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1 UVOD

Podle narodniho onkologického registru bylo vroce 2011 zaznamenano 83 581
novych ptipadl zhoubnych novotvart. Udava se, Zze pouze 5-10 % vSech ptipadl rakoviny
maji za nasledek genetické zmény. Kdezto zivotni prostiedi a zivotni styl jedince zptisobuji az
90-95 % piipadu (Anand a kol., 2008). Nezanedbatelnou roli v prevenci proti rakoviné hraje
tedy v prvé fad¢ Zivotni styl jedince. Mezi hlavni a velmi znamé rizikové faktory patii koufeni,
alkohol, UV zafeni, nezdrava strava nebo nedostatek fyzické aktivity. Dilezitou roli hraje
samoziejme i stres (Anand a kol., 2008). Navzdory témto poznatktiim novych piipadi presto
stale ptibyva.

Nédorova onemocnéni tvoii velmi riznorodou a obséhlou skupinu. Ackoliv ve vyvoji
jejich 1é¢by dochazi k pokroklim, stale predstavuji velikou hrozbu a jednu z hlavnich pficin

pred¢asného umrti. Proto kazdy novy krok ve vyvoji u¢innéjsi terapie je velice cenny.

Tato bakalarskd prace se zabyva terapii nddorovych onemocnéni zapojenim

nespecifické imunity a dava si za cil pfispét novymi poznatky ve vyvoji u€inngjsi terapie.



2 PREHLED LITERATURY

2.1 Nadorové onemocnéni

Nador, také oznacovan jako tumor, neoplazma, ¢i novotvar, je abnormalni tkan
charakteristicka svou nekontrolovanou buné¢nou proliferaci. Predpoklada se, ze vzniku
nadoru piedchazi nahromadéni somatickych mutaci, jeZ jsou zodpovédné i za celkovou
agresivitu nadoru (Dahl a kol., 2007). Nadorova onemocnéni se vyznacuji svou vysokou
heterogenitou (Beerenwinkel a kol., 2014). Ale i piesto vykazuji specifické znaky, které
mohou byt rozeznany: sobéstacnost v potfebé ristovych signald, necitlivost vici inhibi¢nim
signalim, neomezeny replikacni potencial, schopnost uniku apoptdzy, angiogeneze, tkanova

invazivita a metastazovani (Hanahan a Weinberg, 2000).

2.1.1 Klasifikace nadoru

Existuje mnoho typl novotvart, proto je pro jejich snadnéjsi rozpoznani velmi dilezita
klasifikace. Zakladnim kritériem je tkanovy puvod. Podle tkanového ptivodu rozliSujeme 5

zakladnich kategorii: nadory epitelové, mezenchymové, hematopoetické, zdrode¢né a smiSené

(Sell, 2004).

Nadory mizeme také rozdélit podle orgamové lokalizace, napt. nadory kize,
kolorekta, moc¢ového méchyte, prsu, nebo celosvétoveé nejcastéji se vyskytujici nadory plic a

prudusek (Siegel a kol, 2015).

Podle biologickych vlastnosti 1ze rozlisit dva zékladni typy: benigni a maligni tedy
nezhoubné a zhoubné. Benigni nadory se vyznacuji ohrani¢enym ristovym potencidlem.
Rostou pomalu a expanzivng, coz miize zplsobit utlacovani okolnich organti. Naopak maligni
nadory rostou podstatné rychleji a invazivné. Typickym znakem pro malignitu je zakladani

vzdélenych lozisek — metastaz.

2.1.2 SiFeni nadori organismem

Bunééné migrace jsou dilezitou soucasti mnoha bunécnych procest, jako jsou

embryogeneze, ¢i imunitni odpovéd’ (Kovatikova a spol., 2004). AvSak v ptipad¢ nadorovych



bunc¢k ma bunééna migrace za nasledek vznik metastaz, které jsou nejcastéjsi pficinou tmrti

na rakovinu (Chambers a kol., 2002).

Nadorové bunky se mohou S§ifit organismem tfemi zakladnimi zpasoby. Jednak se
mohou rozsifovat télnimi dutinami, napi. mo¢ovymi cestami. Takto vzniklé metastazy se

oznacuji jako porogenni.

Dalsim zptisobem je metastazovani hematogenni cestou (napi. karcinom ledviny

nebo tlustého stieva). Krevni cestou Casto vznikaji i velmi vzdalené metastazy.

Treti moznosti je Sifeni cestou lymfatickou typické napt. pro melanom
(Morton a kol., 1992). Dochazi k vytvareni metastaz v prub&éhu lymfatickych cest. Ty vSak
usti do krevniho systému, tak i lymfogenné S§ifici se rakovinné buniky se mohou dostat do

krevniho systému (Adam a kol., 2003).

2.1.3 Melanom

Melanom neboli melanoblastom je nador neuroektodermovy. Vznika maligni
transformaci melanocyti, jejichZ hlavni funkci je tvorba pigmentu melaninu, jenZ chrani pted
ultrafialovym (UV) zafenim. Mizeme je nalézt predevsim v kuzi a vlasovych folikulech, ale
je mozné je nalézt 1 ve sliznici urogenitilniho, gastrointestindlniho a dychaciho traktu, ¢i
v nékterych strukturach oka. Klinicky nejcastéjsi variantou je kozni melanom, ale vzacné jej

muzeme nalézt i ve vySe zminénych strukturach (Krajsova, 2015).

Pfesna pfi¢ina vzniku melanoblastomu neni znama, ale mezi prokazané rizikové
faktory se fadi UV zafeni a genetické faktory. V nékterych pfipadech mize hrat jistou roli i
potlaceni imunity (Leiter a Garbe, 2008).

V této praci byl studovdn melanom pro jeho relativné vysokou terapeutickou
rezistenci, agresivni klinické vlastnosti a predispozici k metastazovani (Ha a kol., 2005).

Konkrétné byl studovan mysi melanom B16-F10.

2.1.3.1 Mysi melanom B16-F10

Melanom B16 se poprvé spontanné objevil Vroce 1954 u mysi C57BL/6

(Giavazzi a Decio, 2014), od kterého bylo pozdé&ji odvozeno nékolik submodeli s odlisnymi



vlastnostmi, mezi nimi i B16-F10. Pro tento model je typické vysoce invazivni chovani a

metastazovani do plic (Nakamura a kol., 2002).

2.1.4 Karcinom pankreatu

Karcinom slinivky bfi$ni pfedstavuje onemocnéni s velmi Spatnou prognézou. Az do
pozdniho stadia se neprojevuji témétr zadné zjevné symptomy. Je vysoce odolny jak vici
chemoterapii, tak cilené terapii (Schevchenko a kol., 2013). Pouze 20 % pacientt se dozije
péti let od stanoveni diagndzy (Li a kol., 2004). U vétSiny piipada se vyskytuji metastazy, a
to predevsim na jatrech (Frohlich a kol., 1999). Prokazanym rizikovym faktorem je koufeni,

které zvySuje riziko rakoviny az dva krat (Lowenfels a kol., 2001).

Rozlisujeme karcinomy endokrinni ¢asti pankreatu, jez jsou vzacné. Dale pak
karcinomy exokrinni ¢asti, které nejcastéji napadaji hlavu pankreatu, méné asto potom télo

a vzacnéji ocas pankreatu. Pfedevsim se jedna o maligni adenokarcinomy.

2.14.1 Mysi adenokarcinom pankreatu Panc02

Mysi model Panc02 ptedstavuje duktalni adenokarcinom slinivky bfisni. Jedna se o
jeden z nejagresivnéjSich nadort vibec (Priebe a kol., 1992). Proto se stal pifedmétem studia

této prace.

2.1.5 Zpusoby 1é¢by nadorovych onemocnéni

V 1é¢bé naddorovych onemocnéni dochéazi k neustalym pokrokiim a novym poznatkiim,
ptesto dosud existuje mnoho nejasnosti a rakovina je povazovana za jednu Z nejobavangjSich

chorob. Proto se také stava cilem mnoha studii.

V 1écbé nadort existuji dva zakladni cile. Jednak samotnd léCba nadoru, tedy
protinadorova lécba, ktera si dava za cil Gplné odstranéni naddorovych bunék, poptipade
jejich maximalni redukci. Déle podpiirna 1é¢ba, jejimz cilem je zmirnéni obtiZi vyvolanych

jak samotnym nadorem, tak jeho 1é¢bou.



2.1.5.1 Chirurgicka lécba

Chirurgicka 1écba stale patii mezi zakladni pilite v 1é¢b€ nadorovych onemocnéni.

V soucasné dobé se obvykle kombinuje s chemoterapii a radia¢ni terapii.

Onkochirurgie ma mnoho tukoli. Jednak je vyuzivana pro stanoveni diagnozy,
napt.: zhodnoceni stavu nadoru, ¢i sbéru materidlu pro histologii. Velmi dulezité jsou
tzv. kurativni vykony, od kterych se ofekava Uplné odstranéni primarnich nadord, ale i
nékterych zjisténych metastaz. Neméné dilezita je paliativni chirurgie provadéna ke
zmirnéni pfiznakl u neoperabilnich nadortt nebo ke zmenSeni, ¢i zpomaleni rastu tumort

(Nelson a kol., 2001).

2.1.5.2 Radioterapie

Radioterapie vyuziva fotonové ¢i elektronové zafeni na destrukci bunék. Radiologické
zateni poskozuje fetézce DNA, buiika s takovymto poskozenim pak neni schopnd projit
mitdzou, to vede k zaniku bunék. Nejvice citlivé na radiologické zafeni jsou buiky v G2 a
M fazi. Spousta bunék v nadoru se nachazi v M fazi, radiace proto u nich vyvolava poskozeni
(Vodicka, 1998). Pii terapii se nelze vyhnout i poskozeni okolni zdravé tkané, tudiz tato terapie

spise dopliuje 1é¢bu chirurgickou a chemoterapii (Hynkova a Dolezalova, 2008).

