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1 Uvod

1.1 Nadorova onemocnéni

Jedna se o skupinu chorob narusujicich zakladni funkce pfevazné somatickych bunék,
jako jsou: proliferace, diferenciace, buné¢ny cyklus, apoptéoza a mezibunéény kontakt. U
rakovinnych bun¢k dochazi k poskozeni genti (protoonkogenii) zodpovédnych za kontrolu
téchto bunécnych funkci. Tim bunky ztraceji schopnost diferenciace, nekontrolovatelné se
déli a mohou se §itit po celém téle (Klug a kol. 2006). Nahlouéeni téchto bunék oznacujeme

jako nador.

Nédorova onemocnéni jsou podle tidaji Eurostatu ze zéaii 2012 nejcastéjsi pfi¢inou

umrti ve vSech 27 ¢lenskych zemich Evropské unie.

1.2 Rozdéleni nadoru

Z hlediska biologické podstaty miiZzeme nadory rozdélit na benigni a maligni.

Benigni nadory — rozriistaji se z jednoho mista, nejsou invazivni a nemetastazuji.
Ackoliv mohou svym ristem poskozovat okolni tkan, Casto nebyvaji Casto Zivotu

nebezpecné, protoze se vétsinou daji chirurgicky odstranit (Klug a kol. 2006).

Maligni nadory — jsou invazivni nadory tvofené buiikami, které maji schopnost se od
nadoru odtrhnout, vstoupit do krevniho feciSté¢ a osidlovat vzdalené¢ tkané, kde tvofi
sekundarni nadory (metastazy). Kvili schopnosti metastdzovat mohou byt maligni nadory

zivotu nebezpecné (Klug a kol. 2006).



1.2.1 Déleni nadoru podle histogeneze

Epitelialni nadory — nadory odvozené od kryci a vystelkové tkané. Mezi benigni fadime
papilomy a epiteliomy. Malignimi jsou pak karcinomy. Od Zlazového epitelu jsou odvozeny

benigni adenomy a maligni adenokarcinomy.

Mezenchymové nadory — nadory odvozené od podplirnych a pojivovych tkani. Mezi

benigni fadime lipomy, chondromy, osteomy a myomy. Malignimi jsou sarkomy.

Hematopoetické nadory — nadory odvozené od krvetvornych tkani. Patii mezi né rizné

typy leukémii a lymfomu.

Germinalni nadory — nadory odvozené od embryonalnich bunék. Patfi mezi n¢ seminomy,

germinalni karcinomy a teratomy.

Neuroektodermové nadory — nadory odvozené od bunék nervové tkané (gliomy,

glioblastomy, neoroblastomy) a od koznich pigmentovych bun¢k (melanomy)

SmiSené nadory - nadory pochdzejici z tkani rtizného pvodu.

1.2.2 Melanom

Melanomem nazyvame nadory odvozené od melanocytti. Melanocyty jsou pigmentové
buniky neuroektodermalniho ptivodu obsahujici melanin (Alberts a kol. 2002). Nachazeji se
V pokozce a vlasovych folikulech.

Melanin je hnédy pigment obratlovct. Tvoii ochranu bun¢k pted UV zafenim a
zbavuje je toxickych, reaktivnich forem kysliku a volnych radikal (Horibe a kol. 2012).
Mnozstvi a distribuce melaninu v melanocytech pokozky urcuji jeji barvu a odolnost vici
kancerogennimu vlivu UV zafeni. (Brenner a kol. 2008).

Ackoliv maji melanocyty za ukol chranit ostatni buiiky pfed UV zafenim, jsou mu téz
samy vystaveny. To muze vést k poskozeni jejich DNA a v nékterych ptipadech i ke vzniku

vV

mizeme pricist 80 % vSech umrti na rakovinu kize (Shore a kol. 2011). Pfi¢inou Gmrti



byvaji Castéji nez primarni melanomy metastazy, které se nejCastéji kromé kize vyskytuji
V jatrech, plicich a mozku (Cummins a kol. 2006). Nad&je na preziti pfi onemocnéni
melanomem v Evropé ¢ini 81 %, coz je dvakrat vétsi Cislo nez v rozvojovych zemich
(Parkin a kol. 2005). V Evropé se incidence melanomti na 100 000 obyvatel pohybuje od 3,3
pro muze a 3,6 pro Zeny ve vychodni Evropé po 8,4 pro muze a 10,0 pro Zeny v Evropé

severni (Parkin a kol. 2005).

1.2.2.1 Melanom B16

Vyzkumy terapie nddorovych onemocnéni pomoci transplantace nadorovych bunék do
lidského téla nejsou z pochopitelnych divodi mozné. Je proto tieba hledat vhodny savci
model. Tim jsou pro relativné malou nakladnost svého chovu, dobrou znalost genetické
informace 1 kratkou genera¢ni dobu mysi. Ve vyzkumu je vyuzivino mnoho kmeni
rakovinnych bunék odvozenych od riiznych mysich tkdni. Jednim z melanomovych modelt

je bunééna linie B16.

Bunécna linie B16 je odvozena od melanomu inbredniho kmene ¢ernych laboratornich
mys$i C57BL/6. B&hem 5- 10 dnt po subkutanni transplantaci bunék se objevi hmatatelny
nador, ktery b&hem 2-3 tif tydnéi dosdhne rozmérd 1000 mm® (Overwijk a kol. 2001).
V dal$ich fazich rlstu se objevuji nekrozy tkang, ¢asto doprovazené hnisanim a krvacenim.
Linie B16 se téz Casto vyuzivaji pro plicni metastazovy model. Transplantované bunky
putuji krevnim fecistém a osidluji plicni tkan, kde vytvareji sekundarni nadory (Overwijk a
kol. 2001). Z ptivodni linie B16-FO byly odvozeny linie B16-F1 a B16-F10 z té byla pozd¢;ji

odvozena jesté vice metastazujici linie B16-BL6 (Nakamura a kol. 2002).

1.3 Terapie nadorovvch onemocnéni

V soucasné dob¢ je uplatnovano nekolik piistupt k 1écbé nadort. Kazdy druh terapie

ma své uplatnéni, vyhody a nevyhody a Casto je mozné tyto druhy kombinovat.

Nejstarsi formou 1é¢by je chirurgické odstranéni nadoru. Jeho vyhodou je rychlost a

moznost odstranéni v idedlnim piipad¢ celého primarniho nadoru. Problémem je, ze



nejcastéjsi pii¢inou umrti pacientdi nejsou primarni nadory, ale metastazy (Cummins a kol.
2006). Proto se chirurgickd 1é¢ba Casto kombinuje s radioterapii a chemoterapii.

Chirurgickou 1é¢bu nelze,vzhledem k umisténi a rozsahu nadort, vzdy pouzit.

Pokud neni mozné chirurgické feSeni, Iékafi Casto pristupuji k chemoterapii.
Chemoterapie vétSinou vyuziva cytostatika, coz jsou toxické latky, které Skodi zejména
rychle proliferujicim bunkam. Jeji pouziti je limitovano dopady chemoterapeutik na zdravou

tkan.

Podobné¢ limitovana je téz radioterapie, pii které se k likvidaci bunék pouziva ionizacni
zateni. Ackoliv je zéfeni cileno na nador, dochazi k poSkozovani okolni tkdn€ a v krajnim

ptipadé muze jeho vlivem dojit ke vzniku dal§iho nadoru.

Dalsi moznosti 1é¢by je imunoterapie.

1.4 Imunoterapie

Imunoterapie nadord je princip 1é€by nadorovych onemocnéni vyuzivajici pfirozenych

mechanisml imunitniho systému. Cilem je aktivovat protinddorovou imunitu.

1.4.1 Protinadorova imunita

Pfirozenym tkolem imunitniho systému je vyrovnavat se s cizorodymi patogeny a
likvidovat vlastni nepotiebné nebo poskozené bunky, mezi néz patii také bunky nadorové.
Lidsky organismus je vybaven fadou pfirozenych mechanismi, kter€ jej chrani pred vznikem
a rozvojem nadorovych onemocnéni. O dileZité Gloze imunitniho systému pfi potlatovani
rakoviny sveéd¢i vyssi vyskyt nadori u imunodeficientnich pacientd a experimenty, ve
kterych byly pouzity kmeny mysi s nefunkénimi geny pro vytvafeni efektorovych bunék
(Hoftejsi a Barttinkova 2009). Buiitkami s velkym vyznamem pro zabranéni vzniku nadora a

jejich potlac¢ovani jsou:



a)

b)

d)

Makrofagy — jsou vyznamnou slozkou vrozené protinadorové imunity. Fagocytuji
patogeny, apoptotické a nadorové builky. Maji schopnost prezentovat antigeny
nadorovych bunék na svém povrchu, ¢imz aktivuji ostatni bunécné slozky

protinadorové imunity, zejména T lymfocyty (Brunda a kol. 1977).

