Jihoceska univerzita v Ceskych Budéjovicich

Prirodovédecka fakulta

Pouziti neutrofilii v nadorové imunoterapii

Diplomova prace

Bc. Markéta Kovarova
Skolitel: RNDr. Jan Zenka, CSc.

Ceské Budéjovice 2015



Kovarova, M., 2015: Pouziti neutrofilli v nddorové imunoterapii. [ The use of neutrophils in
cancer immunotherapy Mgr. Thesis, in Czech.] — 80 p., Faculty of Science, University of

South Bohemia, Ceské Budgjovice, Czech Republic.

Annotation:

The aim of this thesis was to investigate the possible role of neutrophil granulocytes in
antitumor reactions. Most of our experiments were focused on in vitro studies assessing the
cytotoxic effect of mouse neutrophils on B16-F10 melanoma cells labelled with PAMPs. We
put an emphasis on activation and generating a prime state of neutrophils. Moreover, a
release rate of enzyme myeloperoxidase from azurophil granules was detected as a marker of
neutrophil degranulation. We also attempted to attract neutrophils into tumor

microenvironment using thioglycolate medium and its main compound casein.

Prohlasuji, ze svoji diplomovou praci jsem vypracovala samostatné pouze s pouzitim

prament a literatury uvedenych v seznamu citované literatury.

Prohlasuji, Ze v souladu s § 47b zdkona €. 111/1998 Sb. v platném znéni souhlasim se
zvetejnénim své diplomové prace, a to v nezkracené podobé elektronickou cestou ve vetejné
piistupné ¢&asti databdze STAG provozované JihoGeskou univerzitou v Ceskych
Bud¢jovicich na jejich internetovych strankach, a to se zachovanim mého autorského prava k
odevzdanému textu této kvalifikacni prace. Souhlasim dale s tim, aby toutéz elektronickou
cestou byly v souladu s uvedenym ustanovenim zakona ¢. 111/1998 Sb. zvetejnény posudky
Skolitele a oponentli prace i zdznam o pribéhu a vysledku obhajoby kvalifikacni prace.
Rovnéz souhlasim s porovnanim textu mé kvalifikacni prace s databazi kvalifikacnich praci
Theses.cz provozovanou Narodnim registrem vysokoSkolskych kvalifikacnich praci a

systémem na odhalovani plagiati.

V Ceskych Budgjovicich 15.4.2015

Bc. Markéta Kovarova



Podékovani:

Na tomto misté bych rdda podékovala svému Skoliteli RNDr. Janu Zenkovi, CSc. za
svédomité vedeni mé diplomové prace, za jeho profesionalni a zaroven pratelsky ptistup,
ochotu kdykoliv pomoci i za cenné rady a pfipominky, které mi v prub&éhu spoluprace udeélil.
Rovnéz dekuji celému Oddéleni medicinské biologie za vytvofeni ptijemného pracovniho
prostedi a svym kolegynim za bezproblémovou spolupraci. Velké diky patii i mé rodin€ a
partnerovi za trpélivost a nepostradatelnou oporu, které se mi po celou dobu studia

dostavalo.



1.1. Charakteristika Nn4dorového ONEMOCHENT .......ceeiiiiiiieiiiiiie et 2
1.1.1. PEiCiny vzniku NAdOTT........cvviiiiiiiiiiii i 2
1.1.1.1. Protoonkogeny a antioNKOGENY .........cccueeirieriieiiieiiiesie e 2
1.1.1.2. KarcinOZeNNT @@EMS. ......uviiiuirieiiieieiiieesieie st et e et e e 3

1.2, MOZNOSEL LEIAPIC ...ttt ettt ettt e et et e bbb e e e e nnne e 3
1.3, IMUNOTEIAPIE ..ottt ettt ettt sttt 4
1.3.1. Immunosurveillance a imunoeditace NAdOril ............cceoviiiviiiiiiiii e 4
1.3.2. Imunitni systém a protinddorova odpoved’ ..........c.evvviiiiiiiiiiiii 5
1.3.2.1. NAdOTOVE QNtIZENY .....ovvveiiiiriieeiiiiieiee e e e s s e e s e e e e e e s e e 6
1.3.2.2. Protinddorova imunitni odpoved ..........ccvvieiiiiiiiiii e 6
1.3.2.3. Imunosupresivni strategie nddorovych bun€k ............ccccccveviiiiiiiiiiiiinnennns 8
1.3.3. Druny IMUNOTEIAPIE ....c.eviiiieiiei ettt 9
1.4. Imunoterapie zalozena na aktivaci slozek vrozené imunity .............cccccvvvvveeeniiinnnnne, 10
1.4.1. VYv0] 1€CebNYCh POSTUPTL...vviiiieiiiiiiiiiiiii et 10
1.4.2. Vrozena imunita a mechanismy roZpoznavani...........cccccoueevvvvieiieeeeessiniinnnennens 11
1.4.3. Beta glukany V rOli PAMP ..ot 12
1.4.3. 1. LaMINAIIN c.eiiiiiiiiicc e 14
1.4.3.2. MANAN. ...t 14
2.4.3.3. ZYIMOSAN ...ttt ettt e e sttt e e e e e st e e e e a e a e e e e e 14
1.4.4. Receptory stimulované mikrobidlnimi komponenty ..............cccceeiiiiiiieiiiinnens 15
1.4.4.1. KOmpPIemENt FECEPLOT 3.....oieiiiieiciiee et ettt e te e e e stae e e sree e arne e 15
I A L Tox | T PRSPPSO 15
1.4.4.3. LaCtOSYCEIaMId.......ccovvieiiiee ittt et ae e et e e arne e 16
1.4.4.4. SCAVEINEIOVE TECEPLOTY ..eeuviiiiiiiiiiiie it ettt 16

LA A4S IMIBL ..t 16
1.4.4.6. ManOSOVY TECEPLOT ....vviiiiiiiiiiiiiiiiiiie ettt 16

1.5, NEULTOTHIY .. a e e 17



1.5.1. Antimikrobidlni mechanismy neutrofilli.............ccccoovviiiiiiiii e, 17

L.5. 1.1 FAZOCYIOZA. ...t 18
1.5.1.2. Granula a degranulace.............cccoveiiiiiiiii e 18
1.5.1.3. ProdukCe ROS .......coooiiiiieee s 18
1.5.2.4. TVOIDa NETS ..o 19
1.5.2. Neutrofily @ NAAOTY ....cccvvviiiiieiiiieeiee et 19

20 CHIE PIACE ... 21
3. Materialy @ Metody ...........ooooiiiiiiiiiiie 22
3.1, VyCet ChemMIKAL .....oooiiiiiiiiie e 22
3.2, LaboTatorNl ZVITATA ....uvvviiiieeiiiiiiiiii et e e e e e e 23
3.3. NAdOrova bBUNECNA TINTE ....oeeiiiiiiiiiiiiie e 23
3.4. Ptiprava nadorovych bun¢k B16-F10 pro pouZiti in VIVO 1IN VItrO .........cccceveerinennen. 23
3.5. Transplantace nddorovych BunK............coooovviiiiiiiii e 23
3.6. [zolace bunck z kOStni dIene...........cuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 24
3.7. Ma@NELICKA SEPATACE ..vvvviieeesiiiiiiitiiieeeees s sttt it e e e e e e s s st e e e e e e e e s s nbbbb e e e e e e e e s s nnsennees 24
3.8, SONIKACE. ... 24
3.9. Méteni a vypocet VelIkoSti NAAOTT ....ceevviiiiiiiiiiiiiccc e 25
3.10. Vypocet redukce nddorovEeho TlStU........ccuvvvviiiiiiieiiiiiiiii e 25
3.11. Pocitani plicnich MELASTAZ ........uvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 25
3.12. Statistické vyhodnoceni vysledKil ...........cccuvvviiiiiiiiiiiiiii 25
3.13. Ptiprava terapeutickych latek pro in vivo a in vitro experimenty ..........ccccoceveevvnen. 25
3.13.1. Piiprava laminarinu-BAM ... 25
3.13.2. Piiprava mananu-BAM ...........oooiiiiiiiiiii e 26
3.13.3. Ptiprava Zymosanu A a Zymosanu-SMCC ............ccoociiiiiiiii e 26
3.13.4. Piiprava lySinu-BAM........cooo 26
3.13.5. Ptiprava redukcnich €inidel...........occuviiiiiiiiiiiiii e 26
3.13.6. Ptiprava thioglykolatového média.............ccceeiiiiiiiiiiii 26
3.13.7. Priming NEULTOTIT......coiiiiiiiiiiii et 27
3.14. Jednotlive €XPErIMENTY ......cciiiviiiiiieiiiieiiee et 27

3.14.1. Optimalizace izolace neutrofili z kostni diené (KD) a stanoventi jejich ¢istoty.27



3.14.1.1 Minimalizace ztrat neutrofilll ............ccoceeiiiiiiiiii e 27
3.14.1.2. Stanoveni Cistoty neutrofilti na pratokovém cytometru............ccceervvvennnen. 27

3.14.2. Pokus ¢. 1: Analyza nadorového infiltratu pomoci pritokové cytometrie

Vv prub¢hu terapie melanomu zalozené na pouziti Zymosanu-SMCC. In vivo experiment.

................................................................................................................................... 28
3.14.2.1. ZpracoVANT NAAOTT ......vveiieieiiiee et 29
3.14.2.2. Analyza infiltratu na pratokoveém cytometru. ..........ccoccveiivveeiineeniineennn. 29

3.14.3. Pokus €. 2: In vitro cytotoxické puisobeni naivnich neutrofilii na nadorové bunky

znadené laminarin-BAM/Manan-BAM. ... 30

3.14.4. Pokus €. 3: In vitro cytotoxické ptisobeni aktivovanych neutrofili na nadorové

buiiky znacené laminarin-BAM. ... 31

3.14.5. Pokus €. 4: In vitro cytotoxické ptisobeni aktivovanych neutrofili na nadorové

buiiky zna¢ené mannan-BAM.............oooiiii 32

3.14.6. Pokus ¢. 5: Optimalizace aktivace neutrofilti pro in vitro cytotoxické pusobeni

na nadorové bunky znacené ManNaN-BAM. .........cccooiiiiiiiiiiiiii 33

3.14.7. Pokus €. 6: In vitro cytotoxické puisobeni aktivovanych neutrofilii na nadorové

buiiky znacené Zymosan-SIMCC. ...t 33
3.14.8. Pokus €. 7: Stanoveni miry degranulace neutrofilti pomoci MPO. ................... 34

3.14.9. Pokus ¢.8: Chemoatrakce neutrofili do mikroprostiedi melanomu B16-F10. In

VIVO EXPEIIMENT. . eeieiiiee ittt e et e e e et e et e et e et e e e st e e e snte e e sntaeeanteaeannes 35

3.14.10. Pokus ¢. 9: Terapie melanomu B16-F10 zalozena na pouziti manan-BAM a

R-848. 1IN VIVO EXPEIIMENL. .....civiiieiiii ettt e e e rae e anree e 36

B VYSIEAKY ...t 37
4.1. Pokus €. 1.: Analyza naddorového infiltratu pomoci pritokové cytometrie v pribéhu
terapie s pouzitim Zymosan-SIMCC. .........ccoiiiiiiiiiiiece e 37
4.2. Pokus ¢. 2: In vitro cytotoxické plsobeni naivnich neutrofild na nadorové bunky
zna¢ené laminarin-BAM a manan-BAM. .........cccoiiiiiiii 42
4.3. Pokus €. 3: In vitro screening aktivace neutrofili a jejich cytotoxicita vii¢i nadorovym
butkdm znacenym laminarin-BAM. ...........ccooiiiiiii 43
4.4. Pokus ¢.4.: In vitro cytotoxické pisobeni aktivovanych neutrofild na nadorové bunky

7nacene MAaNAN-BAIM. .. ... et 45



4.5. Pokus ¢. 5.: Optimalizace aktivace neutrofiltt pro in vitro cytotoxické puisobeni na
nadorové bunky znacené mManan-BAM. ...........ccoiiiiii 45
4.6. Pokus €. 6.: In vitro cytotoxické piisobeni aktivovanych neutrofilli na nadorové bunky
Znacené Zymosan-SIMCC. .........cuiiiiiiiiiie et 46
4.7. Pokus ¢. 7: Stanoveni miry degranulace neutrofili pomoci MPO............ccccceeernnen. 48

4.7.1. Stanoveni aktivity MPO uvolnéné do extraceluldrniho prostoru pfi interakci

naivnich neutrofilti s nddorovymi buitkami zna¢enymi laminarin-BAM a manan-BAM.

4.7.2. Stanoveni aktivity MPO uvolnéné do extracelularniho prostoru pii interakci
primovanych neutrofilii s nadorovymi buiikami zna¢enymi laminarin-BAM a manan-

B A I e 49

4.7.3. Stanoveni aktivity MPO uvolnéné do extracelularniho prostoru pii interakci

primovanych neutrofilii s nadorovymi bufikami znacenymi Zymosan-SMCC. ............ 51

4.7.4. Stanoveni aktivity MPO uvolnéné do mezibunééného prostoru v nadorové tkani

po aplikaci kotvené¢ho Zymosanu, LPS a jejich SmESL. .......cvvvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiieee i 52

4.8. Pokus ¢. 8: Chemoatrakce neutrofili do mikroprosttedi melanomu B16-F10. .......... 54
4.9. Pokus €. 9: Terapie melanomu B16-F10 zalozend na pouziti manan-BAM a R-848. 56
5. DISKUSE ...ttt 58
0. ZAVET ...t 66

7. Seznam POUZité HEETaAtUIY ...........oooiiiiiiiiiiiiiii i 67



1. Uvod

Vyhnéte se koufeni, nadmérné konzumaci alkoholu a dlouhému pobytu na slunci.
Bud'te fyzicky aktivni a jezte zdrave,... jedna z dvanacti doporuceni pro prevenci rakoviny
zvefejnéna IARC (The International Agency or Research on Cancer) pod nazvem European
code against cancer. Snad kazdy v zivoté zaslechl nékterou ztéchto frazi. Jejich plny
vyznam si ale mnohdy uvédomime az ve spojeni s nasledky. Nadorova onemocnéni jSou
nejCastéjsi pri¢inou umrti v rozvinutych zemich. V roce 2012 bylo celosvétové zaznamenano
14,1 milionti novych piipadi a 8,2 miliontl nemocnych rakoving podlehlo. (Cancer Research
UK, 2014). Podle dosavadni vzristajici tendence by se pocet noveé diagnostikovanych v roce
2030 blizil 22,5 milionim (Bray a kol., 2012). Riziko postizeni se zvySuje zejména
V rozvinutych zemich vlivem starnuti populace a pfijimanim ,,rakovinu podporujiciho* stylu
zivota zahrnujiciho koufeni, fyzickou inaktivitu a Spatné stravovani (Jemal a kol., 2011).
Mezi nejcastéji diagnostikované malignity ve svéte se fadi karcinom plic a prostaty u muzii a
karcinom prsu a tlustého stieva u Zen (Cancer Research UK, 2014).

Dnes vime, Ze 90 — 95% nadoru je zplsobeno environmentalnimi faktory, tedy
zivotnim stylem jedince. Na zbyvajicich 5 — 10% se podili dédi¢nost (Anand a kol., 2008).
Kromé osvéty a prevence je zasadnim krokem v boji s nadorovymi onemocnénimi vyvinuti
vhodné terapie. TradiCni zplisoby 1€Cby stagnuji a pozornost odbornikl se soustfed’'uje na
nové metody, které by zvySily tspéSnost téch dosavadnich, ptipadné je 1 nahradily. Nas tym
se vydal cestou nddorové imunoterapie zalozené na vrozené imunité. Hlavni vyhoda vyuziti
té¢lu vlastnich obrannych mechanismi spociva v Setrnosti 1écby, kdy nedochazi
k poskozovani zdravych bunék. Pfedmétem této diplomové prace je navozeni ataku vrozené

imunity proti mySimu melanomu a studium jejich interakce.



1.1. Charakteristika nadorového onemocnéni

Z historického hlediska jsou nadorova onemocnéni stara témét jako lidstvo samo.
Prvni zaznamy o nadoru jako nemoci se objevily jiz ve staroveékych egyptskych papyrech
z roku 3000 pt. n. . (Hajdu, 2011). Strouhal (1976) toto potvrdil nalezem nadora kosti i
mékkych tkani v kosternich pozistatcich.

Dnes definujeme nadorovd onemocnéni jako heterogenni skupinu chorob, které
spojuje nekontrolovand proliferace bunc¢k. Tyto maligné¢ transformované bunky ziskaji
béhem vicestupiiové patogeneze Sest zdkladnich vlastnosti. Obecné se jedna o defekty
Vv regulaénich mechanismech bunééného ristu a homeostazy, jsou jimi: sobéstacnost v tvorbé
rastovych signdlt, necitlivost vic¢i inhibitorim bunécného ristu, schopnost vyhnuti se
programované¢ bunééné smrti — apoptdze, neomezeny replikacni potencidl, trvala

angiogeneze a schopnost invazivity a metastazovani (Hanahan a Weinberg, 2000).

1.1.1. P#iciny vzniku nadori

Rakovina vznika z normalnich bunék vlivem poSkozeni DNA, takové buiiky se pak
zaCnou nekontrolované delit a ziskaji nesmrtelnost. Nap#i¢ historii narazime na spoustu
hypotéz snazicich se mechanismus vzniku nadorového onemocnéni piiblizit. Jiz Hipokrates
zformuloval humoralni teorii, zaloZenou na nerovnovaze télnich tekutin (krve, hlenu a zluci).
Nasledovala teorie chronického drazdéni a pourazova teorie, které spocivaly ve vzniku
nadort po poranéni tkdné€. Do 18. stoleti si védci dokonce mysleli, ze rakovina je nakazliva a
pfenasena parazity. Zlom nastal az v poloviné dvacatého stoleti, kdy zacala byt rakovina
zkoumana jako komplexni problém i z hlediska chemie a biologie (Sudhakar, 2009).
K rozieSeni otazky vzniku nadort zasadné prispéli Watson a Crick objevem helikalni
struktury DNA a také pokrok v oblasti molekularné genetickych metod. Nasledné se védci
soustfedili na uspofadani genii a v sedmdesatych letech objevili 2 genové rodiny —
protoonkogeny a antionkogeny a také prokazali, ze k nddorovému bujeni vede nahromadéni

mutace praveé v téchto genech (Sudhakar, 2009).

1.1.1.1. Protoonkogeny a antionkogeny

Protoonkogeny za normalnich okolnosti reguluji proliferaci a stupen diferenciace
bunék. Koduji napiiklad rGstové faktory a jejich receptory, transkripéni faktory nebo
receptory pro thyroidni hormony. Vlivem zmén v expresi a/nebo kddovaci sekvenci jsou

aktivovany na onkogeny, které dovoli zdravé bunice vymknout se kontrole ristu (Monier,



1990). Prvotni spojeni mezi onkogeny a procesem karcinogeneze bylo odhaleno v roce 1982
pii studiu dvou viralnich onkogenti polyomaviru (Rassoulzadegan a kol., 1982).

Druhou skupinu pfedstavuji antionkogeny, neboli tumor-supresorové geny, jejichz
existence byla objevena fuzi normalni buiiky s nddorovou. Vyslednd hybridni buiika nejevila
znamky tumorogenicity, jak prokazal Geiser (1986) pfi spojeni bun¢k karcinomu mocového
méchyte s fibroblasty. Antionkogeny fidi bunécné déleni, reparaci DNA a vstup buiiky do

apoptdzy, pokud jsou poskozeny, bunika miize nekontrolované riist (Sudhakar, 2009).

