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1. Uvod

1.1 Nadorova onemocnéni

Rakovina je druhou nejcastéjsi pfi¢inou smrti jiz od druhé poloviny 80. let minulého
stoleti. Prvni pficku drzi dlouhodobé nemoci ob&éhové soustavy jako infarkt myokardu,
ischemické choroby srdce i cévni nemoci mozku. Zeny na rakovinu umiraji nejéastéji mezi
55. - 59. rokem Zivota, muzi pak ve véku 65 - 69 let. V roce 2010 zemielo v Ceské republice
na nadorova onemocnéni 27 834 lidi, tvoiici 26% vsech piipadt amrti (UZIS, 2013).
Spolecnym znakem vSech nadorovych onemocnéni je to, ze se populace vlastnich buné¢k
organismu vymkne kontrole a zacne, relativné autonomné, riist. Zhoubné nadory pak rostou
infiltrativné do okoli a rozsévaji po téle loziska, zvana metastazy. Divodem, pro¢ se vlastni
buniky najednou za¢nou nekontrolovatelné mnozit, je vznik série genetickych zmén (mutaci)
genomové DNA (deoxyribonukleovd kyselina) V cilovych bunkach. Ve vétSin€ piipada
vznikaji tyto mutace v pribchu Zivota jedince, miize ale dojit také k familidrnimu pifenosu
mutace (dédi¢nd mutace genu), predurujicimu ke zvySené nachylnosti k danému
onemocnéni. Rozvoj nadorového onemocnéni je spojen zejména s mutacemi tumor

supresorovych gent a zvySenou aktivitou protoonkogent (Povysil a kol., 2011).

1.2 Metabolismus rakovinné burky

Rakovinné builkky pro dosazeni neomezené schopnosti déleni potitebuji upravit svij
metabolismus. D¢laji to stejné jako buniky béhem embryonalniho vyvoje. Cilem upravy je
zvySend tvorba stavebnich prekurzori pro déleni bunék. Ktomu je vSak potieba
metabolizovat velké mnozstvi glukézy. Ta se rozklada prostfednictvim tak zvané
aerobni glykolyzy a ziskdvd se tak potiebné mnozstvi ATP (adenosintrifosfat). Tento
mechanismus se nazyva Warburgtv efekt (Warburg 1924, Warburg 1956). Vznikly pyruvat,
misto toho aby pteSel do Krebsova cyklu, se méni na laktat, vlivem enzymu laktat
dehydrogenaza (LDH). K tomu dochazi i pfesto, ze ma burika dostatek kysliku (Deberardinis,
2008). Vznika snaha vyhnout se akumulaci pyruvatu, ktera by mohla zpomalovat bunécné
déleni. Vyhoda tvorby laktatu je, ze muze byt snadno sekretovdn z buiiky ven a tvofit
extracelularni kyselé prostfedi, ¢imz mlze inhibovat cytotoxické T lymfocyty (Fantin a kol.,
2006). Jako druhy dulezity zdroj zivin pouzivaji nadorové bunky také aminokyselinu L-
glutamin. Podle nové studie (Huang a kol., 2013) nadorové bunky vyuzivaji glutamin také ke
zmirnéni kyselého stresu, vyvolaného piisobenim laktatu uvniti bunky. Vysledkem celého

metabolismu je energetické vysavani hostitele, ktery diky tomu chiadne.



1.3 Charakteristika nadorového bujeni

Nadorové builkky se dokdzou pfed imunitnim systémem ucinné ukryt V podobé¢
klidového stadia bunécného déleni (Go) a ve fazi presyntetické (G1) a postsyntetické
(G2) (Hanahan a Weinberg, 2000).

Nédory jsou imunitnim systémem tolerovany, protoze bud’ postradaji antigeny, které
by rozeznavala, nebo jsou tyto antigeny slabé. Nevazou se k MHC-I (hlavni
histokompatibilni komplex-I) molekule, kterd je prezentovana T lymfocytim
jadernymi buiikami imunitniho systému. Nadorové buiky naopak exprimuji HLA-G
(lidsky leukocytarni antigen) molekuly, které maji silnou afinitu k inhibi¢nim
receptorim bun¢k imunitniho systému. Nejvétsi afinitu maji k receptoru KIR2DLA,
ktery se nachazi na CD8+ T bunkach a NK (natural killer) buiikach (Agaugué, 2011).
Dalsi zplisob navozeni tolerance nadorovych bunék je jejich vylucovani TGF-p, ktery
vyvolava tvorbu Treg (T regulacni lymfocyty) z CD4+ lymfocyti. Treg lymfocyty,
exprimujici CD25 molekulu, inhibuji riznymi zpisoby ¢innost lymfocytl a brani tak
odstranéni rakovinnych bun¢k (Beck a kol., 2001).

Kdyz se nador rozroste do nékolika kubickych milimetrti, potfebuje nové cévni
zasobeni. Tomu pomahd vylu€ovani vaskuldrniho endotelidlniho rastového faktoru
(VEGF). Cim vys§i je jeho hodnota, tim je nemoc agresivnéjsi (Glade-Bender a kol.,
2003).

Chovaji se jako buiiky zarodecné linie, které také musi bojovat proti ataku imunitniho
systému. Tlumi imunitni odpovédi pomoci cytokini TGF-p (transforing growth factor)
a IL-10. (Chen a kol., 2003).

Nadorové buiiky maji kvalitné fungujici systémy k odstraiiovani 1éciva, které vedou
k nastoleni tzv. multidrug resistance nadoru, tedy Ze je vSe vyluGovano bez G¢inku ven
Z buiiky. Pfikladem tohoto systému mize byt transmembranovy protein P-
glykoprotein, ktery vyuzivaji 1 bunky zdravé ¢i buiiky zarodec¢né linie. Pracuje na
principu pumpy, ktera vychytava cizorodé hydrofébni molekuly a pfeméni je na jinou
konformaci. Takto zménéné molekuly jsou vylouceny ven z buiiky. Nadorové buiky
tento protein exprimuji v piemiie (Ponce de Ledn a Barrera-Rodriquez, 2005).

Dalsi schopnosti nddorovych bunék je eliminovat apoptdzu (programovanou bunécnou
smrt). Jednou z pficin je mutace tumor supresorového genu pro tvorbu proteinu p53,

ktery u zdravych bunék navozuje apoptozu prostiednictvim  uvolnéni
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mitochochondrialniho enzymu cytochrom ¢ (Green a Reed, 1998). Nadorové bunky
maji naopak schopnost vyvolat smrt infiltrujicich lymfocytd navazanim Fas ligandu a
cytokinu TNF-a. (tumor necrosis factor-a) na receptory imunitnich bunék (Ashkenazi a
Dixit, 1999).

e K neomezenému déleni nddorovych bunék také ptispiva schopnost replikace telomer
(koncovych ¢asti chromozomil) pomoci enzymu telomeraza. Tim se nadorové bunky

vyhybaji postupnému zkracovani chromozom a starnuti bunky (Kim a kol., 1994).

1.4 Maligni melanom

1.4.1 Charakteristika

neoplastickou proliferaci melanomovych bunék v kiizi nebo oku, mize se vzacné také tvorit
ve vnittnich organech, jako je moCovy méchyt, plice ¢i Zluénik. Piestoze tvoii jen 4% vsech
rakovin kize, ma na svédomi 75% umrti v pfipadech nadort kiuze (Sladden a kol., 2009).
Proto je nezbytné nemoc co nejdiive diagnostikovat. Tuto diagnostiku muze zpocatku provést

1 sdm pacient, pomoci pravidla ABCDE:

A — Asymmetry (asymetrie)

B — Border irregularity (nepravidelnost ohraniceni)
C — Color variegation (barevna pestrost)

D — Diameter (primér) >6 mm

Toto pravidlo bylo sestaveno jiz v roce 1985 a slouzi k prvotni diagnostice jak pacientim,
tak lékaiim (Friedman a kol., 1985). V roce 2004 bylo pravidlo rozsifeno o E — Evolution
(vyvoj) — zména v Case (Abbasi a kol., 2004). Podle c¢iselnych vyhodnoceni jednotlivych
parametrl se poc¢ita hodnota TDS (Total Dermatoscopic Score). Dale se k vySetfeni pouziva

dermatoskopie a biopsie kozni 1éze.

Podle charakteru riistu mizeme melanom rozdélit na 4 hlavni skupiny (Liu a Mihm,
2003):

1. Povrchové se $ifici melanom - Je to nejcastéjsi typ melanomu mezi 30 - 50 lety,
zahrnuje 70% koznich melanomd. Zprvu nema sklony metastazovat (carcinoma in

situ) a mize v této podob¢ zlstat i nékolik let.



2. Nodularni melanom - zahrnuje 15 - 30% melanomt, postrada fazi carcinoma in situ,
postihuje hlubsi struktury kiize a je rychle rostouci (tydny az mésice). Mize byt tmave
hnédy az Cerny, ¢i S absenci pigmentu. Vypada jako snadno krvacejici nodularni ttvar.

3. Lentigo maligna melanom - Typicky se objevuje na hlav¢, krku ¢i pazich. Vyznacuje
se pomalym ristem 5 - 20 let, objevuje se hlavné u starSich lidi kolem 65 let.

4. Akrolentigindzni melanom - vyskytuje se v2 - 8% piipadd melanomu. Avsak u
Afroameri¢ant, Asijcti a Hispancu se objevuje Castéji (29 - 72%) s horsi progndzou

(Cress a kol., 1997). Nejcastéji se vyskytuje na dlanich, chodidlech a u nehtu.

1.4.2 Vznik

Zhoubny melanom vznika maligni transformaci melanomovych bunék. Melanocyty se
nachazeji v horni vrstvé kiize zvané epidermis. Zajist'uji hnédou barvu kiize a ochranu pred
slune¢nim zafenim, prostfednictvim pigmentu melaninu. Maligni transformace melanocyta
zahrnuje nckolikastupfiovy proces genetické mutace, vyvolany pravdépodobné uUcCinky
dlouhodobého pusobeni UV zafeni (zejména UVB) na pokozku (Gruijl a kol., 2001). Tyto
mutace pak postihuji proliferaci, diferenciaci a apoptozu bunék. Melanom muze vznikat z jiz
ptitomného melanocytarniho névu nebo vznika de novo. Mutace se lisi podle histologického
subtypu. BRAF (gen kodujici protoonkogen B-Raf) a NRAS (gen kodujici onkogen N-Ras)
mutace jsou spojené S UCinky slune¢niho zafeni, KIT (gen kodujici protoonkogen c-Kit)
mutace naopak nejcastéji postihuje kizi, ktera neni vystavena slunci (Lee a kol., 2010). Vedle
opakovaného pusobeni UV zafeni je rizikovym faktorem pro vznik nemoci pfitomnost vétsiho
poctu benignich név, lidé se svétlou kizi a svétlymi ¢i rezavymi vlasy (10x vyssi riziko nez u
Afroameri¢anil), rodinny vyskyt ¢i uz jednou prodélana rakovina kiize, slaby imunitni systém,
veék a pohlavi (Rhodes a kol., 1987). Také se ptislo v dlouholeté studii na to, Ze rakovinu ktize
mize zpusobit autosomalné recesivné dédicny defekt v reparaci DNA, zvany Xenoderma
pigmentosum. Diky této degeneraci jsou lidé extrémné citlivi k i¢inkiim sluneéniho zafeni a

musi se mu disledné vyhybat (Bradford a kol., 2011).

1.4.3 Incidence

Obecné je vyskyt melanomu cast€jsi u belochi nez u cCernosské populace. Mezi
Kavkazskym obyvatelstvem roste pocet nemocnych dokonce nejrychleji ze vSech nadorovych
onemocnéni (Lens a Dawes, 2004). U déti se maligni melanom témét nevyskytuje, u osob
mladsich 20 let jsou jen asi 2% nemocnych (Papi a kol., 2003). U zen bylo v USA zjisténo, ze
je to nejcastejsi nadorové onemocnéni ve veku 25 - 29 let (Geller a kol., 2002). Celosvétove

nejveétsi vyskyt melanomu je jiz tradicné v Australii a Novém Zélandu, na 3. misté je
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Svycarsko. Ceska republika se nachazi na 11. misté (Dusek a kol., 2008). Po¢et nemocnych
stale roste, dikazem toho jsou vysledky celosvétového vyzkumu, podle kterého v roce 2002
160 000 lidi onemocnélo a 41 000 jich zemielo (Parkin a kol., 2005). V poslednich dostupné
studii v roce 2008 bylo zaznamenano 197 000 novych pfipadi, ve stejném roce 46 000 osob
zemielo (Ferlay a kol, 2010). Casté&ji byvaji postizeny Zeny (1,97: 1) nez muzi, v poétu Gmrti
ale vedou muzi. V Ceské republice je trend mirné odlisny, V roce 2010 bylo zaznamenano
1058 nové diagnostikovanych piipadil, z toho 1030 muzi a 1028 Zen (UZIS, 2013). Postupné
zvy$ovani poétu diagnostikovanych pacienti v CR v letech 1977 - 2010 je zaznamenano
v grafu na obrazku 1. Také misto vyskytu melanomu na téle se u obou pohlavi li§i. U muza

nejcastéji na trupu, u zen na nohou nebo zadech.

C43 = Zhoubnj melanon kiZe
index risty incidence k roku 1977

2000

1500

Lo

Pocet pFipadd

00

SEEEEEESEEEEEEEEETEES S8 STEEI88S

Analyzovand data: W=39353 https A wm  svod .cz Zdroj dat: 0z1s

L)

Obr. 1: Vyvoj incidence vyskytu melanomu v CR v letech 1977 - 2010 (UZIS, 2013).

1.4.4 Lécba

Lécbou prvni volby byva operativni odstranéni kozniho nadoru. U melanomu je vsak
charakteristické hematogenni ¢i lymfogenni metastazovani. Nejbéznéj$im mistem diseminace
jsou plice. Jedinou moznosti zachranéni pacienta je chirurgické odstranéni napadené plicni
tkan€. Ale pouze 37% osob se dozije 5 let od provedené operace (Maniwa a kol., 2000). U
pokrocilejsich forem nemoci se podava IFN-a (interferon-a), ktery muze prodlouzit
bezptiznakové obdobi a inhibovat angiogenezi (Cascinelli, 2001). V piipadé vzdalenych

metastaz se doporucuje lécba cytostatikem Dakarbazin (Nathan a kol., 1998). Problémem
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dosud pouzivané chemoterapeutické 1€cby je necilenost, cytostatika ptisobi 1 na zdravou tkan.
Obvykle cytostatika zasahuji do obdobi mitotického cyklu bunééného déleni vSech bunck a
vyuzivaji vlastnost pomalejsi proliferace nadorové masy. DalSi moznosti je nezasdhnout do
déleni bunék, ale do cévniho zasobeni nadorové masy. Blokdda VEGF drahy, naptiklad
neutraliza¢ni protilatkou (bevacizumab) ¢i inhibitory receptort tyrosin kinaz (SU5416), muze
byt feSenim. Mohou ale pfivodit jiné komplikace, jako je tromboembolie ¢i krvaceni (Glade-

Bender a kol., 2003).