Dendritické buiiky — jsou antigen prezentujici bunky fungujici v protinadorové
odpovédi obdobné jako makrofagy. Fagocytuji nadorové buiiky a jejich antigeny
prezentuji T lymfocytiim, které tim aktivuji a spoustéji tak jejich boj proti nadoru

(Gunzer a kol. 2001).

NK buiiky — Jsou velké granularni lymfocyty, které nemaji antigenné specifické
receptory. Maji cytotoxickou aktivitu, kterd je aktivovana krom¢ nadorovych
antigenu také nepiitomnosti MHC 1. Kontakt s MHC 1 inhibuje jejich cytotoxickou
reakci. Vzhledem ktomu, ze nadorové buniky exprimuji MHC | jen velmi
omezen¢, vede to k jejich zni¢eni. NK bunky vykazuji nizsi afinitu k MHC |
S navazanymi abnormalnimi peptidy, coz zvySuje jejich schopnost odlisit

transformované buniky od zdravych (Hotejsi a Bartitkova 2009).

T lymfocyty — Cytotoxické T lymfocyty rozpoznavaji abnormalni peptidy
prezentované na povrchu bunék v kombinaci s MHC. Jejich prekurzory dozravaji
pii kontaktu s antigenem na povrchu antigen prezentujicich bun¢k (APC). Poté
dojde k mnozeni a dozravani. Zralé Tc lymfocyty vyhledavaji transformované nebo
patogeny napadené builky, které prezentuji Spatné peptidy, a ty poté zabiji.
(Alberts a kol. 2002) Obdobné funguji NKT lymfocyty. Ty rozpoznavaji zavadné
peptidy v kombinaci s CD1d, coz je zvlastni druh MHC. Nadorové bunky
prezentuji abnormalni peptidy, proto jsou NKT lymfocyty rozpoznavany a ni¢eny
(Terabe a kol. 2008).



Rakovina se mize rozvinout jen v piipadé, ze se nadorovym buitkam podaii uniknout

likvidaci imunitnim systémem. Mechanismii Gniku pfed imunitnim systémem je znamo

mnoho a jsou stale predmétem vyzkumu.

a)

b)

d)

Selekce — nadorové bunky podléhaji selekénimu tlaku na vyvolavani co nejmensi

imunitni odpovédi.

Produkce imunosupresivnich latek — nadory produkuji latky, které potlacuji
imunitni odpovéd’. Napiiklad TGF- B ma za normalnich okolnosti tumor
supresivni u¢inky. OvSem kdyZ se rakovinna buiika stane proti tomuto cytokinu
imunni, napomaha jejimu uniku pfed T-lymfocyty (Mantel a kol. 2011). TGF-
B totiz pusobi jako inhibitor proliferace a diferenciace T-lymfocyti (Gorelik a kol.
2002).

Modulace exprese MHC - hlavni histokompatibilni komplex prezentuje T-
lymfocytim a NK bunkdm peptidy tvofené buikou. Tyto imunitni bunky
rozpoznavaji produkci chybnych peptidi v nadorovych buitkdch a buiikach
napadenych patogeny, které pak likviduji. Nadory maji schopnost uniknout
pozornosti T lymfocytl sniZzenim exprese MHC molekul na svém povrchu
(Chitadze a kol. 2013). SniZzena exprese MHC vSak vyvolava pozornost NK

bunék, které nadorové bunky zabijeji.

Absence kostimula¢nich molekul — T- lymfocyty potiebuji ke své stimulaci nejen
nadorovy antigen, ale také kostimula¢ni molekuly. V ptipadé jejich absence jsou
naopak T- lymfocyty tlumeny (Hofejsi a Bartinkova 2009). Chybéjici
kostimula¢ni molekuly CD80 a CD86 u nadorovych bun€k zplsobuji potlaceni

protinadorové imunity (Moeller a kol. 2004).

Skryti povrchovych antigenti — nadorové antigeny se na povrchu bunék vyskytuji
v malé hustoté, ktera mize byt tolerovana imunitnim systémem. Nadorové epitopy

jsou téz maskovany vlivem sializace povrchu bunek (Hofejsi a Bartinkova 2009).



f) Produkci Fas ligandu — Fas ligand spousti apoptdézu tumor infiltrujicich T-
lymfocytu. (Lee a kol. 2012).

1.5 Imunoterapie vyuzivajici specifické imunity

Specificka nebo také ziskana ¢i adaptivni imunita je souborem mechanismi
zalozenych na vysoce specifickych molekulach a imunologické paméti. Vyviji se az po
narozeni pii kontaktu s cizorodymi nebo Skodlivymi strukturami. Ma schopnost
prizptisobovat se novym patogeniim a zapamatovat si jejich antigeny. Velmi ptesné rozliSuje
nepieberné mnozstvi antigent a rozeznava i drobné rozdily mezi nimi. Ma pomalejsi nastup
nez nespecifickd imunita. Pfi opakovaném setkani se vSak rychlost a prib¢h reakce méni.
Ma dve¢ ¢asti — bunécnou a humoralni. Bunécna slozka specifické imunity zahrnuje plisobeni
B lymfocyti a T lymfocyti. Humoralni slozka zahrnuje pasobeni protilatek a cytokint.
Specifickd imunita nemize fungovat samostatné¢ a je vzdy zavisld na evolu¢né starSich
mechanismech nespecifické imunity. Dnes zname nékolik imunoterapeutickych principd,

které cili na aktivaci protinddorové odpovédi specifické imunity.

1.5.1 Peptidové vakeiny

Tyto vakciny vyuzivaji schopnosti lymfocyti pfesné rozpoznavat nadorové antigeny.
Pomoci uméle nasyntetizovanych antigennich determinant vyvolavaji imunitni odpovéd’ B a
T lymfocytl. Tim aktivuji mechanismy adaptivni imunity pro boj proti nadorovym bunikam,
coz muze vést k rozsahlym nekr6zdm rakovinné tkané (Pérez-Torres a kol. 2013). Pro
zvySeni ucinkld se pouzivaji pridavné latky zesilujici ucinek, jako naptiklad cytokiny.
Prestoze peptidové vakciny musi Celit velkému imunosupresivnimu tlaku rakoviny, maji
velky vyznam jako ochrana pacientli pfed opétovnym ristem nadord po jejich chirurgickém

odstranéni.



1.5.2 DNA vakciny

DNA vakciny tvofi vétSinou plazmidy vnasejici do organismu genetickou informaci,
kterd pomoci transfekce bun¢k a produkce antigeni aktivuje specifickou imunitu pacienta.
Vakciny jsou cileny bud’ pfimo na antigen prezentujici bunky (APC), které poté prezentuji
antigeny lymfocytim, nebo jsou vpraveny do bunék, které jsou nasledné APC fagocytovany
(Stevenson a kol. 2004). Sekvenci kodujicich antigeny pro DNA vakciny je v soucasnosti
vyuzivana cela fada. Vakciny maji zvratit toleranci nadoru imunitnim systémem a zamé&fit na
n&j CD8" T lymfocyty, které jej ni¢i. Aplikace probiha bud injekéné, nebo pomoci ,,gene
gun“. Tato metoda vyuziva pro transport genetické informace do bunék drobné zlaté
projektily obalené DNA (Porgador a kol. 1998). Jiz od pocatku vyzkumu se pro posileni
ucinku DNA vakcin pouzivaji rizna adjuvans. Ta maji za kol aktivovat specifickou i
nespecifickou imunitu v mist¢ nadoru. Jsou to naptiklad cytokiny, heat-shock proteiny
(Stevenson a kol. 2004), nebo anorganické soli (Ulmer a kol. 1999).

1.5.3 Vyuziti protilatek

vvvvvv

vyuzivanych imunoterapeuticky metod Vv boji proti nddorovym onemocnénim. Stejné jako
terapie pomoci peptidovych vakcin vyuziva znalosti mnoha antigenit spojenych pievazné

s nadory. Nejbézné&jsi antigeny, na néz jsou cileny protilatky, jsou uvedeny v Tab. I.