1.1.1.2. Karcinogenni agens

Pro vznik mutaci jsou dilezité dva faktory: a) samotné 1éze v DNA, b) zmény v
mechanismech buné¢ného déleni, které umozni manifestaci poskozené DNA (Ames a Gold,
1997). Karcinogeny pak délime na genotoxické (pisobici na trovni DNA) a ne-genotoxické
(epigenetické). U genotoxickych karcinogeni rozezndvame 3 typy: Pfimo pulsobici
karcinogeny interagujici s DNA — napfiiklad ethylen imin. Prokarcinogeny, které se aktivuji
metabolismem hostitele — vinyl chlorid, benzpyren. Posledni, anorganické karcinogeny, jako
nikl nebo chrom, vyvolavaji zmény v replikaci DNA. Epigenetické karcinogeny, na rozdil od
svych proté&jskt, postradaji elektrofilni skupinu pro piimou interakci s DNA. Radime k nim
napt. hormony a imunosupresory (Williams, 2001). Jako mozné biologické ptuvodce nadoru
nesmime opomenout infekéni agens, zejména viry, které zpusobuji okolo 20ti% vsech
nadorti. Mezi nejznaméjsi patii papilomaviry (karcinom dé€lozniho ¢ipku), virus Epsteina a
Barrové (B-bunééné proliferace), viry hepatitidy B a C (hepatocelularni karcinom) a
herpesvirus Kaposiho sarkomu. Viry mohou pusobit v nékolika rovinach: Bud'to se integruji
do genomu hostitele blizko protoonkogenti a aktivuji jejich expresi, nebo produkty virovych

gentl interaguji s produkty tumor-supresorovych gent a inaktivuji je (Pagano a kol., 2004).

1.2. Moznosti terapie

K nejbé€znéjSim terapeutickym postupim pii 1écbé nddorti patii chirurgické
odstranéni, radioterapie a chemoterapie, at’ uz samostatné nebo v kombinaci. Vedle téchto
konven¢nich metod narazime i na nové metody, které je dopliuji s cilem maximalizovat
lécebné a snizit vedlejsi G€inky. Nejcastéji se pouzivaji ke zmenSeni velikosti primarniho
tumoru pied jeho odstranénim nebo ke sniZeni rizika rekurence.

Relativné netoxicka a uc¢inna je hormonalni terapie zaloZzend na odstranéni
endokrinnich zldz, podani inhibitort syntézy hormonti nebo antagonistii hormonalnich

receptorl. Pouziva se pfi 1écbé karcinomu prsu a prostaty, ale i vaje¢nikil, endometria a

3



sarkomu (Stokes a Chan, 2006). Cilena terapie spociva v podani protilatek proti ristovym
faktorim nebo jejich receptorim (napf.: Bevacizumab proti VEGF-Vascular Endothelial
Growth Factor), nebo v kompetitivni inhibici pro vyfazeni enzym@ zodpovédnych za déleni
bunék (Imatinb, Sunitinib) (Arkenau a kol., 2008). Pti hypertermii dochazi ke zvySeni
teploty nadorové masy na 41 — 45°C pomoci radiofrekvence, mikrovln, ultrazvuku nebo
nanocastic. Pii této teploté vétSina nadorovych bunek hyne, zatimco ostatni ptezivaji. Teplo
U nadorovych bungk inhibuje syntézu DNA a RNA, zmény v kristach mitochondrii a
podporuje apoptoézu (Baronzio a kol., 2014). Béhem fotodynamické terapie je do nadoru
vpravena fotosenzitivni latka a posléze aktivovana laserem za vzniku cytotoxickych singlett
kysliku, které pfimo pasobi na nadorové bunky a nepfimo na nadorovou vaskulaturu

(Abulafi a Williams, 1992).

1.3. Imunoterapie

Standardni 1é¢ba nadorovych onemocnéni je sice uspéSna, ale malokdy vede
k Giplnému vyléceni. Problémem je tvorba metastaz a nasledny relaps. Stejné dilezita jako
lé¢ba samotného primarniho loZiska je i prevence diseminace nadorovych bunék a pravé

Vv tomto ohledu imunoterapie vitézi.

1.3.1. Immunosurveillance a imunoeditace nadort

Za nadorovy imunitni dohled (immunosurveillance) povazujeme obranné procesy
hostitele inhibujici karcinogenezi. Od doby, kdy Paul Ehrlich poprvé zminil hypotézu, ze
imunitni systém dokaZze rozpoznat a eliminovat nador, se stal immunosurveillance
kontroverznim problémem nadorové imunoterapie. V polovin¢ dvacatého stoleti byla
myslenka odhojeni nadoru diky imunitnim mechanismiim podpofena experimenty
S transplantovanymi a indukovanymi nadory, jak tvrdi Thomas (1982). Studie probihaly
také na imunodeficientnich SCID a nu-nu mysich s vyslednou vyssi incidenci chemicky
vyvolaného sarkomu (Engel a kol., 1996; Engel a kol 1997). Shankaran s kolegy (2001)
objevil, Ze imunitni systém nekontroluje pouze rozvoj nadoru, ale i jeho imunogenicitu,
nebot’ nadorové bunky z imunodeficientnich mysi byly vice imunogenni nez z mysi
imunokompetentnich. Tato skute¢nost je zakladem teorie imunoeditace, jez vysvétluje dvoji
charakter interakce nadorovych bunék s imunitnim systémem hostitele. Imunoeditace
probiha ve tfech zakladnich fazich popsanych anglickymi vyrazy Elimination, Equilibrium a
Escape, které se oznacuji jako ,tfi E*“. Pro kazdou fazi jsou typické odlisné efektorové bunky
a sekretované cytokiny (Kim a kol., 2007). Jednotlivé faze jsou shrnuty na obrazku 1.
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Béhem faze eliminace probihd vlastni immunosurveillance, kdy vrozend a ziskana
imunita spolupracuji, aby odhalily a zniCily vznikajici, dosud klinicky nedetekovatelny
nador. Pfezivsi nadorové bunky vstupuji do faze rovnovahy - equilibrium, béhem niz se
selektuji méné imunogenni, rezistentni buiky. Nasleduje escape faze, kdy nadorové buiky
uniknou imunitnimu dozoru a za¢nou progresivné rast ve viditelné 1éze (Schreiber a kol,

2011).
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Obr. 1.: Prabéh imunoeditace. Pfevzato z Dunn a kol., 2004.

1.3.2. Imunitni systém a protinadorova odpovéd’

Imunitni systém definujeme jako seskupeni bunék a molekul specializovanych
k obran¢ organismu. RozliSujeme dva zakladni typy imunity, vrozenou a ziskanou, které
spolu uzce kooperuji. Vrozend imunita vyuziva fagocytujici bunky (neutrofily, dendritické
buiiky, monocyty a makrofagy), buiiky uvoliujici zanétlivé medidtory (bazofily, zZirné buiky
a eosinofily) a NK (Natural Killers) buiiky. Z molekulovych slozek pak komplement,
proteiny akutni faze a cytokiny. Ziskand imunita je zaloZena na proliferaci antigenné

specifickych B a T lymfocytt (Delves a Roit. 2000).



1.3.2.1. Nadorové antigeny

Aby mohl imunitni systém rozpoznat nadorové buiiky, musi tyto na svém povrchu
exprimovat antigeny. RozliSujeme dvé skupiny téchto antigen. Tumor specifické antigeny
(TSA) se vyskytuji pouze na nadorovych bunkach a jedna se bud’ o produkty mutovanych
gend (u nadorti indukovanych karcinogeny) nebo o virdlni antigeny. Zatimco S tumory

asociované antigeny (TAA) nalezneme i na zdravych buikach (Finn, 2008).

1.3.2.2. Protinadorova imunitni odpovéd’

Imunitni systém pusobi proti nadorovym bunikam v nékolika rovinach zahrnujicich
mechanismy vrozené i ziskané, které tvoii tumorsupresivni celek. Nicmén¢ imunitni systém
mize progresi tumoru i podporovat. Experimenty provadéné mezi léty 1970 — 1990
prokazaly, Zze v nadorovém imunitnim dohledu (immunosurveillance) se jako hlavni efektory
uplatiiuji NK, NKT (Natural Killer T) bunky, B a T lymfocyty, INF (Interferony) I. a Il. typu
a perforiny (Dunn a kol., 2002).

NK burtiky spadaji do lymfoidni vyvojové linie a vyznacuji se cytolytickym efektem
vuci bunkam se snizenou expresi molekul MHC I (Moretta a kol., 2005). Objev NK bun¢k
nastinil moznost jejich protinadorového plisobeni, avSak cytotoxicky vliv na nadorové bunky
nebyl tehdy pIné definovan (Herberman a Holden, 1978). V pozdéjsich pokusech byly
pouzity mysi zbavené lymfocytt a potvrdila se role NK a NKT bunék v obrané proti iniciaci
nadoru a metastazovani (Smyth a kol., 2000). Dalsi studie ukazala, ze vyfazeni NK a NKT
bunék monoklonalni protilatkou zptsobilo 2x — 3x véEétsi nachylnost ke vzniku
methychloantrenem-indukovaného nadoru (Smyth a kol., 2001). Nadorové buiky jsou navic
pro NK buiky atraktivni, protoze stahuji expresi MHC I molekul v ramci Gniku pted T
lymfocyty (Garcia-Lora a kol., 2003).

Vyznamnou ¢ast zdnétlivého infiltratu v nddoru tvoii makrofagy, které na misto
migruji jakozto monocyty vlivem chemokini produkovanych nadorem — CSF-1 (Colony
Stimulation Factor 1), CC chemokini, VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) - a
v tkéni se pfeméni na makrofagy asociované s nadory (TAM). Makrofagy ze zdravé nebo
zangtlivé tkan€ jsou schopné lyzovat nadorové buiiky, prezentovat TAA T lymfocytim a
produkovat imunostimula¢ni cytokiny. Naopak TAM vlivem nadorovych cytokint IL-4, IL-
10, TGFB (Transforming Growth Factor beta) a PGE; (Prostaglandin E;) ptsobi pronadorové

(Elgert a kol., 1998). Zvysuji invazivitu nadorovych bunék a podporuji angiogenezi sekreci



VEGF, TNFa (Tumor Necrosis Factor alfa) a bFGF (basis Fibroblast Growth Factor) (Lewis
a kol., 1995; Hagemann a kol., 2005).

Dendritické buiiky (DC) patii spolu s makrofagy k antigen prezentujicim bunkam
(APC). Fagocytujici DC prezentuji antigeny naivnim CD8+ T-lymfocytim nebo CD4+ T-
lymfocytim a tim iniciuji mechanismy adaptivni imunity (Takahashi a Kobayashi, 2003).
Bylo zjisténo, ze DC inkubované s apoptotickymi melanomovymi bunikami a nasledné
injikované mysim zpisobi rezistenci k transplantovanému melanomu. In vitro studie zde
potvrdila stimulaci CD8+ a CD4+ T-lymfocyti DC prezentujicimi antigen (Goldszmid a
kol., 2003).

Antigeny uvolnéné zrozpadlych nadorovych bunék jsou zpracovany APC a
v komplexu s molekulami MHC Il prezentovany CD4+ T lymfocytim (helperim), které
podpofi protinadorovy atak. CD4+ lymfocyty délime na Thl a Th2 subpopulaci v zavislosti
na sekretovanych cytokinech (Morel a Oriss, 1998). Thl lymfocyty aktivuji APC — nejCastéji
dendritickou bunku, ta aktivuje CD8+ cytotoxické T-lymfocyty (CTL), které pak rozpoznaji
antigen prezentovany v komplexu s MHC I na té samé APC (Ridge a kol., 1998). Dale Thl
lymfocyty zajistuji stalou funkci a proliferaci CTL produkci cytokint, napt IL-2. Th2
lymfocyty naopak podporuji humordlni imunitu a aktivuji B lymfocyty na plazmatické
bunikky schopné tvorby protilatek. Plasmocyty sekretuji tumor specifické protilatky a
piispivaji tak k protinadorové obran¢ (Wang, 2001). CD4+ T lymfocyty mohou inhibovat
nadorovy rust i samostatné, v neptitomnosti CTL a B lymfocytt. Protinadorovy atak CD4+
T lymfocyti nevyzaduje piimy kontakt s nadorovymi bunkami, protoZze vétSina z nich
neexprimuje MHC II. tfidy. Mumbergova studie prokazala nepfimé puasobeni INFy
(interferonu gama) vylucovaného CD4+ bunikami. Nepiimého proto, ze i INF rezistentni
nadorové buiky byly odhojeny (Mumberg a kol., 1999). Druhym protinadorovym
mechanismem CD4+ bunék je produkce cytokint, které aktivuji dalsi efektorové bunky —
eosinofily a makrofagy (Hung a kol., 1998).

Souhrné probiha proces eliminace nadoru imunitnim systémem ve 4 fazich. 1) Nador
zvétSeny nad 2-3mm vyzaduje k dal$imu ristu ptivod krve a remodelaci okolni tkéng, coz
zpusobi vylouceni prozanétlivych faktord a pfiliv bun€k vrozené imunity jako jsou NK a
NKT buiiky, makrofagy a dendritické buniky. NK a NKT buiky rozpoznavaji struktury na
povrchu transformovanych bunék a sekretuji INFy (Smyth a kol., 2001). 2) Migrace DC a
aktivace T lymfocytt: INFy pisobi antiproliferativné a antiangiogeneticky na nadorové

bunky a indukuje tak apoptozu (Qin a Blankenstein, 2000; Gollob a kol., 2005).



Nekrotizujici nadorové bunky jsou pohlceny DC a ty nasledné migruji do spadovych
lymfatickych uzlin - TDLNs (Tumor Draining Lymph Nodes). 3) Vznik antigenné
specifickych T-lymfocytt: Pfitomné NK buiiky a makrofagy produkuji IL-12 a INFy, ¢imz
se vzajemné aktivuji a spusti své cytotoxické mechanismy - perforiny, TRAIL (Tumor
necrosis factor Related Apoptosis Inducing Ligand) a Fas-L (Fas ligand) vedouci k dal$imu
zabijeni nadorovych bun¢k. (Mori a kol., 1997; Smyth a kol., 2000; Takeda a kol., 2001).
DC zaroven ve spadovych lymfatickych uzlinach prezentuji nadorové antigeny CD4+ T
lymfocytiim a indukuji vznik Thl bunék, které nasledné stimuluji CTL. 4) V posledni fazi
pfichazi na fadu antigenné specifické CTL, které zni¢i zbyvajici nadorové bunky, jejichz

imunogenicita je navic zvysena pusobenim INFy (Shankaran a kol., 2001).

1.3.2.3. Imunosupresivni strategie nadorovych bunék

Vlivem plisobeni imunitniho systému se selektuji nddorové buiiky, které jsou hiie
,viditelné* a imunitni systém proti nim nemiize bojovat. U vétSiny nddort dochazi ke snizeni
exprese MHC | molekul a chybi kostimula¢ni molekuly CD80 a CD86, nadorové antigeny
tak nemohou byt prezentovany CD8+ T lymfocytim. Nezavisle na MHC I je snizena i
exprese samotnych nadorovych antigent (Garrido a kol., 1997).

Dale na svou obranu nadorové bunky exprimuji Fas-ligand. Suda a kolektiv (1993)
objevili, ze Fas-ligand je transmembranova molekula z rodiny TNF a u¢inkuje v T buné&cné
cytotoxicité, protoze jeji vazba na Fas-receptor na cilové burtice spusti apoptozu. T lymfocyty
maji na svém povrchu Fas-ligand i Fas-receptor a tim reguluji svou proliferaci. Nadorové
bunky expresi Fas-ligandu zvySuji a Fas-receptoru snizuji, takze mohou likvidovat T
lymfocyty a samy jsou chranény (O’Connell a kol., 1996).

U nddort se jesté vyvinula schopnost potlacit imunitni atak hostitele prostfednictvim
TDSF (Tumor Derived Soluble Factors), které pisobi na trovni lokalni i systémové (Kim a
kol 2007). Maligni bunky produkuji rozpustny fosfatidylserin (SPS). Rozpustny PS mize
reagovat s PSR (Phosphatidyl Serine Receptor) na APC a dochazi k produkci IL-10, TGF a
PGE2, které inhibuji funkci APC (Fadok a kol., 2001; Kurosaka a kol., 2002). Kromé
inhibice APC chrani IL-10 nadorové butniky pted CTL, protoze sniZuje mnozstvi proteint
TAP1 a TAP2 (Transporter associated with Antigen Processing) v nadorovych bunkach a
tim i mnozstvi molekul MHC I a II na povrchu nadorovych bunék (Salazar-Onfray a kol.,
1997). TGF-B je sekretovan samotnymi nadorovymi buikami a zpusobuje vznik Treg (T-
regulacnich lymfocyti) z CD4+ T lymfocytt, které¢ inhibuji CTL. Treg lymfocyty také

vylucuji TGF-B a podporuji tak vznik sebe samych. Poslednim piikladem je VEGFp
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(Vascular Endhotelial Growth Factor beta), ktery brani diferenciaci a maturaci DC blokaci
NF-kB (Nuclear Factor- kB) v hematopoetickych buiikach a je zodpovédny za piitomnost
TAM v mikroprostiedi nadoru (Gabrilovich a kol., 1998; Oyama a kol., 1998).

Bunky imunitniho systému také vylucuji fadu cytokinti a chemokint, ¢imz vznika
slozita ,,sit* vzajemné se ovlivitujicich pochodd. Souhrnné bylo dokazano, ze produkce
imunosupresivnich cytokind (IL-10, TGFp, PGE2) je u onkologickych pacientd
nékolikanasobné vyssi nez produkce imunostimulaénich cytokind (IL-2, IL-12, INFy) (Barth

a kol., 1996).

1.3.3. Druhy imunoterapie

Znalost obrannych mechanismi nadorovych bun€k sméfuje k efektivnim
imunoterapeutickym postuptim, které zvySuji kvalitu a kvantitu efektorovych bunék, bloku;ji
imunosupresivni mechanismy bunék nadorovych a odhaluji jejich antigeny (Schreiber.,
2011).

Imunoterapie s pouzitim monoklonalnich protildtek:

hematologickych malignit i solidnich tumori. Vazba MAb na nadorové builkky muze
ovliviiovat signalni dradhy ptislusné pro dany antigen, aktivovat bunénou cytotoxicitu
zavislou na protilaitkaich (ADCC) nebo cytotoxicitu zavislou na komplementu (CDC).
Cilovym antigenem jsou napiiklad CD znaky, glykoproteiny, vaskularni a rastové faktory
(Scott a kol., 2012). Jako piiklad pro melanom uvadim MAD Ipilimumab proti CTLA-4
(Cytotoxic T-lymphocyte-Associated Antigen 4), ktera byla objevena roku 1996. CTLA-4 je
intracelularnim homologem CD 28, tedy druhym receptorem pro kostimula¢ni molekuly
CD80 a CD86. U aktivovaného T-lymfocytu se CTLA-4 dostava na povrch, vaze
kostimulacni molekuly a aktivaci zpomali. Aplikace protilatky proti CTLA-4 zptsobila

odhojeni nadoru a rezistenci k dalsi transplantaci (Leach a kol., 1996).