1.5 Obranné mechanizmy téla

Imunita je funkéni stav organizmu, ktery se projevuje schopnosti reagovat na cizorodé
antigeny, a odliSovat je tak od struktur télu vlastnich. Reakce muze byt specificka (adaptivni)
¢i nespecificka (pfirozend). Jako prvni nastupuje mechanismus nespecificky, zvany piirozena
imunita. Tu zastupuje soubor mechanismii bunécnych (fagocytujici bunky, NK-bunky) a
humordlnich (komplement, lektiny, interferony, sérové proteiny). Na obrané organismu se
Vv prvni linii také podileji povrch klize, sliznice, a dalsi struktury. V druhé linii pak nastupuje
specificka reakce organismu, s hlavnimi Ciniteli T a B lymfocyty. Nespecifickd a specificka
imunita je vzajemné provazana, protoze specifickd imunita potiebuje k proliferaci bunék
antigen, ktery je prezentovan bunikami z nespecifického sektoru — makrofadgy a dendritickymi
butkami. Humoralni sloZkou specifické imunity jsou cytokiny a protilatky, produkované B
burikami na popud vyskytu antigenu. Nésledné dochazi k proliferaci T buné¢k urcité specifity,
které reaguji na antigeny prezentované spolu s HLA antigeny 1. ¢i I tfidy, podle vyskytu CD
znakl. T lymfocyty néasledné produkuji rizné regulaéni biologicky aktivni latky a zajistuji
cytotoxicitu cilovych bunék. V neposledni fadé dochazi K ulozeni antigenu do paméti
organismu, tedy vytvofeni pamétovych bunék, diky nimZ je mozné navodit rychlejsi a

ucinnéjsi odpoveéd’ (Krejsek a Kopecky, 2004).

1.5.1 Vrozena imunita

Vrozena imunita je fylogeneticky nejstars$i soucast imunity, ktera se projevuje jako prvni
obranné reakce organismu s ¢asovym ucinkem minuty az hodiny. Nasleduje na ni zéavisla
produkce protilatek, CTL a pamétovych bun€k, v rdmci né€kolika dni az tydnl. Nespecificka
imunita zacind pracovat hned po proniknuti patogenu anatomickymi bariérami, diky

ptitomnosti rozpustnych molekul v kiiZi, na sliznicich, €1 v extracelularni tekutiné. Mezi prvni



Cinitele patfi lysosym, ktery dokéze rozstépit bakteridlni sténu, stejn¢ jako dalsi
antimikrobialni peptidy. Mezi né patii napiiklad defensiny, magaininy ¢i protegriny, které
vytvari pory v cilové bunice. Témito pory pak vtéka voda a vlivem zvySujiciho se osmotického
tlaku praska mikrobialni membrana (Ganz, 2003). Antimikrobidlni peptidy patii viibec
Kk nejptivodnéjsi form¢ obrany, objevuji se jiz v hemolymf& u hmyzu pii virovych infekcich
(Boman a kol., 1991). Defensin se také vyskytuje v granulech fagocytd, které fuzuji
s vakuolami, obsahujici pohlcené mikroby (Rice a kol., 1987). Pfirozena imunita musi
spoléhat na omezené mnozstvi receptort a sekretovanych proteint, které jsou kodovany jiz
Vv germinalni linii a rozpoznavaji pomoci svych PRR (pattern recognition) receptori znaky
podobné znakiim patogent.. Vznika tedy interakce PAMPs (pathogen associated molecular
patterns) s PRR receptory bunék vrozené imunity (Janeway a kol., 2002) (Podrobnéji v kap.
1.7.2). Aktivace komplementu a fagocytéoza jsou hlavnim zdrojem pocate¢ni degradace
bun¢k. Nastavad klasicky zdnét s mohutnou infiltraci neutrofili, monocytl, dendritickych

bun¢k a dochézi k prezentaci antigent T lymfocytim.

1.5.2 Pro¢ vrozena imunita - objevy profesora Cuiho

Zakladni myslenka, pro¢ jsem se zaméfovala na terapii nddorovych onemocnéni na
urovni vrozené imunity, se odviji od zajimavych vysledki experimentii pod vedenim
profesora Cuiho. V roce 1999 pii pokusu s mysimi sarkomy profesor Zheng Cui se svym
asistentem objevil, ze na jedné z bilych BALB/c mysi vibec nevyrostl nador. Totéz se
potvrdilo pii opakovang, 1 pii zvySené davce rakovinnych bunék (az na 10% celkové télesné
vahy). Mys zistala rezistentni a nakonec zemiela na stati ve véku 26 mésicti. Ukazalo se, ze
je my§ proti jednomu =z nejagresivnéjSich nadorti zcela rezistentni. V naslednych

experimentech pak Cui definoval dalsi vlastnosti rezistentnich mysi (Cui a kol., 2003):

1. Rezistence spo¢iva v dominantni mutaci genu SR/CR  (spontaneous
regression/complete resistance). Jestli myS dosahne SR nebo CR, zavisi na jejim véku
pii prvni aplikaci nadorovych bun¢k. Pokud se injikuji do mladych mysi (6 tydni), je
pozorovana kompletni rezistence s absenci vzniku rakoviny. U starSich mysi (22
tydnil) funguje spontanni regrese a zahubeni nadoru.

2. Zjistil, Zze znak neni vazan na pohlavi, ale je spojen s jednim z 19 mysich autozomd.



3. Podatilo se mu mys spafit a ziskat dalsi rezistentni mysi. V generaci F1 bylo 38%
mysi se SR/CR fenotypem, coz potvrzuje pritomnost dominantniho znaku v jednom
lokusu.

4. Prokazal, ze SR/CR mysSi mohou byt rezistentni viici Sirokému spektru nddorovych
onemocnénti.

5. Zjistil a prokazal pomoci obrazki a videa ze skenovaciho elektronového mikroskopu a
fazového kontrastu, ze néstrojem pro zneskodnéni nadorovych bunék je tvorba rozet.
Ty jsou tvoieny z leukocytl, které obklopuji nadorovou buiiku a zpisobuji jeji
cytolyzu.

6. Tato cytolyza je selektivni, nepostihuje buiiky imunitniho systému.

7. Zéaroven prokazal, ze v destrukci nadorovych bunék u SR/CR mysi nejsou zahrnuty T

lymfocyty.

Ve studii publikované v roce 2006 (Hicks a kol.) byl sledovan imunitni boj S rakovinnymi
butkami u SR/CR mysi. Dochazelo k silné infiltraci bun¢k pfirozené imunity — neutrofild,
makrofagii a NK bunék. Makrofagy se shlukovaly kolem nadorovych bunék a vytvarely
rozety. Produkci reaktivniho kysliku a sekreci serinovych proteaz pak lyzovaly nadorové
buniky, prostiednictvim tésného kontaktu s nimi. Ostatni buniky imunitniho systému
obsahovaly perforiny a granzymy, diky kterym u¢inné nicily nezadouci buiiky. Takto
dokézaly zlikvidovat az 2 miliony bun¢k za hodinu. Podobny vysledek byl zjiStén 1 pfi
pfenosu bunék vrozené imunity ze SR/CR mys$i do mysi divokého typu s nadory. SR/CR
leukocyty tedy pravdépodobné dokazi rozpoznat povrchové struktury nadorovych bunck a
navazat se na né. To, Ze vymyceni nadorovych bun¢k zplisobuje pfirozena imunita, potvrdil
pokus u linie nu-nu mysi. Tyto holé myS$i maji inhibovanou ¢innost ziskané imunity diky
absenci T bunék. Pfesto se také dokazaly vylécit. Zajimavé je, Ze schopnost SR/CR mysi
vylécit se z rakoviny klesa s vékem. Tedy Ze ¢innost a efektivita pfirozené imunity také klesa
s vékem, coz muze byt zpisobeno akumulaci mutaci v buiikach. Pokud injikovali rakovinu
mySim star§im 1 rok, zemfely, 1 kdyZ gen na rezistenci proti rakoving byl pfitomen. Jaky je to

gen, ale stale zjiSténo nebylo.

Pro U¢innost vrozené imunity vii¢i nddorovému bujeni hovoii 1 dal§i studie. Na nu-nu
mysich bylo dolozeno, Ze nedochazi ke zvySenému vyskytu nddorovych onemocnéni, ve
srovnani s jedinci, ktefi maji funk¢ni adaptivni imunitu (Rygaard a Povlsen, 1974). Naopak

potlaceni funkce perforinu vedla k vétsi nachylnosti k rakoviné (Engel a kol., 1997).



1.5.3 Spontanni regrese u lidi

Objevuje se moznost, zda by obdobné nebylo mozné vylécit i lidskou rakovinu. Existuje
ale nékolik problému. Stale neni znam gen, ktery u SR/CR mysi zpusobuje rezistenci
k nadorovému bujeni. Experimentalnich zvitat s timto fenotypem je stale nedostatek a u lidi
bylo popsano jest¢ méné piipadi. Napiiklad pacientka s vlasatobunécénou leukémii se po
diagnostikované chorob¢ odmitla 1é¢it. Po osmi letech byla znovu vySetiena a zjistilo se, ze je

naprosto zdrava, bez znamek onemocnéni (Bouroncle, 1958).

1.6 Imunomodulaéni u¢inky latek na bazi pfirozené imunity

Prvni imunomodulaéni G¢inky byly popsany u endotoxinu, tedy lipopolysacharidu (LPS)
z gramnegativnich bakterii, ktery zpusobil prudké reakce v téle vyssich organismu (Billroth,
1865). V poloving 19. stoleti pak bylo poprvé cilené pouzito infekéni onemocnéni k 16¢bé
maligniho bujeni. Busch v roce 1868 pouzil k 1écbé sarkomu B-hemolytické streptokoky a
dosahl zmirnéni nemoci. Tyto experimenty opakoval Coley, ktery pozdé¢ji zacal pouZzivat
toxin, ktery byl pozd&ji oznacen jako interleukin-12 (Tsung a kol., 2006). Ve 40. letech
minulého stoleti byly pozorovany imunomodulacni U¢inky polysacharidi opét z kultury
Serattia marcescens, G¢inna latka byla nazvana Sheartv polysacharid (Shear a kol., 1943).
Jednalo se o smés tii polysacharidl, obsahujicich hlavni fetézec z D-glukdézovych a D-
mannoézovych zbytkd vazanych (1,3)-glykosidickymi vazbami (Srivastava a Adams, 1962).

V 60. a 70. letech zacal vyzkum dal§iho vyznamného imunomodulatoru, zvaného (3-glukan.

1.7 p-glukany

(1,3)-p-D-glukany jsou pfirozené se vyskytujici vysokomolekularni polysacharidy
slozené¢ z monomertd D-glukdzy, spojenych B-glykosidickymi vazbami. Jsou produkovany
prokaryotickymi mikroorganismy, nékterymi rostlinami a houbami. Jejich vyznamem v téchto
organismech je plnéni zésobni, strukturni a protektivni funkce v bunécné sténé. Biologicky
ucinek B-glukant ovliviiuje zejména vétveni, délka fet€zci a terciarni struktura (Zhang a kol.,
2005). Vyzkum jejich biologickych vlastnosti zacal jiz v 60. letech 20. Stoleti (Riggi a
Diluzio, 1961). Naprosta vétSina studii se zabyva moznosti pouziti -glukani pro obranu
proti infekénim chorobdm. Hlavnimi autory téchto studii byli Williams a Diluzio, ktefi
prokazali u mysi léCenych Zymosanem (smés polysacharidi izolovana ze stén kvasinek
Saccharomyces cerevisiae), zvySenou frekvenci fagocytézy neutrofily. B-glukany dokazou

zvysit obranyschopnost naSeho organismu ptisobenim na makrofagy, mikrofagy, leukocyty a



lymfocyty a mit tak i protinadorovy ucinek. Stimulaci produkce monocyti a makrofagu

ovliviuji také hematopoietickou aktivitu (Patchen a Lotzova, 1980).

Zname nékolik (1,3)-B-D-glukanti, nazvanych podle jejich vyskytu. Mezi medicinsky
nejvyznamngéjsi patii cinerin, lentinan, laminarin, schizophyllan a skleroglukan. VétSina je
produkovana stopkovytrusnymi houbami, muze byt ale i bakteridlniho ptivodu, jako curdlan
z Alcaligenes faecalis (Harada a kol., 1968). Cinerean je produkovany houbou Botrytis
cinerea (Montant a Thomas, 1977). V Japonsku byla zjisténa nespecificka potenciace
imunitniho syst¢ému u B-glukanu Lentinan, ktery byl izolovany ze stopkovytrusné houby
shiitake (Lentinula edodes) (Chihara a kol., 1969). Byl popsan i jako mozny inhibitor AIDS
viru (Wasser, 2002). Schizophyllan je extrahovan ze stopkovytrusné, hojné se vyskytujici
houby, Schizophyllum commune (Split Gill). Skleroglukan, produkovany jako extracelularni
polysacharid houbou Sclerotium glucanicum, dokazal u pst a kufat kromé protinadorovych
ucinkd snizit i hladinu cholesterolu (Griminger a Fisher, 1966). Houba Pleurotus sajor-caju
s obsazenym xyloglukanem vykazuje protinadorovou aktivitu proti Sarkomu S-180 (Zhuang a
kol. 1993). Ptipravky s obsahem [B-glukant jsou komer¢né nabizeny jako U¢inna pomoc pii

obnové imunitniho systému po prodélané radioterapii.

1.7.1 Struktura p-D-glukani

Polysacharidy jsou polymery monosacharidovych zbytkli spojenych glykosidickymi
vazbami, coZ je ve srovndni s bilkovinami a nukleovymi kyselinami zvyhodiiuje diky
strukturni variabilité, bohatému vétveni a rotace kolem mustkt glykosidického spojeni. Ve
vodnim prostiedi jsou molekuly (1,3)-B-D-glukanu v podobé helikalni struktury se tfemi
fetézci, stabilitu zajist'uji mezifetézcové vodikové mustky (Bluhm a kol., 1982). K udrzeni
trojité helixové struktury také ptispivaji hydrofobnni sily (Mclintire a Brant, 1998). Glukany
se z danych organismi extrahuji vafenim a mohou byt, pomoci enzymatického Stépent,

ziskavany v rozpustné i nerozpustné form¢ (Bleicher a Mackin, 1995).

