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1 Uvod

Ceska Republika p&tmezi onkologicky nejzatiz&f$i staty v evropském i celosv
tovém nefitku a mortalita rakoviny se podili 25,8% na cel&amrtnosti populace. Nadoro-
chorobami, picemz podle pedpowdi Americké asociace klinické onkologie (ASCO 2013)
vzroste poet novych onemocami v roce 2030 o 45 % a nadorova onendocrse stanou
negasgjSi pricinou umrti v populaci namisto kardiovaskularniclorob (Dusek a kol.
2014).

| z téchto divoda vyzkum rakoviny a hledani novychégbnych postujp stale nabyva
na dilezitosti. BEZn¢ pouzivané radioterapeutické a cytotoxickésgupy jsou hlavé diky
své nespecifnosti, i které jsou poSkozovany jak iky nadorové, tak i biky zdravé, spo-
jovany ¢asto s devastujicimi nasledky pro pacienta. aslatlku toho se nyni velka pozor-
nost zamifuje na relativé novy gistup, tzv. cilenou imunoterapii, ktera vyuzividrqzené
imunitni mechanismy k aktivaci protinadorové imynit

Obsahem této prace je imunoterapie zaloZena nalstinvrozené imunity, proistd-
nictvim molekul vyskytujicich se na patogennichamigmech, tzv. Pathogen associated
molecular patterns (PAMPS), které jsou rozpoznévangptory vrozené imunity PRRs (Pat-

tern recognition receptors).



2 Nadorova onemocini

2.1 Charakteristické znaky nadorovych burgk

Nadory vznikaji z normalnich btk nasledkem genetickych Zmovliviwujicich g@is-

né kontrolovany systém bgtiného fistu. Bylo popsano Sest zrniakadorovych bukk, které

ziskavaji na své cesk jakémukoliv z vice nez stéianych typi lidskych malignich one-

mocreni (Pietras a Ostman 2010). Mezi ty to znakyipablEstainost fistovych signal,

rezistence kustovym inhibénim signaim, schopnost uniknout apoptéze, neomezeny repli-

kacni potencial, nefetrzita angiogeneze a schopnost invaze a metasidzdedmy poten-

cialni znak rakoviny, vyhnuti se imunitnimu dozammoziuje nadorovym btkdm uniknout

protinddorové imunitni odp@di nebo ji aktivie potlatovat. Kron& rakovinovych buik,
nadory vykazuji dalSi rozén slozitosti: obsahuji Siroky repertoar zdaslnormalnich buék,

které ispivaji k ziskani charakteristickych zmakytvarenim ,nadorového mikroprast

di* (Hanahan a Weinberg 2011).

2.2 Rozdéleni nadoni

Nadory mizeme rozdlit do téi hlavnich fid:

Benigni nadory: mohou vznikat v jakékoliv tkanistou lokalg a mohou tak zjso-
bovat potize lokalnim tlakem nebo obstrukci. Sgojen znakemeéchto nadai je ne-

schopnost $it se do vzdalenych mist.

In situ nadory: obvykle se vyviji v epitelu, obvgkdle ne vZzdy jsou malych rozm.
Bunky maji morfologickych vzhled nadorovych kil ale Zistavaji v epitelové vrsty
neinvaduji bazalni membranu a pédpy mezenchym. &né stupi dysplazie mohou

piedchazet karcinomu in situ.

Maligni nadory: pl& rozvinuty nador s charakteristickou schopnostiadap a niit
priléhajici mezenchym (lokalni invaze). Nadorovéilou ziskavaji progednictvim
krevnihoreCiste Ziviny a produkujiradu protei, které podporujitrst krevnich cév do
nadoru a nador tak dale rfepzZitt roste. No¥ vzniklé cévy jsou znmé nedokonalé a
muze snadno dojit k jejich poSkozeni a invadujicianédé butky mohou &mito a
lymfatickymi cévami pronikat. Nadorové fragmenty moo byt nesenyémito cévami



do lokalnich lymfatickych uzlin nebo do vzdalenyohgani, kde mohou zakladat
sekundarni nadory (metastazy)(Knowles a Selby 2005)

2.3 Karcinogeneze

Karcinogeneze (proces vyvoje rakoviny) je vicesayy proces. Karcinogen je latka,
ktera zfisobuje rakovinu. Karcinogen je také definovan jakokalni, chemické nebo bio-
logickeé ¢inidlo nebo kombinacéinidel, které vedou k rozvoji rakoviny v organisnidezi
fyzikélni ¢initele pati ionizujici z&eni (X-paprsky), neionizujici ¥@ni (UV swtlo) acastice
(azbest). Mezi chemické latky Ize zahrnout chromapenaty, benzidin, slozité $si jako
je cigaretovy kotia vedlejSi uhelné produkty. Za biologickéitele jsou povazovany viry a
parazité. Prawpodobnost rakoviny se zvySuje s potenci karcinogeawstup&m a délkou
trvani expozice a délkou doby, ktera uplynula opoice (Warshawsky a Landolph 2006).

Obecré prijimany vicestupovy model karcinogeneze navrzeny Fearonem a Vogel-
steinem (Fearon a Vogelstein, 1990) slouzi jakoe@pro studium karcinogeneze (Obr. 1).
Studiem vicenasobnych benignich a malignich natlastého deva bylo zji&no, Ze be-
nigni novotvary obsahuji mutace v genech, jako BB, ras a p53 a je popisovatesta
piitomnost gkolika mutaci na nador, zejména u malignich n&dglodel popisuje postupné

ziskavani mutaci a&ii se, Ze v procesu karcinogeneze jefitejSi celkové nahromahi

mutaci (nejméd pét az sedm) nez padi.
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Obr. 1: Vicestupiiovy model rakoviny tlustého steva (Wexler 2014).

2.3.1 Tumor supresorove geny a onkogeny

Geneticky, tento vicestiipvy proces zahrnuje aktivaci protoonkoggernaktivaci
tumor supresorovych géra epigenetické udalosti, které&mi genovou expresi a procesy
které jsou zapojeny do b&mé smrti, oprav DNA a metylace (Wegler 2014). Jaiqon-
kogeny, tak tumor supresorové geny jsou normalmiéiné geny nezbytné prorgiti
(Jakdbisiak a kol. 2003).

Mezi odhadovanymi 25000 geny v gam genomu je kolem 100 génkteré jsou kla-
sifikovany jako onkogeny, protozZe aktiva¢eltto geri predstavuje zdsadni udalost pro roz-
voj mnoha, ne-li vSech nadorOnkogeny byly poprvé objeveny studiem genetickiokin
rakoviny. Termin aktivace onkogenu ozog kvantitativni nebo kvalitativni ziny
v expresi nebo funkci onkogenu. V neaktivovanémstge onkogen (nazyvany jako proto-
onkogen) uplatuje viad zakladnich funkci v s@&m genomu. Vzhledem k tomu, Ze pri-
marni Uloha onkogeénspaiva v kontrole bu&ného fistu, proliferace a diferenciace, ne-
piiméiena expresethto geri miZze mit vliv na abnormalniist a proliferaci tka# Aktiva-
ce onkoget je tak disledkem nevhodné nebo na&tmeé expresi protoonkogenu (Wegler
2014).



Na druhou stranu tumor supresorové geny byly olevyzpoznany podle jejich za-
rode&nych mutaci, které predisponuji postizené jedincgEdicnym formam rakoviny
(Jakobisiak a kol. 2003). Tumor supresorové gefiyp@né nazyvaneé antionkogeny, funguji
v potlateni rozvoje rakovinovéhaistu. Zatimco onkogeny k tomu, aby byl§inng, musi
byt aktivovany, tumor supresorové geny musi bytpa#oinaktivovany nebo ztraceny pro
rozvoj rakoviny. Bylo prokazano, ze ztrata neboaatobou otcovskych a megkych kopii,
to znamena v obou alelach tumor supresorového geuosi nastat, aby doslo k ods&an
jejich vlivu v potlaeni vzniku rakoviny (Wegler 2014). Tumor supres@geny se podileji
na obrag proti rakovire téméf ve vSech fazich procesu karcinogeneze. Jeden
hlavni roli v opra¢ DNA. Za normalnich fyziologickych podminek je fgim p53 exprimo-
van na velmi nizké arovni, je vysoce nestabilni & mizkou DNA vazebnou kapacitugD
dicnost mutantni alely p53 tumor supresorového gempfifénou Li-Fraumeni syndromu,
charakteristickym zvySenym rizikem celédy nadorovych onemoéni (Jakdbisiak a kol.
2003).

2.3.2 Faze karcinogeneze

Na zaklad experimentalni studie na hlodavcich, vicesawy proces karcinogeneze
je tradné rozcElovan na iniciaci, promoci a progresi (Jakobisidéoh 2003).

Iniciace z&ina poSkozenim DNA v bétné populaci vystavené chemickym, fyzikal-
nim nebo mikrobialnim @sSinou virovym) karcinogeim. Pokud nedojde k opré&vposko-
zeni DNA mize vyvolat genetické mutaceétina tchto znén DNA je bezvyznamnych
pro Zivot buiky a zcela nevinnych z hlediska rizika rakovinySkazeni rozhodujicich gén
by vSak mohlo byt letalni, ale ani v tomtéigad nevyplyva riziko indukce nadoru. Pouze
piilezitostre mutace vytveeji nistovou vyhodu pro hiku z divodu zvySené proliferace ne-
bo snizené buwiné smrti. NejdlezitéjSi v této souvislosti jsou mutace aktivujicich tpro
onkogeri a inaktivujich tumor supresorovych ger{Jakébisiak a kol. 2003) Fuiki faze
iniciace je relativa kratka a nize nastat &hem hodin nebo dn Naproti tomu progrese ini-
ciované biky v plné maligni buiku je dlouhotrvajici proces vyZadujiciégice u zuiat a
roky u lidi (Wegler 2014).

Promoce niZe byt definovana jako proces klonalni expanzedaané buiky, ktery
vede ktvorl pre neoplastickych bgk produkujicich noduly, polypy nebo papilomy
(Jakobisiak a kol. 2003)



Faze progrese jeast neoplastického procesu spojena s rozvojemoiracié biiky
v biologicky maligni bus¢nou populaci. Obe@nse progreséasto pouziva k ozgeani stadii,
jimiZ se benigni proliferace stava maligni, nebe k& nador rozviji z nizkého do vysokého
stupré malignity. BBhem progrese nadory vykazuji zvySenou invazivibzyiji schopnost
metastazovat a poté dochézi keimédm v biochemickych, metabolickych a morfologickych
vlastnostech (Wegler 2014).

2.4 Melanom

Melanom je zfisoben transformaci melanotywe kterych doslo k nahromad ge-
netickych zm¢n vedoucich k abnormalni proliferaci a disemindiedispozice k tomuto
onemocgni miZe byt ovliviena genetickym pozadim jednotlivce, stavem pigmentaex-
pozici UV z&eni. Klinicky miZze byt melanom rozten do @ti skupin na zaklagtlumisgni a
progrese: ziskané a kongenitalni névy bez dyspkystn zneén, dysplastické névy se struk-
turalnimi a architektonickymi atypiemi, radialriistova faze (RGP), vertikalniistova faze
melanomu (VGP) in situ nebo invazivriieg dermis a metastaticky melanom. Na druhé stra-
né klasifikace TNM — tumor, uzliny, metastazy se Zame na tlousku nadoru a ulceraci
(T- kategorie), pdet metastatickych lymfatickych uzlin a nadorovazat kazdé uzlia (N-

kategorie) a visceralni a non-visceralni metas(ffategorie) (Gelmann a kol. 2014).

2.4.1 Melanom B16F10

Buné¢nd linie B16 byla odvozenargd vice nez 60 lety z chemicky indukovaného
nadoru mysSi C57BL/6 (Herlyn a Fukunaga-Kalabis 308® se tykd melanomu B16 jako
modelu pro lidsky melanom, jedna se o vhodny modeho rychly iist, nizka exprese
MHC | molekul, necitlivost k adoptivni terapii CTu podkoznich onemoéni jsou horsi
v porovnani s #sSinou lidskym melanof) a navrhnout kbu melanomu B16 ipdstavuje
téZkou zkouSku pro nadorovou imunoterapiiroce 1970 bylo izolovanoékolik variant
melanomu B16. Hlavni rozdily mezi subliniemi gp@ji v jejich metastazujicim potencialu
a citlivosti k destrukci imunitnim systémem. BEg€ji pouzivanou variantou je melanom
B16F10, ktery je vysoce agresivni a metastazujeimzgoniho mista v podkozi do plic
(Overwijk a Restifo 2001). Vzhledem k silné pigneaitje tato linie povazovana mnohymi
védci jako idealni model melanomu. Hlavnim problémesak je, Ze $tSina jejich adheziv-
nich a fistovych fakto# je odliSna od melanomu u lidi, respektive lidskyrb&jSka mela-

nomu. Steja tak enzymy upldiujici se pi invazi do tkani, schopnost btk prekonat imu-
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nitni systém, antiapoptotické mechanismy a mnoHh8siata charakteristickych nadorovych
znaki neodrazi lidské onemoémi (Herlyn a Fukunaga-Kalabis 2010). Ramliska linie je
pojmenovana B16F1, dalSi varianty jsou B16FO0, kaizschopnosti metastazovat a B16

BL6 s vysokym stupgfm metastazovani aretini kolonizaci plic (Overwijk a Restifo 2001).

2.5 Imunita

Zakladni pojeti v moderni biologii je klasifikagaunitni odpo¥di na vrozenou nebo
adaptivni. Tyto dva systémy jsou rozliSovany pddleo, zda jsou receptory pro antigen za-
kodovany v zarodme linii (vrozena imunita) nebo vytiény somaticky genovymiesmy-

kem nebo hypermutacemi (adaptivni imunita) (Kanal&ol. 2007).

