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9 Seznam literatury



1 Uvod

Nadorovad onemocnéni piedstavuji jeden z nejvétSich problémi tohoto tisicileti.
Kazdy rok je hlaseno né€kolik tisic novych piipadi onemocnéni rakovinou. Z toho
vyplyva, ze je nutné proti tomuto onemocnéni bojovat.

K terapii nadort se obecné vyuzivd chirurgické odstranéni, radioterapie a
chemoterapie. VSechny tyto slozky terapie maji ovSem i nezadouci ucinky. Béhem
chirurgického vyjmuti nadoru nemuze dojit 1 k vyjmuti ptipadnych metastaz, proto se tato
terapie Casto kombinuje s radioterapii ¢i chemoterapii. Radioterapie stejn¢ tak jako
chemoterapie plisobi toxicky i na zdravé buniky. Proto je dilezité zavést cilenou 1éCbu,
ktera nebude toxicka pro zdravé télni bunky, ale bude specificky plisobit pouze na buiky
nadorové. Touto 1éEbou by mohla byt imunoterapie.

Novym pfistupem jak 1é¢it rakovinové onemocnéni je tedy imunoterapie. Tato
terapie je zalozena na vlastnim imunitnim systému clovéka, kdy je indukovana
protinddorova imunita, ¢i dochazi k vyuziti imunitnich mechanismi k zacileni 1écby.
Béhem této terapie nejsou poskozovany vlastni zdravé télni builky. Obsahem této
diplomové prace je stimulace vrozené imunity pomoci bakterii a jejich ¢asti a dale je zde

diskutovana i role neutrofild a jejich neutrofilnich extracelularnich siti.



2 Prehled literatury

2.1 Nadorova onemocnéni

Nadorovda onemocnéni jsou skupinou onemocnéni charakterizovanych
nekontrolovatelnym bunéénym mnozenim (Cooper, 1992). Akumulace téchto bunék vede
k vytvofeni tumoru. Pokud tumor neinvaduje do okolnich tkani, oznacujeme ho jako
benigni. Pfi ptfipadné invazi do okoli ho klasifikujeme jako maligni. Maligni tumory se
vyznacuji metastazovanim — volné rakovinotvorné bunky pochézejici z ptivodniho naddoru
migruji do odlehlejSich oblasti v téle a zakladaji sekundarni tumory (Almeida a kol.,

2010).

2.1.1 Typické znaky nadorovych bunék

Hanahan a Weinberg definovali ve své praci 6 typickych znakl nadorovych bunék
(Obr. 1). Téchto Sest vzajemné se dopliujicich znakdi umozinuje bunkdm nadoru rist a Sifit
se pomoci metastazovani (Hanahan a Weinberg, 2011).

Mezi tyto znaky patii sobéstacnost v riistovych signalech, kdy nadorové buiky
produkuji mnoho svych vlastnich ristovych signalii. Neméné diilezité je i to, Ze snizuji
svou zavislost na signalech produkovanych z normalni tkané. Toto osvobozeni od
zavislosti na exogenné odvozenych signalech narusuje homeostaticky mechanismus, ktery
ve zdravé tkéani slouzi k zajiSténi spravné funkce riznych bunck ve tkanich. Mimo jiné
nadorové buiiky vykazuji 1 necitlivost na antiproliferacni signaly, zatimco v normalni tkani
funguje velké mnozstvi antiproliferativnich signali k zajisténi bunécné homeostazy a
stagnace (Hanahan a Weiberg, 2000).

DalSim znakem je vyhnuti se apoptoze, takZe velikost nddorové masy neni dana
pouze zvySenou proliferaci, ale i snizenym odbourdvanim buné&k. Dal$im jevem, ktery
piispiva k vytvofeni naddorové masy je pfitomnost telomerazy na povrchu nadorovych
bunék. Telomerdza zabraniuje zkraceni telomer pii replikaci a tim umoZiuje nadorovym
bunikdm se neomezené replikovat (Hanahan a Weiberg, 2000).

Bunky ke své funkci potiebuji zdsobovani kyslikem a zivinami, coZ jim umoZziuje
schopnost angiogeneze. Mnoho tumori ma zvySenou produkci VEGF a/nebo FGFs ve
srovnani s okolni tkani (Hanahan a Weiberg, 2000).

Metastazovani je také dlilezitym znakem u malignich nddorovych bunék. Primarni
maligni nadory jsou schopné vyslat nddorové buriky, které¢ expanduji do odlehlych tkani,

kde mohou zalozit nové nadorové kolonie. Tyto odlehlé kolonie nddorovych bunék —
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metastaze — zpusobuji 90% umrti (Hanahan a Wienberg, 2000).

Sustaining proliferative
signaling

Resisting Evading growth
cell death suppressors

Inducing Activating invasion
angiogenesis and metastasis

Enabling replicative
immortality

Obr. 1: Typické znaky nadorovych bunék (Hanahan a Weinberg, 2011).

2.1.2 Kancerogeneze

Vznik rakoviny, kancerogeneze, je vicestupiiovy proces. Tento proces rozdélujeme
do tfi stadii: iniciace, promoce a progrese.

Pfi iniciaci dochédzi k poskozeni DNA bunék pisobeni fyzikalni, chemicky ¢i
biologickych kancerogenti. Toto poskozeni, pokud nedojde k jeho opraveni, mize zpisobit
genetickou mutaci. VéE&tSina mutaci je neSkodnd, n€které mutace vSak poskytnou buiice
vyhodu (zvyseni proliferace, sniZzena schopnost apoptozy). Nejvice podstatné pro vznik
rakoviny jsou mutace v pro-onkogenech a inaktivujicich tumor supresovovych genech
(Jakobisiak a kol., 2003).

Promoce je stadium, pfi némZz dochazi ke klonalni expanzi iniciované buiky, coz
vede k vytvoreni pre-neoplastickych bunék produkujici uzliky, papilomy ¢i polypy.

Pti progresi dochazi k transformaci pre-neoplastickych bun¢k do malignich, které invaduji

do okolni tkané a metastazuji (Jakobisiak a kol., 2003).

2.1.3 Pric¢iny vzniku nadorovych onemocnéni
Pouze 5-10% nadorovych onemocnéni ma dédicnou podstatu. Zbyvajicich 90 —
95% maji svou pfiinu v prostiedi a Zivotnim stylu. Mezi faktory ovliviiujici vznik

rakoviny patii naptiklad koufeni cigaret, Spatnd strava, alkohol, nepfiméfeny pobyt na



slunci, znecisténi zivotniho prostiedi, infekce, stres, obezita a nedostatek pohybu (Anand a

kol., 2008).

2.1.4 Klasifikace nadorovych onemocnéni

Nadory miizeme rozdélit na maligni a benigni. Maligni nador je popsan ve Velkém
Iékarském slovniku (Vokurka a kol., 2004) jako nador zhoubny, ktery pfi svém ristu nici
okolni tkan¢ a zakladd dcefina loziska (metastaze). Benigni nador je pak popsan jako
nezhoubny nédor, ktery roste ohranien¢ a metastdzy nezakladd. Muze vSak utlacovat
okolni struktury, coz je nebezpecné pievazné v mozku. Nékteré benigni naddory se po Case
mohou zvrhnout v maligni. Tento proces se nazyva malignizace (Vokurka a kol., 2004).

Dalsim zakladnim délenim nddoru je rozdéleni na primarni a sekundarni. Dle
Velkého 1ékatského slovniku (Vokurka a kol., 2004) je primarni nador vznikly prvotné

v ur¢itém organu, jako sekundarni nador se pak oznacuji metastazy (Vokurka a kol., 2004).

2.2. Melanom

Melanom je definovan jako neoplastické poSkozeni melanocytd. Toto onemocnéni
se vyskytuje na kizi a v mékkych tkdnich mozkovych plen, mukdéznich membran a
horniho jicnu. Melanom se vyskytuje s mensi incidenci nez nezhoubny typ. MnoZzstvi
novych ptipadi stale roste, ptedev§im ve spojeni vystaveni se UV paprskiim. Pokud se
melanom 1é¢i v raném stadiu, Sance na pfeziti je extrémné vysokd. Pozd¢&jsi invazivni
stadia je obtiZné 1écit (Watson, 2012).

Vznik melanomu zavisi na genotypu a fenotypu, ale i na pusobeni rizikovych
faktor. Pfeména melanocytli na naddorové bunky zacind onkogenni mutaci, kterd neni
opravena. Za piiznivych podminek mizZe tento jev vyustit v nekontrolovatelny nadorovy
rast. Muze také dochazet k hromadéni chromosomalni nestability v burce, coz vede ke
vzniku dalSich mutaci a k prohlubovéani nadorové zmény (Krajsova, 2006).

Melanom ma klonélni charakter - vznika z jedné mutované ¢i vice mutovanych
bunék ve stejném Casovém intervalu. V ptipadé, Ze vSechny nddorové bunky nesou stejnou
mutaci, jde o polyklondlni charakter. Pokud bunky obsahuji vétsi mnozstvi rliznych
mutaci, nazyvame tento jev  heteroklondlnim charakterem. Vysledkem je
nekontrolovatelné mnozeni mutovanych melanocytli a jejich schopnost metastazovat

(Krajsova, 2006).

2.2.1 Klasifikace melanomu

Nov¢ vznikajici melanom mize byt charakterizovan podle klinického obrazu, kde
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poméha ABCDE Kklasifikace. Cim vice znak je pozitivnich, tim vétsi je pravdépodobnost,
ze dana 1éze je melanomem:

A — Asymmetry (asymetrie) ve struktuie, tvaru ¢i barve, kdy jedna cast 1éze
neodpovida druhé ¢asti.

B — Border irregularity (nepravidelnost v ohrani¢eni), kde hrany 1éze jsou ¢lenité,
nepravidelné, s Cetnymi zatezy a vybézky.

C — Colour (barva). Melanom mitize mit az 6 rtiznych barev od téméf bilé az po
cernou, kdy pigmentace melanomu neni uniformni.

D — Diameter (prumér), charakteristicky pro melanom je primér 1éze vétsi nez 6
mm.

E — Evalution (vyvoj), kdy dochazi ke zméné 1éze v case (Kittler a kol., 1999 a
Krajsova, 2006).

Klinicko-histologicky i klinicky rozliSujeme zakladni typy melanomu — povrchové
se Sifici melanom, nodularni melanom, letigo maligna melanom, akrolentigindzni
melanom (Breuninger a kol., 2000).

Letigo maligna melanom: Tvofi pouze 4-10 % melanomovych morf. Vyskytuje se

prevazné v oblastech krku a hlavy a to po véku 55 let. Histologicky jde o preinvazivni
formu melanomu, problém toho melanomu je, Ze se mlze preménit na invazivni formu
melanomu.

Povrchové se Sitici melanom: Tvoti 65-75% melanomi a jde o jejich nejcastéjsi

formu. Objevuje se na trupu a koncetindch. Dochazi jak k rustu horizontalnimu, tak
vertikalnimu, ktery pak vede k metastazovani.

Nodularni melanom: Tvofi se v 15-30% ptipadd. Od pocatku roste vertikalné a ma

vysokou pravdépodobnost metastdzovani po celou dobu ristu.

Akroletindézni melanom: Objevuje se na dlanich, ploskach a na distalnich ¢lancich

prstit. Tento typ melanomu je velmi zhoubny a metastazuje.

Desmoplasticky melanom: Vyskytuje se vzacné, s incidenci méné nez 1%. Tvofi se

pfevazné na hlavé, krku a v horni partii zad.

Amelanotické formy: Tyto formy se vyskytuji v zastoupeni 1-7%. Nejcastéji jsou u

povrchové se §ificiho melanomu, akrolentigin6zniho melanomu a noduldrniho melanomu

(Klener a kol., 2002).



2.2.2 Melanomové buiiky B16-F10

Aplikace melanomu mys$im se provadi v laboratornich podminkach za ucelem
zkoumani vlivu melanomovych bun¢k na organismus, pochopeni mechanismi pii vzniku
melanomti a zkoumani novych moznosti 1¢cby.

Pfi praci v nasi laboratoii se implantuji mySim buiikky B16 - F10 (mys$i melanom).
Melanom B16 — F10 se spontdnné objevil na mysi typu C57BL/6 v roce 1954. V roce
1970 v Charles Laboratories byl klon B16 — F10 pfeveden v buné¢nou linii (Fairchild a
Carson, 2011).

Melanom B16-F10 vykazuje metastazovani do plic mysi (Brown a kol., 2002).

Bunék typu B16 jsou 4 druhy: B16 - FO, B16 - FI1, ktery vykazuje nizké

metastazovani oproti B16 - F10, B16 - F10 a B16 - BL6 (Fairchild a Carson, 2011).

2.3 Nadorova onemocnéni a imunitni systém

Néador mé na svém povrchu dva druhy antigend, nddorové specifické a s nadorem
spojené.

Nadorové specificky antigen je antigen, ktery je prezentovan pouze na povrchu
nadoru. S nddorem spojeny antigen je antigen, ktery neni prezentovan pouze na povrchu
nadori, ale mize byt prezentovan i na dalSich télnich buiikach (Igney a Krammer, 2002).
Nédorové specifické antigeny i antigeny s nadorem spojené jsou rozpozndvany pomoci

cytotoxickych T lymfocyt (Mizukoshi a kol., 2011).

2.3.1 Modely imunitni odpovédi na nadory

Existuji dva modely imunitni odpovédi na nadory. Prvnim modelem je imunitni
dohlad (immunosurveillance). Byly popsany tii stadia, které vedou od imunitniho dohledu
aZ k uniku nadoru imunitnimu systému: eliminace, faze rovnovéhy (equilibrium) a unik
imunitnimu systému (escape). Vznikajici nadorova bunka mutze byt ihned eliminovana
imunitnimi efektorovymi butikami, jako jsou NK buiikky. Jako odpovéd na imunitni
selekci mize dochazet k transformaci nadorovych bunék, vznikaji tak bunky, které maji
Nakonec, pokud dochazi k dalSimu ristu nadoru, rozpustné faktory produkované nadory
(TDSFs) mohou vyvolat né€kolik mechanismli sméfujici k tniku nadorGt z imunitni
odpoveédi (Kim a kol., 2006).

Dal$im modelem je Danger model. K tomu aby imunitni systém vyhodnotil néco,

jako nebezpetné pouziva tento systém antigen prezentujici builkky (APC) — jako jsou
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dendritické buiky, aktivované makrofagy a B builky stimulujici T bunécnou odpovéd.
Danger model pak navrhuje to, Ze rakovinné buiniky se imunitnimu systému nezdaji
nebezpecné, takze imunitni odpovéd’ pomoci T lymfocytli neni viibec zahdjena (Fuchs a

Matzinger, 1996).

2.3.2 Zpiisoby Gniku nadoru imunitni odpovédi

Navzdory prezentaci antigeni na povrchu nddorovych bunck, dochazi casto
k tomu, Ze imunitni systém na nadorové bunky nereaguje.

