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1. UVOD

Statistické tdaje a cisla kazdoro¢né upozornuji na vysoky vyskyt nadorovych
onemocnéni. Jejich absolutni vyléCeni je 1 pfes veSkeré snahy védci a lékaiti prozatim
nemozné. Nadory se neuprosné brani veskerym formam lécby. Nadorové buniky si dokazi
ptivlastnit ty nejlepsi vlastnosti, které jsou bunky schopné vyprodukovat, a stavaji se tak
prakticky nezdolnym mechanismem.

Diky dosavadnim védeckym vyzkumiim se podafilo nékteré obranné mechanismy
nadorovych bun¢k obejit, a dosahnout tak alesponn prodlouzeni zivota pacientd. Pomoci
modernich metod jsou dnes 1ékaii také schopni identifikovat nadorova onemocnéni mnohem
rychleji a tim se nadéje na pteziti vyznamné zvysSuje, protoze prozatim nedoslo k zakladani
loZisek metastaz.

Existuje mnoho obecnych preventivnich rad, jak se nadorovym onemocnénim
vyhnout. Patii k nim dodrZzovani zdravého Zivotniho stylu a fyzicka aktivita. Samoziejmé
odpustit si nejvetsi dnesni fenomén, a tim je kouteni. Dalsi praktickou radou je vyhnout se
ptiliSné konzumaci alkoholu, Spatnému stravovani nebo dlouhému pobytu na pfimém slunci.
Ale ani dodrzovani téchto dobfe minénych rad nedokédze zajistit, Ze se nador neobjevi.
Projev tohoto onemocnéni mohou mit na svédomi i dédi¢né faktory.

Z tohoto pohledu je ziejmé, Zze podpora zlepSeni 1é¢by naddorovych onemocnéni je
velmi dilezita. Najit vhodnou ucinnou terapii je obtizné. V soucasné dobé vzriistd snaha o
vyvinuti takové 1é¢by, ktera by dokazala vyuzit své vlastni imunitni mechanismy k aktivaci
protinadorové reakce, tzv. cilena imunoterapie.

I tato prace je zamétfena na imunoterapii — predevSim na imunoterapii zaloZenou na
nespecifické imunité. V této praci je studovana imunoterapie, jeZ je zaloZena na kombinaci

TLR7 signalizaci a aktivaci fagocytarnich receptori.



2. PREHLED LITERATURY
2.1 NADOROVA ONEMOCNENI

Nadorova onemocnéni, oznacovana také jako rakovina ¢i zhoubny novotvar, se
rozviji vurCité casti té€la, kde normalni buniky za¢nou nekontrolovatelné rist. Jejich
opakované déleni zplisobuje vznik novych abnormalnich bunék — bunék nddorovych.
Obecn¢ se nadorové bunky vyviji z normdlnich bun¢k v disledku poskozeni DNA. Toto
poskozeni posléze neni organismus schopen napravit (Sudhakar, 2009).

Nadorové buiiky jsou specifikovany Sesti zakladnimi spole¢nymi znaky. Patii mezi
né sobéstatnost nadorovych bunék v produkci rustovych faktorG a jejich neomezeny
replikacni potencial. Dale jsou necitlivé vaci signalim, které brani jejich proliferaci,
rezistentni vuci apoptoze, vyvolavaji angiogenezi a v neposledni fadé je charakteristickym
znakem jejich invazivita a metastazovani (Hanahan a Weinberg, 2011). Pravé posledni
zminény znak, rozsifovani nadorovych bunék a zakladani lozisek metastaz, predstavuje dnes
nejvetsi problém v 1é¢bé nadorovych onemocnéni (Fidler 1990). K témto zakladnim znakdm
jsou Casto pripisovany i dalsi rysy vyskytujici se u nadorovych bunék - nestabilita genomu
nadorovych bunék, poskozeni regulaci bunééného metabolismu, indukce zanétu v misté

nadoru, unik nadorovych bunék imunitnimu systému (Hanahan a Weinberg, 2011).

2.1.1 Klasifikace nadorovych onemocnéni
Klasifikace nadorovych onemocnéni neni zcela jednoznacna. MiiZzeme k ni vyuZit
nékolik hledisek.
e Rozd¢leni podle rozsifeni nadorovych bunék a tvorby metastaz:

- nadory benigni (nezhoubné) — jejich zdkladnim znakem je, Ze nadorové

buiiky zustavaji v podobé primarniho nadoru, ktery utlacuje okolni tkan, ale
nemetastazuje do okolnich tkani. Nadory jsou tedy ohrani¢ené a rostou
pomalu.

- nadory maligni (zhoubné) — jsou charakteristické rozsifovanim nadorovych

bun¢k po celém téle pomoci krevnich a lymfatickych cest, tim dochézi
k rozsevu metastatickych loZisek a nasledné indukci metastaz. Nadory nejsou

ohranicené¢ a §ifi se rychle.



e Rozd¢leni nadorovych onemocnéni podle piivodu:
-  muzeme rozpoznavat nadory pojivovych tkani, epitelové nadory, nadory
krevni a lymfatické tkdné, neuroektodermové nadory a smiSené nadory
puvodem z vice tkani (Sell, 2004).
e Rozd¢leni nadorovych onemocnéni podle organové lokalizace:
- u pacienti muzeme rozliSovat napf. prsu, plic, varlat, Zaludku, tlustého stieva

a konec¢niku, kiize apod.

2.1.2 Maligni melanom

Maligni melanom je zafazen mezi nadory neuroektodermalniho ptvodu (Sell, 2004). Je
to agresivni, vici terapii rezistentni, zhoubny nador vznikajici z melanocyta (Markovic a
kol., 2007). Nejvétsim nebezpecim tohoto typu onemocnéni je vysoké riziko Sifeni
metastatickych lozisek, pomoci krevniho a lymfatického systému. Tento melanom dokéze
prakticky metastazovat i dlouho poté, co je primarni nador odstranén. (Emmett a kol., 2010).

Vyskyt tohoto onemocnéni se neustale zvySuje po celém svété. Hlavni rizikové

faktory tohoto onemocnéni tvofi pisobeni UV zafeni, svétla plet, mnohocetnd pigmentova
znaménka a vyskyt tohoto typu onemocnéni v rodiné (Markovic a kol., 2007). Preziti
pacientli S malignim melanomem zéavisi pfedev§im na vcasné detekci tohoto onemocnéni.
K tomu zna¢nou mirou pfispélo vysetfeni pomoci dermatoskopu, ktery umozni lepsi nahled
do podezielych 1ézi (Rigel a Carucci, 2000). V soucasné dobé je toto vySetieni b&zné

dostupné a bezbolestné.

2.1.2.1 Mysi melanom B16-F10 studovany v této praci

Melanomy skupiny B16 patii k nejpouZivangj$im syngennim modelim. Jsou
spontanné odvozené z melanomu mysi C57BL/6v (Becker a kol., 2010). V této praci byl ve
vSech pokusech pouzit melanom B16-F10. Tato linie byla spole¢né s B16-F1 vyselektovana
z mateiské linie B16-F0. Z linie B16-F10 byla nasledné odvozena dalsi linie, oznacena B16-
F6 (Nakamura a kol., 2002). Konkrétné¢ melanomova linie B16-F10 byla vytvotena z divodu

jeji zvysené invazivity a nasledné tvorby plicnich metastaz (Fidler 1975).

2.1.3 MoZnosti terapie nadorovych onemocnéni
V soucasné dob¢ je mnoho typt nadord pomérné dobte I1é¢itelnych. U dalSich forem

nadorovych onemocnéni je vyvijena nejvyssi mozna snaha o zlepSeni jejich 1é¢by. Duraz je



kladen ptfedev§im na zacileni nadoru v organismu pacienta. Byly vyvinuty riizné formy

terapie, které 1ze dle poteby kombinovat.

Chirurgicky zakrok

Chirurgicky zakrok patii k nejstar§im a dodnes hojné vyuzivanym zpusobim
1é¢by nadorovych onemocnéni (Sudhakar, 2009). Tato 1écba je velmi Casto pouzivana
v kombinaci s chemoterapii nebo radioterapii. Obrovskym problémem tohoto

zakroku jSOu metastazy, které v téle zlstavaji (Brada a kol., 1992).

Chemoterapie

Principem chemoterapie je podavani chemické latky do lidského téla. Tyto
latky jsou oznaCovany jako cytostatika. V téle pacienta puisobi na v§echny buriky, ale
nejvice jsou postizeny bunky, u nichz dochazi k rychlému déleni. Chemoterapie je
tedy schopna postihnout i metastazy, coz je vyhoda, diky niz patii k zakladnim
formam terapie. Avsak toxicita pro ostatni lidské bunky je vysoka a dochazi k jejich
poskozeni (Martins a de Oliveira, 2009).

V soucasné dob¢ jsou studovany nové pristupy, které se snazi o snizeni
vedlej$ich uc¢inkd chemoterapie. Zahrnuji nové kombinace 1é¢iv, liposomalni a
monoklonélni protilatky k cileni na rakovinné buiiky, chemoprotektivni latky pro
snizeni  vedlejSich  u¢inktt  chemoterapeutik, nebo mozZnost transplantace

hematopoetickych kmenovych bunék. (Sudhakar, 2009)

Radioterapie

Pocatkem této terapie byl rok 1869, kdy byl objeven rentgen. O 3 roky
pozd¢ji byla radiace pouzita pro diagnézu a lécbu rakoviny (Sudhakar, 2009).
Zasadnim principem radioterapie je tok proudu elektronti/fotoni, které jsou zacilené
na nadorovy utvar. Timto ozafenim dochazi k destrukci nddorovych bunck. OvSem
pii tomto zakroku nejsou ni¢ené pouze nadorové bunky, ale i zdrava tkan v jejich
okoli, coz je zasadnim problémem této 1écby. Tento typ 1écby je Casto vyuzivan
v kombinaci s chirurgickym zakrokem a také pti chemoterapii (Sebag-Montefiore a
kol. 2009).



e Imunoterapie
Imunoterapie se snazi vyuzivat vykonnost a specificnost imunitniho systému
pro 1é¢bu zhoubného bujeni. Imunitni systém je schopen rozpoznat a eliminovat
nadorové builky, avSak nadorové bunky Casto zasahuji do vyvoje a funkce imunitni
odpovédi. Pro imunoterapii je vyzvou vyvinout takovou strategii, ktera by efektivné a
bezpedné rozsifila protinadorové reakce (Blattman a Greenberg, 2004). Jednou z cest
muze byt imunoterapie zaloZzena na kombinaci TLR a fagocytarnich receptord, ktera

je studovana V této praci.

2.2 IMUNITNI SYSTEM

Imunitni systém je vysoce vyvinuty biologicky systém. Jeho tikolem je identifikovat
a eliminovat tzv. cizi material (molekuly/antigeny), ktery je pro té€lo nebezpe¢ny, a rovnéz
eliminovat staré¢ a nemocné buriky vlastni (Farmer a kol., 1986).

V imunitnim systému muazeme uréit 2 hlavni slozky, tj. imunita vrozena
(nespecificka) a ziskana (specificka, adaptivni). Mnoho let se soudilo, ze tyto dvé slozky
pusobi samostatné, ale bylo dokazéano, ze spolu dokéazi spolupracovat (Medzhitov a Janeway,

1997).

2.2.1. Specificka imunita (ziskana, adaptivni)

Specifickd imunita byla vyvinuta pozd€ji nez imunita nespecifickd. Jeji nejvetsi
doménou je schopnost rozpoznavat 1 nepatrné rozdily mezi antigeny, dale imunologicka
pamét’ a diverzita tvorby struktur rozpoznavajicich antigeny. Mezi buriky, které vykonavaji
funkci specifické imunity, patii T-lymfocyty, B-lymfocyty a plazmatické bunky (Bonilla a
Oettgen 2010).