Rizné nadory vykazuji riznou citlivost na radia¢ni zafeni. Velmi citlivé na radioterapii
jsou napif. lymfomy nebo leukémie. Mezi stiedn¢ citlivé fadime karcinomy a za

radiorezistentni se povazuji gliomy a sarkomy (Adam a kol., 2003).

2.1.5.3 Farmakologicka lécba

Farmakologicka 1é€ba zamétfena proti nddorovym chorobam zahrnuje mnoZzstvi terapii
vyuzivajicich farmakologickych latek. Radime mezi né€ napf. chemoterapii, bioterapii,

hormonalni 1é¢bu nebo 1é¢bu retinoidy.

Chemoterapie je v soucasné protinadorové medicing stale nepostradatelnou soucasti
(Klener, 2003). Jeji podstatou je podavani cytostatik — latek, které cytotoxicky ptisobi na délici
se bunky. Princip chemoterapie je zaloZen na faktu, Ze mnoho nadorovych bunék se nachazi
ve fazi deleni. Velkd nevyhoda této terapie je spatfovana v jeji nespecifi¢nosti, omezuje

prolifera¢ni pochody a zvySuje citlivost k apoptoze i bun€k zdravych tkani (Klener, 2008).



Bioterapie se zaklada na aplikaci latek chemicky podobnym latkam, které produkuji
lidské buiiky. Mizeme ji povazovat za terapii cilenou, nebot’ Vyuziva specifickych inhibitora
ruznych fazi karcinogeneze, napf. inhibitory ristovych faktorti, regulacnich proteint
buné¢ného cyklu, a mnoho dalSich. Do bioterapie miZzeme zatadit i aplikaci monoklonalnich

protilatek (Klener, 2008).

2.2 Nadorova onemocnéni a imunitni systém

Funkci imunitniho systému je ochrana organismu pifed nebezpecim jak vné&jsiho tak
vnitiniho prostfedi. Rozpoznava cizorodé¢ patogeny, likviduje poskozené a odumielé bunky.
Ale vyraznou roli hraje i v obrané proti nadorim (Blattman a Greenberg, 2004). Obrovsky
problém vSak spociva v podobnosti nadorovych bunc¢k bunkam fyziologicky normalnim a
v fad¢ mechanismu, kterymi se nadorové buiiky ucinné brani imunitnimu utoku. Pfekonani

téchto prekazek je hlavnim cilem protinadorové imunologické terapie.

2.2.1 Zakladni mechanismy imunitniho systému

Imunitni systém se pro prehlednost rozdéluje do dvou zakladnich slozek, piic¢emz obé&
jsou vzajemné propojeny na mnoha urovnich. RozliSujeme imunitu nespecifickou — vrozenou

a specifickou — ziskanou (Akira a kol., 2006).

2.2.1.1 Nespecificka imunitni odpovéd’

Obvykle prvni setkani vrozené imunity s patogeny probihd na Grovnich anatomické a
chemickeé bariéry (klize, enzymy, mastné kyseliny). V piipadé piekonani t€chto bariér a vstupu
patogenti do organismu bojuje imunitni systém bunéénymi slozkami. Do skupiny bunck
nespecifické imunity patii cytotoxické NK bunky (natural killers) a fagocytujici bunky
(monocyty, makrofagy, neutrofily, bazofily, eozinofily, zirné buiiky, dendritické burnky). Tyto
fagocyty rozpoznavaji povrchové struktury, ozna¢ovany jako pathogen associated molecular
patterns (PAMPs), mikroorganismi. Ptikladem jsou lipopolysacharidy vlastni
gramnegativnim bakteriim ¢i manany u kvasinek a plisni. Rozpoznavaji je pomoci riznych
receptorli, souhrnné nazvanych pattern recognition receptors (PRRS). Navazani PAMPs na

PRRs je signalem mimo jiné pro fagocytdézu. Kromé fagocytl jsou PAMPs rozpoznavany i



humoralni  slozkou nespecifické imunity, to vede kaktivaci komplementu
(Beutler, 2004; Medzhotov a Biron, 2003).

2.2.1.2 Specificka imunitni odpovéd’

Odpovéd’ specifické imunity ptichazi pozdéji, déle nez u vrozené. Zato si vSak
vyvinula dimysInéj$i mechanismy, jako jsou vysoka specifita a diverzita nebo imunitni pamét’
umoziujici rychlejsi sekundarni odpoveéd'.

Po setkani bun¢€k adaptivni imunity (T-lymfocyty, B-lymfocyty) s antigenem, dochazi
k jejich aktivaci, tzn. tvorb&é specifickych protilatek, pamétovych buné¢k a v piipadé
cytotoxickych T-lymfocytt (CTL) destrukci patogent (Bonilla a Oettgen, 2010).

2.2.2 Mechanismy imunitniho systému v boji proti nadorim

Aby imunitni systém mohl uc¢inné bojovat proti nadoriim, musi ho umét rozpoznat.
Jednim z hlavnich ptedpokladi pro rozpoznani nddorovych bunék imunitnim systém je
pfitomnost antigend na povrchu téchto bunék (Boon a Bruggen, 1996). Po jejich tspésném
rozpoznani zapojuje imunitni systém v boji proti nddorim jak slozku nespecifickou
(napt.: NK bunky, makrofagy, neutrofily, slozky komplementu), tak i slozku specifickou
(protilatky, cytotoxické T-lymfocyty).

2.2.2.1 Nadorové antigeny

Zname dv¢ kategorie nadorovych antigeni: nadorové specifické (TSA -

tumor-specific antigens) a antigeny asociované s nadory (TAA — tumor-associated antigens).

Antigeny nadorové specifické jsou molekuly exprimované pouze na povrchu
nékterych nadorovych bun€k, nikoliv na bunkdch normalnich. Existence TSA poskytuje
pottebny rozdil mezi buikami normalnimi a malignimi pro klinickou diagnézu nékterych
nadort (Schreiber a kol., 1988). Mezi TSA patii napt. komplexy MHC (major histocompability
complex) molekul 1. tridy S abnormalnimi fragmenty bunécnych proteinii, které se vyskytuji
pfevazné u chemicky indukovanych nadort. U nddord indukovanych viry mliZzeme nalézt
komplexy MHC molekul s fragmenty virovych proteinii. Jako TSA také funguji abnormalni
formy glykoproteinit (Hotejsi, 2015).



Antigeny asociované s nadory se Vv onkologické diagnostice také vyuzivaji jako
nadorové markery (Old a Chen, 1996). Nevyhodou je ovSem fakt, Ze se TAA nevyskytuji
pouze na nadorovych buiikach, ale i na nékterych buiikach normalnich. Mezi znamé TAA patii
naptiklad antigeny rodiny MAGE, BAGE, GAGE, typické pfedevsim pro melanom, karcinom
plic a mocového méchyte nebo sarkomy. Jsou také exprimovany na normalnich buitkach
testikularni a placentarni tkané (Boon a Bruggen, 1996). Onkofetalni antigeny exprimované
na normalnich embryondlnich buiikach jsou detekovany jako markery hepatomt
(alfa-fetoprotein) nebo karcinomu tlustého stieva (karcinoembrionalni antigen),
(Chism a kol., 1978). Dalsim velmi dulezitym tumorovym markerem je prostaticky specificky
antigen (PSA), ktery je produkovan normalnimi bunikami prostaty. ZvysSena exprese PSA je

detekovana u muzu s karcinomem prostaty (Brawer, 2000).

2.2.2.2 Buiiky imunitniho sytému

Makrofagy patii mezi fagocytarni bunky, také se fadi mezi antigen prezentujici buiiky
(APC), podileji se na vzniku zanétu a produkuji fadu cytokind. V piitomnosti interferonu-y
(IFN-y), prozanétlivého cytokinu, se makrofagy pfeménuji na aktivni formy M1, které jsou
dalezitymi fagocyty mikroorganismi, odumielych normadlnich, ale i nadorovych bunék
(Mantovany, 2002). M1 makrofagy produkuji interleukin-12 (IL-12), ktery aktivuje
NK bunky a T-lymfocyty, a tim podporuji zanét (Nathan, 1987). Pokud ale dojde ke stimulaci
makrofagl IL-4 a I1L-13, vznikaji aktivni formy M2. Ty podporuji regresi poskozenych tkani

rust nadort (Hoftejsi, 2015).

T lymfocyty tvorii velmi dileZitou skupinu bunék v protinadorové imunité. Zralé
efektorové cytotoxické lymfocyty (CTL) maji schopnost destruovat buniky infikované virem
nebo nadorové bunky (Bennett a kol., 1998). Bud’ procesem degranulace cytotoxickych
granuli, nebo vazbou Fas-ligandu (FasL) na apopticky receptor buiiky, ktery aktivuje apoptozu
(Alderson a kol., 1995). Tomu ale ptedchazi slozity proces aktivace CTL, kdy prekurzory
CTL rozpoznéavaji HLA komplexy s onkogennimi fragmenty na povrchu APC - makrofézich,
dendritickych buné¢k, B-lymfocytt (Schoenberger a kol., 1998).

NK buiiky (natural Killers - ,,pfirozeni zabije¢i®) jsou neméné dulezitou skupinou
lymfocytl s cytotoxickou aktivitu. Maji schopnost pfimo zabijet abnormalni bunky infikované

virem nebo bunky nadorové (Herberman, 1986). Nékteré nadorové a virem infikované bunky



maji schopnost tniku T a B lymfocytim prostiednictvim snizené exprese MHC
molekul 1. t¥idy. Této skute¢nosti v§ak vyuzivaji NK bunky, které rozpoznavaji abnormalni
bunky s deficitem exprese MHC I. téidy. MHC molekuly detekuji svymi inhibi¢nimi receptory
(napf. receptory rodiny KIR, Killer inhibitor receptors), které spoustéji inhibici degranulace
cytotoxickych granul, tim uchrani zdravé buiiky pied svou cytotoxickou aktivitou. Kromeé toho
maji NK buiky na svém povrchu také aktivacni receptory (napt. NKG2D) rozpoznavajici
specifické povrchové proteiny pifitomné na nadorovych bunkach. Signaly zprosttedkované
aktivacnimi receptory zahajuji degranulaci cytotoxicych latek a tim zabiti nddorovych bun¢k

(Waldhauer a Steinle, 2008).