Jednim z obrannych mechanismti naddoru je sniZzend prezentace antigenu na
povrchu nadoru. Obecné plati, Ze snizena exprese antigenu je vyS$i u metastazi nez u
primarniho nadoru. U nékterych nadort maze snizeni nddorovych antigen v pocatku
1996).

Krom¢ toho mutace v oblasti nddorovych antigeni mohou vést ke zvysSené
heterogenité nadorovych lézi. Heterogenni exprese nadorovych antigenii pak snizuje
schopnost imunitniho systému uspésné zacilit ptisobeni jeho bun¢k (Edwards, 1985).

Snizend exprese MHC I molekul na povrchu nadorovych bunck brani jejich
rozpoznavani imunitnim systémem (Hicklin a kol., 1999).

Absolutni ztrata MHC 1 molekul je signdlem pro NK buiky a umoziuje je NK
buitkam znicit. Proto nador potiebuje dal§i mechanismy jak odolavat 1yze pomoci NK
bunek. Vyuzivé k tomu homology MHC I (Farrell a kol., 1997).

Produkce imunosupresivnich faktort je dal§im systémem, kterym nadorové bunky
bojuji proti imunité. Tyto faktory mohou byt exprimovany samotnymi nddorovymi
buiikami, ale mohou je uvolilovat i nerakovinové bunky, prezentované v misté nadoru,
jako imunitni, stromalni nebo epitelidlni buiiky. NejvyznamnéjSim z téchto faktori je
tumor necrosis faktor B (TGF-B) (Elgert a kol., 1998).

Mize také dochazet k vytvoreni tolerance na T lymfocyty. Aby probéhla imunitni
odpovéd’ zprostiedkovand T lymfocyty, musi dojit k navazani kostimula¢nich faktori
(CD80 a CD86) na povrch T lymfocytu. Mnoho nadorovych bunék tyto kostimulaéni
faktory neprodukuje (Staveley-O’Carroll a kol., 1998).

Nédory také mohou vykazovat rezistenci vii€i indukei apoptdzy systémem
Fas/FasLL a to diky ztrat¢ Fas receptoru (O’Connell a kol., 1996). Fas receptor je
membranovy protein, ktery po vazbé k Fas ligandu (FasL) spusti apoptickou kaskadu

(Suda a kol., 1993). Nadorové buiiky mohou také exprimovat na svém povrchu Fas ligand
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a tim se stat odolnym vii¢i lymfocytarnimu ataku (Houston a kol., 2003).

2.3.3 Nadorové onemocnéni a vrozena imunita

Snaha vyuzit vrozenou imunitu jako nastroj boje s nadorovym onemocnénim
prameni z praci prof. Cuiho a Hickse a jejich kolegt, kteti objevili schopnost spontanni
regrese a kompletni rezistence (SR/CR) u mysi. Schopnost spontanni regrese ¢i kompletni
rezistence umoziuje mysSim odoldvat i vysokym davkam nédorovych bunék, které¢ by
v malém mnozstvi byly pro divoky typ mysi (WT) letalni. Odolnost je umoznéna rychlou
infiltraci leukocytii do mista vyskytu nddorovych buné¢k jak pii prvni tak opakované
expozici. Leukocyty béhem rychlé infiltrace vytvari okolo nadorovych bunék rosety, které
jsou pak finalné€ ni¢eny pomoci cytolyzy (Hicks a kol., 2006).

Mysi se spontanni regresi/kompletni rezistenci proti nadorovym buiikam (SR/CR
mys$i) jsou odvozeny od jedince BALB/c mysi, ktera byla v roce 1999 objevena (Hicks a
kol., 20006).

Prace profesora Cuiho a jeho kolegl klade diraz na vyuziti vrozené imunity pfi
boji s rakovinotvornym onemocnénim. Cui a jeho kolegové se ve své praci vénuji regresi
nadorovych bunék bez 1éCby, kterd ojedinéle nastdva jak u mysi, tak u lidi. Spontanni
regrese je zodpovédnd za masivni infiltraci leukocytd do mist, kde doSlo k vyskytu
nadorovych bun¢k. Tyto leukocyty se pak formuji v agregaty a vytvaii rozety spolu
s nddorovymi buiikkami. Dochézi k cytolytickému zni¢eni néadorovych bunck bez
poskozeni okolnich tkani (Cui a kol., 2003).

DalSim pocinem byla prace Cuiho a kol., kteti objevili myS kmene BALB/c, u
které se neprojevily znamky naddorového bujeni 1 po opakovanych injikacich nadorovych
bunék. Cui a kol. odhalili, Ze tato vlastnost je dominantnim znakem v jednom lokusu (Cui
a kol., 2003).

Stejné jako lidé, my$i maji efektorové imunitni buiky. Prvnim druhem jsou
cytotoxické T lymfocyty, které potiebuji pfedeslou expozici patogenem, aby mohly cilené
zabijet. NK bunky, polymorfonukledry a makrofagy predchozi expozici patogenem
nepotiebuji, ale jsou schopné reagovat na specifické vzory na molekulach, které nejsou
télu vlastni. Vzhledem k reakci SR/CR mysi na nadorové buiiky bez ptedchozi expozice se
da predpokladat, ze vrozend imunita bude hrat vyznamnou roli v odpovédi na nadorové

onemocnéni (Hicks a kol., 2006).



2.3.4 Nadorové onemocnéni a zanét

Nédorové onemocnéni vyvolava rozvrat homeostazy v téle. Na tento rozvrat téla
reaguje vrozend imunita spusténim zanétlivé odpovedi (Lu a kol., 2006). Kazda zanétliva
odpovéd’ je vyvolana signalni kaskadou, ktera je spusSténa tzv. receptory rozpoznavajici
motivy (Pattern recognition receptor, PRR). V piipad¢ invaze cizorodych ¢i patogennich
latek jsou PRR schopné rozpoznat vzory potencionalné patogennich c¢astic (Pathogen-
associated molecular patterns, PAMPs). V ptipad¢ nddorového onemocnéni v uvahu
prichazeji 1 molekulové vzory spojené s poskozenim tkéni (Damage-associated molecular
paterns, DAMPs)(Takeuchi a Akira, 2010).

Dosud byly odhaleny 4 rizné druhy PRRs, tyto rodiny zahrnuji transmembranové
proteiny jako jsou Toll-like receptory (TLRs), lektinové receptory typu C (CLRs). Dale
sem také patii cytoplasmatické proteiny jako je Retinoic acid-inducible gene (RIG)-I-like
receptory (RLRs) and NOD-like receptory (NLRs). Tyto PRRs jsou exprimovany na
povrchu nejenom makrofagh a dendritickych bunck, ale také na mnozstvi
neprofesionalnich imunitnich bunék (Takeuchi a Akira, 2010).

S vyjimkou NLRs, aktivace PRRs pomoci DAMPs nebo PAMPs vede ke zvyseni
transkripce genti, které se ucastni zanétlivé odpovédi. Tyto geny koduji prozanétlivé
cytokiny jako jsou interferon typu 1 (INF1), chemokiny, antimikrobidlni proteiny, proteiny
zapojené¢ do upravy PRR signalizace a mnoho dalSich necharakterizovanych proteind.
Exprese téchto genil se 1i8i v zavislosti na mife aktivovanych PRRs (Takeuchi a Akira,
2010).

Zanétliva odpovéd’ organismu je fizend tadou prozanétlivych cytokini jako je
TGFp, IL-1, a IL-6. Tyto cytokiny jsou pleiotropni proteiny, které reguluji bunécnou smrt
v zanétlivé tkani, upravuji vaskularni endotelidlni permeabilitu, pfiliv krvinek do
zangtlivych tkani a indukuji produkei proteint akutni faze (Takeuchi a Akira, 2010).

TLRs jsou nejlépe charakterizované PRRs. Spousti imunitni odpovéd’ na patogeny,
které se nachazi vné bunky a v intracelularnich endosomech a lysozomech a reaguji 1 na
latky uvolnéné pii pozkozeni tkdni (DAMPs)(Akira a kol., 2006). TLRs jsou
charakterizovdny na leucin bohatym opakovanim na N-konci a nasleduje
transmembranova homologni Toll/IL-R doména. Bylo definovano 10 riznych TLRs u lidi
a u mysi 12. Rizné TLR jsou schopné rozpoznat rizné molekulové vzorce (Bowie a

O’Neill, 2000).



2.3.5 Imunitni buriky pusobici proti nadorovému onemocnéni

Ptirozeni zabije¢i (NK butiky) jsou bunky vrozené imunity a hraji velkou roli
v imunologickém dohledu na nador. NK bunky zabijeji MHC I deficientni bunky. Jejich
funkce je kontrolovana rovnovdhou mezi pozitivnimi a negativnimi signaly (Moretta a
kol., 2000).

DalSimi buiitkami vrozené imunity, které se ucastni zabijeni nddorovych bun¢k,
jsou makrofagy a neutrofily. Mohou znicit naddor pfimym zabijenim, ni¢enim nadorovych
cév a prostiedi, a inhibici angiogeneze. Krom¢ téchto bun¢k, nddorové antigeny mohou
stimulovat 1 dal$i buiiky, jako jsou cytotoxické T lymfocyty (CTL) ¢i antigen prezentujici
buitky (APC) buiiky (Lollini a Forni, 1999).

Specifickou imunitni odpovéd’ zajistuji T-lymfocyty a makrofagy. Makrofagy
dokéazou fagocytovat nddorové bunky a prezentovat jejich antigen. Po stimulaci antigenem
dochézi k vytvéreni interleukinu 1 (IL-1). Tento interleukin aktivuje pomocné T lymfocyty
a dochazi k jejich postupné diferenciaci na bunky, které produkuji interleukin 2 (IL-2). IL-
2 je zodpovédny na klondlni expanzi subpopulace T lymfocytl, véetné cytotoxickych
lymfocytlh (CD4+ a CD8+). Cytotoxické burniky jsou pak buiiky zodpovédné za destrukci
nadorové masy (Kelner a kol., 2002).

2.3.5.1 Neutrofily a nadory

Neutrofily jsou ptevladajici leukocyty v lidské periferni krvi. Maji velmi dobie
definovanou roli, jako prvni utok v obran¢ proti mikrobidlnim patogenim. Vzhledem
k jejich kratké Zivotaschopnosti a zcela diferenciovanému fenotypu, jejich podil na zanétu,
ktery pfislusi k nadorovému onemocnéni, byl povazovan zprvu za zanedbatelny.

Neutrofily jsou schopné fagocytéozy a zabijeni invadujicich mikroorganisml
uvoliiovanim aktivovanych cytokini (jako je tumor necrosis faktor (TNF)-a, interleukin
(IL)-1, interferony (IFNs), a dalsi) a defensinti (Mantovani a kol., 2011).

S nddorem spojené neutrofily (TAN) mohou mit jak protitumorovou tak
protumorovou funkci (Friendler a kol., 2009).

Ptikladem pronadorové aktivity neutrofild jsou nékteré cytokiny, které uvolnuji.
Cytokiny produkované neutrofily se mohou ucastnit takzvaného imunosculptingu,
k tomuto jevu dochazi, pokud se propoji buiiky nadorové a imunitni za vzniku fenotypické
alterace na strané nddoru (Reiman a kol., 2007). Pfikladem je faktor stimulujici kolonie
granulocytti a makrofaghh (GM-SCF) produkovany builkami rakoviny prsu, vyvolava

v kultiva¢nich experimentech produkci onkostatinu M neutrofily. Onkostatin M pak mutze
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vyvolat zvySenou produkci vaskularniho endotelidlniho faktoru (VEGF) a zvySovat
invasivitu (Gueen a kol., 2005). Jinym piikladem je faktor, pfitomny v mediu, které bylo
ziskané z hepatocelularniho karcinomu, indukujici uvolfiovani ruastového faktoru
hepatocytli z neutrofilii. Tento faktor pak podporuje vyssi invazivitu nadorovych bunék
(Imai a kol, 2005).

Ve fagolysozomu neutrofili mohou vznikat reaktivni formy kysliku (ROS), které
maji nasledn¢ ulohu v poskozeni membrany bakterii a maji tak chranit hostitele (Fialkow a
kol., 2007). ROS mohou mit ucinky jak genotoxické (iniciuji poSkozeni DNA a nadorové
ziizeni) €1 maji cytotoxicky efekt, ktery vede k tumorové regresi (Gilingor a kol, 2010,
Dallegri a kol., 1991). Fagolysozom neutrofili obsahuje n¢kolik enzymii (napiiklad
NADPH oxidaza), které jsou schopné redukovat molekularni kyslik do superoxidovych
radikali (Oy) a zapficinit tak vnik ROS. Superoxidovy radikdl pak muze byt dale
pfeveden pomoci neutrofil-specifického enzymu myeloperoxidazy na kyselinu chlornou

(HOCI) (Fialkow a kol., 2007).

2.3.5.1.1 Neutrofilni extracelularni sité

Neutrofily jsou schopné vytvéret extracelularni neutrofilni sit¢ (NETs), kterymi
bojuji proti patogenim. NETs vytvafi aktivované neutrofily. Dle vyzkumu Brinkmanna a
kol. NETs obsahuji hladké useky o priméru 15-17 nm a kulovité oblasti, které¢ maji kolem
25 nm, ty pak agreguji do vétSich zavitli a priméru az 50 nm. Dale odhalili, ze NETs
nejsou zabaleny do zddné membrany (Brinkmann a kol., 2004).

Hlavni strukturdlni soucéasti NETs je DNA. Dale NETs obsahuji proteiny
z primarnich granuli, jako jsou neutrofilni elastdza, katepsin G a myeloperoxidaza. Dale
pak proteiny ze sekundarnich 1 tercidlnich granuli, jako laktoferin a gerlatinaza.
Cytoplasmatické proteiny, jako je naptiklad tubulin, aktin a dal$i v NETs pfitomny nejsou
(Brinkmann a kol., 2004).

Hlavni roli extracelularnich neutrofilovych siti je zachyceni mikrobii a zabranéni
jejich Sifeni z mista pivodni infekce, inaktivovani virulentnich patogenli a zabijeni
mikrobi. Zachyceni mikrobti je moZzno diky interakci s NETs (Urban a kol., 2009).

NETs se vytvaii procesem zvanym NETosa. Po aktivaci neutrofilu dochézi
k vyraznym morfologickym zmé&nam. Minutu po aktivaci se neutrofily zplosti a pevné
ptipoji k podkladu. Béhem hodiny jadro se rozpadd, chromatin se dekondenzuje a vnitini a
vngj$i jaderna membrana se od sebe postupné oddéluji. Soucasné se rozpadaji granule. Po

jedné hodin¢ se jaderny obal separuje do vezikul a z nukleoplasmy a cytoplasmy se stava
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homogenni masa. Nakonec dohazi k vypouknuti bunky, tvorbé membranové praskliny a
bunécny obsah se vylije do extracelularniho prostoru, kde se zformuji NETs. Tvorba NETs
vyzaduje ptitomnost ROS (Fuchs a kol., 2007).