Adoptivni bunécna terapie — ACT (Adoptive Cell Therapy):

ACT vyuziva pacientovy vlastni T-lymfocyty z prostiedi nadoru — TILs (Tumor
Infiltrating Lymphocytes), které maji protinddorovou aktivitu. T- lymfocyty jsou in-vitro
pomnoZeny a vraceny zpét do téla pacienta. Jako soucast ACT terapie se provadi
lymfodeplece, aby byly eliminovany Treg lymfocyty (Rosenberg a kol., 2008). ACT je
efektivni 1écbou pro pacienty s metastazujicim melanomem, u kterych doslo k 50% -70%

redukci po podani transferu TIL a IL-2 (Dudley a kol., 2008).
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Dendritické bunky v protinadorové imunoterapii:

Pouziti dendritickym bunék je, po ACT, dals§im zptisobem antigen-specifické
imunoterapie. Dendritické bunky jakozto APC spojuji vrozenou a ziskanou imunitu a jsou
nazyvany pfirodnimi adjuvants. Diky tomu byly vybrany pro pienos nadorovych antigent do
téla pacienta. Cilem nadorové vakcinace pomoci DC je produkce tumor specifickych CD8+
cytotoxickych T-lymfocytd. Z monocytl pacienta se pomoci cytokintl ptipravi nezralé DC a
ty pak interaguji snadorovym antigenem. Nasleduje jejich vyzrani pomoci LPS
(lipopolysacharid) a IFN-y, vedouci ke zvySeni exprese kostimula¢nich molekul. Tyto DC,
schopné uc¢inné prezentace nadorovych antigent, jsou vpraveny do téla pacienta. Antigeny
mohou byt také pfimo dopraveny k DC in vivo pomoci chimerickych proteint, které obsahuji

protilatky specifické pro DC receptory (Palucka a Banchereau, 2012).

1.4. Imunoterapie zaloZena na aktivaci sloZek vrozené imunity

Jelikoz nador je jako celek malo imunogenni a navic uplatiiuje imunosupresivni
mechanismy, nemtiZze byt imunitnim systémem ptirozené zlikvidovan. Nadorové bunky je
potieba ,,0znacit* pomoci vhodného motivu, ktery vyvola atak na urovni vrozené a nasledn¢
ziskané imunity. Vrozena imunita ptedstavuje prvni linii obrany proti patogentim, nabizi se
tedy moznost zvolit motiv infekéni — napt. bakteridlni (Janotova a kol., 2014). Podnétem
k tomuto zpusobu terapie byl unikatni objev SR/CR (spontaneous regression / complete
resistence) mysi, u kterych buiikky vrozené imunity rozpoznavaly a likvidovaly nadorové

bujeni (Cui a kol., 2003; Hicks a kol., 2006).

1.4.1. Vyvaoj lécebnych postupt

Prvni zminky o tom, Ze imunitni systém by mohl reagovat na rakovinnou tkan, se
objevily uz v osmnactém stoleti, kdy soubézné probihajici horecnatd infekce zpiisobila
vymizeni nddoru. V devatenactém stoleti se zacal o tento jev blize zajimat ptedni new
yorksky chirurg William Coley, ktery byl inspirovan remisi naddor u pacientl s koZznim
onemocnénim zpusobenym bakterii Streptococcus pyogenes (Wiemann a Starness, 1994).
Poté Coley pouzil kombinaci bakterii Streptococcus pyogenes a Serratia marcescens K 1é¢bé
pacientli s inoperabilnimi sarkomy a dosahl vice nez 10% vyléceni (Coley, 1910). Tento
preparat, dnes nazyvany jako Coleyho toxin, povazujeme za prvni pokus o imunoterapii
nadord.

V roce 1921 byl atenuovany puvodce tuberkulozy — Mycobacterium bovis, pod
nazvem BCG (Bacillus Calmette Guerin) pouzit u lidi pfi vakcinaci proti tuberkuloze. V té
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dob¢ byla také pozorovana nizsi frekvence vyskytu nddori u pacientii s tuberkulézou.
S ohledem na poznatky Coleyho se BCG zacala uplatnovat pfi 1é¢bé riznych typa nadort.
Nicméné prabézné studie nepotvrdily o¢ekavany piinos a od BCG vakciny se ustoupilo u
vétsiny malignit s vyjimkou karcinomu moc¢ového méchyie (Lamm a kol., 2000).

Piestoze od objevu Coleyho toxinu uplynulo celé stoleti, pfedstavuji bakterie stale
slibnou protinadorovou startegii. Mohou byt pouzity ptimo jako protinddorové agens, jako
vektory pienasejici tumoricidni latky nebo se jen jejich toxiny vazi na nadorové antigeny
(Patyar a kol., 2010). U melanomu byla napiiklad pouzita atenuovana Salmonella
typhimurium a velikost nadord u Ié¢ené skupiny predstavovala jen 6% velikosti kontrolnich

nadori (Low a kol., 1999).

1.4.2. Vrozena imunita a mechanismy rozpoznavani

Buiiky vrozené imunity exprimuji na svém povrchu PRR (Patern Recognition
Receptors), vysoce evoluéné konzervované receptory zakodované v zarodec¢né linii, které
rozpoznavaji molekulové vzory asociované s patogeny nebo s poskozenim tkané - PAMPS a
DAMPs. K nejznaméjsim PRR patii TLR (Toll like receptory), déale do této skupiny fadime
Nod-like receptory a C-type lectin receptory. Diky existenci PRR neni vrozena imunita zcela
nespecificka a dokaze rozeznavat vlastni a patogenni struktury (Kumagai a kol., 2010).

TLR najdeme u buné€k prvni linie obrany hostitele, tedy u neutrofilti, makrofagu,
dendritickych bun€k, endotelidlnich bunek pokozky a epitelidlnich bunék. TLR2 a TLR4
nalezneme také na povrchu B a T lymfocyti (Imler a Hoffmann, 2001). Zakladni ¢len rodiny
TLR byl ptvodné¢ objeven u Drosophily jako genovy produkt Toll nezbytny pro
dorzoventralni soumérnost embrya. Pozd&ji se ukazalo, Ze hraje klicovou roli v obrané
musek proti houbovym plisnim stimulaci produkce antifungalniho peptidu Dorsomycinu
(Lemaitre a kol., 1996). Prvni zjisténi, ze TLR mohou fungovat jako PRR i u savcl
vychdzelo z mysi fenotypu Ips, které nevykazovaly zanétlivou odpovéd na LPS
(lipopolysacharid) kvili mutaci v TLR4 genu (Poltorak a kol., 1998). U savct je dnes znamo
celkem 11 TLR (11 u mysi a 10 u lidi) lokalizovanych pievazné na povrchu bunék
s vyjimkou intracelularnich TLR 3,7,8 a 9. Strukturné se jednd o transmembranové
glykoproteiny s extracelularni doménou bohatou na leucin (LRR — leucine rich repeat) a
cytoplasmatickou signalni doménou homologni k receptoru pro IL-1 (Akira a kol., 2006).
Podle své bunééné lokalizace vazi typické ligandy — pro TLR 1,2,4,6 jsou to komponenty
bunécné stény bakterii — napt. LPS, peptidoglykany, lipopeptidy a lipoteichova kyselina.

Oproti tomu intracelularni TLR vazi virovou dsRNA (TLR-3), ssRNA (TLR 7,8) nebo
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nemetylované CpG tseky DNA bakterii a virt (TLR9). (Akira a Takeda, 2004). Vazba
ligandu na TLR spusti signalni kaskddu vedouci k aktivaci transkripcnich faktorti, napt
nuklearniho faktoru NF-kB, a tim nastartuje produkci prozanétlivych cytokint (Akira a kol.,
2006).

1.4.3. Beta glukany v roli PAMP

Beta glukany jsou hlavni stukturni komponentou buné¢né stény bakterii a hub, ale
nalezneme je i u kvasinek, fas, mechi a obilovin (Morshed a kol., 2013). Jedna se o
heterogenni skupinu glukoézovych polymert, jejichz kostra je tvofena D-gluk6ézovymi
jednotkami spojenymi B 1-3 glykosidickou vazbou, na které jsou ptipojeny dal$i postranni
fetézce D-glukdézy. Typ vazby postrannich fetézct je druhové specificky, B 1—4
glykosidické vazby se vyskytuji u bakterii a B 1—6 u hub (Chan a kol., 2009). Obecné
vykazuji beta glukany rizné biologické a imuno-farmakologické Géinky zavislé na jejich
chemicko-fyzikalnich vlastnostech — rozpustnosti, molekulové vaze a stupni vétveni
(Yadomae, 2000). Diky absenci u zvifat jsou povazovany za klasické PAMPs rozpoznavané
bunkami imunitniho systému obratlovci i bezobratlych (Janeway, 1992). Reakce organismu
na pritomnost beta glukanti je zprosttedkovana specifickymi receptory na povrchu piedevsim
imunitnich bunék - monocytd, makrofagi, neutrofilti, Langenharsovych bunék, NK bunék a
eosinofilii, ale nalezneme je 1 na endotelidlnich, alveolarnich epitelidlnich buiikach a
fibroblastech (Brown a Gordon, 2003). Jedna se o CR3 receptor, lactosylceramid,
scavengeroveé receptory a Dectin-1, jejichz stimulaci jsou nastartovany mechanismy shrnuté

na obrazku 2.
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Obr. 2.: Obranné mechanismy buncék vrozené imunity spusténé stimulaci beta glukanovych

receptoru. Pievzato z Brown a Gordon, 2005.

Imunomodula¢ni vlastnosti vysokomolekularnich beta glukani vychazi z jejich
piimého plsobeni na leukocyty, u kterych stimuluji fagocytarni a cytotoxickou aktivitu,
produkci prozanétlivych mediatort a cytokini, zejména IL-8, IL-1p, IL-6 a TNFa. (Ladanyi
a kol., 1992; Garcia-Lora a kol., 2003). Posiluji i rozpoznani a likvidaci apoptotickych bunék
(Fadok a kol., 2000). Oproti tomu malé beta glukany, s molekulovou vahou do 10 000,
nevykazuji biologickou aktivitu a ovlivituji imunitni systém nepifimo, pravdépodobné
antagonistickou vazbou na beta glukanové receptory (Brown a Gordon, 2001). In vitro studie
zabyvajici se vlivem nizkomolekularniho PGG glukanu na mys$i monocyty uvadi, ze PGG
sice aktivuje nuklearni transkrip¢ni faktory NF-kB a NF-IL-6, ale nestimuluje transkripci
cytokinové mRNA (Adams a kol., 1997). Tyto vysledky potvrdil i Battle (1998) s pouzitim
skleroglukanu a glukan fofatu. Pozd¢jsi studie ukazala, Ze inkubace plné krve s 20kD B-1,3-
glukanem a nasledné s LPS zvysila produkci IL-6, 8, 10 a TNFa (Engstad a kol., 2002).
Z toho vyplyva, ze beta glukany tzv.primuji, tedy aktivuji, leukocyty pro sekundarni kontakt
se stimulujicim podnétem. MnoZstvi atyp produkovanych cytokini je také ovlivnén
strukturou beta glukant. Naptiklad B-1,3-glukan linearni stimuluje u splenocyti produkci
jinych cytokind nez 6krat vétveny (Hida a kol., 2009). Podobn¢ beta glukany ve formé ¢astic

stimuluji produkci cytokinli vice nez rozpustné ( Ishibashi a kol., 2002).
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O pozitivnich G¢incich beta glukant svéd¢i fada in vitro 1 in vivo experimentd.
V Japonsku a Ciné se nékteré pouzivaji i ke klinickym G&elim. Jsou efektivni pii 16¢bé
nadort, infekénich chorob, hypercholesterolémii a diabetu. Per oralné podané beta glukany
jsou v tenkém stfevé zachyceny makrofagy a prostiednictvim Dectinu-1 internalizovany,
zpracovany na krat$i fragmenty a transportovany do kostni diené, kde se uvolni. Tyto
fragmenty jsou nasledné vychytany granulocyty, monocyty a dendritickymi butikami vazbou
na CR3 receptor. Injekéné podané rozpustné betaglukany se vazi na CR3 piimo (Chen a

Seviour, 2007).

1.4.3.1. Laminarin

Laminariny jsou (-1,3 glukany s jednoduchou, malou molekulou tvotfenou pftiblizné
50 glukosylovymi zbytky. Vyskytuji se u mofiskych fas Celedi Laminaria, pievazné
v nerozpustné formé, ktera se sklada z linedrn€ spojenych jednotek. Rozpustny laminarin
s vétvenim s B-1,6 najdeme a nejéastéji ziskavame z druhu Laminaria digitata. U makrofagi
zvySuje laminarin produkci NO, H,0,, monocyty chemoatraktujiciho proteinu (MCP-1) a
faktoru stimulujiciho granulocyty a makrofagy (GM-CSF) (Lee a kol., 2012). Byl také
izolovan novy typ laminarinu, Phycarin (Mw 5000), ktery stimuluje fagocytozu a produkci
cytokint IL-1, IL-6 a TNFa. Navic podporuje protinadorové pasobeni NK bun¢k (Vétvicka
a Yvin, 2004). Xie a kolegové (2010) zjistili, Ze laminarin konjugovany s antigenem se vaze
na Dectin-1 na APC, dojde k internalizaci proteinu a stimulaci specifické odpovédi CD4+ T

lymfocytl. Tim naznacili mozné terapeutické vyuziti laminarinu.

1.4.3.2. Manan

Manany se vyskytuji v bunééné stén¢ vyssich rostlin a kvasinek a rozliSujeme u nich
4 typy: linearni manan, glukomanan, galaktomanan a galaktoglukomanan (Petkowicz a kol.,
2001). Kazdy z polysacharidi obsahuje kostru z -1,4-manosovych nebo glukoézovych a
manosovych zbytkl, nékteré se jesté vétvi do postrannich fetézci B-1,6- spojenych

galaktozovych zbytki (Liepman a kol., 2007).

2.4.3.3. Zymosan

Zymosan je prvni preparat ziskany z bunééné stény kvasinek pekaiského drozdi rodu
Saccharomyces cerevisiae metodu popsanou Pillemerem a Eckerem (Hassid a kol., 1941).
Sklada se z 55% z B-D-glukanu, 19% mananu, 15% proteint a 7% lipidd (Di Carlo a Fiore,

1958). Diky svému slozeni se Zymosan cCasto vyuziva v experimentech ke studiu
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rozpoznavani, fagocytézy a produkce cytokinii buitkami vrozené imunity. Fagocytoza
zymosanovych partikuli je zprostfedkovana TLR2 a Dectinem-1. Naopak produkce
zanétlivych cytokinii je zplsobena vazbou na heterodimer skladajici se z TLR2 a TLR6
(Underhill, 2003).

1.4.4. Receptory stimulované mikrobialnimi komponenty

1.4.4.1. Komplement receptor 3

CR3 receptor je integrinovy heterodimer zo (CDI11b) a B (CDI18) fetézcu,
vyskytujici se u myeloidnich bunék, NK bun¢k a lymfocytii. Funguje jako bunééna adhezni
molekula diky vazbé na endotelialni ICAM-1 (Intercellular Adhesion Molecule) a jako
fagocytarni receptor pro Castice opsonizované iC3b, vcetné Castic glukand. Vazba beta
glukani nebo lipopolysacharidi na CR3 aktivuje receptor a umozni fagocytim a NK
buiikdm likvidovat opsonizované ¢astice (Ross a Vétvicka, 1993). Pozdéji bylo prokéazano,
ze beta glukany se vazi na lektinovou doménu na C-terminalnim konci CD11b (Thornton a
kol., 1996; Xia a Ross, 1999). Cytotoxické puisobeni NK bunék a neutrofilii s primovanym
CR3 receptorem demonstroval Vétvicka s Kkolektivem (1996) na lyze erytrocyti
opsonizovanych iC3b. Opsonizovanou castici muze byt pravé nadorova buiika oznaCena
iIC3b napt. pomoci monoklonalni protilatky (Chan a kol., 2009). Yan a kol. (1999) takto

dosahli 57%-90% redukce in vivo lé¢eného prsniho karcinomu u mysi.

1.4.4.2. Dectin - 1

Dectin-1 je transmembranovy receptor skladajici se z extracelularni lektinové
domény typu C (CLTD) a cytoplasmatického motivu imunoreceptoru aktivované¢ho
tyrosinem (ITAM) (Reid a kol., 2009). Hojné se vyskytuje na monocytech, makrofazich a
neutrofilech, méné pak na dendritickych bufikach a lymfocytech, jak bylo zjisténo pomoci
monoklonalni protilatky (Taylor a kol., 2002). Puvodné byl identifikovan jako receptor pro
rizné ligandy na T lymfocytech, ¢imz podporoval jejich proliferaci (Ariizumi a kol., 2000).
Nové vyzkumy ukazuji, ze je pro né&j charakteristickd vazba beta glukanu, ktera spusti
fagocytozu, uvolnéni reaktivnich druhti kysliku (ROS) a produkci prozanétlivych cytokinti —
TNFa, IL-1pB, IL-6, IL-10, CCL2 a CCL3 (Brown a kol., 2003). Blokace CR3 a Dectinu -1 a
vazba Zymosanu u mysich makrofagl ukazala, ze Dectin-1 je hlavnim beta glukanovym

receptorem téchto bunck. Naopak u lidskych makrofagh neni role Dectinu-1 Uplné
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jednoznacna. Stejné tak lidské neutrofily interaguji sbeta glukany predevsim

prostiednictvim CR3, nikoliv Dectinu-1 (vanBruggen a kol., 2009).

1.4.4.3. Lactosyceramid

Lactosyceramid (LacCer, CDw17), glykosfingolipid mnoha typti bun¢k, rozpoznava
rizné mikroby a jako receptor pro beta glukan byl identifikovan pomoci radioaktivné
znac¢eného vysokomolekularniho beta glukanu - PGG glukanu (Zimmerman a kol., 1998).
Interakce s receptorem potencuje oxidativni vzplanuti u neutrofild a aktivaci NFxB
(Wakshull a kol.,1999).

1.4.4.4. Scavernerové receptory

Scavernerové receptory predstavuji heterogenni skupinu molekul na myeloidnich a
nékterych endotelianich bunkach. Rozpoznavaji lipoproteiny o nizké i vysoké hustoté a
polyanionické ligandy. Ackoliv tato tfida receptorti beta glukany vaze, nebyl v rdmci ni

zatim identifikovan Zadny pro n¢ specificky (Rice a kol., 2002).

1.4.45. MBL

Lektin vazajici manoézu (MBL) je plasmaticky protein a vyskytuje se v komplexu se
serinovymi proteazami asociovanymi s MBL (MASPs ) — MASP-1, MASP-2 a MASP-3.
Pokud se MBL navaze na ptislusny polysacharid, serinové protedzy se rozstépi na 2 fetézce
a tim se aktivuji (Jack a Turner, 2003). Aktivované MASP §tépi slozky komplementu — C2,
C3, C4, dojde k aktivaci kaskady komplementového systému, ktera vede ke zniCeni

mikroorganismu tvorbou komplexu atakujiciho membrany (MAC) (Gadjeva a kol., 2004).

1.4.4.6. Manosovy receptor

Manosovy receptor (MR) patii mezi PRR makrofagi (Rouleux-Bonnin a kol., 1995)
a dendritickych bun¢k (Sallusto a kol., 1995). Tento transmembranovy 180kDa protein
obsahuje sérii 8-10 lektinovych domén rozpoznavajich karbohydraty (CRD) (Taylor a kol.,
1990). MR vykazuje velkou afinitu k monosacharidim mandse a fukdse, méné ochotné vaze
glukosu a N-acetylglukosaminy. Vazba ligandu na MR zprostifedkuje fagocytozu ¢Eastic
s ligandem konjugovanych, takze i patogennich mikroorganismt, jako jsou bakterie a
kvasinky, které maji manosu na povrchu (Largent a kol., 1984). Exprese MR muze byt
ovlivnéna cytokiny, napt. INFy pii aktivaci makrofagl blokuje transkripci ptislusné mRNA.