2.2.2.3 Cytokiny

Dulezitou roli v protinadorové odpovédi hraji také cytokiny, jez reguluji imunitni
systém na mnoha trovnich. Jednou z funkci cytokint je aktivace efektorovych mechanismu
imunitniho sytému zahrnutych v boji proti nadorovym bunkam. Mohou ale i pozitivné
podporovat rist nadoru, jejich maligni transformaci nebo metastazovani (Smyth a kol., 2004).

Pro piiklad je uvedeno nékolik typt cytokind.

IFN-a (interferon alfa) stimuluje fagocytarni vlastnosti makrofagt, zvySuje aktivitu
cytotoxickych lymfocyti a NK bunék. Také se podili na inhibici angiogeneze
(Brierlei a kol., 2004; Tigl, 1997).

TNF-a (katechin, tumor necrosis factor alfa) je prozanétlivy cytokin. Ma cytotoxické
ucinky a lokéaln€ ptsobi nekrézu nadorovych bunék. Je produkovan napt.: NK buiikami,
aktivovanymi lymfocyty nebo bunkami nékterych nadort (Beutler a Cerami, 1987;
Smyth a kol., 2004).

GM-CSF (granulocyte-macrophage colony stimulating factor) aktivuje hlavné

makrofagy, granulocyty a fibroblasty. ZvySuje jejich fagocytarni a cytotoxické vlastnosi
(Shi a kol., 2004).

IL-2 (interleukin-2) funguje jako rustovy faktor T-lymfocyti a NK bun¢k
(Taniguchi a Minami, 1993).



2.2.3 Vztah imunitniho systému a nadorovych bunék

Vztah mezi nadorovymi builkami a imunitnim systémem prochazi tfemi fazemi:

eliminace, rovnovahy a uniku (elmination, equilibrium, escape), zndzornéno na obrazku 1.

Ve fazi eliminace dochazi za spoluprace nespecifické a specifické imunity k detekci
abnormalnich bun¢k a jejich likvidaci. Piesto mize dojit k pteziti nékterych nadorovych
bunék, které se tak dostanou do faze rovnovahy s imunitnim systémem. V této fazi imunitni
systém likviduje vice imunogenni buiiky, naopak méné imunogenni nadorové builky
imunitnimu systému unikaji. Nedochazi k tiplnému odstranéni nadorovych bunék, ale jejich
rust je drzen pod kontrolou. Faze rovnovahy proto mtze trvat rizn¢ dlouhou dobu. Ve treti

fazi bunky nabyvaji schopnosti aktivniho uniku imunitnimu systému a aktivni obrany

(Mittal a kol., 2014).

Elimination Equilibrium Escape

Immunological
Tumour immune surveillance Ignmana.,e

ﬁ(i;:?:“ ﬁi}i TDSFS_.'.
o / @ ‘l‘ !1.!

fed

ﬁ_u —p Immunclogical
talerance
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@

Obr. 1: Schéma nédorové imunoeditace (Kim a kol., 2007).

IDC, nezralé dendritické buiky; Me, makrofag; NK, natural Killer (pfirozeni zabijeci);
Te, efektorové T bunky; TAs, nadorové antigeny; SLN, lymfaticka uzlina; TiDC, antigeny
asociované s nadory; TAM, makrofagy asociované s nadory; TDSFs, rozpustné nadorové

faktory; Tregs, regulacni T bunky; BM, kostni dien.
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2.2.4 Zpusoby uniku nadorovych bunék imunitnimu systému

Imunitni systém chrani organismus pied nebezpeCnymi patogeny a jinymi
nezadoucimi vlivy, ale také rozeznava vlastni od ciziho. Této vlastnosti vyuzivaji nékteré

nadorové buiiky k tniku pfed imunitnim dozorem.

Nadorové buniky podléhaji béhem jejich expanzivniho ristu fadé mutaci. V dusledku
téchto mutaci mohou ztrdcet nadorové antigeny a pro imunitni systém se tak stat
neviditelnymi. Nadorové burniky exprimujici antigeny se mohou chranit piekrytim svého

povrchu molekulami glykokalyxu a zamaskovat tak své antigeny (Stastny a Rihova, 2015).

Dalsi moznosti nadorovych bun¢k k uniknuti pfed imunitnim systémem je nizka nebo
dokonce zadna exprese MHC I molekul, jez prezentuji antigen T-lymfocytim na jejich
povrchu. Kromé snizeni syntézy celych MHC molekul se mohou nadorové buiky vyhnout
T bunécné odpovedi snizenim syntézy jen soucasti této molekuly napt. B2 mikroglobulinu
(Restifo a kol., 1993).

Mnoho néadorovych bunék samo produkuje faktory inhibujici imunitni odpovédi.
TGF-B (transforming growth factor beta), ktery podporuje diferenciaci regulac¢nich T bunck
(Lin a Karin, 2007).

Nemalou ulohu v regulaci protinddorové imunitni odpovédi maji také regulacni
T-lymfocyty (Treg). Treg buiikky moduluji intenzitu imunitni odpovédi a predchazeji tak
vzniku autoimunitnich chorob. Inhibuji riznymi faktory (produkci inhibi¢nich cytokint,
expresi inhibi¢nich receptort) efektorové T lymfocyty, ¢imz mohou podporovat rust nadora.
Mezi hlavni inhibi¢ni cytokiny produkované Treg bunky patii napf. TGF-f, IL-10 nebo IL-6
(Klasbusay, 2015).

Dtlezitou roli v uniku pfed imunitnim systémem sehravd také snizend exprese
Fas proteinu na povrchu nadorovych bunék. Fas receptor je membranovy protein exprimovany
mnoha bunkami, hojn¢ jej prezentuji hlavné aktivované T-lymfocyty a NK bunky. Navazani
Fas ligandu (FasL) na Fas receptor indukuje apoptoézu bunék a umoziuje tak autoregulaci
imunitni odpovédi. Snizena exprese Fas tak umoznuje nadorovym bunkam vyhnout se
apoptoze. Na druhé strané¢ mohou nadory zvySené exprimovat Fasl, ¢imz indukuji

programovanou smrt v infiltrujicich T-lymfocytech (Gastman a kol., 1999).
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2.2.5 Terapie nadorovych onemocnéni stimulaci nespecifické imunity

Jak bylo jiz vyse zminéno, buniky nespecifické imunity rozpoznavaji patogeny pomoci
svych receptorti (PRRS) vazajici se na specifické molekuly (PAMPs) exprimované na jejich
povrchu. Jednou z moznosti terapie nadord je Vyuziti téchto poznatkd, aplikovat PAMPS

na nadorové buiiky a tim je ucinit 1épe rozpoznatelné pro imunitni systém.

2.2.5.1 PRRs - Pattern recognition receptors

Rozlisujeme tii zékladni tfidy PRRs podle jejich vyskytu: membranové
(napft.: Toll-like receptory, man6zu vazajici receptor nebo formyl peptidové receptory),
cytoplazmatické (NOD-like receptor, RIG-1-like receptor) a sekretované, mezi které patii

napf. lektin vazajici manozu (Elfeil a kol., 2013).

2.2.5.1.1 Toll-like receptory (TLR)

Toll-like receptory jsou transmembranové proteiny hrajici klicovou roli v aktivaci
vrozené imunity. Charakteristické jsou pro né leucinové repetice na extracelularnim N-konci
(LRT doména) a TIR (Toll/IL-1 receptor) cytoplazmatickd doména. Patii mezi hlavni
receptory rozpoznavajici vysoce konzervované molekuly fady mikrobti (bakterii, virt, plisni,
prvokd). Napi. TLR3 interaguje s dsRNA vird, ¢i sytetickou dsRNA - Poly I:.C
(Polyinosinic:polycytidylic acid). TLR4 receptor detekuje LPS (lipopolysacharid) ptitomny
ve stén¢ gramnegativnich bakterii, TLR7 detekuje ssRNA a synteticky resiquimod. TLR jsou
exprimované piedevsim na povrchu monocytl, makrofagt a dendritickych bunék. Vysledkem
jejich aktivace je produkce fady cytokinll vyvolavajicich zanét, maturaci bun€k imunitniho

systému a zvyseni jejich fagocytarni aktivity (Moresco a kol., 2013; Elfeil a kol., 2013).

2.2.5.1.2 Manoézové receptory (MR)

Manozovy receptor je membranovy protein exprimovany makrofagy, dendritickymi
bunkami a nékterymi endotelovymi buiikami. Stimuluje jejich funkci fagocytozy a endocytdzy
patogennich bunék (Gordon, 2002). MR ma na extracelularni strané tii rizné domény.
Doménu bohatou na cystein (CR doménu), fibronectin II (FNII) doménu (Taylor a kol., 1990)
a Ca%*-dependentni karbohydratovou doménu (CRD), ktera vaZze vybrané sacharidy obsahujici

manézu. Ligandy vazané mandzovym receptorem jsou prezentovany mnoha bakteriemi
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(napf. Streptococcus pneumonia), virem napadenymi bunkami ¢i parazity (Zamze a kol.
2002).

2.2.5.1.3 Formyl peptidové receptory (FPR)

Formyl peptidové receptory patii mezi transmembranové proteiny sprazené se signalni
drahou G-proteinu. Vyskytuji se pfevazné na povrchu lymfocytd a funguji jako jejich
chemotaktické a aktiva¢ni receptory (Prossnitz a Ye, 1997). FPR rozeznavaji formylové
peptidy pfitomné na povrchu fady patogenti nebo mitochondrii (Lee, 2002). Po ligaci FPR
formylovymi proteiny dochézi k degranulaci a uvolnéni proteolytickych enzymt, ke zvyseni

fagocytarnich vlastnosti a chemotaxi bun€k do mista zanétu (Murphy a kol., 1992).