Role NETs béhem nadorové progrese je stale Spatn€ pochopena a malo vysvétlena.
Schopnost indukovat tvorbu neutrofilnich extraceluldrnich siti byla potvrzena u mnoha
typtt nddort. Je to nejspise diky tomu, ze NETs hraji vyznamnou roli v samotné biologii
nadoru. Podle riznych studii je mozné, ze NETs podporuji proliferaci primarniho nadoru,
avSak zadné studie prozatim nepotvrdily mechanismus, jakym by NETs tuto proliferaci
podporovaly (Demers a kol., 2012 a Ho-Tin-Noe a kol., 2009). V souladu s tim, jsou NETs
odpovédné za vznik mikroprostiedi, které zachycuje patogeny. Coz znamend, ze nadorové
buiikky jsou zachyceny a vystaveny velkému mnozstvi lokdlnich biologicky aktivnich
peptidd, které uptednostiiuji interakci, coZ mize napomdhat jejich proliferaci a uvolnéni
z primarniho nadoru a inhibovat apoptdzu (Zhou a kol., 2003 a Fuchs a kol., 2012).

V kontrastu s timto tvrzenim je ptfedpoklad, ze mohou mit i protinddorovy
charakter. Toto tvrzeni je zaloZzeno na ptedpokladu pfimého niceni nddorovych bunék a
aktivace imunitniho systému. U nékolika komponent, ze kterych se NETs skladaji, bylo
prokézano, ze jsou pro nadory toxické. Naptiklad MPO zabiji B-16 melanomové buiiky a
inhibuje jejich rast po implikaci do mysi (Odajima a kol., 1996). Dalsim ptikladem je
schopnost NETs zabijet aktivované endoteliarni bunky (Gupta a kol., 2012) nejspiSe

pomoci histond a porusenim cév, piivadejicich do nadoru krev (Saffarzadeh a kol., 2012).

2.4 Nadorova terapie s pouzitim bakterii:

Ukazuje se, Ze vrozena imunita ma velmi Uzky vztah k nddorovym onemocnénim.
Tento vztah je slozity a ¢asto dvojsecny, pro- 1 protinddorovy. Nicméné¢ jiz velmi dlouho je
studovan vliv vrozené imunity v protinddorové terapii. Jednim z mechanismi je stimulace
nadorové imunity pomoci bakterii.

Pouziti bakterii v protinddorové terapii bylo znamo jiz pfed 150 lety. Prvné€ popsali
regresi tumoru u pacienta po bakterialni infekci Streptococcus pyogenes némecti doktoti
W. Bush a F. Fehleisen (Oelschlaeger, 2010).

Koncem 19. stoleti si americky doktor William Coley v8iml, Ze jeho pacientovi,
ktery trpél rakovinou krku, se po infekci erysipelas zlepSil stav. Jako prvni pak
zdokumentoval pouziti bakterii a jejich toxina pii 1€cbé koncového stadia rakoviny. Na
konci 19. stoleti vyvinul vakcinu, kterd se sklddala z dvou zabitych druhli bakterii —

Streptoccocus pyogenes a Serratia marcescens. Pomoci této vakciny simuloval infekci
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s pruvodni horeCkou bez rizika skutecné infekce (Wiemann a Starnes, 2002). Tento toxin
byl Gspésné pouzivan pii 1é€bé sarkomt, karcinomi, lymfomi, melanomt a myelomu.
Tato vakcina plisobi na urovni imunologické.

Dalsi agens pouzitelnd pro imunoterapii nadoru je Mycobacterium bovis Bacillus
Clamette-Guérin (BCG). Kostra bunécné stény téchto bakterii byla pouzita v riznych
ptipadech rakovinotvorného onemocnéni (Hayashi, 2009). V roce 2010 Yuk a kol. zjistili,
ze velmi dobré vysledky piinasi kombinace BCG/CWS a ionizujiciho zaieni. Konkrétné,
pomoci BCG/CWS doslo ke zvySeni senzitivity na ionizujici zafeni u bunc¢k rakoviny

tlustého streva (Yuk a kol., 2010).

Imunoterapie, pouzivana doktorem Coleyem, odstartovala dalsi testovani rliznych
bakterii jako protinadorovych agens. Bylo zjiSténo, Ze urcité druhy anaerobnich bakterii,
jako je rod Clostridium, jsou schopné také pusobit protinddorové, avSak za jinych
podminek, na urovni ataku nddort fakultativné anaerobnimi bakteriemi na zakladé
vyskytu nizsi tenze kysliku v nich.

Fakultativné anaerobni bakterie jsou schopné prosperovat a zivit se naddorovou
tkani, ktera je malo zasobena kyslikem, zatimco pokud se dostanou do kontaktu
s okysliCenym mistem tumoru, uhynou (Malmgren a Flanigan, 1955). Problém byl, Ze
patogenni druh Clostridium tetani byl schopny se dostat i mimo tumorovou tkan vyvolat
onemocnéni az smrt (Malmgren a Flanigan, 1955). Proto se zacalo uvaZovat o pouZiti
nepatogennich kmenti bakterii. AvSak aplikace nepatogennich kment, jako Clostridium
butyricum, neprokazala terapeuticky ucinek (Carey a kol.,, 1967). 1 dal§i anaerobni
bakterie byly testovany, zda nemaji protinddorovy efekt. Vyrazny terapeuticky efekt
vykézala bakterie Clostridium novyi, ale opét vyvolala onemocnéni a smrt. Proto se
pfistoupilo k testovani upravené bakterie Clostridium novyi-NT bez letdlniho toxinu.
Clostridium novyi-NT se Casto pouziva v kombinaci s radioterapii, imunoterapii ¢i dalSimi
chemoterapiemi v experimentech (Dang a kol., 2001).

Salmonela typhimurium je pouzivana ve své atenuované formé&, zbavend genil
msbB a purl, které zplsobuji jeji cytotoxicitu a zavislost na vnéj§im zdroji purinu (VPN
20009). Tato zavislost znemoznuje bakterii mnoZit se v normalnich tkénich, ale umoziiuje
ji se mnozit v nadorech, kde je volny purin k dispozici. Mimo toto, tato bakterie ma
schopnost rlst jak v anaerobnich tak aerobnich podminkdch a diky tomu mize
kolonizovat i malé metastaze (Toso a kol., 2007).

Vétsina anaerobnich bakterii, vytvaii také vysoce odolné spory, které jsou schopné
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prezit nepfiznivé podminky (prostiedi s vysokym obsahem kysliku), kde se nemnozi a
nerostou. Jakmile se vSak dostanou do pfiznivych podminek, naptiklad vnitini prostiedi
tumoru, spory vykli¢i a bakterii se dafi, coz je idealni pro nadorovy targeting (Diaz a kol.,

2005).

Bakterie mohou byt pii 1é¢bé tumord vyuzity také jako vektory pro genovou
terapii. Naptiklad nevirulentni a vysoce imunogenni kmen Salmonela typhimurium X4550
je pouzivana jako vektor pro interleukin 2 (IL-2). Dochazi tak k aktivaci imunitniho

systému proti malignitam v jatrech (Saltzman a kol., 1996).

Pti 1é€bé tumorh mohou byt vyuzity i bakterialni toxiny. Naptiklad Diptheria toxin
se pfes metabolitickou kaskadu aktivuje na funkcni fragment. Tento proces pak vede k
inhibici syntézy proteind, coz mize vyustit v naslednou 1yzu buiiky ¢i zahdjeni apoptozy

(Louie a kol., 1997 a Frankel a kol., 2002).

2.5. Substance pouZzité pii terapii mySi C57/BL6N v diplomové praci

2.5.1 Stenotrophomonas maltophilia

Stenotrophomonas maltophilia je gram-negativni bakterie, kterd zplsobuje
nosokomidlni infekce.

Stenotrophomonas maltophilia je jedinym zéastupcem rodu Stenotrophomonas.
Tento rod navrhli vroce 1993 Palleroni a Bradbury, aby doSlo ke spravnému
taxonomickému zatazeni (Palleroni a Bradbury, 1993). Hugh izoloval Stenotrophomonas
maltophilia v roce 1958 po orofaryngedlnim vytéru z pacienta trpicim karcinomem ust
(Hugh a Leifson, 1963).

Stenotrophomonas maltophilia je velka ptiblizn¢ 0,5 — 2,5 um dlouha a nevytvari
spory. Tato bakterie ma polarni rozvétveny bicik a je striktn€ aerobni (Hugh a Leifson,
1963).

Zajimavou vlastnosti bakterii = Stenotrophomonas maltophilia je, ze pii
fyziologickém pH jsou kladn€ nabit4, coz umoziuje jeji adhezi na zaporné nabité povrchy,
jako je naptiklad sklo ¢i ocel. Touto vlastnosti se Stenotrophomonas maltophilia znaéné
1i81 od ostatnich bakterii, jejichZz naboj pfi fyziologickém pH je negativni (Jucker a kol.,

1996). Izoelektricky bod Stenotrophomonas maltophilia je IPE = 11 (Jucker a kol., 1996).
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2.5.2 Serratia marcescens

Serratia marcescens je gram-negativni bakterii, ktera patii do celedi
Enterobacteriacae. Piivodné byla tato bakterie klasifikovana jako nepatogenni saprofyticka
bakterie, zijici ve vodé¢ a puadé. K odhaleni Serratia marcescens jako plvodce
nosokomialnich infekci a ptfipadnych tmrti, doSlo v druhé poloviné 19. Stoleti (Hejazi a
Falkiner, 1997).

Serratia marcescens je oportunni bakterie, kterd zpusobuje infekce u
imunokompromitovanych jedincti (Grimont a Grimont, 2006).

Serratia marsescens ma typicky cervené zbarveni svych kolonii. Za toto zbarveni
je zodpovédny nedifuzibilni cerveny pigment Prodigiosin, ktery je sekunddrnim
produktem enzymatické kondenzace, probihajici v bakterii (Green a Williams, 1957).
Optimalni teplota pro rust této bakterie je 30°C, a roste pii pH od 5.0 do 11.0 (Hardjito a
kol., 2002).

Serratia marcescens mé na svém povrchu negativni naboj (Dickson a

Koohmmaraie, 1989). Isoelektricky bod této bakterie je IPE = 3,9 (Van der Mei a kol.,
1992).

2.5.3 Borrelia burgdorferi

Borrelia burgdorferi je bakterii, kterd zpisobuje Lymskou boreliézu ptenaSenou
klistaty. V soucastnosti je zndmo vice druhd plivodce Lymské boreliozy — Borrelia
burgdorferi sensu lato, a to naptiklad Borrelia burgdorferi sensu stricto, Borrelia garinii a
Borrelia afzelii (Picken a kol., 1998).

Borrelia burgdorferi je spirochetou. (Charon a kol., 1992) Velikost spirochet se
pohybuje vrozmezi od 4 do 30 um. Na kazdé¢ znich je vpriméru umistnéno 7
perismatickych bi¢ikt. Borrelia burgdorferi je kataldza pozitivni a mikroaerofilni (Russel
a kol., 1984).

Bakterie je gram-negativni a dobfe barvitelna Giemsou a Warthin-Starry barvenim.
Bakterie jsou viditelné pouze v mikroskopu s ¢ernym polem nebo ve fazoveé kontrastnim
mikroskopu. Optimalni teplota pro riist Borrelie burgdorferi je 34 — 37°C (Barbour a kol.,
1983).

V  Borrelia  burgdorferi  nebyla  prokdzana  pfitomnost  klasického
enterobakterialniho lipopolysacharidu (LPS). Za tento jev je zodpovédna predevSim
absence volného lipidu A (Takayama a kol., 1987). AvSak obsahuje LPS-like substance

(Schwarzova a Ciznar, 2004).
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Borrelia burgdorferi sensu stricto, pouzivand v nasem pokusu, se vyskytuje
v Severni Americe a i v Evropé, nevyskytuje se vSak v Asii. V Americe existuje pouze
jeden genotyp Borrelie burgdorferi sensu stricto, zatimco v Evropé je jeji vyskyt

podminén velkou genetickou variabilitou (Picken a kol., 1998).

Kromé imunomodulace imunitni odpovédi pomoci bakterii byly v diplomové praci
testovany 1 dalsi slouceniny, které meély za ukol podpofit redukci nadorového ristu.

Témito slou¢eninami byly manan, fMLF a resiquimod.

2.5.4 Manan

Manan je zékladni slozkou stény kvasinek. Je to velmi rozvétveny polysacharid a
sklada se hlavné z D-mandzy. Skladby mananu je nasledujici: postranni fetézce se vazou
stylem a-(1->2) a a-(1->3) k hlavnimu fetézci, ktery je spojen vazbami a-(1->6) (Jones a
Ballou, 1969). Manéza je umistnénd na redukujicim konci hlavniho fetézce (Jones a
Ballou, 1969).

Manan obvykle obsahuje ve své struktufe fosfor a dusik. Fosfor je zacélenén
v oligosacharidech obsahujicich fosfor a dusik v hexoaminech a proteinech (Jones a
Ballou, 1969). Buiiky vrozené imunity rozpoznavaji manan pomoci manan binding lektinu

a pomoci man6zového receptoru.

2.5.4.1 Receptory rozpoznavajici manan

2.5.4.1.1.Manoéza-binding lektin (MBL)

MBL je sérovy protein, ktery se tvoii v jatrech. Tento protein se vaZe ze
piitomnosti Ca*" iontu na manézu a N-acetylglukosamid na povrchu kvasinek, gram-
negativnich bakterii ¢i jinych bun€k (Matsushita a Fujita, 1992). Tento protein je
syntetizovan jako monomer, ktery ma doménu rozpoznavajici C-terminalni karbohydrat,
vrchni oblast a kolagenovou oblast. CRD oblast se sklada z péti skladanych listd, dvou a-
helikélnich a ¢tyfech rozsifenych Sroubovic. Protein se syntetizuje v podobé monomert.
Monomery formuji trimery a trimery se shromazd’uji do oligomerti. Hexamer z trimeri
pak predstavuje nejvyssi uspotraddani (Epstein a kol., 1996). Mandza-binding protein patii
do rodiny kolektinl, které jsou charakterizovany tim, Ze maji jak lektinovou tak
kolagenovou doménu (Reid a Turner, 1994).

MBL muze aktivovat komplement pomoci lektinové cesty. Specificka pro MBL je

cesta pres serinové proteazy MASP-1 a MASP-2 (mannose-binding protein associated

-16 -



serine proteases). Navazani vede k rozstépeni komplementovych slozek C4 a C2 (Thiel a

kol., 1997, a Matsushita a Fujita, 1992).

2.5.4.1.2 Manoézovy receptor

Manézovy receptor je transmembranovy glykoprotein velky 175 kDa. Je
exprimovan na makrofazich, dendritickych buiitkach a nevaskularnich endotelovych
buiikach (Takahashi a kol., 1998).

Receptor se skldda z 5 domén: aminotermindlni, extracelularni oblast bohatd na
cystein; doména obsahujici opakujici se fibronectin typu II; doména rozpoznavajici osmi
Clenny tandem lektinu podobnych karbohydrati; transmembranova doména a
intracelularni karboxy-terminalni konec (Maureen a kol., 1990, a Harris a kol., 1992).