Pro to, aby byla tato sloZka imunitniho systému aktivovéana, je nutna piitomnost
antigenu. Na ten specificka imunita reaguje tim, ze vytvoii protilatky pomoci B-lymfocyti
nebo dojde k destrukci pomoci T-lymfocytd. Projev antigenu na nadorovych buiikach je
ovSem komplikovany. Nadorové buiiky jsou pozménéné, nicméné télu vlastni, proto se na
nich antigeny vyskytuji v malém mnozstvi a jsou Casto slabé, nevyvolavajici dostate¢nou
imunitni odpovéd’. Pro T-lymfocyty je potom klicové, aby byl antigen prezentovan spolecné
s molekulami hlavniho histokompatibilniho systému. V nadorovych buikach je obvykle
snizena exprese MHC molekul, coZz snizuje i schopnost vyvolat dostate¢nou imunitni

odpovéd’. Proto je velmi dillezité, aby prezentace antigenu pomoci antigen prezentujicich



bunék (APC) byla dostatecna (Medzhitov a Janeway, 1997). Mezi tyto antigen prezentujici
bunky jsou fazeny zejména makrofagy a dendritické bunky, které umoziuji spojeni mezi
imunitou specifickou a nespecifickou. Nové jsou zafazovany rovnéZz neutrofily a B
lymfocyty (Bonilla a Oettgen, 2010).

2.2.2 Nespecificka imunita (vrozena)

Nespecifickd imunita je povaZzovéana za vyvojove starSi slozku imunitniho systému.
Pro tuto slozku bohuzel neni vyvinuta imunologickd pamét’, ale jeji efektorové buiky se
dokézi aktivovat velmi rychle a reakce na vstup patogenu do organismu je prakticky
okamzita (Medzhitov a Janewey, 2000).

Mezi nespecifickou imunitu je zahrnuta fada mechanismu. Jako prvni mizeme uvést
fyziologické bariéry, napt. slizni¢ni membrany, epitel plic nebo kiize (Raval a kol. 2014). Na
jejich funkci mohou mit vliv i chemické latky, napt. kyselina mlééna, properdin, lysozym,
které zlepSuji jejich funkei. Pokud dojde k tomu, Ze patogen ptfekona tuto prvotni obranu, na
dalsi fazi se za¢nou podilet bunky nespecifické imunity (neutrofily, makrofagy, monocyty,
bazofily, eosinofily, dendritické a zirné buiky), které jsou piipravené k fagocytoze,
s vyjimkou NK (natural killer) bun¢k, u kterych tato vlastnost neni vyvinuta. Fagocyty
dokazi identifikovat Castice, které jsou urcené k fagocytéze, pomoci struktury na jejich
povrchu, tzv. pathogen associated molecular patterns (PAMPS). K rozpoznavani pouzivaji
své specifické povrchové receptory, tvz. pattern recognition receptors (PRRs), (Beutler,
2004).

Kromé této bunécné slozky mohou byt aktivovany i humoralni sloZzky nespecifické

imunity. Mezi né patii systém komplementu a jeho slozek a cytokiny ( Raval a kol. 2014).

2.3 NADOROVA ONEMOCNENI A IMUNITNI SYSTEM

Imunitni systém dokaZe rozpoznat a eliminovat tzv. cizi materidly. VyuZzivd mnoha
obrannych mechanismti, aby takové &astice zniCil. U nadord je velkym problémem, zZe
imunitni systém mnohdy nedokaze nadorové bunky identifikovat, coZ znamena, Ze nasledna
destrukce je nemozna, protoze podnét k imunitnimu ataku nebyl dostatecny.

Vyznamnym krokem k vyuzivani imunity v boji s nadorovymi onemocnénimi byl
objev schopnosti nespecifické imunity vyhledat a eliminovat nadorové bunky. V pokusech

provadénych profesorem Cui byla u jedné mysi s transplantovanym nadorem (sarkom S-180)



nalezena mutace, ktera zpusobila jeji vyléeni. Vrozena imunita byla diky mutaci schopna

identifikovat a zni¢it nddorové bunky (Cui a kol., 2003).

2.3.1 Nadorové imunitni znaky

Nadorové bunky mohou byt rozpoznany imunitnim systémem poté, co na svém
povrchu exprimuji antigeny. V soucasné dob¢ jsou znamy dvé skupiny antigenti — tumor
asociované antigeny (TAA) a tumor specifické antigeny (TSA). Zatimco tumor asociované
antigeny (TAA) se vyskytuji i u zdravych bungk, tumor specifické antigeny (TSA) se
striktné objevuji jen na bunkach nadorovych, bud’ jako produkty genti, které¢ byly mutovany

(u tumort vyvolano kancerogennimi latkami), nebo antigeny viralni (Finn, 2008).

e Tumor specifické antigeny (TSA)

Jak jiz bylo zminéno, tumor specifické antigeny lze nalézt pouze u bunék
nadorovych. Vyskyt TSA je dusledkem bodovych mutaci, diky nimz dochazi ke
zméndm proteinil na povrchu nadorovych bunék. Antigeny, které jsou pro nadory
specifické, se prezentuji na bunééném povrchu spolecné s molekulami MHC L. ttidy.
Diky tomu jsou nadorové bunky identifikovany T- lymfocyty a mize dojit k jejich
eliminaci (Philipps a kol., 1985).

e Tumor asociované antigeny (TAA)

Na rozdil od TSA lze tumor asociované antigeny nalézt nejen v nadorovych,
ale 1 ve zdravych bunkach. Jejich struktura neni prakticky odliSnd od antigent
V normalnich zdravych buiikach. Jejich mnozstvi je ale podstatné vyssi. Rozdil mezi
zdravymi a nddorovymi buitkami spoc¢iva ve zménég exprese, tj. Case, misté a intenzité
vyskytu. Prokazatelné zvySeni hladiny téchto antigeni muze byt vyuzito pfi
diagnostice nadorovych onemocnéni. Antigeny mohou byt uZity jako nddorové

markery (Old a Chen, 1998).

2.3.2 Reakce imunitniho systému na nadorova onemocnéni

Imunitni systém dokaZe soupefit s nddorovymi onemocnénimi na nékolika trovnich.
Pti zménéach normdlnich zdravych bun¢k na nadorové se projevuji také zmény povrchovych
antigenti nadorovych bunék. Ty jsou vylu¢ovany do krve (Zitvogel a kol., 2008), kde jsou

zachycovany antigen prezentujicimi bunkami a dochazi k jejich prezentaci v komplexu



s MHC Il molekulami. Takto zviditelnéné antigeny dokazi rozpoznat CD4+ T-lymfocyty
(Wang, 2001).

CD4+ lymfocyty lze rozdélit na dvé vyznamné subpopulace — Thl a Th2.

Th1 subpopulace T-lymfocyti

Th1 subpopulace T-lymfocyti aktivuje antigen prezentujici bufiky. Obvykle
dendritickou buiiku (DC), ktera nasledné aktivuje CD8+ cytotoxické T-lymfocyty
(CTL), které jsou posléze schopné poznat antigen, jez je prezentovany v komplexu
s molekulami MHC I na shodné antigen prezentujici bunce (Ridge a kol., 1998).
Dalsi funkci Th1 lymfocytt je udrzovat stalou funkci a mnozeni CTL diky produkci
cytokind (Wang, 2001). Funkce cytokind V imunitni odpovédi je velmi dulezita.

Cytokiny jsou signalnimi proteiny. MuZzeme mezi né fadit interleukiny (IL) a
interferony (INF), (Malik a Waxman, 1992). Ve skupin¢ interleukini jsou
vyznamnymi interleukin-2 (IL-2) a interleukin-12 (IL-12). IL-2 stimuluje produkci T
lymfocytt (Smith, 1988). IL-12 je prozanétlivy cytokin, ktery indukuje tvorbu INF-y
a diferenciaci Thl. IL-12 je produkovan dendritickymi buikami a fagocyty
v pribc¢hu infekce (Trinchieri, 2003). Interferony (INF) jsou glykoproteiny, které
produkuje imunitni systém. Jejich pfinosem je jejich podil na bunééném mnoZeni,
rozliSeni a angiogenezi. Do protinddorové imunity je zatazen predevSim INF-a, ktery
ma antiprolifera¢ni ucinek, podporuje NK buiiky a vyvolava exprest MHC I molekul
(Jewett a Bonavida, 1994). Dulezity je také INF-y, jez stimuluje makrofagy a NK
bunky a také zvySuje expresi antigenii hlavniho histokompatibilniho komplexu
(Huang a kol., 1993).
Th2 subpopulace lymfocyti

Th2 subpopulace lymfocyti se podili na imunit¢ humorilni a vyvolava
aktivaci B lymfocyti na plazmatické buiky (plasmocyty), které jsou schopné
vytvaret protilatky. Tyto tumor specifické protilatky pfispivaji k protinddorové
obrané (Wang, 2001).

Dals§imi podmnozinami CD4+ lymfocytd je subpopulace Th9, ktera produkuje

cytokin interleukin-9 (IL-9) a prispiva k fad¢ zanétlivych onemocnéni (Lu a kol., 2012) a

také subpopulace Th17, ktera produkuje interleukin-17 (IL-17) a také interleukin-22 (IL-

22). Bunky Th17 rovnéz dokézi vyvolat zanét pii autoimunitnich onemocnénich (Korn a
kol., 2009)



Do protinadorové imunity se jako efektorové buiky zapojuji NK bunky, NKT
(Natural Killer T) bunky, (Dunn a kol., 2002), makrofagy (Alleva a kol. 1994) a dendritické
bunky (Goldszmid a kol., 2003).

Makrofagy zplsobuji rozpad nadorovych bunc¢k a vyvolavaji produkci tumor
nekrosis faktoru beta (TNF-B). Tento faktor miZze byt napojen na receptory na povrchu
bunék a tim muze zpusobit programovanou bunéénou smrt (Alleva a kol. 1994).

NK buiky jsou vyznamnou populaci lymfocyti. Stejné jako T a B lymfocyty
pouzivaji receptory, které zptsobuji jejich aktivaci. Pomoci MHC I jsou schopné rozpoznat
nadorové buniky. Na rozdil od normdlnich zdravych bunék buiiky nddorové potlacuji expresi
MHC I, coz NK buiky rozpoznavaji pomoci receptoru KIRs (Garcia-Lora a kol. 2003).

U dendritickych bunék, které patii mezi antigen prezentujici bunky, bylo
prokazano, ze jsou schopné prezentovat antigeny CD8+ T-lymfocytim a CD4+ T

lymfocytim. Tim lze vyvolat mechanismy adaptivni imunity (Goldszmid a kol., 2003).

2.3.3 Mechanismy uniku nadorovych bunék pred imunitnim systémem

Nadorové buiiky jsou komplikovanymi mechanismy, které se snazi imunitnimu
systému vSemoznymi zpusoby znemoznit jejich identifikaci a néslednou eliminaci. Ke
svému ,,skryvani® vyuzivaji fadu Unikovych mechanismi, diky nimz je imunitni systém
bezbranny.

Kuniku pfed imunitnim systémem byva vyuzivana sniZena exprese MHC 1
molekul nadorovymi buitkami. MHC | je exprimovano v malém mnozstvi, vi¢i némuz jsou
CTL buiiky lhostejné (Villalba a kol. 2013). Stale ale mize byt zahdjen atak pomoci NK
bunék. OvSem i stim si nadorové bunky dokazi poradit. Za¢nou exprimovat MHC Ib a
takovou bunku NK bunky povazuji za vlastni, tudiz se 0 ni nezajimaji (Haynes-Gilmore a
kol., 2014).

Funkce imunitniho systému mize byt potladena také produkei TGFp (transforming
growth factor B), diky némuz dochazi k tomu, Ze vznikaji regulacni T-lymfocyty (TreQ)
z CD4+ bunék. Tyto regulacni T-lymfocyty pomoci TGFP 1 pfimym kontaktem potlacu;ji
utok CTL na bunky nadorové a navic je autokrinné podporovan vznik novych Treg
(Yamagiwa a kol. 2001).

Treg mohou produkovat i interleukin-10 (IL-10), jez je také zodpovédny za nadorovou
toleranci. Navic Treg podporuji i angiogenezi nadorovych bunék. (Facciabene a kol. 2012).



Nadorové bunky jsou dale schopné odradit imunitni systém pomoci Fas ligandu. Fas
ligand je transmembranovy protein, ktery dokaze na povrchu bunék indukovat tvorbu
heterodiméru a navazat se na transmembranovy Fas receptor. Tento Fas receptor se nachazi i
na bunkach imunitniho systému. Navazani Fas ligandu na nadorové buiice na Fas receptor
ma za nésledek vyvolani programované bunécné smrti. Nadorové bunky proto zdmérné snizi
expresi Fas receptoru, aby nebyly citlivé vici ataku lymfocytd, které maji Fas ligand.
Naopak exprese Fas ligandu je zvySena. T lymfocyty, které na svém povrchu produkuji
nejen Fas ligand, ale i Fas receptor, se poté vazi na ligandy nadorovych bun¢k a tim je
zahéajena jejich programovana buné¢na smrt. (O Connell a kol., 1999). Tim jsou T lymfocyty
zni¢eny a nadorové bunky se elegantné zbavi svého protivnika.