Antigen category Examples of antigens Tumor types expressing antigen
Cluster of differentiation CD20 non-Hodgkin lymphoma
(CD) antigens CD30 Hodgkin lymphoma
CD33 Acute myelogenous leukemia
CD52 Chronic lymphocytic leukemia
Glycoproteins EpCAM Epithelial tumors (breast, colon, lung)
CEA Epithelial tumors (breast, colon, lung)
| gpA33 Colorectal carcinoma
Mucins Epithelial tumors (breast, colon, lung, ovarian)
TAG-72 Epithelial tumors (breast, colon, lung)
Carbonic anhydrase 1X Renal cell carcinoma
PSMA Prostate carcinoma

Folate binding protein

Ovarian tumors

Glycolipids Gangliosides (e.g., GD2, GD3, GM2) | Neuroectodermal tumors, some epithelial tumors
Carbohydrates Lewis-Y* Epithelial tumors (breast, colon, lung, prostate)
Vascular targets VEGF Tumor vasculature
VEGFR Epithelium-derived solid tumors
aVp3 Tumor vasculature
a5p1 Tumor vasculature
Growth factors ErbB1/EGFR Glioma, lung, breast, colon, head and neck tumors
ErbB2/HER2 Breast, colon, lung, ovarian, prostate tumors
ErbB3 Breast, colon, lung, ovarian, prostate tumors
c-MET Epithelial tumors (breast, ovary, lung)
IGF1R Lung, breast, head and neck, prostate, thyroid, glioma
EphA3 Lung, kidney, colon, melanoma, glioma, hematological malignancies
TRAIL-R1, TRAIL-R2 Solid tumors (colon, lung, pancreas) and hematological malignancies
RANKL Prostate cancer and bone metastases
Stromal and extracellular FAP Epithelial tumors (colon, breast, lung, head and neck, pancreas)
matrix antigens Tenascin Glioma, epithelial tumors (breast, prostate)

Tab. I: Piiklady nadorovych antigent pouzivanych jako cil pro protilatky (Scott a kol. 2012).

Jednou z cest je pouziti monoklonalnich protilatek. Monoklonalni protilatky jsou
produktem klonalni populace jedné plazmatické bunky, proto maji jednu specifitu a jeden
izotyp (Hofejsi a Bartiinkova 2009).

Pro vybér vhodného antigenu, na ktery ma byt cilena protilatka, je nezbytné znat
uroven jeho exprese nejen v rakovinnych bunkach, ale i ve zdravé tkani, aby se predeslo
nezadoucim uc¢inkiim 1é¢by (Scott a kol. 2012). Zptisobii, jak mizeme pomoci protilatek

likvidovat nadorové bunky, je cela fada a daly by se rozdélit do dvou skupin.

a) Piimé zabiti bunék — to mize probéhnout nékolika zpisoby. Protilatka mtize vést
buriku k apoptdze blokaci receptort, neutralizaci povrchovych enzymi nebo jako
receptorovy agonista (Scott a kol. 2012). Dals§i moznosti pfimého zabiti bun¢k je

navazani toxinu nebo radioaktivniho zafice na protilatku.

b) Vyvolani imunitni odpovédi — protilatka vyvolava likvidaci bunky imunitnim
systémem, a to jak imunity specifické, tak nespecifické. Z nespecifickych principt
jsou to aktivace komplementu, indukce fagocytozy a protilatkou zptisobena

aktivace NK bunék (Scott a kol. 2012). Specifické imunity se vyuziva pii aktivaci



T lymfocytt, jde naptiklad o inhibici antigenti vyvolavajicich toleranci nadoru Tc
lymfocyty (Hodi a kol. 2010).

V soucasné dobé je jiz celd fada monoklondlnich protilatek schvalena pro klinické
pouziti. VétSinou se jedna o protilatky inhibujici bunéénou signalizaci, nebo nosice
radioizotopl a toxinll. Seznam monoklondlnich protilatek povolenych v roce 2012 pro

imunoterapii nadortt v USA, v¢etné povolenych aplikaci a mechanismu funkce, je uveden v

Tab. II.

Antibody Target FDA-Approved indication Mechanism of action
Trastuzumab (Herceptin®) HER2 HER2-positive breast cancer, as single agent or in combination with Inhibition of HER2 signaling;
humanized 1gG1 (ErbB2) | chemotherapy for (i) adjuvant or (ii) palliative treatment; HER2-positive ADCC
gastric or gastroesophageal junction carcinoma, as first-line treatment in
combination with cisplatin and capecitabine/5-FU
Bevacizumab (Avastin®) VEGF For the palliative treatment of colorectal cancer, non-squamous non-small | Inhibition of VEGF signaling
humanized IgG1 cell lung cancer, glioblastoma, or renal cell carcinoma
Cetuximab (Erbitux®)* EGFR In combination with radiation therapy for the initial treatment of locally or Inhibition of EGFR signaling;
chimeric human/murine IgG1 | (ErbB1) | regionally advanced squamous cell cancer of the head and neck (SCCHN);, | ADCC
As a single agent for SCCHN patients with whom prior platinum-based
therapy has failed; Palliative treatment of pre-treated metastatic EGFR-
positive colorectal cancer
Panitumumab (Vectibix®)* EGFR As a single agent for the treatment of pre-treated EGFR-expressing, Inhibition of EGFR signaling
human IgG2 (ErbB1) | metastatic colorectal carcinoma
Ipilimumab (Yervoy®) CTLA-4 For the treatment of unresectable or metastatic melanoma Inhibition of CTLA-4 signaling
lgG1
Rituximab (Rituxan” and CD20 For the treatment of CD20-positive B cell non-Hodgkin lymphoma (NHL) ADCC; direct induction of
Mabthera®) and chronic lymphocytic leukemia (CLL), and for maintenance therapy for | apoptosis; COC
chimeric human/murine 1gG1 untreated follicular CD20-positive NHL
Alemtuzumab (Campath®) CD52 As a single agent for the treatment of B cell CLL Direct induction of apoptosis;
humanized IgG1 CDC
Ofatumumab (Arzerra®) CD20 Treatment of patients with CLL refractory to fludarabine and alemtuzumab | ADCC; CDC
human IgG1
Gemtuzumab ozogamicin CD33 For the treatment of patients with CD33-positive acute myeloid leukemia in | Delivery of toxic payload,
(Mylotarg®) first relapse who are 60 years of age or older and who are not considered calicheamicin toxin
humanized IgG4 candidates for other cytotoxic chemotherapy (withdrawn from use in June
2010)
Brentuximab vedotin CD30 For the treatment of relapsed or refractory Hodgkin lymphoma and systemic | Delivery of toxic payload,
(Adcetris®) anaplastic lymphoma auristatin toxin
chimeric 19G1
[ Y-Ibritumomab Tiuxetan CD20 Treatment of relapsed or refractory, low-grade, or follicular B cell NHL; Delivery of the radio-isotope
(Zevalin®) Previously untreated follicular NHL in patients who achieve a partial or yttrium-90
murine lgG1 complete response to first-line chemotherapy
"M Tositumomab (Bexxar®) | CD20 Treatment of patients with CD20 antigen-expressing relapsed or refractory | Delivery of the radio-isotope
murine 1gG2 low-grade, follicular, or transformed NHL iodine-131; ADCC; direct
induction of apoptosis

*Not recommended in colorectal cancer patients whose tumors express mutated KRas

Tab. II: Seznam protilatek povolenych k onkologickému vyuziti v USA v roce 2012 (Scott a

kol. 2012).

Dal§im smérem lécby je vyuZiti bispecifickych protilatek. Tyto protilatky maji dvé

ruzn¢ specifickd vazebna mista. Jedno je cileno na povrch nadorové buiiky, druhé na

efektorovou bunku imunitniho systému (Weiner a kol. 2010).
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1.5.4 In vitro aprava nadorovvch bunék

Tato metoda spociva v odebrani nadorovych bunék a upravé jejich genetické
informace pro lep$i rozpoznani imunitnim systémem. Témto bufikim se pomoci cytostatik
nebo ozafenim zamezi v déleni a jsou vraceny zpét do téla pacienta. Navracené builky pak
vyvolaji protinddorovou odpoveéd T-lymfocytd (Hofej$i a Bartiiikova 2009). Nadorové
bunky je také mozné fuzovat s antigen prezentujicimi bunkami (Lazova a kol. 2011).