2.5.1 Adaptivni imunita

Adaptivni rameno imunitniho systému se sklada z B @urek. Ve srovnani
s vrozenou imunitni odp@di, ktera rozpoznava patogeny na zakladspecifickych mole-
kularnich vzoi, jako napiklad jedndettzcova RNA nebo lipopolysacharid, adaptivni imu-
nitni odpowd’ je fizena obrovskotiadou nesmirkhrozmanitych a vysoce specifickych anti-
gennich receptarna T butkach (TCR) a B btkach (BCR). Diverzita a specifitédhto an-
tigen specifickych receptdie vysledkem V(D)J rekombinace, formy genetickéorabina-
ce, kterd nahodnkombinuje variabilni, diverzifikéni a spojovaci genové segmenty a
umoziuje vytvaeni milionmi raznych vysoce specifickych recepiof(Raval a kol. 2014).
Pokud se tyto molekuly vaZzou na struktuéapiiibuzné proteiny, zvané antigeny a zad
pokladu, Ze jsouiftomné kostimuléni signaly, dochazi k proliferaci antigen-specifick
lymfocyta (Adam a kol. 2003). Tento prolifefiai proces, jako vysledek aktivace, je znamy
jako klonalni selekce a podporuje robustni antig@ecifickou imunitni odpad’, stejré jako
rozvoj dlouhodobych pa#&iovych burk (Raval a kol. 2014). DivdalSi rodiny molekul hraji
vyznamné role v ziskané imugitprodukty gef hlavniho histokompatibilniho komplexu
(MHC) a cytokiny (Adam a kol. 2003). Cytokiny jstWavnimi mediatory obrany hostitele,
v tom, Ze reguluji komunikaci mezi antigen prezgotmi bunkami (APCs), lymfocyty a

dalSimi hostitelskymi hitkami v pifibéhu imunitni odpowdi (Belardelli a Ferrantini 2002).

2.5.2 Vrozend imunita

Vrozena imunita funguje jako prvni linie obrany fproizim patogefim, odpovida

v kratkémcasovém usekudhem minut, az hodin a méa celtadu efektorovych mechanisim



Existuje velké mnozstvitenych slozek vrozené imunity zahrnujici fyziologickariéry
(epitel kize a sliznini membrany) efektorové bky (makrofagy, NK biiky, skupina vro-
zenych lymfocyt, dendritické biiky, Zirné buiky, neutrofily a eozinofily kror jinych)
mechanismus rozpoznavani (pattern recognition -likel receptory, NOD-like recepto-
ry, ...) @ humoralni mechanismy (proteiny kompletaencytokiny). Na rozdil od vice speci-
fické, ale pomalejSi adaptivni imunitni odgdv skladajici se jf@devSim zB a T buhk,
rychlejSi vrozena imunitni odp&¥ je obvykle charakterizovana zdem tkar. Zaret tkarg,
jako sowast vrozené imunitni odpédi, pomaha eliminovat invazivni cizi patogeny, Zaha
je opravu tkas a miZze slouzit ke stimulaci adaptivni imunitni odgdivprostednictvim B a
T burek. Nicmérg existuje znané mnozstvi tkazi, Ze jak akutni, tak chronicky z&mmuze

podporovat genetické abnormality a vyvoj rakoviriyaval a kol. 2014).

2.5.2.1 Zanét

Hlavnim smyslem vrozeného imunitniho systému jegzfedkovat za#é, proces, ve
kterém jsou krevni hiky a slozky plazmy dodavany do mista rozruSengoka& homeosta-
zy, jako je tomu v fipadt infekce nebo porami. Zarét je spustn hlavré rozpoznanim mi-
krobt nebo jinych signalu “nebez§ié receptory exprimovanymi bitkami vrozené imunity.
P nastupu akutni z&tlivé reakce, tkaové rezidentni makrofagy, dendritickénlby a zZirné
buiky produkujitadu chemotaktickych molekul, cytokim mediatak zaretu, které pitahuji
neutrofily a monocyty do postizené tkamProstednictvim uvolgni antimikrobialnich latek,
rozsahlé fagocytdzy, remodelace extracelularniimatmozné aktivace adaptivni imunitni
odpowdi, buiky vrozené imunity fisobi tak, ze odstiiaji Skodlivy zdroj a obnovuji tkeo-

vou homeostazu (Nowarski a kol. 2013).

2.5.2.2 Neutrofily a jejich protinddorova aktivita

V posledni dob se setkdvame se stalétsim zajmem o studium role neutrdfil
v malignich onemocmi. Tento zajem vyplyva ze skdtesti, Ze zaft souvisejici
s rakovinou je nyni uznavan jako centralni mechangs v mnoha malignitach atide byt
dokonce povazovan za novy charakteristicky znakwialy. Vzhledem k tomu, Ze neutrofily
jsou klasickeé zastlivé buiky, je na mist zabyvat seémito buikami a jejich roli v zagtech
souvisejici s rakovinou (Brandau a kol. 2013).

Neutrofily obsahuji mnoho Skodlivych a potencioralytotoxickych mediatd,
mnoho z nich uloZenych v granulech neuttofffedpoklada se, Ze ppodni“ funkce ¥&chto

mediatofi je slouZzit spiSe jako antimikrobialni efektorovélekuly. Nicmér, mnoho studii
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ukazalo, Ze za ditych podminek tyto typické efektorové molekuly tretilt jako jsou de-
fensiny, protedzy, myeloperoxidaza a reaktivni fphgsliku mohou mit také silnou nado-
rovou cytotoxickou aktivitu (Brandau a kol. 2018)ytotoxické mediatory neutroiilvedou
ke smrti nddorovych buk a regresi nadér Krom¢ toho, neutrofily mohou vyvolat apopto-
zu a lyzu nadorovych bgk a mohou zproggdkovat indukci odmitnuti nadoru a protinado-
rovou imunitni pardt. Neutrofilni infiltrace,¢asto pozorovana wiomnosti nadprodukce
cytokini modifikovanymi nadorovymi hikami, se podili na nadorovém odmitnuti a proti-
nadorové imunitni padi prostednictvim interakce s CD8+ a/nebo CD4+ lymfocytic{P
card a kol. 2011).

Protinddorova aktivita neutrofilie dokladana v nejmérityirech hlavnich systémech

a scén#ch:

1) Béhem protilatkami zprostdkované nadorové terapii, jsou neutrofily aktivoya
pies Fc receptory a uvalji mediatory s imou tumoricidni aktivitou. Neutrofily
mohou také aktivovat dalSi efektorovéiky vrozené a ziskané imunity.

2) Neutrofily rychle odpovidaji naizné latky odvozené od patoggikteré jsou pro-
zkoumané a pouzivané v imunoterapii rakoviny. Tyitmogické latky jsou zalo-
Zeny zejména na strukturach odvozenych od virongtio bakterialnich patogén
a obsahuji ligandy pro takzvané pattern recognitemeptory. Aktivace neutrofil

muze mit za nasledekimou a nefimou protinadorovou odp&d’.

3) Rizné gistupy genové terapie ukazaly, Ze vedou k neuwgraprostedkované
protinadorové aktivit Zatimco pislusné mechanismy nebyly vzdy obj&asy
zda se, ze hlavni roli hraje akutni #tina reakce se silnou protinadorovou cyto-

toxickou a/nebo cytostatickou aktivitou

4) Premeny od pronadorové k protinadorové akitiviteutrofiti bylo dosazeno far-
makologickymi a imunomodutaimi zasahy. Nedavnyn¥igladem takovéhoiip
stupu je inhibice TGF-b v nadoru hostiteténz bylo dosazeno spési protina-
dorové aktivity neutrofil (Brandau a kol. 2013).

2.5.2.2.1 NETs - neutrophil extracellular traps

V zaretlivych podminkach neutrofily uvalji intracelularni  struktury slozené
z chromatinové DNA, histana granularnich proteindo extracelularniho prasdi — tato

struktura je znama jako Neutrophil extracellulaps (NETs )(Kolaczkowska a Kubes 2013).



NETs jsou produkovany neutrofily v kontaktu s paiog jako jsou bakterie, houby, viry a
prvoci siadou hostitelskych faktdy jako jsou aktivované krevni dedty, zaretlivé stimuly
nebo chemické sl@eniny. Bylo navrZzeno dkolik faktori a udélosti zapojenych v tomto
procesu. Bhem aktivace neutrofily produkuji velké mnozstvi R@isobenim NADPH oxi-
dazy, ROS jsou mimo jiné povazovany za iniciatorgrity NET. Po stimulaci dochéazi
k dekondenzaci chromatinu nasledované smichanilrematinu a heterochromatinu. Ten-
to proces je zprostdkovan enzymy uloZzenymi v azurofilnich granulicbutrofil elastazou
(NE) a myeloperoxidazou (MPO), které jsatemistny do jadra dosud neznamym mecha-
nismem. Krond toho, hem tvorby NET, histon H3 podstoupi modifikaci faiinaci®)
ktera grevadi argininové zbytky na citrulin. Citrulinacestunu je katalyzovana enzymem
peptidylarginin deiminazou 4 (PAD4), ktery je loizalvan v jade neutrofifi. Ukazalo se, Ze
neutrofily izolované z PAD4-knockout mysi ztratdyou schopnost uvisbvat NET. N&-
sledkem poskozeni jaderné membrany se chromatitwjeodovnit buiky a je smichan s
antimikrobialnimi faktory. Kuvoléni NETs dochazi prasknutim higné membrany

(Zawrotniak a Rapala-Kozik 2013). Probihajici psycgou zobrazeny na Obr. 2.

bacteria A
fungi LPS PMA
viruses ™MLP H,0,

parasites IL-8 Calcium ions

Obr. 2: Mechanismus uvolréni NETs. Stimulace receptod@ (A) spousgéi (napi. bakterie, houby,
viry, paraziti, chemické faktory, jako PMA nebo LPS) vede k adherenci neutrofifi k endotelu a
dekondenzaci chromatinu nasledkem $peni NE a MPO a citrulinace histori PAD4 (B). V ko-

ne¢né fazi jsou NETs uvolriény a pohlcuji bakterie (C) (Zawrotniak a Rapala-Kozk 2013).

Ukazalo se, Ze mnohé paiiy maji za nasledek tvorbu NET. Tyto pétinzahrnuji
vystaveni aktivovanych neutrafibakterialnim produkim jako jsou lipopolysacharid (LPS),
formyl-methionyl-leucyl-fenylalanin (fMLP), forbo stery jako je forbol-myristat-acetéat
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(PMA) a fyzikalni interakce s aktivovanymi krevnirdiesttkami (Cools-Lartigue a kol
2014). Ukazuje se, Ze extracelularng NETs) by mohly mit anti-tumorigenni ¢iaky,
nagiklad opravdovym zabijenim nadorovych Bkmebo aktivaci imunitniho systému. Na
druhou stranu NETs by mohly i mit pro-tumorigenkiiatu spctivajici v usnadéni me-
tastazovani. Ve skutposti, trojrozndrna struktura NETs fZe slouzit k fyzickému zachy-
ceni nadorovych bwk a zabranit tak jejich &ni do okolnich tkani (Berger-Achituv a kol.
2013). Nekteré slozky NETs se ukazaly byt cytotoxické prdaréavé buky. Bylo prokaza-
no, ze MPO zabiji biky melanomu B16 a inhibuje jejiclist po implantaci u mysi (Odaji-
ma a kol. 1996). NETs moduluji spojeni mezi vrozeaaziskanou imunitni odpédi akti-
vaci plazmocytoidnich dendritickych biknpies Toll-like receptor 9 (TLR9), intracelularni
receptor, ktery rozpoznava DNA. Studie datedpoklada, Zze nadorové antigeny zachycené
NETs by mohly byt vystaveny dendritickymitkéam a zfisobit jejich aktivaci. NETs také
primuji T buiky TCR signalizaci, kter4 vyZadujaimy kontakt (Berger-Achituv a kol.
2013).

2.5.3 Nadorova imunologie

Imunitni systém matit zakladni role v prevenci nadorZa prvé, nize chranit hosti-
tele gred nadory indukovanymi viry odstr&mm nebo potl&nim virové infekce. Za druhé,
véasné odstrami patogef a okamzité ukafeni zagtu mize zabrénit vytviieni chronicke-
ho zartlivého prostedi vedouci ke vzniku nadorZa teti, imunitni systém dze specific-
Ky rozpoznat a odstranit nadorovéiky v urcitych tkanich na zakladjejich exprese tumor
specifickych antigein TSAs (Tumor-specific antigens). Tateti role ozn&ovana jako imu-
nitni dohled nastava, kdyz imunitni systém rozpotaasformované hiky, které unikly
vnitinim kontrolnim tumor supresorovym mechanisma odstrauje je ged tim, nez fe-

jdou do malignity (Vesely a kol. 2011).

2.5.3.1 Imunitni dohled

Imunitni dohled se ukazal jako zasadni model v iohagii rakoviny. Imunitni dohled
ma ti caso¢ odliSné faze nazyvané eliminace, rovnovaha, UB#hem elimin&ni faze
imunitni systém detekuje a eliminuje nadorovéky, které se vyvinuly visledku selhani
vnitinich tumor supresorovych mechanisniEliminaini faze nize byt Uplna, kdy dojde
k odstragni vSech nadorovych btk nebo neluplna, kdy je eliminovana pouzst nadoro-
vych burgk. V pripad cast&éné nadoroveé eliminace, imunitni systém hostitel@kakoli
nadorové butné varianty, které igzily proces eliminace, vstupuji do dynamické revno
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vahy. BEhem této doby sefpdpoklada, Ze nadorovéitky zistanou bd'to ne&inné nebo se
dale vyviji, dale se akumuluji 2zmy (jako napiklad mutace DNA nebo zéy v genové
expresi), které mohou modulovat tumor specifickégamy a stresem indukované antigeny,
které exprimuji. Jak tento proces paluge, imunitni systém vyviji selektivni tlak elimicia
vhimavych nadorovych kldn Tlak vyvijeny imunitnim systémenglem této faze je dosta-
Cujici pro kontrolu nadorové progrese. ¥padt, Ze imunitni systém stale nezvlada zcela
elimininovat nador, proces ma za nasledek sele&dorovych buék, které jsou schopny
odolavat, vyhnout se nebo pdiltaprotinadorovou imunitni odp@d’, coz vede k fazi aniku.
Béhem této faze uz imunitni systém neni schopen mdbnédorovému tistu (Swann a
Smyth 2007).

2.5.3.2 Nadorové antigeny

Nadory obvykle exprimuji dva typy antigignneo-antigeny a vlastni antigeny. Neo-
antigeny (tumor specifické antigeny) jsou odvozenputovanych vlastnich protéimebo
onkogennich virt a nejsou exprimovany v normalni tkani. Maligninky exprimuji mnohé
neo-antigeny jako vysledek genomové nestabilitytSMa z échto mutaci nema fukki
vyznam pro nadorovou kku, ale niize stale poskytovat potencial antigenniho cileipio
nitni buiky. Vedle toho mohou nadory exprimovat také normallastni proteiny, ale
v neobvyklém mnozstvi nebo v neobvyklych mistecim(r asociované antigeny). Tumor
asociované antigeny zahrnuji onkospermatogonaliijeary (cancer/testis antigen), dap
klad MAGE a ESO, diferenatai antigeny jako je tyrosinaza, které jsou expriaroy také
v tkani pivodu, onkofetélni antigeny jako AFP nebo CEA, netaalngrné exprimované
proteiny jako Her2 nebo wild type forma p53 (Stedwol. 2010).