Tyto tfi zdkladni mechanismy ukazuji, Zze nadorové buiiky se snazi pred imunitnim
systémem organismu skryt a odlakat od sebe pozornost. Organismus nador nepovaZuje za

Skodlivy jev, a proto na néj nereaguje zadnymi mechanismy.

2.4 IMUNOTERAPIE ZALOZENA NA SPECIFICKE IMUNITE

Imunoterapie je diky své Setrnosti velmi Casto vnimana jako moderni postoj v 1écbé
nadorovych onemocnéni. V soucasné dobé je hojné¢ vyuzivdna predevSim imunoterapie
zalozena na specifické imunit¢ pomoci monoklonalnich protilatek (Scott a kol., 2012),
poptipadé lze vyuzivat i dendritické buiiky (Gilboa, 2007).

Vyuziti monoklonalnich protilatek (MAb) je vsoucasné dobé jedna
Z nejucinngjSich metod 1écby hematologickych malignit a solidnich tumort. Diky tomu, ze
dochdzi k vazbé monoklondlnich protildtek na bunky nadorové, miZe byt aktivovana
bunécna cytotoxicita, kterd zavisi na protilaitkich (ADCC). Rovné€Zz mize byt ovlivnéna
cytotoxicita zavisla na komplementu (CDC), pfipadné se aktivuje na protilatkach zavisla
bunééna fagocytéza (ADCP), (Scott a kol., 2012).

Imunoterapie vyuzivajici dendritické buiiky (DC) je dalsim zptisobem pouzivanym
pfi imunoterapii zaloZené na specifické imunité. V prvé fad¢ je potfeba pfipravit dendritické
buniky. Pacientovi jsou nejprve odebrany monocyty, z nichz jsou laboratorné ptipraveny
nezral¢ dendritické bunky. Od stejného pacienta je potfeba také odebrat nadorovou tkan,
diky niz je pfipravena smés nadorovych antigenli. Tyto dvé pfipravené slozky se spoji a
nezralé DC zacnou smés antigenil zpracovavat. Na povrchu DC jsou pak antigeny

prezentovany v komplexu s MHC II molekulami. Po stimulaci dozrani a exprese
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kostimula¢nich molekul dojde Kk navraceni takto pfipravenych DC do téla pacienta. DC

vyvolaji aktivaci T-lymfocyti, které atakuji nadorové bunky (Gilboa, 2007).

2.5 IMUNOTERAPIE ZALOZENA NA NESPECIFIKE IMUNITE

V terapii, ktera je zaloZena na nespecifické imunité, jde predevsim o identifikaci
pathogen associated molecular patterns (PAMPs) pomoci pattern recognition receptors
(PRRS).

2.5.2 Pathogen associated molecular patterns (PAMPs)

Buiiky nespecifické imunity maji schopnost rozpoznavat pifitomnost patogennich
mikroorganismi. Ty jsou rozeznavany na zakladé jednotlivych vzord, tzv. pathogen
associated molecular patterns (PAMPs), coz jsou velmi malé molekuly, mnohdy dokonce
¢asti molekul, které se vyskytuji na povrchu bakterii, virt, kvasinek, hub a dalSich
infek¢nich mikroorganismu. Jsou rozeznavany skalou receptort, které jsou oznaCovany jako
pattern recognition receptors (PRRs). Na kazdy PAMPs odpovida jeden PRR (pattern
recognition receptor), ktery je ptitomen na bunikach nespecifické imunity. Mezi typické
PAMPs jsou zafazovany lipopolysacharidy, lipoproteiny, formyl-methionin, peptidoglykan,
manan, flagelin, nebo napt. dvoutetézcova DNA (Thomas a Badini, 2011).

Krom¢é PAMPs existuji 1 dal$i motivy se schopnosti zahajit imunitni odpoveéd’ po
navazani na PRRs. Jsou jimi damage associated molecular pattern (DAMPS). Tyto molekuly
jsou produkovany buiikami, které prochazeji neprogramovanou bunéfnou smrti. Pokud
buiika prochazi typickou programovanou smrti, neboli apoptézou, DAMPs neni sekretovano.
Diky tomuto dimysIlnému systému je télo schopno identifikovat, zda doslo k pfirozené smrti
bunky. Mezi hlavni zastupce DAMPs patii HMGBI1(hight mobility group box 1), S100
proteiny, IL-1a, HSPs (heat shock proteins) a kyselina mo¢ova (Bianchi a kol., 2007).

2.5.3 Pattern recognition receptors (PRRS)

Jak jiz bylo uvedeno, PAMPs jsou rozeznavany Skalou receptorii, které¢ jsou
oznacovany jako pattern recognition receptors (PRRs), které exprimuji buiiky vrozené
imunity. Tyto receptory miZeme rozdélit podle riznych kritérii. Mizeme brat v ivahu, zda
jsou na buiice pevné vazany, ¢i jsou volné, popt. v jaké ¢asti bunky se vyskytuji (Akira a
kol., 2006). U PRRs muzeme rozliit tfi tiidy, a to PRRs cytoplazmatické, sekretované a
membranové (Elfeil a kol., 2013).
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PRRs cytoplazmatické:

NOD like receptory (NLR)

Patfi do skupiny cytosolickych receptort. Slouzi jako druhd vlna
organismu pii napadeni patogeny, predevsim jsou schopné rozliSovat rizné
bakterialni komplementy. Mezi nejvyznamngéjsi zastupce této tiidy patii

NOD1 a NOD?2 receptory (Akira a kol., 2006).

RIG-1-like receptory

RovnéZ je mizeme fadit k cytosolickym receptortim a jejich funkce je
podobna jako u NLR, tudiz branit organismus ptfed patogeny. Na rozdil od
NLR, RIG-1-like receptory rozeznavaji piedev§im virovou RNA (Akira a
kol., 2006).

PRRs sekretované:

C-reaktivni protein (CRP)

Tento protein je tvofen v jatrech a do téla je vylucovan pii akutnich
infekcich jako jeden z nejvyznamnéjSich reaktantii akutni fdze. Dokaze spustit
klasickou cestu komplementové kaskady, ktera vede k opsonizaci patogent, a

tim je urychlen proces fagocytozy (Janeway a Medzhitov, 2002).

Lektin vazajici man6zu (MBL)

MBL je stejné jako CRP produkovan v jatrech (Janeway a Medzhitov,
2002). Dokaze rozlisovat ruzné cizorodé uhlikaté molekulové vzory na
povrchu virt,, bakterii, prvokd i hub. Rovnéz jako CRP je schopen
opsonizovat patogeny a spoustét aktivaci komplementu pomoci lektinoveé
drahy. Tim padem dochazi k urychleni jejich fagocytézy (Petersen a kol.,
2001).
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e PRRs membranové:
- C-typ lektin receptory (CLRS)
Tyto receptory obsahuji jednu ¢i vice C-typ lektin-like domén. Poté,
co rozpoznaji PAMPs jsou aktivovany nitrobunééné signalni drdhy a tim
dochazi k regulaci genové exprese. Tyto CLRs receptory exprimuji piedevsim

monocyty, makrofagy nebo DC. Rozpoznavaji pfedevsim mandzu, fruktozu

vvvvvv

Dectin2 (Figdor a kol., 2002).

- Formyl peptidové receptory (FPRS)
Tyto transmembranové receptory lze nalézt pfedevsim na leukocytech.
Rozlisuji formyl peptidové molekuly, které se mohou projevovat v organismu

pii bakterialni, popf. jiné infekci (Fu a kol., 2006).

- Scavengerové receptory
Tyto receptory jsou kromé vychytavani nizkodenzitnich lipoproteind
(LDL) schopné rovnéz rozpoznévat apoptické bunky ¢i riizné endogenni

molekuly (PrabhuDas a kol., 2014).

- Toll-like receptory (TLRsS)

Patfi k nejlépe prostudovanym transmembranovych receptorim.

2.5.2.1 Toll-like receptory

Toll-like receptory byly prvnimi identifikovanymi PRRs. Rodina TLRs se sklada
z 10 lidskych (TLR 1-10) a 12 mysich (TLR 1-9 a TLR 11-13) typt Toll-like receptort
(Kawasaki a Kawai, 2013). Piehled vsech TLRs je zaznamenan Vv tabulce (Tab. I).
TLRs jsou lokalizovany na membranach bunék imunitniho systému nebo zaclenény do
intracelularnich oddild, napf. endozomil. Jsou schopné rozeznavat piimé nebo piekryvajici
se motivy PAMPs, jako jsou lipidy, lipoproteiny, proteiny a nukleové kyseliny (Kawasaki a
Kawai, 2013).

Strukturalné se kazdy TLRs sklad4 z ektodomény, kterd obsahuje nesCetné repetice
obohacené leucinovymi motivy (LRRs), jejichZ hlavnim tkolem je jiZ zminéna identifikace

PAMPs. Dalsimi slozkami jsou transmembranova doména a také cytoplazmaticka, rovnéz
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nazyvana jakoToll/IL-1 receptor (TIR), (Kawasaki a Kawai, 2013), ktera zahajuje aktivaci
cytoplazmatické signalni drahy (Kawai a Akira, 2011).

Po rozeznani motivu PAMPs a aktivace signdlni drahy je stimulovana odpovéd
imunitniho systému. Existuji dvé hlavni drahy aktivace TLRs. Prvni je zprostfedkovana
pomoci adaptorového myeloidniho diferenciacniho 88 (MyD 88), at’ uz dependentniho ¢i
independentniho. Tuto cestu vyuziva vétsina TLRs. Obecné plati, ze po navazani TLR
svlastnim ligandem) dochazi k pfitazeni MyD 88, ktery nasledné¢ aktivuje NF-xB
(transkrip¢niho nuklearni faktoru-«B), MAP kinazy (mitogen-activated protein kinases) a
interferonu (IFRs). Vyjimku tvoii TLR3 a také TLR4 (ovS§em TLR4 ma moznost aktivace
ptes MyD , ktery vyuziva druhou cestu aktivace, tzn, pfes TRIF (TIR domain-containing
adaptor inducing IFN-B). Aktivace TRIF dale vede k tvorbé antivirového interferonu I. typu,
protizanétlivych cytokint a chemokint. (Liew a kol., 2005; Cook a kol., 2004). Drahy TLR

signalizace jsou znazornény na nasledujicim obrazku (Obr. 1).
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Obr. 1: Znazornéni drah TLR signalizace. (pfevzato z So a Ouchi, 2010)



Dale mize byt podpofeno vyzravani DC, které se podileji na prezentaci antigenu.

Rovnéz mohou byt aktivovany cytotoxické T-lymfocyty a NK buiiky a zahéjena fagocytdza

zprostifedkovana neutrofily a makrofagy (Barton a Medzhitov 2003).

Tab. I: Prehled TLRs, vcetné jejich lokalizace, adaptorové
prislusnych ligandu (pievzato z Kaczanowska a kol. 2013).

molekuly a jejich

Bunécna Adaptorova . 0
TLR lokalizace molekula Ligand Zdroj ligandu
Triacylované
lipoproteiny,lipoteichova Bakterie
TLR1-2 Membréana MyD 88 kyselina, peptidoglykany
Zymosan Houby
Pam3;CSK, Syntetické
Diacylované lipopeptidy Bakterie
, HSPs, HMGB1, kyselina
TLR2-6 Membrana MyD 88 mocova, fibronectin, ECM Endogenni
proteiny
ds RNA Viry
TLR3 Endozomy TRIF POLY I:C Syntetické
LPS, lipoteichova kyselina Bakterie
Membréna (popf. B-defensin 2, fibronectin
TLR4 endozomy) MyD 88/ TRIF | " A "HMGBH, snapin, Endogenni
tenascin C
TLR5 Membrana MyD 88 Flagellin Bakterie
ss RNA Viry
TLR7-8 Endozomy MyD 88 CpG-A, PoGléGlo, Poly Syntetické
TLR9 Endozomy MyD 88 nemetylované CpG DNA Syntetické
Neznamé ptirodni ligandy
TLR10 Membrana MyD 88 Pams;CSK,, L
PamCysPamSK, Synteticke
TLR11 - - Toxoplasma Prvoci
gondii, profilin
TLR12 - - neznameé -
TLR13 Endozomy MyD 88 VSV Virus

2.6 NADOROVA IMUNOTERAPIE POUZIVANA V TETO PRACI

Nadorova imunoterapie v této praci je zalozena na kombinaci vySe uvedenych TLR

ligandl a agonistli receptort stimulujicich fagocytézu. V predchézejici praci Janotové a kol.