Ektodoména mandzového receptoru ma 8 karbohydrat rozpoznavajicich domén,
které rozpoznavaji vzorce cukru, které jsou na povrchu rtiznych bakterii, kvasinek,

parazitd, hub a manozylovanych ligandt (Takahashi a kol., 1998).

2.5.5.N-Formyl-methionyl-leucyl fenylalanin (fMLF)

Neutrolily predstavuji asi 50 — 60% leukocyti, které cirkuluji v krvi, a jsou vysoce
specializované pro jejich primarni funkci, kterou je fagocytéza a destrukce
mikroorganisml pfes vytvafeni superoxidového anionu a uvoliiovani granuli obsahujici
proteazu. Spravné zacileni leukocytl je zavislé na lokalné uvoliiovanych chemotaktickych
faktorech. Bakteridlni peptid N-formyl-methionyl-leucyl-fenylalanin (fMLF) je jednim
z chemotaktickych faktorti a je vysoce zdatnym chemoatraktantem leukocyti (Hayashi a
kol., 2013).

fMLF interaguje s receptory na povrchu neutrofilli a aktivuje neutrofily pomoci
drah sprazenych s G-proteinem (Hayashi a kol., 2013).

fMLF a jiné peptidy zacinajici formylmethioninem jsou rozeznavany formyl

peptidovymi receptory.

2.5.5.1 Formyl peptidové receptory (FPR)

N-formyl peptidové receptory jsou transmembranové receptory, které obsahuji
sedm hydrofobnich transmembranovych domén (Gao a Murphy, 1993).

FPR jsou pfevdzné na leukocytech, ale mizou byt pfitomny i na jinych bunkach,
jako jsou nezralé dendritické bunky, krevni desticky, fibroblasty a mikroglidlni buiky
(Migeotte a kol., 2007).

Mame tfi rizné druhy lidskych formyl peptidovych receptorii: FPR1, FPR2/ALX,

-17 -



FPR3, geny pro formyl peptidové receptory jsou uloZeny na chromosomu 19q13.3.,
vSechny sdili pomérné velké oblasti homologie (Ye a kol., 2009).

U mysi bylo zjisténo 8 formyl peptidovych receptorii (mfpr). Pfi srovnani lidskych
a mySich FRP bylo zjisténo, ze homology lidskych a mysSich rodin sdileji dva genové
klastry. Lidsky hFRP1 a mysi mfrpl sdileni az 77% homologii, zatimco hFRP2 s mfrp2
pfiblizné 76% homologii. Srovnani homologie u lidskych, mySich a krali¢ich formyl
peptidovych receptorti je na obrazku ¢. 2 (Gao a kol., 1998).

Rozpoznéani fMLF a dalSim molekul zacinajicich na formylmethionin pomoci FRP

vede k chemotaxi, aktivaci téchto bunék i ke stimulaci fagocytdzy (Hayashi a kol., 2013).

% identity Genes Tissue/cell distribution
hFPR1 Mo, PMN, DC
-I: FPR1 PMN

mFpr1 PMN, microglia, spleen, lung, liver
mFpr-rs1 PMN, spleen, lung, hear, liver
mFpr-rs2 PMN, microglia, spleen, lung
mFpr-rs8 <4

‘ hFPR2/ALX E&Li,nl“.'!’z_nugc, microglia, astro, T,
hFPR3 Mo, DC
mFpr-rs3 Skeletal muscle
mFpr-rs4 ?
mer-rs6 Brain, spleen, testis, skeletal musclg
mFpr-rs7 Heart, liver, lung, spleen, pancreas,

smooth muscle

mFpr-rs5 ?

140 60 80 100

Obr. 2: Srovnani homologii u lidskych, mySich a kréli¢ich formyl peptidovych receptort
(Gao a kol., 1998).

2.5.6 Resiquimod (R848)

Resiquimod znamy také jako R848 je ¢lenem velké imidazoquinolinové rodiny a
funguje jako modifikator imunitni odpovédi. Tato latka je schopna aktivovat imunitni
odpovéd’ tim, Ze indukuji cytokiny a to predev§im INF-a a IL-12. Tyto cytokiny jsou pak
ve velkém zodpoveédné za stimulaci monocytil, makrofagh a dendritickych bun€k (Tomai a

kol., 1995).

Nékteré imunologicky aktivni latky bylo, jak bude déale rozvedeno, nutno kotvit

k nadorovym bunkam. K témto uceliim byly pouzity nize uvedené latky.
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2.5.7 Latky pouzivané k ukotveni lé¢ivych substanci na molekuly:

2.5.7.1 Succinimidyl-4-(N-maleimidomethyl)cyclohexane-1-carboxylate
(SMCC)

SMCC je nerozstépitelny a membranoveé propustny agens, ktery je schopny tvofit
piicnou vazbu. Obsahuje amin-reaktivni N-hydroxysiccinimidovou (NHS ester) a
sylthydryl-reaktivni maleimidovou skupinu. Pii pH 7-9, reaktivni skupiny NHS estera
reaguji s primarnimi aminy za vzniku stabilni amidové vazby. Pfi pH 6,5-7,5 reaguji
maleimidové skupiny a vytvaii stabilni thioesterové vazby (Thermo Fisher Scientific Inc.

Rockford, IL).

2.5.7.2 Tris (2-carboxyethyl) phosphine hydrochloride (TCEP-HCI)
TCEP-HCI je latka, ktera je vysoce ucinna v redukovani proteinli a peptidickych
disulfidickych vazeb pti pokojové teploté pii niz§im pH, a to od pH 1,5 — pH 8,5, kdy i pii
pH 1,5 je pln¢ funkéni (Han a Han, 1994), coz koresponduje s pH nadoru. pH uvnitf
nadoru je kyselejs$i a pohybuje se v rozmezi pH 5,8 az pH 7,6, na rozdil od normalni
okolni tkang, jejiz hodnota pH je v rozmezi pH 7,00 — pH 8,06 (Tannock a Rotin, 1989).
Tato latka redukuje dokonce alkylové disulfidy. TCEP je rezistentni vici oxidaci na

vzduchu (Thermo Fisher Scientific Inc. Rockford, IL).

2.5.7.3 Biocompatible Anchor for Cell Membrane (BAM)

BAM obsahuje olejovou skupinu, kterd slouZi jako kotva do hydrofobni bunécné
membrany a polyethylenglykol (PEG), ktery zvySuje hydrofilni vlastnosti slouceniny.
Reaktivni skupiny jsou umistnéné na koncich PEG fetézcl, coz jim umoZzihuje vazat
fyziologicky aktivni latky (interakce s NH, skupinou) nebo vazani na povrchy riznych

materiali (NOF Corporation, 2015).

V in vitro pokusech byla pouzita latka pro inhibici neutrofilnich extracelularnich

siti, a to Cl-amidin.

2.5.8 Cl-amidin
Tvorba neutrofilnich siti je podminéna dekondenzovanim chromatinovych struktur.
Histonova hypercitrulinace, kterd souvisi s dekondenzaci chromatinu, je katalyzovana
peptidylarginine deiminazou 4 (PAD 4) béhem procesu formovani NETs (Li a kol., 2010).
Cl-amidine je chemicka latka, kterd funguje jako inhibitor peptidilarginin deiminéaz, véetné
PAD 4, ¢imz brani samotnému vzniku NETs (Bicker a kol., 2013).
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r r
3. Cile prace

e Definovat vhodnou bakterii pro nddorovou imunoterapii.

e Objasnit mnozstvi vhodné bakterie pro efektivni pouziti.

e Inhibovat tvorbu neutrofilni extracelularni sité za uc¢elem ovéteni role neutrofild a

tvorby téchto siti béhem imunitniho zdsahu na nadorové burky.
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4. Material a metody:

4.1 Pouzité chemikalie:

e BAM (Biocompatible Anchor for Cell Membrane (NOF EUROPE)
e (Cl-amidin (Merck)

e DMSO (Sigma Aldrich)

e EDTA - kyselina ethylendiamintetraoctova (Sigma Aldrich)
e FCS - bovinni fetalni sérum (HyClone)

e fMLF (Sigma Aldrich)

e GM-CSF (Sigma Aldrich)

e Krevni agar (P-Lab a.s., Ceska republika)

e Laminarin z Laminaria digitata (Sigma Aldrich)

e Lipopolysacharid (LPS) z Escherichia coli (Sigma Aldrich)
e MACS - Neutrophil Isolation Kit Mouse (Miltenyi Biotec)
e Manan ze Saccharomyces cerevisiae (Sigma Aldrich)

e Resiquimod (R-848) (TOCRIS)

e RPMI 1640 (Sigma Aldrich)

e SMCC (Thermo Scientific)

e TCEP (Thermo Scientific)

e TNFa (Sigma Aldrich)

e Trypanova modi (Sigma Aldrich)

e Trypsin (Sigma Aldrich)

e Krali¢i sérum (Sigma Aldrich)

¢ BSKH medium (Sigma Aldrich)

4.2 Laboratorni zvirata

Pro pokusy byly pouzity mysi C57BL/6N, pouze samice. Mysi byly dodany firmou
Charles River Laboratories. Mysi byly v zahdjeni pokusu staré 8 tydnii, s vahou 18-20 g.
Mysi byly chovany za standartnich podminek pii fotoperiodé¢ 12/12 a mély neomezeny

pfistup k vod¢ a granulované potravé.
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4.3 Bakterie a bunécna linie

V pokusech byly pouzity bunky Stenotrophomonas maltophilia kmen CCM 1640,
a Serratia marcescens kmen CCM 303, ziskané z Ceské sbirky mikroorganismt (Brno),
které byly kultivované pti 37°C na krevnim agaru.

Dale byly pouzity bakterie Borrelia burgdorferi sensu stricto B31, americky
referencni kmen. Bakterie byly péstovany na BSKH mediu s 6% kralicim sérem. Tyto
bakterie byly péstovany na Parazitologickém ustavu Biologického centra AV CR, Ceské
Bud¢jovice.

V pokusech byly pouzity buiikky mysiho melanomu B16-F10, které byly vénovany
darem prof. Rihovou z Mikrobiologického tistavu AV CR, Praha. Buiiky byly kultivovany
v RPMI 1640 a 10% pridavkem bovinniho séra (FCS), s pfidavkem antibiotik 1%,
glutaminu 1% a merkaptoethanolu 0,5%. Kultivace probihala v termostatu pii teploté

37°C v atmosféfe nasycené vodnimi parami obsahujici 5% oxidu uhli¢itého.

4.4 Priprava bunék mySiho melanomu B16-F10 pro in vivo a in vitro
experimenty

Z kultivacni nadoby s narostlymi B16-F10 bunikami se nejprve odstranilo médium.
Bunky se proplachly sterilnim fyziologickym roztokem (PBS) celkové 3x. Po proplachnuti
byla provedena trypsinizace s pouzitim 0,5 ml smési, kterd obsahovala 0,02% trypsin a
0,02% EDTA v PBS. Bunky byly vlozeny do termostatu a inkubovany 2-4 minuty pii
37°C, dokud nedoSlo k uvolnéni adherovanych bunék. Po jejich uvolnéni doslo
k zastaveni trypsinizace piiddnim média RPMI 1640 s 10% FCS a buniky byly rozvolnény
pomoci Pausterovy pipety. Nasledovala centrifugace 10 minut pii 150 g a 4°C. Buné&cny
pelet byl rozsuspenzovdn v pozadovaném médiu. Vzorek suspenze byl smisen 1:1
s trypanovou modii a pomoci Biirkerovy komiirky byl stanoven pocet bunék a jejich

Zivotnost.

4.5 Transplantace nadorovych bunék

Pted transplantaci mySich melanomovych bunék B16-F10 bylo potfeba mysi oholit
na pravém boku ptiblizné€ do poloviny zad. Do tohoto mista pod klizi bylo poté aplikovano
pomoci injekénich stiikacek 0,1 ml suspenze bun¢k melanomu B16-F10 v RPMI 1640 bez
séra obsahujici 400 000 bunék.
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4.6 Méreni velikosti nadoru

Nadory byly méteny v dobé probihani pokusu. Pro méfeni velikosti nadoru byl
pouzit specidlni kaliper. Byl méfen nejvétsi rozmér naddoru, hodnota A, a nejmensi rozmér
nadoru (vySka nadoru smérem od t€la), hodnota B. Vysledny objem nadoru byl z téchto

hodnot vypo¢itan pomoci vzorce V= /6 AB? (Inaba a kol., 1986).

4.7 Prumérna redukce nadorového ristu
Primérna redukce nadorového rlstu ve srovnani s kontrolni skupinou byla

vypocitana podle nésledujiciho vzorce:

(primeérny objem nddoru v kontrolni skupiné — priimérny objem nddoru v lécené skupiné)x100

primeérny objem ndadoru v kontrolni skupiné

Primérna redukce (%) byla spoétena pro 4., 6., 8., 10., 12. a 14. den terapie.
Z téchto hodnot byla vypoctena priimérna hodnota, kterd udava v procentech primérnou

redukci nadorového rastu.

4.8 Pocitani metastaz v plicich
Plice byly my$im vyjmuty a prohlédnuty pod binolupou. Na plicich byla spocitana
metastaticka loziska, které se jevily jako €erné teCky riznych velikosti. (Vetvicka a kol.,

2007)

4.9 Sonikace

Dana suspenze byla ozvucovéna 10 x 10 s Vv ledové lazni. Po kazdém ozvuceni

byla suspenze schlazena na 20 s. K sonikaci byl pouzit sonikator HIELSCHER VP200S.

4.10 Izolace neutrofilu z kostni diené

Zusmrcené mySi byly sterilné vyjmuty stehenni a holenni kosti. Kosti byly
oplachnuty v izopropanolu a vloZeny do Petriho misky s pfipravenym RPMI 1640 s 10%
FCS s pridavkem antibiotik 1%, glutaminu 1% a merkaptoethanolu 0,5%. Opatrné byly
odstiihnuty hlavice kosti na obou stranach kosti a kost proplachnuta ptipravenym médiem
RPMI 1640 s 10% FCS s piidavkem antibiotik 1%, glutaminu 1% a merkaptoethanolu
0,5%, ¢imz byla kostni dfen vytlacena do média. Kostni dienn byla rozsuspenzovana
Vv médiu pomoci pipety, poté prefiltrovana ptes BD filtr (Falcon, 70 um). Bunky kostni

dfen¢ byly spocitané v Biirkerové komiirce pomoci trypanovy modfi v poméru 1:1. Buiiky
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byly centrifugovany na 10 minut pii 150 g. Poté byly bunky ptevedeny do kultiva¢niho
média podle potieby.