2.5.3.3 Protinadorova imunita

Studie zamtena na interakci mezi nadorovymiikami a buitkami imunitniho sys-
tému ukazaly, Ze vSechny znamé vrozené a ziskamdtimh efektorové mechanismy se po-
dileji na rozpoznani a kontrole nddoru. Funkceskwmozené a ziskané imunity v reakci na
nador je zndzokma na Obr. 3. Biky vrozené imunity poskytuji n&sreéjSi odpowd’ uvol-
nénim cytokini, piimo lyzujicich abnormalni kiky (NK bunky) nebo zachycenim fragmen-
ta mrtvych burk (monocyty, makrofagy a dendritickéiky) a prezentovanim peptidovych
fragmeniti cizich antigeft T buikam v kontextu molekul hlavniho histokompatibilniho
komplexu (MHC). T a B lymfocyty ziskané imunity vgteji antigen specifickou imunitni
odpowd, ktera jsou zpozaha o rkolik dni, protoZze malé subpopulace exprimujicigart-
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specifické receptory musi proliferovat a difereratoa vytvédet velké mnozstvi kompetent-
nich a aktivovanych efektorovych hikn Tyto prolifer&ni a diferenciani udalosti jsou pod-
porovany zaglivymi cytokiny [interferon (IFN) ¥, interleukin (IL) -12] produkovanymi
aktivovanymi bukami vrozené imunity nebo T hkami. Efektorové biiky ziskané imunity,
jako jsou CD8 + cytolytické (CTL) a CD4 + pomocnEh) buiky, mohou pimo lyzovat
nadorové bikky nebo uvaiovat imunomoduléni cytokiny, zatimco B-btky vytvéreji hu-

moralni odpowd’ produkci antigen-specifickych imunoglobulifig) (Borghaei a kol. 209).
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Obr. 3: Hlavni buiiky vrozeného a adaptivniho imunitniho systému a jéh funkce v reakci na
nadorové buiky (Borghaei a kol. 2009).

2.5.3.4 Nadorovy imunitni cyklus (cancer-immunity cycle)

Sled udalosti vedouci k odstegi nadoru byl usp@dan do koncemiho ramce na-
zvaného ,nadorovy imunitni cyklus® (Obr. 4). Odskai nadoru zproseédkované cytoto-
xickymi T-lymfocty (CTL) je antigen dependentni pes(Springett 2014). V prvnim kroku,
neoantigeny vytviené karcinogenezi jsou uveétry a zachyceny dendritickymi hkami pro
zpracovani (krok 1). V dalSim kroku dendritickénkwy prezentuji zachyceny antigen na
MHC | a MHC Il molekulach T-biikkam (krok 2), coz vede k primingu a aktivaci efekte
T- bure¢né odpo¥di proti specifickym nadorovym antigém (krok 3), které jsou vnimany

jako cizi nebo proti kterym centralni toleranceabypelpina. Povaha imunitni odgadv je
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urcovana vtomto okamziku s kritickou rovnovahotegstavujici porr T-efektorovych
burgk proti T-regul&nim buikam, jez je kiiem konéného vysledku. Nakonec se aktivova-
né efektorové T hiky dostavaji k nddorovému lozisku, které infiltrigpecificky rozpozna-
vaji a vazou se k rakovinovym tikkdm prostednictvim interakce mezi T-b&nym recepto-
rem a jeho fbuznym antigenem vazanym na MHC | (krok 6) a Zafddorovou biiku
(krok7). Zabitim nadoroveé laky se uvohuji dalSi antigeny asociované s nadory (TAA)
(opet krok 1), zvySuje se rozsah a hloubka odjabbw nasledném cyklu (Chen a Mellman
2013).

Trafficking of
T cells to tumors

. (CTLs)
\4/'
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>/
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Obr. 4: Cyklicky sled udalosti v nddorovém imunitnim cyklu (Chen a Mellman 2013).

2.5.3.5 Mechanismy uniku nadorovych bu¥k pired imunitnim systémem

Navzdory nadorovému imunitnimu cyklu, nadory mohoikat imunitni detekci a
odstragni prostednictvim fiznych hostitelskych, nadorovych a imunitnich mecirat.
(Tab. 1). Nadorové hiky mohou nagiklad ztratit expresi nadorovych antigenebo MHC

molekul a/nebo uvdbvat inhibEni rozpustné faktory, jako je interleukin-10, trEmmmujici
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rastovy faktorp (TGF3) nebo vaskularni endotelialnfistovy faktor (VEGF) (Kaufman
2015). TGF-B inhibuje funkci T a NK buék omezenim proliferace a produkce cytakin
TGF- p také podporuje expanzi regtdch T lymfocyti (Treg) a myeloidnich supresoro-
vych burgk (MDSC), které se podileji na inhibici protinadeéamunity (Saied a kol. 2014).
Nadorové biiky mohou také exprimovat inhibii receptory jako je Fas ligand nebo ligand
programované buiné smrti-PDL1, které funguji v inhibici infiltrujich T-lymfocyii.
Kromée toho, v nddorovém mikroprdsdi se hromadi mnoho inh#lpich imunitnich buék,
véetrg regula&nich T lymfocyfi, makrofag asociovanych s nadorem, myeloidnich supreso-
rovych burk, které inhibuji aktivované efektorové Tiky (Kaufman 2015). Treg zpro-
stredkovavaji toleranci pottanim antigen specifickych T-béhk a tim i imunitni odpo&d’
proti nddorovym bilkam. Byly navrzeny mnohé mechanismy pro \&&ni imunosuprese
Treg buikami v nddorovém mikropragdi. Suprese Treg je zprteikovana aktivaci
CTLA-4 piimym zabijenim T-lymfocyt, indukci indoleaminu 2,3—dioxygenazy, produkci
IL-10 a sekreci TGB (Saied a kol. 2014).

Tab. 1: Mechanismy Uniku nadorovych burék (Saied a kol. 2014).

Table 1 — Immune evasion and escape mechanisms.

Mechanism
Secreted factors
TGFB Inhibits T cell and NK function, promotes expansion of Treg and MDSC [21-25].
IL-10 Inhibition of NK, TNF, suppression of T and B cells. [26-29].
PGs Promotion of anti-apoptotic Bcl-2 in tumor cells [30]. Secreted by suppressive immune cells to inhibit
T cell activity. Promotes IL-10 production [31].
Suppressive cells
Treg Suppress antigen-specific T cells by activation of CTLA-4, secretion of IL-10 and TGFp, induction of IDO,
and promotion of effector T cell apoptosis [32-37].
MDSC Suppression of T cell responses through multiple mechanisms, including nitric oxide production, IL-10 secretion,
and PD-L1 engagement of PD-1 on activated T cells [22,23,38].
Suppressive pathways
Fas-FasL FasL-to-Fas interaction induces T cell apoptosis and suppression [39].
CTLA-4 Immunoinhibitory receptor. Increases the threshold for T cell activation. Limits T cell division and cytokine
production.[40,41].
PD-1/PD-L1 Immunoinhibitory receptor. Limits T cell division and cytokine production. [42,43]

Bcl-2 = B cell lymphoma gene; IDO = indoleamine 2,3-dioxygenase; TNF = tumor necrosis factor,|

2.6 Imunoterapie nadorovych onemoc#ni

Cilem imunoterapie nadorovych oneméahje posilit nebo obnovit schopnost imu-
nitniho systému odhalit a zfiti nadorové biiky piekonanim mechanisim kterymi nadory
obchéazeji a pottaji imunitni odpo¥d’, v podstat posunout rovnovahu 2pve prosgch
imunitni ochrany (Disis 2014).

Optimalizace Ginnosti terapie vyZaduje targeting (cileni) protioéové imunitni od-
powdi na vice urovnich. Imunoterapigife byt obecérozclena do i tiid:
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1) Trida, kterd zvySuje frekvenci tumor specifickych Unék (nag. nddorové vakci-
ny, interleukin IL-2, cytotoxicky s T-lymfocyty asmvany antigen 4 [CTLA4]).

2) Trida, ktera pekonava imunosupresivni mechanismy v nadorovémapikstedi
(nag. inhibitory programované bgtné smrti 1[PD-1], indolamin-2,3-
dioxygenaza [IDO], lymfocyty aktivujici gen 3 [LAG], a deplece T-regutaich
[Treg]burek),

3) Trida, kterad vyvolava aktivaci vrozené imunitni odfdiva zart v nadorovém
mikroprostedi (agonisté Toll-like [TLR] receptdy interferony typu I, inhibitory
myeloidnich supresorovych bekn[MDSCs]) (Rini 2014).

Myslenka vyuZzit imunitni systém kdée rakoviny byla oficidlg predstavena Willi-
emem Coley v roce 1893, i kdyz igné a molekularni mechanismy byly neznamé. Coley
vyuzival ndhodného objevu u pacienta se sarkomehkiengého doslo po infekcstrepto-
coccus pyogenek vyvinuti spontanni remise. P@&kolika operacich se u pacienta nador
znovu objevil, dokud u otégné operéni rany nedoSlo k infekc. pyogenesV pribéhu
nékolika mesial se nador zmensSil, pacient byl povazovan zadeylého a byl proput.
Coley se domnival, Ze infekce byla zodgva za pozoruhodné uzdraveni pacienta a prove-
dl fadu experimerit vyuZivajici umysinou infekcs. pyogenepacient s nadorovym one-
mocrenim, které vyuastily fi nedsgsné infekci ve smrt a regresi rakoviny. Poté vylirer-

Zi jeho l&by obsahujici sis usmrcenych bakteriStreptococcus pyogenes a Serratia
marcescensTento pistup se stal znamy jako ,Coliay toxin“ ved! k rékolika pozoruhod-
nym uzdravenim u pacians pokr@ilym onemocgnim (Snook a Waldman 2013).

Coleav toxin aktivoval vrozenoudev imunitniho systému prdastdnictvim stimulace
pattern recognition receptors (Saied a kol. 20Mgchanismus terapeutickéhdgirku je
piipisovan aktivaci TLR (Toll-like receptdy endotoxiny a nemetylovanymi fragmenty
DNA z bakterii (Holldack 2014).

2.6.1 Pattern recognition receptors (PRRS)

Vrozeny imunitni systém vyuziva omezenyebzarodené kodovanych pattern re-
cognition receptors (PRRs) k rozpoznavani edmmiukonzervovanych struktur na patoge-
nech nazyvanych pathogen-associated molecularpaieAMPSs). PRRs jsou také schopny
ne@imo snimat ftomnost patogan Stava se tak vifpac, kdyz infekce, z&ft nebo jiny
bunéény stres zpsobi gitomnost hostitelskych faktdrv neobvyklych mistech nebo tvorbu

abnormalnich molekularnich kompfextakzvanych danger associated molecular patterns
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(DAMPSs) (Van der Vaart 2012). PRRs jsatitpmny na biik&dch vrozené imunity, zahrnuji-
cich dendritické bitky, monocyty, makrofagy, neutrofily, cytotoxické Niuky a epitelial-
ni buiky. PRRs mohou byt exprimovany na povrchu dkunv cytoplaznd nebo
v endosomech a maji specificitu pro PAMP&dy zdroji. KdyZ jsou PAMPSs rozpoznany
PRRs, dojde k aktivaci intracelularnich signalnkelskad vedoucich k expresi gekoduji-
cich tizné elementy zatlivé odpowdi véetns cytokini, chemokird, interferor typu 1
(IFN), wetrg IFNa a FN3 (Doughty 2011). Genetické defekty PRR vedou keSemgmu
riziku raznych tym infekci a nadorovych onemaosmi. Agonisti PRRs jsou proto atraktivni
cile pro stimulaci obou ramen imunitni odpdivu infekénich a nadorovych onemasn
(Romagne 2007).

2.6.1.1 Rozdleni PRRs

V z4vislosti na zfisobu jejich fungovani jsou PRRS reélahy do ti tiid: sekretova-
né receptory, receptory, které zpieskovavaji fagocytozu a signalni receptory (Obr. 5)
Prvni jmenované two rozpustné molekuly opsoninové typu, které se mazpovrch patoge-
N, cozZ usnatiuje jejich internalizaci a spousti klasickou a ie&tou cestu aktivace kom-
plementu. PRRsdastnici se fagocytdzy jsou transmembranové prat&ieyé zprosedko-
vavaji internalizaci patogénvedouci k degradaci internalizovany&stic a prezentaci an-
tigeni z nich uvolgnych. Treti tida PRRs se sklada zkolika rodin receptar se signali-
zatnimi doménami, které jsou schopny aktivovat traipskrgeri kddujicich prozéagtlivy
proteiny. Zahrnuji:

» Toll-like receptory (TLR) - nejikladrgji charakterizovana rodina PRRs.

* RIG-I-like receptory (RLRs) - rodinatit cytoplazmatickych helikaz, které detekuji

dvouetzcovou virovou DNA

* NOD-like receptory - velka rodina recepipkteré rozpoznavaji PAMPSs v cytoplasm
Mnohé ligandy rozpoznavané receptory zahrnuji degtykan, muramyldipeptid z
buniéné stny grampozitivnich bakterii, flagellin, sldeniny uvohené v dsledku po-
Skozeni biiky a rekteré bakterialni toxiny. Aktivacei¢hto receptar mize veést k
tvorbeé multimolekularniho komplexu nazvaného inflamazawodpowdného za pod-
poru zastlivych proces a schopnost iniciace specifické formy apoptdézyopiozy
(Czerkies a Kwiatkowska 2014). Pokud mikroby proidoout pes extracelularni a
burg¢nou povrchovou ochranu, cytosolické PRRgtetsuhouradu obrany a dale tak

chrani hostitele (Doughty 2011).
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e Cytosolické receptory DNA - skupinatgéinou neidentifikovanych bilkovin, zodpo-
védnych za iniciaci produkce interfenbtiypu | jako odpo¥d’ v reakci na plasmidovou,
virovou nebo bakterialni DNA v cytoplasniCzerkies a Kwiatkowska 2014).

Receptory PRR
Sekretované Endocytarni Signalni
Opsoniny se vdZou na Podileji se na fagocytoze Aktivuji buriky imunitniho
patogeny a podporuji jejich patogent systému a iniciuji zanétlivé
degradaci reakce
Kolektiny Manozovy receptor Transmembranové
Napfr. mandza-vazajicilektin Scavenger receptory Toll-like receptory (TLR)
Plicni povrchové aktivni napt. CD36, CD68 Cytoplazmatické receptory
protein AiD RIG-1-like receptory (RLR)
Fikoliny NOD like receptory (NLR)
Pentraxiny Cytosolové receptory DNA

napf. C-reaktivni protein
Sérovy amyloid C

Obr. 5: Klasifikace PRRs v zavislosti na jejich fukci. (Czerkies a Kwiatkowska 2014).