2.2.5.1.4 NOD-like receptory (NLR)

NOD-like receptory (NLR) jsou intracelularni proteiny rozpoznavajici PAMPs, které
se dostaly skrz membranu az do cytoplazmy. Pro NLR je charakteristicka pfitomnost
konzervované NOD domény (nucleotide-binding oligomerization domain) a leucinové
repetice. NOD-1 receptory rozeznavaji iE-DAP (y-D-glutamyl-meso-diaminopimelova
kyselina) piitomné v mnoha gramnegativnich a v nékterych grampozitivnich bakterii
(napt. rodu Listeria). NOD-2 vazi MDP (muramyldipeptid) nachazejici se ve vSech
grampozitivnich 1 gramnegativnich bakterii. Navazani ligandli na NLR spousti konformac¢ni
zménu (oligomerizaci) prostfednictvim NOD domény a aktivaci faktord stimulujicich

prozanétlivé molekuly (Franchi a kol., 2008).

2.25.1.5 RIG-like receptory (RLR)

RIG (retinoic acid-inducible gene)-like receptory (napi. RIG-1, MDAS, LGP2) patii
mezi cytoplazmatické PRRS. Rozpoznavaji virovou DNA a vyvolavaji intraceluldrni
antivirovou imunitni odpovéd’. Vyraznou roli v obrané proti virim hraji pfedevsim

v myeloidnich a epitelovych buiikach (Loo a Gale, 2011).
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2.2.5.1.6 Lektiny vazajici manézu (MBL)

Lektin vazajici mandzu je sérovy protein vyluCovany jaternimi buitkami. Obsahuje
cysteinové repetice nasledované kolagenovymi repeticemi a lektinovou doménu, kterd vaze
fadu cukrti napf. manozu, fruktézu, glukosu nebo N-acetylglukosamin (Turner, 2003). To

umoziuje detekovat Siroké spektrum mikroorganismu (bakterie, viry, kvasinky, parazity).

MBL po ligaci aktivuje komplementovy systém za pomoci MASP (MBL-associated
serine protease) komplext. Mimo to komplex MBL s navazanym patogenem se mize rovnou
vazat na fagocytarni bunky prostiednictvim kolektinového receptoru a podpofit tak fagocytdozu

bez aktivace komplementu (Takahashi a Ezekowitz, 2005).

2.2.5.2 Latky pouZzité v bakalaiské praci jako motivy PAMPs
2.2.5.2.1 Laminarin

Laminarin  je  polysacharid slozeny =z jednotek  D-glukdézy  spojenych
B(1, 3)-glykosidickou vazbou. Vyskytuje se v hnédych tasach (Phaeaphyceae). Ziskavaji se
dvé formy laminarinu (nerozpustny ve vodé€ a ve vod¢ rozpustny). Nerozpustny laminarin se
nejcastéji izoluje z Laminaria clustoni, rozpustny laminarin z Laminaria digitalia
(Read a kol., 1996). Vaze se na B-glukanovy receptor Dectin-1 na povrchu leukocyti,
zprostiedkovava produkci TNF-a a aktivuje funkcei leukocyti (Brown a kol., 2003).

2.2.5.2.2 Manan

Hlavni fetézec tohoto polysacharidu je slozeny z podjednotek D-manéz (ptipadné
mandz a glukoz) spojenych B(1, 4)-glykosidickou vazbou. Nékdy miize byt substituovan
postrannimi fetézci o(l, 6)-galaktéz. Muzeme rozliSit manany linearni, galaktomanany,
glukomanany a galaktoglukomanany (Moreira, 2008). Je vazan manézovym receptrorem a
sérovym lektinem vadzajim manozu. MiiZzeme ho nalézt v bunécné sténé vyssich rostlin nebo

kvasinkach (Mreira, 2008; Cawley a Ballou, 1972).

2.2.5.2.3 N-Formyl-methionyl-leucyl-fenylalanin (fMLF)

N-formylové peptidy, mezi které patii i N-Formyl-methionyl-leucyl-fenylalanin

(fMLF), jsou jedni z nejsilngjSich chemoatraktanti fagocytarnich lymfocytd a makrofagt
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(Prossnitz a Ye, 1997). Jsou pfitomné v grampozitivnich i gramnegativnich bakteriich. Vazou
je formyl peptidové receptory (FRP1, FRP2), po jejichz aktivaci dochézi ke zvySeni produkce
kyslikovych radikali, degranulaci granulocytarnich cytotoxickych vezikuld, stimulaci

fagocytdzy a chemotaxi bun€k do mista zanétu (Sato a kol., 2012).

2.2.5.2.4 Resiquimod (R-848)

Imidazolovy derivat resiquimod (také R-848) je synteticka molekula ligujici u lidi
TLR7 a TLRS, u mysi pouze TLR7. Navazanim na ptislusné Toll-like receptory aktivuji
dendritické buiiky a makrofagy, zvysuji produkci TNF-a, IL-6, IFN-a. Tim se fadi mezi

antivirové a protinadorové substance (Bowie, 2007).

2.2.5.2.5 Kyselina lipoteichoova (LTA)

Kyselina lipoteichoova (LTA) je soucasti buné¢nych stén grampozitivnich bakterii
(Ryu a kol., 2009). Funguje jako imunostimula¢ni PAMPs rozeznavany imunitnim systémem
TLR2 receptory. Vazba LTA na TLR2 aktivuje transkrip¢ni faktory NF-xB (nuklearni faktror
kappa B), ktery reguluje produkci prozanétlivych cytokini a chemokinu, také hraje roli v

aktivaci leukocyti (Lawrence, 2009).

2.2.5.2.6 Limpet keyhole hemocyanin (KLH)

Tento hemocyanin je respiracni glykoprotein izolovany z motského plze Megathura
crenulata (Swerdlow a kol., 1996). Existuji dvé izoformy: KLH1 a KLH2. Patii mezi vysoce
imunogenni molekuly. Vyuziva se jako proteinovy nosi¢ malo imunogennich nadorovych
antigenll (napi.: ve vakcinach proti folikuldrnim lymfomim, melanomim, karcinomim
prostaty). Indukuje odpovéd Thl bunék (Musselli a kol., 2001). Také stimuluje dozravani

dendritickych bun¢k reakci s manézovym receptorem (Presicce a kol., 2008).

2.2.5.2.7 Kyselina polyinosinova:polycytidylova (Poly 1:C)

Poly I:C je synteticky analog dvoufetézcové RNA. Jedno vlakno tvoti polymer
kyseliny inosinové, druhy tvofi polymer kyseliny cytidylové. Poly I:C je pouzivan jako
agonista TLR3 a RIG-1 receptor.  Aktivuje  makrofagy, NK  burnky,
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B-lymfocyty (Qu a kol., 2002). Dale stimuluje uvoliovani cytokint IL-6 a IL-8. Aktivace
TLR3 a RLR signalizaci miize také pfimo vyvolat apoptéozu nékterych nddorovych bunék
(Cheng a Xu, 2010).

16



3 CILE PRACE

e Ovéfeni moznosti pouziti kotveného laminarinu a f-MLF v synergii

S resiquimodem pro nadorovou imunoterapii.

e Moznost zesileni protinadorové terapie zalozené na R-848, Poly (I:C) a

mananu-BAM.

e Ovéfeni univerzalnosti terapie — studium imunoterapie na pankreatickém

adenokarcinomu Panc02.

e Oveéteni moznosti pouziti LTA v aktivaci neutrofila.
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Chemikalie

BAM, Biocompatible anchor for cell membranes (NOF Europe)

D-MEM, Dulbecco’s modified eagle medium (Biowest)

DMSO, Dimethylsulfoxide (Sigma-Aldrich)

EDTA, ethylenediaminetetraacetic acid (Sigma-Aldrich)

f-MLFKK, N-formyl methionyl leucyl phenylalanine + lysine, lysine (N-Schafer)
FCS, Fetal calf serum (Biowest)

GM-CSF, Granulocyte-macrophage colony stimulating factor (Sigma-Aldrich)
KLH, Keyhole limpet hemocyanin (Enzo)

Laminarin (Sigma-Aldrich)

LTA, Lipoteichoic acid from Bacillus subtilis (Sigma-Aldrrich)

MACS Mouse Neutriphil Isolation Kit, (Miltenyi, Biotec)

Manan (Sigma-Aldrich)

PBS, Phosphate buffered saline (Sigma-Aldrich)

Poly I:C, Polyinosinic:polycytidylic acid (Sigma-Aldrich)

Resiquimod, R-848 (Tocris)

RPMI 1640 (Biowest)

TNF a, Tumor necrosis factor alfa (Sigma-Aldrich)

Trypanova modi (Sigma-Aldrich)

Trypsin (Sigma-Aldrich)

4.2 Laboratorni mysSi

Laboratories. K pokustim byly pouzity po dosazeni 8 tydni zivota a vahy 18-20 g. Chovany
byly za standardnich podminek v mistnosti se stalou teplotou 22 °C, relativni vzdusnou

vlhkosti 65 % a fotoperiodou 12/12 hodin. Mysi mély neomezeny pftistup ke sterilni vodé a

Ve vSech experimentech byly pouzity samice kmene C57BL/6N z chovu Charles River

granulované potravé.
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4.3 Nadorové bunééné linie

V pokusech byly pouzity 2 typy nadorovych bunécnych linii. Mysi melanom B16-F10
zakoupen u American Type Culture Collection a pankreaticky adenokarcinom Pan02, ktery

byl darem Larse Iva Parteckla (University of Greifswald).

Buiiky melanomu B16-F10 byly kultivovany v RPMI 1640 s ptidavkem 10% FCS,
1 % antibiotik, 1 % glutaminu a 0,1 % merkaptoetanu pfi teploté¢ 37 °C v atmosféfe nasycené

vodnimi parami a 5 % CO..

Buiiky pankreatického adenokarcinomu Panc02 byly kultivovany v D-MEM
s ptidavkem 10 % FCS, 1 % antibiotik a 1 % glutaminu pfi teploté 37 °C v atmosféfe nasycené

vodnimi parami a 5 % CO..