Pocet receptorti se tak snizuje, ale afinita zistava nezménéna (Marodi a kol., 1993).
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1.5. Neutrofily

Jelikoz se nas pristup k nddorové imunoterapii soustiedi na vrozenou imunitu,
nesmime opomenout jeji klicovou slozku, tedy neutrofilni granulocyty, které efektivné
zabijeji patogeny bez posSkozeni hostitele. Neutrofily jsou nejabundantnéjsi buiky bilé
krevni fady, u mysi tvofi 30 a u ¢lovéka 70 procent krevnich bunék. Cirkuluji 6-8 hodin a
fadi se kbunkam s nejkratSi zivotnosti. Spolecné s eozinofily a bazofily patii mezi
polymorfonukledrni granulocyty, které se vyznacuji ¢lenitym jadrem a ptitomnosti granul

(Summers a kol., 2010).

1.5.1. Antimikrobidlni mechanismy neutrofila

Neutrofily jsou prvni linii obrany proti patogenim. Klicovym procesem neutrofilniho
ataku je jejich migrace do mista poskozeni a aktivace. Migrac¢ni kaskaka za¢ina na urovni
kostni dfené¢ (KD) a je regulovana chemokinovymi receptory na povrchu neutrofili —
CXCR2 a CXCR4 (C-X-C chemokinové receptory 2 a 4). Ligace téchto receptorti ptisobi na
neutrofily antagonisticky. SDF-1 (Stromal cell Derived Factor-1) je ligandem CXCR4 a
zadrzuje neutrofily v KD, zatimco ligandy pro CXCR2 — Gro beta (Growth regulated protein
beta) a MIP-2 (Macrophage Inflamantory protein 2) neutrofily z KD uvolnuji (Eash a kol.,
2010). V piipadé zanétu jsou neutrofily z KD mobilizovany ptisobenim G-CSF (Granulocyte
Colony Stimulating Factor), ktery redukuje pocet osteoblasti (hlavniho zdroje SDF-1) a
zvysuje expresi MIP-2 na endotelidlnich bunkach KD (Semerad a kol., 2002). Piechod
neutrofilti z cirkulace do mista zanétu iniciuji latky produkované ptivodcem zanétu (napi.
bakterialni LPS, fMLF) i cytokiny hostitele (TNFa, IL-1B, IL-17), které podnécuji u
endotelialnich bunék produkci adheznich molekul: P-selektind, E-selektini a molekul
Z rodiny integrint ICAMs (Intracellular Adhesion Molecules) (Borregaard, 2010). Neutrofily
exprimuji na svém povrchu PSGL-1 (P-selektin glykoprotein ligand 1) a L selektin, jimiZ se
na endotelidlni molekuly vazi a nastavad charakteristicky ,;rolling* neutrofild podél cévniho
endotelu. Rolovani piejde do faze pevné adheze zprostitedkované vazbou B2 integrinti
LFA-1(Lymphocyte function associated antigen-1) a Mac-1 (Macrophage 1 antigen)
neutrofili na ICAM-1. Adherované neutrofily se ,plazi“ podél cévni stény a Spoji
endotelialnich bunék prostoupi do intersticia, odkud vlivem chemotaktického gradientu
putuji do mista zanétu. Chemoatraktanty se vazi na neutrofilni receptory béhem celého
procesu extravazace a spousti tak signalni drahu MAPK (Mitogen Activated Protein

Kinases) vedouci k aktivaci neutrofild (Wright a kol. 2010). Stupen aktivace je piimo
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umérny koncentraci chemoatraktantd, napt. nizka koncentrace IL-8 zvysSuje expresi L
selektind a B2 integrinti, vy$si spusti oxidativni vzplanuti a nejvyssi koncentrace indukuje
degranulaci neutrofilti. Naopak neutofily, které nedosahnou aktiva¢niho prahu, se z endotelu

uvolni a vrati se zpét do cirkulace (Ley, 2002).

1.5.1.1. Fagocytéza

Vyznam fagocytdzy v obrannych mechanismech popsal poprvé Metchnikoff koncem
19. stoleti, kdy pozoroval specializované burniky pohlcujici bakterie (Tan a Dee, 2009).
Neutrofily patii k profesionalnim fagocytim, pohlcuji mikroby do intracelularnich
kompartmentii zvanych fagosomy a nici je — bud’to ptisobenim antimikrobidlnich proteinti

nebo produkci toxickych forem kysliku (Nathan, 2006).

1.5.1.2. Granula a degranulace

U neutrofili rozliSujeme 3 hlavni typy granul a sekrecni vezikuly vzniklé
enzym myeloperoxidazu (MPQO) nezbytnou pro oxidativni vzplanuti. Sekundarni a tercialni
granula vznikaji pozd¢ji a jsou MPO negativni. V prabéhu aktivace neutrofilli fizuji granula
s fagozomalni nebo cytoplazmatickou membranou a uvoliuji sviij obsah do fagozdému,
respektive do okolni tkan¢ (Faurschou a Borregaard, 2003). Antimikrobialni slozky granul
zahrnuji 3 skupiny latek, které pifimo ¢i nepifimo zabijeji patogeny. Defenziny ze skupiny
kationickych peptidii permeabilizuji cytoplazmatickou membranu a inhibuji syntézu DNA a
RNA. Proteolytické enzymy jako lysozym degraduji bunéfnou sténu bakterii. Dale
k enzymim patii serinové protedzy — neutrofilni elastaza a katepsin G, které $té€pi bakterialni
membranové proteiny. Posledni skupinu zastupuji chelaty — napt. laktoferin, ktery vaze
zelezo z prostiedi a inhibuje tak rust bakterii (Borregaard a kol., 2007). Granularni proteiny
navic slouzi i jako signalni molekuly, jelikoz stimuluji extravazaci u monocytl (Soehnlein a

kol., 2009).

1.5.1.3. Produkce ROS

Fagocytujici neutrofily projdou procesem oxidativniho vzplanuti zplisobenym
¢innosti komplexu NADPH oxidazy, ktery se nachazi na fagozomalni a cytoplazmatické
stran¢ membrany. Béhem oxidativniho vzplanuti jsou elektrony pfenaSeny z NADPH pfes
membranu na kyslik za vzniku reaktivnich forem kysliku — ROS (Reactive Oxygen Species)

uvnitt fagosomu nebo v extracelularnim prostoru (Hampton a kol., 1998). Prvni produkt,
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superoxid, bakterie pfimo nezabiji a vét§ina se ho pfeméni na peroxid vodiku (H20,). Do
fagosomu se zaroven z primarnich granul uvolni MPO, kterd katalyzuje pfeménu H,0, a
chloru na siln¢ mikrobicidni kyselinu chlornou-HCIO (Klebanoff, 1968). Jako dalsi ROS
vznikaji hydroxylové radikaly a singlety kysliku (Steinbeck a kol., 1992; Candeias a kol.,
1993). Pacienti s mutaci v NADPH oxidaze trpi chronickou granulomatézni chorobou
(CGD) vyznacujici se imunodeficienci s opakovanymi infekcemi oportunnimi patogeny
(Heyworth a kol., 2003).

1.5.1.4. Tvorba NETs

Kromé vyse zminénych intracelularnich antimikrobialnich strategii byla u neutrofilt
nedavno objevena produkce tzv. extracelularnich siti — NETs (Neutrophil Extracellular
Traps). Wheeler a Underhill (2014) prokazali, ze k tvorbé NETs dochazi pti vazné sepsi ¢i
frustrované fagocytdze (fagocytdza nepohltitelného objektu). Jedna se o aktivni typ bunécné
smrti, kdy umirajici neutrofil vylou¢i do extracelularniho prostoru dekondenzovany
chromatin a toxicky obsah granul, které vazi a ni¢i okolni bunky (Urban a kol., 2006). Tento
proces zavisi na tvorbé ROS, coz bylo dokdzano pouzitim inhibitoru NADPH oxidazy i u
pacienti s CGD, jejichZ neutrofily netézu nevykazovaly (Fuchs a kol., 2007). Netdzu
nevykazuji ani neutrofily od darcii s deficienci MPO, tudiz je nutna 1 jeji pfitomnost (Metzler
a kol., 2011). Zaroven Fuchs tvrdi, ze zabijeni netdzou je stejné efektivni jako fagocytoza.

Tato myslenka byla vSak vyvracena o 5 let pozd¢ji pfitomnosti Zivych bakterii po rozvolnéni

NETs DNAzou (Menegazzi a kol., 2012).

1.5.2. Neutrofily a nadory

Ackoliv hlavni role neutrofili spociva v obrané proti infekci, mohou obratit svou
pozornost také na nddorové bunky a plejadou cytotoxickych mediatorti je zlikvidovat. Naptic
literaturou narazime na mnohé ptfipady protinadrového plsobeni neutrofili na
experimentalni i1 terapeutické urovni, ze kterych vyplyvé, Ze neutrofily indukuji 1yzu a
apoptozu nadorovych bun¢k a jsou zodpovédné za rejekci nadoru i imunitni pamét’ (Piccard
a kol., 2012).

Pritomnost neutrofili byla zjiSténa u riznych typt nadorl, véetné primarniho 1
metastazujiciho maligniho melanomu, kde tvofily neutrofily, spolu s makrofagy a NK
butikami, vice nez 80% infiltrujicich bun€k (Bodey a kol., 1999). Pozd¢&ji Fridlender a kol.
(2009) prokazal existenci dvou typt TAN (Tumor Associated Neutrophils) -
protinddorovych N1 a pronddorovych N2 neutrofili, pfi¢emz imunosupresivni TGFf
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zpuisobil zménu N1 na N2. Pii blokddé TGFP se projevily protinddorové ucinky N1
zahrnujici zvySené zabijeni nddorovych buniek, expresi cytokinti a aktivaci cytotoxickych T

lymfocyti. Uéinky N1 a N2 populace jsou shrnuty na obrazku 3.

TGF-BJ' : J-IFN-[S

tumor

R immune i i
rejection invasion

cytotoxicity * memory angiogenesis * metastasis
. / tumor growth \ / immuno-
\ @ / SuppreSSion
CD11b" Ly6G" CD11b’ Ly6G (GR1) Ly6C™
more lobulated, hypersegmented circular nuclei

activation of CTLs (CD25" CD137°)
superoxide, H,O,

4 FAS, TNF-o, CCL3, ICAM-1 4 S?:_(g,’f%%g_f;asc%i?szﬁ%&
arginase, CCL2, CCL5, VEGF, v
CXCR4, MMP-9, c-myc, STAT3 FAS, TNF-a, CCL3, ICAM-1

Obr. 3.: Pro- a protinadorové mechanismy pusobeni N1 a N2 subpolulace neutrofild.

Ptevzato z Piccard a kol., 2012.

Mechanismy zabijeni nadorovych bunék a mikrobii jsou, vyjma fagocytozy,
podobné. Cytotoxicita a cytostaticka aktivita neutrofili byla prokdzana u ruznych typu
nadort v in vitro experimentech s maximem po 72 hodinové inkubaci, pficemz nedoslo
k poSkozeni zdravych bunék a inhibitory proteaz aktivitu nijak neovlivnily (Gerrard a kol.,
1981). Pozornost se proto obratila K oxidativnimu vzplanuti a ROS, jak dokazuje lyza
explantovanych bunck ovaridlniho karcinomu, kterd nenastala pii pfidani neutrofili od
pacientd s CGD (Lichtenstein a kol., 1989). In vivo pusobeni neutrofilii sledoval Zivkovic se
svym tymem (2007) a dosahl redukce ristu mysiho melanomu B16-F10 oproti kontrolni
skuping, kde byly neutrofily z prostfedi nadoru odlakany subkutanni aplikaci Sephadexu.
Neopomenutelna je i tcast neutrofili na ADCC (Antibody Dependent Cell Cytotoxicity),
kdy zpuisobuji rupturu membrany nadorovych bunék (Kindzelskii a Petty, 1999). Souhrné 1ze
fici, Ze aktivita neutrofill v prosttedi nadoru zavisi na stupni jejich aktivace. ROS
produkované mirné aktivovanymi neutrofily v nizké koncentraci plisobi genotoxicky, tedy
pronadorové. Naopak vysoké koncentrace ROS ze siln€ aktivovanych neutrofili poskozuji

nadorové bunky (Houghton, 2010).
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2. Cile prace

e Zvladnout techniky izolace neutrofilt, jejich ¢iSténi a charakterizace.

e Studovat in vitro cytotoxické pisobeni neutrofili na melanomové buriky s kotvenymi

ligandy fagocytarnich receptort.

e Zaméfit se na stanoveni miry degranulace neutrofill pomoci enzymu

myeloperoxidazy.

e Kombinovat imunoterapii melanomu s chemoatrakci neutrofiltt do nadoru.
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3. Materialy a metody

3.1. Vy&et chemikalii

= Antibiotic-Antimycotic (Sigma Aldrich)

= Anti-Mouse CD19 APC,; clone eBiolD3 (eBioscience)

= Anti-Mouse CD3e FITC; clone 145-2C11 (eBioscience)

= Anti-Mouse CD4 APC; clone GK1,5 (eBioscience)

= Anti-Mouse CD45 APC; clone 30-F11 (eBioscience)

= Anti-Mouse CD8a PE-Cy7; clone 53-6.7 (eBioscience)

* Anti-Mouse Ly-6G (Gr-1) Alexa Fluor 700; clone RB6-8C5 (eBioscience)

= Anti-Mouse NK1.1 PE; clone PK136 (eBioscience)

= BAM (Biocompatible Anchor for Membrane), Mw 4000 (NOF Europe)

= DMSO (Sigma Aldrich)

= DNAza | (Roche Diagnostic)

= DTT (dithiothreitol) (Sigma Aldrich)

= FCS (Fetal Calf Serum) (Sigma Aldrich)

= Fluid Thioglycollate medium (Difco)

= Fluorescenéné znacené kalibra¢ni kuli¢ky - count bright absolute counting beads,
(Invitrogen)

=  GM-CSF (Granulocyte Macrophage Colony Stimulating Factor) (Sigma Aldrich)

= Kasein hydrolyzat (Serva)

= Laminarin z L. digitata (Sigma Aldrich)

= Liberaza DL (Roche Diagnostic)

= Lipopolysacharid (LPS) z E. coli (Sigma Aldrich)

= Lysin (Sigma Aldrich)

= Manan — z Saccharomyces cerevisiae (Sigma-Aldrich)

=  Moyeloperoxidase (MPO) Fluorimetric Activity Assay Kit (Sigma Aldrich)

= Neutrophil Isolation Kit — mouse (Myltenyi Biotec)

=  PMA — (Phorbol-12-Myristate-13- Acetate)

= Reziquimod (R-848) (ENZO)

= RPMI 1640 (Sigma Aldrich),

=  SMCC (Succinimidyl-4-(N-maleimidomethyl)cyclohexane-1-carboxylate) (Thermo)
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= TCEP (Sigma Aldrich)

= TNFa (Tumor Necrosis Factor alfa) ( Sigma Aldrich)
* Trypanova modf (Sigma Aldrich)

=  Trypsin (Sigma Aldrich)

= Zymosan A ze S. cerevisiae, (Sigma Aldrich)

3.2. Laboratorni zvirata

Ve vSech in vivo i in vitro pokusech byly pouzity samice mysiho kmene C57BL/6N
z chovu Charles River Laboratories. Mysi pfiSly do laboratofe jako ctyftydenni a byly
chovany za standardnich podminek v mistnosti s konstantni teplotou 22°C, fotoperiodou
12/12, relativni vlhkosti vzduchu 65% a ptistupem k vod¢ a granulované potravé ad libitum.

Po dosazeni osmi tydnti (vdha 18 — 20g) byly mysi pouzity k pokusim.

3.3. Nadorova bunécna linie

V experimentech byla pouzita bunécna linie mysiho melanomu B16-F10, kterou nam
vénovala prof. Rihova, MBU AV CR, Praha. Buiiky byly umistény v termostatu s teplotou
37°C v atmosféfe nasycené vodnimi parami a 5% CO,. Kultivace probihala v médiu RPMI

1640 s ptidavkem 10% FCS, 1% antibiotik, 1% glutaminu a 0,1% merkaptoethanolu.

3.4. Pfiprava nadorovych bunék B16-F10 pro pouziti in vivo i in vitro

Narostlé nadorové buiiky byly zbaveny kultivacniho média, ndsledné 3x promyty
sterilnim pufrovanym fyziologickym roztokem (PBS). K promytym adherovanym buikam
byla ptidana trypsinizacni smés (0,02% trypsin a 0,02% EDTA v PBS), trypsinizace
probihala v termostatu pii teploté¢ 37°C po dobu 5 minut za Gcelem uvolnéni adherovanych
bunék. Po uplynulé dob¢ byla trypsinizace zastavena ptidavkem 15ml média RPMI 1640
s 10% FCS a suspenze uvolnénych bunék prelita do centrifuga¢ni zkumavky. Nasledovalo
pocitani bun€k pomoci Biirkerovy komurky a trypanové modfi, centrifugace bunck (10min,

4°C, 160g) a upraveni na pozadovanou koncentraci.

3.5. Transplantace nadorovych bunék

Mysi ve stafi 8 tydnli byly nejprve oholeny na pravém boku. Do této oblasti jim bylo

subkutanng transplantovano 4x10° nadorovych bungk v 0,1 ml RPMI 1640 bez séra na mys.
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3.6. Izolace bunék z kostni diené

Pro in vitro pokusy byly pouzity neutrofily izolované z kostni diené mysi dle metody
(Stassen a kol.,, 2006). Mysi usmrcené cervikalni dislokaci byly odebrany ob¢ dolni
koncetiny, zbaveny kuze, svaloviny a vlozeny do Petriho misky s médiem RPMI 1640 bez
séra. Ze stehenni a holenni kosti byly odstfihnuty obé kloubni hlavice. Pomoci sterilni Sml
injekéni stiikacky a sterilni jehly (velikost 26G) byly kosti proplachnuty médiem RPMI
1640 bez séra, ¢imz doslo k uvolnéni kostni diené - KD (syté cerveny valecek). KD byla
rozsuspendovéana 1ml pipetou a piefiltrovana (filtr BD, 50pum) do centrifugacni zkumavky.
Nasledovala centrifugace (10min, 4°C, 160g) a k peletu byly ptidany 2 ml 0,84% NH4Cl za
ucelem lyzy erytrocyti. Po 1 minuté byla lyza zastavena ptidanim 10ml média RPMI 1640
bez séra. Ziskana suspenze bunék byla spocitdna pomoci trypanové modii a Biirkerovy
komuirky a podrobena magnetické separaci, aby byly vytéZeny neutrofily o co nejvyssi

Cistote.
3.7. Magneticka separace

Vyizolované neutrofily jsme z média ptrevedli do pufru (PBS + 2%FCS + 2mM
EDTA), ve kterém byly dale zpracovany magnetickou separaci. Metoda magnetické separace
je zalozena na principu negativni sorpce. Suspenze bunck je oznacena smési primarnich
biotinilizovanych monoklonalnich protilatek proti antigenim neexprimovanym na
neutrofilech. Nasledné znaceni sekundarni protilatkou s feromagnetickymi ¢asticemi zajisti,
ze v separacni kolonce ziistanou zachyceny vSechny bunky mimo neutrofilii. Pii samotné
separaci byla pouzita komeréni souprava protilatek Neutrophil Isolation Kit — mouse
(Myltenyi Biotec, USA), dale magnetické separa¢ni kolonky-LS column a podstavec
s magnetickym separatorem-Midi MACS separator (Myltenyi Biotec, USA). Suspenze
vytekla z kolonky obsahovala neutrofily, které byly opét spocitany a pievedeny do média dle
potieby.