2.6.1.1.1 Toll-like receptory — TLRs

TLRs jsou vysoce konzervovanou skupinou transmenawygch receptdr, které by-
ly rozséhle studovany a digbcharakterizovany. Jako zastupci transmembranopsatieini,
kazdy z nich se vyziaje gritomnosti extracelularni a cytoplazmatické dométstracelu-
larni doména obsahuje repetice bohaté na leucifR)LRotivy, které jsou zodp&dné za
rozpoznani PAMP. Cytoplazmaticka doména je homal&grytoplazmatické doménL-1
receptoru a jako takova je nazyvana Toll / IL-1lemor (TIR) homologni doména. Tento
aspekt TLR je nezbytny pro downstream signaliZ&cRs mohou byt exprimovany na po-
vrchu burgk nebo intracelulamhv endosomech (Doughty 2011). Tabulka 2. poskypige
hled o TLR, butcné lokalizaci, a vyuZziti v k¢ rakoviny (Kaczanowska a kol. 2013). TLR
mohou byt charakterizovany na zalkdadruhu molekuly, kterou rozpoznavaji. Lipidické
funkéni skupiny jsou rozpoznavany TLRs exprimovanympoarchu busk, véetns TLR1,
TLR2, TLR4, TLR6. Nukleové kyseliny jsou rozpoznayalLR3, TLR7, TLR8 a TLR9,
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které jsou exprimovany v endosomeckikiéré proteinové ligandy mohou byt rozpoznavany
TLR 5 (flagellin), TLR11 a TLR 10 jsou mémlokie charakterizovany (Doughty 2011).

Kdyz se TLR agonisté navazou na své receptoryavakt downstream signalizace
je obvykle provadna prostednictvim jedné ze dvou odliSnych cest, myeloidférdnciani
faktor 88 (MyD88)-dependentni a MyD88 independenRBrivni jmenovana vede dasné
aktivaci NF-kB, MAPK, a transkripci pro-zétivych cytokini, chemokir, a cytosolickych
enzymi, zatimco druha vede k aktivaci pozdni faze NF-kiBtarferonu (IFN), regukaich
faktoni zodpowdnych za expresi IFN typu I.( Deng a kol. 2014).

TLR agonisté zprogtdkovavaji protinddorovou aktivitigkolika mechanismy. TLR
agonisté gimo zabijeji jak nadorové hky, tak dophkové buiky nadorového mikroproist-
di, jako je vaskularni endotel (Maruyama a kol. DOKonkrétg TLR3 agonista kyselina
polyinosinova:polycytidylova (poly I:C) vede k agope nadorovych buik, zatimco TLR4
agonista LPS je schopny vyvolat apoptézu endotétill burgk se ztratou integrity cévni
sttny ( Nogueras a kol. 2008, Galli a kol. 2018ktivace TLR miZe také vést k regresi na-
doru @imo nebo nefimo (TNF zprosiedkovar) zvySenim vaskularni permeabilityiilp-
kanim leukocyd, aktivaci tumor lytické aktivity NK butk a cytotoxickych T-lymfocyt
(CTL) a zvysené citlivosti nadorovych htknk eliminaci efektorovymi molekulami (Ma-
ruyama a kol. 2011).

V souwasné dob jsou pouzeit TLR agonisté schvaleny FDA pro pouziti u padient
s nadorovym onemoénim: Bacillus Calmette Guérin (BCG), monofosfoiipid A (MPLA)

a Imiquimod.

Nedavnymi pokroky v preklinickych studiich byly ebeny dikazy TLR synergie.
Zhu a kol. (2010) zjistili, Ze zapojeni specifiatteojice TLRs vedlo k synergické odpiulr
v jejich schopnosti aktivovat DCs a podporovat gartispecifickou T buignou odpo¥d” a
proliferaci ve srovnani s injikovanim jediného Tlagonisty (Kaczanowska a kol. 2013).
Underhill a Gantner (2004) popsali, Ze TLR&2ou regulovat tvorbu a zrani fagosomu stej-
né jako modulovat transkripcigkterych fagocytarnich receptgrzatimco signalizaceigs
fagocytarni receptory tize také ovlivnit TLR signalizaci, a tak odhaliliistenci vzajemné-
ho receptorového ovlivmi ,cross talk® mezi TLRs a fagocytarnimi PRRs (€ridll a Gan-
tner 2004). Synergicky efekt byl potvrzen u terapielanomu zaloZzené na kotveni aganist
fagocytarnich receptbrna nadorové hiky v kombinaci se signalnimi receptory jako je
TLR4. Jako TLR4 agonista byl v pokusech pouzivais.LPzhledem k tomu, Ze lidé jsou
1000-10000 krat citligSi k LPS nez mysi, tak by wipad® pouziti kombinace LPS
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s fagocytarnimi receptory bylo nutné pracovat swelizkymi, bezpénymi koncentracemi
LPS nebo LPS nahradit jinym TLR agonistou (Jano@kal. 2014). Z tohototdvodu hlav-
nim cilem této prace bylo nalézt vhodné nahrady, Ik&Sé by byly bezpmé v gipads po-

uziti u lidi.

Tab. 2: TLRs jsou charakterizovany jejich bunéénou lokalizaci, adaptorovymi proteiny a PAMPs a

DAMPs, které rozpoznavaji (Kaczanowska a kol. 2013)

Adaptor
TILR Cellular localization molecule Ligand/agonist Source of ligand Clinical
TLRI-TLR2 Surface MyDS8 Tracylated lipoproteins, Bactena BCG~
lipoteichoic acid,
peptidoglycans
Zymosan Fungi
Pam,CSK, Synthetic
TLR2-TLR6  Surface MyDS88 Diacylated lipopeptides Bacteria BCG*
HSPs, HMGBI, uric acid, Endogenous -
fibronectin, ECM
proteins
Pam,CSK, Synthetic
TLR3 Endosome TRIF dsRNA Virus
Poly I.C Synthetic Poly A:U
TLR4 Surface (or endosome) MyD88 or  LPS, lipoteichoic acid Bacteria BCG*
TRIF B-defensin 2, fibronectin Endogenous
EDA, HMGBI, snapin,
tenascin C
Synthetic MPL*
TLR5 Surface MyDS88 Flagellin Bacteria
TLR7-TLRS8 Endosome MyDS8 ssRNA Virus -
CpGA, Poly G10, Poly G3 Synthetic Imiquimod (Aldara)®
852A (Phase II)
TLR9 Endosome MyDS88 Unmethylated CpG DNA Bacteria and virus -
Bactenria BCG“
Synthetic EMD 120108 (Phase I)
IMO-2055 (Phase II)
TLR10 Surface MyD88 Unknown natural ligand Synthetic -
Pam,CSK,,
PamCysPamSK
TLR11? - - Toxoplasma gondii profilin Protozoa -
TLR12* - - Unknown - -
TLR18* Endosome MyDS88 VSV Virus

2.7 Imunoterapie nadoria zaloZzena na kombinaci TLR a ligand fagocy-

tarnich receptora

2.7.1 TLR agonisté -mozné nahrady LPS

2.7.1.1 MPLA —agonista TLR4

Monofosforyl lipid A je z LPS-odvozeny TLR4 agorastktery je nejméh 100krét
meére pyrogenni nez LPS agsto zachovava mnoho imunomodulizh vlastnosti LPS. Co
je vSak dlezité, MPLA je bezp&éy u lidi a byl podavan miliaim paciend jako sowast
n¢kolika vakcin&nich gipravki, jako je napiklad vakcina Cervarix (Michaud a kol. 2013).
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MPLA je odvozen z LPS gram-negativni bakterie Salella minnesota R59%ami

hlavnimi chemickymi modifikacemi: a) ¥gzeni oligosacharidového jadra, b) hydrolyza 1-

fosfatu z redukujiciho konce glukosaminu a c) aistri acylovéhaetézce z polohy 3 disa-
charidu (Obr. 6). Negtomnost 1-fosfatu na molekule MPL oslabuje dimace TLR4 /

MD2. To prav@podobré vyvolava strukturalni zemy v receptorovém komplexu TLRA4,

ktery méni nabor adaptorovych protéima intracelularni domeény. Takova strukturalnigzm

na nmiZze odpovidat za odliSné signalinévlastnosti MPLA, ktery aktivujeipvazrit TLR4-

TRAM (TRIF-related adaptor molecule) TRIF (TIR-dom&ontaining adaptor protein in-
ducing IFN$) drahu oproti vice prozétliiveho TLR4- MAL (MyD88-adaptor-like protein)

-MyD88 (myeloid differentiation primary-responseof@in 88) signalni draze (Michaud a

kol. 2013).

Aktivace TLR4 pges MyD88-zavislou drahu vede nakonec k NF-kB akfigauvol-

néni prozastlivych cytokini, zatimco TRIF draha ma za nasledek aktivaci IFl@&nich

faktori 3 a 7 a produkci IFN typu I, st&ijako opozdnou aktivaci NF-kB (Kaczorowski a

kol. 2010).
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Obr. 6: Porovnani LPS a MPLA . MPLA je charakterizovano tfemi hlavnimi modifikacemi (Mi-
chaud a kol. 2013).

2.7.1.2 R 848 (Resiquimod) — agonista TLR7/8

Jedna se o nizkomolekularni syntetickou molekutarékbyla hodnocena v Klinic-
kych studiich pro Iébu infekci zgisobenych viry, jako je herpes simplex virus a vinepa-
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titidy C. R848 je selektivni ligand pro TLR 7 u niyspro TLR7 a TLR8 u lidi a bylo prokéa-
zano, Ze aktivuje pouze TLR7 a TLR8. TLR7 a TLRgimstejny girozeny ligand, tj. viro-
vou jedndettzcovou RNA. Po navazani na mysi TLR7 nebo lidskRTL 8 exprimovanym
na dendritickych bikach (DCS), makrofazich, B -lymfocytech a NKnkach (NK), R848
aktivuje MyD88 dependentni signalni drahu, veddudaktivaci transkripniho nuklearni
faktoru-kB (NF-kB), ktera vede k indukci prozdlivych cytokini a dalSich mediatér
zejména interferonu (IFN o) (Zhou a Sun 2015). Indukcéchto prozastlivych chemokir,
zejmeéna IL-12, stefhjako vysledna aktivace NK b&né cytotoxicity, jsou vysoce Zadou-
cim znakem pro nadorova imunoterapeutika, protodeam byt vyuzity k indukci apoptdzy
nadorovych bugk (Holldack 2014). Winky TLR 7/8 agonisty naizné imunitni a nadorové
buiky jsou shrnuty a znazafny na Obr. 7. Zatimco TLR7 nebo TLR8 agonisté nejso
schvéleny jako adjuvans ve vakcinach, Imiquimodeaifuimod prosly rozsahlymi klinic-
kymi zkouSkami ve forr krému 5% (AldaraTM) pro lokalni #&u bradavic indukovanych
HPV, Aktinické keratdzy, Bazocelularniho a spinot&iniho karcinomu, lentigo maligna
melanomu a molluscum contagiosum.¢@toweniny indukuji silnou lokalni sekreci IFi-
TNF-0, IL-6 a IL-12, stejg jako cytotoxickou T-bu&nou odpo¥d (Toussi a Massari
2014).
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Obr. 7: Pleiotropni G¢inky TLR7 / 8 agonisty na nizné slozky protinadorové odpo¥di (Smits a kol.
2008).

2.7.1.3 Poly (I:C)

Jako analog dsRNA je poly (I: C) ligandem endosaimdél Toll-like receptoru
(TLR) 3. Mezi gimé &inky poly (I: C) na nddorové liky pati inhibice nAdorovéhaistu a
indukce apoptozy. Indukci apoptozy wwemych tygi nadorovych bugk, maze poly (I: C)
také nepimo pispivat k protinadorové odpdédi, protoZze dostupné TAA jsou vychytavany
buikami prezentujicimi antigen (APC) (Ammi a kol. 291Boly (I:C) je nejdinngjSi induk-
tor interferonu typu | (IFN) rozpoznavany TLR3. $shularni lokalizace TLR3 se zda byt
specificka pro dany typ bghk. Exprese TLR3 byla prokazana na &mem povrchu fibrob-
last, ale je primarti lokalizovana v intracelularnich kompatmentechojgkéasny endozom
nebo endoplazmatické retikulum v makrofazich, migelich dendritickych bikach (DCs),
T-bunkédch, NK buitkdch a dalSich neimunitnich iikach, jako jsou alveolarni epitelidlni
bunky, intestinalni epitelialni hiky, jaterni buiky a melanomové hiky. V imunitnich but-
kach Poly (I: C) vazajici se na TLR3 iniciuje siggné&drahu, ktera rekrutuje TIR doménu
obsahujici adaptor indukujici IFBI{TRIF) a aktivuje transkrimi faktory, interferon regu-
lacni faktor 3 (IRF3), nuklearni faktor kappa B (NFkB)aktivatorovy protein-1 vedouci
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k indukci interferonu typu | a produkci z&livych cytokini. Interferon typu | mze aktivo-
vat NK buiky, zvySovat antigen-specifickou CD8 + T-kinou odpo¥d’ a podricovat zra-
ni dendritickych buék (Cheng a Xu 2010).

2.7.2 Agonisté fagocytarnich receptod

2.7.2.1 Manan , Manan vazajici lektin (MBL), mandzovy recep

Manan je zasobni polysacharid produkovany kvasinkamktdyéemi a rostlinami,
ktery je polymerem cukru manozy spojenymi vazbod)(1Rozpoznani mananu lektinem
vazajicim mannan (MBL) a dalSimi lektiny C-typuadiny manosovych recepfovede k
aktivaci komplementu, opsonizaci a fagocytdéze (Resky a Cooper 2011).

Manan vazajici lektin (MBL) patii do rodiny proteifh zvané kolektiny, které se
sklada ji z kolagenové a lektinové domény. MBLghapen iniciovat lektinovou drahu akti-
vace komplementu. Po navazani na cilové molekuwyi tMiBL komplexy se serinovymi
proteazami MASP-1 a MASP-2 (proteazy asociované@s\které Sépi C4 a C2 za vzniku
C3 konvertazy (C4b2a). Nasledna aktivace kompleovenkaskady vede k opsonizaci, fa-
gocytoze a lyze cilovych mikroorganignprostednictvim tvorby membranu atakujiciho
komplexu. Krond toho, aktivace komplementuie vyvolatradu zastlivych G¢inku, jako
je exprese adhezivnich molekul, chemotaxe a aldil@dkocyi, uvolreni reaktivnich forem
kysliku a sekreci cytokina chemokin (Beltrame a kol. 2015). MBLipdstavuje nejilezi-
nictvim pfimé opsonizace, tak na zalkdaschopnosti vyvolat aktivaci komplementu na po-
vrchu ¢astic. Nasledna depozice iC3b a jinych G8§ch produki vede k rozpoznavani
komplementovymi receptory, které jsou vysoce expviamy profesionalnimi fagocyty (Ip a
kol. 2009).

