuje na vnéjsi strané plasmatické membrany a signalizuje
tak fagocytujicim buiikam, Ze buiika umira a ma byt fagocytovana (Kay a Grisntein 2011).
PS funguje tedy u apoptickych bunék jako tzv. ,,eat me* signal rozpoznavany fagocytujicimi
bunikami (pfevazné makrofagy). V ramci apoptického programu se zaroven stahuje exprese
»don’t eat me* signali CD31 a CDA47, které¢ by jinak fagocytoze zabréanily. U naddorovych
buné¢k je situace ponckud odlisna. Nadorové buitkky maji na povrchu plasmatické membrany
PS exprimovany v mnohem vétSi mife, ale presto nejsou likvidovany fagocytujicimi
buitkami. Divodem je, Ze jsou chranény ,,don’t eat me* signdly CD31 a CD47. Jednim
zmoznych postupli, jak zvyraznit fosfatidylserin fagocytim je blokace CD47
prosttednictvim anti-CD47 protilatky (Tseng a kol. 2013). O to jsme se také snazili v této
diplomové praci. Expresi PS mizeme zjistovat prostfednictvim Annexinu V, ktery se dobie

vaze na PS béhem apoptozy (Lee a kol. 2013).
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Annexin V je 35 kD protein vykazujici vysokou afinitu k PS. Annexin V, konkrétné
jeho fluorescencni konjugat, je hojné¢ pouzivdn pro oznaceni bunck vstupujicich
do apoptdzy, tim ze se vaze na jejich PS. Detekce Annexinu V mize byt analyzovana
prutokovym cytometrem a nebo fluorescen¢nim mikroskopem (Cen a kol. 2008,

Martin a kol. 1995).

2.7.1 CDA47 a jeho blokace

CDA47 (Cluster of Differentation 47) je transmembranovy protein, ktery je u lidi
kédovan genem CD47. Jednd se o 50 kDa membranovy receptor, ktery se sklada
z extracelularni N-termindlni domény IgV, péti transmembranovych domén a kratkého
intracelularniho C-terminalniho konce. Diky alternativnimu sestfihu jsou rozliSeny cCtyfi
izoformy CD47, které se 1iSi pouze v délce C-terminalniho konce. Vyznam alternativniho
sestiihu neni doposud zcela znam, nicméné izoformy, které diky nému vznikaji, jSou vysoce
konzervované mezi mysi a ¢lovékem (Sick a kol. 2012).

CD47 se ucastni fady bunéfnych procest, vcetné apoptodzy, proliferace, adheze
a migrace bun¢k. Kromé toho hraje klicovou roli v imunitni odpovédi a angiogenezi.
Je exprimovan na vSech lidskych buiikdch a nadmémé exprimovan na mnoha rtznych
nadorovych burikach (Sick a kol. 2012).

CDA47 patii do rodiny imunoglobulini a spolupracuje s membranovymi integriny.
Vaze dva ligandy - trombospondin-1 (TSP-1) a signalni regulacni protein alfa (SIRP-alfa).
Vazbou CD47 a n¢kolika membranovych integrinii vznikne CD47/integrinovy komplex,
ktery ovlivituje fadu buné¢énych funkci jako je adheze a migrace bun€k. Navazanim TSP-1
na receptor CD47 je vyvolana migrace, adheze a proliferace bun¢k nebo apoptdza. Interakce
CD47 seSIRP-alfa ma =za nasledek inhibici fagocytézy a aktivaci T-lymfocyta
(Sick a kol. 2012). Proto se trombospondin-1 a signalni regulacni protein alfa zacaly
pouzivat jako anti-CD47 aptamery (Baumgartner a kol. 2008, Tseng a kol. 2013).

CDA47 molekula vyskytujici se na povrchu mnoha nadorovych bun¢k se chova jako
,don’t eat me* signal a tak chrani nadorové buiky pred utokem makrofagt. Proto je potieba
tento signal zablokovat a tim wumoznit atak fagocytim (Tseng a kol. 2013).
Toho lIze dosahnout protilatkami (Tseng a kol. 2013), nebo dal§i moznosti je blokace
pomoci 4N1K dekapeptidu (Lutz 2013).
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CILE PRACE

Studium moznosti nahrady LPS beta-glukanem, flagelinem a R-848 v ramci nadorové

imunoterapie.

Reseni otazky moznosti kotveni ligandti fagocytarnich receptorti (f-MLF) kotvenim

pomoci dvojité hydrofobni kotvy i tumor specifickou interakci s fosfatidylserinem.
Ovéteni moznosti nadorové imunoterapie pomoci blokace CD47.

Studium otazky exprese fosfatidylserinu na povrchu nadorovych bunék.
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Chemikalie

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

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

e Beta-glukan — beta 1,3 D glukan ze Saccharomyces cerevisiae (Transfer Point, USA)

e DMSO - dimetyl sulfoxid (Sigma-Aldrich, USA )

e DNaza I (Roche Diagnostic, Némecko)

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

e EDTA —kyselina ethylendiamintetraoctova (Sigma-Aldrich, USA)

e FCS — fetalni bovinni sérum (Sigma-Aldrich, USA)

e Flagelin — z bakterie Bacillus subtilis (InvivoGen)

e f-MLF-anti CD47 aptamer (f-MLF-KRFYVVMWKK-OH)
(Schafer-N, Dansko)

e Peptid f-MLFGsKs (K(STE))(K(STE))-NH, (Schafer-N, Déansko)

e Peptid -MLFKKK14AK (f-MLFKKKFNFRLKAGAKIRFG-OH) (Schafer-N, Dansko)

¢ H-GKKKI14AK (H-GKKKFNFRLKAGAKIRFG-OH (Schafer-N, Dansko)

e L-glutamin (PAA-The Cell Culture copany, USA)

e Liberaza DL (Roche Diagnostic, Némecko)

e LPS - lipopolysacharid z bakterie Eserichia coli (Sigma-Aldrich, USA)

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

o Merkaptoetanol (PAA-The Cell Culture Copany, USA)

e Penicilin (PAA-The Cell Culture Copany, USA)

e Resiquimod (R-848) (Tocris, Velka Britanie)
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RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, USA)
Trypanova modi (Sigma-Aldrich, USA)

Trypsin (Sigma-Aldrich, USA)
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4.1.1 Priprava terapeutickych latek

Syntéza mannan-BAMyono

Roztok mannanu v prostiedi octanu amonného a kyanoborohydridu sodného
byl pii pH 7,5 a 50 °C reduk¢né aminovan po dobu péti dnii. Roztok byl nasledné dialyzovan
S pouzitim dialyzaéni trubice o MWCO 3500 (Serva - Heidelberg, Némecko) proti PBS
pii 4 °C pies noc.

Nasledné bylo potieba zkontrolovat pH mannanu-NH; (jeho hodnota se musela
pohybovat v rozmezi 7,2 — 8,5) a pfipravit si roztok BAMgpe vV DMSO (7,3 mM). K 12 ml
mannanu-NH; (0,227 mM) piiddno 600 pl BAMugpe & promichdno. Smés se nechala stat
2 hodiny pfi pokojové teploté. Po dvou hodinich byla reakce zastavena pfidanim 600 pl
TRIS/HCL (pH 8,0). Nasledovala dialyza ve stievé o MWCO 3500 proti PBS pfi 4 °C ptes
noc za stalého michani. Byl ziskan 0,2 mM roztok manan-BAM v PBS. Tento roztok a vsechny
ostatni pouzité roztoky byly sterilizovany firltraci ptes filtry s primérem poru 0,22 uM.

Suspenze byly sterilizovany UV, jak je uvedeno déle.

Priprava beta-glukanu podavaného peroralné

V kadince bylo smichano 500 mg praskového beta-glukanu s 8,35 ml vody. Vznikla
smés byla sonikovana v sonikatoru HELSCHER VP200S s amplitudou 70 %, 8mm sonda.
Sonikace probihala 10x10 vtefin, mezi jednotlivymi sonikacemi bylo zafazeno 20 vtefin

chlazeni v ledové lazni.

Priprava sterilni suspenze Dbeta-glukanu pro peroralni, intreperitonealni,
intratumoralni a subkutanni podavani.

100 mg beta-glukanu bylo rozsuspendovano v 10 ml PBS. Nasledoval proces sonikace
v sonikatoru HELSCHER VP200S stejné, jako v pfedeslém bod¢. Vznikla sonikovanad smés

byla po dobu 20 minut sterilizovana UV zatrenim.

Piiprava smési beta-glukan/mannan-BAMggno
Bylo smichano 20 mg beta-glukanu s2 ml 0,2 mM mannan-BAMygp V PBS. Opét
nasledoval proces sonikace v sonikdtoru HELSCHER VP200S. Vznikld sonikovand smés

byla po dobu 20 minut sterilizovana pod UV zéfenim.
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Piiprava roztoku Resiquimodu (Resiquimod HCI)

Resiquimod ve form¢ baze je ve vodé obtizné rozpustitelny. Proto byl nejprve
pfipraven jeho hydrochlorid. 1,5 mg Resiquimodu bylo smichano se 4,2 ul 3,5% HCL.
Ptislusné roztoky byly pak pfipraveny piidavkem PBS nebo PBS obsahujicim dalsi latky
(anti-CD47 aptamer, f-MLF-anti CD 47 aptamer, manan-BAM).

4.2 Laboratorni zvirata

Ve vSech in vivo pokusech byly pouzity samice mys$i C57BL/6N z chovu Charles River
Laboratories staré 8 tydnt, vaha 18-20g. VSechny mysi byly chovéany za stejnych podminek
ve zvéfinci Parazitologického tustavu, BC AVCR. To znamena, Ze mysi byly chovany
jednotlivé ve sterilnich boxech s neustalym ptistupem ke sterilni pitné vodé a ke krmivu
ve form& suchych pelet. V mistnosti byla nastavena konstantni teplota 22 °C, relativni

vlhkost vzduchu 65 % a fotoperioda 12/12 hodin.