1.7.2 Receptory

Makrofagy rozpoznavaji f-glukan nckolika receptory (CR3, laktosylceramidovy,
scavengerovy), ale hlavnimi receptory jsou dectin-1 a TLR-4. Pro nasledujici receptory
funguje B-glukan a dal$i mikrobialni struktury jako molekuly PAMPs (pathogen associated
molecular patterns). Piikladem dal$ich mikrobialnich struktur, které rozpoznavaji PRR, je
LPS ¢i LTA (podrobngji déle).
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1.7.2.1 PRRs (pathogen recognition receptors)

Imunitni systém je vybaveny rozpoznavacimi receptory, obecné nazvanymi pattern
recognition receptors (PRRs), poprvé sledovanymi u rostlin (Song a kol., 1995). Dokazou
rozpoznavat mikrobidlni struktury, které jsou vysoce konzervované a nemutabilni. Jsou to
struktury, které se nenachazi u Metazoi a nazyvaji s PAMPs (pathogen associated molecular
patterns) (Janeway a Medzhitov, 2002). PRRs zahrnuji glykoproteinové Toll like receptory
(TLRs) na povrchu bunky, dektin-1, CR3, laktosylceramidové a scavengerové receptory.
Funguji jako senzory patogent, fidi zanétlivou odpovéd’ a hraji klicovou roli v rozpoznavani
PAMPs. Nachazi se v membrané monocyti, makrofagli, neutrofild, NK-bunék a

dendritickych bunék (Kennedy a kol., 2007).

1.7.2.1.1 TLRs (Toll-like receptory)

TLRs receptory se nachazeji na antigen prezentujicich bunkach (APC), zejména na ¢i v
makrofdzich a dendritickych bunkach, a jsou kodovany v germinalni linii (Kawai a kol.,
2009). TLR-2, -4, -5, -11 jsou exprimovany na povrchu bun¢k, TLR-3, -7, -8 a -9 jsou
umistény v endosomalnich ¢astech. Rozpoznavaji jak PAMPs, tak DAMPs (damage-asociated
molecular patterns). DAMPS coz jsou endogenni ligandy, uvolfujici se pfi rozpadu buiky
(Bianchi, 2007). TLR-2 je aktivovany peptidoglykany, glykolipidy, zymosanem a
lipoteichovou kyselinou z grampozitivnich bakterii (Takeda a kol., 2003). TLR-4 je aktivovan
lipopolysacharidy z gramnegativnich bakterii, heat shock proteiny a protinadorovym lékem
taxol (Akira a Hemmi, 2003). TLR-5 rozpoznava bakterialni protein flagellin (Hayashi a kol.,
2001). TLR-9 vaze cytosin-guanin dinukleotid (CpG), motivy vyskytujici se v DNA vira a
bakterii (Bauer a kol., 2001).

Samotny mechanismus detekce patogennich ¢astic molekulami TLRs neni pfesné znam.
TLR mohou interagovat s dalsimi TLR nebo interagovat s nonTLR receptory. Napiiklad
podle studie Ozinskyho a kol. (2000) spolupracuji TLR-2 a TLR-6, umisténé ve fagosomu,
V rozpoznani peptidoglykanu grampozitivnich bakterii. Signalizace pomoci TLRs mezi
bunkami vyvolana lipopolysacharidem, je spojena s aktivaci intercelularni adhezni molekuly
ICAM-1 (intercellular adhesion molecule-1). Ta zcela zavisi na funkci TLR-2. Tato vyvolana
adheze bunék (polymorfonukleart) piispiva k jejich migraci a vzniku zanétu (Fan a kol.,
2003). Ptenos TLR signalu dal je zapocat prostiednictvim cytoplazmatické Toll/IL-1
receptorové domény (TIR). Tu obsahuji i adapterové molekuly nutné k signalizaci. Patii mezi
né¢ protein myeloidni diferenciace MyD88-adaptor like, TIR doménu obsahujici protein

(TIRAP), TRIF protein aktivujici IFN-p a TRIF-related adaptor molekula (TRAM) (Barton a
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kol., 2009). U kazdého receptoru je obvykle jeden druh adaptorovych proteinti, u nékterych se
vyskytuji dva (Marta a kol., 2009). Napiiklad bakterialni lipopolysacharidy aktivuji TLR-4 na
makrofazich prostfednictvim TIRAP a MyD88. Nasledné dochazi k aktivaci transkripcnich
faktort: jaderny faktor kB (NF- «B), faktory regulujici cytokiny jako TNF-a, interferon, IL-6
a dalsi (Ivashkiv, 2008). Vysledkem je indukce prozanétlivé genové exprese a vznik

ptislusnych efektorovych proteini.

1.7.2.1.2 Dectin -1

Obr. 2 : Dectin-1 barveny HA na fagosomu (Brown a kol., 2003).

Dectin-1 je hlavnim receptorem pro B-glukany. Je to receptor C-lektinového typu
rozpoznavajici B-glukan (Brown, 2006). Na obrazku 2 je zobrazen zelen€ barvenim kyselinou
hyaluronovou. Vyskytuje se hlavné na makrofazich, dendritickych buiikach a neutrofilech
(Taylor a kol., 2002). Casto funguje Vsou¢innosti s TLR a NOD (nukleotidova
oligomeriza¢ni doména) receptory. Fagocyty odpovidaji na rozpoznani B-glukanu produkci
cytokini a chemokinti, produkci reaktivniho kysliku a oxidu dusnatého. Do tohoto procesu
jsou vyrazng€ zapojena i TLR. Dlouho nebylo znamé, zda je néjaky rozdil mezi plisobenim
TLR signalizace s dektinem a dektinem samotnym pro ¢innost fagocytdézy. TLR se zapojuje
do procesu fagocytdzy, produkce reaktivniho kysliku a produkce cytokint a chemokini. TLR
signalizace reguluje expresi proteolytickych enzymit, komponenti NADPH (nikotinamid
adenin dinukleotid fosfat) fagocytové oxiddzy a molekuly hlavniho histokompatibilniho
komplexu. Aktivace receptoru stimuluje produkci reaktivnich radikali kysliku makrofagy
(Gantner a Simmons, 2005). Radikaly kysliku jsou produkovany enzymem NADPH
oxidazou, ktery se shromazd'uje piimo na membran¢ fagosomu. Bylo zji§téno, ze fagocytdza

bakterii je ovlivnéna tim, Ze TLR signalizace podporuje maturaci fagocytujicich bunck a také
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to, ze dochazi ¢etnéji k prezentaci antigenit MHC II komplexem, ve srovnani s makrofagy bez
pritomnosti TLR receptorti (Blander a Medzhitov, 2004). TLR se také dale zapojuje ptimo do
ovliviiovani exprese gent pro proteiny zahrnované do fagocytézy (Hume a kol., 2002). TLR-2
také po piedchozi expozici lipopolysacharidu podporuje dectinem-1 stimulovany respira¢ni
cyklus. Indukce produkce TNF-o a IL-12 také vyzaduje pusobeni TLR-2 (Gantner a kol.,
2003). Mechanismus stimulace makrofagt B-glukany byl podrobné studovan autory Suram a
kol. (2006). Pasobenim B-glukand dochazi k uvolnéni arachidonové kyseliny prostiednictvim
fosfolipdzy A. Dochazi k enzymatické preméné na eikosanoidy, dulezité pro bunécnou
signalizaci. Pravé dektin-1 je nezbytny pro ¢innost enzymu cyklooxygenaza (COX2), ktery je
potiebny pro produkci prostanoidu a leukotrienti (Suram a kol., 2006). B-glukany stimuluji
prostfednictvim dectinu-1 produkci cytokint IL-2 a IL-10. Bylo zjisténo, ze rozpustny
laminarin miize branit produkci IL-10 dendritickymi buitkami (Dillon a kol., 2006). ITAM
(aktivaéni motiv zalozeny na tyrosinovém imunoreceptoru) signalizace, kterou zajistuje
sekvence obsazena v dectinu-1, aktivuje Syk kindzy. Tyto enzymy pak zpusobuji produkci
radikalt kysliku a fagocytdzu. U dendritickych bun¢k dochazi k aktivaci NF-xB pies protein
CARD?9 (Gross a kol., 2006). Indukci zanétu vyrazné napomaha spoluprace dectinu-1 a TLR,

dochézi k posileni produkce cytokint, chemokint a aktivaci transkripénich faktora.

1.7.3 Vyuziti B-D-glukanii

B-D-glukany maji Siroké biologické vyuZiti. Kromé& protinddorového, maji také
antibakterialni, antivirové a antikoagulacni uCinky. Zijem roste z oblasti mlékarenského
prumyslu, pouzivat B-D-glukany jako doplnky textury a stabilizatory (Duboc a Mollet, 2001).
S pomoci B-D-glukanti by se dal také vyfeSit problém posledni doby, rostouci pocet
bakterialnich kmenti rezistentnich na antibiotika, 1é¢bou kombinaci B-glukant s antibiotiky.
Bylo prokazano, ze tato kombina¢ni 1é¢ba ma vétsi u€innost nez 1é¢ba samotnymi antibiotiky,
u mysi dokdzala snizit mortalitu u jinak antibioticky rezistentnich kmenti bakterii E. coli nebo
S. aureus (Tzianabos a Cisneros, 1996). Bylo zjisténo, ze B-glukany mohou chranit pied
radiatnim zafenim a omezit poSkozeni bun¢k. Uvazuje se proto o jeho uzivani v ptipadé
nenadalého vystaveni radia¢nimu zafeni (Pillai a kol., 2008). V jiné studii bylo popsano
vyuziti B-glukanii jako prevence proti infekci u pacientii podstupujicich operace ¢i psychické

trauma (Browder a kol., 1987).
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1.7.4 Laminarin
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Obr. 3: Vzorec laminarinu (pfevzato z: elicityl-oligotech.com, 2.9. 2013)

Laminarin (laminaran) je linearni, ve vod¢ rozpustny polymer, vznikly B-(1,3) spojenim
glukézovych zbytki. Jeho strukturni vzorec je uveden na obrazku 3. V mens$i mife obsahuje
spojeni  B-(1,6) mezi zbytky a D-mannitol jako koncové skupiny. Je obsaZzen
v bunkach hnédych tas Phaeophyceae skupiny Laminaria spp. jako zasobni polysacharid
(Zvyagintseva, 2003). Hnédé tasy obsahuji jesté dalsi ve vod¢ rozpustné polysacharidy, a to
alginaty a fucoidany. Ty jsou obsazené v bunétné sténé fas. VSechny tyto polysacharidy
nejsou Stépeny lidskymi travicimi enzymy, ale jsou fermentovany na propionové kyseliny a
kyseliny maselné prostiednictvim stfevni mikrobialni flory (Kuda a kol., 2009). Bylo zjisténo,
ze tyto fermentované polysacharidy potlacuji ucinek nezédoucich produktli metabolismu

mikrobialni flory, jako jsou indol a fenol, mozné karcinogeny a toxiny (Kuda a kol., 2005).

1.7.4.1 VyuZiti laminarinu
Laminarin byl G¢inn¢ pouzit v prevenci a 1é¢b¢ ischemickych cerebrovaskularnich chorob

(Han a kol, 1991). Ve studii soraln¢ podavanym Phycarinem (B-glukan izolovany ze
sporofytid Laminaria Digitata) se potvrdil jeho vyznamny podil na zotaveni po prodélané
chemoterapii. Také zvysil Uc¢innost chemoterapeutika o 20% pii souCasném podavani

Vv ptipad¢ metastazujiciho plicniho karcinomu (Vétvicka a kol., 20006).
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1.8 Latky pouZité v této praci v kombinaci s laminarinem

1.8.1 Lipopolysacharid (LPS)
A )

O-Antigen
(specific chain)

Core region

Eany( Lipid A

Lipopolysaccharide
(LPS)

Obr. 4: Struktura lipopolysacharidu (Laugerette a kol., 2011)

Lipopolysacharid je endotoxin, ktery se nachazi v bunécné sténé¢ gramnegativnich
bakterii. Prvni zminka o LPS byla jiz pted témét 150 lety (Billroth, 1865). Slouzi jako
ochrana bakteriadlni membrany a napomaha ke strukturni stabilité. Sklada se ze tfi zakladnich
¢asti: lipidu A, oligosacharidového jadra a O-antigenu (obr. 4). Lipid A je hlavni Cinitel
zodpovédny za toxicitu LPS. Obsahuje C12 a C14 mastné kyseliny, které jsou glykosidickymi
vazbami navazané na centralni polysacharid, ktery je spojen s imunogennim O-antigenem
proménlivého slozeni. Lipid A slouzi jako hydrofobni kotva, vytvarejici vnéjsi vrstvu
membrany bakterii. Imunitni systém je proti nému namifen aktivaci monocytii a makrofagi, a
to jiz ve velmi malém mnozstvi v krvi, fadové v pikogramech (Raetz a Whitfield, 2002). Ve
vysokych koncentracich je pro ¢lovéka nebezpecny, s hrozbou smrti. Pro antigenni specifitu
urCujici sérotyp bakterii slouzi O-antigen, ktery se nachdzi na vnéjSi c¢asti. Je tvorfen
opakujicimi se oligosacharidovymi jednotkami (Schnaitman a Klena, 1993). Ve vyzkumu se
LPS pouziva pravé diky schopnosti aktivovat imunitni systém a zesilit tak imunitni odpovéd'.
Lipid A rozpoznavaji TLR-4 receptory umisténé na makrofazich, které jsou vzdalené
ptibuzné interleukinu 1 (Triantafilou, 2004). LPS stimuluje makrofagy k produkci
prozanétlivych cytokini TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-10 a INF-y (Cuesta a kol., 2003). Pravé
mnozstvi TNF-a. ma pravdépodobné zasadni roli pii vzniku endotoxického Sokového stavu
(Sauter a Wolfensberger, 1980). Ten se projevuje zanétem, abnormalni koagulaci, vyrazné

nizkym krevnim tlakem a selhavanim organa (Villa a Ghezzi, 2004). Ackoliv je LPS velmi
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u¢innym adjuvanciem, jeho tenkd hranice mezi bezpe¢nym uzivanim a toxicitou, piredurcuje k

hledani podobné ucinné alternativy.