Mandzovy receptor (MR), dileZity pattern-recognition receptor (PRR) v makrofa
zich a dendritickych hikach, hraje zasadni roli jak ve vrozené, tak ziékemuni¢ (Zhao a
kol. 2015).

MR je schopen vazat Sirokgadu patogein jako jsou bakterie a viry, rozpoznanim
manosovych zbytk na povrchudchto mikroorganisrin a podilet se na fagocytézye a endo-
cytdze, zprogedkovani zpracovani a prezentace antigenu, migragk, intracelularni sig-
nalizaci, a produkci prozétiivych a antizaatlivych cytokini (Crespo a kol. 2011).

Janotova a kol. (2014) zjistila, Ze vazbou ligaridgocytarnich receptdy v tomto

piipadt mananu, na nadorové iiky lze stimulovat fagocytarni atak, vedouci k l#aci
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téchto nadorovych buk. Vazba fagocytarnich recepliona nadorové hiky byla zprosted-
kovana pomoci biokompatibilni kotvy pro membrany BAa bifunkiniho crosslinkeru
SMCC.

BAM je ve vod rozpustny jednoduchy derivat kyseliny olejove,riktge spojen
s hydrofilnim polyethylenglykolem (PEG). Bylo praano, Ze rychle a snadno kotvi targe-
tované ligandy na b@nou membranu bez cytotoxicity (He a kol. 2012).

SMCC je heterobifunini crosslinker, ktery reaguje s primarnimi aminguéthydry-
lovymi skupinami za vzniku stabilnich amidovych hkioeterovych vazeb (O'Brien a
kol. 2009).

2.8 Moznost terapie a podavani PAMP

2.8.1 Samomikroemulgujici systém SMEDDS

Obecré byly protinadorové leky dodavany intravendzniv()icestou, kteraipdsta-
vuje nejjednodussi #gob, jak dosadhnout okamzité a Uplné biologické wjosisti k.
Nicmére tento zfisob podani by mohl vést kznym nezadoucimdinkam. Z tohoto dvo-
du je vice zvazovano peroralni podavaniilfkadav a Srivastava 2014).

Nano gipravky jsou slibnymi nastroji prieSeni fiznych otazek podavanicie ma-
nipulaci fyzikalnimi vlastnostmi Iéku. Snizena ekt poskytuje #Si povrchovou plochu
pro ¢astice |€iva pro lepSi rozpushi stejré jako moznost Iimo pronikat pes Gzné biolo-
gické bariéry. Self-microemulsifying drug delivesystem (SMEDDS) je jednim z nejisSp
n¢jSich nano systéinpodavani l&va (Negi a kol. 2013). SMEDDS je izotropni &oleje,
povrcho¥ aktivni latky (surfaktantu), kosurfaktantu &ilé& latky. Nejpodstai)Si pomoc-
nou latkou pro formulaci SMEDDS jsou oleje, ktetéhauji samotnou emulgaci a zvysuji
nasleds i absorpci véle. Surfaktanty se pouZivaji ke sniZzeni povrchovéagti snesi.
Mohou rozpustit nebo zlepSit rozpustnost vysokémmistvi hydrofobni slaieniny. Diky
jejich pouziti je dinna latka chrama @i prachodu travicim traktem. Kosolventy neboli
kosurfaktanty dale prohlubuji¢iinnost surfaktarit a napomahaji vytweni mikroemulze.
(Seilerova a kol. 2014).

Jak nazev napovida, tyto systémy maji schopnostgewat diky tomu, Ze vedle ole-
jové faze, obsahuji j@Sfednu nebo vice povrchéwaktivnich latek (surfaktanta). Lipofilni
lé¢ivo je rozpu&no v olejovém nosi. Povrcho¥ aktivni latka pomaha v rozptyleni olejo-

vého nosie v gastrointestinalni tekutinach, coz vede k vignd mikroemulze. Vysledn&
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mikroemulze s velikostiastic mensi nez 100 nm, a zvySena rozpustnost tojhiho I€iva
muze zvysit absorpci v gastrointestinalnim traktul@ga a kol 2013).

Na trhu jsou dostupn&zné SMEDDS fipravky vyuzivané u nadorovych onemoc-
néni. SMEDDS nafiklad zlepSuje protinadorovy ciinek perorald podavaného 9-
nitrokamptotecinu na lidské nadorové xenotransplgnti nu-nu mysSi. 9-NC je peroréin
aktivni latka vyvijena pro tbu rakoviny slinivky iiSni a dalSich solidnich nadofYadav a
Srivastava 2014).

2.9 Inhibice oxidativniho vzplanuti a tvorby NETs

2.9.1 ROS - Epikatechin

Neutrofily mohou vytvéet reaktivni formy kysliku (ROS), prdstinictvim¢innosti
NADPH oxiddzového komplexu a indukovat Bamou smrt oxidativnim vzplanutim. Po
aktivaci neutrofii transmembranové a cytosolické podjednotky velkdA®PH oxidazo-
vého komplexu shromdaiji na fagozomalni membrém g'enaseji elektrony na molekularni
kyslik k produkci superoxidu (O2-). Superoxid sgomé nebo za katalyzy superoxid dis-
mutazy reaguje naJ@,, ktery je substratem pro myeloperoxidazu (MPOdalyaujici tvor-
bu kyseliny chlorné (HOCI). HOCI je neutrofily viivana k utoku proti mikrabm a nado-
rovym buikam (Urban a kol. 2006).

Epikatechin je flavonoid dzn¢ se vyskytuji ve stray zvlast bohaté na kakao. Mno-
hé studie ukazaly, Ze epikatechin vykazuje inovéntioxid&ni aktivitu, mize &inné vy-
chytavat volné radikaly a e hrat roli pi modulaci oxidé&niho stresu zamezenim tvorby
reaktivnich forem kysliku (ROS) (Granado-Serrarkola2010).

2.9.2 NETs - Cl-amidin

PAD4 inhibitor Cl-amidin inhibuje aktivitu PAD4. &midin je strukturaléy podobny
PAD4 substratu peptidylargininu a inhibuje PAD4valentni modifikaci cysteinového
zbytku (Cys645) v aktivnim misenzymu (Li a kol. 2008).

Peptidylarginin deiminaza, nebo PAD, konvertujeirrgpveé zbytky na citrulin v
raiznych proteinovych substratech. PAD4 je exprimovagranulocytech a je zasadni pro
tvorbu NETs prosgednictvim PAD4 zproseédkované citrulinace hist@nhistonove citruli-
nace). Toto potvrzuje fakt, Ze PAD 4 knockout nry@mohou tvéit NET po stimulaci che-

mokiny nebo inkubaci s bakteriemi a nejsou schopsmrcovat bakterie prdstnictvim
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NETSs. Cl-amidin zamezuje citrulinaci histgrdekondenzaci chromatinu, a naslednou tvorby
NETs (Bicker a kol. 2012).

2.10Ly6G

Ly6G je maly protein na povrchu mySich neutrigfiktery je ukotven v buftné
membrag pomoci GPI kotvy. Protilatky zatifené proti Ly6G (RB6-8C5 nebo 1A8) jsou
obvykle vyuzivany ve studiich za&tenych na ufovani role neutrofi u mySich modél
onemoceni. Zakladni mechanismus deplece neutitafiéni zcela pochopen, ale opsonizace
komplementem hraje pragodobré klicovou roli (Lee a kol. 2013). Studie také ukazuji na
souvislost mezi Ly6G 82 integriny na povrchu neutrafila naznauji, ze Ly6G sniZuji po-
vrchovou hladinu a funkcithto dilezitych adhezivnich molekul a tim i schopnost raogr
neutrofili (Obr. 8) (Hickey 2012).

Neutrophil recruitment Ly6G ligation

Endogenous
. Ly6G ligand?
_ B, integrins ' Anh_\l\\ '
Ly8G L
<al_ o, | lal_ o
N | . y
. | ~ "
L = | OV @
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//.3 ‘O | B ( 4
0 Neutrophil \ p O Neutrophil a
Postcapillary
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Recruitment Inhibition of
5 | recruitment

Endothelial cell

Basement membrane

Obr. 8: Ly6G je kolokalizovan s p2 integriny, protilatkova ligace Ly6G redukuje expresif2 a
inhibuje nabor neutrofil & ( Hickey, 2012).
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3 Cile prace

e Studium moznosti nahrady LPS monofosforyl-lipidemRA848 a Poly (I:C) v ramci
nadorove imunoterapie
e Invitro studium role NETs v nadorovém zabijeni

* Owteni role neutrofiit v nddoroveé imunoterapii pouzitim protilatky Ly6G
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4 Material a metody

4.1 Seznam chemikalii

e BAMyo0o -biokompatibilni kotva membrany, Mw 4000 (NOF EURQPE

* Mannan - — z Saccharomyces cerevisiae (Sigma-@idtSA)

» Resiquimod - (R-848.HCI) —Invivogen,

* Resiquimod (R-848) TocrisRPMI 1640 (Sigma-Aldriti5A)

* MPLA — monofosphoryl lipid A (Avanti Polar Lipid&)SA)

* Cl-amidin —Calbiochem

* Monoclonal antibody to Ly6G, Clone R36-8C5,osityet IgG2b- EXBIO

* Trypsin ( Sigma Aldrich)

* GM-CSF ( Sigma Aldrich)

e TNFa (Sigma Aldrich)

* Laminarin z Laminaria digitata (Sigma Aldrich)

* FCS — fetalni bovinni sérum ( HyClone)

» Lipopolysacharid (LPS) z Escherichia coli (Sigmidrich)

» SMCC -N-Maleimidomethyl)cyclohexanecarboxylicaciehidroxysuccinimidester
(Thermo Scientific, USA)

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

* DOPE - N-(Succinimidyloxy-glutaryl)-le-phosphatidylethanolamin, Dioleoyl (NOF
EUROPE)TCEP - tris (2-Carboxyethyl) phosphine logtitorid (Sigma- Aldrich, USA)

* MACS Neutrophil Isolation Kit mouse (Miltenyi Biotg

» f-MLF KK - N-formyl-methionin-leucin-fenylalanin tysin (Schafer-N, Dansko)

* Poly I:C —sodnatg (Sigma Aldrich)
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4.2 Experimentalni zvirata

Ve vSech pokusech byly pouzisamice mysi C57BL/6N z chovu Charles River La-
boratories staré 8 tydn s vahou v rozmezi 18-20g. MySi byly chovany zandardnich
podminek s fotoperiodou 12/12 a volnyiistupem k potrava vod ve z\&tinci Parazitolo-
gického Gstavu, BC AUR a ve z¥finci Katedry medicinské biologierirodowdecké fakul-

ty Jihateské univerzity Weskych Budjovicich.
4.3 Buné¢na linie
K pokusim byla vyuzivana bugna linie melanomu B16-F10. Kultivace kiknpro-

bihala v kultivé&nim médiu RPMI 1640 s 10% fetalniho bovinniho $E@S) s pidavkem 1%
antibiotik, 1% glutaminu a 0,1% merkaptoetanalu3y°C v termostatu v 5% Catmosfée.

4.4 Priprava bunék B16-F10

Z narostlé bué&né linie nadorovych buk B16-F10 bylo slito kultivani médium a
bunky byly trikrat promyty sterilnim pufrovanym fyziologickym ztokem (PBS). Pro uvol-
néni adherovanych nadorovych kitnnasledovalo promyti trypsinizai smeési (0,02% try-
psin a 0,02% EDTA v PBS). Trypsinizace probihakernmostatu nastaveného na 37°C po
dobu @ti minut. Pro zastaveni trypsinizace byliedano RPMI 1640 medium s 10% FCS, ve
kterem ve kterém byly kiky s pouzitim Pasteurovy pipety rozvéhy. V dalSim kroku na-
sledovala centrifugace bék (10 min, 4°C, 150g & naedni burek na pozadovany objem
pfidanim RPMI 1640 bez séra. By byly spa&itany pomoci Blrkerovy kotmky piidanim
trypanové motl ke snesi burek v ponru 1:1. Vysledna koncentrace likrbyla upravena
na 4 miliony/ ml RPMI 1640.

4.5 Transplantace burgk melanomu B16-F10

Transplantace bk melanomu byla mySim provéah vzdy po dosazeni osmi tydn
Pred samotnou aplikaci byly mySi oholeny na pravénzadisti zad. Do oholeného mista jim
poté bylo injikovano s.c. (podiki) 400 00 budk B16-F10 v 0,1 ml RPMI 1640 bez séra

4.6 Méreni velikosti nadom

Velikost nadoii byla v pibéhu terapie mitena pomoci specialniho kaliperu. Ze zis-

kanych hodnot byly nasledrvypccitany objemy jednotlivych nador(Inaba a kol. 1986).
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K vypoctu byl pouzivan vzorec V&/6 AB2 , kde A pedstavuje nejtSi roznér nadoru (je-
ho délka) a B odpovida nejmenSimu réemnédoru (vyska).

4.7 Potitani metastaz v plicich

Plicni metastazy byly ve dvou experimenteltySi byly umrtveny strzenim vazu a
nasledg jim byly plice vyjmuty. Plice byly prohlizeny s ptitim binolupy, u plic obsahuiji-
ci metastatickd loZisk&€rné teky) bylo sp&itano jejich celkové mnoZstvi Wwicka a kol.
2007)

4.8 Praumérna redukce nadorového iistu

Redukce nadoroveéhdstu (ve srovnani s kontrolou) byla stanovena diteatfujiciho
vzorce:

(prizmérny objem nadoru v kontrolni skugia primérny objem nadoru v &ené skupid) x 100%

pramerny objem nédoru v kontrolni skugin

Primérna redukce (%) byla &ena ve dnech 4, 6, 8, 10, 12 a 14 od zahjenii¢erap
Ze vSech Sesti hodnot byla vyjpena ptimérna hodnota, jejimz vyj&dnim v procentech

byla ziskana hodnota fimérné redukce nadoroveéhbstu®.

4.9 Priprava terapeutickych latek

4.9.1 P¥iprava mannan-BAM

Manan byl gipraven redu&ni aminaci metodou dle Torosantucci (Torosantudala
2005). Roztok mananu v préstli octanu amonného byl redukovan kyanoborohydridem
sodnym pi pH 7,5 a 50 °C po dobwp dni. Roztok byl dale dialyzovan za pouziti dialy-
zani trubice MWCO 3500 (Serva - Heidelbergimecko) proti PBS i 4°C pres noc.