4.11 PreciSténi neutrofili pomoci imunomagnetické separace

Pro imunomagnetické ptecisténi neutrofili byl pouzit systém negativni sorbce
MACS Miltenyi Biotec Neutrophil Isolation Kit Mouse. Nejprve bylo potieba piipravit
buffer smichanim PBS s 2% FCS a s 2mM EDTA v mnozstvi 48,8 PBS, 1 ml 2% FCS a
200 pl 2mM EDTA na 50 000 000 bunék. Samotnd magneticka separace byla provedena
pies kolonku LS Columns MACS (Miltenyi Biotec GmbH) a podle pokynii v navodu

dodavaného spoleéné s kitem MACS Miltenyi Biotec Neutrophil Isolation Kit mouse.

4.12 Primovani neutrofila

4.12.1 Primovani neutrofili pro pouziti s fMLF jako ligandem
Neutrofily byly primovany pomoci GM-CSF a TNFa. K vyizolovanym a
pre€isténym neutrofilim bylo pfiddno GM-CSF na vyslednou koncentraci 12 ng/ml a

TNFa na vyslednou koncentraci 2,5 ng/ml. Tato smés byla inkubovana 20 minut.

4.12.2 Primovani neutrofili pro pouziti s mananem jako ligandem
Neutrofily byly primovany pomoci GM-CSF, TNFa stejné¢ jako v pfedchozim
bod¢, primovaci smés ale v tomto piipad¢ obsahovala navic volny laminarin (vysledna

koncentrace byla 2 mikromolarni).

4.13 Priprava terapeutickych latek

4.13.1 Priprava manan-BAM

K ptipraveé této latky bylo nejprve potfeba aminovat manan pomoci redukcéni
aminace (Torosantucci a kol. 2005). Tato reduk¢ni aminace byla provedena tak, ze doslo
k redukci mananu v prostiedi octanu amonného pomoci kyanoborohydridu sodného po
dobu 5 dnil pfi teploté 50°C a pH 7,5. Po uplynuti doby redukce byla pies noc provedena
dialyza v dialyza¢ni hadici o MWCO 3500 proti PBS pii 4°C. Navazani molekuly BAM
na aminoskupinu bylo provedeno podle Kato a kol. (2004) pti pH 7,3. Smés byla poté
dialyzovana ptes noc za stdlého michani v dialyza¢ni hadici o MWCO 3500 proti PBS pfi
teploté 4°C. Vysledkem byl 0,2 mM roztok manan-BAM v PBS.
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4.13.1.1 Pfiprava manan-SMCC v PBS

K ptipravé této latky byl nejprve vySe popsanym zplsoben piipraven aminovany
manan. Poté bylo k mananu-NH, pfidano ekvimolarni mnozstvi SMCC rozpusténé
v DMSO. Probéhla inkubace 40 minut pii pokojové teploté. Na aminoskupinu mananu se
navazal SMCC a koncentrace vzniklého manan-SMCC byla upravena na 0,2 mM, roztok
byl v PBS.

4.13.2 Kultivace Stenotrophomonas maltophilia

Nejprve bylo potieba rekonstituovat lyofilizat Stenotrophomonas maltophilia
v PBS. Material by vyset na krevni agar a probihala kultivace ptes noc pii 37°C. Kolonie
Stenotrophomonas maltophilia byly sklizeny a zamrazeny v PBS pii teploté -70°C. Pted
prvnim pouzitim byly bakterie ozafeny UV zédfenim po dobu 20 minut. Suspenze ostie

stocena 10 minut pti 10 000 g pii 4°C a rozsuspenzovana v pozadovaném roztoku.

4.13.2.1 Priprava suspenze Stenotrophomonas maltophilia v PBS
Stenotrophomonas maltophilia ziskana vySe uvedenym zplisobem byla

rozsuspenzovana v PBS na pozadovanou koncentraci 500 miliontt bakterii

Stenotrophomonas maltophilia na 1 ml ¢i 1000 miliont bakterii Stenotrophomonas

maltophilia na 1 ml.

4.13.2.2 Priprava suspenze Stenotrophomonas maltophilia v roztoku
manan -BAM

Stenotrophomonas maltophilia ziskana vySe uvedenym zpisobem byla
rozsuspendovana ve smeési 0,2 mM roztoku manan-BAM v PBS na koncentraci 500

milionu bakterii na 1 ml.

4.13.3 Kultivace Serratia marcescens

Nejprve bylo potieba rekonstituovat lyofilizat Serratia marcescens v PBS.
Material byl vyset na krevni agar a probihala kultivace pfes noc pii 37°C. Kolonie
Serratia marcescens byly sklizeny a zamrazeny v PBS pfi teploté -70°C. Pied prvnim
pouzitim byla suspenze bakterie Serratia marcescens ozafena po dobu 60 minut pod UV
zarenim. Pro upraveni koncentrace na vyslednou koncentraci 500 milionti bakterii na 1 ml

¢1 1000 miliond bakterii na 1 ml bylo pouzito PBS.
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4.13.3.1 Priprava suspenze Serratia marcescens-SMCC

K suspenzi bakterii Serratia marcescens ziskané vyse popsanym zpisobem bylo
pfidano PBS a SMCC rozpusténé v DMSO (nadbyte¢né mnozstvi, nezreagované ¢inidlo
zhydrolyzuje). Vznikla suspenze byla inkubovana 40 minut pii pokojové teploté. Pro
upraveni koncentrace bylo pouzito PBS. Nésledovala dialyza pies noc za stalého michani
Vv dialyzaéni hadici o MWCO 3500 oproti PBS pfi teploté 4°C. Vysledkem byla suspenze
Serratia marcescens-SMCC pfipravena o koncentraci 500 milionti bakterii na 1 ml ¢i o

koncentraci 1000 milionu bakterii na 1 ml.

4.13.4 Priprava suspenze Borrelia burgdorferi:
K sonikované suspenzi Borrelia burgdorferi v PBS s mnozstvim proteinu na 2,8
mg/ml bylo pfidano PBS, aby bylo dosazeno pozadované koncentrace. Vznikla tak

vysledna suspenze bakterie Borrelia burgdorferi o koncentraci 0,5 mg proteinu v 1 ml.

4.13.4.1 Priprava suspenze Borrelia burgdorferi-SMCC

K sonikované suspenzi Borrelia burgdorferi v PBS s2,8 mg proteinu/ml bylo
pfidino PBS a SMCC rozpusténé v DMSO (nadbytek, nezreagované cinidlo
zhydrolyzuje). Smés byla inkubovana 40 minut pii pokojové teploté. Vznikla tak suspenze

Borrelia-burgdorferi-SMCC o koncentraci 0,5 mg proteinu na 1 ml.

4.13.4.2 Priprava suspenze Borrelia burgdorferi-SMCC v roztoku
manan-SMCC

K sonikované suspenzi Borrelia burgdorferi v PBS s 2,8 mg proteinu/ml byl
pridan roztok manan-SMCC v PBS a SMCC rozpusténé v DMSO. Vznikla smés byla
inkubovana 40 minut pii pokojové teploté. Po inkubaci vznikla vyslednd suspenze

Borrelia burgdorferi-SMCC s 0,5 mg proteinu/ml v 0,2 mM mananu-SMCC.

4.14 Priprava Resiquimodu.HCI (R848.HCI)
Z R848 byl ptipraven nejprve pomoci ekvivalentu HCl hydrochlorid (zvySeni

rozpustnosti). Ten byl nasledné rozpoustén v PBS ¢i roztoku manan-BAM dle potieby.

4.14.1 Priprava roztoku Resiquimodu v 0,2 mM manan-BAM
R848.HCI ptipraveny vyse byl rozpustén v 0,2 mM roztoku mana-BAM v PBS na

vyslednou koncentraci 0,5 mg/ml roztoku.
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4.15 Statistické zpracovani dat

Ke zpracovani dat byly vyuzivany programy Microsoft Office, Microsoft Excel a
Microsoft Word. Ke statistickému zpracovani byl pouzivan program STATISTICA 12, a
to konkrétné ANOVA, One Way s Tuckey post-hoc testem Ke statistickému zpracovani
uhynti mysi byl pouzit test analyzy pieziti Log-rank v programu STATISTICA 12.

4.16 Pokus €. 1: Studium vlivu davky Stenotrophomonas maltophilia a
Serratia marcescens na redukci nadorového ristu, pulzni terapie

V pokuse bylo pouzito 30 mysi typu CS57BL/6N. Mysim bylo injekéné
transplantovano 400 000 bunék mySiho melanomu B16-F10. Dvanacty den po aplikaci
byla zapocCata lécba. MySim bylo intra tumoralné¢ aplikovana davka 50 ul 1éciva
v intervalech 0., 1., 2. ... 8.,9.,10. ... 16., 17., 18. ... 24., 25., 26. den od zah4jeni terapie.
V den 0 byla zmétena velikost nddoru. Méfeni velikosti nadoru, kterd se opakovala kazdy
druhy den, byla zaznamenéana a vyhodnocena.

Terapeutika pouzivana u jednotlivych skupin:
e Skupina A: Stenotrophomonas maltophilia 1000 mil/ ml PBS
e Skupina B: Stenotrophomonas maltophilia 500 mil/ml PBS
e Skupina C: Serratia marcescens 1000 mil/ml PBS
e Skupina D: Serratia marcescens 500 mil/ml PBS
e Skupina K: kontrolni PBS

Po ukonceni terapie byla sledovana délka preziti jednotlivych mysi.

4.17 Pokus €. 2: Studium vlivu volnych bakterii Serratia marcescens a
kovalentné kotvenych Serratia marcescens-SMCC na redukci
nadorového ristu, pulzni rezim

V pokuse bylo pouzito 18 samic mySi C57BL/6N, kazdé znich bylo injekéné
transplantovano 400 000 bun€k mysiho melanomu B16-F10 v 0,1 ml RPMI bez séra.
Dvanacty den od transplantace nddorovych bun¢k byly mysi rozdéleny do tii skupin A, B,
K po Sesti mySich. TentyZ den byla zah4jena terapie. MySim byla podavana terapeutika
intratumoralni (i. ¢.) aplikaci v mnozstvi 50 ul v pulzech 0.,1.,2. a 8.,9.,10. den od zahajeni
terapie. U skupiny A (Serratia marcescens-SMCC) bylo hodinu pted aplikaci terapeutické
latky injikovano do nadoru 50 mikrolith 50 mM roztoku TCEP-HCI. V den 0 byla
zméiena velikost naddoru, ktera byla kazdy druhy den pfemétovana, ziskané hodnoty byly
zaznamenany a zpracovany.

Terapeutika pouzitd u jednotlivych skupin:
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e Skupina A: TCEP, po 60 minutach Serratia marcescens-SMCC 500 mil/ml PBS
e Skupina B: Serratia marcescens 500 mil/ml PBS
e Skupina K: kontrolni PBS

Po ukonceni Iécby byla sledovana délka pieziti jednotlivych mysi

4.18 Pokus €. 3: Studium vlivu kovalentné vazané Borrelia burgdorferi,
kovalentné vazaného mananu a jejich kombinace na redukci nadorového
rustu, pulzni rezim

V pokuse bylo pouzito 20 mysi C57BL/6N. Kazdé z nich bylo injekéné aplikovano
400 000 melanomovych bun¢k B16-F10 v 0,1 ml RPMI bez séra. Dvanacty den od
transplantovani nadorovych bun¢k byly mysi roziazeny do 4 skupin: A, B, C a K. Tyz den
byla zahajena terapie. MySim bylo podévano intratumoralné 50 pl terapeutika v pulzech
0.,1.,2. a8.,9.,a10. den od zah4jeni terapie. Nejprve jim byla aplikovéana latka pro
kovalentni navdzani 50 mikrolitd 50 mM roztoku TCEP-HCI, po 60 minutach jim byla
aplikovéna druhd, terapeutickd latka. V den 0 byla zmétena velikost nadoru, méfeni se
opakovala kazdy druhy den a ziskané hodnoty byly zaznamenany a zpracovany.
Terapeutika pouzita u jednotlivych skupin:
e Skupina A: TCEP, po 60 minutach Borrelia burgdorferi-SMCC v PBS
e Skupina B: TCEP, po 60 minutach 0,2 mM manan-SMCC v PBS
e Skupina C: TCEP, po 60 minutach Borrelia burgdorferi-SMCC 0,2 mM manan-
SMCC v PBS
e Skupina K: kontrolni PBS
Po ukonceni 1é¢by byly mysi usmrceny pomoci cervikalni dislokace a byly jim vyjmuty

plice, kdy bylo spocitano mnoZstvi metastazi.

4.19 Pokus €. 4: In vitro stanoveni vlivu inhibice NETs na cytotoxické
pusobeni neutrofilii na melanomové buiky s vazanym f-MLF

Pro tento pokus byly pouzity dvé mysi C57BL/6N, ze kterych byly vyizolovany
neutrofily a nadorové bunky typu B16-F10. Pro pokus byla pouzita U desti¢ka, 96
jamkova.

Nejprve byla provedena izolace neutrofild z kostni dfené¢ mysi. Neutrofily byly
precistény pomoci magnetické separace a doslo ke sklizeni nadorovych bun¢k. Neutrofily
byly nafedény tak, aby byla vyslednd koncentrace 2,5 milionli neutrofili na 1 ml.
Nédorové buiiky byly nafedény tak, aby bylo dosazeno koncentrace 1 milion nadorovych

bunék v 1 ml. Dale byl ptipraven roztok ligandu 0,1 mM f-MLF-BAM v RPMI s 10%
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FCS.

Byla pouzita desticka s U dnem a bylo pracovano v tripletech. Nejprve bylo
provedeno kotveni f-MLF-KK-BAM na nadorové bunky (100 000 B16-F10/jamka, 0,05
mM vysledna koncentrace f-MLF-KK-BAM v mediu). Kontrolni melanomové bunky byly
ponechany bez ligandu.

Po napipetovani ligandu k nadorovym buiikkdm byla desticka vlozena na 30 minut
do CO, termostatu pii 37°C. Po uplynuti 30 minut se desticka stoCila pti 424 g na 2
minuty pii 4°C a ocdkla se. Jamky s ligandem i kontrolni jamky byly jesté jednou promyty
200 ul RPMI s 10% FCS a desticka se opét stocila na 424 g na 2 minuty pii 4°C a ocdkla
se.

Soubézn¢ probihalo primovani neutrofild (viz vySe, GM-CSF + TNFa. Do
ptislusnych jamek bylo pfidano 200 pul, tedy 500 000, primovanych neutrofilii na jamku.
Do jamek kontrolnich pak bylo pfidano samotné medium.

Do jamek, kde byl testovan vliv Cl-amidinu byla tato latka pfidana na vyslednou
0,1 mM koncentraci. Ve bylo spolu rozsuspenzovano pomoci pipety s Sirokym otvorem a
vlozeno do CO2 termostatu pii 37°C na 2 hodiny.

Po uplynuti kultivaéni doby byl obsah jamky rozsuspenzovan pomoci pipety. Cely
obsah byl vyjmut z jamky a smichan v poméru 1:1 s trypanovou modii. Buiiky, nddorové

buitky B16-F10 1 neutrofily, byly dale spocitany pomoci Biirkerovy komurky.