Vzniklé bunky pak prezentuji antigeny T lymfocytam.

1.5.5 In vitro stimulace imunitnich bunék

Je zalozena na odebrani imunitnich bunék pacienta, jejich stimulaci a nasledném
navratu do téla pacienta. Jsou to tzv. LAK, tedy NK bunky a T lymfocyty aktivované pomoci
interleukinu 2 (Chong a kol. 1992). Dalsimi imunitnimi buiikami, které je mozné aktivovat,
jsou TIL (tumor infiltrujici lymfocyty). Ty jsou podobné jako LAK odebrany pacientovi,
kultivaci s interleukinem 2 aktivovany a vraceny zpét do pacienta. Po navraceni bunék do
pacienta dochdzi k lepSimu rozpoznavani nadorovych bun€k imunitnim systémem (Yamaue
a kol. 1990). Oba tyto postupy nejsou v soucasnosti vzhledem k nizké ucinnosti a pomérné

velké narocnosti prilis rozSiteny.

1.5.6 Vyuziti cytokini

Cytokiny jsou malé molekuly proteinové povahy, které maji signalni a regula¢ni llohu
V imunitni odpovédi. Velka ¢ast komunikace mezi buiikami probiha prostfednictvim jejich
ptimého kontaktu, komunikace pomoci cytokini ma vSak mnohem vétsi dosah, proto je
stézejni pro rychlou aktivaci a souhru jednotlivych ucastnikti imunitni odpovédi. Vzhledem k
vyznamné Uloze cytokindl V imunitnim systému je jejich vyuZiti pro boj s nadorovymi

onemocnénimi piedmétem intenzivniho vyzkumu. Uloha jednotlivych cytokind v imunitni
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odpovédi je rtizna a jejich ptasobeni ¢asto pleiotropni (Lee a kol. 2011). Z hlediska funkce
Vv protinadorové imunité bychom cytokiny mohli rozdé€lit do dvou skupin. Jsou to cytokiny

aktivujici a cytokiny supresivni.

1.5.6.1 Aktivujici cytokiny

Vétsina cytokind ma schopnost aktivovat protinddorovou imunitu, jejich podavani ma
tedy pozitivni vliv na potla¢eni nadoru. Nize jsou uvedeny ty, které¢ jsou piedmétem

nejintenzivnéj$ino vyzkumu.
Interleukin 2

Patii mezi rustové faktory T lymfocyt, ale ma také velky vyznam pro jejich regulaci
(Thorton a kol. 2004). Utastni se aktivace a proliferace T lymfocytl, NK bunck a B
lymfocytd. U NK bunék také vyvolava cytotoxickou aktivitu a sekreci dalSich cytokint
ucastnicich se imunitni odpovédi (Lee a kol. 2011). Je produkovan pievazné Thl lymfocyty
(Voss a kol. 1989). IL 2 také podporuje ucinek protinadorovych vakcin a to prostfednictvim
zvySeni funkce Tc lymfocyti (Lee a kol. 2011). Klinické uplatnéni nachazi zejména
pfi 1é¢bé melanomu a rakoviny ledvin (Atkins a kol. 2004). U 6 - 8 % dochazi k trvalému
vymizeni vS§ech metastaz (Schwartzentruber a kol. 2001). Jeho vyuziti v§ak komplikuje cela
fada velmi nepfijemnych nezadoucich u¢inkd na organismus pacienta. Aplikaci IL-2
doprovazi poskozeni cév, abnormality v srde¢ni ¢innosti, otoky, horecky, zvraceni, anemie,
trombocytopenie a v nékterych piipadech mize dojit i k do¢asnému naruseni funkce jater a
ledvin (Lee a kol. 2011).

Interleukin 7

IL-7 je cytokin uplatiujici se pti vyvoji B lymfocytd a je nezbytny pro zivot a funkci T
lymfocytd. Mysi, které produkuji nefunkéni IL-7, trpi tézkou kombinovanou
imunodeficienci (SCID), tedy nemaji prakticky zadné T lymfocyty (Puel a kol. 1998). Jeho

terapeuticky vyznam tkvi zejména v podpote expanze Tc lymfocyti.

12



Interleukin 12

IL-12 je prozanétlivy cytokin produkovany pievazné fagocytujicimi butikami jako odpovéd’
na stimulaci antigenem. Funguje jako ristovy faktor T lymfocytd a NK buné¢k a vede
k produkci dalSich cytokinii, zejména IFN-y (Trinchieri G). IL-12 byl zkouman zejména pro
1é¢bu melanomd, rakoviny prsu, rakoviny tlustého stfeva a sarkomi, G¢inky 1é¢by jsou vSak
relativné nizké (Lee a kol. 2011). IL-12 by mohl najit uplatnéni jako adjuvans pro

protinadorové vakciny.

Interleukin 15

IL-15 je cytokin strukturné¢ podobny IL-2. Stimuluje aktivaci a proliferaci T lymfocytd.

Testovani klinického vyuziti IL-15 je zatim v pocatcich.

Interleukin 21

IL-21 je produkovén hlavné Th lymfocyty a v imunitni odpovédi mé celou tadu uloh.
Zejména stimuluje proliferaci T lymfocyti a podporuje cytotoxicitu NK bunék a Th

lymfocytt. Vyzkum jeho mozného uplatnéni v klinické imunoterapii zacal teprve nedavno.

GM-CSF

GM-CSF (Granulocyte macrophage colony-stimulating factor) je cytokinem se Sirokou
paletou uloh v imunitnim systému. Je mediatorem dozravani makrofagt, stimuluje
protinadorovou aktivitu T lymfocytii, zejména NKT bunék, pomoci spfazenych cytokini se
ucastni rustu eozinofili a dozravani dendritickych bunék (Shearer a kol. 2003). Je
produkovan aktivovanymi T lymphocyty, eosinofily, Zirnymi butikami, bazofily, makrofagy,
endotelialnimi bunikami a stromalnimi bunikami kostni dien¢ (Shearer a kol. 2003). Je
intenzivné zkouman pro piimé vyuziti v protinadorové 1é¢bé. Dobré vysledky piinasi
napiiklad genetické pozménéni nadorovych bunék za ucelem produkce GM-CSF (Gupta a

kol. 2010). Nachazi uplatnéni jako adjuvans pro protinadorové vakciny (Armitage a kol.
1998).
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Interferony

Interferony jsou skupinou cytokinl primarné se ucastnici boje s virovou infekci. Maji vSak
velky potencial uplatnéni imunoterapii nadort, zejména pak IFN-a a IFN-B. Tyto interferony
aktivuji Tc lymfocyty, NK bunky a makrofagy a stimuluji nadorové bunky k expresi MHC
(Lee a kol. 2011). Utastni se také procesu dozravani dendritickych bunék (Trepiakas a kol.
2009). Maji negativni vliv na angiogenezi uvniti nadoru a mohou indukovat apoptozu
rakovinnych bunék (Chawla-Sarkar a kol. 2003). IFN-a je v soucasné dobé zkouman pro
vyuziti v 1é¢be raznych druhti nddort, nejcastéji se vsak pouziva pii 1é¢be melanomil. Lécba
ma vsak fadu nezadoucich ucinkd, jako jsou horecka, zvraceni, stievni problémy, bolesti
sval a hlavy a poruchy krvetvorby (Lee a kol. 2011). IFN-B ma velky potencial pro
imunoterapii nadorti zejména proto, ze snizuje proliferaci rakovinnych bunék. Protinddorové

ucinky vyuzitelné pro 1écbu ma také IFN-y.

TNF

Tumor necrosis factor je produkovan makrofagy, NK bunkami a T lymfocyty. Indukuje
apoptozu nadorovych bunék a naruSuje nadorovou vaskularizaci, S ¢imz souvisi i velmi
vyrazné nezadouci ucinky, nebot’ poskozuje i cévy ve zdravé tkani (van Horssen a kol.
2006). V klinické terapii se pouziva pouze lokalné pii 1é¢bé sarkomti mekkych tkani a

melanomu (van Horssen a kol. 2006).

1.5.6.2Supresivni cytokiny
Tyto cytokiny potlacuji protinddorovou imunitni odpovéd’, proto je v ramci terapie

treba jejich ucinky blokovat.