1.8.2 Lipoteichova kyselina (LTA)

LTA je slozka bunécéné stény gram pozitivnich bakterii, spolu s peptidoglykanem. Je
rozpoznavana receptorem TLR-2, stejné jako B-glukan (Takeda a kol., 2003). LTA je sloZena
Z polyglycerolfostatového fetézce s 23 opakujicimi se jednotkami. K bunétné sténé je
piipojena glykolipidem, zvanym diglukosyldiacylglycerol. LTA po vazbé¢ na receptor dokaze
interagovat s ptitomnymi protilatkami a aktivovat komplementovou kaskadu. Navozuje také
uvolnéni reaktivniho kysliku a cytotoxickych cytokinli z neutrofili a makrofagi (Ginsburg,
2002). V nékterych studiich jsou lipoteichové kyseliné piisuzovany imunostimulujici G¢inky

diky stimulaci fagocytarni aktivity, podobn¢ jako u LPS (Miller a kol., 1976).

1.8.3 Monofosforyl lipid A (MPL)

MPL je odvozeny z LPS, jako jeho mozna nahrada ve farmakologickém uzivani u lidi. Je
to nejnovéjsi adjuvancium, pouzivané v soucasné dobé na poli imunologie, které dokdze
zesilit imunitni odpovéd’. Pouziva se hlavné pii vakcinaci, za ucelem zesileni odpovédi na
podavané vakciny s obsazenymi TAA (tumor-associated antigens), které jsou samy o sobé&
malo imunogenni. Stejn¢ jako u LPS je 1 u MPL ligandem TLR-4, diky lipidu A. Kvili
toxicité¢ LPS zacala byt testovana analoga této latky. Podle klinickych studii se ukazal byt
nejvhodnéjsi pravé monofosforyl lipid A (Takayama a kol., 1981). Pfipravuje se z LPS
bakterie Salmonella minnesota, z kterého je pomoci kyselé a alkalické hydrolyzy odstranéna
(R)-3-hydroxytetradova kanoylova skupina a 1-fosfat (Qureshi a kol., 1985). LPS a MPL maji
podobné ucinky, navozuji i produkei podobnych cytokinti (Wolff, 1973). Ukazalo se, ze MPL
navic navozuje zvySenou produkci oxidu dusnatého (Yao a kol., 1994), peroxid vodiku a
volné radikaly kysliku (Astiz a kol., 1995). Zasadni rozdil je ale v toxicité. Ve srovnavaci
studii na zvitatech bylo zjisténo, ze MPL miiZe byt 100 az 10 000 krat méné toxicky neZ LPS.
Hodnota LD50 pfi testech na kufecich embryich byla pro LPS 0.0064 ng, pro MPL byla
stanovena na vice nez 10 pg (Takayama a kol., 1984). Od roku 1985 bylo MPL pouZivéno v
klinickych testech spolu s homogenaty melanomovych linii jako vakcina proti melanomu,
zvana Detox (Mitchell a kol., 1988). Vysledkem bylo 15% pacienti s ¢asteCnou remisi a 5% s

kompletni remisi. Také dal§i vakcina Melacine zaznamenala pozitivni vysledky u osob s
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pokroCilym stadiem onemocnéni (Elliot, 1993). Ackoliv byly vysledky pieziti pacienti
podobné jako u obvyklé chemoterapie, kvalita Zivota byla nesrovnatelné vyssi (Mitchell a
VVon Eschen, 1997). Melacine byl v dalsich studiich pouzit ve vyssi davce 20 ug (podavané 4
krat, kazdé 3 tydny (Schulz a kol., 1995)). Nasledn¢ byl pouzit i v davce 100 ng (1krat za
(chfipkové symptomy). 2 ze 3 pacientti v dobé€ vydani studie zistali v remisi (25 a 34 mésicl)
(Wong a kol., 2004). MPL se také vyuziva jako adjuvancium v HPV vakciné Cervarix
(Schwarz a kol., 2009).

1.8.4 Proenzymy

Jejich pouziti v protinddorové terapii bylo poprvé popsano Trnkou a kol. (1999) a Novakem a
Trnkou (2005). Bylo zjisténo, ze zpusobuji redukci nddorového ristu a snizeni vyskytu
metastdz jinak rychle rostouciho melanomu B16-F10. Cely U¢inek proenzymut funguje na
principech ziskané imunity, jak bylo zjiSténo v experimentech na SCID mysich (Kaiserova a
kol., 2012). Proenzymy jsou neaktivni formy enzymu (trypsinogen, chymotrypsinogen), které¢
se aktivuji proteolytickym $tépenim v naddorovém infiltratu. Podavani doprovodné amylazy
dok4zalo na dosud nezndmém mechanizmu omezovat letargii a sniZzenou pohyblivost
postizenych mysi (Novak a Trnka, 2005). Do nadoru se enzymy z krve dostavaji diky
charakteristické permeabilit¢ cév, které zasobuji nador. Proenzymy maji kladny naboj,
zpiisobeny vysokym izoelektrickym bodem. Diky tomu mohou adherovat na negativné nabité
nadorové bunky. Trypsin a chymotrypsin vytvaii komplex s o-2 makroglobulinem. Bylo
zjisténo, Ze tento komplex ziskdva zvySenou schopnost navazani cytokinill, véetné Castecné
preferen¢niho vazani TGF-f a jejich likvidaci (Desser a kol., 2001). Cytokin TGF-B je
v organismu produkovany pievazné¢ Treg lymfocyty a Th3 lymfocyty. Nadorové bunky
vyuzivaji imunosupresivnich ucinkt TGF-f proti buitkdm imunitniho systému. Poméha také k

rozvoji angiogeneze a tvorbé metastaz (Blobe a kol., 2000).
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2. Cile prace

e Optimalizovat schéma aplikace 1écebné¢ latky laminarin-BAM + LPS.

e Vyuzit synergie laminarinu, LPS a LTA KknavySeni imunitni odpovédi vaci
nadorovym buikam.

e Srovnat UCinky smési laminarin-BAM+LPS s riznym zpisobem kotveni: BAM,
DOPE a SMCC.

e Zvysit ucinek 1écby aplikaci proenzymii.

e Zjistit ucinnost 1é€ebné latky se souasnym ¢i stiidavym podavanim se smési manan-
BAM s LPS.

e VyzkouSet u¢inky MPL se smési laminarin-BAM za Gi¢elem nahrady LPS.
e Provést analyzu bunécnych subpopulaci nadorového infiltratu v prvnich dvou dnech

1é¢by laminarinem-BAM v kombinaci s LPS i jednotlivych latek pomoci pritokového
cytometru.
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3. Material a metody

3.1 Chemikalie

Alpha- amylaza - Bacillus sp. (Sigma- Aldrich, USA)

Alpha- chymotrypsinogen A - (bovinni) (Sigma- Aldrich, USA)

BAM - Mw 4000 (NOF EUROPE, Belgium).

DMSO - dimetyl sulfid (Sigma-Aldrich, USA)

DNasel - c=10 mg/ml (Roche Diagnostics, USA)

DOPE - N-(Succinimidyloxy-glutaryl)-L-a-phosphatidylethanolamine, Dioleoyl (NOF
EUROPE, Belgium)

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

Fluorescen¢né znacené kalibra¢ni kulicky (CountBright Absolute Counting Beads, 0,52 x 105
/50 pl, Invitrogen, USA)

Fluorescencné znacené MoAbs proti specifickym receptorim leukocytarnich

Kultiva¢ni médium RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, USA)

Kyanoborohydrid sodny (Sigma-Aldrich, USA)

Laminarin - Laminaria digitata, Mw 6007 (Sigma Aldrich, USA)

LiberaseDL - ¢c=5 mg/ml (Roche Diagnostics, USA)

LPS - lipopolysacharid z Escherichia coli (Sigma-Aldrich, USA)

LTA - lipoteichova kyselina z Bacillus subtilis (Sigma-Aldrich, USA)

Manan - Saccharomyces cerevisiae (Sigma-Aldrich, USA)

MPL - Monofosforyl lipid A (Sigma-Aldrich, USA)

Octan amonny (Sigma-Aldrich, USA)

PBS - fosfatem pufrovany fyziologicky roztok

SMCC - 4-(N-Maleimidomethyl)cyclohexanecarboxylicacid N-hydroxysuccinimide ester
(Thermo Scientific, Belgium)

subpopulaci (eBioscience, USA)

TCEP - Tris(2-carboxyethyl)phosphine hydrochloride (Sigma-Aldrich, USA)

Trypanova modft

Trypsiniza¢ni smés (0,02% trypsin a 0,02% EDTA v PBS)

Trypsinogen - (bovinni) (Sigma-Aldrich, USA)
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3.2 Experimentalni zvirata
Pii pokusech byly pouzivany inbredni samice ¢ernych mysi kmene C57BL/6N z chovu

némecké pobocky firmy Charles River Laboratories v Sulzfeldu. Mysi mély pii zahajeni
pokusu véhu 18-20 g a zily v pravidelné 12 hodinové fotoperiodé. Chov byl zajistén ve
standardnich stejnocennych podminkach s podestylkou z pilin, pravidelnym pfisunem
granulované potravy a vody. Chov a vSechna méfeni probihala ve zvéfinci Parazitologického
tstavu AV CR v Ceskych Budgjovicich. Byly chovany v umélohmotnych akvariich
s kovovou odnimatelnou mfizkou na vrchni strané, vV mistnosti s konstantni teplotou 22°C a

vlhkosti 65%. V kazdém akvariu byla umisténa vzdy jedna mys.

3.3 Priprava a transplantace melanomovych bunék

Pfi pokusech byly pouzivany melanomové linie B16F10, plivodné darované od prof.
Blanky Rihové z Mikrobiologického tstavu AV CR v Praze. Nadorové buiiky se uchovavaly
Vv kultivaénim médiu RPMI 1640, které bylo obohaceno o 10% FCS (fetalni bovinni sérum),
antibiotika, glutamin a merkaptoetanol. Kultivace byla zajisténa v prostiedi s teplotou 37°C,
100% vlhkosti a pfi 5% nasycenim oxidem uhli¢itym. Kultivaéni médium bylo ze zasobni
lahve odstranéno a bunky byly tiikrat promyty fyziologickym roztokem. Po tietim promyti
bylo pfilito 500 pl roztoku trypsinu (0,02% trypsin a 0,02% EDTA v PBS). Poté se bunky
nechaly inkubovat pti 37°C 3 minuty. Po uvolnéni bunék ze stén byl proces trypsinizace
zastaven pomoci 5 ml 10% RPMI. Poté se roztok s nddorovymi butikami slil do zkumavky a
nechal zcentrifugovat 10 minut pii 150 g/4°C. Po centrifugaci byl supernatant odstranén tak,
aby ztstalo 3 ml roztoku. Poté se pelet dikladné rozsuspendoval pipetou. V mikrozkumavce
pak byl odebrany vzorek smichan s trypanovou modii v poméru 1:1. Po dikladném
promichani bylo provedeno pocitani zivych bunék pod mikroskopem v Biirkerové komtirce a
uprava jejich koncentrace na 4 miliony bunék/1 ml.

Vytvorena suspenze s danou koncentraci byla transplantovdna mySim v 8. tydnu Zivota.
Injikaci nadorovych bunék piedchézelo vyholeni mysi strojkem na pravém boku pro snadné;jsi
detekci rostouciho nadoru. Kazdé mysi se podkozné aplikovalo vzdy 100 upl suspenze
nadorovych buné¢k B16F10 (400 000 bun¢k v RPMI bez séra).
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3.4 Priprava roztoki

3.4.1 Aminace laminarinu (pro navazani BAM, SMCC, DOPE-NHS)

Aminovany laminarin byl ziskan metodou provadénou dle Torosantucciové a kol. (2005).
K laminarinu se pfidal octan amonny rozpustény ve vod¢ (pH 7,5), nasledn¢ byl piidan
kyanoborohydrid sodny a po dobu 5 dni se smés nechala redukovat v 50°C. Poté probéhla
dialyza pomoci stteva o MWCO 3500 (Serva; Heidelberg, Germany) proti PBS 4°C pfes noc.
Takto byl ziskan roztok laminarin-NH,.

3.4.2 Navazani BAM a DOPE na laminarin

Navazovani kotvicich latek na aminovany laminarin prob¢hlo podle metody Kata a kol.
(2004). Obe latky se od sebe lisi poctem alifatickych fetézci, BAM ma jeden, DOPE dva
fetézce. Po ptidani BAM (Mw 4000) k dialyzovanému roztoku laminarin-NH, (pH pro reakci
musi byt 7,2 - 8,5) byl roztok dikladné promichan a ponechan 2 hodiny v pokojové teploté
reagovat. Béhem této doby doslo K navazani aminoskupiny laminarin-NH; na NHS skupinu
BAM, resp. DOPE. Reakce se zastavila 250 mikrolitry 1 M TRIS/HCI, pH 8. Nasledovala
opét dialyza pomoci stteva o MWCO 3500 (Serva) proti PBS 4°C ptes noc. Vznikly roztok

se uchovaval ve zmrazeném stavu (-20°C).

3.4.3 Navazani SMCC na laminarin

Pfiprava byla podobna jako v pfedchozim bod¢, tedy reakce NH, skupiny aminovaného
laminarinu s NHS skupinou SMCC. Kli¢ové pro navazani laminarin-SMCC na nadorové
buniky bylo zajistit pfitomnost -SH skupin. To bylo provedeno redukci cystind podle
Christiaansena a kol. (1984).

3.5 Méreni velikosti nadora
K méfeni velikosti nadorti se pouzival kaliper, méfilo se jednou za dva dny. Vysledny
objem nadorové masy byl vypocitan podle vzorce V = n/6 AB? (Li a kol., 2009), kde A je

délka nadoru a B jeho tloustka, méfeno od stiedu mysi ven.

3.6 Pocditani metastaz
Po usmrceni byly mysim vyjmuty plice, které byly nalozeny pies noc do 4% neutralniho

formaldehydu. Metastdze byly pod binolupou patrné jako cerné tecky ¢i skvrny.
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3.7 Vysledna analyza dat
K analyze se pouzival statisticky dvoustranny dvouvybérovy  Studentiv  t-test
v programu MS Excel. K vyhodnoceni piezivani mysi byl pouzit Kaplan-Meierav test

v programu MedCalc.