4.20 Pokus €. 5: In vitro stanoveni vlivu inhibice NETs na cytotoxické
pusobeni neutrofilii na melanomové buiiky s vizanym mananem

Tento experiment byl proveden stejné jako predchozi s tim, Ze ligand (manan-
BAM) byl vazan pti 0,02 mM vysledné koncentraci a FCS v séru nebylo tepelné

inaktivované (odstranéni komplementu), jako tomu bylo v pfedchozim pokuse.

4.21 Pokus €. 6: In vitro stanoveni vlivu inhibice NETs na cytotoxické
pusobeni neutrofilii na melanomové buiiky s vizanym mananem,
dvojnasobny pocet bunék

Tento pokus byl proveden stejné jako pokus ptfedchozi (pokus €. 5) s rozdilem
v po¢tu bun¢k. Neutrofily byly nafedény tak, aby byla vysledna koncentrace 5 miliona
neutrofill na 1 ml. Nadorové bunky pak byly nafedény tak, aby bylo dosazeno

koncentrace 2 miliony nadorovych bunék v 1 ml.
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4.22 Pokus €. 7: In vitro stanoveni vlivu inhibice NETs na cytotoxické
pusobeni neutrofilii na melanomové buriky s vizanym mananem, pouZziti
dvojnasobného a polovi¢niho mnozstvi Cl-amidinu

Tento pokus probihal obdobné¢ jako ptedchozi uvadény pokus €. 5. Rozdilem zde
bylo odlisné pouziti mnozstvi inhibitoru Cl-amidinu. A to jeho polovi¢ni mnozstvi

s vyslednou koncentraci 0,05 mM a jeho dvojnasobné mnozstvi 0,2 mM.

4.23 Pokus €. 8: Studium vlivu Cl-amidinu jako inhibitoru NETs na
ucinek nadorové imunoterapie zaloZzené na kombinaci R848 a manan-
BAM, pulzni lécba

Pro tento pokus bylo pouzito 30 mysi typu C57BL/6N. Mysim bylo injekéné
transplantovano 400 000 mysich melanomovych bunék B16-F10. Dvanécty den po
transplantaci byla zahdjena 1écba. MySim bylo intratumoralné aplikovano 50 pl 1éciva
v intervalech 0.,1.,2. a 8.,9.,10. den od zahgjeni 1écby. V den 0 byla zméfena velikost
nadoru, méfeni byla opakovana kazdy druhy den, zaznamenana a vyhodnocena.
Terapeutika pouzivédna u jednotlivych skupin:

e Skupina A: 0,5 mg R848/ 0,2 mM manan-BAM v PBS
e Skupina B: 0,5 mg R848 v PBS
e Skupina C: 0,5 mg R848/ 0,2 mM manan-BAM s 4 mM Cl-amidin v PBS
e Skupina D: 0,2 mM manan-BAM v PBS
e Skupina K: kontrolni PBS
Po ukonceni terapie byly mysi usmrceny pomoci cervikalni dislokace, byly jim vyjmuty

plice a spocitany metastaze.
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5 Vysledky

5.1 Pokus ¢. 1: Studium vlivu davky Stenotrophomonas maltophilia a
Serratia marcescens na redukci nadorového ristu, pulzni terapie

Tento pokus byl proveden za ucelem porovnat efektivitu zvySené davky
Stenotrophomonas maltophilia a Serratia marcescens na redukci nadorového rastu. Doslo
k pozorovani rozdilu v primérné redukci nadorového ristu u skupin se stejnou bakterii,
avSak odlisnou koncentraci. U Stenotrophomonas maltophilia 500 mil/ml byla primérna
nadorova redukce 71,93%, zatimco pti koncentraci 1000 mil/ml pouze 52,4%. U Serratia
marcescens byla pozorovana obecné nizsi redukce nadorového ristu, coz je patrné z grafu
na obrazku ¢. 3. Serratia marcescens o koncentraci 500 mil/ml méla pramérnou redukci
nadorového rustu 28,74% oproti koncentraci 1000 mil/ml, kterd dosdhla 41,79%.
Statistické vyznamnosti 1 v pokrocilejSich dnech terapie dosahla skupina B,

Stenotrophomonas maltophilia 500 mil/ml.
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Obr. 3: Vliv koncentrace Stenotrophomonas maltophilia a Serratia marcescens na redukci

nadorového riistu: A — Stenotrophomonas maltophilia 2000 mil/ml, B — Stenotrophomonas maltophilia
500 mil/ml, C — Serratia marcescens 1000 mil/ml, D — Serratia marcescens 500 mil/ml, K — kontrolni PBS.
*P < 0,05, **P < 0,01 ve srovnani s kontrolni skupinou (K); +P < 0,05 ve srovnani se Serratia marcescens
500 mil/ml (D).
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Na obrazku €. 4 je zndzornéno piezivani jednotlivych mysi ve skupinach. Zadna mys

nedosahla preziti 100 dni a vice a rozdily v pteziti nebyly statisticky vyznamné.
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Obr. 4: Vliv koncentrace Stenotrophomonas maltophilia a Serratia marcescens na

prezivani: A — Stenotrophomonas maltophilia 1000 mil/ml, B — Stenotrophomonas maltophilia 500

mil/ml, C — Serratia marcescens 1000 mil/ml, D — Serratia marcescens 500 mil/ml, K — kontrolni PBS.

5.2 Pokus €. 2: Studium vlivu volnych bakterii Serratia marcescens a
kovalentné kotvenych Serratia marcescens-SMCC na redukci
nadorového ristu, pulzni rezim

Cilem tohoto pokusu bylo zjistit, zda kovalentni vazani Serratia marcescens na
nadorové buiky vyvola vyssi terapeuticky efekt nez volnd bakterie. Z obrazku ¢&. 5
vyplyva, Ze obé terapeutika (A, B) sniZzuji velikost naddoru oproti kontrolni skupiné (K).
Ve skupiné s kovalentné vazanou bakterii (A) doslo k 49,93% primérmé redukci nadoru.
Primérna redukce nadoru volnymi bakteriemi (B) byla témét o 10% nizsi nez u skupiny
A, a to 40,85%. Ob¢ lécené skupiny dosahly v pocatenich dnech terapie statistické

vyznamnosti oproti kontrole.
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Obr. 5: Vliv Serratia marcescens a Serratia marcescens-SMCC na redukci naddorového
rastu: A — Serratia marcescens 500mil/ml-SMCC, B — Serratia marcescens 500 mil/ml, K — kontrolni

PBS. *P < 0,05 ve srovnani s kontrolni skupinou (K).

Na obrazku ¢. 6 je znazornéno piezivani jednotlivych lécenych skupin. Lécené
skupiny A (Serratia marcescens-SMCC) a B (Serratia marcescens) nedosahly delsi doby
preziti ve srovnani s kontrolni skupinou K. Rozdily mezi skupinami nebyly statisticky

vyznamné.
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Obr. 6: Vliv Serratia marcescens a Serratia marcescens-SMCC na dobu piezivani: A-

Serratia marcescens 500 mil/ml-SMCC, B — Serratia marcescens 500 mil/ml, K — kontrolni PBS.

5.3 Pokus ¢. 3: Studium vlivu kovalentné vazané Borrelia burgdorferi,
kovalentné vazaného mananu a jejich kombinace na redukci nadorového
ristu, pulzni rezim

V tomto pokuse byl sledovan vliv kovalentné vazané Borrelia burgdorferi a
kovalentné¢ vazaného mananu na redukci nadorového ristu. Z grafu na obrazku &. 7
vyplyva, ze k vyrazné redukci oproti kontrolni skupiné (K) nedoslo v zadné z 1é¢enych
skupin. Nejvyssi redukce nadoru, a to 41,74%, bylo dosazeno 10. den terapie kombinaci
Borrelia burgdorferi-SMCC/manan-SMCC. Zadna skupina nedosihla v zadném dni

statisticky vyznamné redukce nadorového ristu ve srovnani s kontrolou.
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Obr. 7: Vliv kovalentné vazané Borrelia burgdorferi a kovalentné vazaného mananu na

redukci nadorového rustu: A - Borrelia burgdroferi-SMCC, B — manan-SMCC, C — Borrelia

burgdorferi-SMCC s manan-SMCC, K — kontrolni PBS.

Na obrazku €. 8 je zndzornén vliv 1é¢by na primérny pocet metastaz v plicich

Vv jednotlivych skupinach. Jak je z grafu patrné, v kontrolni skupiné K byl pfitomny

nejvyssi pocet metastaz.
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Obr. 8: Vliv kovalentné vazané Borrelia burgdorferi a kovalentné vazaného mananu na

prumérny pocet metastaz v plicich: A - Borrelia burgdroferi-SMCC, B — manan-SMCC, C —
Borrelia burgdorferi-SMCC s manan-SMCC, K — kontrolni PBS.

Na dalS$im uvadéném grafu, obrazek €. 9, je znidzornén procentualni vyskyt metastaz
Vv jednotlivych skupinach. Ve vSech skupinach byl vyskyt metastdz vysoky, mimo skupiny
C (Borelia burgrorferi-SMCC s manan-SMCC) a ¢inil 100%.
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Obr. 9: Vliv kovalentné vazané Borrelia burgdorferi a kovalentné vazaného mananu na

procentudlni vyskyt metastaz v plicich: A - Borrelia burgdroferi-SMCC, B — manan-SMCC, C -
Borrelia burgdorferi-SMCC s manan-SMCC, K — kontrolni PBS.

5.4 Pokus €. 4: In vitro stanoveni vlivu inhibice NETs na cytotoxické
pusobeni neutrofilii na melanomové buriky s vazanym fMLF

Nejprve bylo ovéteno, jak vyplyva z obrazku 10, ze Cl-amidin, ktery byl pouzit
jako inhibitor tvorby NETSs, na nadorové buniky neptisobi toxicky a ze srovnani skupin D a
F plyne, Zze nepisobi toxicky ani na neutrofily. Co se tyce cytotoxického putisobeni
neutrofill na nddorové buiiky s vazanym f-MLF, ve skupiné¢ E doSlo k vyraznému
cytotoxickému efektu a redukci B16-F10 o 87,5 %. Jak je patrno z obrazku ¢. 10, pfi
zablokovani neutrofilnich extracelularnich siti pomoci Cl-amidinu doslo ke zméné
mnozstvi degradovanych nadorovych bun¢k oproti skuping, kde inhibitor NETs ptitomny
nebyl, primérna redukce nadorovych bun¢k v této skupiné dosahla 80%. To znamena, Ze
Cl-amidin snizil cytotoxické pusobeni neutrofilti o 8,6% a je mozno uvazovat o tom, zZe
téchto 8,6% predstavuje podil cytotoxického piisobeni neutrofild na nadorové buiky

prostiednictvim tvorby NETs.
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Obr. 10: Cytotoxicky test za pouziti inhibitoru Cl-amidinu. A - B16-F10, B - B16-F10
s ligandem f-MLF-BAM, C - B16-F10 s inhibitorem Cl-amidinem, D - B16-F10 a neutrofily, E - B16-F10
s ligandem f-MLF-BAM a neutrofily, F - B16-F10 s ligandem f-MLF-BAM a neutrofily a inhibitorem 0,1
mM Cl-amidinem. *P < 0,0005 ve srovnani s B16-F10 (A); +P < 0,005, ++ < 0,001 ve srovnani s B16-F10
s ligandem f-MLF-BAM (B); <P < 0,0005 ve srovnani s B16-F10 s inhibitorem Cl-amidinem (C); AP <
0,0005 ve srovnani s B16-F10 a neutrofily (D).

5.5 Pokus €. 5: In vitro stanoveni vlivu inhibice NETs na cytotoxické
pusobeni neutrofilii na melanomové burky s vazanym mananem

V dal§im in vitro (Obr. 11) pokusu byla tvorba NETs zainhibovana pomoci Cl-
amidinu v ptipadé¢, Ze nadorové buriky byl jako ligand navazan manan. To bylo spojeno s
pozorovanim vyrazné&jsiho efektu Cl-amidinu pfi potlaceni cytotoxického pusobeni
neutrofil na nadorové bunky. Oproti skupiné E (B16-F10 s ligandem manan-BAM a
neutrofily), kde doslo k redukci poétu nadorovych bunék o 50% oproti kontrolni skupiné
A, doslo u skupiny F, ktera obsahovala navic inhibitor Cl-amidin k redukci nadorovych
bunek pouze o 22,22%. Cl-amidin tedy snizil cytotoxicky G¢in neutrofild o 55,56%. Je
mozno tedy uvazovat, ze takto velky je podil tvorby NETs na cytotoxickém pisobeni
neutrofili na nadorové builky s mananem a ze srovnani s pfedchozim pokusem vyplyva,
ze u vazaného manan-BAM je tedy spoluticast tvorby NETs vyssi, nez u vazaného fMLF.
Tento experiment opér potvrdil, Ze Cl-amidin neplsobi cytotoxicky ani na nadorové

buriky, ani na neutrofily. Tvorbu NETs lze sledovat jak inhibici pomoci Cl-amidinu, tak
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by se méla projevit i na Grovni poklesu zivych neutrofili pfi jejich ataku nadorovych
bunék, tudiz ve skupiné E. Ve srovnani se skupinou D, kde byl tento atak minimalni,
nebot’ na nadorovych buinikach nebyl ligand vyvolavajici opsonizaci pfitomen, vSak

zaznamenan nebyl.
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Obr. 11: Cytotoxicky test za pouziti Cl-amidinu a mananu: A - B16-F10, B - B16-F10
s ligandem manan-BAM, C - B16-F10 s inhibitorem Cl-amidinem, D - B16-F10 a neutrofily, E - B16-F10
s ligandem manan-BAM a neutrofily, F — B16-F10 s ligandem manan-BAM a neutrofily s inhibitorem 0,1
mM Cl-amidinem. *P < 0,05 ve srovnani s B16-F10; + P < 0,05 ve srovnani s B16-F10 s ligandem manan-

BAM ; P < 0,01 ve srovnani s B16-F10 s inhibitorem Cl-amidinem.

5.6 Pokus €. 6: In vitro stanoveni vlivu inhibice NETs na cytotoxické
pusobeni neutrofili na melanomové buiiky sviazanym mananem,
dvojnasobny pocet bunék

Tento pokus byl proveden stejné, jako predchozi a zaméfil se zejména na analyzu
v poctu neutrofilli. Byl pouzit dvojnasobny pocet nadorovych bun¢k i neutrofilii, aby
vysledky pii pocitani byly piesnéjsi. Prestoze ve skupiné¢ B neutrofily vyvolaly nejvétsi
redukci poctu nddorovych bunek, nedoslo k vétSimu snizeni jejich po¢tu ve srovnani se
skupinou A, jak je vyneseno v grafu na obrazku ¢. 12. Experiment rovnéZ neumoznil
posoudit, zda Cl-amidin ovlivni pocet neutrofilli tim, Ze znemozni jejich rozpad pii tvorbé

NETs.
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Obr. 12: Zmé&na mnozstvi neutrofil béhem cytotoxického testu pfi pouziti Cl-amidinu,

dvojnésobné mnozstvi bunék: A — B16-F10 a neutrofily, B — B16-F10 s ligandem manan-BAM a
neutrofily, C — B16-F10 s ligandem manan-BAM a neutrofily a inhibitorem 0,1 mM Cl-amidinem, D —
neutrofily, E — neutrofily s inhibitorem 0,1 mM Cl-amidinem. *P < 0,05, ** < 0,01 ve srovnani s neutrofily

s inhibitorem 0,1 mM Cl-amidinem (E); +P < 0,05 ve srovnani s B16-F10 a neutrofily.