4.4 Priprava nadorovych bunék pro transplantaci a in vitro pouZziti

Narostla linie bunék B16-F10 byla zbavena kultiva¢niho média a tfikrat Setrné promyta
sterilnim pufrovanym fyziologickym roztokem (PBS). K uvolnéni adherovanych bun¢k byla
provedena trypsinizace smési 0,25% trypsinu a 0,02% EDTA v PBS po dobu dvou minut, a
sice v termostatu pii teploté 37 °C. Trypsiniza¢ni proces byl zastaven ptidavkem RPMI 1640
s 10% FCS. Nasledn¢ byly bunky rozsuspendovany pomoci Pasteurovy pipety a spocitany.
Aktualni koncentrace byla pocitana v Biirkerové komurce. K rozliseni mrtvych bunék od
zivych byla pouzita trypanovd modf, a to vpoméru 1:1. Nésledné¢ byla suspenze
centrifugovana (5 minut, pii teploté 4 °C, 160 g). Po sliti supernatantu byl pelet Setrné

rozsuspensovan a nafedén pomoci RPMI 1640 bez séra na pozadovanou koncentraci.

Pti kultivaci a zpracovani nddorovych bunc¢k Panc02 bylo misto RPMI 1640 pouZito

D-MEM, vse ostatni probihalo za stejnych podminek jako v pfipad€ bun€k melanomovych.

4.5 Transplantace nadorovych bunék

Transplantace naddorovych bun€k byla provadéna subkutinné do pfedem vyholené
pravé ¢asti zad mysi.

Melanomové buiiky B16-F10 byly injikovany v mnozstvi 4 x 10° v 0,1 ml RPMI 1640

bez séra na mys.
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Nadorové buiiky Panc02 byly transplantovany v mnozstvi 5 x 10° v 0,1 ml D-MEM

bez séra na mys.

4.6 Priprava neutrofild pro in vitro pouziti

4.6.1 lzolace bunék z kostni diené mysSi

MysSim usmrcenymi strzenim vazu byla stazena klUize z dolnich koncetin. Nésledné
byly koncetiny odd€leny od téla a kosti zbaveny veskeré svaloviny. S kostmi se zachdzelo
Setrné tak, aby nedoslo k jejich poskozeni, a tim ke kontaminaci kostni diené. Kosti zbavené
svaloviny byly vlozeny do RPMI bez séra. Nasledovalo sterilni odstfihnuti kloubnich hlavic
kosti a vytlaceni kostni dfené za pomoci stiikac¢ky s 26 G jehlou do Cistého RPMI bez séra.
Ziskana kostni dfen byla rozsuspendovana v RPMI bez séra pipetou a prefiltrovana pies BD
filtr do centrifugani zkumavky. Bunky byly spocitany v Biirkerové komtirce za pomoci

trypanové modii a centrifugovany (10 minut, 4 °C, 160 g).

4.6.2 Magneticka separace

Ke sto€enym bunkam ziskanych dle ptredchoziho postupu byl pfidan MACS pufr
(PBS + 2% FCS + 2mM EDTA) v mnozstvi 200 ul na kazdych 5 x 10" bun&k. Nésledné bylo
ke smési ptidano 50 ul (na kazdych 5 x 107 bun&k) priméarni protilatky (MACS Netrofil
isolation kit mouse, Myltenyi Biotec) a nechala se inkubovat 10 minut v lednici. Po uplynuti
inkubaéni doby byly buiiky promyty MACS pufrem (5-10 ml na 5x 10" bungk), poté
centrifugovany (10 min, 160 g). Sto¢eny pelet byl rozsuspendovan v pufru (400 pl na 5 x 107
buné&k) a bylo piidano 100 pl (na 50 x 107 bunék) sekundarni protilatky (MACS Netrofil
isolation kit mouse, Myltenyi Biotec). Nasledovala inkubace v lednici (15 min). Po uplynuti
15 minut byly buiiky opét promyty 5-10 ml MACS pufru na kazdych 5 x 107 bunék a stoceny
(10 min, 160 g).

Samotnd separace neutrofilii byla provedena pomoci Midi MACS separatoru a
magnetické separac¢ni kolonky (Myltenyi Biotec). Kolonka umisténd na separatoru byla
nejdiive proplachnuta 3 ml MACS pufru. Poté se do kolonky nalila suspenze bun¢k a
proplachla 3 x 3 ml pufru. Protekly puft, jez byl sbiran do centrifuga¢ni zkumavky, obsahoval

vyseparované neutrofily. Suspenze neutrofild byla opét centrifugovana (10 min, 160 g),
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ptevedena do RPMI 1640 s 10% FCS, spocitana pomoci Biirkerovy komurky a nafedéna na

pozadovanou koncentraci.

4.6.3 Priming neutrofili

Neutrofily v RPMI 1640 s 10% FCS byly primovany dvéma typy primingi: LTA
(vysledna koncentrace 0,05 mg/ml) a smési cytokini TNFa (2,5 ng/ml) s GM-CSF (12 ng/ml).
Inkubace pii teploté 37 °C v 5% CO trvala 20 min.

4.7 Meéreni a vypocet velikosti nadora
Velikosti nadorti byly béhem 1é¢by méteny za pomoci kaliperu kazdy druhy den, po
ukonceni 1é¢by jednou tydné. Méten byl vzdy nejvétsi rozmeér (A) a nejmensi rozmér (B) v

milimetrech. Objemy byly vypo¢&itany podle vzorce V = n/6 AB? (Inaba a kol., 1986).

4.8 Pocitani plicnich metastaz melanomu B16-F10

Mysim pfedem usmrcenymi strzenim vazu byly vypitvany plice a vlozeny do Petriho
misky s RPMI. Plice byly ihned prohlizeny pod binokularni lupou, pod kterou byla spocitana
vSechna metastatickd loZiska (Cerné tecky v jinak razové plicni tkani).

Ze zjisténych hodnot byl vypocten primérny pocet metastaz na jednu mys (pro mysi

celkovy pocet metastaz vsech mysi stejné skupiny

1éCené stejnou terapii), a to podle vzorce: . ” —
pocet mysive skupiné

, v ocet mysi stejné skupiny s metastazami
Déle byla vypoctena prevalence: P Y . ] — Py — .
pocet mysive skupiné

4.9 Statistické vyhodnoceni vysledku

Data ziskana zexperiment byla vyhodnocena pomoci programi Statistica 12

(ANOVA) a MS Excel. V grafech je pouzita stiedni chyba praméru (SEM).
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4.10 Priprava terapeutickych latek
4.10.1 Syntéza laminarinu-BAM

Pii piipravé laminarinu-BAM byla nejprve provedena pétidenni redukce laminarinu
kyanoborohydridem sodnym za pfitomnosti octanu amonného pfi teplot¢ 50 °C a pH 7,5.
Vznikly roztok byl pies noc podroben dialyze proti PBS po dobu 12 hodin pies dialyza¢ni
membranu  (MWCO 3500, Serva). Samotna vazba molekuly BAM  (jeji
N-hydroxysuccinimidové skupiny) na aminoskupinu laminarinu probihala pfi pH 7,3 béhem
dvouhodinové inkubaéni doby (pfi pokojové teploté). Ziskany roztok (v PBS) byl az do pouziti
skladovan pii teploté -20 °C. (Janotova a kol., 2014)

4.10.2 Syntéza mananu-BAM

Piiprava mananu-BAM probihala stejné¢ jako v pfipadé syntézy laminarinu-BAM
(viz kapitola 4.10.1), redukéni aminace mananu, dialyza proti PBS a nasledna vazba molekuly

BAM na aminoskupinu mananu. Skladovani pfi teploté -20 °C.

4.10.3 Syntéza f-MLFKK-BAM

Molekula BAM byla vazana na f-FMLFKK v prostiedi o pH 7,3 a pokojové teploté.
V prubéhu jedné hodiny doslo ke zreagovani N-hydroxysuccinimidové skupiny molekuly
BAM s g-aminoskupinou lysinu na molekule f-FMLFKK. Ziskany roztok v PBS byl
skladovan za teploty -20 °C (Janotova a kol., 2014).

4.10.4 Syntéza R-848.HCI

Resiquimod.HCI1 byl ptipraven smichanim R-848 s ekvivalentem 3,5% HCI. HCI se

na resiquimod vaze z divodu zvyseni rozpustnosti R-848 ve vodé.
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4.11 Experimenty

4.11.1 Pulzni terapie melanomu B16-F10 pomoci R-848.HCI, laminarinu-BAM a jejich

kombinaci.

Pokus byl proveden na 24 mysich, které byly rozdéleny do 4 skupin po 6 podle druhu
terapeutika (viz Tab. ). Mysim bylo transplantovano 4 x 10° melanomovych bunék. Lécba
byla zapocata dvanacty den po transplantaci (den 0). Ve dnech 0, 1, 2, 8, 9, 10, 16, 17, 18, 24,
25 a26 jim bylo intratumoralné injikovano 50 pl terapeutické latky. Méteni nadort bylo
provadéno vzdy kazdy druhy den pted aplikaci 1écby. Po ukonceni 1éEby (tj. 30. den) byly

mys$i usmrceny a byla provedena analyza plicnich metastaz.

Tab. I: Rozd¢€leni mysi do skupin dle terapeutické latky.

Skupina Terapeutikum

0,2 mM laminarin-BAM v PBS

0,5 mg resiquimodu.HCI/ml PBS

0,5 mg resiquimodu.HCI /ml 0,2 mM laminarinu-BAM v PBS
PBS

X O|m| >

4.11.2 Pulzni terapie melanomu B16-F10 pomoci R-848.HCI, f-MLFKK-BAM a jejich

kombinaci.