4.3 Bunikky melanomu B16-F10

V nasich experimentech byly pouzivany buitky mysiho melanomu B16-F10, kter¢ jsme
transplantovali my$im C57BL/6N. Buiiky byly kultivovany v médiu RPMI 1640 s 10% FCS,
1% antibiotiky, 1% glutaminem a 0,1% merkaptoetanolem. Kultivace probihala v termostatu

nastaveného na 37 °C v atmosféte nasycené vodnimi parami a obsahujici 5 % CO,.

4.4 Priprava bunék B16-F10 pro transplantaci

Narostla bunééna kolonie byla vyndana z termostatu a zbavena kultiva¢niho media.
Nasledné¢ byla tiikrat promyta sterilnim pufrovanym fyziologickym roztokem (PBS).
Po promyti byla provedena trypsinizace adherovanych buné¢k, tzn. k adherovanym bunkam
byla pridana trypsiniza¢ni smés (0,02 % trypsinu a 0,02 % EDTA v PBS), ktera je nutna
pro jejich uvolnéni. Trypsinizace probihala v termostatu nastaveného na 37 °C po dobu péti
minut. Po péti minutach bylo k buitkdm pfidano RPMI 1640 medium s 10% FCS a tim byla
zastavena trypsinizace. Timto procesem byly buiiky rozvolnény a prelity do centrifugacni
zkumavky a centrifugovany (10 min/4 °C,150g). Poté byly buniky nafedény na pozadovany
objem piiddnim RPMI 1640 a sterilni pipetou opatrné rozvolnény. Nasledoval proces
pocitani koncentrace buné€k pomoci Biirkerovi komurky. Aby bylo mozné zjistit Zivotnost
bungk, bylo odpipetovano malé mnozstvi bunék do malé zkumavky a obarveno trypanovou

modii (0,5%) v poméru 1:1. Trypanovd modi barvi mrtvé buitkky modie, kdezto zivé bunky
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zustavaji bilé a tak jsou jednotlivé populace snadno rozeznatelné. Po zjisténi koncentrace

bunék byla suspenze nafedéna na koncentraci 4x10° bun&k /ml RPMI 1640.

4.5 Transplantace bunék B16-F10

Melanomové buniky B16-F10 byly podkozné transplantované osmitydennim mysim
do pfedem oholeného pravého boku. Transplantovali jsme 4x10° bungk v 0,1 ml media
RPMI 1640 bez séra na mys.

4.6 Méreni velikosti nadoru

Velikost nadorti byla méfena pomoci kaliperu. Pro vypocet objemu nadorové masy byl
pouzit vzorec V = 1/6AB?, kde A piedstavuje nejvatsi rozmér nadoru (délku) a B piedstavuje
nejmensi rozmér nadoru (vysku).

Jelikoz nadory obecné maji tvar protdhlého rota¢niho elipsoidu, byl vzorec pro vypocet
objemu nadorové masy odvozen ze vzorce pro vypocet objemu praveé tohoto typu elipsoidu.
Vzorec protahlého rotaéniho elipsoidu je V = 4/3 nAB? kde A a B jsou délky poloos, tedy
poloméry. My jsme vSak nepocitali s poloméry, ale spraméry, proto vznikl vzorec
V = w6AB% Tento vzorec, kterym byl stanoven objem nadort, nasleduje postup
Li a kolektivu (2009).

4.7 Pocitani plicnich metastaz

Metodika pocitani metastaz v plicich spo€iva v usmrceni mysi a nasledném vyjmutim
plic. Mysi byly usmrceny strzenim vazu, plice vyjmuty a konzervovany ve 4%
formaldehydu. Nésledné byly jednotlivé plicni laloky prohlizeny pod binokularni lupou
a pocitany metastazy. Metastazy byly dobie viditelné (Cerné teCky rtizné velikosti), jelikoz
plicni tkan ve 4% formaldehydu zesvétlala. Tento postup pocitani metastaz nasleduje postup

Vétvicky a kolektivu (2007).

4.8 Analyza dat

Vysledna data byla zpracovana v programu STATISTICA 12. Statistickd vyznamnost
byla v pfipad¢ parametrickych metod zjistovana pomoci ANOVY. V piipadé
neparametrickych metod byl pouzit Freidman test. Grafy sledujici pfezivani mysi byly

vypracovany na zaklad¢ testu Kaplan-Meier v programu Sigma plot 13.0.
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Primérna redukce nadorového rustu byla pocitana podle postupu Looneyho a kol.

(1980). SniZeni rustu nadoru (v porovnani s kontrolou) bylo stanoveno takto:

(prumérny objem nadoru v kontrolni skupiné — prumérny objem nddoru v lécené skupiné) x 100%

priimerny objem nadoru v kontrolni skupiné
Pocitali jsme stfedni hodnotu z hodnot namétenych ve dnech 4, 6, 8, 10, 12 a 14 od

zacatku terapie (den 0 a 2 se nezapocitava). Vysledek hodnot z téchto dnii je povazovan

za prumérnou redukei nadorového ristu (%).

42



4.9 Experimenty

4.9.1 Terapie melanomu pomoci f-MLFG:Kg (K(STE))(K(STE))-NH,
a pripadna synergie s LPS nebo flagelinem
V tomto pokusu bylo pouzito 30 mysi C57BL/6N. Dvanacty den od transplantace
melanomovych bunék B16-F10 byly mysi rozdéleny do Sesti skupin (A — K viz. nize) po péti
mysich podle rezimu aplikace terapeutické latky. Kazda myS byla umisténa do samostatného

boxu.

Skupiny mysi podle podavané terapeutické latky:

A) 0,5 mM roztok f-MLFGsKg (K(STE))(K(STE))-NH, v PBS

B) flagelin (15 pg/ml PBS)

C) LPS (0,5 mg/ml PBS)

D) 0,5 mM roztok f-MLFGsKg (K(STE))(K(STE))-NH, v PBS obsahujici flagelin (15 pg/ml
roztoku)

E) 0,5 mM roztoku f-MLFGsKg (K(STE))(K(STE))-NH, v PBS obsahujici LPS (0,5 mg/ml
roztoku)

K) PBS (kontrola)

Léciva byla intratumoralné aplikovana u vSech skupin mysi celkem Sestkrat v mnoZzstvi
50 ul na mys. Terapie byla zahajena v Case 0, tzn. 12. den od transplantace nadorovych
bun¢k B16-F10, kdy vSem mysSim byla zméfena velikost nadord. Léciva byla podavana
v pulzech, tzn. ve dnech 0,1,2... 8,9,10. Kazdy druhy den byla méfena velikost nadort (vzdy
tdsné pied aplikaci 1é¢iva). Ctrnacty den po zméfeni velikosti nadorti byly mysi usmrceny

strzenim vazu, byly jim vyjmuty plice a spocitany metastazy.

4.9.2 Terapie melanomu pomoci beta-glukanu aplikovaného peroralné
a pripadna synergie s mannan-BAM
V tomto pokusu jsme zkouSeli ucinky peroralné podavaného beta-glukanu na rust
melanomu. Kromé¢ toho byla zkousena synergie beta-glukanu s intratumoralné aplikovanym
mannan-BAM. V pokuse bylo pouzito 20 mysi C57BL/6N. Dvanacty den po transplantaci
melanomovych bunék byly mysi rozdéleny do ¢tyf skupin (A — K viz. nize) po péti mysich

podle rezimu aplikace terapeutické latky. Kazda mys byla umisténa do samostatného boxu.
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Skupiny mysi podle podavané terapeutické latky:

A) beta-glukan podavany peroralné na la¢no (suspenze 3 mg v 50 pl vody)
PBS — aplikovano 50 pl intratumoralné

B) beta-glukan podavany peroralné na lacno (suspenze 3 mg v 50 ul vody)
0,2 mM mannan-BAM v PBS, aplikovéano 50 pl intratumoralné

C) mannan-BAM podavany itratumoralné (0,2 mM mannan-BAM v PBS)

K) PBS (kontrola) aplikovano 50 pl intratumoralné

Terapie byla zahajena v ¢ase 0, tzn. 12. den od transplantace nadorovych bun¢k
B16-F10, kdy vSem mySim byla zméfena velikost nadori. Aplikace terapeutické latky
se U jednotlivych skupin liila. Skupin¢ A a skupiné¢ B byl podavan beta-glukan denné
peroralné na la¢no a to ve dnech 0,1,2,3,4,5,6,7,8,9,10 a PBS nebo mannan-BAM
byl podavan obden a to ve dnech 0,2,4,6,8,10. Skupinam C a K byla aplikovana terapeuticka
latka opét obden a to ve dnech 0,2,4,6,8,10. Kazdy druhy den byla méfena velikost nadord

(vzdy tésné pred aplikaci 1éciva).

4,93 Terapie  melanomu pomoci beta-glukanu  aplikovaného
intraperitonedlné a pripadna synergie s mannan-BAM
V nasledujicim  pokuse jsme zkouseli uc¢inky beta-glukanu  podéavaného
intraperitonealné. Testovali jsme opét, zda funguje synergie beta-glukanu a mannan-BAM.
V pokusech bylo pouZzito 20 mySi C57BL/6N. Dvanacty den po transplantaci melanomovych
bunék byly mysi rozdéleny do ¢tyi skupin (A — K viz. nize) po péti mySich podle rezimu

aplikace terapeutické latky. Kazda mys byla umisténa do samostatného boxu.