3.8. Sonikace

Dand suspenze byla sonikovdna za pouZziti pfistroje HIELSCHER VP200S.
Ozvucovani probihalo vzdy 10x10 vtefin s 20-ti vtefinovymi intervaly chlazeni po kazdém

ozvuceni.
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3.9. Méreni a vypocet velikosti nadort

Velikost nadorti byla kontrolovana béhem 1é¢by obden, poté min 1x tydné. Pomoci
kaliperu zméteny nejvétsi a nejmensi rozmér nadoru (A a B) poslouzily k vypoctu objemut
nadori podle vzorce V=n/6 AB? (Inaba a kol., 1986). Objemy byly statisticky vyhodnoceny.

3.10. Vypocet redukce nadorového ristu

Redukce nadorového rustu, v porovnani s kontrolni skupinou, ve dnech 4, 6, 8, 10,

12, 14 od zapoceti terapie byla pocitana nasledovngé:

(prumérny objem nadort v kontrolni skup. — primérny objem nddoru v 1é€ené skup.) x 100

prumérny objem nadort v kontrolni skup.

Priimér z hodnot naméfenych v jednotlivé dny je vyjadien v procentech a piedstavuje

pramérnou redukci nddorového ristu dané skupiny.

3.11. Poditani plicnich metastaz

Vypitvané plice byly fixovany ve 4 % roztoku formaldehydu. Poté byla pod
binokularni lupou spocitana metastatickd loziska, kterd se jevi jako cerné teCky (VéEtvicka a
kol., 2007).

3.12. Statistické vyhodnoceni vysledki

Vysledna data byla vyhodnocena v programu Statistika 12. Statistickd vyznamnost
byla zjistovana pomoci analyzy rozptylu (ANOVA) doplnéné post-hoc Tukeyovym testem.

Analyza ptezivani byla provedena v programu Statistika 12 pomoci Kaplan-Meierova testu.
3.13. Piiprava terapeutickych latek pro in vivo a in vitro experimenty

3.13.1. Priprava laminarinu-BAM

Pro pfipojeni biokompatibilni membranové kotvy (BAM) bylo nejprve nutné provést
redukéni aminaci laminarinu. Roztok laminarinu byl podroben pétidenni redukci
kyanoborohydridem sodnym v prostfedi octanu amonného (pH 7,5, 50°C). Nésledovala
dialyza roztoku ptes dialyza¢ni membranu MWCO 3500 (Serva) proti PBS (4°C, stalé
michdni) (Torosantucci a kol., 2005). Na aminoskupinu laminarinu byla navazana molekula

BAM dle metody Kata a kolektivu (2004). K 6ml 0,25mM laminarinu o pH v rozmezi 7,2-
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8,3 bylo ptidano 300 pl 7,3 mM BAMuogo (23,36 mg BAMagoo rozpusténo v 800 ul DMSO).
Roztok byl promichan a 2 hodiny inkubovan pii pokojové teploté. Reakce byla zastavena
250 pul 1 M TRIS/HCI o pH 8,0. Roztok byl opét dialyzovan za stejnych podminek jako po
aminaci. Kone¢nym produktem byl 0,2mM laminarin-BAMaggo V PBS.

3.13.2. Priprava mananu-BAM

Syntéza manan-BAM probihala dle metodiky shodné s laminarin-BAM (bod 3.11.1).
Nejprve redukéni aminace, dialyza a navazani BAM na aminoskupinu mananu, poté opé&t

dialyza a kone¢na uprava na 0,2mM roztok manan-BAMaggo vV PBS.

3.13.3. Priprava Zymosanu A a Zymosanu-SMCC

Pro ptipravu suspenze volného Zymosanu bylo smiseno 104,2 mg Zymosanu A s 6
ml PBS, sonikovano a dialyzovano pies noc proti PBS (4°C, MWCO 12-14 000).
Pro navézéani kovalentni kotvy SMCC bylo k 6 ml sonikované suspenze Zymosanu A

pitidanol,5 ml 2 mM SMCC. Vazba SMCC probihala 40 min pfi pokojové teploté.

3.13.4. Priprava lysinu-BAM

K 6 ml roztoku 0,21mM lysinu v PBS bylo pfidano 200ul 9mM BAMyg0 V DMSO.
Vazba BAMyggo probihala 1 hodinu pii pokojové teploté. Takto byl ziskan 0,2mM roztok
lysinu-BAM.

3.13.5. Priprava redukénich Cinidel

Cinidla, ktera redukuji disulfidické miistky (cystin), aby byla —SH skupina piistupna
pro vazbu SMCC.
50 mM roztok TCEP v PBS - pro in vivo pouziti.
5 mM roztok DTT v PBS - pro in vitro pouziti.

3.13.6. Priprava thioglykolatového média

Z lyofilizovaného Fluid Thioglycollate medium a deionizované vody byl pfipraven
3% roztok, ktery po ptevareni v mikrovinné troubé z€ervenal (1-2min, 440W). Zchladly
roztok byl v uzaviratelné nadobé obalené alobalem umistén pies noc do lednice, kde doslo

k oddé€leni dvou fazi — spodni zluté vrstva byla injek¢ni stiikackou odebrana pro pouziti.
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3.13.7. Priming neutrofili

Neutrofily byly primovany dle zavedené metody smesi cytokini TNFa a GM-CSF
(12,5 ng, respektive 2,5 ng/ml média) (Dewas a kol., 2003). Priming probihal po dobu 20
minut (37°C, 5% CO,). V experimentech vyzadujicich kostimulaci CR3 receptoru, tedy
v experimentech s pouzitim kotveného Zymosanu A a mananu, byl primovaci roztok
obohacen jesté o 2uM roztok rozpustného beta glukanu (laminarinu). Pro tyto experimenty
muselo byt zaroven pouzito médium obsahujici slozky komplementu — RPMI 1640 s 10%

FCS bez tepelné inaktivace.
3.14. Jednotlivé experimenty
3.14.1. Optimalizace izolace neutrofili z kostni diené (KD) a stanoveni jejich Cistoty.

3.14.1.1 Minimalizace ztrat neutrofilu

Ackoliv jsme pii magnetické separaci postupovali pfesné dle navodu piilozeného ke
kitu, ziskané pocty neutrofilii byly velmi nizké (z piivodniho mnoZstvi 400 milioni bunck
pouze 2 miliony). Po nékolika dalSich neuspéSnych pokusech byla kontaktovana technicka
podpora vyrobce, kde ndm sdélili, Ze z celkového poctu bun€k v KD mysi je piiblizné 25%
neutrofilll a vytéZnost magnetické separace je okolo 35%. Pro minimalizaci ztrat ndm bylo
doporuCeno vynechat lyzu erytrocyti po izolaci bunék z kostni diené, jelikoz Ccasti
lyzovanych erytrocyti mohou tvofit shluky s ostatnimi bunkami a zneprichodnit tak
separacni kolonku. Dale ndm bylo navrhnuto pouziti pre-separacniho filtru s 30um poéry pro
lepsi oddéleni bun¢k pied nanesenim do separacni kolonky (Mgr. Andreas Nicodemou,
produktovy manazer Myltenyi Biotec, Biohem Slovensko, psané sdé¢leni).

Takto modifikovany postup ndm zajistil dostate¢né mnozstvi neutrofilii, které odpovidalo

udavané vytéznosti.
3.14.1.2. Stanoveni Cistoty neutrofilii na pritokovém cytometru

Pro zjisténi efektivity magnetické separace byl pouzit 1 milion neutrofild, které byly
centrifugovany (10min, 4°C, 160g) a rozsuspendovany v 0,5ml PBS. Do 96 jamkové
mikrotitracni desticky s kulatym dnem bylo naneseno 10ul dané suspenze na jamku.
K suspenzi neutrofild byla pfidana smés fluorescenéné znaéenych monoklonalnich protilatek
(MoAbs) ptedem nafedénych PBS. Pouzité protilatky a jejich fedéni je uvedeno v tabulce I.
Vzorky byly s MoAbs inkubovany (20 min, 4°C) a nasledovalo centrifugacni promyti

nenavazanych MoAbs 150ul PBS (2min, 4°C, 424g). K peletu bylo doplnéno 140ul PBS a
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10ul kalibracnich kulicek, které slouzily pro zjisténi absolutniho poctu bunék ve vzorku.
Vzorky neutrofili byly méfeny na prutokovém cytometru (BD FACSCantoll flow
cytometer, BD Biosciences, USA) pifi nastaveni laserd uvedeném v tabulce Il. Bylo
naméefeno 20 000 udalosti. Ziskané hodnoty byly vyhodnoceny v programu BD FACSDiva

verze 6.1.3. Primérna Cistota neutrofilti pouzivanych pro in vitro pokusy byla 90%.

Tabulka I.: Druhy pouzitych protilatek

nazev protilatky typ bunék fedéni
anti-Mouse CD45 PerCP-Cy5.5; clone 30-F11; 0,2 mg/ml leukocyty 200x
anti-Mouse Ly-6G (Gr-1) Alexa Fluor 700; clone RB6-8C5; granulocyty 100x
0,2 mg/ml

Tabulka II.: Nastaveni priitokového cytometru:

Nastaveni laseri
Window Extension 2,0
FSC Area Scaling 0,8
Laser Delay Blue 0,0
Laser Delay Red 30,0
Area Scaling Blue 0,8
Area Scaling Red 1,3

3.14.2. Pokus ¢. 1: Analyza nadorového infiltratu pomoci pritokové cytometrie
Vv pribéhu terapie melanomu zaloZené na pouziti Zymosanu-SMCC. In vivo

experiment.

Pro tento pokus bylo pouzito 40 mysi C57BL/6N. Dvanacty den od transplantace
melanomovych bunék (,,0“ hod) byly mysi randomizovany do skupin po 9. Nejdfive bylo
vSem skupindm podano i.t. (intratumoraln€) redukéni c¢inidlo TCEP, které ptipravilo
nadorové buiiky pro ukotveni Zymosanu-SMCC. Po 1 hodiné byla podana terapeuticka latka
v mnozstvi 50ul na mys, téz i.t.. Jednotlivé skupiny a jim aplikované terapeutické latky jsou
shrnuty v tabulce I11. V 12, 24 a 48 hodinach byly z kazdé skupiny odebrany 3 mysi (v ¢ase

,0° 1 myS) a po zméfeni velikosti nadord usmrceny cervikalni dislokaci.
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Tabulka III. Terapeutické latky pouzité u jednotlivych skupin z pokusu ¢. 1.

Skupina Terapeutikum Piiprava
K PBS -
A LPS 0,5mg LPS/ml PBS
B Zymosan-SMCC 14mg Zymosan-SMCC/ml PBS
C Zymosan-SMCC+LPS | 0,5mg LPS/ ml suspenze Zymosan-SMCC v PBS

3.14.2.1. Zpracovani nadori

Mysim byly odebrany nadory, o€istény, oplachnuty v RPMI 1640 bez séra a zvazeny
Naésledovalo rozstiihani nadord na co nejmensi kousky a pfeneseni do 1ml RPMI 1640 bez
séra s Liberazou DL (0,33 mg/ml) a DNéazou I (0,2 mg/ml). V tomto roztoku byly nadory
ponechany 1 hodinu na vertikdlni tfepacce (37°C). Poté byly vzorky centrifugovany (10min,
4°C, 160g) a poté z nich odebrany supernatanty pro stanoveni uvolnéné MPO. Vznikly pelet
byl nafedén PBS. Takto byla rozvolnéna nadorova tkan homogenizovana pftes filtr s pory o
velikosti 70um (BD Biosciences). Homogenat byl déle centrifugovan ve vétSim objemu PBS
—cca 15ml (10min, 4°C, 160g). Pelet byl rozvolnén v 0,5ml PBS a pfenesen do 96 jamkové
mikrotitra¢ni desticky s U dnem v mnozstvi 10ul na jamku. Kazdy nador byl nanesen do 3

jamek pro nasledné znaceni MoAbs.

3.14.2.2. Analyza infiltratu na pritokovém cytometru.

Fluorescencné znacené MoAbs proti CD znakiim exprimovanym na leukocytech byly
predem natfedény v PBS a rozdéleny do dvou typt znaceni I a II. Typy znaceni a fedéni
protildtek jsou uvedeny v tabulce IV. Poté byly MoAbs naneseny k nadorové suspenzi
vV mikrotitracni desti¢ce. Kazdy nddor byl znacen I 1 II znaenim a jako kontrola pozadi
slouzila jamka bez znaeni. Pro kontrolu sprdvné funkce MoAbs byly pouZity splenocyty
myS$i ze skupiny I. Inkubace vzorkii s MoAbs probihala 20 minut (4°C) s naslednym
promytim centrifugaci (2min, 4°C, 424g). Kpeletu bylo ptidaino 140pul PBS a 10ul
kalibra¢nich kulicek (pro piepocet absolutniho poctu bun¢k ve vzorku). Jednotlivé vzorky
byly analyzovany na pritokovém cytometru BD FACS Cantoll flow cytometer, (BD
Biosciences, USA) pii nastaveni laseri uvedeném v tabulce II (viz vyse). Bylo naméfeno

20 000 udalosti. Ziskané hodnoty byly vyhodnoceny v programu BD FACSDiva verze 6.1.3.
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Tabulka I'V.: Typy a fedéni MoAbs pouzitych v pokusu €. 1.

Znaceni .
Nazev protilatky Typ bunék Redéni
anti-Mouse CD45 PerCP-Cy5.5; I, 1.
leukocyty 200x
clone 30-F11; 0,2 mg/ml

anti-Mouse CD4 APC; clone GK1,5; l.

CD4+ T-lymfocyty 100x
0,2 mg/ml

anti-Mouse CD8a PE-Cy7; clone 53- l.

CD8+ T-lymfocyty 100x
6.7; 0,2 mg/ml

anti-Mouse NK1.1 PE; clone PK136; l.

NK bunky 100x
0,2 mg/ml
anti-Mouse CD3e FITC; clone 145- I, 1
T-Lymfocyty 100x
2C11; 0,5 mg/ml

anti-Mouse CD19 APC; clone 1.

) B-Lymfocyty 100x
eBiolD3;0,2 mg/ml
anti-Mouse F4/80 PE-Cy7; clone I. Monocyty/ 100
X
BMS; 0,2 mg/ml makrofagy

3.14.3. Pokus ¢. 2: In vitro cytotoxické pusobeni naivnich neutrofili na nadorové buriky

znadené laminarin-BAM/manan-BAM.

V piipadé, Ze na nadorové bunky byl kotven laminarin (laminarin-BAM), bylo
v celém pokusu pouzito RPMI 1640 s 10% deaktivovaného FCS, pro praci s kotvenym
mananem (manan-BAM) pak RPMI 1640 s 10% nedeaktivovaného FCS (kvtli zachovani
slozek komplementu). Takto bylo rozdéleni médii dodrzovano pii kazdé ptilezitosti jejich
potieby, tedy pro piipravu ligandu, nddorovych bun€k i neutrofili. VSechny vzorky byly
pfipraveny v triplikacich. Melanomové bunky B16-F10 byly oSetfeny dle kapitoly 3.4.
Suspenze nadorovych bunék o koncentraci 500 000/ml byla nanesena do mikrotitracni
desticky s V dnem v mnozstvi 100ul (50 000 bun€k na jamku). Nasledovala centrifugace
desti¢ky (2 min, 4°C, 424g). K peletu v odpovidajicich jamkach bylo ptidano 100l liganda
(laminarin-BAM/manan-BAM), pifipadné¢ média, pipetovanim promichano a desticka byla
ulozena do termostatu k inkubaci (37°C, 5% CO,, 30min), za i¢elem navazani ligandii. Poté

byla desticka centrifugovdna (2 min, 4°C, 424g) a supernatanty ocaknuty. Néasledovalo
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pridani neutrofilli ptipravenych dle metodiky v kapitole 3.6. a 3.7. Suspenze neutrofilii o
koncentraci 1,25 mil/ml byla nanesena Kk peletu nadorovych bunék v mnozstvi 200ul na
jamku (250 000 buné€k) a promichana pipetou. Smés byla inkubovana v termostatu (37°C,
5%CO,, 2hod). Kombinace ligandd, nadorovych bunék a neutrofild jsou shrnuty v tabulce
V.

Po ukonceni inkubace bylo opatrné z povrchu jamek odebrano 60ul média a
zamrazeno pro pozd¢jsi stanoveni MPO. Ke zbylym buiikam bylo pfidano 60ul PBS a
pomoci trypanové modii byly spocitany Zivé nadorové bunky. Vysledek byl vyjadien

Vv poctech zivych nadorovych bunék na jamku.

Tabulka V.: Obsah jamek u skupin porovnavanych v pokusu ¢.2.

) Nadorové buiky _ Neutrofily
Skupina Ligand
[abs. pocet] [abs. pocet]
A 50 000 laminarin-BAM 250 000
B 50 000 manan-BAM 250 000
C 50 000 - 250 000
D 50 000 - -

3.14.4. Pokus ¢. 3: In vitro cytotoxické pusobeni aktivovanych neutrofili na nadorové

buiiky znacené laminarin-BAM.

V tomto pokusu byly pouzity neutrofily aktivované¢ TNF-a a GM-CSF. Melanomové
buniky B16-F10 byly osSetfeny dle kapitoly 3.4. Suspenze nadorovych bunék o koncentraci
Imil/ml byla nanesena do mikrotitra¢ni desticky s U dnem. Pro minimalizaci poskozeni
nadorovych bunék byla vynechdna centrifugace a ligandy byly naneseny v dvojnasobné
koncentraci pfimo k bunééné suspenzi. Jako kontrola kotveni pomoci BAM molekuly byl
pouzit intaktni lysin-BAM. Nasledovala inkubace pro navazani ligandi (30min, 37°C, 5%
COy). Poté byla desticka centrifugovana (2 min, 4°C, 424g) a supernatanty océknuty.
Neutrofily o koncentraci 2.5mil/ml byly ptipraveny dle metodiky v kapitole 3.6. a 3.7. Cast
suspenze byla aktivovana pfidanim TNFa a GM-CSF a na vysledné koncentrace 12 a 2,5
ng/ml suspenze. Aktivace neutrofili probihala v termostatu (20min, 37°C, 5= COy).
Aktivované neutrofily byly napipetovany v mnozstvi 200ul na jamku do odpovidajicich
jamek. K vybranym jamkam byl pfidan volny laminarin na vyslednou koncentraci 0,02 mM
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(kontrola pisobeni nenavazaného ligandu) a PMA na vyslednou koncentraci 10ng/ml
suspenze (kontrola aktivace neutrofilil). Desticka byla inkubovdna v termostatu (37°C,
5%CO,, 2hod). Slozeni bungk a ligandt v jednotlivych jamkach je shrnuto v tabulce VI. Po

ukonceni inkubace bylo postupovano stejn¢ jako v bod¢ 3.14.3.

Tabulka VI.: Obsah jamek u skupin porovnavanych v pokusu ¢. 3.

Nadorové burky Neutrofily
Skupina Ligand
[abs.pocet] [abs. pocet/ aktivace]

A 100 000 laminarin-BAM 500 000/-
B 100 000 laminarin-BAM 500 000/GM-CSF+TNFa
C 100 000 laminarin-BAM 500 000/PMA
D 100 000 lysin-BAM 500 000/-
E 100 000 volny laminarin 500 000/-
F 100 000 - -

3.14.5. Pokus ¢. 4: In vitro cytotoxické pusobeni aktivovanych neutrofili na nadorové

buiiky zna¢ené mannan-BAM.