Navazani molekuly BAM na aminoskupinu mananu tpiovedeno $ pH 7,3 me-
todou podle Kato (Kato et al., 2004)&Hem jedné hodiny ip pokojové teplot doSlo
k reakci N-hydroxysukcinimidové skupiny (NHS), vagana BAM s aminoskupinou ami-
novaného mananu. Nakonec byla provedena dialyztiex MWCO proti PBSpii 4°C pres
noc za stalého michéani. Byl ziskan manan-BAM, jekaricentrace byla upravena na 0,2 mM
roztok manan-BAM v PBS .
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Manan -BAM + MPLA
Pro gipravu manan-BAM +MPLA byl v roztoku 0,2 mM manaBA&M pii mirném
ohtfevu rozpu&n MPLA na vyslednou koncentraci 0,5 mg/ml roztoku.

4.9.2 Priprava roztoka obsahujicich Resiquimod.HCI

V pokusu 3 byl pouzit ddie rozpustny Resiquimod.HCI (R-848.HCI) dodany fitmo
Invivogen. Vzhledem k jeho vysoké eehyla v nasledujicich experimentech pouzivana ba-
ze R-848 od firmy Tocris, z které byl hydrochloptipravovan pidavkem ekvimolarniho
mnozstvi HCI. Fslusné roztoky byly pak ziskdvany rozgmdin R-848.HCI v PBS,
0,2 mM roztoku mananu-BAM v PBS,tipadré v 0,2 mM roztoku mananu v PBS

s pridavkem protilatky Ly6G (0,5 mg/ml).

4.9.3 Priprava mannan-SMCC

Podle navodu vyrobce (Thermo Scientific, PiercedtnoBiology Products), podobn
jako v gredchozim fipads, NHS skupina SMCC reaguje s aminoskupinou aminévan
mananu. Aby se molekuly manan-SMCC vazaly naslggbmoci maleinimidové skupiny
SMCC (SMCC je heterobifurtki ¢inidlo se skupinou NHS na jednom a maleinimidovou
skupinou na druhém konci molekuly) na nadorovigklgubylo teba na nich zajistit vyskyt —
SH skupin. Toho bylo dosazeno dle (Christiaanseal.et1984) redukci cystin Pro tento
acel byl vin vivo experimentech pouzit 50 mM roztdkCEP v PBS, ktery byl aplikovan
intratumorals (i. t.) jednu hodinu fed aplikaci roztoku mannan-SMCC.

Krom¢ 0,2 mM roztoku manan-SMCC v PBS bylsigraveny roztoky obshujici rov-
néZz R-848.HCI na vyslednou koncentraci 0,5 mg/niipadré navic jest POLY I:C na vy-

slednou koncentraci ro¥a 0,5 mg/ml roztoku.

4.9.4 Priprava SMEDDS

Pro gipravu SMEDDS byla nejprve vytena smis obsahujic#t g etyl oleatu, 4,8 g
PEG-400 (polyetylenglykolu), 5,52 g Tween-80 (dgémtu) + 1,6 g ethanolu. K 4 ml této
smesi bylo poté dle pouzitych latekigerapii gidano 20 mg LPS nebo 33,4 mg f-MLF KK-
DOPE nebo 20 mg LPS + 33,4 mg f-MLFKK-DOPE. VSeclsnysi byly dikladns vorte-

xovany.

Priprava f-MLF KK-DOPE
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Byly smichany 4 ml 10 mM f-MLFKK v DMSO s 4 ml 10 vh DOPE-NHS
v DMSO, vse bylo spot@¢ inkubovano 1 hodinuippokojové teplat. Vznikly f-MLFKK-
DOPE byl vysusen lyofilizaci.

4.10Metodicky postup in vitro experimenti

4.10.1 Inkubace nadorovych burgk s ligandem

V prvnim kroku byly sklizeny nadorové fiky B16-F10 (postup viz ffjprava busk
B16-F10 pro transplantaci, misto RPMI 1640 s 109% B@lo pouzivdno RPMI +10% nede-
aktivovaneho FCS) a ietny podle pateby. Nasled& byla na 9§amkovou desku napipe-
tovana suspenze melanomovych 8uB16-F10, poté byly fidany gislusné ligandy. Na-
sledovala inkubace btk s ligandy, ktera probihala 30 miti 87°C v 5% CQ atmosfée.
Poté byla destka st@ena @ min, 4°C, 424gpa supernatanty byly odstry. VSechny jam-
ky byly poté promyty 200 ul RPMI 1640 s 10% nedeaktaného FCS, degka st@ena

stejnym zisobem a supernatanty odsthan

4.10.2 Izolace neutrofila

Neutrofily byly ziskavany z kostnirerg. K tomuto @&elu byly mySi usmrceny strze-
nim vazu. Naslednve flow boxu byla srst dezinfikovana ethanoleri e obstihnuta doko-
la kolem zadnich kafetin a pomoci pinzety stazena. Aby nedoSlo k pariustehenni kosti,
byla noha odgihnuta co nejblize k panvi a oplachnuta ve stenlRBS. Po odstr&ni Slach
a svaloviny byly kosti oplachnuty v izopropanolwlazeny do Petriho misky s RPMI 1640
s 10% FCS. Kostniidn byla ziskana od§sEenim kloubnich hlavic a naslednym proplachnu-
tim kosti injekni stikackou s RPMI 1640 s 10% FCS do druhé Petriho miskyzdovana
kostni den byla rozsuspendovanaighiltrovana pges BD filtr ( Falcon, 70um). Biky byly
poté spoitany v Burkero¥ komarce @i¢emz jejich Zivotnost byla zji&a pomoci trypano-
vy modi, centrifugovany 10 min, 4°C, 300ga gevedeny do kultivéniho média dle péeby.

4.10.3 Imunomagneticka seprace neutrofi

Separace byla provedena pomoci kame&dodavaného kitu (Netrophil isolation kit
mouse , MACS, Miltenyi Biotec). Ke stenym butkdm (viz. Izolace neutrofi) byl ptidan
MACS pufr v mnozstvi 200 pl na 50 milibnburek, ktery byl gipraven smichanim
48,8PBS s1 ml FCS a s 200 pl 2mM EDTA. Nasledoyaidani primarni protilatky

v mnozstvi 50 pl na 50 milignburegk, promichani a inkubace v lednici po dobu 10 minut
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Smes byla promyta 5-10 ml MACS pufru na 50 milioburgk a st@ena @i 1250RPM po
dobu 10 minut. Supernatant byl komplketodsat a pelet rozsuspendovan v MACS pufru
v mnozstvi 400 pl na 50 milignburek. V dalSim kroku byla fiddana sekundarni protilatka
v mnozstvi 100 pul na 50 milidnburgk, vSe bylo promichano a inkubovano 10 minut
v lednici. Sn¢s byla ogt promyta 5-10 ml MACS pufru a stena (0 min, 4°C, 300g Su-
pernatant byl nasledrodsan a pelet rozsuspendovan v 500 pl MACS pufpiipac vetsi-
ho mnoZstvi ne? Qe poteba upravit mnoZstvi pufru)

K vlastni magnetické separaci byl pouzit MidiMAC&parator se separa kolonkou
LS Column dodéavanych spdét@ s kitem pro izolaci neutrofil (Netrophil isolation kit mou-
se , MACS, Miltenyi Biotec). Separace byla provealdie pokyi v ndvodu vyrobce. Nega-
tivni separaci byly odstrany viechny kontaminujici ity a ziskany neutrofilyCistota

neutrofili byla stanovena na 91%.

4.10.4 Priming neutrofil @

U neutrofili byl provaan trojity priming pomoci GM-CSF, TNF-alfa a volnéke
minarinu. K neutrofitm byl pridavan GM-CSF (vysledna koncentrace 12 ng/ml) GiN##y-
slednd koncentrace 2,5 ng/nd) volny laminarin (vysledna 2 mikromolarni koncewt).

Smes byla inkubovanaip37°C v 5% CQ atmosfée po dobu 20 minut.

4.10.5 Pridani inhibitoru tvorby NETs a po¢itani bunék

Jako inhibitor tvorby neutrofilnich extracelularnisiti (NETs) byl pouzivan CI-
amidin o vysledné koncentraci 0,1 mM. Obsah vSaatek byl poté rozsuspendovan a des-
ticka byla vlioZzena do termostatu s 5% O 37°C na 2 hodiny.

Po uplynuti doby kultivace byly lilay rozsuspendovany pipetou, poté byl cely obsah
jamky (200 pl) vyjmut a smichan se stejnym mnoastirypanové maoi. V poslednim kro-
ku byly nddorové htky a neutrofily spéitany pomoci Birkerovy kotmky.

4.11 Statistické zpracovani dat

Ziskana data byla vyhodnocena a graficky zpracovapeogramu Microsoft Excel.
Statisticka vyznamnost byla zjgvana pomoci programu STATISTICA 12 s pouZzitimitest
ANOVA s Tukeypost hodestem. Data sledujicigxiti byla vyhodnocena statisticky pomo-
ci Analyzy freziti Log-rank testem v programu STATISTICA 12.
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4.12 Schéma jednotlivych experimeni

4.12.1 Pokusé¢. 1: Terapie melanomu pomoci MPLA, manan-BAM a jejch smési

K tomuto pokusu bylo pouzito 24 samic kmene C57Bktéré byly dvanacty den po
transplantaci melanomovych hiknrozdtleny do 4 skupin, kde v kazdé skupioylo 6 mysi,
zarover byl zmeéten pivodni objem naddr (,den 0%). L&ivo bylo podavano v pulzech tzn.
ve dnech 0,1,2....8,9,10. Kazdy druhy den bytd#ena velikost naddér

Schéma pokusu bylo nasleduijici:

A) i.t. aplikace 5Qu PBS

B) i.t. aplikace 5Qu roztoku 0,5 mg MPLA/m| PBS

C) i.t. aplikace 5Qul roztoku 0,2 mM manan-BAM

D) i.t. aplikace 5Qu roztoku 0,2 mM manan-BAM in MPLA 0,5 mg/mi

Ctrnacty den po zgfeni velikosti nadar byly mysi usmrceny strzenim vazu, byly
jim vyjmuty plice a spéitany metastazy.

4.12.2 Pokusé¢. 2: Terapie melanomu pomoci perorald podavanych SMEDDS

V tomto pokusu byla zkoumana moznost perar@odavat srs signalnich a fagocy-
tarnich ligand ve forme “samomikroemulgujicich® systéim(SMEDDS). V pokusu bylo
pouzito 20 samic kmene C57BL/6. Dvanacty den pasplantaci melanomovych bk
byly mysi rozaleny doctyt skupin po pti mySich. V den zap®ti terapie (,den 0) a poté
kazdy druhy den byla z#ena velikost naddr Terapeutické latky byly podavany rano &ere
v pulzech tzn. ve dnech 0,1,2...8,9,10 a to naslethjzpisobem:

A) Rano p.o. aplikace 5@ + veier p.o. aplikace 50l snesi ethyl oleatu s detergenty

B) Rano p.o. aplikace 5@ + veier p.o. aplikace 50l smesi ethyl oleatu s detergenty
+ LPS

C) Ranop.o. aplikace 5@I + veter p.o. aplikace 50l smesi ethyl oleatu s detergenty
+ -MLF-KK-DOPE

D) Rano p.o. aplikace 50 + veter p.o. aplikace 50l snmesi ethyl oleatu s detergenty
+ LPS + f-MLF-KK —-DOPE
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Ctrnacty den po zisteni velikosti nadar byly mySi usmrceny strzenim vazu, byly jim

vyjmuty plice a sp&itdny metastazy.

4.12.3 Pokus¢. 3: Terapie melanomu pomoci R-848.HCIl, manan-BAM jejich smési

Do nasledujiciho pokusu bylo zahrnité samic kmene C57BL/6N. Dvanact dni od
transplantace melanomovych kkrbyly mySi rozaleny doétyr skupin po Sesti mySich. MySim
byl sowasré zmeten pivodni objem néddr(,den 0“). L&ivo bylo podavano v pulzeckgn. ve
dnech 0,1,2...8,9,10. Kazdy druhy den byk&ema velikost nadar

Pokus probihal podle nasledujiciho schématu:

A) i.t. aplikace 5Qul roztoku 0,5 mg R-848/ml PBS

B) i.t. aplikace 5Qu roztoku 0,5 mg R-848/ml 0,2 mM manan-BAM
C) i.t. aplikace 5Qu roztoku 0,2 mM mannan-BAM

D) i.t. aplikace 5Qu PBS

Po ukorteni terapie byla u vS8ech mysi dale sledovana didatp

4.12.4 Pokus €. 4: Terapie melanomu pomoci aplikace s#isi manan-SMMC+R- 848.

HCI, ¥eSeni otazky synergie s POLY [.C

V tomto experimentu bylo pouzitt8 samic kmene C57BL/6N. Dvanacty den od trans-
plantace melanomovych bElnbyly mysSi rozaéleny do ti skupin po Sesti mySiclzarove: byl
zmeien pivodni objem naddr (,den 0%). VSem skupinam byl nejde aplikovan redudni
roztok (50 mM roztok TCEP v PBS) hodiniep vlastni aplikaci terapeutickych latek. My-
Sim bylo podavano &&vo pulzni terapii ve dnech 0,1,2...8,9,10. Kazdyhgrden byla n¥

fena velikost naddr

Schéma pokusu bylo nasleduijici:

A) i. t aplikace 50 mikrolitk roztoku TCEP, po hod#i.t. 50 pl roztoku manan-
SMCC + R-848.HCL

B) i.t aplikace 50 mikrolitk roztoku TCEP, po hod#i.t. 50 pl roztoku manan-
SMCC + R-848.HCI + POLY I:.C

C) i.t aplikace 50 mikrolitit roztoku TCEP, po hodén.t. 50ul PBS

Po ukorteni terapie byla u vS8ech mysi dale sledovana didatp
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4.12.5 Pokus €. 5: Studium vlivu deplece neutrofifi pomoci protilatky proti Ly6G na

ruast naddoru.