Skupiny mysi podle podavané terapeuticke latky:

A) beta-glukan podavany intraperitonealné (suspenze 0,5 mg v 50 ul PBS)
PBS - aplikovano 50 pl intratumoralné

B) beta-glukan podavany intraperitonealn¢ (suspenze 0,5 mg v 50 ul PBS)
0,2 mM mannan-BAM v PBS, aplikovano 50 pl intratumoralné

C) 0,2 mM mannan-BAM v PBS, aplikovano 50 pl intratumoralné

K) PBS (kontrola) aplikovano 50 ul intratumoralné

Terapie byla zahajena v ¢ase 0, tzn. 12. den od transplantace nadorovych bunék,

kdy vSem mySim byla zméfena velikost nadord. Vsechny latky byly podavany obden,
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tzn. ve dnech 0,2,4,6,8,10. Kazdy druhy den byla métena velikost naddort (vzdy tésné pied

aplikaci léCiva).

4.9.4 Terapie melanomu pomoci beta-glukanu aplikovaného subkutanné
a pripadna synergie s mannan-BAM

V tomto pokuse jsme zkouseli tieti zplisob aplikace beta-glukanu a to subkutanné.

Nasledné jsme sledovali jeho u¢inky na nadorovou masu. A opét jsme zkouseli jeho

synergii s mannan-BAM. V pokusech bylo pouzito 20 mySi C57BL/6N. Dvanacty

den po transplantaci melanomovych bunék byly mysi rozd€leny do ¢tyt skupin

(A — Kviz. nize) po péti mySich podle rezimu aplikace terapeutické latky. Kazda mys byla

umisténa do samostatného boxu.

Skupiny mysi podle podavané terapeutické latky:

A) beta-glukan podavany subkutann¢ (suspenze 0,5 mg v 50 ul PBS)
PBS - aplikovano50 pl intratumoralné

B) beta-glukan podavany subkutanné (suspenze 0,5 mg v 50 ul PBS)
0,2 mM mannan-BAM v PBS, aplikovano 50 pl intratumoralné

C) 0,2 mM mannan-BAM v PBS, aplikovano 50 pl intratumoralné

K) PBS (kontrola) aplikovano 50 pl intratumoralné

Terapie byla zahajena klasicky v ¢ase 0, tzn. 12. den od transplantace nadorovych
bun¢k, kdy vSem mySim byla zmétena velikost nddord. VSechny terapeutické latky byly
podavany obden, tzn. ve dnech 0,2,4,6,8,10. Kazdy druhy den byla méfena velikost nadori

(vZdy tésné pred aplikaci 1éciva).

4,95 Terapie melanomu  pomoci  beta-glukanu  aplikovaného
intratumoralné a pripadna synergie s mannan-BAM
Intratumoralni aplikace byl ¢tvrty zplisob pouziti beta-glukanu, ktery jsme zkouSeli
pii 1écbé melanomu. A opét jsme zkouseli jeho synergii s mannan-BAM. V pokusech bylo
pouzito 20 mysi C57BL/6N. Dvanacty den po transplantaci melanomovych buné€k byly mysi
rozdéleny do ¢ty skupin (A — K viz. niZe) po péti mysich podle rezimu aplikace terapeutické

latky. Kazd4 mys byla umisténa do samostatného boxu.
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Skupiny mysi podle podavané terapeutické latky:
A) beta-glukan podavany intratumoralné (suspenze 0,5 mg v 50 pl PBS)
B) beta-glukan/mannan-BAM podavané intratumoralné
(suspenze 0,5 mg v 50 ul 0,2 mM manan-BAM v PBS)
C) 0,2 mM mannan-BAM v PBS, aplikovano 50 ul intratumoralné
K) PBS (kontrola) aplikovano 50 pl intratumoralné

Terapie byla zahajena stejné jako v piedeSlych pokusech v ¢ase 0, tzn. 12. den
od transplantace nadorovych buné¢k B16-F10, kdy vSem myS$im byla zméfena velikost
nadort. Vsechny terapeutické latky byly podavany obden, tzn. ve dnech 0,2,4,6,8,10. Kazdy

druhy den byla méfena velikost nadort (vzdy tésné pred aplikaci 1é¢iva).

4.9.6 Terapie melanomu prostiednictvim f-MLFKKK14AK a pripadna
synergie s LPS
V tomto pokusu bylo pouzito 36 mysi C54BL/6N. Dvanacty den po transplantaci
melanomovych bunék byly mysi rozdéleny do Sesti skupin (A — K viz. niZe) po Sesti mySich

podle rezimu aplikace terapeutické latky. Kazda mys byla umisténa do samostatného boxu.

Skupiny mysi podle podavané terapeutické latky:

A) 0,5 mM f-MLFKKK14AK v PBS

B) 0,5 mM H-GKKK14AK v PBS

C) 0,5 mM f-MLFKKK14AK + LPS (0,5 mg/ml) v PBS
D) 0,5 mM H-GKKK14AK + LPS (0,5 mg/ml) v PBS
E) LPS (0,5 mg/ml PBS)

K) PBS (kontrola)

Terapeuticka latka byla mySim aplikovana do nadoru v mnozstvi 50 pl na mys. Terapie
byla zahéjena v ¢ase 0, tzn. 12. den od transplantace nadorovych bun¢k B16-F10, kdy viem
mysim byla zméfena velikost nadort. Terapeutickd latka byla podavana v tomto pokusu
v pulzech, tzn.ve dnech 0,1,2...8,9,10...16,17,18...24,25,26. M¢feni velikosti nadoru

probihalo kazdy druhy den. Po ukonceni terapie byl sledovén riist nddorti a doba pieziti mysi.
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4.9.7 Pouziti anti CD47 aptameru v nadorové terapii

V pokusu s anti CD47 aptamerem bylo pouzito 42 mySi C57BL/6N. Dvanacty den
po transplantaci melanomovych bun¢k byly mysi rozdéleny do sedmi skupin (A — K viz.
nize) po Sesti mySich podle rezimu aplikace 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) f-MLF-anti CD47 aptamer (f-MLF-KRFYVVMWKK-OH) (0,5 mM roztok v PBS)

C) Resiquimod HCL (0,5 mg/ml PBS)

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

E) Resiquimod HCL / f-MLF-anti CD47 aptamer (0,5 mg Resiquimodu/ml 0,5 mM f-MLF-
anti-anti CD47 aptameru v PBS)

F) Resiquimod HCL / anti CD47 aptamer / mannan-BAM (0,5 mg Resiquimodu/ml 0,5 mM
anti CD47 aptameru v 0,2 mM mannanu v PBS)

K) PBS (kontrola)

Léciva byla mySim aplikovana u vSech skupin celkem Sestkrat v mnozstvi 50 pl
na mysS. Terapie byla zahajena v ¢ase 0, tzn. 12. den od transplantace nadorovych bunék
B16-F10, kdy vSem mysim byla zméfena velikost nadorti. Léciva byla podavéana
ve dvou pulzech, tzn. ve dnech 0,1,2... 8,9,10. Kazdy druhy den byla méfena velikost nadort
(vzdy tésné pied aplikaci 1é¢iva). Ctrnacty po zméfeni velikosti nadorti byly mysi usmrceny

strzenim vazu, byly jim vyjmuty plice a spoCitany metastazy.

4.9.8 Studium otazky exprese fosfatidylserinu na povrchu nadorovych
bunék pomoci priitokové cytometrie

4.9.8.1 Mira exprese fosfatidylserinu na melanomovych burikach B16-F10
Z bunécné kultury v zavislosti na pH

V nasledujicim in vitro pokusu jsme se snazili zjistit miru exprese fosfatidylserinu

(PS) na povrchu B16-F10 nadorovych bunék z kultury. Pfedmétem studia byla zaroven

I zména exprese PS v zavislosti na pH kultiva¢niho média. Pouzito bylo médium o pH 7,5

(pH krve 7,35 — 7,45) a médium o pH 6,6 (pH nadorového prostiedi 6,6 — 6,8).
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Priprava bunék pro in vitro pokus

Namnozené nadorové buiniky byly vynddny z termostatu a zbaveny kultiva¢niho
media. Nasledné byly tfikrat promyty sterilnim pufrovanym fyziologickym roztokem (PBS).
Po promyti byla provedena trypsinizace adherovanych bunék, tzn. k adherovanym bunkam
byla pfidana trypsiniza¢ni smés (0,02 % trypsinu a 0,02 % EDTA v PBS), ktera je nutna
pro jejich uvolnéni. Proces trypsinizace probihal Vv termostatu pifi 37 °C po dobu dvou
minut. Trypsinizace byla zastavena pfidanim média RPMI 1640 s 10% FCS o pozadovaném
pH (pH 6,6 a pH 7.,5). Buiky byly s médiem kultivovany Sest hodin pii 37 °C. Po Sesti
hodinové¢ kultivaci néasledoval proces sklizeni bun¢k a jejich spocitani. Buiikky v mnozstvi
1x10° (jak od pH 6,6 tak i od pH 7,5) byly centrifugovany (10 min/4 °C,150g) a pfevedeny
do 1 ml 1x Binding Bufferu (5x Annexin V Binding Buffer s destilovanou vodou v poméru
1:5).