TGF-B
Transforming growth factor B slouzi jako nejvyznamngj$i imunosupresor z fad cytokinti a
podili se na toleranci nddori imunitnim systémem. Zpocatku sice pusobi proti proliferaci

nadorovych bunék, pozdéji vSak jeho pronadorové ucinky prevazi. V organismu slouZzi jako
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obrana pied autoimunitnimi onemocnénimi (Wrzesinski a kol. 2007). Inhibuje aktivaci a
proliferaci efektorovych T lymfocyti a podporuje ¢innost regula¢nich bunék (Li a kol.
2006). Omezuje také diferenciaci NK bunék, makrofagi a dendritickych bunék (de Visser a
kol. 1999). Pro imunoterapii je tedy velice piinosné ucinky TGF-B blokovat. To se provadi
pomoci monoklonélnich protilatek, fuznich proteinii nebo antisense oligonukleotidi (Hahn a
kol. 2006). Dalsimi moznymi cestami jsou inhibitory kinaz nebo ex vivo uprava nadorovych
bunék ke snizeni exprese TGF-f (Wrzesinski a kol. 2007). Seznam inhibitorii imunosupresni
funkce TGF-B je uveden v Tab. IlI.

Drug Type Target Stage

AP12009 Oligonucleotide TGF-B2 Phase I

AP-11014 Oligonucleotide TGF-B1 Preclinical

Lerdelimumab (CAT 152) Antibody TGF-2 Phase llI

Metelimumab (CAT 192) Antibody TGF-B1 Phase Il

GC-1008 Antibody All isoforms of human Phase |
TGF-B

ID11 Antibody All isoforms of murine Preclinical
TGF-B8

Ly550410 Small-molecule inhibitors  TGF-BRI kinase Preclinical

Ly580276

Ly364947

Ly2109761

Ly573636 Small-molecule inhibitor TGF-BRI kinase Phase Il

SB-505124 Small-molecule inhibitor TGF-BRI kinase Preclinical

SB-431542

SD-208 Small-molecule inhibitor TGF-BRI kinase Preclinical

SD-093

Ki26894 Small-molecule inhibitor TGF-BRI kinase Preclinical

Sml16 Small-molecule inhibitor TGF-BRI kinase Preclinical

Trx-xFoxH1b Interacting peptide Smads Preclinical

Trx-Lefl aptamers

Antisense-transfected tumor  Vaccine TGF-B2 Phase | and

cells Il

Soluble TBR2-Fc Stabilized soluble protein  TGF-BRs Preclinical

Tab. I11: Inhibitory u¢inkd TGF-p, jejich rozd€leni a faze klinickych testi k roku 2007
(Wrzesinski a kol. 2007).
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Interleukin 10

IL-10 je cytokin, Ktery ma schopnost stimulovat i potlacovat protinadorovou imunitu.
Stimuluje proliferaci rakovinnych bunék a inhibuje jejich apoptézu. Omezuje funkci
makrofagli a expresi aktivujicich cytokind Th bunkami (Moore a kol. 2001). Zaroven
potlacuje angiogenezi uvnitif naddorti a stimuluje funkci B lymfocytli, proto se nazory na
zatazeni 1L-10 mezi supresivni cytokiny a jeho vyuziti rizni (Mocellin a kol. 2005). V¢étSina
studii vSak vychazi z predpokladu, ze IL-10 pomaha tiniku nadori pied imunitnim systémem
a testuje jeho blokaci antisense oligonukleotidy (Kim a kol. 2000) nebo protilatkami (Vicari
a kol. 2002).

1.6 Imunoterapie vyuzivajici nespecifickou imunitu

Nespecificka imunita je vyvojové starS§i nez imunita specifickd. Reaguje rychle,
prakticky okamzité, a nema pamét. Pti setkani s patogenem funguje vzdy stejn€ rychle a na
zaklad¢ stejnych principi. Ma bunécnou a humordlni slozku. Humordlni ¢ast tvoii
komplement. Bunéna c¢ast je tvofena zejména fagocyty, NK buikami a antigen
prezentujicimi bunikami, jejichz prostfednictvim je spojena se specifickou imunitou. Principy

fungovani bun¢k nespecifické imunity jsou uvedeny na Obr. 1
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Obr. 1: Mechanismy likvidace nadorovych bunék prostiednictvim bunék nespecifické

imunity (Liu a Zeng 2012).

Komplement

Komplement je soubor sérovych a membranovych proteind, které tvoii humoralni slozku
nespecifické imunity. Jednotlivé prvky komplementu kooperuji vzajemné mezi sebou i
s ostatnimi slozkami imunitniho systému (Hofejsi a Bartiiikova 2009). Komplement ma
V imunitnim systému nékolik funkci. Jednou z nich je opsonizace, tedy navazani molekuly
na antigen, slouzici k rozpoznani a naslednému zni¢eni patogenu fagocytujicimi bunkami.
Dalsi je chemotaxe, proces, ve kterém proteiny komplementu plsobi jako atraktanty pro

imunitni buiiky. Komplement také miize nicit patogenni buriky pfimo osmotickou 1yzou.
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1.6.1 Fagocytoza

Fagocytoza je d€j, pti kterém bunka pohlti ¢astici z okoli. Je evolu¢né velmi stard,
vyskytuje se uz u prvoku, kterym slouzi k pohlcovani potravy. V imunitnim systému slouzi
zejména K likvidaci extraceluarnich patogeni a apoptotickych bunék. Fagocytujicich bun¢k
je cela fada. Jsou to neutrofilni, bazofilni a eosinofilni granulocyty, dale dendritické bunky a
makrofagy, které funguji jako antigen prezentujici buiky. Fagocytujici builky pomoci
vlastnich receptorli rozpoznéavaji urCit¢é molekularni vzory patogennich organismi a
vlastnich nefunk¢nich bunck. Tyto vzory mlzeme rozdé¢lit do dvou skupin — DAMPS a
PAMPs (Liu a Zeng 2012).

1.6.2 PAMPs a DAMPs

DAMPs, neboli Damage-associated molecular patterns, jsou molekuly typické pro
poskozené bunky, které vyvoldvaji imunitni odpovéd’. Imunitni bunky jsou vybaveny
receptory pro jejich rozpoznavani (Rubartelli a Lotze 2007). Jedna se o strukturni ¢asti
bun¢k a metabolity, které se za normalnich okolnosti nachazeji uvnitt, ale v pfipadé
poskozeni nebo zniceni buniky se dostanou na povrch nebo do mezibuné¢ného prostoru (Liu
a Zeng 2012). Jedna se naptiklad o nukleové kyseliny, HSP, ATP, nebo kyselinu mocovou.
Dalsi ptiklady jsou uvedeny na Obr. 2. Rada DAMPS je intenzivné zkouména pro mozné
vyuziti jako adjuvans protinddorovych vakcin (Liu a Zeng 2012). Ne¢které rozpoznavaci
receptory imunitnich bun¢k jsou spole¢né pro DAMPs i PAMPs (Adib-Conquy, Cavaillon
2007). Zvlastni skupinou jsou mitochondrialni DAMPs. Vzhledem Kk evoluéni historii
mitochondrii, které vznikly z bakterii, jsou mitochondrialni motivy rozpoznavany stejnymi
receptory jako motivy pattici prokaryotnim patogenim (Liu a Zeng 2012). Jsou to tedy

DAMPs, které se vSak ve vztahu k imunitnimu systému chovaji jako PAMPs.
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Obr. 2: Rozdé€leni c¢astic rozpoznavanych pomoci PRRs (Pattern Recognition Receptors)
(Liu a Zeng 2012).

PAMPs, neboli Pathogen-associated molecular patterns, jsou molekuly, jejichz
prostfednictvim imunitni buiiky rozpoznavaji patogeny. Tyto molekuly se vyskytuji na
povrchu patogennich mikroorganismu a odliSuji je od vlastnich bunék. Pfitomnost PAMPs
na povrchu bunék je pro imunitni bunky signalem k jejich fagocytoze.

Casto se jedna o mikrobialni nukleové kyseliny, lipoproteiny, povrchové
glykoproteiny, peptidoglykany, lipoteichoovou kyselinu, LPS a glykosylfosfatidylinositol
(Tang a kol. 2012). Tyto molekuly jsou rozpoznavany celou fadou PRRs (Pattern

Recognition Receptors). Piehled a rozdéleni PRRS je uveden v Tab. IV.