Experiment byl proveden podle stejného schéma jako piedchozi experiment (viz
kapitola 4.11.1). Mysi byly rozdéleny do 4 skupin po 6 podle druhu terapeutika (Tab. II).
Dvanacty den po transplantaci byla zahajena 1écba (den 0). Aplikace terapeutické latky byly
provedeny ve dnech: 0, 1, 2, 8, 9, 10, 16, 17, 18, 24, 25 a 26. Méfeni nadort probihalo kazdy
druhy den. Po ukonceni 1é€by (30. den) byly mysi usmrceny a byla provedena analyza plicnich

metastaz.

Tab. II: Rozdéleni mysi do skupin dle terapeutické latky.

Skupina Terapeutikum

0,5 mM f-MLF-BAM v PBS

0,5 mg resiquimodu.HCI/ml PBS

0,5 mg resiquimodu.HCI /ml 0,5 mM f-MLF-BAM v PBS
PBS

X Olm >
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4.11.3 Pulzni terapie melanomu B16-F10 smési R-848.HCI + POLY I:C + manan-BAM
v kombinaci s KLH nebo LTA.

V tomto experimentu bylo pouzito 24 mysi, které byly rozdéleny do 4 skupin po 6
podle druhu terapeutika (viz Tab. I1T). Mys$im bylo transplantovano 4 X 10° melanomovych
bungk. Lécba byla zapocata dvanacty den po transplantaci (den 0). Ve dnech 0, 1, 2, 8, 9, 10,
16, 17, 18, 24, 25 a 26 jim bylo intratumoraln¢ injekovano 50 pl terapeutické latky. Méteni
nadort probihalo kazdy druhy den od zacatku terapie (den 0) az do ukonceni terapie (den 30)
vzdy pied aplikaci 1€cby. Po ukonceni 1écby bylo jednou tydné kontrolovano ptezivani mysi
az do stého dne. Pieziv§im mySim bylo sto dvacaty den od zapoceti terapie retransplantovano
na stejné misto stejné mnozstvi tj. 4 x 10° melanomovych bun&k. Mysi byly kontrolovany 14.,

21. a 29. den od retansplantace.

Tab. I1I: Rozdé€leni mysi do skupin dle terapeutické latky.

Skupina Terapeutikum

A 0,5 mg R-848.HCI + 0,5 mg Poly I:.C + 0,5mg KLH/mI 0,2 mM mananu-BAM
v PBS

B 0,5 mg R-848.HCI + 0,5 mg Poly I:C + 0,5 mg LTA/ml 0,2 mM manan-BAM

C 0,5 mg R-848.HCI + 0,5 mg Poly 1:C/ml 0,2 mM manan-BAM

K PBS

4.11.4 Pulzni terapie pankreatické adenokarcinomu Panc02 pomoci mananu kotveného

BAM, smési R-848.HCI + POLY I:C + LTA a jejich kombinaci.

Experiment byl proveden na 24 mysich, které byly rozdéleny do 4 skupin po 6 podle
druhu terapeutika (Tab. IV). Mysim bylo transplantovano 5 X 10° bunék linie Panc02. Lécba
byla zapocata dvanacty den po transplantaci (den 0). Ve dnech 0, 1, 2, 8, 9, 10, 16, 17, 18, 24,
25 a26 jim bylo intratumoraln¢ injekovano 50 pl terapeutické latky. Méfeni nadord bylo

provadéno vzdy kazdy druhy pied aplikaci 1é€by azZ do tficatého dne od zah4jeni terapie.

Tab. IV: Rozdéleni mysi do skupin dle terapeutické latky.

Skupina Terapeutikum

A 0,5 mg R-848.HCI + 0,5 mg Poly I:C + 0,5 mg LTA/ml 0,2 mM manan-BAM
v PBS

B 0,5 mg R-848.HCI + 0,5 mg Poly I:C + 0,5 mg LTA/ml v PBS

C 0,2 mM manan-BAM v PBS

K PBS
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4.11.5 Pozorovani  cytotoxického  efektu neutrofili ~ aktivovanych  LTA
nebo GM-CSF + TNFa na melanomové buiiky zna¢ené f-MLFKK-BAM. In vitro

experiment.

Pro pokus byly pouzity nadorové buiiky B16-F10 a dvé mysi kmene C57BL/6N. Mysi
byly usmrceny a z jejich kostni dien¢ byly vyizolovany neutrofily. Neutrofily byly precistény
magnetickou separaci a nafedény na koncentraci 2,5 milioni bun¢k na 1 ml. Melanomové

bunky byly oSetfeny podle kapitoly 4.4 a nafedény na koncentraci 1 milion bunék na 1 ml.

Nasledné byl piipraven roztok ligandu (0,1 mM f-MLFKK-BAM v RPMI s 10% FCS).

Suspenze melanomovych bunék byla napipetovana do mikrotitraéni desticky
s,,U“ dnem v mnozstvi 100 ul na jamku (tj. 10° bun&k na jamku). Do jamek k nadorovym
bunikam bylo ptidano 100 pl ligandu (vysledna koncentrace byla 0,05 mM f-MLF-BAM
v RPMI s 10% FCS), ptipadné¢ medium (v kontrolnich skupinach). Kombinace nadorovych
bun¢k a ligandu je zndzornéna v tabulce V. Pro navéazani ligandu na nadorové bunky byla
desticka 30 minut inkubovana v termostatu (37 °C, 5 % CO2). Po ukonéeni inkubace byla
desti¢ka centrifugovana (2 min, 4 °C, 424 g) a supernatant opatrné, ale dukladné odsat.
Vsechny jamky byly promyty 200 ul RPMI s 10% FCS, desti¢ka opét centrifugovana (2 min,
4 °C, 424 g) a supernatant kompletné odsat.

V dobé inkubace desticky probihal priming neutrofili (kapitola 4.6.3). Naprimované
neutrofily byly v mnozstvi 200 pul na jamku (5 x 10° neutrofilti na jamku) napipetovany do
pfisluSnych jamek k nadorovym bunkdm a ligandim (viz Tab. V). Poté byla desticka

ponechana inkubaci (2 h, 37 °C, 5% CO).
Ve v8ech experimentalnich skupinach bylo po 3 jamkach.

Po uplynuti inkuba¢ni doby byly pomoci Trypanové modii spocitany zivé nadorové

bunky.

Tab. V: Kombinace nadorovych bun¢k, ligandu a riizné primovanych neutrofilti ve skupinach.

Skupina | Obsah jamky
l. B16-F10 + -MLFKK-BAM
Il. B16-F10 + f-MLFKK-BAM + neutrofily primované GM-CSF a TNFa,

1. B16-F10 + neutrofily primované GM-CSF a TNFa
V. B16-F10 + f-MLFKK-BAM + neutrofily primované LTA
V. B16-F10 + neutrofily primované LTA
VI. B16-F10 + f-MLFKK-BAM + nenaprimované neutrofily
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5 VYSLEDKY

5.1.1 Pulzni terapie melanomu B16-F10 pomoci R-848.HCI, laminarinu-BAM a
jejich kombinaci.

Cilem tohoto pokusu bylo srovnani u¢inku samotné¢ho laminarinu kotveného BAM a
laminarinu-BAM v kombinaci s R-848.HCI na redukci nadorového rastu. Z grafu (Obr. 2) je
patrné, ze samotny laminarin-BAM (skupina A, modra barva) nemél na redukci nddorového
rastu zadny vliv. Ve spojeni s resiquimodem (skupina C, ¢ervena barva) pozorujeme mirné

zpomaleni rustu nadort.
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Obr. 2: Vliv kotveného laminarinu ve spojeni s resiquimodem na redukci nadorového ristu.

A - 02 mM Ilaminarin-BAM VvPBS, B - 05 mg resiqguimodu.HCIl/ml PBS,
C - 0,5 mg resiquimodu.HCI /ml 0,2 mM laminarinu-BAM v PBS, K — PBS

* P < 0,05 vzhledem ke skupiné A, ** P < 0,001 vzhledem ke skupiné A, *** P < 0,0005 vzhledem ke skupiné
A, A P <0,05 vzhledem ke skupiné K
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Z obrazku 3 je patrné, ze ani laminarin-BAM samotny ani ve spojeni resiquimodem

neméli zadny vliv na sniZzeni vyskytu metastaz.
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Obr. 3: Vliv kotveného laminarinu ve spojeni s resiquimodem na primérny pocet metastaz.

A - 02 mM laminarin-BAM vPBS, B - 05 mg resiquimodu.HCIl/ml PBS,
C - 0,5 mg resiquimodu.HCI /ml 0,2 mM laminarinu-BAM v PBS, K — PBS

Obrazek 4 znazoriuje procentudlni vyskyt metastaz u mysi v jednotlivych skupinach.
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Obr. 4: Vliv kotveného laminarinu ve spojeni s resiquimodem na prevalenci metastaz.

A - 02 mM laminarin-BAM vPBS, B - 05 mg resiquimodu.HCIl/mlPBS,
C - 0,5 mg resiquimodu.HCI /ml 0,2 mM laminarinu-BAM v PBS, K — PBS
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5.1.2 Pulzni terapie melanomu B16-F10 pomoci R-848.HCI, f-MLFKK-BAM a
jejich kombinaci.
Cilem tohoto experimentu bylo srovnat G¢inek samotného f-MLFKK kotveného BAM
a f-MLFKK-BAM v kombinaci s R-848.HCI na redukci nadorového rastu. Z grafu (Obr. 5) je
patrné, ze samotny f-MLFKK-BAM (skupina A, modra barva) nemé¢l na redukci nddorového
rustu zadny vliv, dokonce mél horsi vysledky nez kontrola (skupina K, fialova barva). Ve
spojeni s resiquimodem (skupina C, Cervend barva) pozorujeme statisticky vyznamné

zpomaleni nadorového rustu oproti kontrole.
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Obr. 5: Obr. 1: Vliv kotveného f-MLFKK ve spojeni s resiquimodem na redukci nadorového

rastu.