Analyza na pritokovém cytometru

Z obou pripravenych bunéénych suspenzi (suspenze o pH 6,6 a suspenze o pH 7,5)
bylo nésledné odpipetovano 200 pl do zkumavek urcenych pro pritokovou cytometrii
(pracovali jsme v tripletech + jedna kontrola). Ke kontrole byl piidan 1 ul Caspaze-3
inhibitoru a vSe se nechalo kultivovat 15 minut pii pokojové teploté. Po 15 minutach bylo
do kazdé zkumavky (v¢etné kontroly) ptidano 5 ul NucView 488 Caspase-3 a 5 ul CF640R
Annexin V a opét probihala kultivace, ale tentokrat ve tmé pii pokojové teploté po dobu
30 minut. Po kultivaci bylo do kazdé zkumavky pfidano 400 pl 1x Binding Bufferu
a nasledovalo méteni v pratokovém cytometru.

Po spravném nastaveni prutokového cytometru (viz Tab. 1) 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. I: Nastaveni prutokového 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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4.9.8.2 Porovnani exprese fosfatidylserinu na melanomovych buikach
B16-F10 z buné¢né kultury a z prostiedi nadoru

V tomto in vitro pokusu jsme se snazili porovnat miru exprese fosfatidylserinu
na povrchu nadorovych bunék z bunécné kultury (v tomto ptipad¢ kultivovanych Sest hodin
s médiem o pH 6,6 pii 37 °C viz pokus 4.9.8.1) a nadorovych bun¢k odebranych piimo

z prostiedi nadoru.

Odebirani a zpracovani nadori

Nador byl vypitvan a zbaven veskerych necistot oplachnutim v RPMI 1640 bez séra.
Poté byl nador rozstiithan na malé kousky a vlozen do 1 ml sterilniho RPMI 1640 bez séra
s Liberazou DL (0,33 g/ml) a DNazou I (0,2 mg/ml). VSe bylo inkubovéano po dobu jedné
hodiny pti 37 °C s mirnym tfepanim. Po hodinové inkubaci byly vzorky promyty
centrifugaci (10min/4 °C/160g) a vznikly pelet byl nafedén v PBS. Nasledné¢ byl
homogenizovan pres sterilni sitko s péry o velikosti 70 um. Homogenizovana suspenze byla
prevedena do 50 ml zkumavky a opét promyta centrifugaci ve vétSim objemu PBS
(10min/4 °C/160g). Obsah zkumavky byl slit a k peletu byl pfidan 1x Binding Buffer.

Analyza a zpracovani vzorkl probihala stejnym zpiisobem, jako v pfedeslém pokuse
(viz kapitola 4.9.8.1). Nastaveni pratokového cytometru bylo také stejné jako v predeslém
pokuse (viz. Tab. I.)

49



5 VYSLEDKY

5.1 Terapie melanomu pomoci f-MLFGsKg (K(STE)) (K(STE))-
NH, a pripadna synergie s LPS nebo flagelinem

Na Obr. 6 je znazornén vliv 1é¢by na redukci ristu melanomu. V tomto pokusu byla
pouzita k 1é¢bé melanomu terapeuticka latka f-MLFGsKg(K(STE))(K(STE))-NH, (skupina
A, fialova barva) a flagelin (skupina B, zelend barva) a zaroven se zkousela jejich vzajemna
synergie. Snazili jsme se, jak o otestovani pevné¢jsiho kotveni f-MLF motivu pomoci dvojité
kotvy, tak o nadhradu LPS flagelinem, ovSem zvysledku je zfejmé,
ze F-MLFGsKg(K(STE))(K(STE))-NHy, flagelin a ani jejich vzajemna synergie nemaji zadny
vliv na redukci nadort. Jediny vliv na redukci nadorové masy mél lipopolysacharid (skupina

C, modré barva).
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Obr. 6: Vliv 1é¢by na redukci nadord. A) 0,5 mM f-MLFGsKg(K(STE))(K(STE))-NH_,
B) flagelin (15 pg/ml PBS), C) LPS (0,5 mg/ml), D) 0,5 mM f-MLFGsKg(K(STE))(K(STE))-
NH; + flagelin (15 pg/ml PBS), E) 0,5 mM f-MLFGsKg(K(STE))(K(STE))-NH; + LPS
(0,5 mg/ml), K) PBS.
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Na Obr. 7 je uvedena intenzita metastazovani, vyjadfena jako pramérny pocet
metastaz/mys u jednotlivych skupin. Metastdzy byly nejvice potlaceny u skupiny mysi,
kterym bylo podavéano samotné LPS (skupina C), u skupiny které byla podavana kombinace
f-MLFGsKg(K(STE))(K(STE))-HN, s LPS (skupina E, Zluta barva) a u skupiny, které byla
podavana kombinace f-MLFGsKg(K(STE))(K(STE))-NH; s flagelinem (skupina D, rizova

barva).
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Obr.7: Primémy pocet metastaz/myS u jednotlivych skupin. A) 05 mM
f -MLFGsKg(K(STE))(K(STE))-NH,, B) flagelin (15 pg/ml PBS), C) LPS (0,5 mg/ml),
D) 0,5 mM f-MLFGsKg(K(STE))(K(STE))-NH, + flagelin (15 pg/ml PBS), E) 0,5 mM
f-MLFGsKgs(K(STE))(K(STE))-NH, + LPS (0,5 mg/ml), K) PBS.
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Na Obr. 8 je uvedena prevalence metastaz u mysi v jednotlivych skupinach. Z obrazku
vyplyva, Ze skupina mysi, kterym byl podavan samotny flagelin (skupina B, zelend barva),
dosahovala nejvyssich hodnot, jelikoz se metastazy vyskytovaly u vSech mysi. Pouziti
f-MLFGsKg(K(STE))(K(STE))-NH, v kombinaci s flagelinem (skupina D, rizova barva)
a f-MLFGsKg(K(STE))(K(STE))-NH, v kombinaci sLPS (skupina E, Zluta barva)
vykazovalo lepSich vysledkt nez f-MLFGsKg(K(STE))(K(STE))-NH; samotné (skupina A,

fialova barva). Ve skupiné mysi léCenych samotnym LPS (skupina C) se metastazy

nevyskytovaly viibec.
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Obr. 8: Prevalence metastaz u mysi v jednotlivych skupinach. A) 05 mM
f-MLFGsKs(K(STE))(K(STE))-NH,, B) flagelin (15 pg/ml PBS), C) LPS (0,5 mg/ml),
D) 0,5 mM f-MLFGsKg(K(STE))(K(STE))-NH, + flagelin (15 pg/ml PBS), E) 0,5 mM
f-MLFGsKg(K(STE))(K(STE))-NH; + LPS (0,5 mg/ml), K) PBS.
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5.2 Terapie melanomu pomoci beta-glukanu aplikovaného
peoralné a pripadna synergie s mannan-BAM

V nasledujicich ¢étyfech pokusech jsme zkouseli ucinky beta-glukanu aplikovaného
nékolika zplsoby a mimo jiné jsme zkouSeli 1 jeho synergii s mannan-BAM.
Obr. 9 znazoriiuje G¢inek beta-glukanu aplikovaného peroralné (skupina A, zelena barva),
jeho synergii s mannan-BAM (skupina B, Zlutd batva) a samotny G¢inek mannan-BAM
(skupina C, modra barva). Skupina K (Cervena barva) je kontrolni. Z grafu vyplyva,
ze nejvetsi vliv na redukci nadort vykazuje piedevs§im skupina B, kde je tato redukce 10., 12.
a 14. den statisticky vyznamna. Peroralné podavany samotny beta-glukan vykazuje

statisticky vyznamny uc¢inek az 14. den.
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Obr. 9: Vliv 1é¢by na velikost nadorti pomoci peroralné aplikovaného beta-glukanu
astudium jeho synergie s intratumoralné aplikovanym mannan-BAM. A) beta-glukan
podavany perordlné¢ na lacno (suspenze 3 mg v 50 ul vody). PBS — aplikovano 50 pl
intratumoralné, B) beta-glukan podavany peroralné€ na la¢no (suspenze 3 mg v 50 ul vody).
0,2 mM mannan-BAM v PBS, aplikovano 50 pl intratumoraln¢, C) mannan-BAM podavany
itratumoraln¢ (0,2 mM mannan-BAM v PBS), K) PBS (kontrola) aplikovano 50 pl

intratumoralné.

* P <0,05 vztazeno ke skupiné K (PBS).
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5.3 Terapie melanomu pomoci beta-glukanu aplikovaného
intraperitonealné a piripadna synergie s mannan-BAM
Na Obr. 10 je zaznamenana intraperitonealni aplikace beta-glukanu (skupina A, rizova
barva), jeho synergie s mannan-BAM (skupina B, svétle modra barva) a intratumoralni
aplikace mannan-BAM (skupina C, tmav¢é modra barva). Skupina K je kontrolni. Z grafu
je ziejmé, Ze nejvetsi ucinek vykazuje skupina B, tedy intraperitonealné podavany

beta-glukan v synergii s mannan-BAM.
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Obr. 10: Vliv 1é¢by na velikost nadorti pomoci intraperitonealné aplikovaného beta-glukanu
astudium jeho synergie s intratumoralné aplikovanym mannan-BAM. A) beta-glukan
podavany intraperitonealné (suspenze 0,5 mg v 50 ul PBS). PBS - aplikovano 50 pl
intratumoralné, B) beta-glukan podavany intraperitonealné (suspenze 0,5 mg v 50 ul PBS).
0,2 mM mannan-BAM v PBS, aplikovano 50 pl intratumoralné, C) 0,2 mM mannan-BAM

v PBS, aplikovano 50 ul intratumoralng, K) PBS (kontrola) aplikovano 50 pl intratumoralné.