3.8 Postup prace pri jednotlivych pokusech

Kazdy pokus mél spoleény pocateni postup prace. 12 dni po injikaci melanomovych
bun¢k byly mySim zmétfeny plvodni objemy néadort (pfed zahdjenim 1écby). Poté byly
rozdéleny do skupin systémem postupného napliovani (distribuce mysi podle velikosti
nadoru — v kazdé skupiné mysi s podobné velkymi nadory). Tyto velikosti byly v pracovnim
list¢ nazvany jako ,,den 0%, ten samy den byla zahajena 1écba. Méteni velikosti nadorti pomoci
kaliperu pak probihalo kazdé dva dny, vzdy pied aplikaci 1é¢ebné latky. Pocet skupin i mysi
V nich obsazenych, aplikaéni harmonogram i slozeni léCebné latky, se v jednotlivych
pokusech lisi. Mysi byly bud’ sledovany pro analyzu pteziti (pocitdno od dne zapoceti terapie)
nebo usmrceny (cervikalni dislokace) za ucelem zjisténi po¢tu metastdz. Aplikace 1é¢ebnych
latek ve formé roztoku probihala vzdy intratumoralné (i.t.), pomoci injekéni stiikacky. Kazda

mys byla 1é¢ena davkou v objemu 50 pl.

3.8.1 Pokus ¢. 1: Optimalizace 1é¢ebného harmonogramu terapie zaloZené na kombinaci
laminarinu-BAM s LPS.

V tomto pokusu bylo Sest skupin mysi, v kazdé skupiné bylo pét jedincti. Schéma 1écby,
zalozené na dob¢ aplikace 1éCby, je znazornéno v tabulce 1. Krom¢ méfeni nadort (obden)
probihalo v tomto pokusu také méteni teploty mysi. Zjistovaly se dvé hodnoty, tedy teplota
nadoru (pravy bok) a povrchova teplota mys$i (levy bok). K tomuto uc€elu byl pouzit IR
Rodent Termometr 153 IRB od firmy Bioseb. Zacalo se méfit 0. den 6, 12 a 24 hodin od
pocatku 1é€by a poté kazdé dva dny po dobu 14 dni.
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Tab. 1: Schéma 1é¢by tvodniho pokusu optimalizace doby aplikace.

Skupina | Druh lééby Schéma aplikace
A 0,2 mM laminarin — BAM + 1 aplikace 0. den
LPS (0,5 mg/ml roztoku) v PBS
B 0,2 mM laminarin — BAM + 3 aplikace po sobé¢ (den 0,1,2)
LPS (0,5 mg/ml roztoku) v PBS
C 0,2 mM laminarin — BAM + 6 aplikaci obden (den 0,2,4,6,8,10)
LPS (0,5 mg/ml roztoku) v PBS
D 0,2 mM laminarin — BAM + den
LPS (0,5 mg/ml roztoku) v PBS | 0,1,2...8,9,10...16,17,18...24,25,26
E 0,2 mM laminarin — BAM + aplikace 0. den a pak jen dle
LPS (0,5 mg/ml roztoku) v PBS | potieby (viz. vysledky, tab. 13)
K PBS 6 aplikaci obden (den 0,2,4,6,8,10)

3.8.2 Pokus ¢. 2: Zesileni imunitni odpovédi pridanim LTA K terapeutické kombinaci
laminarin-BAM + LPS.

Byly pouzity tii skupiny mysi, v kazdé bylo pét jedinct. Lécebné davky byly aplikovany

V intenzivnim reZzimu prvni tfi dny. Prvni den po rozdé€leni mysi do skupin a zméteni objemt

byly i.t. aplikovany 3 davky, druhy den 2 davky a tieti den 1 davka. Shrnuti aplika¢niho

rezimu je uvedeno v tabulce 2.

Tab. 2: Schéma 1é¢by.

Skupina | Druh 1é¢by Schéma aplikace - spoleéné pro
vSechny skupiny

A 0,2 mM laminarin - BAM + LPS (0,5 0. den: 13:00, 14:00, 15:00 hod.
mg/ml roztoku) v PBS 1. den: 13:00, 14:00 hod.

B 0,2 mM laminarin - BAM + LPS (0,5 2. den: 13:00 hod.
mg/ml roztoku) + LTA (3 mg/ml
roztoku) v PBS

K PBS
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3.8.3 Pokus ¢. 3: Screening optimalnich podminek pro terapii zaloZenou na kotveni
laminarinu na povrch nadorovych bunék.

3.8.3.1 Srovnani ucinku laminarin — BAM a laminarin-DOPE (v§e v synergii s LPS).

V pokusu byly pouzity dvé skupiny mysi, v kazdé skupiné bylo pét jedinct. LéCebny 4

pulzni rezim ve dnech 0,1,2...8,9,10...16,17,18...24,25,26 byl zachovan pro ob¢ skupiny.

Schéma 1é¢by je uvedeno v tabulce 3.

Tab. 3: Schéma 1é¢by.

Skupina

Druh 1écby Schéma aplikace (dny)

A

0,2 mM laminarin - BAM + 0,1,2...8,9,10...16,17,18...24,25,26

LPS (0,5 mg/ml roztoku) v PBS

0,2 mM laminarin-DOPE-NHS | 0,1,2...8,9,10...16,17,18...24,25,26

+ LPS (0,5 mg/ml roztoku) v
PBS

3.8.3.2 Srovnani ucinku kotveni pomoci BAM a SMCC.

V tomto pokusu byl srovnan ucinek laminarinu-BAM s Géinkem laminarinu-SMCC

(oboje ve smési s LPS). Ob¢ skupiny byly tvofeny ¢tyfmi jedinci. V piipad¢é pouziti preparatu

obsahujiciho laminarin-SMCC, byl nejprve do nadoru i.t. aplikovan roztok TCEP (50 pl s 50

mM koncentraci) pro zajiSténi redukce cystini a vytvofeni -SH skupin na néadorovych

bunkach. Po hoding byl aplikovan lé¢ebny roztok dle schématu uvedeného v tabulce 4.

Tab. 4: Schéma 1é¢by.

Skupina

Druh lécby

Schéma aplikace (dny) - spole¢né
pro obé skupiny

A

0,2 mM laminarin - BAM + LPS (0,5
mg/ml roztoku) v PBS

B

0,2 mM laminarin-SMCC/R + LPS (0,5
mg/ml roztoku) v PBS

0,1,2...8,9,10...16,17,18...24,25,26

3.8.3.3 Zjisténi vilivu proenzymii na terapii pomoci laminarinu-SMCC s LPS.

Srovnaval se ucinek latek ve dvou skupinach po ¢tyfech mysich: laminarin-SMCC + LPS

(v aplika¢nim rezimu 0,1,2...8,9,10...16,17,18...24,25,26) a proenzymi. Byly pouzity

proenzymy trypsinogen (koncentrace 7500 BAEE jednotek po aktivaci), a-chymotrypsinogen
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A (koncentrace 31 BTEE jednotek po aktivaci) a a-amylaza (820 maltézovych jednotek), na 1
ml PBS. Roztok s proenzymy se aplikoval intramuskularné (musculus semitendinosus),
vobjemu 100 pl/mys. Redukéni c¢inidlo (TCEP) se aplikovalo stejné jako v pfedchozim

pokusu. Schéma aplikace je uvedeno v tabulce 5.

Tab. 5: Schéma 1écby.

Skupina | Druh 1é¢by Schéma aplikace (dny)

A 0,2 mM laminarin-SMCC + LPS (0,5|0,1,2...8,9,10...16,17,18...24,25,26
mg/ml roztoku) v PBS

B 0,2 mM laminarin-SMCC + LPS (0,5]0,1,2...8,9,10...16,17,18...24,25,26

mg/ml roztoku) v PBS

proenzymy 4,5,6...12,13,14...20,21,22...28,29,30

3.8.3.4 Srovndni ucinku laminarin — BAM + LPS a manan —BAM + LPS samostatné a ve smési,

srovnani s lé¢bou laminarin-BAM + LPS.

Celkem byly pouzity tfi skupiny, v kazdé byly 4 mysi. Laminarin-BAM byl injikovan i.t.
v pulznim rezimu s pétidennimi pauzami, ve dnech 0,1,2...8,9,10...16,17,18...24,25,26. V
kontrastu s nim byl pouzit stfidavy rezim it. podani latek laminarin-BAM
(0,1,2...... 16,17,18) a manan-BAM (...... 8,9,10....... 24,25,26). Ve treti skupiné byla pouZzita
sm¢s laminarin-BAM a manan-BAM v poméru 1:1, ve stejném rezimu jako laminarin-BAM.
Vsechny zkoumané latky byly testovany ve smési S LPS. Schéma pokusu je uvedeno v
tabulce 6.

Tab. 6: Schéma 1é¢by.

Skupina | Druh 1é¢by Schéma aplikace (dny)

A 0,2 mM laminarin -BAM + LPS (0,5 mg/ml | 0,1,2...8,9,10...16,17,18...24,25,26
roztoku) v PBS

B 0,2 mM laminarin — BAM + LPS (0,5 0,1,2...... 16,17,18

mg/ml roztoku) v PBS

0,2 MM manan — BAM + LPS (0,5 mg/ml 8,9,10....... 24.25,26
roztoku) v PBS

C 0,2 mM laminarin —- BAM + 0,2 mM manan | 0,1,2...8,9,10...16,17,18...24,25,26
—BAM + LPS (0,5 mg/ml roztoku) v PBS
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3.8.4.5 Srovnani ucinku laminarinu-SMCC a stiidavého poddavani laminarin-SMCC a manan-
SMCC ( v$e podpoieno LPS).

K pokusu byly pouzity tfi terapeutické roztoky ve dvou skupinach, po ctyfech mysich.
Srovnaval se ucinek laminarinu a mananu podavaného stéidavé, s laminarinem samotnym.
Vsechny latky byly vazany na buniky pomoci SMCC (+ aplikace redukéniho ¢inidla) a vSude

byl pouzit rovnéz LPS. Prehled latek a aplika¢nich rezima je uveden v tabulce 7.

Tab. 7: Schéma 1écby.

Skupina | Druh lé¢by Schéma aplikace (dny)
A 0,2 mM laminarin -SMCC/R + LPS (0,5 0,1,2...8,9,10...16,17,18...24,25,26
mg/ml roztoku) v PBS
B 0,2 mM laminarin — SMCC/R + LPS (0,5 0,1,2...... 16,17,18
mg/ml roztoku) v PBS
0,2 mM manan — SMCC/R + LPS (0,5 8,9,10....... 24,2526
mg/ml roztoku) v PBS

3.8.4 Pokus ¢. 4: Nahrada LPS pomoci MPL.
V tomto pokusu bylo pouzito 30 mysi v Sesti skupinach. V kazdé skupin€ bylo pét mysi.
Vsechny léCebné latky byly aplikovany v dvou pulzni terapii, s pétidenni pfestavkou. Schéma

1écby je uvedeno v tabulce 8.

Ctrnacty den od zapodeti 1é¢by bylo ukondeno méfeni nadorit a mysi byly humanng
usmrceny (cervikalni dislokace). Z odebranych plic se poté zjistovala pfitomnost a pocet

metastaz pod binolupou.
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Tab. 8: Schéma 1é¢by.

PBS

Skupina | Druh lé¢by Schéma aplikace (dny) -
spoleéné  pro  vSechny
skupiny

0,2 mM laminarin - BAM v PBS
B 0,2 mM laminarin - BAM + LPS (0,2 mg/ml

roztoku) v PBS 0,1,2.....8,9,10
C 0,2 mM laminarin - BAM + MPL (0,2 mg/ml

roztoku) v PBS

LPS (0,2 mg/ml PBS)
E MPL (0,2 mg/ml PBS)

3.8.5 Pokus €. 5: Studie nadorové infiltrace béhem nadorové imunoterapie pomoci

pritokové cytometrie.

3.8.5.1 Aplikacni harmonogram lécby.

V tomto pokusu byla analyzovana infiltrace leukocyti do nadoru v prvnich dvou dnech

1é¢by. Byly vytvoteny 4 skupiny, kazdad obsahovala 9 mysi. 3 myS$i byly pouzity jako

negativni kontrola, tedy stav infiltrace u nelécenych (netknutych jehlou) mysi. Celkem bylo

pouzito 39 mysi. Seznam aplikovanych latek je uveden v tabulce 9. Vsechny skupiny byly

l1éceny prislusnou latkou pouze v ¢ase 0. Méfeni a odebirani nadorti probihalo v intervalu 12,

24 a 48 hodin po aplikované terapii. Mysi byly usmrceny, nadory vyjmuty a pfipravena

bunécna suspenze, kterd byla méfena na pritokovém cytometru. Vysledna hodnota je vzdy

primérem ze tii mysi dané skupiny.

Tab. 9: Schéma 1é¢by.

Skupina

Aplikované roztoky

A

LPS (0,5 mg/ml PBS)

B 0,2 mM laminarin-BAM v PBS

C 0,2 mM laminarin-BAM + LPS
(0,5 mg/ml roztoku) v PBS

K PBS
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3.8.5.2 Postup prdce pi¥i zpracovdni nadoru a analyze.

V daném intervalu byly nadory odebrany vzdy ttem mysim z kazdé skupiny. Po ocisténi
se nador rozstiihal na malé kousky a vlozil do mikrozkumavky s1 ml roztokem 67 pl
LiberaseDL a 20 ul DNasel v RPMI 1640 (bez séra), pak se ulozil na led. Poté se nechaly
vzorky tiepat na tfepacce 1 hodinu pii 37°C. Vzorky byly dale centrifugovany 10 minut pfi
150 g/4°C. Supernatant byl odebran a pelet se nafedil v PBS. Dale byl pelet manualné
zhomogenizovan ptes BD sitko do 50 ml falcony, doplnén PBS a centrifugovan 10 minut pfi
150 g/4°C. Vznikly pelet se jiz ptesné natedil fyziologickym roztokem na 500 pl. Poté se
vzorky rozpipetovavaly do 96 jamkové mikrotitrani desticky po 10 ul na jamku. K vzorkiim
se pridalo 10 pl ptediedénych fluorescenéné znacenych protilatek (viz. tabulka 11, 12)
specificky se vazajicich k povrchovym markerim bun€k imunitniho systému. Protilatky se
nechaly s bunikami inkubovat 20 minut pii 4°C. Nasledné byly vzorky v jamkach promyty
pomoci 150 pl PBS a centrifugovany 2 minuty pii 270 g/4°C. Po odstranéni supernatantu Se
k peletu ptidalo 140 pl PBS a 10 ul kalibra¢nich kuli¢ek (eBioscience, USA) ke kvantifikaci
absolutniho mnozstvi bunék. V této podobé byly vzorky pfipraveny na analyzu na
pratokovém cytometru (BD FACSCantoll flow cytometer, BD Biosciences, USA). Béhem
analyzy vzorku byla detekovana emise fluorescence jednotlivych bunék béhem piisobeni
excitacnich laserti o vlnové délce 488 nm (modry) a 633 nm (Cerveny). Analyza probéhla
pomoci programu BD FACSDiva verze 6.1.3. Nastaveni lasert a HTS loaderu, ktery provadeél
méfeni vzorkid z 96 jamkové desticky, je uveden vtabulce 10. V kazdém vzorku bylo
zaznamenano 20 000 udalosti, byla nastavena kompenzace. Vysledné hodnoty se poté

pfepocitaly na 1 mm?® nadorové tkang.