Cilem tohoto pokusu bylo prokazat roli neutridfil terapii melanomu jejich blokaci
protilatkou proti Ly6G. K pokusu bylo pouzito 3@amic kmene C57BL/6N, které byly dva-
nacty den od transplantace melanomovychébwozdileny do @ti skupin po Sesti mysich.
V den zapoeti terapie (,den 0%) a poté kazdy druhy den byt&izna velikost naddr Te-
rapeutické latky byly podavanypulzech tzn. ve dnech 0,1,2....8,9,10 a to nasieiujzpi-
sobem:

A) i.t aplikace 50 mikrolitit roztoku R-848/ manan-BAM + 0,5 mg Ly6G

B) i.t aplikace 50 mikrolitk roztoku R-848/manan- BAM

C) i.t aplikace 50 mikrolitr roztoku 0,2 mM manan-BAM

D) i.t. aplikace 5Qui PBS

E) i.t. aplikace 5Qul roztokuR-848.HCI v PBS

4.12.6 In vitro studium inhibice tvorby NETS, vliv Cl-amid inu na cytotoxické pisobeni

neutrofil @ s pouZzitim raiznych mnozstvi burék

Izolace neutrofit z kostni dens, naslednd imunomagnetick4 separace neditrofil
sklizeni nadorovych bwk a jejich inkubace s ligandem byla provedena distypu (viz.
metodicky postup in vitro experimentu). Melanomduéky B16-F10 byly ngediny tak,
aby vysledné koncentrace byla 1 milion Bkima 1 ml. Neutrofily byly ngedny tak, aby
byla ziskana koncentrace 2,5 milioburgk na 1ml. V gipadt pouZziti dvojndsobného mnoz-
stvi burgk byla koncentrace bék B16-F10 upravena na 2 miliony hiknna 1 ml, koncen-
trace neutrofit na 5 milioi burgk na 1 ml. Priming neutrofil byl proveden stefhjako
uvedeno vyse.

Na 96 -U jamkovou desku bylo napipetovano do 2lejapo 100 pl suspenze mela-
nomovych butk B16-F10. Do @isluSnych jamek byl poté napipetovan manan-BAM na
vyslednou 0,04 mM koncentraci v RPMI 1640 s 10%eadtivovanym FCS. K jamkam bez
ligandu bylo gidano 100ul RPMI 1640 s 10% nedeaktivovaného FCS v PBS vgoom: 1.

Po centrifugénim promyti navazaného ligandu bylo do odpovidejigamek napipetovano
200 pl primovanych neutrofil Do zbyvajicich jamek bylofglano 200 ul RPMI 1640 s 10%
nedeaktivovaného FCS. V poslednim kroku byl dislpSnych jamek iidan 0,004 mM CI-
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amidinu na 0,1 mM vyslednou koncentraci, v kontrbi¢ pouzit PBS. Po dvouhodinové

inkubaci byly buiky pocitany v Burkerove korirce (viz. Metodicky postup experimentu).

4.12.7 In vitro inhibice tvorby NETs s pouzitim raznych koncentraci Cl-amidinu, vliv
na cytotoxické pisobeni neutrofiki
Cely postup byl identicky s vySe uvedenym s timbyky pouZzity nizsi péty bursk,
tedy 100 000 butk B16-F10 a 500 000 primovanych neutrofil/jamku-a@idin byl testo-
van v polovéni (0,05 mM) a dvojnasobné (0,2 mM) koncentracowopnani s pedchozim

pokusem.
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5 Vysledky

5.1.1 Pokus¢. 1: Terapie melanomu pomoci MPLA, manan-BAM a jejch smési

Timto pokusem byl zjiovan vliv MPLA, gipadré manan-BAM s MPLA na reduk-
ci nddorovéhotrstu. Hlavnim smyslem bylo zjistit¢tinnost MPLA jako nahrady LPS. Jak

ukazuje Obr. 9, Zadny vyrazny terapeuticky efeld mdbyl pozorovan.
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Obr. 9: Vliv terapie pomoci MPLA na redukci nddorového nistu. (A — MPLA (0,5mg/ml), B —
manan-BAM, C — manan-BAM in MPLA (0,5 mg/ml), K —kontrola (PBS))

Na nasledujicich grafech je znazamrvliv terapie na vyskyt metastaz u mysi. Na Obr.
10 je zaznamenén pnérny paiet metastdz u mysi, u kterych byly metastazecnyStNa
Obr. 11 je uvedeno procento vyskytu metastaz vgeigsich skupinach.
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Obr. 10: Pramérny poéet metastdz/mys u jednotlivych skupin. (A — MPLA ((®bmg/ml), B — ma-
nan-BAM, skupina C — manan-BAM in MPLA (0,5mg/ml), K — kontrola (PBS))
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Obr. 11: Procento vyskytu metastaz v jednotlivych leupinach. (skupina A — MPLA
(0,5mg/ml),skupina B — manan-BAM, skupina C — manaiBAM in MPLA (0,5mg/ml), skupina K
— kontrola (PBS)
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5.1.2 Pokus¢. 2: Terapie melanomu pomoci peroralé podavanych SMEDDS

Timto pokusem byla zkouSena moznost peroralni apdikpomocitizné kombinace
terapeutickych latek ve formSMEDDS. Z Obr. 12 jeiejmé, Ze pouzitd forma peroralni

aplikace nevykazovala zadny inhibi vliv na st nadoi, ktery byl paradox& nejnizsi

v kontrolni skupisg.
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Obr. 12: Vliv terapie pomoci peroralné podavanych terapeutickych latek formou SMEDDS. (A-
ethyl oleat s detergenty + LPS, B — ethyl oleatdetergenty + f- MLF-KK-DOPE, C —ethyl oleat
s detergenty + LPS + f-MLF-KK-DOPE, K — kontrola (ethyl oleat s detergenty)).

Na Obr. 13 mizeme vidt vliv terapie na intenzitu metastazovani, tedynmirny po-
¢et metastaz u mysi, u kterych byly metastazesnyst
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Obr. 13: Primérny poéet metastaz/mys u jednotlivych skupin. (A —ethyl @éat s detergenty + LPS,
Skupina B — ethyl oleéat s detergenty + f- MLF-KK-DQP, C —ethyl oleat s detergenty + LPS + f-
MLF-KK-DOPE, Skupina K — kontrola (ethyl oleat s detergenty))

Nasledujici Obr. 14 znazauje procento vyskytu metastaz v jednotlivych skapm
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Obr. 14: Procento vyskytu metastaz v jednotlivychlaupinach. (A —ethyl oleéat s detergenty + LPS,
B — ethyl oleat s detergenty + f- MLF-KK-DOP, C —etyl oleat s detergenty + LPS + f-MLF-KK-
DOPE, K — kontrola (ethyl oleat s detergenty)).

5.1.3 Pokus¢. 3: Terapie melanomu pomoci R-848.HCI, manan-BAM jejich smési.

Cilem pokusu bylo zjistit, jak R-848 jako ndhradd3.a jeho kombinace s manan-
BAM ovliviuje mist nddoru. Z Obr. 15 je patrné, Ze nejvyggginredukce nadorové masy
nastala za pouziti R-848 s manan-BAM, kdy doSlat % pimérné redukci nadorového

rastu, ktera byla 10,12, 14 den statisticky vyznampiti samotnému manan-BAM a PBS
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kontrole. Terapie samotnym R-848 vedla k 53,2%ibichnadorovéhoistu, i v tomto pi-

padt bylo dosaZeno statisticky vyznamné redukce.
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Obr. 15: Vliv terapie na redukci nadorového nistu. (A — R-848.HCI (0,5mg/ml), B — manan -
BAM + R-848 (0,5 mg R-848.HCI/ml 0,2 mM manan-BAM)C — 0,2 mM manan-BAM, K — kon-
trola (PBS)

a P<0,05; 22 P<0, 0005 w¢i C (manan-BAM)
*P <0,05; **P<0,005; **P<0, 0005 vci K (PBS)
U mySi byla sledovana délkdgiiti, ktera je znazo#ma na Obr. 16. Ve skupinkte-

ré byla aplikovana sé& manan-BAM s R-848 (skupina BygZila jedna myS pozorovanou

hranici 100 di, nicmér prodlouzeni peziti v této skupié nebylo statisticky vyznamne.
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Obr. 16: Vliv terapie na délku pieziti mysi. (A — R-848.HCI (0,5mg/ml), B — manan-B¥ + R-
848 (0,5 mgR-848.HCI/ml 0,2 mM manan-BAM), C — 0,&aM manan-BAM, K — kontrola (PBS)

5.1.4 Pokus ¢. 4. Terapie melanomu pomoci aplikace s#si manan-SMMC+R-
848.HCI, reSeni otazky synergie s POLY I:C

Cilem tohoto pokusu bylo zjistit, jaky vliv m& kdeatni kotveni ligandu pomoci
SMCC na redukci nddorovehastu. Mimo jiné byla sledovana fipadna synergie s POLY
I:C. Jak vyplyva z Obr. 17, elierapie byly velice &inné, gicemzZ skupina A réda za nasle-
dek 68,2% redukci nadorovéhastu a synergie s POLY [.C (skupina B) vedla az 382
praimérné redukci nadorovéhdistu. O skupiny vykazovaly 14. dendBy statisticky vy-

znamné snizeni nadorovéhstu.
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Obr. 17: Vliv terapie na redukci nadorového nistu (Skupina A — manan - SMCC + R 848.HCI,
Skupina B —manan-SMCC + R-848.HCI + POLY I.C, K — lontrola (PBS))

*P < 0, 0005 Wi K (PBS)

Z Obr. 18 je patrné, Ze terapie byla &8y i v dalSich dnech a stale vede k vyrazné
redukci az vymizeni nador
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Obr. 18: Vliv terapie na redukci nadorového nistu v ramci sledovani geziti ( A — manan -
SMCC + R 848.HCI, B —manan-SMCC + R-848.HCI| + POLVY:C)
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Vliv Ié¢by na délku peziti je demonstrovan na Obr. 19. Jak skupina An@na-
SMCC + R 848.HCI), tak skupina B (manan-SMCC + R8I + POLY I:C ) dosahla
delSi doby peziti ve srovnéni s kontrolni skupinou K (PBS). kiiginy B navic doSlo ke
statisticky vyznamnému prodlouZertepiti.
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Obr. 19: Vliv terapie na délku pteziti mySi (A — manan - SMCC + R 848.HCI, B —-manaSMCC
+ R-848.HCI + POLY I[:C, K — kontrola (PBS))

* P < 0,05 vici K (PBS)

U mysi, u kterych fesahla délkaieziti 120 difi, byla provedena nova transplantace
melanomovych bufk. Tato transplantace se tykala 2 mySi ze skuping j@dné mysi ze
skupiny B. Po uplynuti 35 dnod retransplantace doSlo k uhynu jedné mysSi zpiskuA, u
dalSi mysi z této skupiny doSlo k nddorovénistu, zatimco u mySi ze skupiny B se nador

znovu neuchytil.
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5.1.5 Pokusé¢. 5: Studium vlivu deplece neutrofili pomoci protilatky proti Ly6G

Smyslem tohoto pokusu bylo prokazat, zda blokaagrafu s vyuzitim protilatky
proti Ly6G se projevi zvySenym nadorovyistem. Krond toho byl sledovan vliv R-848 a
jeho kombinace s manan-BAM na redukci nadorovéistur Jak ukazuje Obr. 20, podavani
protilatky proti Ly6G vedlo od osmého dne ke zvyiSeistu nadol ve srovnani sdinnym
efektem smisi R-848/manan-BAM (A proti B). Tento rozdil vSakhyl statisticky vyznam-

ny.
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Obr. 20: Vliv protilatky proti Ly6G na nadorovy r ist. (A — R-848 / manan-BAM + Ly6G, B — R-
848 / manan-BAM, C — manan- BAM, D — R-848, K — kamola (PBS))

a P<0,05,2a P<0,0052aa P<0, 0005 wéi C (manan-BAM)

* P <0,005, ** P< 0, 0005 w¢i K (PBS)

5.1.6 In vitro studium inhibice tvorby NETSs. Vliv Cl-ami dinu na cytotoxické pisobe-

ni neutrofild s pouZitim riznych mnoZstvich burk

V nésledujicich pokusech byla sledovana role NEd@degradaci nadorovych békn
Ke zjis€ni vlivu NETs v nadorovém zabijeni byl pouZit inibdb jejich tvorby Cl-amidin.
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Na Obr. 21 je znazoén primérny paiet nadorovych bufk v jednotlivych jamkach
v zavislosti na obsahu jamky. Z grafu je patrnékdtveni mananu na nadorovénky se
neprojevilo cytotoxicky. Samotné neutrofily vykazaby jen maly vliv na p&et nadorovych
burek. V piipadt piitomnosti neutrofit v kombinaci s liganden manan-BAM doSlo k 50%
redukci p@tu naddorovych buik. Samotny inhibitor Cl-amidin na nadorovénky nepiso-
bil. Pfidanim inhibitoru Cl-amidinu doSlo k 55,5% redukwjitotoxicity, kterou vykazovaly

neutrofily vi¢i nadorovym biikdm nesoucim manan.
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Obr. 21: Pramérné mnozstvi naddorovych burk v jednotlivych jamkach v zavislosti na experi-

mentalnich podminkach.

Na nasledujicim Obr. 22 je znazénnvliv inhibitoru Cl-amidinu pi dvojnasobném
poctu nadorovych butk B16-F10 a neutrofil. Byly dosazeny obdobné vysledky jako
v predchozim experimentu. Neutrofily dgobily pi pasobeni na nadorové iiky
s mananem jejich 67,57 % redukci a Cl-amidin ziméesto cytotoxicky efekt o 41,5 %.
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Obr. 22: Pramérné mnozstvi naddorovych burk v jednotlivych jamkach v zavislosti na experi-
mentalnich podminkach. Dvojnasobné mnozZstvi nadorgeh bunék a neutrofild ve srovnani
s Obr. 21.

5.1.7 In vitro inhibice tvorby NETs s pouzitim riznych koncentraci Cl-amidinu, vliv
na cytotoxické pisobeni neutrofiki

Cilem tohoto pokusu bylo zjistit, zda blokace twoMET s pomocitiznych koncen-
traci inhibitoru Cl-amidinu vede ke 2me cytotoxické aktivity neutrofil. Jak ukazuje Obr.
23, neutrofily nély za nasledek 46,8% redukcigio nadorovych bukk, kdy polovini kon-
centrace Cl-amidinu vyvolava 76% snizeni cytoxickédiektu, zatimco ip dvojnasobné
koncentraci bylo dosaZzeno 56% inhibice cytotxickéfektu neutrofil. Z téchto vysledk je
ziejme, Ze pro inhibici tvorby NETS jsou polori koncentrace dostajici.
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zorrgna na Obr. 24, ktery shrnuje vysledky tohoto experitu a experimentuigdchoziho
v zakladnim provedeni bez navySenétpdourek. Z grafu vyplyva, Ze nejvyrazjsi inhibice
cytotoxického efektu neutrofil nastala fi pouziti poloviéni koncentrace Cl-amidinu, kdy
doSlo ke zmenseni cytotoxického efektu neutitofil 76%. Mizeme tedyfici, Zze v tomto

Obr. 23: Primérné mnozZstvi nadorovych burk v jednotlivych jamkach v zavislosti obsahu

jamky p¥i dvojnasobné a polovni koncentraci inhibitoru Cl-amidinu.