* P <0,05 vztazeno ke skupiné K (PBS), ° P < 0,05 vztazeno ke skupiné A (beta-glukan i.p.)
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5.4 Terapie melanomu pomoci beta-glukanu aplikovaného
subkutanné a pripadna synergie s mannan-BAM

Obr. 11 vyjadiuje vysledky experimentu se subkutanné podavanym beta-glukanem
(skupina A, zelena barva), jeho synergii s mannan-BAM (skupina B, fialova barva)
a vysledek intratumoralni aplikace mannan-BAM (skupina C, modra barva). Skupina K je
kontrolni. Zde vidime, Ze nejvétsi redukei nadorové masy vykazuje terapeutickd kombinace
podavana skupiné¢ B, kde tato redukce byla opakované statisticky vyrazné signifikantni.
Skupina C lécend intratumoralné¢ podavanym mannan-BAM vykazovala redukci nadorového

rustu pouze 10. a 12. den terapie.
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Obr. 11: Vliv 1é¢by na velikost nadord pomoci subkutanné aplikovaného beta-glukanu
astudium jeho synergie s intratumoralné aplikovanym mannan-BAM. A) beta-glukan
podavany subkutanné (suspenze 0,5 mg v 50 pl PBS). PBS - aplikovano50 pl intratumoralné,
B) beta-glukan podavany subkutanné (suspenze 0,5 mg v 50 pl PBS). 0,2 mM mannan-BAM
v PBS, aplikovéano 50 pl intratumoraln¢, C) 0,2 mM mannan-BAM v PBS. aplikovano 50 pl

intratumoralné, K) PBS (kontrola) aplikovano 50 ul intratumoraln¢ .

* P <0,05, ** P <0,01 vztazeno ke skupiné K (PBS)
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5.5 Terapie melanomu pomoci beta-glukanu aplikovaného
intratumoralné a pripadna synergie s mannan-BAM

Obr. 12 ukazuje vysledky protinadorového pisobeni intratumoralné podavaného
beta-glukanu (skupina A, zelena barva), jeho synergii s mannan-BAM (skupina B, Sediva
barva) a intratumoralni aplikace mannan-BAM (skupina C, modra barva). Skupina K je
kontrolni. Z grafu je zfejmé, ze ve skupiné B a C doslo k urcité redukci ristu nadoru, ale ani

jedna skupina nevykazovala statistickou vyznamnost.
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Obr. 12: Vliv 1é¢by na velikost nadorti pomoci intratumoralné aplikovaného beta-glukanu
astudium jeho synergie s intratumoralné aplikovanym mannan-BAM. A) beta-glukan
podavany intratumoralné (suspenze 0,5 mg v 50 pl PBS), B) beta-glukan/mannan-BAM
podavané intratumoralné (suspenze 0,5 mg v 50 ul 0,2 mM manan-BAM v PBS), C) 0,2 mM
mannan-BAM v PBS, aplikovano 50 ul intratumoralné, K) PBS (kontrola) aplikovano 50 ul

intratumoralné.
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5.6 Terapie melanomu prostiednictvim f-MLFKKK14AK
a pripadna synergie s LPS

Graf na Obr. 13 vyjadfuje vliv intratumoralni aplikace uvedenych latek na redukci

nadorového rastu. Hlavni terapeutickou latkou byl f-MLFKKKI14AK (skupina A, modra

barva) a byla studovana jeho synergie s LPS (skupina C, ruZova barva). Zkouseli jsme

I samotné LPS (skupina E, fialova barva). Mimo jiné jsme zkouseli i ptisobeni samotného

vazebného motivu na nadorové buiky (14AK sekvence s inertnim glycinem) a to jak

samotného, tak v synergii s LPS (skupina B, zelend barva, skupina D, zluta barva). Skupina

K byla opét kontrolni.
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Obr. 13: Vliv 1é¢by na redukci nadori. Nadorova terapie prostiednictvim intratumoralné
aplikovaného f-MLFKKKI14AK, LPS a kombinace obou latek. A) 05 mM
f-MLFKKK14AK v PBS, B) 0,5 mM H-GKKK14AK v PBS, C) 0,5 mM f-MLFKKK14AK
+ LPS (0,5 mg/ml) v PBS, D) 0,5 mM H-GKKK14AK + LPS (0,5 mg/ml) v PBS, E) LPS
(0,5 mg/ml PBS), K) PBS i.t.
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U tohoto experimentu byla sledovana délka pieziti. Zadny z uvedenych terapeutickych

ptistupt nevedl k jeho prodlouzeni.
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Obr. 14: Vliv terapeutickych lateky aplikovanych intratumoralné na délku pieziti mysi.
A) 0,5 mM f-MLFKKK14AK v PBS, B) 0,5 mM H-GKKK14AK vPBS, C) 0,5 mM
-MLFKKK14AK + LPS (0,5 mg/ml) v PBS, D) 0,5 mM H-GKKK14AK + LPS (0,5 mg/ml)
v PBS, E) LPS (0,5 mg/ml PBS), K) PBS.
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5.7 Pouziti anti CD47 aptameru v nadorové terapii

Obr. 15 ukazuje vysledky experimentu s Resiquimodem (skupina C, zluta barva) a anti
CDA47 aptamerem (skupina A, modré barva), jejich vzajemnou synergii (skupina D, fialova
barva). Mimo jiné jsme zkouseli kombinaci R-848 s f-MLF (skupina B, zelena barva),
kombinaci R-848 s f-MLF-anti CD47 aptamerem (skupina E, svétle zelend barva)
a kombinaci R-848 santi CD47 aptamerem a mannan-BAM (skupina F, rGzova barva).
Skupina K byla kontrolni. Z grafu je ziejmé, ze blokace anti CD47 aptamerem nefungovala
a veskeré terapeutické vysledky jsou dany samotnym R-848 a jeho kombinaci

S mannan-BAM.
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Obr. 15: Nadorova terapie s pouzitim anti CD47 aptameru. A) 0,5 mM anti CD47 aptamer
v PBS, B) 0,5 mM f-MLF-anti CD47 aptamer v PBS, C) Resiquimod HCL, D) Resiquimod
HCL / anti CD47 aptamer, E) Resiquimod HCL / f-MLF-anti CD47 aptamer, F) Resiquimod
HCL / anti CD47 aptamer / mannan-BAM, K) PBS (kontrola).

*P <0,05, ** P <0,01 vztazeno ke skupin¢ K (PBS).
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Na Obr. 16 je uvedena intenzita metastazovani, vyjadiena jako primérny pocet
metastaz/mys u jednotlivych skupin. Metastdzy byly nejvice potlaceny u skupiny mysi,
kterym byl podavan f-MLF-anti CD47 aptamer (skupina B), u skupiny, které byla podavana
kombinace Resiquimod HCL s f-MLF-anti CD47 aptamerem (skupina E) a u skupiny, které
byla podavana kombinace Resiquimod HCL santi CD47 aptamerem a mannan-BAM

(skupina F).

Primérny pocet metastaz/mys
P
ol
1

Skupina

Obr. 16: Primérny pocet metastaz/mys$ u jednotlivych skupin. A) 0,5 mM anti CD47
aptamer v PBS, B) 0,5 mM f-MLF-anti CD47 aptamer v PBS, C) Resiquimod HCL,
D) Resiquimod HCL / anti CD47 aptamer, E) Resiquimod HCL / f-MLF-anti CD47 aptamer,
F) Resiquimod HCL / anti CD47 aptamer / mannan-BAM, K) PBS (kontrola).

60



Na Obr. 17 je uvedena prevalence metastaz u mysi v jednotlivych skupinach. Z obrazku
vyplyva, ze skupiny mysi, kterym byl podadvan bud’ samotny anti CD 47 aptamer (skupina A,
modra barva) nebo samotny Resiquimod HCL (skupina C, zlutd barva) dosahovaly
nejvysSich hodnot, jelikoz se metastazy vyskytovaly ve vice jak 60%. Pouziti Resiquimod
HCL v kombinaci santi CD 47 (skupina D, fialova barva) vykazovalo lepsi vysledky
nez ucinek téchto terapeutickych latek samotnych. Ve skupiné mysi lécenych f-MLF-anti
CDA47 aptamerem (skupina B), nebo ve skupiné mysi 1é¢enych kombinaci Resiquimod HCL
s f-MLF-anti CD47 aptamerem (skupina E) ¢i kombinaci Resiquimod HCL s anti CD47

aptamerem a mannan-BAM (skupina F) se metastazy nevyskytovaly viibec.
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Obr. 17: Prevalence metastaz u mysi v jednotlivych skupinach. A) 0,5 mM anti CD47
aptamer v PBS, B) 0,5 mM f-MLF-anti CD47 aptamer v PBS, C) Resiquimod HCL,
D) Resiquimod HCL / anti CD47 aptamer, E) Resiquimod HCL / f-MLF-anti CD47 aptamer,
F) Resiquimod HCL / anti CD47 aptamer / mannan-BAM, K) PBS (kontrola).
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5.8 Studium otazky exprese fosfatidylserinu na povrchu
nadorovych bunék pomoci priutokové cytometrie

5.8.1 Mira exprese fosfatidylserinu na melanomovych bunkach B16-F10
Z bunécné kultury v zavislosti na pH
Vystupem z priitokového cytometru byla dvoubarevna FACS analyza. Pouzity kit
(Dual Apoptosis Assay with Nucview 488 Caspase-3 Substrate and CF640R Annexin V)
nam umoznil od sebe oddélit bunky neexprimujici ani PS ani kaspazu-3
(annexin V-/kaspaza-3-), buniky exprimujici pouze PS (annexin V+), buiiky exprimujici jak
PS, tak i kaspazu-3 (annexin V+/kaspaza-3+) a buinky exprimujici pouze kaspazu-3
(kaspaza-3+). NaObr. 18 je uveden jako piiklad vystup zanalyzy exprese PS na
melanomovych buiikach B16-F10 z bunééné kultury, kde bylo udrzovano pH 7,5.