Pokus probihal podle metodiky totozné s pokusem 3.14.4 s tim, Ze misto laminarinu
byl pomoci BAM kotven manan. Ke vSem ucelim bylo pouzivino médium RPMI 1640
s 10% nedeaktivovaného FCS. Slozeni bun¢k a ligandl v jednotlivych jamkéch je shrnuto
v tabulce V.

Tabulka VII.: Skupiny porovnavané v pokusu €. 4.

) Nédorové buiiky _ Neutrofily
Skupina Ligand
[abs.pocet] [abs. pocet/ aktivace]

A 100 000 manan-BAM 500 000/GM-CSF+TNFa
B 100 000 500 000/ GM-CSF+TNFa
C 100 000 manan-BAM 500 000/PMA

D 100 000 - 500 000/PMA

E 100 000 - -
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3.14.6. Pokus ¢. 5: Optimalizace aktivace neutrofili pro in vitro cytotoxické ptisobeni

na nadorové buiiky zna¢ené mannan-BAM.

V tomto pokusu byla optimalizovdna aktivace neutrofili, ktera spocivala v pridani
GM-CSF, TNFa (12,5ng a 2ng/ml suspenze) a roztoku 2uM volného laminarinu. Volny
laminarin byl do aktivacni smési zatazen, aby doslo k aktivaci CR3 receptoru neutrofili.
Ostatni kroky pokusu probihaly shodné s pokusem 3.14.4. Ke vSem ucelt bylo pouzivano
médium RPMI 1640 s 10% nedeaktivovaného FCS. Slozeni bunék a ligandd v jednotlivych
jamkach je shrnuto v tabulce VIII.

Tabulka VIII.: Obsah jamek u skupin porovnavanych v pokusu €. 5.

) Nadorové buriky _ Neutrofily
Skupina Ligand
[abs.pocet] [abs. pocet/ aktivace]
500 000/GM-CSF+TNFo+2uM
A 100 000 manan-BAM o
laminarin
B 100 000 manan-BAM -

500 000/GM-CSF+TNFo+2uM

laminarin

C 100 000 -

D 100 000 - -

3.14.7. Pokus ¢. 6: In vitro cytotoxické pusobeni aktivovanych neutrofili na nadorové

buriky znacené Zymosan-SMCC.

V celém pokusu bylo pouzivano médium RPMI s 10% nedeaktivovaného FCS. Byly
ptipraveny 3ml suspenze nadorovych bunék o koncentraci 1mil/ml dle metodiky v kapitole
3.4. Tato suspenze byla rozdélena do dvou 15ml centrifuganich zkumavek na 1ml
(zkumavka 1) a 2 ml (zkumavka Il), doplnéna PBS a stoc¢ena (5min, 4°C, 160g). K sedimentu
nadorovych bunék ve zkumavce I byl ptfidin Iml 5SmM DTT v PBS, ksedimentu ve
zkumavce II 2ml PBS. Smés byla lehce poklepem rozvolnéna a umisténa na 1 hodinu na led
za ucelem redukce cysteinovych mustkl pro navazani SMCC kotevni molekuly. Po skon¢eni
redukce byly nadorové buiky 2x centrifugacné promyty 15ml PBS (5min, 4°c, 160g).
K sedimentu ve zkumavce I byl pfidan 1ml PBS, ve zkumavce II 2 ml PBS. Buiky
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rozvolnéné pastérkou byly naneseny do mikrotitracni desticky po 100pl, desticka stocena
(2min, 4°C, 424¢g) a ocaknuta. K sedimentu nddorovych bunék byly ptidany ligandy, jak je
shrnuto v tabulce IX. Inkubace probihala 30min pfi pokojové teploté. Nasledovalo piidani
200ul neutrofilti aktivovanych GM-CSF, TNFa i volnym 2uM laminarinem (viz tabulka IX).

Dale probihala inkubace a vyhodnoceni pomoci trypanové modii shodné s pokusem 3.14.4.

Tabulka IX.: Obsah jamek u skupin porovnavanych v pokusu ¢. 6.

) Nadorové buiky _ Neutrofily
Skupina Ligand
[abs. pocet] [abs. pocet/ aktivace]
A 100 000 Zymosan-SMCC -
500 000/GM-CSF+TNFo+2uM
B 100 000 Zymosan-SMCC o
laminarin
C 100 000 Zymosan volny -
500 000/GM-CSF+TNFo+2uM
D 100 000 Zymosan volny o
laminarin
500 000/GM-CSF+TNFo+2uM
E 100 000 - o
laminarin
F 100 000 - -

3.14.8. Pokus €. 7: Stanoveni miry degranulace neutrofilia pomoci MPO.

Fluorimetrické stanoveni aktivity MPO:

Pro stanoveni myeloperoxidazy (MPO) byly pouZity supernatanty odebrané v
pokusech 3.14.2. — 3.14.7.

K detekei aktivity enzymu byla pouzita komer¢ni souprava Myeloperoxidase (MPO)
Fluorimetric Activity Assay Kit (Sigma Aldrich, USA). Test je zaloZzen na schopnosti MPO
katalyzovat tvorbu HCIO, ktera poté reaguje s aminofenyl fluoresceinem za wvzniku
fluoresceinu. Stanoveni MPO bylo provedeno dle pfiloZeného navodu bez jakychkoliv
modifikaci. Fluorescence byla méfena na pfistroji Synergy H1 microplate reader, software

Gen5 (BioTek).
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Mnozstvi uvolnéného fluoresceinu bylo vypocteno podle vzorce:

MPO aktivita= B x dilu¢ni faktor vzorku

reakéni ¢as x V

B= mnozstvi (pmol) fluoresceinu uvolnéného mezi casem Tna zagatku @ T na konci
reak¢ni ¢as= Tna zacatku — T nakonci (MIN)

V= objem vzorku (ml)

Aktivita MPO je udavdna v pmol/min/ml, tedy v pU/ml. Jedna jednotka U tak vyjadiuje
mnozstvi MPO, které je pti pokojové teploté potiebné k vytvoteni 1pmolu fluoresceinu za

Iminutu.

3.14.9. Pokus ¢.8: Chemoatrakce neutrofilii do mikroprostiedi melanomu B16-F10. In

VivOo experiment.

V tomto pokusu bylo pouzito 36 mySi C57BL/6N s transplantovanym melanomem
B16-F10. Dvanacty den od transplantace byly mysi randomizovany do 6 skupin a chovany
samostatné. Po zméfeni velikosti nadoru byla mySim aplikovana terapie, vSe I.t.
(intratumoraln€) v mnozstvi 50ul ve dnech 0,1,2, 8,9,10. Latky a jejich smési aplikované
jednotlivym skupindm mysi jsou uvedeny v tabulce X. Po dobu 14 dni od zahajeni terapie
byla obden méfena velikost nadorti. 26. den od transplantace nadorti byl pokus ukoncen a u

jednotlivych skupin stanoven primérny pocet metastatickych lozisek v plicich.
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Tabulka X.: Jednotlivé skupiny a terapeutické latky z pokusu ¢. 8.

Skupina Terapeutikum Piiprava
K PBS -
A thioglykolatové médium viz bod 3.11.6
B kasein hydrolyzat 10mg kaseinu/ml PBS
C manan-BAM 0,2 mM manan-BAM v PBS

thioglykolatové médium+manan- | lyofilizat 0,2mM manan-BAM v PBS
BAM + thioglykolatové médium (1:1)

10mg kasein hydrolyzatu + 2ml

E kasein hydrolyzat+manan-BAM
0,2mM manan-BAM v PBS

3.14.10. Pokus ¢. 9: Terapie melanomu B16-F10 zaloZena na pouziti manan-BAM a

R-848. In vivo experiment.

Pro pokus bylo pouzito 24 mysi C57BL/6N s transplantovanym melanomem B16-
F10. Dvanacty den od transplantace nadorti byly mysi rozdéleny do skupin po Sesti a
chovany jednotlivé. Po zméfeni velikosti nadortt byly mySim injikovany terapeutické latky
i.t. i s.c. (subkutann¢) ve dnech 0,1,2, 8,9,10. Schéma aplikace je uvedeno v tabulce XI. Od
zahdjeni terapie byla obden métena velikost nddorG po dobu 14 dni, poté 1x za tyden. U

mys$i bylo sledovano pfeziti.

Tabulka XI.: Jednotlivé skupiny a terapeutické latky z pokusu €. 9.

Skupina Terapeutikum Piiprava
K PBS s.c. -
A R-848 s.c. 0,5mg R-848/ml PBS
B manan-BAM i.t. 0,2 mM manan-BAM v PBS
C manan-BAM i.t. + R-848 s.c. -
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4. Vysledky

4.1. Pokus ¢. 1.: Analyza nadorového infiltratu pomoci pritokové cytometrie v pribéhu

terapie s pouzitim Zymosan-SMCC.

Cilem tohoto pokusu bylo stanovit zastoupeni jednotlivych subpopulaci leukocytti
v nadorové tkani v zavislosti na typu lécby. Obrazek 4 demonstruje vliv pouzitych
terapeutickych latek na redukci nadorového rastu. Jak vyplyva z grafu, vliv kovalentné
kotveného Zymosanu ve smési s LPS byl znatelny jiz po 24 hodinach od aplikace.
Nejvyraznéjsi, 77%, redukce nastala 48 hodin po aplikaci této kombinace. Jak samotny

Zymosan, tak LPS, ptisobily jen mirné, jejich souc¢asna aplikace je tedy pro terapii zasadni.
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0 12 24 48
dobaterapie [hod]

Obr.4.: Vliv kotveného Zymosanu ve spojeni s LPS na redukci nddorového ristu.
A - LPS, B — Zymosan-SMCC, C — Zymosan-SMCC+LPS, K — PBS

Sada grafli nasledujici na obrazku 5 ukazuje, jak celkovy leukocytarni infiltrat, tak
podil bun€k adaptivni imunity migrujicich do prostfedi nadoru v pribéhu terapie. Buiky

CD45+ predstavuji leukocyty, u nichz je patrny narast v ¢ase u vSech 1é¢enych skupin. Po 48

hodinach doSlo k markantnimu navySeni leukocytarniho infiltratu u skupiny B lécené
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Zymosanem-SMCC. V porovnani s LPS vidime, ze Zymosan byl hlavni pfi¢inou navyseni
celkového poctu leukocytli i u kombinované terapie.

Nasleduje zhodnoceni jednotlivych subpopulaci bunék adaptivni imunity.U poctu
CD3+ bun¢k — T lymfocytt opét doslo k nardstu vlivem samotného Zymosanu a nebyl
patrny zadny aditivni efekt v kombinaci s LPS. U skupin 1é¢enych LPS nastala po 24
hodinach vys$i infiltrace nez u Zymosanu ¢i kombinace Zymosanu s LPS, pfesto po 48
hodinach LPS ve spojeni se Zymosanem nevykazuje aditivni ucinek. Pokud porovname
pocty bun€k na ose y, je ziejmé, ze vice nez polovinu tvoii CD4+ bunky (Th lymfocty —
helpery) a mens$i ¢ast pak CD8+ bunky (cytotoxické T lymfocyty), u kterych se ve 48
hodindch projevuje statisticky vyznamné synergické plisobeni Zymosanu s LPS. Statistické
vyznamnosti dosdhl po 48 hodinach od aplikace Zymosanu 1 po¢et CD19+ B lymfocyti
odpovédnych za tvorbu protilatek.

Pfestoze pocty bunék adaptivni imunity nariistaly, ve dvou piipadech 1 statisticky
vyznamné, nemizeme z tohoto zjiSténi vyvozovat zadné zavéry. Jak je patrné z prvniho
grafu, maximalni pocet leukocyta ptitomnych v 1 mm? byl béhem terapie 60 tisic, pficemz
jednotlivé populace adaptivni imunity byly ptfitomny pouze v fadu stovek. Navic u skupiny
NK (negativni kontrola) byl zaznamenan vysoky pocet vSech 4 subpopulaci, mizeme tedy
fici, Ze urcité procento se jich v nadoru vyskytuje pfirozené.

Na nadorové infiltraci se v prabchu terapie nejvice podilely bunky vrozené imunity, jejichz

rozpocCty jsou zachyceny na sérii grafiit v obrazku 6.
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Z obrazku 6 je ziejmé, ze hlavni slozkou nadorového infiltratu byly GR1+ bunky
(granulocyty), které dosdhly maximalni a statisticky vyznamné hodnoty 48 hodin od aplikace
Zymosanu. Mizeme zde pozorovat stejny vzestupny trend jako u leukocytti (CD45+) které
jsou pro srovnani do této série rovnéz zatazeny. U negativni kontroly byly granulocyty
pritomny jen v fadu stovek, coz dokazuje, Zze Zymosan je u¢innym agonistou a zpusobi priliv
téchto profesionalnich fagocytti do prostfedi nadoru.

U NK+ bunék nastal statisticky vyznamny, vyrazny nartust po 48 hodinach od aplikace
Zymosanu s LPS a projevil se zde synergicky efekt obou terapeutik. U ostatnich latek se
pocty NK bunék po celou dobu pohybovaly na trovni kontroly.

Na poslednim grafu (obrazek 6) jsou zobrazeny hodnoty pro F4/80+
(monocyty/makrofagy), které se boje s nadorovymi buiikami pfili§ neucastni. Zaznamenan

byl jen mirny vzestup po 48 hodinach.
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Obr. 6.: Infiltrace CD45+ bunék, GRI1+ bunék, NK+bunék a F4/80+ bunék v nadoru
V zavislosti na typu 1éCby.
A - LPS, B — Zymosan-SMCC, C — Zymosan-SMCC+LPS, K — PBS

Hladina statisticky vyznamného rozdilu:
* P <0,05 viici skuping K
e P <0,05 vici skupin¢ A

+ P <0,05 vici skupiné B
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4.2. Pokus ¢. 2: In vitro cytotoxické pusobeni naivnich neutrofili na nadorové buiky

znacené laminarin-BAM a manan-BAM.

Po zjisténi pfitomnosti neutrofilnich granulocytii v nddorovém infiltratu jsme se
zabyvali otdzkou jejich cytotoxického piisobeni na nadorové bunky. V tomto pokusu, jehoz
vysledky jsou shrnuty na obrazku 7, byl sledovan vliv neutrofili na nadorové bunky
v zavislosti na ptitomnosti ligandi fagocytarnich receptori. Neutrofily zpisobily u
nadorovych bunék znacenych laminarin-BAM 60% a 55% redukci poctu Vv porovnani
s nezna¢enymi nadorovymi bunkami (C) a nadorovymi butikami samotnymi (D). V piipadé
zna¢eni manan-BAM (skupina B) neutrofily na nadorové bunky nereagovaly a jejich pocet

zlstal oproti kontrolnim skupindim nezménén.
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Obr. 7.: Cytotoxické pusobeni naivnich neutrofili na nadorové buiky v zavislosti na

ptitomnosti ligandu.

A — nddorové bunky znacené laminarin-BAM+neutrofily, B — nddorové bunky znacené

manan-BAM+neutrofily, C — nadorové bunky+neutrofily, D — nddorové buiiky
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4.3. Pokus €. 3: In vitro screening aktivace neutrofili a jejich cytotoxicita vici

nadorovym buiikam zna¢enym laminarin-BAM.

Hlavnim pfedmétem uvedeného srovnavaciho pokusu bylo nalézt vhodny zpisob
aktivace, ktery by napodobil aktivaci neutrofilii béhem migrace z kostni diené¢ do mista
poskozeni. Za druhé bylo nutné vyloucit efekt kotvy BAM na nddorové bunky pouzitim
intaktniho lysinu. Tento i vS§echny dal$i pokusy byly provadény s vy$sim po¢tem nadorovych
bunék i neutrofilli za ucelem presnéjsiho pocitani.

Pro priming byla zvolena kombinace cytokini TNFa a GM-CSF. Takto stimulované
neutrofily byly porovnavany s naivnimi. Jako kontrola aktivace neutrofili byla zvolena
PMA. Cytotoxicky efekt neutrofili preinkubovanych se smési cytokini je uveden na
obrazku 8. U skupiny A, kde naivni neutrofily pasobily na nadorové bunky znacené
laminarin-BAM opét pozorujeme vyraznou redukci oproti kontrolni skupiné | (63%)
shodnou s pokusem ¢. 2. Redukce se pfili§ nezménila ani pfi pouziti primovanych neutrofilti
(68% wvuci I). Efekt PMA nedosahl ani na troven naivnich neutrofili. V tomto
kontrolnim experimentu bylo dale ovéfeno, Ze volny laminarin ani vazba lysin-BAM nema
vliv na pusobeni neutrofilli na nadorové bunky. Naopak, vyznam kotveni byl zasadni pro
neutrofilni atak, nebot u skupiny C s volnym laminarinem nebyly nadorové bunky

eliminovany.
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Obr. 8.: Porovnani efektu primovanych a naivnich neutrofili u nadorovych bun¢k znacenych
laminarin-BAM.

A - NB znacené laminarin-BAM+neutrofily, B - NB znacené laminarin-BAM+primované
neutrofily, C - NB znacené laminarin-BAM+PMA+neutrofily, D - NB znacené lysin-

BAM+neutrofily, E - NB, volny laminarin+neutrofily, F — nadorové buriky
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Nasledujici experiment, jehoz vysledky vidime na obrazku 9, potvrdil vliv
TNFa+GM-CSF primovanych neutrofilii na nddorové buiiky s navazanym laminarin-BAM.
Byla ziskana statisticky vyznamna, 48%ni, redukce poctu nddorovych bunék. Podstatné je,
ze nadorové bunky znacené laminarin-BAM jsou stejnou mérou zabijeny jak neutrofily
primovanymi s primérnou redukci 58%, tak naivnimi s primérnou redukei 59% (prumér

vysledkt tohoto a piedchoziho experimentu).
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Obr. 9: Vliv primovanych neutrofilti na nadorové burky znacené laminarin-BAM.
A — nddorové buriky znacené laminarin-BAM-+neutrofily, B — nddorové burnky znacené
laminarin-BAM

C — nadorové bunky+neutrofily, D — nddorové buiiky

Hladina statisticky vyznamného rozdilu:

* P <0,05 viaci skupiné D
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4.4. Pokus ¢.4.: In vitro cytotoxické ptisobeni aktivovanych neutrofili na nadorové

buiiky zna¢ené manan-BAM.

Po neuspésném vysledku s pouzitim mananu v pokusu ¢. 3 byl i u tohoto ligandu
zkousen priming neutrofili pro navozeni cytotoxického efektu. Vysledky zaznamenané na
obrazku 10 ukazuji, ze neutrofily primované smési TNFa a GM-CSF nemaji na nadorové
buiiky zna¢ené manan-BAM zadny vliv. K redukci opét nedoslo ani v ptipadé neutrofilii

aktivovanych PMA. Tento pokus byl opakovén 3x se stejnymi vysledky.
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Obr. 10.: Vliv primovanych neutrofili na nadorové bunky zna¢ené manan-BAM.
A — nadorové buiiky znacené manan-BAM + primované neutrofily,

B — nddorové bunky + primované neutrofily,

C — nddorové bunky znacené manan-BAM + neutrofily+PMA

D — nddorové bunky + neutrofily + PMA, E — nadorové buiiky

4.5. Pokus ¢. 5.: Optimalizace aktivace neutrofilii pro in vitro cytotoxické pusobeni na

nadorové burky zna¢ené manan-BAM.