(2014) bylo prokazano, ze tato kombinace je uinnym prostiedkem pro terapii. V praci byly

kombinovany rozpustné ligandy, které maji signalizac¢ni ucinek, a ligandy fagocytarnich

receptort, jez se kotvi na buiiky naddorové. Signalizace ma vliv na granulocytéarni infiltraci a

rozvinuti procesu zanétu. Agonisté receptorti stimulujicich fagocytézu maji za tkol

nasmérovat buiiky fagocytdzy na buriky nadorové. Tento proces pak vede K destrukei téchto

bunck (Janotova a kol. 2014).
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V této praci byl jako hlavni TLR agonista pouzit Resiquimod (R-848). Pro zesileni
ucinku signalizace poté dalsi TLR agonist¢ — POLY I:.C, LTA, PamsCSK, a Listeria

monocytogenes. Jako ligand stimulujici fagocytézu byl uzit manan.

2.6.2 TLR agonisté uziti v této praci
2.6.1.1. Resiquimod (R-848)

R-848 je nizkomolekuldrni molekulou. Jeho doménou jsou silné protinddorové a
protivirové t¢inky. U mysi byl definovan jako agonista TLR7, u lidi jako agonista TLR7/8.
Po navazani na TLRs je aktivovano vyluCovani protilatek, dale tvorba cytokini a zaroven
dochazi k regulaci produkce INF-y (Hattermann a kol., 2007).

R-848 po navazani na TLR makrofagi, dendritickych bun¢k, B-lymfocytd i NK
bunék je zodpoveédny za aktivaci MyD88 dependentni signalni drahy. Tento projev vede K
aktivaci NF-kB. Nasledn¢ dochazi k produkci prozanétlivych cytokint a zaroven dalSich
mediatort, predev§im interferonu o (IFN a) a dalSich napf. IL-1pB, IL-6 a TNF-a (Zhou a
Sun, 2015).

2.6.1.2 POLY I:C (polyinosinicka-polycitidylicka kyselina)

POLY I:C je synteticky vyrobena napodobenina ds RNA a zéaroveil je povazovana za
agonistu TLR3. Po navazani na TLR3 je zahajena signalni draha pies adaptorovou molekulu
TRIF a jsou aktivovany transkripéni faktory, déale napt. NF-kB, prozanétlivé cytokiny,
protein-1 zpusobujici tvorbu interferonu typu I, ktery mize dale indukovat aktivitu NK
bungk ¢i zrani bunék dendritickych (Cheng a Xu., 2010).

2.6.1.3 Lipoteichova kyselina (LTA)

LTAs se vyskytuji v bunécné sténé vétSiny grampozitivnich bakterii a jsou spojené
cytoplazmatickou membranou. LTA je fazena mezi ligandy TLR2. Po spojeni s TLR2
dochdzi k zahdjeni imunitni odpovédi. Jsou produkovany prozanétlivé medidtory (napf.
TNF-a a IL-IB). Déle je aktivovan systém komplementu a mohou byt uvoliiovany radikaly

kysliku a dusiku z neutrofilii, popi. makrofagti (Schwandner a kol., 1999).

2.6.1.4 Pam3CSK, (palmitoyl-3-cystein-serin-lysin-4)
Pam3;CSK, je synteticky tripalmitovy lipoprotein, ktery napodobuje acylovany amino

konec bakteridlnich lipoproteind. Je to UCinny aktivator prozanétlivého transkripéniho
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faktoru NF-xB (Aliprantis a kol, 1999). Rozpoznavavni Pam3CSK4 je zprostiedkovano
TLR2, ktery spolupracuje s TLR1 prostiednictvim své cytoplazmatické domény. Poté je
spusténa signalni kaskada vedouci k aktivaci NF-kB (Ozinsky a kol., 2000).

2.6.1.5 Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes je malda grampozitivni bakterie, kterd je uzivana jako
agonista  TLR2. Vyvolava silnou nespecifickou reakci, ktera se vyznacuje sekreci
prozanétlivych cytokint, napi. TNF, IL-12 a dalSich chemokini (Flo a kol., 2000). Tato
odpovéd’ je zprostiedkovana interakci s TLR2. Stimulace vyvolava okamzitou aktivaci NF-

kB a produkci prozanétlivych cytokint (Hauf a kol., 1997).

2.6.2 Manan — ligand podporujici fagocytozu, uzity v této praci

Jako fagocytarni receptor byl v této praci uzit manan, jez je dale charakterizovan.
Manan je polysacharidem nachazejicim se v bunécné sténé kvasinek, popt. gramnegativnich
bakterii. Tento polysacharid je slozen z n¢kolika podjednotek D-manoz, které jsou spojené
pomoci glykosidické vazby (Cawley a Ballou 1972). Imunitni systém rozpoznava manan
pomoci dvou receptori. Jsou jimi manézovy receptor (MR) a lektin vazajici mano6zu

(MBL), (Janeway a Medzhitov 2002).

e Manozovy receptor (MR)

Tento receptor se vyskytuje na urcitych populacich makrofagu, také dendritickych
bunék ¢i endotelu. Jeho charakteristickym projevem ve struktufe je N-teminalni doména
obohacena o cystein. Ve struktufe se dale projevuje fibronektin typu II a nékolik CTLDs (C-
type lecitine-like domains (Martinez-Pomarez 2012).

Manozovy receptor na sebe vaze patogeny, napi. bakterie, viry. K tomu dochazi diky
schopnosti rozpoznat mandzové zbytky na povrchu bakterii, ¢i virti. Po rozpoznani se podili
na nasledné fagocytoze ¢i endocytdze téchto mikroorganismi, napomahd prezentaci antigenu

a intracelularni signalizaci. V neposledni fadé se podili i na produkci prozanétlivych i

rrrrr

e Lektin vazajici manozu (MBL)
MBL je protein fazeny mezi kolektiny. Obsahuje kolagenovou a lektinovou doménu.

Jeho schopnosti je zahajovat lektinovou drahu aktivace komplementu. MBL na sebe
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navazuje karbohydraty na povrchu uritych patogenti. Pred aktivaci lektinové cesty
komplementu musi byt vytvofen komplex MBL a serinovych protedz, tzv. MASPs 1 a 2
(MBL asociované serinové proteazy), (Sompayrac, 1999), stépici C4 a C2 za vzniku C3
konvertazy (C4b2a), (Beltrame a kol. 2015). Pomoci této konvertazy je C3 sérovy protein
nasledné §tépen na C3a a C3b fragmenty. C3b po navazani na povrch patogenu spusti
komplementovou kaskadu, jejimz vysledkem je rozpad daného patogenu. C3b se mohou

rovnéz podilet na opsonizaci a urychlovat fagocytdézu (Sompayrac, 1999).

2.7.1 Vazba mananu na nadorové buiky

V ptedchozi praci Janotové a kol. (2014) byla vazba na néadorové bunky
zprosttedkovdna pomoci biokompatibilni kotvy pro membrany BAM a bifunkéniho
crosslinkeru SMCC.

Vazbou agonistl fagocytarnich receptori na bunky nadort Ize podpoftit fagocytarni

napadeni nadorovych bunék, které vede k jejich likvidaci (Janotova a kol., 2014).

e Kotveni pomoci BAM - jeden konec molekuly BAM je tvofen hydrofobnim
fetézcem kyseliny olejové, diky niz je umoznéno kotveni do cytoplasmatické
membrany nadorové bunky. Opaény konec navazujici terapeutické latky je hydrofilni
a obsahuje polyethylenglykol. Na tomto konci je rovnéz umisténa NHS skupina,

ktera umoznuje pfipojeni liganda. (Kato a kol., 2004).

e Kotveni pomoci SMCC (neboli sukcinimidyl-4-(N-maleimidomethyl)cyklohexan-1-
karboxylat) - SMCC je heterobifunkéni crosslinker. Na jednom konci obsahuje
maleimidovou skupinu, jeZz véaze sulthydrylové skupiny. Na opa¢ném konci je
obsazena NHS skupina, ktera umoziiuje navazani terapeutické latky (Mattson a kol.,
1993). V piedchozich pracich Janotové a kol. bylo spravné navazani SMCC
s ligandem k nadorovym bunkam podpofeno pomoci aplikace TCEP (tris(2-
karboxyethyl)fosfin) hodinu pied aplikaci terapeutika. TCEP diky redukci cystint
uvolnuje SH vazby a je podpoteno navazani SMCC s terapeutickou latkou (Janotova

akol., 2014).
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3. CiLE PRACE

e Vliv nadorové terapie na paralelni nador

e Studium mechanismu terapie in vitro

e Ovéfeni moznosti zesileni G¢inku terapie dalSimi imunomodulatory
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4. MATERIAL A METODY
4.1 Chemikalie
e BAM - biokompatibilni kotva pro membrany, Mw 4000 (NOF)
* DMSO - dimetyl sulfoxid (Sigma- Aldrich)
* EDTA - kyselina ethylendiamintetraoctova (Sigma- Aldrich)
* FCS - fetalni bovinni sérum (Sigma-Aldrich)
»  GM-CSF - granulocyte macrophage colony stimulating factor (Sigma-Aldrich)
« Laminarin - z L. digitata (Sigma-Aldrich)
» Listeria monocytogenes (InvivoGen)
* LTA - lipoteichova kyselina z Bacteria subtilis (Sigma-Aldrich)
« Manan - ze Saccharomyces cerevisiae (Sigma-Aldrich)
» Neutrophil Isolation Kit (Miltenyi Biotec)
» Pam3CSK, - palmitoyl-3-cystein-serin-lysin-4 (InvivoGen)
* Poly I:C - polyinosinicka-polycitidylicka kyselina (Sigma-Aldrich)
* Resiquimod (R-848), (Tocris)
* RPMI 1640 (Sigma-Aldrich)
*  SMCC - sukcinimidyl-4-(N-maleimidomethyl)cyklohexan-1-karboxylat (Thermo)
» TCEP - tris(2-karboxyethyl)fosfin (Sigma-Aldrich)
*  TNF-o — tumor necrosis factor o (Sigma-Aldrich)

« Trypsin (Sigma-Aldrich)
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4.2 Laboratorni zvirata

Pfi vSech pokusech byly uzity samice mysi typu C57BL/6N z chovu Charles River
laboratories. Mysi byly chovany ve sterilnich boxech s pfisunem pitné vody a krmiva ve
formé suchych pelet. V mistnosti byly udrZzovany standartni podminky - konstantni teplota
22 °C, relativni vlhkost 65% a fotoperioda na 12/12 hodin. Mysi pro pokusy byly pouzity po

dovrseni 8 tydnti a priimérné hmotnosti 18-20 g.

4.3 Bunécna linie

V experimentech byl uzit mySi melanom B16-F10. Buiiky tohoto melanomu byly
kultivovany v médiu RPMI 1640 s 10% bovinnim fetdlnim sérem a S aditivy o nasledujicich
vyslednych koncentracich: Amphotericin B 0,25 pg/ml, Penicilin G 100 j./ml a Streptomycin
100 pg/ml) L-glutaminu 292 pg/ml. Tato kultivace probihala v termostatu pfi konstantni

teploté 37 °C a v atmosféte nasycené vodnimi parami obsahujicimi 5 % podil CO2.