A - 05 mM f-MLF-BAM vPBS, B - 05 mg resiquimodu.HCI/ml PBS,
C - 0,5 mg resiquimodu.HCI /ml 0,5 mM f-MLF-BAM v PBS, K — PBS

*p < 0,05 vzhledem ke skupiné A, ** p < 0,01 vzhledem ke skupiné A, ° p < 0,05 vzhledem ke skupiné K
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Z grafu na obrdzku 6 je patrné, tato terapie neméla statisticky vyznamny vliv na redukci

metastazovani.
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Obr. 6: Vliv kotveného f-FMLFKK ve spojeni s resiquimodem na primérny poc¢et metastaz.

A - 05 mM f-MLF-BAM VvPBS, B - 05 mg resiquimodu.HCI/ml PBS,
C - 0,5 mg resiquimodu.HCI /ml 0,5 mM f-MLF-BAM v PBS, K — PBS

Na obrazku 7 je znazornén procentudlni vyskyt metastaz u mysi v jednotlivych skupinach.
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Obr. 7: Vliv kotveného f-MLFKK ve spojeni s resiquimodem na prevalenci metastaz.

A - 05 mM f-MLF-BAM VvPBS, B - 05 mg resiquimodu.HCI/ml PBS,
C - 0,5 mg resiquimodu.HCI /ml 0,5 mM f-MLF-BAM v PBS, K — PBS
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5.1.3 Pulzni terapie melanomu B16-F10 smési R-848.HCI + POLY I:C +
manan-BAM v kombinaci s KLH nebo LTA.

Cilem pokusu bylo zjistit u¢inky LTA a KLH ve smési s R-848.HCI + POLY [:C +
manan-BAM. Jak Ize vyc¢ist z obrazku 8 terapie obohacena o KLH (skupina A, modra barva)
méla statisticky signifikantni pokles nadorového rustu oproti kontrole. Avsak terapie

obohacena o LTA (skupina B, Zluta barva) zpusobila témef uplné vymizeni nadorové masy

mysi.
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Obr. 8: Vliv terapie zalozené na R-848.HCI + POLY I.C + manan-BAM v kombinaci s KLH
aLTA.

A - 0,5 mg R-848.HCI + 0,5 mg Poly I:C + 0,5mg KLH/ml 0,2 mM mananu-BAM v PBS,
B - 0,5 mg R-848.HCI + 0,5 mg Poly I:.C + 0,5 mg LTA/mI 0,2 mM manan-BAM,
C - 0,5 mg R-848.HCI + 0,5 mg Poly I:C/ml 0,2 mM manan-BAM, K - PBS

*p £0,05 vzhledem ke skuping K, ** p < 0,01 vzhledem ke skupiné K, *** p < 0,005 vzhledem ke skuping K,
**** n < 0,0005 vzhledem ke skuping K, AA p < 0,01 vzhledem ke skupiné C

U mysi byla dale sledovana délka pieziti (viz Obr. 9). Z grafu je ziejmé, ze
nejvyrazngjsi vliv na prodlouzeni doby pteziti méla terapie obohacena o LTA (skupina B,

¢ervena barva). U této skupiny piezilo pozorovanou hranici 100 dni 5 mysi. Naopak u skupiny
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s R-848.HCI + Poly I:C + mannan-BAM ve smési s KLH (skupina A, modra barva) piezila
pozorovanou hranici pouze 1 mys. Ve skupiné pouze s R-848.HCI + Poly I:C + mannan-BAM

piezily pozorovanou hranici 2 mysi. V kontrolni skupiné se 100 dni nedozila Zadna mys.
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Obr. 9: Vliv terapie zalozené na R-848.HCI + Poly I:C + manan-BAM ve smésis LTA a KLH
na prezivani mysi.

A - 0,5 mg R-848.HCI + 0,5 mg Poly I:.C + 0,5mg KLH/mI 0,2 mM mananu-BAM v PBS,

B - 0,5 mg R-848.HCI + 0,5 mg Poly I.C + 0,5 mg LTA/mI 0,2 mM manan-BAM,

C - 0,5mg R-848.HCI + 0,5 mg Poly I:C/ml 0,2 mM manan-BAM, K - PBS

* p <0,05 vzhledem ke skupiné K, ** p < 0,005 vzhledem ke skupiné K, ° p < 0,05 vzhledem ke skupiné C

V experimentu pieZilo hranici 100 dni celkem 8 mysi (1 myS ze skupiny A, 5 mysi
skupiny B a 2 mysi ze skupiny C). Témto mysim byly 120. den od zapoceti terapie

retansplantovany nadorové buiiky B16-F10. Nadory nevznikly u Zadné mysi.

31



5.1.4 Pulzni terapie pankreatického adenokarcinomu Panc02 pomoci mananu

kotveného BAM, smési R-848.HCI1 + POLY I:C + LTA a jejich kombinaci.

U tohoto experimentu se sledoval vliv terapie zalozené na R-848.HCI + POLY I.C +
LTA + manan-BAM na redukci rustu pankreatického adenokarcinomu. Z obrazku 10 je
patrné, Ze pouziti této terapie (skupina A, modra barva) mélo jiz od dvacatého ctvrtého dne

statisticky vyznamny vliv na redukci rastu bunééné masy nadora.
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Obr. 10: Vliv terapie zalozené na R-848.HC| + POLY I:.C +LTA + manan-BAM na redukci

nadorového rustu.

A - 0,5 mg R-848.HCI + 0,5 mg POLY I.C + 0,5 mg LTA/ml 0,2 mM manan-BAM v PBS,
B - 0,5mgR-848.HCI+0,5mgPOLY I:C+0,5mg LTA/mlvPBS, C - 0,2 mM manan-BAM
v PBS, K- PBS

* P < 0,05 vzhledem ke skupiné K, ** P < 0,005 vzhledem ke skupiné K, *** P < 0,0005 vzhledem ke skupiné K
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515 Pozorovani cytotoxického efektu neutrofilii aktivovanych LTA
nebo GM-CSF + TNFa na melanomové buiiky znacené f-MLFKK-BAM.

In vitro experiment.

V tomto experimentu byl studovan vliv neutrofild aktivovanych rdznymi typy
primingli na melanomové buriky v zavislosti na pfitomnosti ligandu stimulujiciho fagocytézu.
Vysledky pokusu jsou shrnuty na obrazku 11. Jak je patrné z obrazku, stimulované neutrofily
vykazovaly vétsi cytotoxicky efekt nez neutrofily neaktivované. Pokud byly nadorové bunky

znacené f-MLFKK-BAM, byla cytotoxicita aktivovanych neutrofili zvysena.

Statisticky nejvyznamnéjsi cytotoxicky efekt vykazovaly neutrofily stimulované smési
cytokint GM-CSF a TNFa, a to na nadorové bunky znacené f-MLFKK-BAM (skupina II)
Neutrofily stimulované LTA putsobily na nadorové buiky znacené f-MLFKK-BAM

(skupina IV) men¢ cytotoxicky nez smés cytokind, ptesto statisticky velmi vyznamné.
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Obr. 11: Cytotoxické pusobeni riizné aktivovanych neutrofili na nadorové bunky.
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| - B16-F10 + f-MLFKK-BAM, Il - B16-F10 + f-MLFKK-BAM + neutrofily primované
GM-CSF a TNFa, Il - B16-F10 + neutrofily primované GM-CSF a TNFaq, IV - B16-F10 +
f-MLFKK-BAM + neutrofily primované LTA, V - B16-F10 + neutrofily primované LTA,
VI - B16-F10 + f-MLFKK-BAM + nenaprimované neutrofily

* P < 0,05 vzhledem ke skupiné I, *** P < 0,001 vzhledem ke skupiné I, ° P < 0,05 vzhledem ke skupiné III,
°°° P < 0,001 vzhledem ke skuping 111, A P < 0,05 vzhledem ke skupiné VI
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6 DISKUSE

Imunoterapie se diky moznosti vyuziti mechanismu vlastnich lidskému organismu a
specifického zacileni na nadorové bunky jevi jako vhodna a Setrnéjsi alternativa dusud
pouzivané chemoterapie a radiologie. Tato bakalaiska prace v ndvaznosti na ptredchozi prace
vedené RNDr. Janem Zenkou, Csc. snazi pfispét v oblasti terapie nadorti stimulaci

nespecifické imunity.

Bylo zjisténo, ze k nejsiln€jsi nespecifické odpovédi dochazi pii soucasném pouziti
TLR ligandu a ligandt stimulujicich fagocytozu (Underhill a Ganter, 2004). Vyznamnym TLR
agonistou se ukazal LPS (lipopolysacharid), jez vykazoval vyraznou redukci nadorového rtstu
v synergii s ligandy stimulujicimi fagocytézu kotvenymi na nadorové buriky, a to hlavné s
f-MLF, laminarinem a mananem (Janotova a kol., 2014). Ov§em LPS, hlavni slozka vné&jsi
membrany gramnegativnich bakterii, je pro cloveka toxicky
(Palsson-McDermott a O'Neill, 2004). Nastala tedy otazka, ¢im zminény LPS nahradit.
V pracech Svecové (Svecova, 2013) a Glaserové (Glaserova, 2015) byla diskutovana nahrada
LPS za MPLA (monofosforyl lipid A), v praci Husnikové (Husnikova, 2014) se fesila moznost
nadhrady LPS B-glukanem a kolegyn¢ Jackova (JaCkova, 2015) studovala moznost nahrady
LPS imiquimodem. Ov§em MPLA, B-glukan ani imiquimod nevykazovali dostate¢ny efekt.
Jako vhodné nahrada se nakonec prokazal resiquimod v synergické kombinaci s kotvenym
mananem (Kumzikova, 2015). JelikoZz je manan rozeznavan MBL, ktery zhruba u 10 %
populace chybi (Kilpatrick, 2002), je tato prace zaméfena na zjisténi synergickych kombinaci

resiquimodu s jinymi ligandy stimulujicimi fagocytozu a dalsi optimalizaci terapie.