PRRs PAMPs Signaling pathway activated

TLRs

TLR1-TLR2 Triacylated lipopeptide MyD88-dependent activation of NF-k
B

TLR2-TLR6 Diacylated lipopeptide MyD88-dependent activation of NF-k
B

TLR4 LPS MyD88-dependent activation of NF-k
B and TRIF-dependent activation of
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PRRs PAMPs Signaling pathway activated

NF-kB and IRF3

TLR3 Poly(1:C) TRIF-dependent activation of NF-kB
and IRF3
TLR7 ssRNA MyD88-dependent activation of NF-k
B and IRFs
TLR9 CpG-DNA MyD88-dependent activation of NF-k
B and IRFs
RLRs
RIG-I Paramyxoviridae, short blunt dsRNA bearing a 5’ IPS-1-dependent activation of NF-kB
triphosphate (<50 bp), and short poly(1:C) (<300 bp) and IRFs and inflammasome
activation
MDA5 Picornaviridae, long dsRNA, and long poly(l:C) IPS-1-dependent activation of NF-kB
and IRFs
LGP2 ? Positively regulating RLR signaling
NLRs
NOD2 Muramy! dipeptide RIP2-dependent activation of NF-kB
NALP3 Uric acid crystal, silica, asbestos, hemozoin, Inflammasome activation
zymosan, C albicans, influenza virus, L
monocytogenes, S aureus
IPAF Flagellin, Salmonella typhimurium, Legionella Inflammasome activation
pneumophila, Shigella flexneri
AIM2 dsDNA Inflammasome activation
CLRs
Mincle SAP130 nuclear protein, Malassezia species, Syk-dependent signaling
trehalose dimycolate
Clec9a/DNGR-1 | Necrotic cells Syk-dependent signaling

Tab. IV: Ptehled a rozdéleni PRRs, PAMPs, které rozpoznavaji, a signaliza¢ni drahy, které
aktivuji (Kumagai a Akira 2010).
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Historie vyuziti PAMPS pro 1é¢bu nadorovych onemocnéni saha az do 19. stoleti.
Roku 1891 William B. Coley za ucelem zmenSeni neoperovatelnych nadorti uspé$né
injikoval do téla pacienti streptokoky. Pozdgji 1é¢bu provadél pomoci usmrcenych bakterii a
bakterialnich produkti (McCarthy 2006). Ve 20. stoleti se 1é¢ba posunula pies pouziti
PAMPs izolovanych z mikroorganismti az k syntetickym molekuldm (Krieg a Wagner

2000).

LPS

LPS neboli lipopolysacharidy jsou povrchové molekuly gramnegativnich bakterii. Skladaji
se z hydrofobni lipidické casti a polysacharidového fetézce (Raetz a Whitfield 2002).
V savéim organismu vyvolavdji silnou imunitni odpovéd’. Makrofagy, které ptijdou do
kontaktu s LPS, produkuji velké mmnozstvi cytokinl, jez aktivuji dal$i imunitni bunky
(Tateda a kol. 1996). LPS jsou imunitnimi receptory rozpoznavané pomoci receptori TLR 4
(Lu a kol. 2008). Lidsky organismus je na LPS velice citlivy a jeho aplikace do néj je
nebezpecnd, pouziva se proto pro stimulaci protinddorové imunity jen u mysi, u nichz je

letalni davka radové vyssi (Dinges a Schlievert 2001).

p-glukany

B-glukany jsou polysacharidy tvofené¢ D-glukézovymi monomery spojenymi J3-
glykosidickou vazbou. Vyskytuji se u bakterii, hub, kvasinek a rostlin. Imunitni systém
obratlovci je rozpoznava jako PAMPs. B-glukant je cela fada a mnohé nachazeji uplatnéni
v protinadorové 1écbé. Jak zjistila Auerovd (2012), slibné vysledky piindsi naptiklad
laminarin kotveny pomoci BAM na povrch bunék se soucasnou aplikaci LPS. Dal§imi
ptiklady B-glukant zpusobujicich potlaceni nadort jsou zymosan A (Waldmannova 2012) a
mannan (Bruzlova 2012) a (Maierova 2012).

Formylmethioninové pepidy

Jedna se o peptidy zacinajici aminokyselinovou sekvenci formylmethioninem, coz je typické

pro bakterie. U bakterii touto aminokyselinou za¢ina syntéza proteinti. Formylmethioninové
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peptidy se kromé prokaryot vyskytuji pouze u mitochondrii, které se za normalni okolnosti
nachazi uvnité bunék a nepfichazeji tedy do kontaktu S imunitnimi bunikami, jsou proto
rozpoznavany jako PAMPs. Jsou rozpoznavany receptory FPR1, FPR2 a FRP3. Jiz bylo
dokazano, ze formylmethioninovy motiv f-MLF pusobi jako chemoatraktant pro leukocyty

(Hayashi a kol. 2013).

1.6.2.1 f-MLF peptidy v imunoterapii nadori

Jiz n€kolik let je znam princip spontanni regrese nadord (Cui a kol. 2003). Tato regrese
je zpusobena zvySenou aktivitou tumor infiltrujicich leukocytli, které vyvolaji zanét a
destrukci nadorové tkan€. Tyto leukocyty jsou schopny odlisit nadorové buniky od vlastnich
(Hicks 2006). Tato regrese se vSak vyskytuje pouze u mysi s mutaci SR/CR (spontaneous
regression / cancer resistant). Um¢lé vyvolani podobného efektu by mohlo znamenat prilom
V terapii nadord. K tomu se nabizi pouziti peptidového motivu f-MLF. Jak zjistila ve své
praci Vacova (2013), f-MLF nespecificky kotveny na povrch bunék zpusobuje redukci

nadorového rustu.

v

Cestou k vyvolani jest¢ masivnéjsi imunitni odpovédi mize byt specifické kotveni
fagocytarniho motivu na nadorové bunky, aby doslo k likvidaci nadorovych bunék a zaroven
nedochazelo k poSkozeni zdravé tkané. Proto je tfeba hledat struktury odliSujici naddorové
buiikky od zdravych. Dobrym teréem pro cileni protinadorovych terapeutik je PS
(fosfatidylserin). PS je membranovy fosfolipid, ktery se vyskytuje na povrchu apoptotickych
a nadorovych bunck, zatimco u zdravych bunék se nachédzi na vnitini stran¢ plasmaticke
membrany (Riedl a kol. 2011). Motiv f-MLF lze na povrch nadorovych bunék upevnit
pomoci peptidické sekvence vazajici PS. Peptidy vazajici se na PS byly doposud pouzivany
k detekci apoptozy (Laumonier a kol. 2006). Tim se zabyval Xiong a kol. (2011), jehoz tymu
se podafilo najit sekvence s velkou afinitou k PS. Ve své praci vychazel z PS vazebného
motivu, ktery sdili PS dekarboxylédza a protein kindza C, tedy enzymy se schopnosti vazat
PS. Postupnymi zaménami jednotlivych aminokyselin a naslednym méfenim afinity pomoci
povrchové plasmonové resonance dosel k vysledku, Ze lepsi vazebné vlastnosti nez ptivodni

motiv (FNFRLKAGQKIRFG) ma motiv FNFRLKAGAKIRFG.
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2 Clile prace

e Vyhledani vhodného tumor specifického peptidu, vhodného jako nosi¢ pro ligandy

fagocytarnich receptort.

e Testovani protinadorového ucinku molekul slozenych z tumor specifického peptidu a

fagocytarniho ligandu.
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3 Material a metody

3.1 Material

3.1.1 Experimentalni zvirata

Mysi C57BL/6 (samice):

Puvod: Charles River Laboratories,
Stafi: 8 tydni

Hmotnost: cca 20 g

Fotoperioda: 12/12

Potrava: Neomezeny ptistup

Voda: Neomezeny pfistup

3.1.2 Bunécna linie

Pouzita bunéena linie mysiho melanomu B16-F10 byla darovana prof. Rihovou z

Mikrobiologického tstavu AV CR, Praha.