Cilem tohotu pokusu bylo nalézt vhodnou kombinaci latek, kterd by zajistila
dostatecny priming neutrofilii tak, aby reagovaly na nadorové burnky s manan-BAM na
povrchu. Ke smési cytokinli byl navic pfidan volny laminarin, na 2 mikromolarni vyslednou

koncentraci, jehoz zasadni vliv plyne z obrazku 11, kde u skupiny A pozorujeme vice nez
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50% redukci nddorovych bunc¢k. Mizeme odvodit, Ze laminarin aktivoval CR3 receptor
neutrofili (vazbou na lektinovou doménu) a ty se poté navazaly na iC3b opsonizované

nadorové bunky.
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Obr. 11.: Cytotoxicky efekt primovanych neutrofilti vii¢i nadorovym buitkdim s manan-BAM
na povrchu.
A — nadorové buiiky znacené manan-BAM + primované neutrofily,

B — nddorové bunky znacené manan-BAM, C — nadorové bunky + primované neutrofily

D — nadorove bunky

Hladina statisticky vyznamného rozdilu:

* P <0,05 vici skuping C

4.6. Pokus ¢. 6.: In vitro cytotoxické piisobeni aktivovanych neutrofili na nadorové

buiiky znac¢ené Zymosan-SMCC.

V poslednim in vitro pokusu jsme K oznaceni nadorovych bun€k pouzili Zymosan
kovalentné¢ kotveny pomoci heterobifunkéniho ¢inidla SMCC [succinimidyl-4-(N-
maleimidomethyl) cyclohexan-1-carboxylat]. Jelikoz se Zymosan sklada z mananu a
betaglukanu, byly neutrofily primovany opét smési s ptidavkem volného laminarinu 0 2

mikromolarni vysledné koncentraci. Pokus byl proveden dvakrat se srovnatelnymi vysledky

46



a v obou pfipadech nastala statisticky vyznamnd redukce poctu nadorovych bunck
znaCenych Zymosan-SMCC, jak vidime v grafu na obrazku 12. Zaroven byl potvrzen
vyznam kovalentniho kotveni ligandu, nebot volny Zymosan cytotoxicitu neutrofild
nenavodil (viz skupina D). Béhem pocitani bun¢k v Biirkerové komuirce byly opakované

pozorovany neutrofily adherujici na povrch melanomovych bungk.
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Obr. 12.: Psobeni neutrofilii na nadorové bunky znac¢ené Zymosan-SMCC.

A — nadorové bunky znacené Zymosan-SMCC,
B — nddorové bunky znacené Zymosan-SMCC + primované neutrofily,
C — nddorové bunky+volny Zymosan, D — nadorové bunky+volny Zymosan+ primované

neutrofily, E — nddorové buriky + primované neutrofily, F — ndadorové buriky
Hladina statisticky vyznamného rozdilu:

* P <0,05 vici skuping A

e P <0,05 vici skupiné E
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4.7. Pokus €. 7: Stanoveni miry degranulace neutrofilii pomoci MPO.

Zamérem nasledujicich experiment bylo urcit, zda pfi interakci neutrofild
s nadorovymi bunikami dochazi k exocytéze granul a uvolnéni jejich obsahu za ucelem
likvidace nadorovych bunék. Jako indikator byl pouzit enzym myeloperoxidaza, jehoz

mnozstvi uvolnéné do extracelularniho prostoru se v kazdém pokusu stanovovalo.

4.7.1. Stanoveni aktivity MPO uvolnéné do extracelulirniho prostoru pri interakci

naivnich neutrofili s nddorovymi burikami zna¢enymi laminarin-BAM a manan-BAM.

Zde bylo sledovano, zda ligandy kotvené na povrchu nadorovych bun€k podniti
naivni neutrofily k degranulaci a dojde k uvolnéni MPO in vitro. Jednalo se tedy o analyzu
aktivity supernatantd po interakcich naivnich neutrofild se zna¢enymi nadorovymi buiikami,
ktera byla provedena v pokuse 2.

Kalibra¢ni kiivka s regresni rovnici, podle niz byly provadény dal§i vypocty je uvedena na

obrazku 13.
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Obr. 13: Kalibra¢ni kiivka pro stanoveni mnozstvi uvolnéné MPO .

Graf na obrazku 14 porovnava interakci naivnich neutrofilli s nddorovymi burnkami
znacenymi laminarin-BAM a manan-BAM. Bylo sledovano také mnozstvi enzymu uvolnéné
ze sonikovanych neutrofilli a nadorovych bun€k. V ptipadé nadorovych bunék znacenych
laminarin-BAM i manan-BAM byla detekovana velmi nizka aktivita, podobné jako u
samotnych nadorovych buné¢k a neutrofild. Vyrazngjsi aktivita byla zaznamendna u

sonikovanych neutrofili. Vy$§i mnozstvi MPO uvolnily také neutrofily s nadorovymi
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buiikami, kde vSak diky velkému rozptylu nemiizeme brat hodnoty jako smérodatné a navic

se dand aktivita rovna souctu aktivit bun¢k samotnych.
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Obr. 14.: Aktivita MPO stanovena pii interakci naivnich neutrofil s nadorovymi bunikami a
ligandy.

A — nadorové bunky znacené laminarin-BAM-+neutrofily, B — nddorové bunky znacené
manan-BAM+neutrofily, C — nddorové buinky +neutrofily, D — ndadorové buiky, E —
neutrofily, F — sonikované neutrofily, G — sonikované ndadorové buiiky,

PK — pozitivni kontrola

4.7.2. Stanoveni aktivity MPO uvolnéné do extracelularniho prostoru pri interakci
primovanych neutrofilii s nadorovymi buiikami zna¢enymi laminarin-BAM a manan-

BAM.

Dale byla pomoci MPO stanovovéna mira degranulace u primovanych neutrofild,
které dle predchozich vysledkd (Obr. 9 a 11) vykazovaly zvySeny cytotoxicky efekt vici
nadorovym bunkam znacenym laminarin-BAM/manan-BAM. K analyze byly pouzity
supernatanty odebrané v pokusech ¢.3 a ¢.5. Kalibra¢ni kfivka pro tato méteni je znazornéna

na obrazku 15.
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Obr. 15.: Kalibra¢ni kiivka pro stanoveni MPO u ligandti laminarin-BAM a manan-BAM.

Naméfené hodnoty jsou uvedeny na obrazku 16 a 17. Z nasledujicich grafa je ziejmé,
ze ani u primovanych neutrofilti se nepodatilo detekovat rozdily v mnozstvi uvolnéné MPO
a ze interakce neutrofili s nadorovymi bunkami nesoucimi ligandy nevede k uvolnéni

detekovatelného mnozstvi MPO do média
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Obr. 16.: Aktivita MPO v pribéhu interakce primovanych neutrofild s nddorovymi buikami
zna¢enymi laminarin-BAM.
A — nddorové bunky znacené laminarin-BAM+primované neutrofily,

B — nadorové bunky +primované neutrofily, C — primované neutrofily, D — nadorové bunky

50



2,4 -
2,2 -

1,8 -
1,6 -
14 -
1,2

0,8 -
0,6 -
0,4 -
0,2 -

aktivita MPO [uU/ml]

skupina

Obr. 17.. Aktivita MPO v pribéhu interakce primovanych neutrofili s nadorovymi
buiikami zna¢enymi manan-BAM.
A — nadorové bunky znacené manan-BAM+primované neutrofily,

B — nddorové bunky +primované neutrofily, C — primované neutrofily, D — nadorové buriky

4.7.3. Stanoveni aktivity MPO uvolnéné do extracelularniho prostoru pii interakci

primovanych neutrofili s nadorovymi buiikami zna¢enymi Zymosan-SMCC.

In vitro uvolnéni MPO bylo méfeno i ligandu Zymosan-SMCC za pouziti
supernatantti odebranych po inkubaci v pokusu ¢. 6. Kalibracni kiivka se nachazi na

obrazku 18, hodnoty aktivity MPO pak na obrazku 19.

100000

80000 - y =8739,3x +7425,8

60000 -
40000 -
20000 -

intenzita fluorescence

0 T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12

mnozstvifluoresceinu [pmol]

Obr. 18.: Kalibra¢ni kiivka pro stanoveni MPO u ligandu Zymosan-SMCC.
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Jak vyplyva z grafu na obrazku 19, v ptitomnosti Zymosanu kovalentné kotveného na
nadorovych bunikach dochazi k uvolnéni MPO do prostifedi. Volny Zymosan, stejné jako

samotné nddorové builky, uvolnéni MPO nevyvolal.
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Obr. 19.: Mira aktivity MPO v pribéhu interakce primovanych neutrofili s nadorovymi
buiikami zna¢enymi Zymosan-SMCC.

A — nadorové bunky znacené Zymosan-SMCC+primované neutrofily,

B — nddorové bunky a volny Zymosan +primované neutrofily,

C — nddorové bunky+ primované neutrofily, D — neutrofily, E — nddorové bunky

4.7.4. Stanoveni aktivity MPO uvolnéné do mezibunééného prostoru v nadorové tkani

po aplikaci kotveného Zymosanu, LPS a jejich smési.

V tomto pokusu bylo zjistovano, zda v nadorové tkani dochazi k uvoliovani MPO do
mezibunééného prostoru in vivo. Analyzovany byly supernatanty odebrané v pokusu €. 1.

Vypocty byly provedeny pomoci kalibraéni kiivky z obrazku 20.
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Obr. 20: Kalibra¢ni ktivka pro stanoveni MPO uvolnéné do extracelularniho prostoru.
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Vysledky zaznamenavané v pribéhu 48 hodin po aplikaci terapeutickych latek,
kotveného Zymosanu, LPS a jejich kombinace jsou uvedeny na obrazku 21. Z grafu vidime,
ze v Case 12 hodin byla aktivita MPO u vSech 1é¢enych skupin shodna s aktivitou MPO u
skupiny kontrolni. V intervalu 24 hodin je patrné zvySeni aktivity u vSech lé¢enych skupin,
pricemz nejvys$si mnozstvi MPO se uvolnilo v naddorové tkani vystavené kombinaci
Zymosan-SMCC a LPS. Tento naruast byl statisticky vyznamny a oproti kontrolni skupiné
85%ni. Samotna terapeutika stimulovala uvolnéni shodného mnozstvi enzymu, které bylo 3x
vy$§i nez u kontrolni skupiny. Podobna dynamika probihala i po 48 hodinach. Z hodnot
namétenych v téchto dvou intervalech plyne, Ze Zymosan i LPS jsou stimulanty exocytozy

primarnich granul a v kombinaci vykazuji aditivitu ptisobeni.
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Obr. 21.: Vliv terapeutickych latek na hladiny uvolnéné MPO.

A — LPS, B — Zymosan-SMCC, C — Zymosan-SMCC+LPS, K — PBS, NK — negativni
kontrola

Hladina statisticky vyznamného rozdilu:

FEX P <0,005 vici skuping K
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4.8. Pokus ¢. 8: Chemoatrakce neutrofilii do mikroprostfedi melanomu B16-F10.

Cilem tohoto experimentu bylo podpofit stavajici terapii navySenim poctu
granulocytti v nadorové tkani. Ptiliv buné¢k mél byt zpisoben aplikaci latek vyvolavajicich
lokalni zanét - thioglykoldtovym médiem a jeho hlavni slozkou kaseinem. Soucasné byl do
nadoru injikovan také BAMem kotveny manan. Vliv chemoatrakce na redukci nadorového
ristu je shrnut v grafu na obrazku 22. Jak je z naméfenych objemt nadord patrné, tento
zpusob terapie nema na redukci rustu nadort zaddny vliv. NetGc¢inna je jak chemoatrakce
neutrofilll samotnd, tak jeji kombinace s podpofenim fagocytozy nddorovych bun¢k vazbou
manan-BAM. Do Sestého dne od zapoceti 1écby byly velikosti nadort u vSech skupin shodné
s kontrolou. Poté nastalo mirné snizeni u skupiny lé€ené kombinaci manan-BAM
S kaseinem, které se udrZelo do skonfeni méteni. U ostatnich skupin se nadory zvétsily nad
uroven kontroly.

Po ukonceni terapie byla zhodnocena pfitomnost metastatickych lozisek v plicich. Na
obrazku 23 je uveden vyskyt metastaz, tedy procento mysi, u kterych byly metastazy
nalezeny z celkového poctu mySi ve skupin€é. Obrazek 24 dopliuje tdaj o intenzité
metastazovani, tedy primérném poctu metastaz u mysi, u kterych byly metastazy nalezeny.
Z porovnani obou grafli vyplyva, ze intenzitu metastazovani nejlépe snizuje manan-BAM
samotny i v kombinaci s chemoatraktanty (skupiny C, D, E), nebot’ pokud se u téchto mysi
metastazy vyskytly, tak pouze v nizkém poctu jednoho ¢i dvou lozZisek. Vyskyt metastaz

piiznivé ovliviiuje také terapie s pouzitim manan-BAM s kaseinem.
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Obr. 22: Vliv terapie na velikost nadoru.
A — thioglykoldtové médium, B — kasein, C — manan-BAM,
D — thioglykoldtové médium+manan-BAM, E — kasein + manan-BAM, K - PBS
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Obr. 23.: Vliv terapie na vyskyt metastaz.

A — thioglykolatové médium, B — kasein, C — manan-BAM,

Obr. 24: Vliv terapie na prumérny pocet

metastaz.

D — thioglykolatové médium+manan-BAM, E — kasein + manan-BAM, K - PBS
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4.9. Pokus ¢. 9: Terapie melanomu B16-F10 zaloZena na pouziti manan-BAM a R-848.

Posledni experiment byl zaméfen na oveéfeni moznosti pouziti subkutanné
injikovaného R-848 jako nahrady LPS. V grafu na obrazku 25 jsou vyneseny hodnoty
velikosti nddortt u jednotlivych skupin v pribéhu 1é¢by. Do osmého dne terapie byly
velikosti 1é¢enych nadort srovnatelné s kontrolou. Poté lze pozorovat u vSech typu terapie
redukci nadorového rustu (skupina A pramérné 51%, B 42%, C 60% redukce). Subkutanni
aplikace R-848 spole¢né s intratumoralnim podanim manan-BAM udrzZela trend redukce az
do skonceni terapie. Z této skupiny prezila také jedna mys vice nez 100 dni, jak je uvedeno
na obrdzku 26. Ve srovnani s kontrolou neslo o statisticky vyznamnou hodnotu. U ostatnich

skupin nebyla piesaZena hranice 60 dni Zivota.
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Obr. 25.: Vliv terapie na velikost nadoru.

A — R-848, B — manan-BAM, C — R-848+manan-BAM, K — PBS
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Obr. 26.: Vliv terapie na pfezivani mysi.

A — R-848, B — manan-BAM, C — R-848+manan-BAM, K — PBS
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5. Diskuse

vvvvv

standardnim postupim nesporné vyhody. V ramci naSeho tymu se soustfedime na
protinadorové ptlisobeni vrozené imunity a sméfujeme vyzkum k aktivaci jejich slozek
instalaci bakteridlnich PAMPs na povrch melanomovych bunék. Jako pavodni inspiraci
mizeme zminit praci doktora Coleyho, ktery uspésné 1é¢il inoperabilni nadory, predevsim
sarkomy, pomoci smési bakterii zvané Coleyho toxin. S rozvojem radioterapie a
chemoterapie se od Coleyho objevu upustilo, ptesto 1 ve 21. stoleti existuji studie, které se
pouzitim bakterii v nddorové imunoterapii zabyvaji. Experimenty provadéné se Zymosanem,
LPS ¢i flagelinem dokazuji, ze bakterialni motivy jsou u¢innymi agonisty PRR receptort a
zpusobuji redukci nadorového ristu (Mariani a kol., 2007; Rhee a kol., 2008). V ramci
naSich predchozich pokusli se osvédcila kombinovana terapie, kdy soucasné¢ dochazi ke
stimulaci signdlnich a fagocytarnich PRR. PouZiti agonisti téchto dvou typi receptorti vede
k synergii ptusobeni a k vyrazné redukci nadorového riastu (Janotova, 2014). Dosavadni
vysledky potvrzuji mySlenku Underhilla a Gantnera (2004), ktefi ve své praci o nutnosti
soucasné¢ stimulace PRR hovoii. Postupné¢ byl objasnén vyznam kotveni liganda
fagocytarnich receptort na povrch nadorovych bunék, nebot’ takto se cely atak imunitniho
systému piimo zacili (Janotova, 2014). Pti histologickém zpracovani nddori lécenych
kombinaci Zymosanu s LPS byla prokazana ptitomnost granulocytarni infiltrace (Kovarova,
2013). Podobn¢ pozorovala zvysené mnozstvi granulocyt i kolegyné Caisova (2013) pfi
pouziti fMLF. Ekvivalentnich vysledkli bylo dosazeno i s mananem (Maierova, 2012). Na
zéklad¢ zminénych zjisténi jsme se zaCali o nejcCetnéjsi populaci bilé krevni fady blize
zajimat.

Cilem vyzkumu provadéného v této diplomové praci bylo objasnit interakci
neutrofilll s nddorovymi buitkami zna¢enymi ligandy PRR receptorii. Vzhledem k tomu, Ze
se jedna o terapii zaloZenou na stimulaci nespecifické ¢asti imunitniho systému, bylo potieba

opét urcit zastoupeni jednotlivych subpopulaci leukocytit v mikroprostiedi nadoru.

Nadorova infiltrace

V prvnim pokusu byla pomoci pritokové cytometrie vyhodnocovéana infiltrace po
aplikaci Zymosanu-SMCC. Vysledky potvrzuji, ze hlavni slozkou nadorového infiltratu jsou
granulocyty. Statisticky vyznamnd, vyrazna granulocytarni infiltrace nastala 48 hodin po
aplikaci kovalentné kotveného Zymosanu. Synergisticky vztah fagocytarniho ligandu a
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signalniho LPS, pozorovany v piedchozich experimentech na Grovni terapeutického ucinku,
se na urovni poctu infiltrujicich bun¢k neprojevil. To odpovida i poznatkiim Janotové a kol.
2014 s kombinaci LPS a jednotlivych ligandii fagocytarnich receptort. Tento jev je
vysvétlovan synergii na trovni u¢inku, kdy TLR signalizace odpovida za velikost infiltratu a
ligandy pak atak usmérniuji na nadorové buiky. V tomto piipad¢ je navic Zymosan diky
korpuskularni povaze schopen stimulovat fagocytarni receptor Dectin-1 a zaroven diky
svému slozeni signalni TLR2. Kombinace Zymosanu-SMCC s LPS tedy nepfinesla zadné
zvySeni infiltrace bun€k. U redukce nadorového ristu vSak pusobila nejlépe. Ekvivalentni
redukce bylo dosazeno 1 v pfedchozich experimentech pifi pouziti kotvy SMCC 1 BAM
(Kovarova, 2013; Waldmannova, 2012). Nizké po¢ty bunék pozorujeme u makrofagt, které
se objevuji v misté zanétu az od 48 hod vyse (Eming a kol., 2007). Buniky adaptivni imunity
tvotily nejvySe 2% infiltratu bez rozdilu terapie. Bodey a kolegové, ktefi pomoci
monoklonalnich protilatek charakterizovali bunky infiltrujici neléeny primarni a
metastazujici lidsky melanom, zjistili téZ nizké rozpocty T-lymfocyth (5-10% vSech bunék) 1
B-lymfocytd (<5% vSech bun€k), coz potvrzuje, ze se jich urCité mnozstvi vyskytuje

piirozené (Bodey a kol., 1999).