5.7 Pokus ¢. 7: In vitro stanoveni vlivu inhibice NETs na cytotoxické
pusobeni neutrofilii na melanomové buiiky s vizanym mananem, pouZziti
dvojnasobného a polovi¢niho mnozstvi Cl-amidinu

Tento pokus byl proveden stejné€ jako predchozi pokusy, a mél byt zméten opét vliv
na zménu v poctu neutrofild. V tomto pokusu bylo pouzito dvojnasobné a polovicni
koncentrace inhibitoru oproti piedchozim pokusim. Bylo potvrzeno, ze pifi vyssi
koncentraci neni inhibitor toxicky ani pro nadorové burky, ani pro neutrofily, jak je vidét
na obrazku ¢. 13. Cl-amidin ovlivnil pocet neutrofilii tim, Ze znemoznil jejich rozpad pti
tvorbé NETs, coz je dobie vidét pii porovnani skupin A a B se skupinou C. Pti pouziti 0,2

mM Cl-amidinu (C) doslo k niz§imu rozpadu neutrofild, coz jasné koreluje i s vy$$im

pfezivanim nadorovych bunék.
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Obr. 13: Zména mnozstvi neutrofiltt béhem cytotoxického testu pii pouziti dvojnasobného

a polovi¢niho mnozstvi Cl-amidinu: A — B16-F10 a neutrofily, B — B16-F10 s ligandem manan-

BAM a neutrofily, C — B16-F10 s ligandem manan-BAM a neutrofily a 0,2 mM Cl-amidin, D — B16-F10 a
neutrofily s ligandem manan-BAM a 0,05 mM Cl-amidin, E - neutrofily, F — neutrofily a 0,2 mM ClI-
amidin, G - neutrofily a 0,05 mM Cl-amidin. *P < 0,0005 ve srovnani s neutrofily; +P < 0,0005 ve
srovnani s neutrofily a 0,2 mM Cl-amidin; <P < 0,0005 ve srovnani s neutrofily a 0,05 mM Cl-amidin; AP <
0,05 ve srovnani s B16-F10; oP < 0,05 ve srovnani s B16-F10 a neutrofily s ligandem manan-BAM a 0,05
mM Cl-amidin.

Zhodnocenim in vitro pokust mizeme fici to, ze se NETs se podili na redukci
nadorové masy, coz je mozno zjistit nejen z u¢inku na nadorové bunky, ale do urcité miry
je mozno i vysledovat vztah ubytku nadorovych bun¢k k tibytku neutrofilt. Pii pouziti
mananu jako ligandu, Cl-amidin v koncentraci 0,1 mM zpusobil, Ze nadorovych bunék
bylo zlikvidovano o 13333,3 méné, coz koreluje s tim, ze pfi vzajemnych interakcich
piezilo 0 40 000 neutrofila vice. Cl-amidin v koncentraci 0,2 mM zpusobil, ze nadorovych
buné¢k bylo zlikvidovano 0 18 666,74 méné¢. Pti vzajemnych interakcich piezilo o 45 333,3
neutrofild vice. Pfi pouziti koncentrace 0,05 mM Cl-amidin doslo k pteziti o 25 333,3 vice

nadorovych bunék, pii vzajemnych interakci ptezilo vsak pouze o 1333,4 neutrofilt vice.
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5.8 Pokus ¢. 8: Studium vlivu Cl-amidinu jako inhibitoru NETs na
ucinek nadorové imunoterapie zaloZené na kombinaci R848 a manan-
BAM, pulzni lécba

Inhibitor neutrofilnich extracelularni Cl-amidin byl vyzkousen také v in vivo
pokuse. Jak je vidét na obrazku ¢. 15, béhem pouziti Cl-amidinu ve skupiné¢ C doslo ke
snizeni uCinku lécebné latky pouzité ve skupiné A. Toto dokazuje i srovnani pramérné
redukce nadorového rustu, kdy u skupiny A byla 69,5 %, zatimco ve skupin¢ C s Cl-
amidinem byla redukce nadorového riistu pouze 38,09%. Vysledky tedy ukazuji na to, ze

NETs hraji roli v terapii zaloZené na kombinaci R848 a mananu-BAM.

2500
2000 :
E
£ 1500
3 OA
S mB
T
c
€ 1000 mc
3 mD
mE
500
O i
0 2 4 6 8 10 12 14
Den terapie

Obr. 15: Vliv Cl-amidinu na redukci nadorového rustu: A — R848/manan-BAM, B — R848, C -
R848/manan-BAM s Cl-amidin, D — manan-BAM, K — kontrolni PBS. +P < 0,05 ve srovnani s manan-BAM

(D); *P <0,05. ** <0,01ve srovnani s kontrolni skupinou (K).

Na obrazku €. 16 je znazornén vliv 1écby na primémy pocet metastaz v plicich
Vv jednotlivych skupinach. Jak je z grafu patrné, nejvyssi pfitomnost metastdz byla u

skupiny B, druhy nejvy$$i pocet se pak mnachdzel u kontrolni skupiny K.
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Obr. 16: Vliv Cl-amidinu na praimérny pocet metastaz v plicich: A — R848/manan-BAM, B —
R848, C - R848/manan-BAM s Cl-amidin, D — manan/BAM, K — kontrolni PBS.

Na dal§im uvadéném grafu, obrazek ¢. 17, je zndzornén procentudlni vyskyt
metastaz v jednotlivych skupinach. Ve vSech skupindch se metastaze vyskytly, nejvyssi
vyskyt metastazi, a to 50%, byl u skupiny kontrolni (K). Druhy nejvyssi vyskyt, a to 40%,
nalezi skupiné B s R848.
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Obr. 17: Vliv Cl-amidinu na procentualni vyskyt metastaz v plicich: A — R848/manan-BAM, B
— R848, C - R848/manan-BAM s Cl-amidin, D — manan-BAM, K — kontrolni PBS.
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6 Diskuze

Imunoterapie je 1é¢ebny pfistup k terapii nddorovych onemocnéni, ktery vyuziva
Setrnéjsiho piistupu k lidskym zdravym bunikdm tim, ze je zacilen specificky na nadorové
bunky. Imunoterapie se prave diky této charakteristice jevi jako nejvice vhodné feseni
k 1é¢b¢ nadorovych onemocnéni. Proto i tato prace vyuziva metody imunoterapie
k redukci naddorového riistu. Snahou bylo zacilit specificky atak imunitnich bunck
kotvenim ligandti fagocytarnich motivi (fMLF a manan) na nadorové buiiky a podpofit
tak infiltraci imunitnich bun¢k do mista nddoru pomoci bakterii a resiquimodu. Tato
diplomova prace navazuje na predchozi bakalaiské a diplomové prace, které se také

zabyvaly problematikou stimulace vrozené imunity za uc¢elem redukce nddorového ristu.

Prvni pokus, provedeny v této diplomové praci, navazoval na prace, které jiz byly
v souvislosti s vyuZzitim bakterii béhem imunoterapie vypracovany, a to na praci Svackové
(Svackova, 2013) a Faberové (Faberova, 2012) a dale 1 na prace popisujici moznost
vyuziti bakterii pfi imunoterapii nadoru (Coley, 1906, Dang a kol., 2001, Toso a kol.,
2007, Diaz a kol., 2005). V tomto pokuse bylo opét ovéteno, Ze bakterie
Stenotrophomonas maltophilia ma vyraznég lepsi G€inky na redukci nadorového ristu nez
bakterie Serratia marcescens, prestoze ob¢ bakterie jsou gram-negativni a jsou si podobné
jak tvarem, tak velikosti (Hugh a Leifson, 1963 a Hejazi a Falkiner, 1997). LepSich
vysledkt ze strany Stenotrophomonas maltophilia bylo docileno ziejmé predevsim diky
rozdilnému izoelektrickému bodu. Izoelektricky bod Stenotrophomonas maltophilia je 11
(Jucker a kol., 1996) na rozdil od Serratia marcescens, jejiz izoelektricky bod je 3,9 (Van
der Mei a kol., 1992). To znamena, Ze na povrchu Stenotrophomonas maltophilia vznika
pti fyziologickém pH pozitivni naboj, zatimco na povrchu Serratia marcescens vznika
naboj negativni. Diky tomuto naboji mtze dojit k interakci Stenotrophomonas maltophilia
s nddorovou butikou, kterd ma negativné nabity povrch (Okuyama a kol., 1984), zatimco
Serratia marcescens toho se svym negativnim nabojem neni schopna. Pravdivost toho
tvrzeni ovétila ve své praci Svackova (Svackova, 2013), kde byl negativni ndboj Serratia
marcescens prebit pomoci oligolysinu. Po tomto vytvoireni kladného néboje na povrchu
bakterie, méla Serratia marcescens stejné 1é¢ebné vlastnosti jako Stenotrophomonas
maltophilia, jak bylo o¢ekavano. Z toho lze usuzovat, ze v tomto ptipad¢ je zasadni pro
navazani na nddorovou bunku a zacileni imunitniho ataku pravé naboj bakterie a jeji

izoelektricky bod. Toto tvrzeni je v souladu se zavéry dr. Jucker, ktera potvrdila, Ze se
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Stenotrophomonas maltophilia diky svému naboji dobfe vaze na zdporné nabité povrchy
(Jucker a kol., 1996). Dal$im parametrem, ktery byl v tomto pokusu sledovan, bylo
optimalni mnozstvi bakterii, které je pouzitelné k redukci naddorového riastu béhem
imunoterapie. Byla srovnavana koncentrace 500 mil/ml a 1000 mil/ml. Pii pouziti
Stenotrophomonas maltophilia se jako optimum jevi pouziti mensiho mnozstvi bakterii.
Serratia marcescens naopak dosahla lepsich vysledki pii pouziti vyssi koncentrace. I
tento jev mize byt zpisoben schopnosti Stenotrophomonas maltophilia se specificky vazat
na nadorové bunky a targetovat tak imunologicky atak. Pokud totiz byla pouzita vyssi
koncentrace bakterii, tyto bakterie se mohly nespecificky dostavat i do krevniho ob¢&hu,
diky tomu mohlo dojit ke snizeni specifické odpovédi proti nddoru, protoze imunitni
systém byl vyuZit na likvidaci bakterii v krevnim fecisti. Naopak zvySenim mnoZstvi
bakterii Serratia marcescens, které byly aplikovany do nadoru pfi terapii, bylo dosazeno
lepsich vysledka. To je nejspise dano tim, ze Serratia marcescens se specificky nevaze na
nadorové bunky, diky negativnimu ndboji a tak plisobi na systémové urovni. Diky tomu
doslo zfejmé k netargetovanému efektu, ktery byl slabsi, nez efekt zptisoben
Stenotrophomonas maltophilia. Prvni pokus tedy potvrdil jiz domnénku prof. Coleyho, ze
je mozné vyuzit bakterie béhem imunoterapie (Coley, 1906).

Na prvni pokus volné navazal pokus druhy, jehoz cilem bylo ovétit, zda ukotveni
bakterie Serratia marcescens na nadorovou bunku bude mit lepsi vliv na redukci
nadorového ristu, nez bakterie volna. V tomto pokusu bylo pouzité kovalentni kotveni
pomoci SMCC (Baker a kol., 2015). Bylo potvrzeno, Ze ukotveni Serratia marcescens na
povrch nadorové bunky ma ptiznivéjsi icinek na redukci nadorového riistu nez pouziti
volné bakterie, kterd se nema jak na nadorovou buiiku specificky navazat diky nizkému
izoelektrickému bodu (Van der Mei a kol., 1992). Ve srovnani s pokusem Svackové
(Svackova, 2013), kde byl na Serratia marcescens vytvoten kladny naboj pomoci
oligolysinu, nedosédhla vSak kovalentné vazana Serratia marcescens tak ptiznivych
vysledki. Toto je dano nejspiSe tim, Ze béhem vyuziti kladného néboje dochéazi k pifimé
interakci s nddorovou butikou. Zatimco béhem vyuZiti kovalentni kotvy je bakterie vazana
ptes sekundarni latku k nadorové buiice.

V pokuse ¢islo tfi byla vyuzita odliSna bakterie a to Borrelia burgdorferi. Borrelia
burgdorferi byla vyuzivéana kviili tomu, Ze neobsahuje klasicky enterobakterialni
lipopolysacharidu (LPS), za coz je zodpovédna piedevs§im absence volného lipidu A
(Takayama a kol., 1987). Borrelia burgdorferi vsak obsahuje LPS-like substance

(Schwarzova a Ciznar, 2004). Testovani bakterie bez LPS bylo zamérné, protoze bakterie
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Stenotrophomonas maltophilia (Matera a kol., 2004) a Serratia marcescens LPS obsahuji
(Makimura a kol., 2007), a je zde snaha o konstruovani terapeutika bez LPS. LPS je
nezadouci hlavné kvili tomu, Ze u lidi mtize zpiisobovat rizné zdravotni komplikace od
vyrazky na kiizi az po tézké alergické reakce (Steward a kol., 2006). Pfechodny nevyrazny
terapeuticky efekt byl zaznamenan pouze v kombinaci Borrelia burgdorferi s mananem.
Kumzékova (Kumzakova, ustni sd€leni) popsala obdobnou synergii u Listeria
monocytogenes v kombinaci s kotvenym mananem, zde byl vSak efekt vyrazné siln¢jsi. Pti
pouziti samotnych bakterii Borrelia burgdorferi nebyl zaznamenan zadny terapeuticky
efekt. Manan zde tedy fungoval jako aktivator imunitnich bun€k pfes man6zovy receptor,
jak popisuje Takahashi a kol., 1998, miizeme ale uvazovat i o aktivaci komplementu
(Janotova, 2014). To, ze samotna Borrelia burgdorferi nezplsobila redukci nadorového
rustu, se da ptisuzovat tomu, Ze aktivuje odlisné TLR. Pokud se do organismu dostane
urcitd forma LPS, reaguji na ni TLR 4, tyto Toll-like receptory vSak nereaguji na
povrchovy lipoprotein A, ktery je na povrchu Borrelia burgdorferi. Tento protein je
signalizovan pomoci TLR 2 (Bulut a kol., 2001). Pokud dojde ke srovnéani Borrelia
burgdorferi s dalsi bakterii Mycobacterium tuberculosis, kterou pouzivala Jackova
(Jackova, ustni sdéleni), zjisti se, ze Mycobacterium tuberculosis byla i¢inna i sama, bez
nutné kombinace s mananem. To maze byt dano tim, ze Mycobacterium tuberculosis
funguje jako TLR agonista a fagocytarni motiv, na rozdil od Borrelia burgdorferi, tedy
sama aktivuje komplementovy receptor 3 (Garcia a kol., 2005). Dal$im faktorem, pro¢ se
pti pouziti Borrelia burgdorferi nepodatilo dosahnout tak dobrych vysledkii miize byt i jeji
povrchové usporadani, které je pro ni charakteristické a na dalSich prokaryotickych
organismech se nevyskytuje. Povrchova vrstva Borrelia burgdorferi totiz obsahuje
unikatni lipidové vrstvy bohaté na cholesterol a glykolipidy, a zda se, Ze tyto struktury
nejsou pro vyvolani imunitni odpovédi tak vhodné (Toledo a kol., 2015).