Kultivace probihala v RPMI 1640 s10 % FCS, antibiotiky, glutaminem a
merkaptoethanolem pfi teploté 37° C. Atmosféra s obsahem 5 % CO; byla nasycena vodnimi

parami.
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3.1.3 Chemikalie

Peptid f-MLFGGGGGFNFRLKAGAKIRFG (Schafer-N, Dansko)

Peptid f-MLFGGGGGGK (Schafer-N, Dansko)

DOPE - N-(Succinimidyloxy-glutaryl)-L-a-phosphatidylethanolamin, Dioleoyl (NOF
Corporation, Japonsko)

RPMI 1640 (Sigma-Aldrich)

LPS z E. coli 0111.B4 (Sigma-Aldrich)

Beta glukan (beta 1,3 D glukan Zdroj: Transfer Point, USA, Puvod: Saccharomyces

cerevisiae)

3.2 Metody

3.2.1 Transplantace

Transplantace 400 000 bunék v 0,1 ml RPMI 1640 byla provedena subkutanné do

predem oholeného pravého boku mysi.

3.2.2 Méreni velikosti nadoru

Nadory byly méfeny pomoci kaliperu v intervalu 48 hodin. Objem nadoru byl pocitan
podle vzorce V = /6 AB? Za A byla dosazena délka nadoru a za B byla dosazena vyska

nadoru.
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3.2.3 Vvhodnoceni po¢tu metastaz

Mysi plice byly po dobu minimaln¢ jednoho tydne naloZeny ve 4% formaldehydu,

poté byly pod binolupou diky barevnému kontrastu vii¢i okolni tkdni seCteny metastazy.

3.2.4 Priprava f-MLFG4-K-DOPE

6 ml 1 mM DOPE v PBS bylo smichano s 6 ml 1 mM f-MLFGGGGGG-K. Reakce
probihala 1h pfi pokojové teploté.

Sterilizace roztokl: vSechny roztoky aplikované mySim byly sterilizovany filtraci pies

filtr s pory 0,22 mikrometr.

3.2.5 Intraperitonealni aplikace f-ML FGsENFRL KAGAKIRFG

V pokusu bylo pouzito 24 jednotlivé chovanych mysi, které byly rozdéleny do 4
skupin po 6 kusech. Terapie byla zahdjena 12. den po transplantaci. 14. den od zaatku

terapie byly mysi usmrceny a byla na nich provedena analyza vyskytu metastaz.
Terapeutika a zpisob jejich aplikace:

f-MLFGsFNFRLKAGAKIRFG: Intraperitonealni aplikace 200ul 1mM  roztoku
peptidu v PBS byla provadéna ve dnech: 0, 2, 4, 6, 8, 10.

B-glukan: 3 mg B-glukanu rozsuspendovaného v 50 pl vody byly aplikovany peroralné
ve dnech: 0,1,2,3,4,5,6,7,8,9,10.

PBS: Intraperitonealni aplikace sterilniho PBS byla u kontrolni skupiny provadéna ve
dnech: 0, 2, 4, 6, 8, 10.

26



Schéma lécby jednotlivych skupin:

A: f-MLFGsFNFRLKAGAKIRFG + B-glukan.
B: B-glukan

C: f-MLFGsFNFRLKAGAKIRFG

K: PBS

3.2.6 Intratumoralni aplikace f-MLFGsFNFRLKAGAKIRFG a
f-MLFEGg-K-DOPE

V pokusu bylo pouzito 30 jednotlivé chovanych mysi, které byly rozd€leny do 6
skupin po 5 kusech. Terapie byla zahajena 12. den po transplantaci.

Terapeutika a zpisob jejich aplikace:

f-MLFGsFNFRLKAGAKIRFG: Intratumoralni aplikace 50 ul 0,5 mM roztoku
peptidu v PBS byla provadéna ve dnech: 0, 1, 2, 8, 9, 10, 16, 17, 18, 24, 25, 26.

f-MLFGg-K-DOPE: Intratumoralni aplikace 50 ul 0,5 mM roztoku této latky v PBS
byla provadeéna ve dnech: 0, 1, 2, 8, 9, 10, 16, 17, 18, 24, 25, 26.

PBS: PBS byl u kontrolni skupiny intratumoralné aplikovan ve dnech 0,1,2 8,9,10,
16,17,18, 24,25,26

LPS: Ve vybranych skupinach (B, D) bylo pted intratumoralni aplikaci K roztoku
terapeutika ptidano LPS (0,5 mg/ml), intratumoralni aplikace ziskanych roztoki byla
provedena rovnéz ve dnech 0, 1, 2, 8, 9, 10, 16, 17, 18, 24, 25, 26. Ve stejnych dnech byl
aplikovan roztok LPS (0,5 mg/ml PBS) ve skupin¢ E

Schéma lécby jednotlivych skupin:

A: f-MLFGs-K-DOPE
B: f-MLFG¢-K-DOPE + LPS
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C: f-MLFGsFNFRLKAGAKIRFG

D: f-MLFGsFNFRLKAGAKIRFG + LPS
E: LPS

K: PBS

3.2.7 Test cytotoxicity f-MLFGsFNFRLKAGAKIRFG

Na 96 jamkové kultivaéni desce bylo v 3 skupinach po 4 jamkach kultivovéano vzdy 20
000 bun¢k melanomu B16-F10 ve 200 ul média RPMI 1640 s 10% BOFES Po 24 hod bylo

medium opatrn€ stazeno a nahrazeno mediem novym:

1. skupina byla dalsich 24 h kultivovana ve 200 ul média RPMI 1640 s 10% BOFES a
2 mM f-MLFGsFNFRLKAGAKIRFG.

2. skupina byla 24 h kultivovana ve 200 ul média RPMI 1640 s 10% BOFES a 0,5 mM
f-MLFGsFNFRLKAGAKIRFG.

3. (kontrolni) skupina byla 24 h kultivovana ve 200 pl média RPMI 1640 s 10%
BOFES.

Po uplynuti 24 h byly buriky v jednotlivych jamkach trypsinizovany a seéteny pomoci

Biirkerovy komurky. Nasledné byl experiment statisticky vyhodnocen.

3.2.8 Statistické vvhodnoceni dat

Statistické vyhodnoceni vysledkii méfeni objemu nadori a cytotoxicity bylo

provedeno pomoci Studentova t-testu v programu MS Excel.

Analyza prezivani byla vyhodnocena pomoci Kaplan-Meierova testu v programu
Statistica 10.
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4 Vysledky

4.1 Intraperitonealni aplikace f-M LEGsENFRLKAGAKIRFG

4.1.1 Vliv terapie na velikost nadoru

Vysledky experimentu, ve kterém byl zkouman vliv intraperitonealné aplikovaného

peptidu f-MLFGs14AK na velikost nadoru, jsou uvedeny v grafu na Obr. 3.

Skupina, jiz byl aplikovan f-MLFGs14AK i B-glukan, vykazuje opakované statisticky
vyznamnou redukci nadorového ristu vuci kontrolni skuping, které byl podavan jen PBS.
Stejna skupina také v jenom piipadé vykazuje statisticky vyznamnou redukci nadorového
rastu viuéi skuping, které byl podavan samotny f-MLFGs14AK. Z grafu je patrna synergie f-
MLFGs14AK a B-glukanu.

6000,0 1 Vliv terapie na velikost nadoru

5000,0
& 4000,0 HA
€
£ me
2 3000,0
o
S C
T
c

2000,0
-GE_,‘ =K
Ke]
o

1000,0

0,0

0 2 4 6 8 10 12 14

Den terapie
Obr. 3: Vliv terapie na velikost nadoru (skupina A - f-MLFGs14AK + B-glukan , skupina B -
B-glukan, skupina C - f-MLFGs14AK, skupina K — PBS).
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* =p <0,05 vztazeno ke K.

o= p<0,05 vztazeno k C.

4.1.2 Vliv terapie na vvskyt metastaz a intenzitu metastazovani

Vysledky experimentu, ve kterém byl zkouman vliv intraperitonealni aplikace peptidu
f-MLFGs14AK na vyskyt metastdz a intenzitu metastazovani, jsou uvedeny v grafech na
Obr. 4 a Obr. 5. Z grafu je patrné, ze jak samotny B-glukan, tak B-glukan v kombinaci s f-
MLFG514AK zplsobuji snizeny vyskyt metastaz i snizenou intenzitu metastazovani oproti
kontrole. Ve skuping, ktera byla 1éCena samotnym f-MLFGs14AK, se dokonce nevyskytly

Zadné metastazy.