4.4 Priprava bunék B16-F10 pro in vivo a in vitro pokusy

Poté, co bylo slito kultivacni médium, byly narostlé nadorové bunky 3x dikladné
promyty sterilnim pufra¢nim fyziologickym roztokem (PBS). K promytym buinkam bylo
ptidano 0,5 ml trypsinizacni smési (0,25% trypsin, 0,02% EDTA v HBSS). Buiiky spole¢né
S trypsinizacni smési byly inkubovany v termostatu pii 37°C po dobu 3 minut, aby doslo
Kk uvolnéni adherovanych bunék. Poté byly zkontrolovany pod binolupou a trypsinizace byla
ukoncena ptidanim 15 ml RPMI 1640 s FCS. Suspenze bun¢k byla slita do centrifugacni
zkumavky a byla provedena centrifugace (5 min/4 °C/160 g). Po centrifugaci byl slit
supernatant a bunécny pelet byl rozsuspendovan v RPMI 1640 bez FCS. Vzorek takto
pfipravené suspenze byl nafedén v poméru 1 : 1 trypanovou modii (0,5% vodny roztok
trypanové modii) a pomoci Biirkerovy komurky byla spo¢itdna aktualni koncentrace bun¢k v

1 ml média. Tato koncentrace byla upravena na potiebnou koncentraci.

4.5 Transplantace nadorovych bunék

Mysi po dovrseni 8 tydnt byly oholeny na pravém boku. Pfi experimentu, kdy byly
nadorové bunky transplantovany do pravého i1 levého boku, byly oholeny oba boky. Do
oholené oblasti jim bylo subkutanné transplantovano 4x10° nadorovych bungk v 0,1 ml
RPMI 1640 bez séra na mys. V pokusu ¢. 5 probéhla kromé klasické subkutanni

transplantace také transplantace nadorovych bunék ptimo do ocasni zily (i.v. aplikace). Pti
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této aplikaci bylo injikovano 1x10° melanomovych bungk v 50 mikrolitrech media bez

séra/mys.

4.6 Méreni velikosti nadori
K méfeni nadoru byl uzit kaliper. Méteni bylo provedeno kazdy druhy den. Objem
nadoru byl vypocten nasledné dosazenim namétenych hodnot do vzorce:
V =rn/6 *AB2
(A je nejdelsi naméfeny rozmér a B nejkrat§i naméfeny rozmér, zpravidla vySka nadoru,

oboji je uvedeno v milimetrech)

4.7 Hodnoceni metastaz na plicich

Melanom B16-F10 metastazuje do plic, kde byly metastazy pocitany. V pokusu ¢. 5
byly mysi analyzovany bezprostiedné po uhynuti. Poté, co byly jejich plice vyjmuty
Z hrudniku, byla metastaticka loziska spocitana. Na plicich se projevovala jako cerné tecky
ruznych velikosti. Bylo provedeno urceni distribuce metastdz podle velikosti a plice byly

ulozeny v 4 % roztoku formaldehydu.

4.8 Vypocet prumérné redukce nadorového ristu
Vypocet redukce nadorového rustu v porovnani s kontrolni skupinou byl proveden

podle vzorce:

(pramérny objem nadoru v kontrolni skupiné — pramérny objem nadoru v lé¢ené skupiné) 100%
X 0

pramérny objem nadoru v kontrolni skupiné

Tato redukce byla stanovovana ve dnech 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20,22, 24, 26, 28, 30 od
pocatku terapie. Z vyslednych hodnot byla posléze stanovena ziskdna hodnota primérné

redukce nadorového ristu vici kontrolni skupiné.

4.9 IN VITRO METODIKA
4.9.1 Inkubace nadorovych bunék s ligandem

Po sklizeni nadorovych bun¢k B16-F10, podle postupu uvedeného vyse (mimo RPMI
1640 + 10 % FCS bylo pouzito RPMI + 10% nedeaktivovaného FCS), byla koncentrace
bungk upravena 1x10° bun&k na 1 ml. Poté byla suspenze melanomovych bungk

napipetovana na 96 jamkovou desticku. K této suspenzi byly ptidany ptislusné ligandy, které
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byly spole¢né s nddorovymi buitkami inkubovany 30 minut pii teploté 37 °C v 5% CO,. Po
inkubaci byla desti¢ka centrifugovana (2 min, 4°C, 424g) a nasledn¢ byly odlity supernatanty.
Po odstranéni supernatantu byly vSechny jamky promyty 200 pul RPMI 1640 s 10%
nedeaktivovaného FCS. Nasledovala opét centrifugace a odliti supernatantti piedchozim

zptisobem.

4.9.2 1zolace bunék z kostni difené

Neutrofily pouzité pro in vitro pokus byly izolovany z kostni dfené mysi. Mysi byly
nejprve usmrcené strzenim vazu. Pro dal$i pouziti byly odejmuty obé dolni koncetiny. Po
zbaveni kaze, §lach a svaloviny byly polozeny do Petriho misky s médiem RPMI 1640 bez
séra. Poté doslo k odd¢€leni stehenni a holenni kosti. Ze vSech kosti byly odstfihnuty ob¢
kloubni hlavice. Takto upravené kosti byly pomoci sterilni S5ml injekéni stiikacky a sterilni
jehly (velikost 26G) proplachnuty médiem RPMI 1640 bez séra. Timto postupem doslo k
uvolnéni kostni diené, ktera byla rozsuspendovana Iml pipetou a ptenesena pies filtr (filtr
BD, 50um) do centrifugacni zkumavky. Vzorek suspenze byl spocitan v Biirkerové komurce
a zivnost bun¢k ovéfena pomoci trypanové modii. Nasledné byla provedena centrifugace

(10min, 4°C, 160g) a k peletu bylo pfidano kultivaéni médium dle potieby.

4.9.3 Magneticka znaceni

Neutrofily, které byly vyizolovany podle vySe uvedeného postupu, byly pievedené
z kultiva¢niho média do pufru (200 pl na 5x10” bun&k). Pufr byl ptipraven pomoci PBS, 2
%FCS a 2mM EDTA. K takto pfipravenym bunkam byla napipetovana primarni protilatka
(50 ul na 5x10" bun&k). Po promichani a inkubaci s primarni protilatkou 10 minut v lednici
nasledovalo promyti bungk v pufru (5-10 ml na 5x10’ bun&k) a centrifugace (10 min/4
°C/160 g). Po centrifugaci byl kompletné odsaty supernatant a pelet byl rozsuspendovan
v pufru (400 pl na 5x107 bungk). Nasledné byla pfidana sekundarni protilatka (100 pl na
5x107 bungk). Bunky se sekundarni protilatkou byly opét promichany a vlozeny k inkubaci
do lednice na 15 minut. Posléze doslo opét k promyti v pufru, nasledné centrifugaci (10
min/4 °C/160 g). Pelet byl opét rozsuspendovan v pufru (500 pl na 5x107 bungk). Takto

pfipravené bunky byly uzity pfi ndsledné magnetické separaci.

4.9.4 Magneticka separace
K vlastni magnetické separaci byla uzita separacni kolonka (LS column) a

podstavce s magnetickym separatorem (Midi MACS separator). Kolonka byla vlozena do
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separatoru a proplachnuta 3x3 ml pufru. Do kolonky byla pfevedena piipravena bunécna
suspenze. Poté bylo nutné kolonku znovu promyt 3x3 ml pufru.

Hlavnim ucelem této metody je vyvazani vSech bunck z kostni dien¢ na kolonku,
vyjma neutrofill, které kolonkou projdou. Tato metoda je zaloZena na negativni sorpci.
Smés bunck vyizolovanych z kostni dfen¢ se nejprve inkubuje se smési primarnich
biotinilizovanych monoklonarnich protilatek proti antigentim, které nejsou exprimovany na
neutrofilech, a nasledn¢ dochazi ke znaceni sekundarni protilatkou. Feromagnetické Castice,
obsazené¢ v sekundarni protilatce zajisti, ze v separacni kolonce dojde k zadrzeni vSech
magneticky oznacenych bunék z kostni dfené mimo neutrofili. Z kolonky se tedy vyloucila
pouze suspenze obsahujici neutrofily. Ty byly nasledné spocitdny v Biirkerové komurce a

prevedeny do média dle potieby.

4.9.5 Priming neutrofili

Neutrofily byly rozdéleny na 3 typy primingu. Prvni skupina byla primovana
pomoci cytokin GM-CSF (vysledna koncentrace 12 ng/ml), TNF-a (vysledna koncentrace
2,5 ng/ml) a laminarinu o vysledné koncentraci 2 uM, druha skupina pomoci LTA (vysledna
koncentrace 5 mg/ml) a laminarinu o 2uM vysledné koncentraci a tfeti skupina pouze 2uM

laminarinem. Neutrofily byly vlozeny do temostatu (37 °C/5% CO2) po dobu 20 minut.

4.10 PRIPRAVA LATEK PRO TERAPII
4.10.1 Syntéza manan-BAM oo

Roztok mananu byl nejdiive redukovan v prostiedi octanu amonného
kyanoborohydridem sodnym pii pH 7,4 a 50 °C po dobu péti dni. Poté byl roztok
dialyzovan za pouziti dialyza¢ni trubice MWCO 3500 (Serva - Heidelberg, Némecko) proti
PBS pii 4°C.

K mananu-NH2 (pH 7,3) byl ptidan 7,3 mM BAMugp vV DMSO. Takto piipravena
smés byla promichdna a ponechdna 2 hodiny pfi pokojové teploté. Reakce byla zastavena
pfidanim 1 M TRIS/HCI (pH 8). Nasledovala dialyza v dialyza¢ni trubici MWCO 3500
(Serva - Heidelberg, Némecko) proti PBS pii 4 °C pies noc za stalého michani. Po provedeni
dialyzy byl ziskan 0,2 mM roztok manan-BAMygq v PBS.

4.10.2 Syntéza manan-SMCC
Nejprve byl pifipraven manan-NH, zpiisobem popsanym vySe u syntézy manan-
BAM. K 0,22 mM manan-NH; (pH 7,4) bylo ptidano SMCC rozpusténé ve DMSO. Takto
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pfipravend smés byla inkubovana 40 minut pti pokojové teploté. Pies noc byla provedena
dialyza v dialyzac¢ni trubici 0 MWCO 3500 proti PBS pti 4 °C. Po upravé koncentrace byl
ziskan 0,2 mM roztok manan-SMCC v PBS.

4.10.3 Priprava Resiquimodu (Resiquimod.HCI)

Hydrochlorid byl ziskan tak, ze k R-848 bylo pfidano ekvimolarni mnozstvi HCL.
Koncetrace R-848 byla upravena na 0,5 mg v 1 ml PBS. Roztoky pouzité v nasledujicich
pokusech byly pfipraveny rozpusténim R-848.HCI v PBS, 0,2 mM roztoku mananu-BAM
v PBS a 0,2 mM roztoku manan-SMCC v PBS.

4.10.4 Priprava Listeria-SMCC

1x10"° bakterii Listeria monocytogenes bylo rozsuspendovéano v 1 ml PBS. Z toho
bylo odebrano 500 pl bakterii a rozsuspendovano v5 ml 0,2 mM manan-SMCC
pripraveného vyse uvedenym zptisobem. Dale bylo ptidano 1,25 mg SMCC (62,5 ul roztoku
2 mg SMCC bylo rozpusténo ve 100ul DMSO). Takto piipravena smés byla ponechana 40
minut pii pokojové teploté a nasledovala dialyza v dialyza¢ni trubici MWCO 3500 proti PBS

pii 4 °C ptes noc za stalého michani.

4.11 Analyza dat

Statistika dat byla zpracovdna a vyhodnocena v programu STATISTICA 12.
Statistickd vyznamnost byla ur¢ena pomoci ANOVY, doplnéna post-hoc Tukey testem a
Unequal testem. Grafy sledujici pfezivani mysi byly vyhodnoceny pomoci testu Log-rank.

Ve vSech grafech byla uZita sttedni chyba priméru (SEM).
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5. EXPERIMENTY
5.1 Pokus ¢. 1: Vliv nadorové terapie pomoci smési R-848.HCI, mannan-SMCC a LTA
na paralelni nador

Pro tento experiment bylo uzito 18 mysi. Kazdé mysSi byly transplantovany
melanomové buniky do pravého i levého boku. Dvanécty den po injikaci byly mysi rozdéleny
do 3 skupin (A, B, C) po 6 mysich. Kazda mys byla chovana ve sterilnim boxu.

Kazda skupina byla IéCena jinou terapeutickou latkou podle schématu uvedeného nize.