Tab. 10: Nastaveni laserti a podminek méfeni na prutokovém cytometru.

Nastaveni lasert Nastaveni HTS

Window Extension 2,0 Sample Flow Rate 1,0
FSC Area Scalling 0,8 Sample Volume (ul) | 20
Laser Delay Blue 0,0 Mixing Volume (ul) | 100,0
Laser Delay Red 30,0 Mixing Speed 100,0
Area Scaling Blue 0,8 Number of Mixes 2,0
Area Scaling Red 1,3 Wash Volume (pl) 200,0
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Tab. 11: Fluorescen¢né znacené protilatky pro ptipravu master mixu - znacéeni 1.

Bunééna Specifikace MoAb Redéni

(sub)populace

leukocyty anti-Mouse CD45 PerCP-Cy5.5; 200x
clone 30-F11; 0,2 mg/ml

T-lymfocyty anti-Mouse CD3e FITC; 100x

clone 145-2C11; 0,5 mg/ml

Th lymfocyty anti-Mouse CD4 APC; clone GK1,5; 0,2 | 100x
mg/ml

Tc lymfocyty anti-Mouse CD8a PE-Cy7; clone 53-6.7; | 100x
0,2 mg/ml

NK bunky anti-Mouse NK1.1 PE; clone PK136; 0,2 | 100x
mg/ml

Tab. 12: Fluorescen¢né znacené protilatky pro ptipravu master mixu - znaceni II.

Bunééna Specifikace MoAb Redéni

(sub)populace

leukocyty anti-Mouse CD45 PerCP-Cy5.5; 200x
clone 30-F11; 0,2 mg/ml

T-lymfocyty anti-Mouse CD3e FITC; clone 145- 100x
2C11; 0,5 mg/ml

granulocyty anti-Mouse Ly-6G (Gr-1) Alexa Fluor | 100x
700; clone RB6-8C5; 0,2 mg/mi

B lymfocyty anti-Mouse CD19 APC; clone 100x
eBiolD3; 0,2 mg/ml

monocyty/makrofagy | anti-Mouse F4/80 PE-Cy7; clone 100x
BMS; 0,2 mg/ml
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4. Vysledky

4.1 Pokus €. 1: Optimalizace 1é¢ebného harmonogramu terapie zaloZené na
kombinaci laminarinu-BAM s LPS.

V tomto pokusu jsem se zaméftila na zjisténi, které schéma aplikace laminarinu-BAM +
LPS je nejefektivnéjsi. Samotné slozeni latky bylo jiz v protinddorové 1€cbé ovéteno
(Auerova, 2012). Vliv 1é¢ebné smési laminarin-BAM s lipopolysacharidem na redukci nadora
v ruznych aplika¢nich rezimech, je uveden v grafu na obrazku 6. Z néj je patrné, Ze ze vSech
lécebnych  rezimi  je  nejvice U¢innda 4  pulzni  aplikace ve  dnech
0,1,2...8,9,10...16,17,18...24,25,26. Dosahla statistické vyznamnosti, vztazené ke kontrole 6.
- 14. den a byla zde spolu se skupinou B zaznamenana nejdel$i doba pieziti (tab. 14). 4 pulzni
terapie dokonce vyvolala Gplné vymyceni nadoru u vSech mysi 4. - 6. den, u poloviny z nich
az do 18. dne (misto nadoru vsak léze bez kiize). Aplikacni rezim skupiny E byl také uspésny
v redukci nadoru, zvlasté diky flexibilité 1é¢by podle vyskytu nadoru (dny aplikace uvedeny
v tabulce 13), ale v dlouhodobém vyhledu efekt nemél (obr. 7). U skupiny B (aplikace v den
0,1,2) a u skupiny C (aplikace 6x obden) bylo ve dnech 4. - 14. rovnéZ dosazeno statisticky
vyznamné redukce nadorového rustu. Nejhiie naopak dopadla 1é¢ba aplikovand pouze
jednou, ve 14. dni terapie dokonce primérna velikost nddori piesahla velikost nadori

kontroly.

Tab. 13: Aplika¢ni rezim skupiny E.

Mys Dny aplikace

0az26

0,1,2,3,4,5,8,9,10,11,12 az 26

0,1,2,5,7,9,10,11,12, az 26

1
2
3 0,1,2,8,9,10,12, az 26
4
5

0,1,2,3,4,10,11,12, az 26
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Obr. 6: Graf vlivu 1é¢by laminarin-BAM+LPS na velikost nadord V riznych aplika¢nich
rezimech. A - laminarin-BAM+LPS (aplikace den 0), B - laminarin-BAM+LPS (aplikace den
0,1,2), C - laminarin-BAM+LPS (aplikace den 0,2,4,6,8,10), D - laminarin-BAM+LPS
(aplikace den 0,1,2...8,9,10...16,17,18...24,25,26), E - laminarin-BAM+LPS (aplikace 1x, a
pak dle potieby), K - PBS (kontrola).

*P <0,05, ** P <0,01, *** P <0,005, **** P <0,001 vztazeno ke kontrole (skupina K)

Me¢éteni teplot mysi nevykazalo zddné zmény, které by odrazely zpisob a pribéh terapie
(data neuvedena).

Na obrazku 7 je zaznamendna analyza pieziti mySi lécenych roztokem laminarin-
BAM+LPS v jednotlivych skupinach. U zadné skupiny nedoslo ke statisticky vyznamnému
prodlouzeni vici kontrole. Jedna mys ze skupiny C (aplikace den 0,1,2) piezila hranici 100

dni a zZije dodnes.
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Obr. 7: Analyza preziti po aplikované 1écbé laminarin-BAM+LPS v rtznych aplika¢nich
rezimech A - laminarin-BAM+LPS (aplikace den 0), B - laminarin-BAM+LPS (aplikace den
0,1,2), C - laminarin-BAM+LPS (aplikace den 0,2,4,6,8,10), D - laminarin-BAM+LPS
(aplikace den 0,1,2...8,9,10...16,17,18...24,25,26), E - laminarin-BAM+LPS (aplikace den
0, a pak dle potieby), K - PBS (kontrola).

Shrnuti 1écebného pusobeni aplikac¢nich rezimu je uvedeno v tabulce 14. Efektivita
v ramci redukce nadorového ristu je ziejma, ale z dlouhodobéjsiho hlediska preziti mysi se

jevi jako net¢inna.
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Tab. 14: Vliv terapie 0,2 mM laminarin-BAM+LPS (0,5 mg/ml) na redukci nadorového rustu

a preziti mysi.

Aplikaéni rezim smési Redukce Primérna | Statisticka | Pocet
0,2 mM laminarin-BAM+LPS (0,5 | nadorového | doba vyznamnost | mysi
mg/ml) riastu vaci | preziti doby preziti | prezivSich
kontrole (dny) vuci 100 dni od
kontrole pocatku
1éCby
den 0 45% 31,5 ne 0
dny 0,1,2 94% 55,5 ne 1 (25%)
dny 0,2,4,6,8,10 82% 35 ne 0
dny 97% 52 ne 0
0,1,2...8,9,10...16,17,18...24,25,26
den 0, a pak dle potieby - viz. tab. 95% 37 ne 0

13

4.2 Pokus €. 2: Zesileni imunitni odpovédi pridanim LTA k terapeutické

kombinaci laminarin-BAM + LPS.

Vysledek pokusu je uveden v grafu na obrazku 8. Je ziejmé, ze pfidani LTA nema

zédsadni vliv na redukci nddorového ristu vyvolanou smeési laminarin-BAM s LPS.
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Obr. 8: Graf vlivu 1é¢by roztokem laminarin-BAM+LPS a s pfidavkem LTA na velikost
nadort. A - laminarin-BAM+LPS, B - laminarin-BAM+LPS+LTA, K - kontrola (PBS)
*P <0,05, ** P <0,01 vztazeno ke kontrole (skupina K)
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Obrazek 9 znazoriiuje analyzu preziti. Terapie bez 1 s LTA nevykdzaly statisticky
vyznamné prodlouZeni pteziti. Jak v8ak vyplyva z tabulky 16, skupina A (bez LTA) vykazala
delsi prumérnou dobu pteziti a jedna mys v této skupiné prezila hranici 100 dni.

Celkovée tedy nelze konstatovat, ze by piidavek LTA zlepsil terapeutické vlastnosti smési

laminarin-BAM s LPS v pouzitém aplika¢nim rezimu.
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Obr. 9: Analyza pteziti mysi 1é¢enych roztokem laminarin-BAM+LPS a s pfidavkem LTA po
aplikované 1é¢bé. A - laminarin-BAM+LPS, B - laminarin-BAM+LPS+LTA, K - kontrola
(PBS)

V tabulce 15 je uvedeno shrnuti G¢inku terapii. Obé byly vysoce u¢inné Vv redukci

nadorového ristu, ale z dlouhodobého hlediska neefektivni, zejména skupina s pfidanym
LTA.
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Tab. 15: Vliv terapii na redukci nadorového ristu a preziti mysi.

Terapie Redukce Primérna Statisticka Pocet mySi
nadorového doba preziti | vyznamnost prezivSich 100
rustu vuci | (dny) doby preziti vici | dni od pocatku
kontrole kontrole 1é¢by

0,2 mM laminarin | 91% 56,4 ne 1 (25%)

-BAM + LPS (0,5

mg/ml)

0,2 mM laminarin | 93% 35,2 ne 0

-BAM + LPS (0,5

mg/ml) + LTA (3

mg/ml)

4.3 Pokus €. 3: Screening optimalnich podminek pro terapii zaloZenou na kotveni
laminarinu na povrch nadorovych bunék.

4.4.1 Srovnani u¢inku laminarin — BAM a laminarin-DOPE (vSe v synergii s LPS).

Podle grafu na obrazku 10 je zfejmé, ze DOPE kotva nema lepsi ucinek na redukci

nadorového rustu nez kotva BAM. U skupiny 1é¢ené laminarinem-BAM+LPS byl u ¢ty mysi

mezi 4. a 8. dnem 1écby zaznamenan beznadorovy stav. Skupina s DOPE kotvou méla 2 mysi

bez nadoru mezi 6. - 8. dnem terapie.
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Obr. 10: Graf vlivu 1é¢by laminarin — BAM a laminarin-DOPE na velikost nadori. A -
laminarin-BAM+LPS, B - laminarin-DOPE + LPS.
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Z hlediska pfeziti existuje mezi obéma skupinami rozdil, statisticky nevyznamny
(obrazek 11). Primérna doba pieziti u skupiny s kotvou BAM je 47 dni, u skupiny s DOPE
pak 35 dni.
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Obr. 11: Analyza pteziti mysi po aplikované 1é¢b¢ laminarin — BAM a laminarin-DOPE. A -
laminarin-BAM+LPS, B - laminarin-DOPE + LPS.

4.3.2 Srovnani udinku kotveni pomoci BAM a SMCC.
Kotvy BAM nebo SMCC navazané na laminarin mély v prvnim tydnu 1écby velmi

podobny ucinek, 4. - 6. den bylo dokonce 50% mysi bez nadoru. Jak vyplyva z obrazku 12,
pozd¢ji vyvolaval ligand s kotvenim SMCC vyssi Gcinek, nicméné rozdil nebyl statisticky
vyznamny. Zména nastala v 8. dni, kdy se nadory u skupiny s BAM kotvou obnovily a jejich
rust uz nebyl zastaven, a¢ byla terapie 4 pulzni. U SMCC kotvy doslo k relapsu mysi 16. den,

ale praimérné velikosti nadort ztstaly niz$i nez u druhé skupiny (data neuvedena).
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Obr. 12: Graf vlivu kotveni pomoci BAM a SMCC na velikost nador. A - laminarin-
BAM+LPS, B - laminarin-SMCC/R+LPS.

Z hlediska preziti graficky zobrazeného na obrazku 13, neni mezi srovnavanymi
skupinami statisticky vyznamny rozdil. Mysi 1é¢ené laminarinem-BAM zily o néco déle

(pramérné 43 dni, kdezto ve skupin¢ laminarin-SMCC 38 dni).
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Obr. 13: Analyza pteziti mysi po aplikaci 1é¢by s kotvami BAM a SMCC. A - laminarin-
BAM+LPS, B - laminarin-SMCC/R+LPS.
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4.3.3 Zjisténi vlivu proenzymi na terapii pomoci laminarinu-SMCC s LPS.

Jak vyplyva zobrazku 14, kombinace terapie smési laminarin-SMCC/LPS
S proenzymoterapii nemela, co se ty¢e redukce nddorového rdstu, zddny vliv na ptvodni
terapii (laminarin-SMCC/LPS). Proenzymoterapie mirn¢ zvysila dobu pieZiti (primérna doba
preziti 40 dni, kdezto ve skupiné bez proenzymu 38 dni). Tento rozdil nebyl statisticky

vyznamny (obr. 15).
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Obr. 14: Graf vlivu proenzymu na G¢inek laminarin-SMCC+LPS. A - laminarin-SMCC+LPS,
B - laminarin-SMCC+LPS+proenzymy.
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Obr. 15: Analyza pieziti mysi po aplikované 1é¢b¢é s obsahem proenzymu. A - laminarin-
SMCC+LPS, B - laminarin-SMCC+LPS+proenzymy.

4.3.4 Srovnani G¢inku laminarin — BAM + LPS a manan -BAM + LPS samostatné a ve
smési, srovnani s 1é¢bou laminarin-BAM + LPS.

Z obrazku 16 je ziejmé, Zze velmi dobie zafungovala stiidava 1écba laminarin-BAM a
manan-BAM ve skupiné¢ B. Ac¢ nebyla zjiSténa Zadna statisticka vyznamnost, nejblize tomu
byla tato skupina ve 12. dni (P=0,06 ve srovnani s terapii A bez mananu). Tfi ¢tvrtiny mysi

zUstaly pii této stfidavé terapii bez nadoru az do 14. dne od pocatku 1é¢by.
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Obr. 16: Graf vlivu terapie pomoci laminarin-BAM a manan-BAM+LPS na velikost nadorg.
A - laminarin-BAM+LPS, B - laminarin-BAM+LPS, manan-BAM+LPS (stéidav¢), C -
laminarin-BAM+LPS, manan-BAM+LPS (smés 1:1).