40,00% - Vyskyt metastaz
35,00% - 33,34%
30,00% -
25,00% -
20,00% -
16,67% 16,67%
15,00% -
10,00% -
5,00% -
0,00%

0,00% - T T
A B C K

Obr. 4: Vliv terapie na vyskyt metastaz (skupina A - f-MLFG514AK + B-glukan, skupina B -
B-glukan, skupina C - f-MLFGs14AK, skupina K — PBS).
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Intenzita metastazovani

2,5 -

1,5 -

0,5 -

A B C K

Obr. 5: Vliv terapie na intenzitu metastazovani (skupina A - f-MLFGs14AK + -glukan,
skupina B - B-glukan, skupina C - -MLFGs14AK, skupina K — PBS).
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4.2 Intratumorilni aplikace f-MLFGsFNFRLKAGAKIREG

4.2.1 Vliv terapie na velikost nadoru

Vysledky experimentu, v némz byl zkouman vliv intratumoralné aplikovaného peptidu
f-MLFGs14AK ve srovnani s f-MLFGg-K-DOPE, jsou vedeny v grafu na Obr. 6.

Soucasna aplikace samotného LPS a LPS v kombinaci f-MLFGg-K-DOPE piisobi
opakované statisticky vyznamné potlaceni nadorového rastu vici kontrolni skupiné. Skupina
lé¢ena pomoci samotného f-MLFGs14AK vykazuje taktéz opakované statisticky vyznamné
MLFGs14AK a LPS. Opakované vykazuje redukci nadorového ristu vici kontrolni skupiné
na hladiné vyznamnosti p < 0,001. Také opakované dosahuje redukce rustu na hladiné
vyznamnosti p < 0,001 vaci samotnému f-MLFGs14AK a na hladiné vyznamnosti p <
0,01vuci f-MLFGe-K-DOPE. Lécba kombinaci synergicky pusobicich f-MLFGs14AK a LPS
pfinasi vyznamné lepsi vysledky nez 1écba pomoci f-MLFGe-K-DOPE a LPS. Jednotlivé
ttidenni terapeutické pulzy f-MLFGs14AK a LPS na rozdil od f-MLFGs-K-DOPE a LPS

vzdy znovu zpusobily vyraznou redukci nadorového rustu.
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Obr. 6: Vliv terapie na velikost nadoru (skupina A - fMLFGgK-DOPE, skupina B — f-

MLFG¢K-DOPE + LPS, skupina C - fMLFGs14AK, skupina D - fMLFGs14AK + LPS,

skupina E - LPS, skupina K - PBS).

*=p<0,05 **=p<0,01; ***=p<0,001 vztaZzeno ke K.
0=p<0,05 00=p<0,01; 000=p<0,001 vztazeno k A.
*=p<0,05;, ¢+ =p<0,01; ***=p<0,001 vztazeno k C.

+= p <0,05 vztazeno k B.

4.2.2 VVliv terapie na preziti

Analyza piezivani pokusnych zvifat je uvedena na Obr. 7. Zadna skupina nevykazuje

statisticky vyznamné prodlouzeni zivota.
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Obr. 7: Vliv terapie na délku zivota.

4.3 Cytotoxicita f-MLEGsENFRLKAGAKIREG

Vysledky experimentu, v némZ byla zkoumana cytotoxicita peptidu f-MLFGs14AK,

jsou uvedeny v grafu na Obr. 8.

Z grafu je patrné, ze ani pii 2mM koncentraci nedochazi k vyznamné redukci rustu

bunék.
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Obr. 8: Cytotoxicita f-MLFG514AK pii 2mM o 0,5 mM koncentraci.
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5 Diskuze

Jednou z cest vedoucich k u¢inné 1é¢bé rakoviny muze byt vyuziti agonistt PRR
receptort, jejichz prostiednictvim je mozné aktivovat vrozenou imunitu (Jinushi 2012).
Moznost vyuziti jejich nespecifického kotveni do membrany bunék dokazaly ve svych
pracich Waldmannova (2012) a Kovarova (2013) na zymosanu A, Auerova (2012) na
laminarinu a Bruzlova (2012) a Maierova (2012) na mannanu Podobné jako B-glukany a
manan lze v nadorové terapii vyuzit téz peptidické PAMPs, ligandy fagocytarnich receptoru.
Jak jiz bylo zminéno v Gvodu, fagocytarni motiv f-MLF pusobi jako chemoatraktant pro
imunitni buiiky. Cunatova (2012) ve své praci dokazala, ze motiv f-MLF nespecificky

kotveny na povrch bunék v kombinaci s LPS zpisobuje redukci nadorového rustu.

Nasim cilem bylo zdokonalit terapii specifickym kotvenim fagocytarniho motivu na
nadorové bunky. K tomu jsme vyuzili vazebnou sekvenci FNFRLKAGAKIRFG s velkou
afinitou k PS, kterou ve své praci predstavil Xiong a kol. (2011). Podatilo se nam dokazat, ze
fagocytarni motiv spojeny glycinovym spacerem s vazebnou sekvenci f-MLF pisobi
synergicky sSLPS a pfi intratumoralni aplikaci zplisobuje velmi vyrazné potlaceni
nadorového ristu. Specifické kotveni fagocytarniho motivu se ukédzalo ve srovnani s
nespecifickym jako efektivnéj$i. U specifického kotveni je na rozdil od nespecifického

patrné reakce na jednotlivé tfidenni pulzy 1écby.

V dalSim experimentu jsme testovali intraperitonedlni aplikaci zminéného
peptidického terapeutika, ktera je snaze uplatnitelna v klinické praxi. Vzhledem k toxickym
uc¢inkim LPS na lidsky organismus jsme jej jako adjuvans nahradili p-glukanem. I pfi
intraperitonedalni aplikaci jsme dosahli vyrazné redukce nadorového rastu. B-glukan taktéz
vykazuje synergii s terapeutikem. Terapeutikum redukuje vyskyt metastaz i intenzitu

metastazovani.

Terapeutikum bylo také testovano na pfimou cytotoxicitu. Ke statisticky vyznamnému
omezeni ristu nedoslo ani pii vystaveni 2mM koncentraci po dobu 24 hod. V experimentech
byla aplikovana 0,5 mM respektive 1 mM koncentrace 1é¢iva a v organismu doslo K jejimu

nafedéni télnimi tekutinami, takze 1ze pedpokladat, ze koncentrace 1é¢iva plsobici na bunky
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experimentalniho organismu byla vyrazné nizsi. Z téchto vysledka 1ze soudit, ze peptidické
terapeutikum pusobi na zaklad¢ stimulace fagocytarni aktivity bunék vrozené imunity. S tim
souhlasi zjisténi, ze samotnd 14 aminokyselinovéa vazebna sekvence FNFRLKAGAKIRFG

nevyvolava in vivo zddnou redukci nddorového ristu (Zenka, Gstni sdéleni).

Ackoliv nami testované terapeutikum piisobi vyraznou redukci nadorového ristu,
vyskytu metastaz 1 intenzity metastazovani, nebyl prokazan jeho vliv na délku prezivani.
Proto perspektivu tohoto specifického targetingu spatfujeme pifedevSim v pusobeni na

metastazy, které predstavuji u nadorovych onemocnéni nejvetsi hrozbu.

Pouziti peptidovych nosicii v kombinaci s f-MLF motivem nabizi moznost konstrukce
ucinného terapeutika o velmi malé molekulové vaze, které maji na rozdil od protilatek
velkou schopnost priniku a nemusi se u nich fesit otazka humanizace. Phage display analyzy
odhalily fadu dalSich peptidt interagujicich nejen s PS (Caberoy a kol. 2009), ale i s jinymi
molekulami, vyskytujicimi se na nadorovych bunkach a nadorové vaskulatuie (Park 2012 a

kol). Timto smérem bude zaméfen dalsi vyzkum.
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6 Zaveér

e Intratumoralni aplikace f-MLFGsFNFRLKAGAKIRFG s LPS zptsobuje vyraznou

redukci nadorového rustu. Latky plisobi synergicky.

e Intratumoralni aplikace f-MLFGsFNFRLKAGAKIRFG s LPS nema vliv na délku

prezivani.

e Intraperitonedlni aplikace f-MLFGsFNFRLKAGAKIRFG s peroraln¢ podavanym [3-

glukanem puisobi synergicky a snizuje nadorovy rust.

e Intraperitoneélni aplikace f-MLFGsFNFRLKAGAKIRFG s peroraln¢ podavanym (-

glukanem snizuje vyskyt metastdz a intenzitu metastdzovani.

o f-MLFGsFNFRLKAGAKIRFG nema pfi aplikovanych koncentracich cytotoxicky

vliv.
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