Na zakladé¢ velmi Gspésnych vysledkl terapie kotvenym laminarinem v kombinaci
s LPS (Auerova, 2012), byl v prvnim pokusu zkouman vliv laminarinu-BAM s resiqumodem.
Samotny laminarin nema na redukci nadorového ristu zadny vliv, to potvrzuje ve své praci
I Auerova (Auerova, 2012). Samotny resiquimod podle Schéna a kol. nevykazuje ptimé
protinadorové uc¢inky (Schon a kol., 2002), v experimentu jsme ale pozorovali statisticky
vyznamnou redukci ristu. Piekvapenim ale bylo, ze kombinace kotveného laminarinu
s resiquimodem nevykazovala o¢ekavanou synergii a neméla na redukci rastu vyraznéjsi vliv.

Riist metastaz tato terapie nijak neovlivnila.

N-Formyl-methionyl-leucyl-fenylalanin ~ patfi mezi  jedny  z nejsilngjsich
chemoatraktantti fagocytarnich lymfocyti a makrofag (Prossnitz a Ye, 1997). Jak zjistila

Cunatova, kotvenim f-MLF na nadorové buiiky lze dosdhnout nadorové redukce
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(Cunatova, 2012). Ve druhém pokusu byl proto monitorovan téinek f-MLF kotveného BAM
s resiquimodem. Samotny f-MLF-BAM zadnou redukci vSak neprokazal, ale v kombinaci
s resiquimodem pusobila terapie velmi ucinné. V ptipadech, kdy nelze pouzit manan
v disledku absence MBL, je tedy mozné nahradit manan-BAM za f-MLF v kombinaci
s resiquimodem. Vyskyt metastaz byl u vSech skupin srovnatelny, z toho vypliva, ze na

redukci jejich ristu neméla terapie vliv.

Ve tretim pokusu byly zkoumany dal$i moznostoti nahrady toxického LPS. Jako
vhodna nahrada v terapii kotvenym mananem v kombinaci sresiquimodem se ukazala
grampozitivni  bakterie  Listeria monocytogenes kotvena na nadorové bunky
(Kumzakova, 2015). Jak zjistila Glaserova, Poly 1:C prodluzuje dobu pieziti
(Glaserova, 2015), proto bylo Poly I:C pouzito i v této terapii. Na zakladé tspésnych vysledkt
s Listeria monocytogenes jsme se rozhodli vyzkouset kyselinu lipoteichoovou pfitomnou ve
sténé grampozitivnich bakterii. Druhou studovanou latkou byl Limpet keyhole hemocyanin,
coz neni TLR agonist, ale rozhodli jsme se ho pro jeho silné imunostimulacni G¢inky

vyzkouSet také.

KLH v experimentu urcity vliv na redukci nadorového ristu prokazal, ale dobu preziti
neprodlouzil. Doba pfeziti jedincti ve skupiné s kotvenym mananem v kombinaci s KLH,
R-848 a Poly I:.C byla srovnatelnd s dobou pieziti mysi ve skupiné¢ pouze s kotvenym
mananem, R-848 a Poly I:C.

Naopak LTA velmi zvysila redukci nadorového rustu. Ve ¢tyfech piipadech ze Sesti
zpusobila uplné vymizeni nadort jiz v dob¢ terapie a po ukonceni terapie doslo ke zmizeni
nadorl u zbyvajicich dvou jedinct (v jednom piipad¢ se nador pozdéji znovu objevil). Na
preziti méla také velmi pozitivni G€inky, sto dni se dozilo pét jedinct ze Sesti. Terapie s LTA
se ukdzala U¢inna 1 v odolnosti viic¢i retansplantaci, u Zadné mysi se naddorové buniky znovu
neujaly. Podobnych vysledkli bylo dasazeno i s pouzitim kotvené Listerie monocytogenes
(Kumzakova, 2015). LTA stejné jako Listeria monocytogenes jsou TLR2 agonisti a stimuluji
sekreci prozanétlivych cytokintl, napt. IL12 nebo TNFa (Cleveland a kol., 1996). Uspéch
terapie je spatiovan v soucasné stimulaci TLR2 (LTA), TLR3 (Poly I:C) a TLR7 (R-848),
ktera vede ke komplexngjsi aktivaci imunitniho systému. VSechny tfi TLR ligandy stimuluji
tvorbu IL12. Podporuji tak navozeni silngjsi Thl efektorové odpovédi (Hessle a kol., 2000),
tim 1 prolyferaci cytotoxickych T-lymfocyti, NK bunck a zvySeni jejich cytotoxické aktivity
(Gately a kol., 1992). Vyznamny je zfejme i fakt, ze R-848 a predevsim Poly I:C vyrazné

stimuluji dozravani dendritickych buné€k a tim i propojeni s imunitou ziskanou (Ahonen a kol.,
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1999; Verdijk a kol., 1999). Zapojeni specifické imunity se projevilo ziskanim odolnosti vici

retransplantaci (navozenim imunologické paméti).

Jelikoz terapie zalozenad na kombinaci kotveného mananu, R-848, Poly I:C a LTA m¢la
velmi uspésné vysledky, rozhodli jsme se aplikovat tuto terapii i na jiny model nadoru nez je
melanom, a sice na adenokarcinom pankreatu. Pankreaticky karcinom patii mezi nadory
s velmi $patnou prognozou, pouze 20 % pacientli se dozije péti let od stanoveni diagndzy
(Li akol., 2004). Je vysoce odolny chemoterapii i cilené 1é¢bé (Schevchenko a kol., 2013).
Ptesto terapie smési mananu-BAM, R-848, Poly I:C a LTA dokazala vyznamnou redukci

nadorové masy. Vysledky dokazuji synergii latek a univerzalnost imunologické terapie.

Neutrofily tvofi prvni linii v obrané proti infekcim, maji schopnost fagocytozy,
produkce cytokinii a chemokinti. Proto také neutrofily exprimuji vétSinu TLR (vSechny dosud
popsané krom¢é TLR3), jejichZ stimulaci se zvySuje jejich schopnost fagocytoézy, podporuje
oxidativni vzplanuti a produkci cytokind (Hayashi a kol., 2003). Cilem posledniho pokusu
bylo zjistit, zda LTA (jakozto TLR2 agonist) pasobi pfi terapii také jako stimulator primingu
neutrofilti. Vysledky tuto domnénku potvrzuji. Neutrofily se v prostfedi s LTA aktivovaly a
snizily pocet nadorovych bunék v jamkach. Cast naivnich neutrofilii byla pro porovnani
aktivovana smési cytokinit GM-CSF a TNFoa. Tato smés cytokinll stimuluje oxidativni
vzpalnuti neutrofil (uvolnéni velkého mnozstvi superoxidovych aniontl a dalSich reaktivnich
kyslikatych latek), (Dewas a kol., 2003). Neutrofily aktivované LTA sice vykazovaly mensi
cytotoxicitu, nez neutrofily aktivované smési cytokint, pfesto statisticky velmi vyznamné.
Cytotoxicky vliv neutrofilti aktivovanych smési cytokind na nadorové buiky s kotvenym

f-MLFKK odpovidal vysledkiim Jackové (Jackova, 2015) a tyto vysledky potvrdil.
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7 ZAVER
e Kotveny laminarin v kombinaci s resiquimodem neprokazal dostate¢nou ucinnost

terapie. Laminarin neni vhodnd nahrada mananu.

e Kotveny f-MLF v synergii s resiquimodem se ukazal jako vhodna nahrada kotveného

mananu s resiquimodem.

e Pfidani KLH do smési kotveného mananu, Poly I:C a resiquimodu zvysi redukci

nadorového rustu, ale nezlepsi pieziti.
e LTA ve smési resiquimodu, Poly I:C a kotveného mananu zptisobila velmi vyznamnou
redukci, v néktery ptipadech i Gplné vymizeni nadori. Také méla zna¢ny vliv na

prodlouzeni doby pfteziti.

e Aplikace smési mananu-BAM, resiquimodu, Poly I:C a LTA v lé¢bé adenokarcinomu

pankreatu potvrdila moZnost pouZiti terapie 1 v 1é€bé jinych nadoru.

e LTA stimuluje priming neutrofila.
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8 SEZNAM ZKRATEK

APC — antigen prezentujici buiky

BAM - biokompatibilni membranova kotva (Biocompatible anchor for cell membranes)
CTL — cytotoxické T-lymfocyty

DMSO - dimethylsulfoxid

D-MEM - Dulbecco’s modified Eagle’s medium

EDTA — kyselina ethylendiamintetraoctova

FasL — Fas-ligand

FCS — fetalni teleci sérum (Fetal calf serum)

FPR — formyl peptidovy receptor

f-MLF — N-formyl-methionyl-leucyl-fenylalanin

f-MLFKK — N-formyl-methionyl-leucyl-fenylalanin + lysin, lysin

GM-CSF — rustovy faktor stimulujici kolonie garanulocytl a makrofagi (granulocyte-
macrophage colony stimulating factor)

IFN-o — interferon alfa

IFN-y — interferon-y

IL — interleukin

KLH — Limpet keyhole hemocyanin

LTA — kyselina lipoteichoova

MASP sérové proteazy asociované S lektiny vazajicimi manézu (MBL-associated serine
protease)

MBL — Lektiny vazajici man6zu

MDP — muramyldipeptid

MHC — hlavni histokompatibilni komplex (major histocompability complex)
MR — man6zovy receptor

NF-«kB — nuklearni faktror kappa B

NLR — NOD-like receptory

NK buriiky — pfirozeni zabijeci (Natural kilers)

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

PBS — fosfatova pufrovany roztok (Phosphate buffered saline)

PRRs — vzory rozpoznavajici receptory (pattern recognition receptors)

PSA - prostaticky specificky antigen

RLR — Rig-like receptory

R-848 — Resiquimod

TAA — antigeny asociované s nadory (tumor-associated aatigens)

TGF-p — transformujici rastovy faktor beta (transforming growth factor beta)
TLR — Toll-like receptory

TNF-a — faktor nekrotizujici nadory alfa (tumor necrosis factor alfa)

Treg — regulacni T-lymfocyty

TSA — antigeny nadorové specifické (tumor-specific antigens)

UV — ultrafialové zareni
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