", annexin+ kaspaza+

FITC-A

annexin+t
10° 10” 10 10°
APC-A
Tube: pH TS

Fopulation #Events %Parent %Total
._ all events 20,000 #HEE 1000
. cells B16-F10 16,911 246 846
“ O singlety 16,200 95.8 a81.0
[ kaspaza+ 1,196 7.3 59
[] annexin+ kaspaza+ 208 1.8 1.4

[l annexin- kaspaza- 14,675 906 734
I annexin+ 53 0.3 0.3

Obr. 18: Obrazek FACS analyzy exprese fosfatidylserinu na nadorovych bunkach B16-F10

se soucasnou detekci kaspazy.
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Na Obr. 19. jsou zobrazeny grafy vyjadifujici miru exprese PS (annexin V+)
a kaspazy-3 na melanomovych buinikdch B16-F10 z bunécné kultury v zavislosti na pH
(pH 6,6 a pH 7,5). Modfe jsou znaceny hodnoty pii pH 6,6 a zlut¢ hodnoty pii pH 7,5.
Z grafu vyplyva, zezména pH nema zadny vliv na miru exprese fosfatidylserinu
na melanomovych bunkdch B16-F10. Prfesné hodnoty poctu bunék i1 procentualniho

zastoupeni jsou uvedeny v Tab. Il.
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Obr. 19: Studium otazky exprese fosfatidylserinu na povrchu nadorovych bunék kultivovanych

Vv rozdilném pH (pH 6,6 modra barva, pH 7,5 Zluta barva) uvadéno v procentech.

* P <0,05 vztazeno k pH 7,5
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Tab. IlI: : Studium otazky exprese fosfatidylserinu na povrchu nadorovych bunék kultivovanych
vrozdilném pH - absolutni poéty + procentudlni vyjadieni (mnozstvi exprimovanych bunék

prevedeno na spolecny zaklad 15 000 singletd).

pH 6,6 (%) pH 7,5 (%)

pocet bun¢k na pocet bunck na

15 000 singlett 15 000 singleti

(pramér ze 3 (pramér ze 3

vzorkit) vzorkit)
annexin V+ 47 0,31 48 0,32
annexin V+/kaspaza-3+ 420 2,8 246 1,65
annexin V-/kaspaza-3- 14409 96,06 13956 93,03
kaspaza-3+ 124 0,83 750 5
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5.8.2 Porovnani exprese fosfatidylserinu na melanomovych buikach
B16-F10 odebranych z bunéc¢né kultury a z prostiedi nadoru

Obr. 20 srovnava vysledky exprese fosfatidylserinu na nadorovych builkach

odebranych z buné¢né kultury a bunikach odebranych z nadoru. Z obrazku vyplyva, ze exprese

fosfatidylserinu je nékolikanasobné vyssi u bun¢k odebranych z naddoru (annexin V+, hnéda

barva), nez-li u bun¢k z bunééné kultury (annexin V+, modra barva). Pocet bunék, které

exprimovaly kaspazu-3+ byl u bunék z nadoru také vyrazné zvySen oproti bunikam z bunécné

kultury. Pfesné hodnoty poctu bunék i procentudlniho zastoupeni jsou uvedeny v Tab. I11.

kaspaza-3+ annexin V+/'kaspaza-3+
18 18
16 16
14 14 4
124 _ 124
g 101 W in vitro Z 104 W in vitro
i 7 o
£ g W in vivo S g4 m in vivo
- =
= gl = 5
*
4 4
*
2 A 2
0+ 04
annexin V-/kaspaza-3- annexin V+
120 25
100 A 20
80 4
s S8
z 1 M in vitro
Z 604 EA
= M in vivo = B in Vivo
z Z 10
40
5 *
20 4
*
0 0

Obr. 20: Porovnani exprese fosfatidylserinu na melanomovych buikach B16-F10
odebranych z bunééné kultury a z prostfedi nadoru. In vitro (modra barva), in vivo (hnéda

barva).

* P <0,05 vztazeno k in vivu, ** P < 0,01 vztazeno k in vivu, A A A P < vztazeno k in vitru.
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Tab IlI:

Porovnani exprese fosfatidylserinu na melanomovych bunkach B16-F10

odebranych z bunécné kultury a z prostiedi nadoru - absolutni poéty + procentualni vyjadieni

(mnozstvi exprimovanych bunék prevedeno na spolecny zaklad 15 000 singletd).

in vitro (%) in vivo (%)

pocet bunek na 15 000 pocet bunék na 15 000

singlett singletti

(pramér ze 3 vzork) (primér ze 3 vzorkl)
annexin V+ 47 0,31 2876 19
annexin V+/kaspaza-3+ 420 2,8 2015 13
annexin V-/kaspaza-3- 14409 96,06 7953 53
kaspaza-3+ 124 0,83 2156 15
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6 DISKUZE

Imunoterapie je na rozdil od chemoterapie ¢i radioterapie Setrnéjsi 1é¢ebna metoda,
ktera je zalozend na aktivaci imunitnich systémua télu vlastnich. Vyuziva imunitnich
mechanismu, které cilené¢ smétuji 1é¢ivo do nddorovych bunck a tim nejsou zdravé bunky
poskozovany. Vzhledem k témto vlastnostem se muizeme domnivat, Ze imunoterapie
predstavuje budoucnost v 1é¢bé nadorovych onemocnéni. V této diplomové praci jsme
se zabyvali snahou o redukci nadorového rlstu prostiednictvim mechanismii vrozené
imunity, slouzicich k rozpoznani a likvidaci infekénich agens. Nasi snahou bylo zacilit
fagocytarni imunitni atak instalaci ligandt fagocytarnich receptord (f-MLF, manan)
na nadorové bunky (nespecificky i specificky — na PS) a podpofit tento atak stimulaci
nadorové infiltrace (LPS, flagelin, R-848), podporou ucinnosti vrozené imunity (beta-glukan)
a potlacenim fagocytarni inhibice (anti-CD47). Tato prace navazuje na 31 predeslych
diplomovych praci, které se rovnéz zabyvaly nadorovou imunoterapii zaloZzenou na vyuziti

mechanismi vrozené imunity a fesi otazky, které v téchto pracech zlstaly nezodpovézeny.

V prvnim pokuse jsme vychazeli z vysledktl pfedchozich tiech projekti provadénych
Cunatovou (Cunatova 2012), Véacovou (Vacova 2013) a Caisovou (Caisova 2013)
a shrnutych do publikace (Janotova a kol. 2014). VSechny uvedené prace se shoduji v tom,
Ze pouze véazané motivy f-MLF na nddorové buiky vyvolavaji imunitni odpovéd’, vedouci
k likvidaci nadorovych bunék. K dosazeni mohutného ucinku bylo nicméné vzdy potieba
pridat volny LPS. Toto tvrzeni se shoduje se zavéry Underhilla a Gantnera (2004) o synergii
ligandt a vhodnosti jejich forem. V nasem projektu byl f-MLF (ligand fagocytarnich FPR
receptorll) kotven jinym zplisobem, nez ve vySe uvedenych pracich. Byla pouZita sloucenina
f-MLFG5K8 (K(STE))(K(STE))-NH,.  Vlastni ligand (f-MLF) je tedy kotven
do cytoplasmatické membrany bunék pomoci dvou fetézcl kyseliny stearové. Dosud jsme
pouzivali bud’ kotveni pomoci jednoho fetézce kyseliny olejové, ktera obsahuje BAM, tedy
slouc¢enina umoznujici kotveni latek k membrandm, nebo dvou fetézcli kyseliny olejové
(kotva DOPE), ptipadné pomoci jednoho fetézce kyseliny stearové (Janotova a kol. 2014).
Domnivali jsme se, ze kotveni pomoci alifatickych fetézcii dvou stearovych kyselin bude
pevné (obecné je kotveni pomoci dvou fetézcli povazovdno za stabilnéj$i, nez jednim
feté¢zcem). Vysledkem bylo, Ze takto kotveny f-MLF nefungoval vlibec. Vysvétlenim muze

byt, Ze molekuly pouzité latky nabyly nevhodné prostorové konfigurace, znemoziujici bud’
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ptistup FPR receptord, nebo kotveni do membrany. Je rovnéz mozné, Ze doslo k dimerizaci
téchto molekul interakci alifatickych fetézcl. Tato otazka vSak zlstava oteviena.

V tomto pokusu jsme se snazili i o ptipadnou synergii f-MLFG5K8 (K(STE))(K(STE))-
NH, s flagelinem nebo LPS. Ukézalo se, ze flagelin na rozdil od LPS nevykazoval zadné
protinadorové efekty, stejné¢ jako jeho kombinace s f-MLF slou¢eninou. Kombinace f-MLF
motivu s LPS také nefungovala. Domnivame se, Ze peptid f-MLFG5K8 (K(STE))(K(STE))-
NH; vyblokoval terapeuticky efekt LPS. Lipopolysacharidy obecné maji Sest fetézci
mastnych kyselin a ty jsou zodpovédné za jejich prozanétlivou aktivitu. Myslime si,
ze aktivni ¢ast LPS (Sest fetézct mastnych kyselin) mohla interagovat s alifatickymi fetézci
kyseliny stearové a tato interakce mohla zptsobit nefunkénost kombinace f-MLF slou¢eniny
s LPS.