Podle obrazku 17 mély ob¢ terapie s pouzitym mananem vliv na prodlouzeni preziti.
Primérna doba preziti pro laminarin-BAM+LPS a manan-BAM+LPS ve stfidavém reZimu je
60 dni, ve smési pak 52 dni. Ve skupin¢ laminarin-BAM+LPS bez mananu je primérna doba

pteziti 35 dni. Mezi srovnavanymi skupinami neni statisticky vyznamny rozdil.
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Obr. 17: Analyza pieziti mysi po aplikované 1é¢bé lamninarin-BAM a manan-BAM+LPS. A -
laminarin-BAM+LPS, B - laminarin-BAM+LPS, manan-BAM+LPS (sttidav¢), C - laminarin-
BAM+LPS, manan-BAM+LPS (sm¢s 1:1).

4.3.5 Srovnani u¢inku laminarin-SMCC a stfidavého podavani laminarin-SMCC a
manan-SMCC ( v§e podpoieno LPS).
Podle obrazku 18 byla redukce nddorového rastu u sttidavého podavani laminarin-SMCC

a manan-SMCC statisticky nevyznamné vyssi, kolem 12. dne vsak velikost nadort stoupala.
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Obr. 18: Graf vlivu 1écby laminarin-SMCC a stfidavého podavani laminarin-SMCC a manan-
SMCC na velikost nadort. A - laminarin-SMCC/R+LPS, B - laminarin-SMCC/R+LPS,
manan-SMCC/R+LPS.

Lécba s obsahem mananu ma vliv na prodlouzeni Zzivota mysi, avSak statisticky
nevyznamny (obr. 19). Pramérna doba pieziti pro laminarin-SMCC/R+LPS je 38 dni, ve
skupiné se stiidavym podavanim laminarin-SMCC a manan-SMCC pak 43 dni.
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Obr. 19: Analyza preziti mysi po aplikované 1écbe laminarin-SMCC a stfidavého podavani
laminarin-SMCC a manan-SMCC. A - laminarin-SMCC/R+LPS, B - laminarin-
SMCC/R+LPS, manan-SMCC/R+LPS
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4.4 Pokus ¢. 4: Nahrada LPS pomoci MPL.
Vtomto pokusu byla sledovana jak synergie LPS a MPL s laminarinem-BAM

dohromady, tak jejich jednotlivych slozek. Na obrazku 20 je graf velikosti nadorti po dobu 14
dni od pocatku 1écby. MPL a LPS sami o sobé vykazovali srovnatelnou, nicméné slabou
redukci nadorového ristu. U smési laminarin-BAM s LPS doSlo k ur€ité synergii, u smési
laminarin-BAM s MPL nic takového pozorovano nebylo. Zaroven je zjevné, Ze samotna latka
laminarin-BAM bez G¢inku LPS ztraci na své efektivité. V zadné skupiné se neobjevila

statistickd vyznamnost vii¢i kontrole K.
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Obr. 20: Graf U¢inku LPS a MPL na velikost nadord ve smési s laminarin-BAM. A -
laminarin-BAM, B - laminarin-BAM+LPS, C - laminarin-BAM+MPL, D - LPS, E - MPL, K
- kontrola (PBS)

Pramérny pocet metastaz u kazdé skupiny (intenzita metastazovani) po 14 dnech 1é¢by je
uveden na obrazku 21. Vyssi vyskyt metastaz oproti kontrole byl patrny u vSech skupin kromé
skupiny D, tedy lécby pomoci samotného LPS. Co se tyce prevalence metastazovani, byla

snizena u vSech 1écenych skupin (obr. 22).
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Obr. 21: Intenzita metastazovani. A - laminarin-BAM, B - laminarin-BAM+LPS, C -
laminarin-BAM+MPL, D - LPS, E - MPL, K - kontrola (PBS)
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Obr. 22: Vyskyt metastaiz u mysi. A - laminarin-BAM, B - laminarin-BAM+LPS, C -
laminarin-BAM+MPL, D - LPS, E - MPL, K - kontrola (PBS).
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4.5 Pokus €. 5: Studie nadorové infiltrace béhem nadorové imunoterapie pomoci
pritokové cytometrie.

V nasledujicim experimentu byl zjiStovan pocet imunitnich bunék v nadoru. Pied
kazdym vynétim nadoru z mysi byl nador nejprve zméfen (obr. 23). Ve 48. hodin¢ doslo ke
zvétSeni objemll nadord 1écenych skupin (kromé skupiny A), ptevysSujici objem kontrolni
skupiny. Nador je pii zanétlivé reakci v prvnich dvou dnech naplnén zanétlivym infiltratem.

Které buiiky a v jakém mnozstvi, je uvedeno dale.

EA BB @©C BEK
300 -
250 -
E 200 -
E
>
5 150 -
©
\©
=
£ 100 -
(]
._g.
50 -
O .
0 12 24 48
pocet hodin terapie

Obr. 23: Graf vlivu 1é¢by na velikost nadort méfeny in vivo. A - LPS, B - laminarin-BAM, C
- laminarin-BAM+LPS, K - kontrola (PBS).
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Na obrazku 24 je vidét mnozstvi vSech CD 45+ bun¢k, tento leukocytarni antigen maji na
sob¢ vsechny hemopoetické buiiky kromé erytrocytli a megakaryocyt. Pocet leukocyti v
nadorové tkani byl nejvyssi 24 hodin po podani LPS, po 48 hodinach se snizil na troven
kontroly. U skupiny laminarin-BAM+LPS byla naméfena nejvyssi hodnota ve 12. dni, v
priaméru 21 203 bunék na skupinu. U ostatnich 1é¢enych skupin doSlo k mirnému vzestupu,

statisticky nevyznamnému.

EA EB EC EK
80000 -

70000 -

60000 -

50000 -

40000 -

30000 -

20000 -

10000 -

pocet CD 45+ bunék na 1 mm?3

0 12 24 48

pocet hodin terapie

Obr. 24: Graf mnozstvi CD 45+ bunék u jednotlivych skupin. A - LPS, B - laminarin-BAM, C
- laminarin-BAM+LPS, K - kontrola (PBS).
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Mohutny nastup granulocytarnich bunék (obr. 25) jako fagocytujicich Cinitelt byl patrny
po stimulacnim ptisobeni LPS po 24 hodinach. Vysoké a stabilnéjsi hodnoty jsou také po
pusobeni laminarinu-BAM spolu s LPS, jejich ptisobeni nastupuje diive nez u samotného
LPS, jiz ve 12. hodin¢ (primérma hodnota 14 069 bunck). Vyrazna uloha LPS je vidét u
skupiny s jeho absenci (samotny laminarin-BAM), ktera se pohybuje na trovni kontrolni

skupiny.
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Obr. 25: Graf mnozstvi granulocytarnich bunék u jednotlivych skupin. A - LPS, B -
laminarin-BAM, C - laminarin-BAM+LPS, K - kontrola (PBS).
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Pocet NK bunék uvedeny na obrazku 26 ma v priabchu experimentu ve vSech skupinach

nevyrazné stoupavy a nepravidelny charakter, neodrazejici zptsob terapie.
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Obr. 26: Graf mnozstvi NK bungk u jednotlivych skupin. A - LPS, B - laminarin-BAM, C -
laminarin-BAM+LPS, K - kontrola (PBS).
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Pocet F4/80+ bunék je znazornén na obrazku 27. Tento marker se nachazi na mysSich
monocytech a makrofazich. Nejvice téchto bunck bylo zjisténo po 1é¢bé laminarin-BAM, s
rostouci tendenci, ve 48. hodin¢ s primérnym mnozstvim 7 358 bunék. Pfechodné byla

hodnota tohoto markeru zvySena i u samotného LPS, mezi 24. a 48. dnem.
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Obr. 27: Graf mnozstvi F4/80+ bunék u jednotlivych skupin. A - LPS, B - laminarin-BAM, C
- laminarin-BAM+LPS, K - kontrola (PBS).
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CD19+ marker se nachazi na B lymfocytech. Analyza nadorového infiltratu prokazala
pFitomnost t&chto bungk pouze ve velmi malém mnoZstvi do 200 bungk na 1mm?® (obr. 28).
Byly patrné vykyvy v hodnotach a jejich rapidni snizeni ve 48. hodiné zejména u skupiny

lé¢ené latkou laminarin-BAM+LPS.
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Obr. 28: Graf mnozstvi CD 19+ bunék u jednotlivych skupin. A - LPS, B - laminarin-BAM, C
- laminarin-BAM+LPS, K - kontrola (PBS).

50



Mnozstvi bun€k s CD3+ markerem je znazornén na obrazku 29. Marker CD3+ udava
celkovy pocet T lymfocyti. Byl naméfen nizky pocet téchto bunck s rostouci tendenci v
lécenych skupindch. U skupiny laminarin-BAM+LPS byla jejich primérna hodnota ve 48.
hodiné€ 2 475 bunék.
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Obr. 29: Graf mnozstvi CD 3+ bungk u jednotlivych skupin. A - LPS, B - laminarin-BAM, C
- laminarin-BAM+LPS, K - kontrola (PBS).
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Déle byl analyzovan pocet Th lymfocytl s antigenni determinantou CD4+. MnozZstvi
téchto bunék bylo mirn¢ vyssi nez pocet B lymfocytl, k vyrazné infiltraci v8ak nedoslo.

S postupijicim ¢asem se jejich mnozstvi zvétsuje (obrazek 30).

HA EB @C BK
1800 -

1600 -
1400 -
1200 -

1000 -

800 -

600 -

pocet CD 4+ bunék na 1 mm3

400 -

200 ~

0 12 24 48

pocet hodin terapie

Obr. 30: Graf mnozstvi CD 4+ bunék u jednotlivych skupin. A - LPS, B - laminarin-BAM, C
- laminarin-BAM+LPS, K - kontrola (PBS).
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Infiltrace cytotoxickymi T lymfocyty nesoucich CD 8+ znak je nizkd, s maximalnim
poc¢tem 765 bun¢k u skupiny laminarin-BAM (obrazek 31). Ve 48. hodin¢ dokonce doslo ke
statisticky vyznamnému snizeni poctu Tc lymfocytl ve skupiné 1é¢ené smési laminarin-BAM

s LPS.
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Obr. 31: Graf mnozstvi CD 8+ bunék u jednotlivych skupin. A - LPS, B - laminarin-BAM, C
- laminarin-BAM+LPS, K - kontrola (PBS).
* P <0,05 viici kontrole (K)
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5. Diskuze

Tato prace navazuje na piedchozi poznatky protinadorové 1é¢by mych kolegyn a zapojuje
tak dalsi stfipky do slozité mozaiky. Cilem experimenti bylo sestavit co nejucinngjsi
mechanismus protinddorového putisobeni spojenim c¢innosti fagocytarniho (laminarin) a
signalniho motivu (LPS, MPL), sco nejstabilnéj$im kotvenim (BAM, DOPE, SMCC).
Utinnost této kombinace signalné a fagocytarné fungujicich latek v imunitnim systému
provéiili Underhill a Gantner (2004). Jako signalni motiv, ktery dokaze naldkat buiky
imunitniho systému K mistu potiebného Gc¢inku, zde byl pouzit bakterialni LPS. V pokusu 4
byly jeho ucinky patrné v podobé mirné redukce nadoru a absence vyskytu metastaz.
a kol. (2001). Glaserova (2012) ve své praci urcila vhodné rozmezi pouzitelné koncentrace
LPS, ktera nepiisobi toxicky na mysi imunitni systém. Ovéfeni synergie laminarinu (ve formé
kotvici se na bunéné membrany a stimulujici tak fagocytarni receptory) a LPS (fungujici
jako ligand TLR4 receptoru), provedla kolegyné Auerova (2012). Synergie spociva v tom, ze
LPS vyvold mohutnou nddorovou zanétlivou infiltraci, a na nadorovych buiikdch ukotveny
laminarin stimuluje cileny fagocytarni atak (ten vyzaduje pfitomnost kotvenych ligandi
v dostateéné hustoté). K instalaci laminarinu na nadorové buiiky bylo pouzito kotveni na
zéklad€ zanofeni fetézce mastné kyseliny do membrany nddorovych bun¢k pomoci kotvy
BAM (s jednim alifatickym fetézcem kyseliny olejové) a DOPE (2 fetézce). SMCC kotva se
instalovala na zaklad¢€ kovalentniho mechanismu. Na jejim konci je SH skupina, ktera se vaze

na cysteinovou skupinu, vyskytujici se na povrchu nadorovych bunék.

V prvnim pokusu jsem se vénovala navrzeni nejucinnéjSiho aplikacniho schématu
lé¢ebné smesi laminarin-BAM s LPS. Nejvétsi redukci nadorovéhu rlstu zaznamenala
skupina s dlouhodobym 4 pulznim reZimem (den 0,1,2...8,9,10...16,17,18...24,25,26). Zda
se, ze kliCovym faktorem pro aplikaci LPS jsou pravidelné ptestavky. Opakovana aktivace
TLR-4 a dalSich TLR receptorli nizkymi davkami LPS totiz vede k tzv. ,.endotoxinové
toleranci® (Greisman a kol., 1975). Naptiklad v ptipad¢ TLR-7 byl jiz navrhnut aplikacni
rezim s 5 dennimi prestavkami v aplikaci ligandu (Bourquin a kol., 2011). Toto potvrzuji i
vysledky experimentd obsazenych v této praci. Aplikace v prvnich tfech dnech po sobé
dosahla podobného efektu jako aplikace 4 pulzni. Lze tedy usoudit, Ze pro optimalni ucinek
smési jsou klicové pravé prvni 3 dny a pak je nutna prestavka. Je také potieba se vyhnout

prilis dlouhé aplikaci smési laminarin-BAM s LPS, protoZe dochazi ke tkanovym poSkozenim
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a vzniku zanétlivych 1ézi. K tomu pravdépodobné dochazi vlivem patologického zanétu, ktery
se tvoii po dlouhodobém pisobeni laminarinu. Vysledné hodnoty méfeni teplot (data
neuvedena) v pribéhu terapie neodrazely zpusob a prubéh terapie, coz se ukazalo i u fady

piedchozich experimentii (Auerova, 2012; Kumzakova 2012, Maierova, 2012).