Pokusy ¢islo 4, 5, 6 a 7 byly in vitro pokusy. Vysledkem ptedchozich studii
imunoterapie zalozené na kombinaci ligandi TLR a fagocytarnich receptorii bylo zjisténi
vyznamného podilu neutrofilni infiltrace a to u terapii zaloZenych na izolovanych
ligandech (Janotova, 2014), tak i pti pouziti bakterii (Caisova, Gstni sdéleni). Neutrofilni
infiltrace byla pozorovana histologicky, pomoci pritokové cytometrie a jeji vyznam
podporuje 1 rychlost terapeutického zasahu, neutrofilim odpovidajici. V pocatcich reakce
na intraceluldrni ¢i extracelularni patogen je totiz vyzadovéna rychld reakce pomoci
infiltrace neutrofilli. Ostatni buiiky imunitni reakce (monocyty, nezral¢ dendritické buiiky)

se Ucastni pozd¢ji az po jejich ptitahnuti pomoci cytokini a chemokind, které jsou
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produkované aktivovanymi neutrofily (Silva, 2010). Otazkou bylo, zda mize byt
predpokladéan neutrofilni atak mechanismem frustrované fagocytozy ¢i tvorbou
neutrofilnich extracelularnich siti (Lu a kol., 2012). Dal$i moznosti pisobeni neutrofila
(pfima fagocytdza) se jevi jako vysoce nepravdépodobné, vzhledem k poméru velikosti
neutrofilii a nddorové buniky (Wheeler a Underhill, 2014). Cilem provedenych in vitro
experimentl bylo pfispet k pozndni mechanismu piisobeni neutrofili na nddorové bunky a
to nejen v kontextu mnou provedenych in vitro pokust, ale 1 dalSich studii celého tymu.

V pokuse ¢islo 4 doslo k inhibovani tvorby neutrofilnich extracelularnich siti
pomoci Cl-amidinu. V tomto pokuse byl jako ligand pouzit fMLF. Tento ligand byl pouzit,
protoze je odvozen piimo od bakterii. Tento bakterialni peptid dale plni funkci
chemotaktického faktoru a je vysoce vykonnym chemoatraktantem neutrofilti (Hayashi a
kol., 2013). V tomto pokuse bylo zjisténo, Ze podil neutrofilni extraceluldrnich siti na
redukci nadorové masy byl maly. Tudiz se zfejm¢ ataku proti nadorovym buitkam pti
pouziti fMLF jako ligandu, G€astni z vétsi miry oxidativni vzplanuti, protoze fMLF, jak jiz
popisuje Dana a kol., pisobi i na aktivaci oxidativniho vzplanuti (Dana a kol., 2000).
Pomér velikosti pisobeni oxidativniho vzplanuti byl zkouman v jiné diplomové praci.

V pokuse ¢islo 5, 6 a 7 byl jako ligand pouzit manan, ktery byl kotven na nddorové
buiiky. Manan byl v téchto pokusech pouzit pfedev§im pro srovnani a¢inku neutrofilnich
extracelularnich siti pii pouziti jiného dostupného ligandu. Dale je to latka, ktera byla takeé
vyuzita v poslednim in vivo pokusu této prace (viz dale) a byla pouzZivana i v dalSich
pracich, na které tato diplomova prace navazuje. Ve srovnani s pfedchozim pokusem, pfi
pouziti mananu jako ligandu byl podil neutrofilnich extracelularnich siti na redukci
nadorové masy vys$si neZ u fMLF ligandu. Toto zjiSténi plné koreluje s provadénym in
vivo pokusem (viz dale). Vy$si podil NETs na ataku nadorovych bun¢k, miize byt
vysvétlovan tak, ze pfi pouZziti mananu jako ligandu, jsou vyuzivany jiné signalni drahy a
jiné receptory. Béhem piisobeni fMLF dochazi k aktivaci lymfocyth ptes formyl peptidoveé
receptory, pokud se na takovyto receptor navaze vhodny motiv, vede to k chemotaxi
bunék, jejich aktivaci i stimulaci (Hayashi a kol., 2013). Na manan se vdze mannose-
binding lektin (aktivace komplementu, iC3b opsonizace pro neutrofily) (Reid a Turner,
1994). Jak se tyto odlisné mechanismy projevi riznym zapojenim NETs by bylo pfedcasné
diskutovat.

Pokus ¢islo 6 byl provadén za ticelem zpiesnéni pocitdni pomoci Biirkerovy
komirky, proto zde byly pouzity vétsi pocty bunck. Jinak pokus probihal stejné jako

piedchozi pokus in vitro. Zptesnénim pocitani bunék jsem chtéla predevsim vytvoftit
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ptedpoklady pro exaktnéjsi vyhodnoceni zmén v poctu neutrofilt pfi jejich interakci

s nddorovymi bunikami. Tvorbu NETs a zji$téni jejiho vyznamu pii cytotoxickém pisobeni
neutrofilli na nadorové buiiky byla snaha totiz sledovat nejenom inhibi¢né (zmenseni
cytotoxicity neutrofill inhibici tvorby NETs pomoci Cl-amidinu), ale bylo zde uvazovano
ito, ze tvorba NETs musi byt spojena s thynem neutrofilti. Bohuzel ubytek neutrofilti
oproti pouzitému mnozstvi byl v in vitro pokusech tak maly, ze doslo k velice
problematickému vyhodnocovani pomoci Biirkerovy komtirky, pokusy proto neslo zcela
piesné vyhodnotit.

Pokus ¢islo 7 byl provadén obdobné¢ jako ptedchozi in vitro pokusy. Bylo zde
zkoumano, zda zména v koncentraci inhibitoru pozitivné ¢i negativné ovlivni pocty
neutrofild a nadorovych bunck. Obecné se da fici, Ze pii vySSich koncentracich
Cl-amidinu je mozno vypozorovat, Zze mensi cytotoxicky ucinek neutrofilii dany inhibici
tvorby NETs je spojen s jejich mensim tbytkem. Pti nizké (0,05 mM) koncentraci Cl-
amidinu byl tento jev v§ak minimalni. Celkov¢ je vSak tfeba konstatovat, ze sledovani této
korelace je velmi obtizné, nebot’ ibytky neutrofild dané jejich sebevrazednym atakem a
tvorbou NETs jsou relativné vzhledem k jejich pouZzitému poctu velmi malé.

Zajimavym efektem, ktery bylo u vSech in vitro pokusit mozno sledovat, bylo, ze
nedochazelo k cytotoxickému plisobeni neutrofili na nadorové builky samotné, aby doslo
k interakci, musel byt pfitomny ligand. V téchto skupindch sice doslo k poklesu mnozstvi
neutrofild, zfejmé z dlivodu samotné manipulace s neutrofily, ale mnoZstvi nadorovych
bun¢k zistalo nezménéno. Neutrofily totiz nemély zadny divod k ataku nadorovych
bunék. Tedy neutrofily nadorové buiiky nezabijely. Tato pozorovani presné korelu;i
s pozorovanim Vacové (Véacova, tstni sd€leni), kterd sledovala vznik interakci pomoci
mikroskopovani.

Pokus ¢islo 8 byl opét pokus in vivo pokus a mél ovéfit, zda pozorovani in vitro
pokusech budou obdobné i v roviné in vivo. V tomto pokuse byl pouZit resiquimod jako
1é¢ivo. Resiquimod byl pouzit ze stejn¢ho ditvodu jako Borrelia burgdorferi v pokuse €. 3,
aby doslo k nahrazeni LPS pro ¢lovéka bezpecnéjsi latkou (Meyer a kol., 2013).
Resiquimod je u mysi agonistou TLR 7 (Weeratna a kol., 2005). Stejn¢ jako v pokuse Cislo
5 bylo pozorovéno, ze se Cl-amidin ucastni procesu pisobeni 1€€by pomoci R848 na
redukci nadorové masy, tedy bylo ovéteno, ze extracelularni neutrofilni sit¢ hraji svou roli
pfi redukci nddorové masy. V mnoha pracich (Demes a kol., 2012, Ho-Tin-Noe a kol.,
2009, Zhou a kol., 2003 a Fuchs a kol., 2012) se ptedpoklada, ze tvorba extraceluldrnich

neutrofilnich plisobi pronadorové diky podpofte proliferace primarniho nadoru a
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uvolnénim nadorovych bun¢k, tvorbou mikroprostiedi pro zachyt nadorovych bunck a
inhibici apoptozy. V rozporu s témito tvrzenimi jsou vSak pozorované vysledky z tohoto
pokusu, kdy doslo ke snizeni u¢innosti 1écby, pokud byl aplikovan Cl-amidin. Mizeme
tedy predpokladat, ze 1 tvorba NETs hraje roli béhem degradace nadorovych bunék

v organismu, coz koreluje s vysledky Odajima a kol, 1996 a Saffarzadech a kol., 2012.
Soucasti pokusu bylo také sledovani po¢tu metastaz v prezivsich mysich. Dle Zhou a kol.
dochazi k podpofte tvorbé metastaz pomoci NETs, tim Ze jsou schopné nadorovou buiiku
zachytit 1 na odlehlych mistech od primérniho nadoru, ptsobit na ni velkym mnozstvim
biologicky aktivnich latek a tim podpofit jeji proliferaci. V naSem pokusu skupina, ktera
byla lé¢ena kombinaci 1é¢iva resiquimodu a Cl-amidinu méla mensi mnozstvi metastazi a
vyskytovaly se u mensiho mnoZzstvi mysi v porovnani s kontrolni skupinou. Tento jev lze
vysvétlit tim, Ze pokud dojde k lokalni aplikaci Cl-amidinu do nadoru, lze i pfedpokladat,
ze ur¢ité mnozstvi Cl-amidinu mohlo byt nespecificky uvolnéno i do krve. Diky tomu,
mohlo dojit k inhibici vzniku NETs v krvi, ¢imZ nevznikalo mikroprostiedi pro zachyt
nadorovych bunék na mistech vzdalenych od primédrniho nadoru. To je vSak jen pracovni

hypotéza, vyzadujici dalsi ovéteni.
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7 Souhrn

Potvrdilo se, ze bakterie Stenotrophomonas maltophilia pisobi terapeuticky na
redukci nadorové masy 1épe nez bakterie Serratia marcescens a to 1 v piipadé

navazani bakterie Serratia marcescens na povrch nadorovych bunék.

Vys$§i mnozstvi bakterie Stenotrophomonas maltophilia neptineslo vyssi
terapeuticky ucinek, na rozdil od Serratia marcescens, ktera dosahla lepsiho

terapeutického vysledku.

Bakterie Borrelia burgdorferi se nehodi jako terapeutikum pro 1é¢bu nadorovych

onemocnéni a to ani ve spojeni s mananem, kotvenym na nadorové bunky.

Cl-amidin jako inhibitor tvorby neutrofilnich extraceluldrnich siti neni toxicky pro

neutrofily ani nadorové buiiky.

Formovani extracelularnich neutrofilnich siti se Gi¢astni imunitniho ataku béhem

cytotoxického plisobeni neutrofilti na nadorové buiiky s kotvenym mananem.
Inhibice extracelularnich neutrofilnich siti in vivo vedla ke snizeni G¢inu 1é¢by ,

coz potvrzuje Ucast neutrofilnich extracelulérnich siti na imunitnim ataku proti

nadorové mase (terapie R848/manan).
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8 Seznam zkratek

APC — antigen prezentujici buiiky

BAM — Biocompatible Anchor for Cell Membrane

BCG — Bacillus Clamette-Guérin

BCG/CWS - Bacillus Clamette-Guérin/cell-wall skeletons
CLRs — lektinovy receptor typu C (C-Type Lectin Receptros)
CTL — cytotoxické T lymfocyty

DAMPs - molekulové vzory spojené s poskozenim tkani (Damage-associated Molecular
Paterns)

DMSO - Dimethylsulfoxid

DNA — deoxyribonukleova kyselina

EDTA - kyselina ethylendiamintetraoctova

FasL — Fas ligand

FCS — bovinni fetalni sérum (Fetal Calf Serum)

FGFs — fibroblastovy ristovy faktor (Fibroblast Growth Factor)
fMLF — N-formyl-methionyl-leucyl-fenylalanin

FPR — formyl peptidové receptory

GM — CSF - faktor stimulujici granulocyty a makrofagy (Granulocyte Macrophage
Colony-Stimulating Factor)

HCI — kyselina chlorovodikova

HCIO- kyselina chlorna

IL 2 — interleukin 2

IL-1- interleukin 1

IL-6 — interleukin 6

INF1- interferon typu 1

IPE — izoelektricky bod

MACS - Neutrophil Isolation Kit Mouse

MASP-1 a MASP-2 — Mannose-binding Protein Associated Serine Proteases
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MBL — Mannose-binding lectin

mfpr — mysi formyl peptidové receptory

NADPH - nikotinamidadenindinukleotidfosfat, redukované forma
NETs — neutrofilni extracelularni sit¢ (Neutrophils extracellular traps)
NK — pfirozeni zabijeci (Natural Killers)

NLRs - NOD-like receptory

PAD4 — peptidylarginine deiminaza 4

PAMPs — molekulové vzory vyskytujici se na patogenech (Pathogen-associated Molecular
Patterns)

PBS — pufrovany fyziologicky roztok (Phosfate Buffered Saline)

PEG - polyethylenglykol

PRRs - receptory rozpoznavajici motivy (Pattern Recognition Receptors)
R848 — resiquimod

RLRs - Retinoic acid-inducible gene (RIG)-I-like receptory

ROS — reaktivni formy kysliku

SMCC — Succinimidyl-4-(N-maleimidomethyl)cyclohexane-1-carboxylate
SR/CR - spontanni regrese/ kompletni rezistence

TAN — s nadorem spojené neutrofily (Tumor-associated neutrophils)
TCEP-HCI — Tris(2-carboxyethyl)phosphine hydrochloride

TDSFs — rozpustné faktory produkované nadory

TGFp — Transforming grawth factor

TLRs — Toll-like receptory

TNF o — Tumor necrosis faktor a

VEGF - vaskulérni endotelovy rustovy faktor (Vascular Endoteliar Growth Factor)

WT — divoky typ (wild type)
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