Ve druhém pokusu jsme se snazili o srovnani aplikaci beta-glukanu, ktery jsme
aplikovali ~ ¢tyfmi  rliznymi zplUsoby - perordlng, itraperitonedlné, subkutanné
a intratumoralné. Po vypocteni primérné redukce nadorového ristu jsme zjistili, Zze nejlépe
fungoval peroralné aplikovany beta-glukan (47,25 %), nasledné subkutanné aplikovany
beta-glukan (34,09 %), intratumoralné aplikovany beta-glukan (24,78 %) a nejméné
intraperitonealné aplikovany beta-glukan (9,69 %). Beta-glukany fadime mezi vyrazné
PAMPs, které jsou rozpoznavany specifickymi PRRs pfitomnymi na neutrofilech,
makrofazich a NK bunkach. Beta-glukan je rozpoznavan nejen receptory TLR2 a Dectin-1,
ale jako nejdulzit&jsi se jevi aktivace komplementového receptoru 3 (CR3) (Vétvicka 2014).
Xia a kol. (1999) ve své praci zjistili, Ze systém aktivace CR3 je stejny jak u mysi tak i u lidi.
Receptor rozpoznava beta-glukany pouze v rozpustné podobé (Stier a kol. 2014)
a k jeho aktivaci, dochazi v ptipad¢, Ze se na receptor navaze slozka komplementu iC3b
(Avni a kol. 1998). Mechanismus aktivace CR3 vysvétlil ve své praci Ross a kol. (1999),
mikrobialnich patogenti prostiednictvim sérového proteinu C3. Vazbou proteinu C3 jsou
do mista vyskytu patogena pfilakany fagocytujici bunky. Patogeny, které aktivuji
komplement, maji v prvni fazi na svém povrchu navazany malé fragmenty C3, tzv. C3b
fragmenty, které jsou rychle proteolyzovany sérovym faktorem I na iC3b fragmenty. Vazbou
iIC3b na CR3 jsou aktivovany fagocytujici buiky a NK bunky k fagocytdoze nebo
k cytotoxické degradaci (Ross a kol. 1999). Tento systém degradace funguje nejen
U patogenti, ale i u nadorovych bunék. ZnaSich vysledk je ziejmé, Ze nejvetsi vliv

na redukci nadorového rustu vykazoval peroralné a subkutanné aplikovany beta-glukan.
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Mechanismus pusobeni beta-glukani je ten, Ze beta-glukan je nejprve St€pen makrofagy
na rozpustné nizkomolekularni fragmenty. Ty se vazi na lektinovou doménu CR3. Jediné
takto aktivovany receptor je schopen vyvolat fagocytdzu a likvidaci iC3b opsonizovanych
bunék (Vétvicka a kol. 1999).

V tomto pokusu jsme navic zkouSeli, jaky je ucéinek beta-glukanu v kombinaci
s mannan-BAM. Opét jsme zkouseli Ctyfi zpusoby aplikace a po vypocteni primérné redukce
nadorového ristu jsme zjistili, Ze nejlépe fungoval intraperitonealné aplikovany beta-glukan
v kombinaci s 0,2 mM mannan-BAM (70,94 %), nasledné peoralné aplikovany beta-glukan
v kombinaci s 0,2 mM mannan-BAM (60,56 %), intratumoraln¢ aplikovany beta-glukan
v kombinaci s 0,2 mM mannan-BAM (56,8 %) a nejméné subkutanné aplikovany
beta-glukan v kombinaci s 0,2 mM mannan-BAM (52,55 %). Z vysledki vyplyva, Zze obé
dvé terapeutické latky funguji, ale jejich kombinace nepusobi V synergii. Dohromady davaji
pouze aditivitu. Tyto vysledky pted nas postavily dvé dilezité otazky — Pro¢ funguje dobie
samotny beta-glukan? Pro¢ funguje dobfe samotny mannan-BAM? Na otazku, proc¢
beta-glukan ptsobi sam, nam odpovédéla prace Yana a kol. (1999). Z jeho pokusu vyplyva,
ze normalni mysi sérum obsahuje nizké hladiny protilatek reaktivnich se syngenni nebo
alogenni nadorovou linii. Tyto protilatky aktivuji komplement klasickou cestou, coz vede
k opsonizaci povrchu nadorovych bunék iC3b fragmenty. Z jeho experimentt vyplyva,
ze podavani rozpustného beta-glukanu s vysokou afinitou k CR3 vykazovalo u mysi 57- 90%
redukci nadorového ristu (Yan a kol. 1999). Nami podavany beta-glukan po rozstépeni
aktivoval CR3 neutrofilli, makrofagh i NK bunék. Tyto buniky pak prostfednictvim
aktivovaného CR3 byly schopny atakovat iC3b opsonizované nadorové buriky.

Na otazku pro¢ vubec funguje samotny mannan-BAM odpovédéla prace Janotové a kol.
(2014). Manodza funguje jako agonista fagocytarnich receptor. Terminalni mandza mananu
je rozpoznana nejen prostiednictvim mandzového receptoru vyskytujiciho se prevazné
na makrofazich, ale predevS$im dochazi kvazbé manan binding lektinu (MBL)
atim k aktivaci komplementu lektinovou cestou (Janotova a kol. 2014). Vysledkem
je opsonizace na urovni iC3b. Beta-glukan je vzdy alespon z malé Casti pfitomen v potrave
a tak se pfirozenou cestou dostava do téla. Jeho fragmenty (po plisobeni makrofagl) aktivuji
CR3 bunky vrozené imunity a ty pak napadaji iC3b opsonizované nadorové buiiky.

Je tedy ziejmé, Ze beta-glukan i manan-BAM jsou schopny fungovat samostatné
a zesilit uc¢inek, kterym buniky vrozené imunity atakuji nadorové buiiky. Jejich kombinaci
se ndm podafilo dosahnout aditivniho efektu a to jest¢ ne ve vSech piipadech. Na rozdil

od velmi uc¢inné synergie kombinace TLR stimulace (LPS) saplikaci manan-BAM

69



(Janotova a kol. 2014) zde spolecné plisobeni nebylo tak u¢inné. Divod spatfujeme v tom,
Ze pusobenim beta-glukanu doslo jen k zlepSeni vazebnych schopnosti bun¢k na zakladé
zvyseni aktivity CR3 a Ze nebylo nic ucinéno pro navozeni mohutné nadorové infiltrace,

ke které pusobenim LPS dochazi.

V ramci tiettho pokusu jsme se snazili specificky kotvit fagocytarni motiv
f-MLFKKK14AK na nadorové bunky a zkoumat jeho vliv na redukci nadord. Jako
specifickou kotvu jsme pouzili vazebnou sekvenci FNFRLKAGAKIRFG s velkou afinitou
k fosfatidylserinu. Z nasSich vysledkt vyplyva, Ze intratumoralni aplikaci f-MLFKKK14AK
nebyla dosazena statisticky vyznamna redukce nadort. Déle jsme zjistili, Ze ani kombinace
f-MLFKKK14AK sLPS nevykazuje zadnou statisticky vyznamnou redukci nadord.
Nasi snahou bylo navazat na projekty, které délali Paces (2013) a Folkmanova (2014), pouze
jsme zaménili spacer. Paces a Folkmanovd ve svych projektech pouzivali peptid
f-MLF-Gs-14AK, ktery sam o sob¢é vykazoval redukci nadorti, a v kombinaci s LPS byla tato
redukce statisticky vyznamna. Pravdépodobnym vysvétlenim pro¢ peptid -MLFKKK14AK
nefungoval, je spacer KKK (lysin), ktery jsme v naSem pokusu pouzivali. Timto spacerem
byl nahrazen spacer (Gs), ktery ve svych projektech pouzival jak Paces, tak i Folkmanova.
Ukazalo se, Ze i samotny spacer, ktery spojuje fagocytarni motiv (f-MLF) s vazebnym
motivem (14 aminokyselinova sekvence), mize mit vliv na vyslednou pouzitelnost
terapeutika. Zda pozménéna konformace se projevila znesnadnénim vazby FPR receptort,

¢1 vazby na fosfatidylserin zlstava oteviené pro dalsi vyzkum.

V poslednim in vivo pokusu jsme se snazili pouzit anti CD47 aptamer v nadorové
terapii. Navic jsme zkouseli jeho kombinaci s R-848, f-MLF a mannan-BAM. Z vysledki
je ztejmé, ze blokace anti CD47 aptamerem nefungovala a veskeré terapeutické vysledky
byly dany samotnym R-848 a jeho kombinaci s mannan-BAM. Tyto vysledky odpovidaji
vysledkim ostatnich studenti (Zenka, ustni sdé&leni). Navic byla zkou$ena terapie
prostfednictvim protilatky anti CD47, jejiz Gc¢inek také nefungoval (Uher, ustni sdéleni).
Nase snaha o blokaci molekuly CD47, ktera funguje u nadorovych bungk jako ,,don’t eat me*
signal, a kterd tak chrani nddorové bunky pred utokem fagocytl, nefungovala. Vysledky
pokusu jsou vrozporu s vysledky Chaa a kol. (2012). Chao a kol. tvrdi, ze makrofagy
a ostatni fagocytujici bunky hraji kliCovou roli Vv regulaci nadorového ristu. Ve své praci
vysvétlili, ze fagocytéza nadorovych bunék muze byt vyvolana prostfednictvim blokace

drahy CD47-SIRPa pomoci anti CD47 protilatek. Vysledkem experimenti bylo zjiSténi,
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ze CDA47 protilatky dokazi odstranit nadorové buiiky prostfednictvim nékolika mechanismii:
(1) CDA47 protilatky umoznuji fagocytdozu nadorovych bunék tim, ze se navazi na molekuly
CD47 na nadorovych buikach. Touto blokaci je zamezena ligace SIRPa exprimovaného
fagocyty. (2) CD47 protilatky jsou schopné eliminovat nadorové bunky prostiednictvim
Fc-dependentnich mechanismu, které zahrnuji ADCC (na protilatkach zavisla bunééna
cytotoxicita) a CDC (na komplementu zavisld cytotoxicita). (3) CD47 protilatky mohou
eliminovat nadorové bunky prostfednictvim piimé indukce apoptdzy. Toto zjisténi potvrdily
jak in vivo, tak in vitro pokusy. (4) CD47 protilatky aktivuji nejen makrofagy, ale i endritické
bunky, které nésledné prezentuji nddorové antigeny T lymfocytim a tim je aktivovana
specifickd imunitni odpovéd (Chao akol. 2012). V naSich experimentech jsme jako
laboratorni zvifata pouzivali mySi CS57BL/6N, kdezto Chao a kol. pracovali
s imunodeficientnimi kmeny mysi. Je vSak obtiZné si pfedstavit, jak tento fakt mohl vysledky
pokusu ovlivnit. Moznym vysvétlenim je, Ze ndmi pouzivany aptamer ma ve srovnani
s protilatkami jen polovi¢ni u¢innost (Chao a kol. 2012). Rovnéz protilatka byla aplikovana
jen tiikrat (Uher, Gstni sdé€leni). Jako nejpravdépodobnéjsi vysvétleni slabého plisobeni vSak
uvazujeme fakt, Ze pracujeme s vysoce agresivnim a velmi rychle rostoucim melanomem

B16-F10, kde blokace CD47 ziejmé& nepiinasi dostatecny efekt.