Pusobeni LTA (ligand TLR2 receptoru) na redukci nadorového rustu a vétsi Gcéinek
v kombinaci s LPS ovéfila ve svych experimentech kolegyné Svobodova (2012). Cilem bylo
zvysit mnozstvi aktivovanych TLR receptorti a zesilit tak fagocytarni ucinek makrofagh
produkci zanétlivych cytokinid a infiltraci do naddoru. Vysledné hodnoty obou skupin byly
téméf shodné, ale od 14. dne dochazelo u skupiny s LTA K vyraznému narustu po¢tu umrti.
Jedna myS dokonce uhynula jiz 4. den od pocatku 1écby. Pticina brzkého uhynuti a kratké
pramérné doby preziti vSech mysi mize byt ve spojeni toxickych ucinktt LPS a LTA. Bylo
dokumentovano, ze LTA i LPS indukuji tvorbu cytokini TNF, IL-1 a IL-8, které jsou
mediatory zpusobujici septicky Sok (Wakabayashi a kol., 1991). V praci Auerové (2012) je
uveden pokus spodanim smési laminarin-BAM+LPS+LTA v méné intenzivnim rezimu
(lécba 6%, aplikace obden). Lépe pusobila na redukci nadorii i pieziti smés obsahujici LPS i
LTA nez smés bez LTA. Moznosti dalsiho vyzkumu by bylo zkusit aplikovat latku vzdy tii
dny po sob¢ s pétidennimi prestavkami. Zde zvoleny velmi intenzivni terapeuticky rezim byl
ziejmé& piili§ drasticky, proto se LTA nepodafilo vyuzit ke zvySenému ucinku smési

laminarin-BAM s LPS.

Navazani fagocytarnich agonistli na buiiku je zdkladnim pfedpokladem pro spravnou
interakci s fagocytarnimi receptory a Vv kombinaci sLPS vede kuspésné 1écbé.
V nasledujicich experimentech jsem se zaméfila na ovéfeni G¢innosti laminarinu s riznymi
moznostmi kotveni na buniky. Byl pouZzit nespecificky mechanismus pomoci kotev BAM,
DOPE a SMCC. Specifita je zajiSténa mistni aplikaci terapeutické smési pfimo do nadoru, kde

se predpoklada prevaha nadorovych bun¢k.

DOPE je kotva s dvéma alifatickymi fetézci Kyseliny olejové, které se zanotuji do
membrany buniky. Vznika tak ptedpoklad, ze se bude dvoufetézcova kotva K buice vazat
pevnéji a s delSim polo¢asem nez jednofetézcova (BAM). Tento piedpoklad se jevi jako
spravny podle studie Kata a kol., 2004. Udavé zde experimentané zjiSt€nou retencni dobu v
séru 8 hodin pro DOPE kotvu, zatimco pro BAM jen 1-2 hodiny. Pfesto v mém srovnavacim

experimentu fungoval Iépe laminarin-BAM.
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Kotva SMCC naopak dokéazala pomoci zvysit redukci nddorového ristu ve srovnani
s BAM kotvou. SMCC se vaze na buiky kovalentn¢, pomoci vazby maleinimidu na -SH
skupiny proteinii vyskytujicich se na povrchu bunék. Tento mechanismus napojeni na buitku
se zda byt ucinnéjsi nez kotveni pomoci mastné kyseliny. Z hlediska pteziti mysi ale plisobi
Iépe laminarin-BAM. Hypotézou pro¢ tomu tak je muze byt schopnost laminarin-BAM se
,recyklovat®, tedy schopnost navazat se po rozpadu nadorové bunky na buiku jinou. Kotva
SMCC sice vaze fagocytarni agonisty spolehlivéji, ale po rozpadu buiky pravdépodobné

neexistuje moznost dal§iho navazani.

K posileni u¢inku smési laminarin-SMCC s LPS byla vyzkousena aplikace proenzymu.
Jejich ucinek v protinadorové terapii diive prokazali Trnka a kol. (1999) a Novak a Trnka
(2005). Ugelem tohoto experimentu bylo pomoci uvedeného mechanismu zlikvidovat cytokin
TGF-B, ktery je vyluCovan nadorovymi buiikami, aby tlumil vyvolanou imunitni reakci a
pusobeni cytotoxickych lymfocytii. Kombinace této terapie s terapii laminarin-SMCC s LPS
vSak nevedla k zadané aditivité ¢i synergii. Vysvétlenim je ziejmé to, Ze proenzymoterapie
sice redukci TGF-f usnadni atak na urovni ziskané imunity, ale vzhledem k tomu, ze komplex
a-2 makroglobulinu s enzymy neni zcela specificky a vaze i prozanétlivé cytokiny, je tim

omezeno pusobeni druhé terapie.

Na zdkladé mohutného protinddorového tuc€inku, ktery zaznamenala ve svych
experimentech kolegyné Maierova (2012) podavanim smési manan-BAM+LPS, jsem
vyzkouSela kombinaci latek laminarin-BAM+LPS a manan-BAM+LPS ve stfidavém
podavani a ve formé smeési (1:1). Pozitivni G¢inek mananu na lécbu byl ziejmy. Stiidavé
podavani vykéazalo nejvyssi efektivitu vibec. V kombinaci se SMCC kotvou doSlo jen
k pfechodné redukci nadorového ristu. Opét se ukazalo, ze pro cel kotveni fagocytarnich

agonistl je nejefektivnéj$i BAM kotva.

Nicméné obsah LPS v lécebné latce neni vyhledové mozné pouZit pro lidskou terapii.
Mysi organismus je schopen Iépe se vyporadat s toxickymi uc¢inky LPS a snese i 1 000 - 10
000 krat vétsi koncentraci nez lidsky organismus (Warren a kol., 2010). Proto jsem se v
dalsim pokusu zaméfila na zjisténi GCinnosti smési laminarin-BAM+MPL. MPL je
monofosforyl lipid A, hojné pouzivané adjuvancium, odvozené z LPS. MPL je netoxicky i ve
vysokych koncentracich. Pfi¢inou niz$i toxicity je uprava molekuly alkalickou hydrolyzou.
Vysledna u¢innost MPL v pokusu 4 ale nebyla tak efektivni jako u LPS. Pfi¢inou miize byt
snizena aktivace receptoru TLR4. Bylo dokumentovano, ze cytokiny TNF, IL-6 a IL-8 jsou
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po aplikaci MPL zastoupené v niz$i koncentraci nez po injikaci endotoxinu LPS, a¢ byl
injikovan v 5000x mensi davce (Martich a kol., 1991). Navic je mozné, ze dochazi postupné k
(Granowitz a kol., 1991; Madonna a kol., 1986). MPL byl piekvapivé ucinn&jsi pfi
samostatné aplikaci nez ve smési s laminarin-BAM. Ur¢ity vliv na redukci tvorby metastaz je
také patrny, u poloviny lé€enych mySi se metastazy nevyskytly. Pfislibem pro budouci
experimenty je ale moznost zkouSet vysoké koncentrace MPL. Je mozné tak nalézt vhodné
davkovani za ucelem efektivnéjsi protinadorové 1écby, netoxické pro cloveéka. Je otazkou, zda

se podafi docilit Zadané synergie s ligandy fagocytarnich receptort.

V dal§im experimentu bylo analyzovano mnozstvi leukocytarniho infiltratu prabézné
vV prvnich dvou dnech 1écby smési laminarin-BAM s LPS a jejimi jednotlivymi slozkami.
Velikost nadort se v 1é¢enych skupinach prechodné zvétSovala. Tento jev byl pravdépodobné
zpusoben vznikem otoku jako disledek mohutné infiltrace granulocytu, ktera byla ve srovnani
s kontrolni skupinou jasn¢ vyvoldna 1écebnou terapii. Pocet granulocytarnich bunék stoupal
nejvyrazngji u skupin s obsazenym LPS, ktery byl pouzit pravé za Gcelem signalizace a
,halakani® neutrofili do nadorového infiltratu. Vzrist NK bunék nebyl vyrazny, jejich pocet
stoupal i v kontrolni skuping, coz mize byt zpisobeno traumatem v disledku injikace PBS.
Makrotagova infiltrace do nadoru probihala pomalu, pocet téchto bun¢k obvykle roste az po
delsi dobé¢ terapie. Celkové mnoZstvi lymfocytil bylo vyrazné nizs$i neZ mnozstvi granulocyta.
Mnozstvi B lymfocyti bylo velice nizké, tvofilo méné nez pétinu poctu NK bunék a
makrofagl. Nejvétsi pocet lymfocytarnich bunék je zaznamendn u Th lymfocyta.
Pravdépodobné tedy jiz doSlo k pocatecni sekreci cytokini makrofagy a aktivaci lymfocytu.
Tc lymfocyty se ale téméf nevyskytuji. U skupiny laminarin-BAM+LPS doslo dokonce ke
statisticky vyznamnému snizeni mnozstvi Tc lymfocyti oproti kontrole po 48 hodinach. Lze
tedy usoudit, Ze cytotoxicita zpiisobena T buitkkami je minimalni. Pro granulocytarni infiltraci
do nadoru byla rozhodujici pfitomnost LPS. Co se ty¢e synergie laminarin-BAM a LPS,
Synergii lze tedy vysvétlit jen na Grovni G€inku, tedy kombinaci mohutné infiltrace dané

pusobenim LPS a jejiho zacileni pomoci vazanych ligandi fagocytarnich receptort.

Terapie zalozend na nespecifické 1€¢bé nadorového onemocnéni ma sva rizika. Protoze
neni zacilena jen na nddorové buiiky, postupné ni¢i i buniky imunitniho systému. Pokud neni
lécba hned na pocatku uspéSnd a ponechd v organismu dostatek nadorovych bunek,

onemocnéni se obnovi s jeSté vétsi razanci a uz nelze znovu G€inn€ zasdhnout. Proto je

57



dalezité¢ navrhnout zpocatku co nejvice intenzivni 1é¢bu, aby se co nejvice oddalil relaps
onemocnéni. Laminarin pfipojeny pomoci kotvy BAM a Vv soucinnosti s LPS dokazal
V optimalizovaném rezimu snizit velikost nadorti a prodlouzit tak zivot experimentalnim
mysim. Dokonce se povedlo z uvedenych pokust ziskat 2 mysi, které se zcela uzdravily a ziji
dodnes. Dalsi vyvoj je tfeba spojit jak s ndhradou LPS latkou bezpec¢nou pro lidi, tak

S hledanim cest tumor specifického vazani ligandl fagocytarnich receptori.
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6. Zavér

Nejvétsi redukei nadorového riistu zaznamenala 1é¢ba laminarin-BAM+LPS v aplikaci
4 pulza (0,1,2...8,9,10...16,17,18...24,25,26), spolu s aplikaci 0,1,2 dosahly

nejdelSiho prodlouzeni zivota pokusnych mysi.

Teploty nadorii neodrazeji zpiisob ani pribeh terapie.

Lécba s piidavkem LTA nevykazovala posilujici ucinek na jiz zavedenou terapii

laminarin-BAM+LPS.

Kotva DOPE nebyla, navzdory dvéma alifatickym fetézcim kyseliny olejové a delsi

retenéni dobé&, G€inngjsi nez kotva BAM.

Kotveni pomoci SMCC bylo diky pevnosti vazby na buniku u¢inngjsi v redukci

nadorového ristu, avsak z hlediska prodlouzeni pieziti mysi se ukazalo jako neucinné.

Nejucinngj$i zptusob kotveni laminarinu je pomoci jednofetézcové kotvy BAM.
Terapie vykazala redukci nadorového ristu a zaroven prodlouzeni pieziti mysi vici

kontrolni skupiné.

Aplikace proenzymu se diky likvidaci prozanétlivych cytokinli neosvédcila.

Podavani mananu-BAM+LPS a laminarinu-BAM+LPS ve stiidavém rezimu se

ukézalo jako velmi ucinné.

MPL se v pilotnim experimentu nepodafilo pfiblizit uc¢innosti LPS ve smési
s laminarinem-BAM, je vsak ziejmy potencial v dalSich experimentech se zvySovanim

davky.

Analyza bunécného infiltratu v nddoru ukazala prevahu poctu bunék granulocytarni
fady, naopak lymfocyti je pfitomno vyrazné¢ mén¢. To svédc¢i o ucasti bunck piirozené
imunity. Intenzita granulocytarni infiltrace byla urovana pritomnosti LPS, synergie

s laminarin-BAM se projevila pouze ¢asnéj$im nastupem této infiltrace.
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7. Seznam pouZitych zkratek

AIDS - acquired immune deficiency syndrome (syndrom ziskaného selhani imunity)
APC -antigen prezentujici buika

ATP - adenosintrifosfat

BAM - biokompatibilni kotva pro bunécné membrany

BRAF - gen kddujici protoonkogen B-Raf

CARD?9 - protein caspase recruitment domain family member 9

CD - znaky cluster differeciations

COX2 - cyklooxygenaza 2

CTL - cytotoxické T lymfocyty

DAMPs - damage-asociated molecular patterns (s poskozenim asociované molekularni vzory)
DNA - deoxyribonukleova kyselina

HLA-G - lidsky leukocytarni antigen

ICAM-1 - intercellular adhesion molecule-1 (intercellularni adhezni molekula-1)
INF - interferon

ITAM - aktivacni motiv zaloZeny na tyrosinovém imunoreceptoru

KIT - gen kodujici protoonkogen c-kit

LDH - laktat dehydrogenéza

LPS - lipopolysacharid

LTA - lipoteichova kyselina

MHC - hlavni histokompatibilni komplex

MOoAB - monoklonalni protilatka

MPL - monofosforyl lipid A
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MY D88 - myeloid differentiation primary response gene (88)

NADPH - nikotinamid adenin dinucleotid fosfat

NF-kB - jaderny faktor kB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells)
NK - buiiky natural killers (piirozeni zabijeci)

NOD - nukleotidova oligomeriza¢ni doména

NRAS - gen kodujici onkogen N-Ras

PAMPs - pathogen-associated molecular patterns(s patogenem asociované molekulové vzory)
PRR - pathogen recognition receptor (receptory rozpoznavajici motivy patogenu)
SR/CR - spontanni regrese/kompletni rezistence

TAA - tumor-associated antigens

Tc - cytotoxické T-lymfocyty

TDS - total dermatoscopic score

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

Th - pomocné T-lymfocyty

TIR - Toll/IL-1 receptorové domény

TIRAP - TIR doménu obsahujici protein

TLR - Toll like receptor

TNF-a - tumor necrosis factor a (faktor nadorové nekrozy)

TRAM - TRIF-piibuzna adapterova molekula

Treg - regulacni T-lymfocyty

TRIF - TIR-doménu-obsahujici adapter-indukujici interferon-3

UZIS - Ustav zdravotnickych informaci a statistiky Ceské republiky

VEGF - vaskulérni endotelidlni riistovy faktor
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