Redukce cytotoxické efektu neutrdfipro jednotlivé koncentrace Cl-amidinu je zna-

piipact je tvorba NETs je zodp@dna, za 76% cytotoxicity neutrafil
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Obr. 24: Inhibice cytototoxického efektu neutrofili v zavislosti na pouzité koncentraci Cl-
amidinu.
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6 Diskuze

V této praci bylareSena otazka nahrady LPS adekvatnimi agonisty EcRptod a
jejich kombinace s fagocytarnimi motivy. Tento gystzaloZzeny na TLR signalizaci ve
form¢ rozpustnych ligani spojeny s aktivaci fagocytarnich receptee forme vazanych
ligand vychéazi z pracé&nderhill a Gantner (2004)J¢innost tohoto systému byla potvrzena
v mnoha pedchozich experimentech, vSe bylo potvrzeno v placotové a kol.(2014), kdy
kombinace TLR a ligandfagocytarnich receptdrvedla k synergii, f které bylo dosazeno
az 80% uplného vyteni Ehem 100 df v piipad pouziti LPS a manan-BAM. Limitaci
acinné terapie pomoci LPS je pouzitelnost této mdiekuburecné sény gram negativnich
bakterii v gipact terapie u lidi. Bylo prokazano, Ze citlivost k LE&®nkrétré k zaretlivym
cytokinim produkovanych makrofagy, je rozdilndizmych obratlové. Za tuto toleranci
jsou zodpowdné sérové proteinyifpomné u hlodavi, lidé jsou tak bezitomnosti &chto
proteini 1000—-10000 krét citljSi k LPS nez mysi (Warren a kol. 2010). Tato vysokli-
vost mize u lidi vyvolat septicky Sok a smrt, letalni daul®S se pohybuje mezi 1 az 2 ug
(Sauter a kol. 1980)

Z tohoto divodu vznikéa snaha nahradit LPS. V prvnim pokusupogltento el vy-
uzit chemicky pibuzny MPLA. MPLA se liSi od LPS v n#pomnosti oligosacharidového
jadra, fosfatové skupiny a acylovétetzce. Udava se, Ze tato nahrada LPS je ate$p0
krat mért toxicka nez LPS (Michaud a kol. 2013). Jeho beapst @i pouziti u lidi potvr-
zuje fakt, Ze byl FDA schvalen jako s@st rékolika vakcin&nich gipravka, jako napiklad
vakcina Cervarix. V naSem experimentu v3ak nizk&ita znamenalaiejme i slabé hlavni
acinky a MPLA zde nevykazoval téhzadny vliv na inhibici nddorovéhastu. Neuspoko-
jivé vysledky glisuzujeme mozné nedostéaté stimulaci prozattlivych cytokini poteb-
nych mimo jiné k aktivaci endotelovych biknk produkci adhezivnich molekul, umoi-
cich zastlivou infiltraci. Tato domgnka se zda byt v souladu s Okemoto a kol. (2008, k
nizka toxicita MPLA je fipisovana nedostatee prozastlivé aktivité zpaisobené neefektiv-
ni aktivaci kaspazy 1, ktera se podili na matungkolika prozastlivych cytokini, jako je
IL-1B a IL-18. Jeden z probléivjinak Usgsné terapie, ndhrada LPS se tak timtisapem
nepodailo vyresit.

DalSi problém fedstavuje podanidé&a, misto injekni aplikace se hledaji cesty cile-
ného snifovani I€iva do mista terapeutickéhdgobeni, tzv. targeting. Tato snaha tak byla

cilem druhého pokusu, kdy bylo¢iéo aplikovano peroréini cestou ve fafnfSMEDDS.
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Principem tohoto zjsobu aplikace je za pomoci dalSich pomocnych tagekoieni mikro-
emulze, obsahujici ¢é&vou latku. Z vysledku je vSakigimé, Ze tento Zsob aplikace nespl-
nil nasi gedstavu o cilené aplikacidi®a primo do nadoru. Jelikoz se jedna o zcela novy
zpiusob podavani terapeutické latky, §&ké hledat ficiny neusgchu. Dle naSi hypotézy by
mely byt vzniklé mikra@astice o velikosti 100 nm vsbatelné pes Peyerovy platy, odkud
by se nasledhmély dostavat pes lymfu do krve. Vzhledem k tomu, Ze nadory sené§aji
piitomnosti dr, umozujici tak vstupcasticim do velikost 600nm, vzniklé mikw@stice
s velikosti 100 nm by se tak bez probléemu dostalynddoru. Jako terapeuticka latka byl
pouzit vysoce funkni systém f-MLFKK-DOPE v kombinaci s LPS, kde laveni fagocy-
tarniho motivu f-MLF je pouZito kotvidlo DOPE. Tensystém aplikovany intratumor&in
vykazoval vyraznou redukci nadorovéhisstu (Caisova 2013). Podobnych vyslédiylo
dosazeno i za pouziti kotveni BAM v praci Vacovel2). K gihlédnuti k €mto vysledkim
Ize usuzovat, Ze timto transportnim lékovym systénagejmé nebylo I€ivo doruweno do
mista gisobeni. Vys¥tlenim by mohlo byt, Ze tento systém jedibo nestabilni sdm o s&b
nebo nami zvolené terapeutické latky byly s timgst&mem nestiitelné a mikrgastice se
rozpadaly.

Tretim pokusem poktavalo hledani vhodné nahrady LPS. V tomiipac se jedna-
lo o Resiquimod (R-848) agonistu TLR7/8 a jeho korabi s manan-BAM. P pouZiti této
kombinace byla pozorovana synergié, kieré bylo dosazeno 74,7%upnérné redukce na-
doroveého iistu, ktera byla navic statisticky vyznamna<{F,0005). Aplikace R-848 bez
kotveného mananu vykazovala 53,2% inhibici nddénaviistu, kterd se také ukazala byt
statisticky vyznamna (R 0,005). Pozitivni &inek snési manan-BAM+R-848 se projevil i
v prodlouzeni feziti, kdy jedna mysipZzila pozorovanou hranici 100n

Ctvrty pokus sledoval vliv R-848 jako vhodné teraieké latky v gipads kotveni li-
gandu pomoci SMCC. iidanim poly (I:C) agonisty TLR3 byl zjigvan jeho pipadny sy-
nergicky efekt. Ukazalo se, Ze kovalentni kotveaihanu pomoci SMCC vykazuje ran
terapeuticky Ginek, kdy byla zaznamenana 68,2%uirpérna redukce nadorovéhdistu.
Tento efekt byl zesilen synergickymigobenim poly (I:C) s famérnou redukci 82,3%.
Stejre jako v redchozim fipack bylo tyto redukce 14. den terapie statisticky \ammé(P
< 0,0005). Vzhledem k tomu, Ze TLR7/8 jsou pringaexprimovany na makrofazich stejn
jako TLR3 v gipack poly (I:C), Ize pedpokladat, Zze hlavni roli v méshadoru sehraly prév
makrofagy. Makrofagy pak produkci cytokimpodporuji aktivaci a migraci dalSich kitm
predevsim pak neutrofi] do nddorového loZiska. Z hlediska délkgti byla jak u skupiny

53



manan-SMCC + R-848.HCI, tak u skupiny s poly (IfZdkazana delSi dobagiti oproti
kontrolni skupi®, coz v gipadt pouziti poly (I:C) bylo stastisticky vyznamn@ < 0,05).
V rdmci sledovéani efektu terapie z dlouhodobéhdibla byla u mysi, u kterychrgséhla délka
preziti 120 dfi provedena retransplantace melanomovychékuioto se tykalo dvou mysSi
z terapeutické skupingnanan-SMCC + R-848.HCI a jedné mysi ze skupirdené smnisi
manan-SMCC + R-848.HCI + POLY (I:C). Nadory se amabjevily pouze u skupiny, které
byl aplikovdn manan-SMCC + R-848.HCI. &hto pozorovani je patrné, Ze
v retransplantaci se pozitivmprojevila gitomnost pray POLY (I:C). Na zaklad jedné mysi
se neda usuzovat, do jaké miry zde tato latka kebvau roli, nicméa stejné vysledky byly
ziskany ve dvou dalSich experimentalnich skupirsdodlkovym pétem 12 mysi. | pes tyto
zawry je vSak teba se dale zabyvat studiem poly (I:C) a prokexdt dalSich experiment

V terapii dendritickymi btikami je vyuzivana schopnost poly (I:C) indukovedrdr
téchto burk. Tato funkce bylaiejm¢ divodem odolnosti fed retransplantaci v naSem ex-
perimentu, kdy bylo podgeno vyzravani klasickych dendritickych an(mDC) a antigen-
ni prezentace ziskané imunitedouci k aktivaci imunitni pagti. Z vysledki na obr. 18 je
patrné, Ze obtyto terapie vykazuji progresivni pozitivni chaek kdy nastup dinka tera-
pie neni tak rychly ale s postupem terapie dochkaeidukci a vyléeni nadoi, ktere je
dlouhodobé. Naproti tomu terapie pomoci LPS vykakowej¢tSi efekt v pdatcich terapie
a v ipadt neuspsné I€by byly nadory v pokreilé fazi terapie nelételné. U vSech TLR
agonist je popisovana rezistence, kdy podavani terapeufiétky po delSi dobu vyvolava
neodpovidavost (Greisman a kol. 1975). Co se tyH84® je dokonce popisovanatigdenni
pauza jako doba nutnd k tomu, aby doSlo ke znovandni citlivosti (Bourquin a kol. 2011).
Tomuto trendu jsmecelili aplikaci terapeutické davky v pulznim reZimee dnech
0,1,2...8,9,10 a dosahli jsme tak terapeutickéhotefpk celou dobu terapie. Kr@ntoho je
znamo (Bhardwaj a kol. 2011), Ze R-84&spbi pozitivie na vyzravani plazmocytarnich
dendtritickych bugk (pDC), coZ se mohlo projevit vy§Sim zapojeninkai® imunity a del-
Si dobou peziti.

V poslednim in vivo pokusu jsme se pokouSeli zjigikad je role neutrofii
v nadorovém zabijeni. Pro tentdelibyla pouzita protilatka proti Ly6G nachazejicém na
povrchu neutrofil. Deplece Ly6G vede k depleci neutrdfiBylo vS8ak dosaZzeno pouzés-
tecné inhibice. Mvodem mohla byt velkd molekulova vaha protilatkgy lprotilatka o vaze
150 000 neprodifundovala nadorem a nedoslo takneélgepleci. DalSi moznosti je, Ze ne-

utrofily nehraji v mist nadoru hlavni roli, jako vifpadt terapie pomoci LPS. \fipact
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LPS mizeme tén¥ s jistotourict, Zze neutrofily exprimuji TLR4 receptor pro LPGomes a
kol. 2010), kdy vedle z&tlivé odpowdi doch&zi ke kostimulaci neutrafils produkci pro-
zaretlivych cytokini a tak je zajiha amplifikace imunitni odp@di. R-848 je TLR7/8
agonistou, u mysi vSakipobi jen pes TLR7 receptor. Otazka exprese TLR 7 u neuirsgl
ukazuje jako sporna, zatimcakteri autdi jeho gritomnost popiraji Upk (Janke a kol.
2009), rektefi uvazuji o jeho expresi na lidskych neutrofileetayashi a kol. 2003)ifpadré
mysSich neutrofilech (Wang a kol. 2008). Je tedynd Ze tato skutaost se projevila i ve
vysledném efektu a Ze tak neutrofily nejsou hlavrdrjedinymi butkami podilejicimi se na
vysledné cytotoxicit.

V in vitro pokusech pak bylo dale studovano cytotkeé pisobeni neutrofil, konrét-
n¢ bylo sledovano, jakou roli v tomto procesu hraria neutrofilnich extracelularnich siti
(NETS). Ke zjis¢ni miry podilu tohoto zjsobu zabijeni byl pouzit Cl- amidin, kterygobil
inhibici tvorby NETs. Jeden ze agohi, jakym neutrofily zabijeji objekty &Si, nez jsou
ony samy, je tvorba kapes, tzv. frustrovana fagmyt g niz dochazi k vyloteni obsahu
neutrofilnich granul doéthto kapes. Tento mechanismus byl pozorovan (Vaamstai sd-
leni). DalSi z moznosti je jiz zeované uvoldni NETs. Tyto in vitro pokusy ukazaly na
Gcast tchto struktur v rdmci cytotoxickéhaigobeni neutrofil. Cl- amidin totiz zgsobil
inhibici cytotoxického efektu neutrofi] kdy s pouZzitim inhibitoru o koncentraci 0,05 mM
bylo dosaZzeno 76% inhibice cytotoxického efektutradiii. Samotny Cl- amidin itom
nepisobi cytotoxicky na nadorové iky a neutrofily, ale cytotoxicky efekt snizuje, zéy

jsou v korelaci s vysledky pozorovanymi in vivo Kigdova, Ustni sdeni).
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7 Zaveér

Pokus o nadhradu LPS MPLA z&ealem ziskani pro lidi netoxické &ifom
stejre u¢inné alternativy se nezilha

Perorélni aplikace terapeutické latky pomoci SMEBR$eostdcila

Byla prokazana dinnost |€by pomoci Resiquimodu (R-848) a &nhmanan-
BAM + R-848. Terapie vykazovala redukci nadorovéisiu. R-848 se svymi
ucinky priblizil LPS a byl tak dale pouzit jako jeho nahrada

Kotveni pomoci SMCC ve stai s mananem a R-848 vedlo ré¥rk redukci
nadorovehotrstu a prodlouzeniipziti va¢i kontrolni skupig. Fi kombinaci
této snési s poly (I:C) byl pozorovan synergicky efekt vedbk vyrazgjsi
redukci nadorovéhaistu se statisticky vyznamnym prodlouzenim délkg-p
Ziti

Vliv poly (I:C) se pozitivieé projevil pi retransplantaci nadorovych hikg
kdy nedoSlo k znovuobjeveni nador

Protilatka proti Ly6G vedla pouzedésté&né inhibici nadorové terapie zalo-
Zené na kombinaci R-848 a kotveného mananu, caaujkaa omezeny podil
neutrofili

V intro experimentech byla prokazana role NETisgytotoxickém gisobeni

neutrofili na nddorové hiky.
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