Schéma pokusu a rozdéleni mysi podle piislusného terapeutika:

A) i. t aplikace 50 ul 50 mM roztoku TCEP v PBS, po hoding i.t. aplikace
50 ul roztoku 0,5 mg R-848.HCI/ml 0,2mM manan-SMCC v PBS

B) i. t aplikace 50 ul 50 mM roztoku TCEP v PBS, po hodiné i.t. aplikace
50 ul roztoku 0,5 mg R-848.HCI + 3 mg LTA/ ml 0,2 mM manan-SMCC
v PBS

C) i. t aplikace 50 pul roztoku 50 mM TCEP, po hoding i.t. aplikace 50 ul PBS
(kontrola)

Terapie byla zahajena v den terapie 0, tzn. dvanacty den po transplantaci melanomovych
bunck. Terapeutickd latka byla podana celkem dvandctkrét intratumoralné pouze do pravého
nadoru ve Ctyfech pulzech (0,1,2,...8,9,10,..., 16, 17, 18,..., 24, 25, 26). Kazdy druhy den
byla zméfena velikost obou nadorl a rozméry byly zaznamenany. Po ukonceni 1é¢by byly

mysi dale sledovany a bylo zaznamenano jejich pieziti.

5.2 Pokus ¢. 2: In vitro studium cytotoxického pisobeni neutrofili primovanych
pomoci LTA na nadorové buiiky s vizanym manan-BAM

V piedchozim metodickém postupu bylo popsano sklizeni nddorovych buné¢k a jejich
inkubace s ligandem. Rovnéz byla zminéna izolace neutrofilli z kostni dien¢ a nasledna
magnetickd separace. Buniky B16-F10 byly upraveny na vyslednou koncentraci 1x10% na 1ml
a u neutrofilti byla ziskdna koncentrace 2,5x10° bun&k na 1ml.

Do 18 jamek na 96 -U jamkovou desku bylo napipetovano 100 pl suspenze
melanomovych bun¢k B16-F10 v RPMI 1640 s 10% nedeaktivovaného FCS. Do uréenych
jamek byl napipetovan manan-BAM ve stejném mediu (viz Tab. 2) tak, ze bylo dosazeno
0,024 mM vysledné koncentrace. K ostatnim jamkam bez ligandu bylo napipetovano 100 pl
RPMI 1640 s 10% nedeaktivovaného FCS. Poté nasledovala 30 minutova inkubace bun¢k
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v CO, termostatu pii 37°C s ligandem postupem popsanym vyse, soubézné byl proveden
priming neutrofild (viz. 4.9.5). Po centrifuga¢nim promyti bun¢k bylo do piislusnych jamek
napipetovano 200 ul primovanych neutrofili podle nasledujici tabulky (Tab. II). A do
zbyvajicich bylo piidano 200 pul RPMI 1640 s 10% nedeaktivovaného FCS. Nasledovala
dvouhodinové inkubace, po které byly buiiky pifevedeny do Iml ependorfky. Byla ptidana

trypanova modi v poméru 1:1 a buiiky byly spocitany v Biirkerové komdrce.

Tab. Il: Schéma jamek porovnavanych v in vitro pokusu.

_ B16-F10 _ Neutrofily )
Skupina Ligand Aktivace
(abs. pocet) (abs.pocet)
A 100 000 Mannan-BAM - -
GM-CSF
B 100 000 Mannan-BAM 500 000
+TNF-a
GM-CSF
C 100 000 - 500 000
+TNF-a
D 100 000 Mannan-BAM 500 000 LTA+laminarin
E 100 000 - 500 000 LTA+laminarin
F 100 000 Mannan-BAM 500 000 laminarin
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5.3 Pokus ¢&. 3: Zjisténi moZnosti primého pouZiti TCEP v terapeutikiach obsahujicich
mannan-SMCC a TLR agonisty

Pro tento experiment bylo uzito 24 mysi. Kazdé mysSi byly transplantovany
melanomové bunky do pravého boku. Dvanacty den po injikaci byly mysi rozd€leny do 4
skupin (A, B, C, D) po 6 mysich. Kazda mys byla chovana ve sterilnim boxu.

Kazda skupina byla 1é¢ena jinou terapeutickou latkou podle schématu uvedeného nize.

Schéma pokusu a rozdé€leni podle prislusného terapeutika:

A) i. t aplikace 50 ul 50 mM roztoku TCEP v PBS, po hoding i.t. aplikace
50 ul roztoku 0,5 mg R-848 + 0,5 mg POLY I:C + 1mld Listeria-SMCC/ ml
0,2 mM mannan-SMCC v PBS

B) i. t aplikace 50 ul roztoku 0,5 mg R-848 + 0,5 mg POLY I:C +
0,5mg LTA/ml 0,2 mannan-SMCC in 50 mM TCEP v PBS

C) i. t aplikace 50 ul roztoku 0,5 mg R-848 + 0,5 mg POLY [:C/ml
0,2 mM mannan-SMCC in 50mM TCEP v PBS

D) 1. t aplikace 50 pl roztoku PBS (kontrola)

Terapie byla zahajena vden terapie 0, tzn. dvanacty den po transplantaci
melanomovych bunck. Terapeuticka latka byla podana celkem dvanactkrat intratumoralné
pouze do pravého nadoru ve Etyfech pulzech (0, 1, 2...., 8, 9,10,..., 16, 17, 18,..., 24, 25,
26). Skupiné A bylo nejprve intratumoralné aplikovano TCEP (50mM roztok TCEP v PBS)
v mnozstvi 50 pl. Po uplynuti 1 hodiny bylo podano intratumoraln¢ 50ul smési obsahujici R-
848 + POLY I:C + Listeria-SMCC + mannan-SMCC. Ostatnim skupinam bylo aplikovano
50 pl terapeutika odpovidajici rozpisu uvedeného vyse. Kazdy druhy den byla zméfena
velikost naddoru a rozméry byly zaznamenany. Po ukonceni 1écby byly mysi dale sledovany a
bylo zaznamendano jejich pieZiti.

Po 120 dnech byla u mysi, které piezily, provedena retransplantace. Nasledné bylo

sledovéno, zda se nador uchytil.
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5.4 Pokus €. 4: Terapie melanomu pomoci R-848, manan-BAM a dalSich TLR agonisti
Pro tento experiment bylo uzito 24 mysi. Kazdé mySi byly transplantovany
melanomové buiiky do pravého boku. Dvanacty den po injikaci byly mysi rozdéleny do 4
skupin (A, B, C, D) po 6 mysich. Kazda mys byla chovana ve sterilnim boxu.
Kazda skupina byla 1éCena jinou terapeutickou latkou podle schématu uvedeného
nize.
Schéma pokusu a rozdé€leni podle ptislusného terapeutika:
A) i. t aplikace 50 ul roztoku 0,5 mg R-848 + 0,5 mg POLY I:C +
0,5 mg Pam3;CSK4/ml 0,2 mM manan-BAM v PBS
B) i. t aplikace 50 ul roztoku 0,5 mg R-848 + 0,5 mg POLY I:C +
1mld Listeria/ml 0,2 mM manan-BAM v PBS
C) i. t aplikace 50 ul roztoku 0,5 mg R-848 + 0,5 mg POLY [:C/ml
0,2 mM manan-BAM v PBS
D) i. t aplikace 50 ul roztoku PBS (kontrola)

Terapie byla zahajena v den terapie 0, tzn. dvanacty den po transplantaci melanomovych
bun¢k. Terapeuticka latka byla podana celkem dvanactkrat intratumoralné¢ do pravého
nadoru ve ¢tyfech pulzech (0, 1, 2,..., 8, 9, 10,..., 16,17,18,..., 24, 25, 26). VSem skupinam
bylo aplikovano 50 pl terapeutika odpovidajici rozpisu uvedenému vyse. Kazdy druhy den
byla zméfena velikost nadoru a rozméry byly zaznamenany. Po ukonceni 1écby byly mysi
dale sledovany a bylo zaznamenano jejich preziti.

Po 120 dnech byla u mysi, které piezily, provedena retransplantace. Nasledné se

sledovalo, zda se nador znovu uchytil.
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5.5 Pokus ¢&. 5: Terapie melanomu pomoci smési R-848, POLY 1:C, mannan-BAM a
LTA, sledovani vyskytu metastaz

Pro tento experiment bylo uzito 24 myS$i. Kazdé mysi byly transplantovany
melanomové buiiky do pravého boku a rovnéz jim byly melanomové bunky aplikovany
intravenosn¢. Dvanacty den po injikaci byly mySi rozdéleny do 2 skupin (A, B) po 12
mysich a byla zahajena jejich 1écba (den terapie 0). Skupina A byla 1éCena smési R-848,
POLY I[:C, mannan-BAM a LTA. Druha skupina byla kontrolni. Skupin¢ B bylo podavano
PBS. Kazda mys byla chovana ve sterilnim boxu samostatné. Terapie byla zahajena v den
terapie 0, tzn. 12. den po transplantaci melanomovych bun¢k. Terapeuticka latka byla
podana celkem dvanéctkrat intratumoralné do pravého nadoru ve ctyfech pulzech (0, 1, 2,
..o 8,9, 10,..., 16, 17, 18,..., 24, 25, 26). Obéma skupindm bylo aplikovdno 50 pl
terapeutika odpovidajici rozpisu uvedeného nize. Kazdy druhy den byla zméfena velikost
nadoru a rozméry byly zaznamenany. Po ukonceni 1é¢by (26. den) bylo sledovano pieziti

mysi a po thynu byl bezprostiedné vyhodnocen vyskyt plicnich metastaz.

Schéma skupin:
A) i.t. aplikace 50 ul roztoku 0,5 mg R-848 + 0,5 mg POLY I:C +
0,5mg LTA/mI 0,2 mM mannan-BAM v PBS
B) i.t. aplikace 50 pl roztoku PBS
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6. VYSLEDKY
6.1 Pokus ¢. 1: Vliv nadorové terapie pomoci smési R-848.HCI, manan-SMCC a LTA
na paralelni nador

Hlavnim cilem tohoto pokusu bylo zjistit, zda nadorova imunoterapie pomoci smési
R-848.HCI, manan-SMCC a LTA ma vliv na rast paralelniho nelé¢eného nadoru.
Z grafu (Obr. 2) je patrné, ze pii 1é¢bé pomoci smési R-848.HCI, manan-SMCC a LTA
(skupina B, zeleny sloupec) je vyrazna redukce nadorového rustu oproti kontrole. Stejna

smés neobsahujici LTA (TLR 2) ma prakticky bezvyznamny vliv na rist nadoru.
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Obr. 2 : Vliv nadorové terapie na redukci rastu paralelniho nelé¢eného nadoru.
A — R-848.HCI + mannan-SMCC, B — R-848.HCI| + mannan-SMCC + LTA , C — PBS
(kontrola)

Hladiny statisticky vyznamného rozdilu:

O P < 0,05 vztazeno ke kontrolni skupingé C

Tento graf byl ukoncen 20. den terapie. Po dvacatém dni terapie dosSlo k rapidnimu thynu

testovanych mysi, coz by zkreslovalo analyzu dat.
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Z nasledujiciho obrazku (Obr. 3) je viditelny vliv paralelniho nadoru na pieziti mysi.
U skupiny A bylo prokézano statisticky vyznamné pieziti. Skupina A ptezila v priméru 34,5
dne, skupina B 23,5 dne a kontrolni skupina C 22,7 dne. Z téchto vysledku je viditelné, ze

zatizeni mysiho organismu bylo vysoké.
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Obr. 3: Vliv paralelniho nadoru na pieziti mysi.

A — R-848.HCI + mannan-SMCC, B — R-848.HCI + mannan-SMCC + LTA, C — PBS

(kontrola)

Hladiny statistiky vyznamného rozdilu:

* P <0,05 vztazeno ke kontrolni skupiné C

6.2 Pokus ¢ 2: In vitro studium cytotoxického piisobeni neutrofili primovanych
pomoci LTA na nadorové buiiky s vizanym manan-BAM

Cilem druhého pokusu provedeného in vitro bylo zjistit, zda pouziti LTA (TLR2) v
in vivo experimentech ma pfimy vliv na cytotoxické ptisobeni neutrofilu.