V nasledujicich in vitro pokusech jsme se snazili prostiednictvim pritokové
cytometrie zjistit mnozstvi exprese fosfatidylserinu na povrchu nadorovych bungk.
Hlavnimi divody, pro¢ jsme se zamétili na PS, jsou: 1) Vyskyt PS u nadorové bunky
na vngjsi strané plasmatické membrany pfimo vybizi k navazani léciva. 2) Absence PS
na vnéjsi strané plasmatické membrany u zdravych bunék, jeho zvySend exprese souvisi
predev§im s apoptozou, coz =z hlediska terapeutického neptinasi zadné problémy.
3) PSsena vngjsi strané¢ plasmatické membrany vyskytuje ve vysokém mnozstvi
(az 3x10° PS/buitku)  (Ran a  Thorpe  2002).  Zexperimentd  provadénych
Riedlem a kol. (2011) vyplyva, ze PS muize slouzit jako jednotny marker nadorovych bunék
a metastaz.

Detekci PS nam umoziiuje Annexin V, ktery je hojné pouzivan pro oznaeni bunck
vstupujicich do apoptozy (Cen a kol. 2008). PS se totiz béhem apoptdzy objevuje na vnéjsi
stran¢ plasmatické membrany a signalizuje tak fagocytujicim buitkam, ze bunka umiré
ama byt fagocytovana (Kay a Grisntein 2011). Samotny mechanismu apoptozy je velmi
slozity a sofistikovany proces. Z vysledkd experimentu Igney a Krammera (2002) plyne,

ze existuji dvé hlavni drdhy aktivace apoptické kaskddy — vné&j$i draha a vnitini draha
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aktivace. A je zfejmé, ze ob¢ tyto drahy jsou navzajem propojené. Poté co je aktivovana
vnitini a vnéjsi draha apoptozy, dochézi k aktivaci kaspaz, které maji hlavni roli v apoptické
kaskad¢. Kaspazy patii do rodiny proteaz, které maji cystein v aktivnim misté a které Stépi
peptidovou vazbu specificky za aspartatem. Kaspazy maji hned nékolik funkci — aktivuji
cytoplazmatické endonukleézy, které degraduji jaderny material, a proteazy, které rozkladaji
jaderné a cytoskeletarni proteiny. Kaspaza-3, kaspaza-6 a kaspdza-7 S§té€pi rizné substraty
véetné cytokeratinli, PARP, plazmatické membrany cytoskeletu, jaderného proteinu NuMA
a jiné, coz V kone¢ném diisledku zpiisobuje morfologické a biochemické zmény pozorované
ze vSech kaspaz. Jeji aktivaci zajistuji jiné druhy kaspaz (kaspaza-8, kaspaza-9 nebo
kaspaza-10) (Sakahira a kol. 1998). Z vyzkumu provadéného Mandalem a kol. (2005)
je ziejmé, ze kaspaza-3 a kaspaza-8 jsou zahrnuty v regulaci externalizace PS na normalnich
zdravych bunkéich. Mechanismu externalizace PS na nadorovych buiikdch neni doposud
zcela pochopen (Mandal a kol. 2005).

Pouzivany kit obsahoval dva zakladni markery apoptézy (Nucview 488 Caspase-3
Substrate a CF640R Annexin V). Oba dva markery nam pomohly profilovat apoptické
buiiky a studovat vztah mezi dvéma dilezitymi d&ji pifi apoptéze — aktivaci kaspazy-3+
atranslokaci PS. Nejsme si v8ak jisti, zda populaci nadorovych bunék s aktivovanou
kaspazou a translokovanym PS lze oznalit za bunky apoptotické, kdyz k zdkladnim
vlastnostem nadorovych bunék patii mutace v apoptotické kaskaddé a tim i neschopnost
prechodu do apoptozy (Hanahan a Weinberg 2011). Obecné plati, ze apoptické buiky
externalizuji PS na povrchu plazmatické membrany, ktery je nasledné rozpoznan makrofagy
nebo dendritickymi bufikami. Nicméné nadorové burky, prestoze exprimuji na svém
povrchu PS ve vysoké mife, pouzivaji takové mechanismy, kterymi obchazi apoptdzu a jsou
ptred fagocytujicimi buiikkami maskovéany (Riedl a kol. 2011).

In vitro pokus nesouci nazev "Mira exprese fosfatidylserinu na melanomovych bunkach
B16-F10 z bunécéné kultury v zavislosti na pH” byl provadén na zakladé vysledki
Rana a Thorpeho (2002), ktefi se ve svém projektu snazili zjistit, zda externalizace PS mize
byt indukovdna na zdravych endotelidlnich bunkach v tkanové kultufe podminkami
pfitomnymi v mikroprostiedi nadoru. Z jejich vysledi vyplyva, ze podminkami, ktera
charakterizuji  mikroprostfedi nadoru, byli schopni vyvolat externalizaci PS
na endotelidlnich bunkéach (Ran a Thorpe 2002). U nadorovych buné¢k je situace odlisna.
To nam ukazuji vysledky na Obr. 19, ze kterych je zfejmé, ze zména pH nema zadny vliv

na miru exprese fosfatidylserinu na melanomovych bunkach B16-F10. Navic si miiZeme
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vSimnout, Ze mira exprese fosfatidylserinu na nadorovych bunkach byla téméf minimalni
(0,31% u pH 6,6 a0,32% u pH 7,5). Stejnych vysledki dosahovaly pokusy Jalovecké
(Zenka, tGstni sdéleni) a Sawady a kol. (2004).

Z druhého in vitro pokusu vyplyva, Ze exprese fosfatidylserinu je nékolikanasobné
vy$si u bunék odebranych z nddoru, nez-li u bunc¢k z bunééné kultury. Domnivame se,
ze navyssi expresi PS mulze mit vliv imunitni systém, nebo se zde uplatituje vliv
mikroprostiedi nadoru. Mikroprostfedi v nadorech se fyziologicky li$i od normalnich tkani.
Je charakterizovano nizkym (hypoxie) az nedostateCnym (anoxie) zasobenim tkani
kyslikem, deprivaci zivin a energie, vysokou hladinou laktatu a extracelularni acid6zou
(Vapuel 2004). Dalsim diivodem muize byt i vliv stresu pisobiciho na buiiky pfi zpracovani
nadoru. Jak uvadi ve své praci Riedl a kol. (2011) stres piisobici na nadorové bunky
vyvolava zvySenou exprese PS, stejné tak nevratné poskozeni membrany bunky ma
za nasledek zvySeni exprese PS. Pusobeni stresového faktoru se budeme snazit vyloucit

Vv planovanych pokusech.
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ZAVER
Fagocytarni  motiv ~ f-MLFG5K8 (K(STE))(K(STE))-NH,  nevykazoval  Zadné
protinadorové efekty a ani soucasna TLR signalizace pomoci LPS respektive flagelinu

nevyustila v protinadorovy efekt. Tyto vysledky ukézaly na vyznam volby vhodného

membranového kotveni ligandd.

Pfi podavani samotného beta-glukanu ma nejvétsi vliv na redukcei nadorového ristu jeho
peroralni a subkutanni aplikace. Kombinace beta-glukanu si.t. aplikovanym mannan-
BAM vykazovala nejvétSich protinadorovych efektti, kdyz byl beta-glukan aplikovan
intraperitonealné. Snaha o synergii beta-glukanu s mannan-BAM nebyla dosazena.

Jedinym pozorovanym jevem byla aditivita.

Fagocytarnim motivem f-MLFKKK14AK a ani jeho kombinaci s LPS nebyla dosazena
zadna statisticky vyznamna redukce nadorového ristu. Ukdzalo se, Ze samotny spacer

muze negativné ovlivnit prezentaci fagocytarniho motivu.
Blokace molekuly CD47 na nadorovych bunikach B16-F10 prostfednictvim anti CD47
aptameru neméla zadny vliv na nadorovy rlst ani na terapii zaloZenou na instalaci

ligandt fagocytarnich receptorti na nadorové bunky.

Zména pH nema zadny vliv na miru exprese fosfatidylserinu na melanomovych bunkach

B16-F10.

Mira exprese fosfatidylserinu na bunkach melanomu B16-F10 v kultufe neni nijak

vysoka.

Exprese fosfatidylserinu je nékolikanasobné vyssi u bun¢k odebranych z nadoru, nez-li u

bunck z bunécné kultury.
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