V pokusu, ktery je popsan na nasledujicim grafu (Obr. 4), je viditelné, ze nejvyssi
cytotoxicky efekt vykazovala skupina, kde nddorové builky byly znacené mannan-BAM a
neutrofily primované pomoci GM-CSF, TNF-a a kostimulované laminarinem (skupina B). U

této skupiny byl prokazan statisticky vyznamny rozdil vici kontrole. U skupin, kde bylo
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pfitomno LTA, at’ uZ s nddorovymi bunikami znacenymi mannan-BAM nebo ne, doslo ke

slabému cytotoxickému efektu, ktery nebyl statisticky vyznamny.
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Obr. 4: Vliv primovanych neutrofilii na cytotoxické pusobeni.

A —nadorové bunky zna¢ené mannan-BAM

B — nadorové buinky zna¢ené mannan-BAM + neutrofily primované smési GM-CSF +TNF-a
+ laminarin

C — nadorové buniky + neutrofily primované smési GM-CSF + TNF-a + laminarin

D — nadorové buinky znacené mannan — BAM + neutrofily primované smési LTA +
laminarin

E — nddorové buiiky + neutrofily primované smési LTA + laminarin

F — nadorové buniky + neutrofily primované laminarinem

Hladiny statisticky vyznamného rozdilu:

¢ P < 0,05 vztazeno ke skupin€ A

6.3 Pokus ¢&. 3: ZjiSténi moZnosti pfimého pouziti TCEP v terapeutikich obsahujicich
mannan-SMCC a TLR agonisty
Hlavnim smyslem tohoto pokusu bylo zjistit, zda je terapie ovlivnéna aplikaci

roztoku TCEP hodinu pted aplikaci piislusné smési terapeutika.
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Z grafu (Obr. 5) je patrné, ze pii terapii dosahuje nejvyssi redukce nadorového ristu
kombinace pouziti roztoku TCEP hodinu pied aplikaci samotného terapeutika R-848 +
POLY I:.C + Listeria-SMCC + mannan-SMCC (skupina A). Hodnota této redukce je
76,86 %. Aplikace roztoku TCEP piimo ve smési s terapeutikem je srovnatelna u obou
testovanych skupin. Ve skuping, kde byla testovana terapie R-848 + POLY |:C + LTA +
mannan-SMCC+TCEP (skupina B), ¢ini primérna redukce nadorového ristu 65,62 %.
V dalsi skupiné, kde byla pouzivana terapie R-848 + POLY [:C + mannan-SMCC + TCEP,

dosahuje nadorovy rust redukce o 67,93 %.
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Obr. 5: Vliv pfimého pridani TCEP do smési terapeutika.

A - TCEP/ R-848 + POLY I:C + Listeria-SMCC + manan-SMCC, B - R-848 + POLY I:C +
LTA + mannn-SMCC+TCEP, C - R-848 + POLY I:C + manan-SMCC + TCEP, D - PBS
(kontrola)

Hladiny statisticky vyznamného rozdilu:
O P <0,05 vztazeno ke kontrolni skupiné D
00 P <£0,01 vztazeno ke kontrolni skupiné D
00O P <0,005 vztazeno ke kontrolni skupiné D

V nasledujicim grafu je zobrazeno pieziti mySi po skonceni terapie. Ve skupiné

lécené TCEP/ R-848 + POLY I:C + Listeria-SMCC + mannan-SMCC dvé mysi prezily
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hranici 100 dnt, stejné tak ve skupiné€ 1écené pomoci R-848 + POLY 1:C + mannan-SMCC +
TCEP. V posledni 1é¢ené skupiné pomoci R-848 + POLY I:C + LTA + mannan-SMCC +
TCEP dosahla hranice 100 dnti 1 myS. Pramér pieziti u vSech léCenych skupin je
srovnatelny. Ve skupiné A dosahuje 64,2 dne, ve skupiné B 57,6 dne a ve skupiné C 65,5.

Ve skupin¢ kontrolni je vykazovana hodnota 34,5 dne.
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Obr. 6: Preziti mysi po terapii s pifimym pridanim TCEP do smési terapeutika.
A - TCEP/ R-848 + POLY I:C + Listeria-SMCC + mannan-SMCC, B - R-848 + POLY I|:C +
LTA + mannan-SMCC+TCEP, C - R-848 + POLY I:C + mannan-SMCC + TCEP, D - PBS

(kontrola)
Hladiny statisticky vyznamného rozdilu:

* P < 0,05 vztazeno ke kontrolni skupiné D (plati pro skupiny A,B i C)

Po 120 dnech pfeziti byla provedena retransplantace. U vSech mysi, které
retransplantaci absolvovaly, se ani po 40 dnech nador neobjevil a rovnéz na plicich nebyly

nalezeny 74dné metastazy.
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6.4 Pokus ¢. 4: Terapie melanomu pomoci R-848, mannan-BAM a dalSich TLR
agonisti

Ucelem ¢&tvrtého pokusu bylo otestovat daldi kombinace terapie pomoci R-848,
mannan — BAM a POLY I:C. K zakladni smési byli piidani dalsi TLR agonisté —
Pam3CSK4 a Listeria monocytogenes.

Vysledky pokusu jsou znazornény na nasledujicim grafu (Obr. 7). Ve skupiné A bylo
uzito Pam3CSK,4 ( TLR 1/2 ) a doslo k primérné redukci nddorového rastu o 73,99 %. Ve
skupiné B, kde byla uzita Listeria (TLR 2), byla pramérna redukce 72,67 %. Nejvyssi
redukce naddorového rastu dosahla skupina C, ktera nebyla ovlivnéna dalSim TLR agonistou.

Hodnota primérné redukce nadorového ristu ¢ini 76,41 %.
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Obr. 7: Vliv na terapii nadoru pomoci R-848, mannan-BAM, POLY I:C a dalSich TLR
agonisti. A - R-848 + POLY |:C + Pam3CSK4+ mannan-BAM, B - R-848 + POLY I:.C +
Listeria + mannan-BAM, C - R-848 + POLY I.C + mannan-BAM, D - PBS (kontrola)

Hladiny statisticky vyznamného rozdilu:
A P <£0,05 vztazeno ke kontrolni skupin¢ D
AA P <£0,01 vztazeno ke kontrolni skupin¢ D
AAA P <£0,005 vztazeno ke kontrolni skupiné D
AAAA P <£0,001 vztazeno ke kontrolni skupiné D
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V nadchazejicim obrazku (Obr. 8) je znazornéno pieziti mysi z tohoto pokusu. Ve
vSech tfech skupinach piezily 2 mysi. Primér pieziti mysi je u vSech mysi srovnatelné. Ve
skupiné A Cini hladina pteziti 62,84 dne, ve skupiné¢ B 68,67 dne a ve skupin¢ C 70 dni.

Pteziti mysi v kontrolni skupiné mélo hodnotu 34,5 dne.
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Obr. 8: Preziti mysi u terapie pomoci R-848, manan-BAM a dalSich TLR agonisti
A - R-848 + POLY I:C + Pam3CSK4+ manan-BAM, B - R-848 + POLY I:C + Listeria +

mannan-BAM, C - R-848 + POLY I:C + manan-BAM, D - PBS (kontrola)

Hladiny statisticky vyznamného rozdilu:

* P < 0,05 vztazeno ke kontrolni skupiné D (plati pro skupinu A, B i C)
Po 120 dnech preziti byla provedena retransplantace. U vSech mysi, které retransplantaci

absolvovaly, se ani po 40 dnech nador neobjevil a pfi nasledné pitvé nebyly zjistény zadné

metastazy.
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6.5 Pokus ¢&. 5: Terapie melanomu pomoci smési R-848, POLY 1:C, manan-BAM a
LTA, sledovani vyskytu metastaz

Cilem tohoto pokusu bylo sledovéani vyskytu metastaz u mysi, které byly zatizené
vysokou davkou melanomovych bunék zpiisobujicich metastazovani na plicich.
V prubéhu pokusu bylo sledovano preziti mysi, které je zobrazeno na nasledujicim grafu
(Obr. 9). Z grafu je patrné, ze u lécené skupiny (skupina A) je vyrazné delsi preziti nez u

skupiny kontrolni. Toto prodlouzeni preziti je statisticky velmi vyrazné.
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Obr. 9: Vliv na preziti mySi po terapii R-848, POLY [:C, manan-BAM a LTA.
A- R-848, POLY I:C, manan-BAM a LTA, B- PBS (kontrola)

Hladiny statisticky vyznamného rozdilu:

* P <0,0005 vici kontrolni skupiné B

Po uhynu mys$i byly vyjmuty plice a byl sledovan vyskyt metastaz, ktery je

zaznamenam v nasledujici tabulce (Tab. IIT).
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Tab. Ill: Zaznam vyskytu metastaz u jednotlivych mySi po tdhynu v ramci pokusu.

Rozdéleni metastaz podle velikosti.

Pocet metastaz dle velikosti Celkovy
Mys Den tthynu 0-1 mm 1-2 mm 2-3mm 3 - vice pocet’
mm metastaz

Al preziti

A2 24 26 21 4 9 60
A3 preziti

A4 37 34 27 14 11 86
A5 24 54 28 14 6 102
A6 25 21 27 19 8 75
AT preziti

A8 31 29 14 13 3 59
A9 preziti
A 10 24 61 16 6 4 87
All 22 70 31 6 2 109
Al2 24 34 35 11 16 96
B1 20 11 13 3 1 28
B2 18 35 9 2 2 48
B3 18 33 28 8 6 75
B4 14 60 75 10 3 148
B5 17 63 12 5 4 84
B6 18 38 16 8 6 68
B7 20 17 18 4 7 46
B8 16 25 21 17 2 65
B9 24 18 26 2 - 46
B 10 14 80 25 2 - 107
B 11 16 107 12 7 - 126
B 12 16 51 35 15 4 105

Z vysledkl je patrné, Ze intenzita metastazovani je u léCené a kontrolni skupiny

stejna.

Vysledky tohoto pokusu jsou zaznamenény k 40. dni od zahéjeni pokusu.
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7. DISKUZE

V imunoterapii se diky jeji Setrnosti velmi casto spatiuje budoucnost 1écby
nadorovych onemocnéni. V nadorové imunoterapii byla provedena fada experimentt, jejichz
cilem bylo vyvinout u¢innou ,,zbran* v boji proti nadorim.

Tato prace je dalSim dilem v odpovédi na otdzku nddorové imunoterapie, jiz se
zabyvé skupina pod vedenim Jana Zenky. Cilem studie je objasnit nékteré dosud nepopsané
otazky a nalézt dal$i zdokonaleni uzivané osvédcené terapie, ktera se zaklada na kombinaci
TLR signalizaci a aktivaci fagocytdozy nadorovych bunék. Myslenka TLR signalizace
pomoci rozpustnych ligandi spojenych s aktivaci liganda receptort stimulujicich fagocytdézu
vychézi z ptedchozi prace Underhilla a Gantnera (2004). V praci Janotové a kol. (2014) byl
tento systém potvrzen jako ucinny, z ¢ehoz vychazi dal§i experimenty provedené naSim

tymem.

V prvnim experimentu jsme se snazili zjistit vliv G¢inku terapie na druhy paralelni
neléceny nddor. Dosavadni poznatky, objevujici se v praci Kumzakové (2015), ukazuji, ze
do procesu imunoterapie zalozené na kombinaci TLR agonisti s ligandy aktivujicimi
fagocytézu mize byt zapojena i imunita specificka ptsobici systémové. Pro dokazani tohoto
jevu jsme se rozhodli pouzit pravé model zalozeny na dvou paralelnich nadorech, kdy pravy
nador byl lokdlné 1écen a druhy byl sledovan. Diky sledovani druhého neléCeného nadoru
byla umoznéna analyza efektu terapie. Z pokusu je prukazné, ze rist neléceného nadoru byl
u mysi lé¢enych pomoci terapie R-848.HCI, LTA a manan-SMCC ptiblizn¢ dvakrat

pomalejsi, coZ podporuje nazor o zapojeni imunity specifické.

Ve druhém experimentu jsme se zabyvali otizkou mechanismu imunoterapie
zalozen¢ na kombinaci TLR signalizace a pouziti ligandi stimulujicich fagocytozu.
Z predchozich praci Janotové a kol. (2014), Kovarové (2015), Jackové (2015), Vacové
(2015) i z poslednich méfeni (Zenka, ustni sdéleni) vyplyva zisadni vyznam neutrofilni
infiltrace.

Neutrofily jsou klicovymi efektorovymi bunikami vrozené imunity. Velmi rychle se
dostavaji do mista infekce a zanétu, aby poskytly v€asnou obranu proti invazi
mikroorganismi. Tato funkce je usnadnéna expresi TLR na neutrofilech, umoziujici
rozpoznavani Siroké Skaly PAMPs a tim aktivaci odpovédi na invazi patogenti. TLR aktivace

vede k dulezitym buné¢nym procesim zahrnujicim vznik reaktivnich forem kysliku — ROS
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(reactive oxygen species), produkci cytokint ¢i zvyseni preziti (Prince a kol., 2011). V praci
Friendlera a kol. (2009) byla prokazana existence dvou typd tumor associated neutrophils
(TAN), a to protinddorovych (N1) a pronadorovych (N2). Zména N1 na N2 je zptsobena
imunosupresivnim TGFp. Po blokaci TGFB dochazi k a¢inkiim N1, coz zahrnuje zvySenou
schopnost zabijet nddorové bunky, zvysit expresi cytokint a aktivovat CTL (Friendler a kol.,
2009).

V piedchozim in vitro experimentu provedenym Kovarovou (2015) bylo potvrzeno
cytotoxické pusobeni primovanych neutrofild pomoci GM-CSF, TNF-0. a laminarinu na
nadorové bunky s ukotvenym mananem. Stejny vysledek byl potvrzen i v in vitro pokusu
provedeném v této praci. Pro dosazeni ucinku je nutnd pfitomnost komplementu, ktery je
aktivovan lektinovou cestou. Dale je nutnd kostimulace CR3 laminarinem a priming
neutrofili cytokiny, v tomto piipadé GM-CSF a TNF-a. Tato myslenka vychazi z praci
Vétvicky a kol. (1996), ktera se rovnéz zaméfuje na systém, kdy se neutrofily soustfedi na
rozpoznavani iC3b opsonizovanych ¢astic. K vazbé téchto ¢astic na CR3 receptor je nutné
zajistit primovani receptoru. Tento priming je zajiStén pomoci vazby polysacharidii na
lektinovou doménu CR3. V praci Vétvicky je uZit rozpustny betaglukan o molekulové vaze
19,6 kDa a tim bylo dosazeno primingu CR3 neutrofili. Déale byla navozena cytotoxicita
proti nadorovym bufnikam, které byly opsonizovany iC3b. Podle poznatki Vétvicky a kol. je
dulezité uzit betaglukany o nizké molekulové vaze, jelikoz na rozdil od betaglukan o
vysoké molekulové vaze jsou schopné kostimulovat CR3 pro vazbu na iC3b opsonizované
Castice (Vétvicka a kol., 1996). Proto byl v nasich pracich uzit nizkomolekularni laminarin.

Cilem druhého experimentu bylo rovnéz zjistit, zda LTA, jez se v naSich pracich
ukazuje jako vhodny TLR agonista, je schopen sam primingu neutrofilti. Priming neutrofilti
pomoci TLR agonisti by mohl zvySit schopnost pronikat do tkéani, prodlouzit
zivotaschopnost neutrofilti a tim i jejich funkéni schopnost v misté zanétu (Condliffe a kol.,
1998). V provedeném experimentu se ukazalo, ze tomu tak neni. V tomto systému LTA
primované vykazovaly pouze slaby cytotoxicky efekt, at” uz byly naddorové buiiky znacené ¢i

neoznac¢ené mananem-BAM.

Treti pokus byl pouze screeningového charakteru. Hlavnim tkolem bylo najit
odpovéd’ na otdzku, zda by nebylo mozné zjednoduSeni experimentl s kotvenim manan-
SMCC tak, Ze by redukéni €inidlo (TCEP), potfebné pro zajisténi vazby manan-SMCC na
membranové proteiny, bylo aplikovano zaroven s terapeutikem, nikoli hodinu doptedu, jak

bylo uzivano dosud. V pokusu byla uzita nase doposud nejlepsi terapie pomoci R-848,
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POLY I:C, Listeria-SMCC a mannan-SMCC, kdy bylo TCEP aplikovano hodinu pied
aplikaci terapeutika. Tato terapie v tomto pokusu ukdzala nejvys$si hodnotu primérné
redukce nddorového ristu (78,68 %). Terapeutické latky, u nichZ bylo redukéni Cinidlo
podavano piimo ve smési 1éCiva, ukazaly, ze jejich ucinek nebyl tak vyznamny, jak jsme
ocekavali.

Zjednoduseni terapie ukazaly paralelné¢ provadéné pokusy kolegyné Masakové.
Pozadované snizeni poctu lokalni aplikace terapeutika Ize snadno dosahnout pomoci manan-
BAM. Pti pouziti kotvy manan-BAM lIze snizit pocet injikované aplikace na polovinu, diky
jednokrokové terapii. Tato forma terapie navic prokazuje velmi dobré vysledky (Masakova,
in prep.). Kotveni pomoci manan-BAM je schopné ptizptisobovat antigenni vlastnosti bunék
nadorovych bez jakéhokoliv poskozeni, coz je vniméno jako velké plus (Kato a kol., 2004).

Z tohoto diivodu byl manan-BAM uzit i v nasledujicich experimentech.

Dosavadni zkuSenosti ukazuji, ze zékladni terapii zalozenou na R-848, kotveném
mananu a piipadné POLY I:C lze zlepsit dalsimi agonisty TLR receptori. Proto byla ve
¢tvrtém experimentu uzita Listeria monocytogenes (agonista TLR2) a Pam3CSK, (agonista
TLR 1/2). Ani jedna testovana latka se bohuzel neprojevila jako vhodny ligand a ani jedna
terapic nedosahla predpokladanych hodnot. Zajimavé jsou ale vysledky u Listerie
monocytogenes.

Z davnych pokusti provadénych v 19. stoleti se uziti bakterii v nadorové terapii
projevilo jako velmi vhodné. Proslaveny Coleyho toxin, tvofeny smési kultur bakterii
Streptococcus pyogenes a Serratia marcescens, ve volné formé dosahoval vybornych
vysledkll v imunoterapii sarkomi (Coley, 1891). Tento pokus byl impulzem pro vyuZiti i
dal§ich bakteridlnich motivli v nddorové terapii. V tomto pokusu byla uZita jiz zminéna
Listeria monocytogenes, ktera vyvolava silnou nespecifickou reakci, vyznacujici se sekreci
prozanétlivych cytokind, napt. TNF, IL-12 a dalSich chemokinti (Flo a kol., 2000)

Listeria v naSem experimentu nefungovala tak, jak bylo ocekavano. V pokusech
popisovanych Kumzéakovou (2015), kde byla Listeria kotvena pomoci SMCC, bylo ale jeji
uziti velice efektivni.

Pouzitelnost TLR agonistl je ovSem ruznoroda. V paralelnich pokusech provedenych
kolegyni Masakovou bylo zjisténo, ze LTA (TLR2 agonista) je velmi G¢inny (Masakova, in
prep.). Vysvétleni je mozno spatfovat v rizné stimulaci tvorby prozéanétlivych cytokind i ve
vlivu na vyzravani dendritickych bun¢k. Piesné vysvétleni bude ale vyzadovat dalsi rozsahlé

Studium této problematiky.
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Uspésna terapie pomoci R-848, POLY I:C, LTA a manan-BAM uzita v praci
Masakové byla pouZita v poslednim patém pokusu studovaném v této praci. Jeho smyslem
bylo pozorovat vliv terapie na redukci vyskytu a intenzity metastaz, jelikoz se tento jev
vyskytoval v ptedchozich experimentech provedenych naSim tymem. Metastazy jsou
momentalné nejéastéjsi pri¢inou umrti pacientd trpicich rakovinou. Komplexni a redundantni
cesty, zahrnujici nadorovou bunku a mikroprosttedi, zprosttedkovavaji nadorovou invazi,
preziti a zachyceni v krevnim fecisti, s nadslednym pienosem a vyvojem na vzdaleném miste.
Pochopeni téchto cest a jejich dynamickych interakci by mohlo pomoci v zacileni metastaz
(Steeg, 2006).

Mysi jsme silné zatizili jak primarnim nadorem, tak velmi vysokou davkou
melanomovych bunék zplsobujicich velmi Cetny vyskyt metastaz na plicich. Toto rapidni
zatizeni organismu a vysoka intenzita metastdz zpusobila velmi Cetné a rychlé uhyny
Vv kontrolni skupiné. Kontrolni mysi uhynuly pfiblizné¢ 3 krat rychleji nez v experimentech
pouze s primarnim nadorem a pieziti mysi, které byly 1é¢ené, v tomto experimentu vykazuje
rovnéz velmi vysokou statistickou vyznamnost, kdy P < 0,0005 vici kontrole. Na pocet
metastaz na plicich uhynulych mysi ovSem nebyl pozorovan vyznamny efekt. Studium

tohoto jevu ovSem vyzaduje dalsi podrobné prozkoumani této problematiky.
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. ZAVERECNE SHRNUTI

Byl prokézan systémovy efekt nddorové imunoterapie zaloZzené na R-848 a LTA

v kombinaci s kotvenym mananam.

e Byl ovéien cytotoxicky vliv neutrofilti na nadorové buiiky s kotvenym mananem.

e Lipoteichova kyselina, ktera je jevi jako vhodny TLR agonista, neni schopna sama o

sob¢ primovat neutrofily.

® Pouziti redukéniho ¢inidla TCEP pifimo ve smési s terapeutikem se ukazalo jako

nevyhovujici.

e Terapie zalozena na R-848, kotveném mananu-BAM, POLY I:C ukézala, Ze ptidani

dalsich ligandu Listeria monocytogenes ¢i Pam3CSKy se projevilo jako nevhodné.

® V pokusu, kde byl mysi organismus zatiZen vysokou davkou metastatickych bunék
v Krvi, byl prokazan vyznamny vliv imunoterapie na pieziti 1é¢enych jedincd. Na

intenzitu metastazovani ovSem nebyl pozorovan zadny vliv.
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9. SEZNAM ZKRATEK

ADCC - buné¢na cytotoxicita zavisla na protilatkach (antibody dependent cellular
cytotoxicity)

APC - antigen prezentujici bunka (antigen presenting cell)

ADCP - bunééna fagocytoza zavisla na protilatkach (antibody dependent cellular
phagocytosis)

BAM - biokompatibilni kotva pro membrany (biocompatible anchor for cell membrane)

CDC - cytotoxicita zavisla na komplementu (complement dependent cytotoxicity)

CLRs - C-typ lektinové receptory

CRP - C-reaktivni protein

CTLs - cytotoxické T lymfocyty

DAMPs — damage associated molecular pattern

DC - dendritické bunky

DMSO - dimetyl sulfoxid

EDTA - kyselina ethylendiamintetraoctova

FCS - fetalni bovinni sérum (fetal calf serum)

FPRs — formyl peptidové receptory

GM — CSF - faktor stimulujici vznik kolonii granulocyt a makrofagu (granulocyte
macrophage colony stimulating factor)

HMGB1 — hight mobility group box

HSPs — proteiny teplotniho Soku (heat shock proteins)

IL - interleukin

INF - interferon

KIRs — killer cell immunoglobulin-like receptors

LTA - lipoteichova kyselina

MADb - monoklonalni protilatka

MAP kinaza — mitogenem aktivovana protein kinaza (mitogen-activated protein kinases)

MBL - lektin vazajici man6zu, manan (manan binding lectin)

MHC - hlavni histokompatibilni komplex (major histocompability complex)

MyD 88 - Myeloid differentiation primary response gene 88

NF-kB — nuklearni faktor kappa B (nuclear factor kappa B)

NK bunky - ptirozeni zabijec¢i (Natural killer)

NLR - NOD like receptory
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Pam3;CSK, - palmitoyl-3-cystein-serin-lysin-4

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

PBS — sterilni pufrovany fyziologicky roztok

POLY I:C — polyinosinicka -polycitidylicka kyselina

PRRs — receptory rozpoznavajici molekulové vzory (pattern recognition receptors)

R848 - resiquimod

SMCC - sukcinimidyl-4-(N-maleimidomethyl)cyklohexan-1-karboxylat

TCEP - tris(2-karboxyethyl)fosfin

TAA - tumor asociované antigeny (tumor associated antigens)

TGF - transformujici ristovy faktor (transforming growth factor)

TLRs - Toll-like receptory

TNF - tumor necrosis faktor

TSA - tumor specifické antigeny (tumor specific antigens)
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