In vitro experimenty

Po potvrzeni pritomnosti neutrofili v naddoru byla posuzovana jejich cytotoxicka
aktivita sérii in vitro pokust. Napii¢ odbornou literaturou lze nalézt mnozstvi publikaci,
které dokladaji, ze cytotoxické pusobeni neutrofili a nasledna lyza nadorovych buné¢k je
zprostiedkovana dvéma mechanismy - produkci ROS ( Zivkovic a kol., 2005) a/nebo
uvolnénim lytickych enzymua z granul (Barker a kol., 1993). Ve velké casti studii se lyza
nadorovych bunék neutrofily vyskytuje ve spojitosti s ADCC, ktera byla navozena napf. vici
burikam kolorektalniho karcinomu zna¢enym monoklonalni protilatkou (Reali a kol., 1994).
Jelikoz protilatky zprosttedkuji adhezi neutrofili k povrchu nadorovych bunek a naslednou
Iyzu, 1ze odvodit nutnost kontaktu obou bunék. Nasim cilem bylo uréit, zde se neutrofil
adherovany k nadorové bunice pres ligand fagocytdrniho receptoru bude chovat také
cytotoxicky. V dalsi studii provadéné na lymfoblastoidnich buiikach byla popsana exocytdza
granul a uvolnéni jejich obsahu do extracelularniho prostoru (Dallegri a kol., 1987). Po
zohlednéni velikosti melanomovych bunék (~ 10-15pm v priméru; Sharma a kol., 1996)
jsme ptredpokladali, Ze je neutrofily vyhodnoti jako nepohltitelné objekty a vylou¢i obsah

granul do extracelularniho prostfedi, jak bylo piivodné objeveno pii interakci neutrofilt
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s IgG vazanymi na povrchu sklicka (Henson, 1971). Jako indikator degranulace jsme zvolili
stanoveni hladiny MPO.

Pro pokusy jsme izolovali my$i neutrofily z kostni dfené, nebot u pivodné
pouzivanych neutrofilli izolovanych z peritonea pomoci thioglykolatového média se ani po
sonikaci nepodatilo detekovat MPO (Auerova, 2014; Waldmanova, 2014). Thioglykolatové
médium miize neutrofily aktivovat a uvolnéni granul by tak nastalo diive, nez by byly
efektory ptipraveny pro samotné pouziti (Itou a kol., 2006). K primingu ziskanych naivnich
neutrofili byla pouzita smés cytokint TNFa a GM-CSF, kterd dle Dewase a kolektivu
aktivuje NADPH oxidazu, enzym kliC¢ovy pro oxidativni vzplanuti neutrofili a produkci
ROS (Dewas a kol., 2003). Takto jsme kromé plisobeni lytickych enzymii umoznili soucasné
zapojeni cytotoxickych procesi zavislych na kysliku.

V in vitro pokusech byly nddorové bunky znacené kotvenymi ligandy vystaveny
dvouhodinové inkubaci s neutrofily s cilem vyhodnotit miru cytotoxicity a jeji pfipadnou
zavislost na typu pouzitého ligandu. Pfede$lé in vitro pokusy provadéné s makrofagy
prokazaly vyznam kotveni ligandi (Janotova, 2014). Piedpokladali jsme, Ze volné ligandy
by byly neutrofily pohlceny a cytotoxicky obsah granul vyloucen do fagozému ke zniceni
internalizovanych ¢astic. Domnénka byla potvrzena u volného laminarinu i Zymosanu, kde
jsme redukci poctu melanomovych bunék nezaznamenali. Soucasné probihajici pokusy
vyvratily 1 vliv nekotveného mananu (Faberova, in prep.). Pfesto starsi studie uvadi vyrazny
cytotoxicky efekt neutrofili na nadorové bunky pii pouziti volného beta glukanu a
Zymosanu jako imunomodulatort (Morikawa a kol., 1985). Z hlediska metodiky nejsou vSak
vysledky s naSimi srovnatelné. Morikawa v pokusech inkuboval neutrofily s targety po dobu
16hod v mikrotitra¢ni desti¢ce, kde mohly tvofit shluky a stimulované neutrofily pak
vylouc¢ily cytotoxické plisobky do okoli. Cytotoxicita se rovnéz mohla projevit jako disledek
prirozeného rozpadu neutrofilt.

V naSich pokusech byly melanomové builky znacené laminarinem-BAM
srovnatelnou mirou likvidovany jak naivnimi, tak primovanymi neutrofily. To lze vysvétlit
faktem, ze vazba betaglukant, ke kterym se laminarin fadi, na Dectin-1 spusti produkci
prozanétlivych cytokini - TNFa, IL-1f, IL-6, 1L-10, CCL2 a CCL3 a ROS u fagocyt
(Brown a kol., 2003). Laminarin zde pravdépodobné zprostiedkoval jak aktivaci neutrofilt,
tak jejich kontakt s melanomovymi buikami, jelikoZ kolegyné soubéZné pozorovala jak
neutrofily na povrch nadorovych bun¢k adheruji (Vacova, in prep.). Priming neutrofilti vede

Casto Kk pfemisténi receptort, jako je CR3, z granul na povrch neutrofiltt (Borregaard a kol.,
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2007). To zde nenastava, Dectin-1 je na povrchu neutrofilti pfitomen, tudiz tloha primingu
V tomto pripadé neni az tak zdsadni.

V piipadé, kdy byl na nadorové builky kotven manan, nenastala redukce jejich poctu
po inkubaci s naivnimi ani primovanymi neutrofily. Pozornost byla proto obracena na
mechanismus, kterym neutrofily rozpoznavaji iC3b opsonizované castice. K zasadnimu
poznatku Vv této problematice dospél Vétvicka se svym tymem. Vysledky jeho prace fikaji,
ze pro vazbu iC3b opsonizovanych ¢astic, jejichz membrana postrada polysacharidy, na CR3
receptor je potfeba nejprve navodit primovany stav receptoru. Priming je zprostiedkovan
vazbou polysacharidi na lektinovou doménu CR3 (Vétvicka a kol., 1996). Vétvicka pouzil
rozpustny betaglukan o Mw 19,6 kDa a primoval tak CR3 neutrofili s navozenim
cytotoxicity vii¢i nadorovym bunkam opsonizovanym iC3b. Kritériem vybéru betaglukanu
vhodného pro priming CR3 v naSich pokusech byla molekulova véha. Vétvicka totiz dale
uvadi, ze betaglukany o vysoké Mw zplisobuji prozanétlivou aktivaci a oxidativni vzplanuti
neutrofill, které se vSak na iC3b opsonizované €astice uz nevazi. Cilem nasich experimentu
bylo zprostfedkovat kontakt bun¢k, tedy jsme zvolili nizkomolekularni rozpustny laminarin.
Nas zamér podpoiila studie Lia, ktery s kolegy prokazal, ze dudlni ligace CR3 vede
k degranulaci, oxidativnimu vzplanuti a cytotoxickému efektu fagocytd vici nadorovym
bunikam (Li a kol., 2006). Pfiddnim laminarinu o Mw 6kDa do primovaci smési cytokinli
jsme docilili 50% redukce melanomovych bunék.

V zavérecném in vitro experimentu byl na nadorové buiky kotven Zymosan,
skladajici se z betaglukanu a mananu, ktery in vivo uspésné redukoval rast mysiho sarkomu
(Bradner a kol., 1958), a ktery se nam rovnéz v kombinaci s LPS plné osvédcil v terapii
melanomu (Waldmannova, 2012; Kovatrova, 2013). V prostiedi se zachovanymi slozkami
komplementu zpisobily neutrofily primované laminarinem statisticky vyznamnou redukci
Zymosanem znacenych nadorovych bunck. Navic jsme pozorovali neutrofily adherované
k nadorovym bunkam, coz dokazuje, Ze ke kontaktu efektort s targety dochazi. Kolegyné
Viécova prokazala adhezi neutrofild 1 k nddorovym builkkdm s kotvenym laminarinem a
mananem (slozkdm Zymosanu)(Vécovd, in prep.). O uc€incich Zymosanu svéd¢i mnohé
publikace. Mezi prvnimi napf. Clark a Klebanoff (1975), ktefi prokazali schopnost
preopsonizovaného Zymosanu spustit peroxidazovy systém neutrofilii s naslednou likvidaci
bunék lymfomu. Na rozdil od naSich experimenti byly v Clarkovych pouZity intaktni
neutrofily bez primingu k oxidativnimu vzplanuti. Nesoulad objasnila nedavna studie, ktera

udava, Ze opsonizovany i neopsonizovany Zymosan aktivuji NADPH oxiddzu (Makni
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Maalej, 2013). Zda by mohly byt u Zymosanu pouzity neutrofily neprimované cytokiny
bude pfedmétem dal§iho zkouméani. Pravdépodobné by ale doslo k oslabeni efektu, nebot
cytokiny GM-CSF a TNFa zvySuji produkci ROS pfi vystaveni neutrofili sekundarnimu
stimulu (EI-Benna a kol., 2008). TNFa navic zvySuje expresi CR3 a na ném zavislé
oxidativni vzplanuti (Forsberg a kol., 2001).

Pro kontrolu aktivace cytotoxickych pochodli byly neutrofily inkubovany
Vv pritomnosti PMA, ktera funguje jako nefagocytovatelny aktivator oxidativniho vzplanuti a
neutrofily touto latkou stimulované vykazuji cytotoxicitu vii¢i nddorovym buiikam (Dallegri
a kol., 1983). Vysledky demonstrujeme na piikladu laminarinu. Cytotoxicita neutrofilii
stimulovanych PMA byla niz§i v porovnani s primovanymi i intaktnimi neutrofily. To
souhlasi s experimentem Makni-Maaleje, ktery pozoroval vys$si produkci ROS u neutrofilii
stimulovanych neopsonizovanym Zymosanem nez PMA. Zymosan je tvofen prevazné
betaglukanem, proto lze vysledky porovnavat. Pti soucasné aktivaci neutrofild laminarinem
a PMA mohl nastat urCity inhibicni G¢inek. Bliz§im vysvétlenim jsme se nezabyvali, protoze
PMA néam slouzila jen jako pozitivni kontrola.

Primingem CR3 receptoru nizkomolekularnim laminarinem jsme potvrdili podptrné
ucinky betaglukanti, které se manifestuji zejména pii in vivo pouziti. Bylo prokdzano, zZe
peroralné¢ podané betaglukany jsou pohlceny gastrointestinalnimi makrofagy a
transportovany do kostni diené a sleziny, kde nasleduje proces jejich zpracovani. Makrofagy
poté vylou¢i malé rozpustné fragmenty betaglukanti, které primuji CR3 receptor neutrofilt
pro vazbu na i-C3b opsonizované Castice a to jiz v kostni dfeni (Hong a kol., 2004). Navic
betaglukany stimuluji makrofagy k produkci cytokinii a ty mohou aktivovat slozky adaptivni
imunity (Li a kol., 2006). Podani betaglukanti zajiStuje tumoricidni aktivitu neutrofili
béhem imunoterapie monoklondlnimi protildtkami (Hong a kol., 2003; Hong a kol., 2004).
Nadorové buiiky znacené protilatkou jsou opsonizovany iC3b a rozpoznavany CR3
neutrofil. NaSe terapie je zalozena po podobném principu, nebot mannan kotveny na
nadorové buriky je rozpoznavan sérovym lektinem MBL, dojde k aktivaci komplementu
lektinovou cestou a iC3b opsonizaci nadorové bunky, kterd je timto zviditelnéna pro
neutrofilni atak. Peroralné podanymi betaglukany v kombinaci s intratumoralni aplikaci
mananu-BAM dosahla kolegyné 60% redukce naddorového ristu (Husnikova, 2014).
Stanoveni myeloperoxidazy

Krome cytotoxického plisobeni jsme v in vitro pokusech detekovali také miru

degranulace pomoci MPO ne/uvolnéné do extracelularniho prostoru. MPO obsazena
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Vv primarnich granulich katalyzuje tvorbu HCIO, kterd je nejvice toxicka ze vSech ROS a
lyzuje nadorové buiiky (Dallegri a kol.,, 1991). I pfes prokazanou cytotoxickou aktivitu
neutrofilii vii¢i nddorovym buiikdm znacenym laminarinem a mananem se ndm nepodatilo u
téchto ligandi aktivitu MPO detekovat. Hodnoty naméfené MPO byly shodné s hodnotami
pro samotné nadorové bunky, které enzym neobsahuji. ZvySend aktivita enzymu byla
prokazéna u sonikovanych neutrofild, ¢imz jsme si ovéfili funkEnost stanoveni. Nartst
aktivity MPO, ktery kopiroval cytotoxické pusobeni neutrofili byl pozorovan pouze u
Zymosanu. Vysvétleni mohou nabidnout ¢lanky vySe zminéné v souvislosti se Zymosanem
(Fosberg a kol., 2001; EI-Benna a kol., 2008; Makni-Maalej a kol., 2013). Na zaklad¢ téchto
studii a hodnot naméfené MPO mutzeme tvrdit, ze Zymosan aktivuje oxidativni vzplanuti
neutrofilit vice nez zbylé dva ligandy. I pfes narGst u Zymosanu se vSak aktivita MPO in
vitro pohybuje na hranici detekovatelnosti.

Zaveérecné stanoveni MPO mélo za cil detekovat jeji mnozstvi uvolnéné do
extracelularniho prostoru nddorové tkané€ v Casech 12, 24 a 48 hodin od aplikace liganda. Za
povsimnuti stoji mnozstvi MPO u skupiny s LPS, které napovida, ze degranulace neutrofilti
muze pii dostateCné aktivaci nastat 1 bez zprosttedkovaného kontaktu s nadorovou buiikou.
To je ve shodé¢ se studii, v niz je LPS popisovano jako ptimy stimulant degranulace (Weiss a
Evanson, 2002). LPS v kombinaci se Zymosanem vykazovaly aditivitu pasobeni. Nartst
aktivity byl patrny u vSech 1é¢enych skupin od 24 hodiny a ztstal jiz nezménén.

Rozdil v u¢innosti metody detekce MPO uvolnéné in vitro a in vivo je ziejmy.
Mozny diivod tohoto jevu predklada ve svém clanku Klebanoff, ktery tvrdi, Ze neutrofil pii
kontaktu s nepohltitelnym objektem pfilne k povrchu a roztadhne podél patogena svou
membranu. Mezi neutrofilem a cilovou buiikou tak vznikd izolovany prostor, ktery se
podoba prostiedi fagozomu, nebot’ do néj unikaji cytotoxické plisobky, véetné enzymu MPO
(Klebanoff, 2005). Pfi in vitro stanoveni mohla MPO zistat uzaviena v ,kapsach* a in vivo
unikla do prostfedi diky rozvolnéni nddorové tkané DNAsou a liberdzou. Ze zminénych
experimentll lze odvozovat, ze MPO je vhodnym indikatorem degranulace neutrofili pro in
Vvivo, nikoliv in vitro stanoveni.

Chemoatrakce neutrofilit

Pokus o chemoatrakci neutrofilli potvrdil dvoji charakter a plasticitu jejich chovani
Vv prostiedi nddoru. Za netispéch terapie mize n¢kolik faktori.

Prvnim vysvétlenim by mohlo byt, Ze thioglykolatové médium podniti k migraci do

nadoru pouze neutrofily z okolnich cév a nespusti celou signalni kaskadu vedouci
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k mobilizaci bunék na urovni kostni dfené. VétSina neutrofilil pieziva v kostni dieni,
Vv krevnim obé&hu jsou jich jen 2%, coz by k likvidaci nadorovych bunék nestacilo (Semerad
a kol., 2002). Wengner s kolegy vsak potvrdil, Ze u peritonitidy vyvolané thioglykolatem
dochazi k 4,5 nasobnému navySeni poctu neutrofilii v krevnim obéhu. Pokud je pted
thioglykolatem injikovana protilatka proti MIP-2 nebo G-CSF, snizi se pocet neutrofilti
v obéhu o 84% resp. 74% (Wengner, 2008). Tato studic dokazuje, ze zanét vyvolany
thioglykolatovym médiem stimuluje migraci neutrofili z KD prostiednictvim chemokinti
MIP-2 a G-CSF. Navic se thioglykolatové médium vyuziva k izolaci neutrofili a makrofagt
z peritonealni dutiny, tudiz musi zajistit ptiliv dostatecného mnozstvi bunék (Baron a
Proctor, 1982). V nasem experimentu bylo médium injikovano mySim opakované, pfi¢emz
jsme u nich pozorovali zCervenani kize a lokdlni zvySeni teploty v okoli nadoru.
Predpokladame, Ze krozvoji zanétu doSlo a chemokiny KD stimulovaly. Vysledky
napovidaji jiny problém. U skupin lécenych thioglykolatem rostly nadory v porovnani
s kontrolni skupinou rychleji. Mozny divod tkvi v existenci dvou subpopulaci neutrofild —
protinadorové N1 a pronddorové N2 subpopulace. Atrakované neutrofily se mohly vlivem
TGF-B preménit na N2 fenotyp a podporovaly rtist nadoru. Tuto hypotézu podporuje studie
Frindlendera a kol. (2009), ktery pii blokaci TGF-B pozoroval zpomaleni nadorového rastu,
aktivaci CD8+ lymfocyti a makrofagh. Blokaci zarovenn docilil pfilivu N1 TAN, které
pusobily cytotoxicky na nadorové buriky a produkovaly prozanétlivé cytokiny. Dalsim
problémem se zda byt nedostatecna aktivace neutrofilti k tomu, aby produkovaly potiebné
mnozstvi cytotoxickych mediatord. Rozdil mezi N1 a N2 spociva ve stupni aktivace, jak
tvrdi Di Carlo (2001). Tuto teorii potvrzuji in vivo experimenty s pouzitim bunék mysiho
adenokarcinomu, kterym byly transdukovany geny pro produkci IL-2, IL-4, IL-7, IL-10,
INF-a, INF-y a TNF-a. Soustavna produkce cytokinti vedla k aktivaci neutrofili a rejekci
karcinomu (Musiani a kol., 1996). Podobné¢ Colombo pozoroval cytotoxické pulisobeni
neutrofili na nadorové bunky modifikované pouze k produkci GM-CSF (Colombo, 1992).
Melanomové buriky pouzité v tomto experimentu nebyly k produkcei cytokinit modifikovany,
tudiz pfedpokladame, Ze neutrofily zistaly ve stavu N2 vlivem TGF-f.

Dosavadni vysledky naseho tymu shrnuté v publikaci Janotové a kol. (2014)
ukazovaly vzdy na synergii signalizace prostfednictvim TLR agonistii a nadorového ataku
daného instalaci ligandt fagocytarnich receptorti na nadorové buiky. Z vySe diskutovaného
experimentu vyplyva, Ze ucelem signalizace neni jen pouhé vyvolani zanétlivé infiltrace a ze

ani aktivace neutrofilli dand jejich prichodem mezi endotelidlnimi buitkami neni dostate¢na.
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Dostatecné terapeutické efekty se nepodafilo vyvolat ani pfimou injikaci neutrofilli nebo
makrofagii do nadorti (ustni sdéleni, Zenka). Podstatnou se tedy jevi stala piitomnost
agonistl TLR v nadoru, zabezpecena v minulych experimentech LPS a v nedavnych studiich
TLR7 a TLR2 signalizaci (Resiquimod, Listeria monocytogenes) (Glaserova in prep.;
JaCkova in prep.; Kumzdkova in prep.). Zda se, Ze jedin¢ takovéto prostfedi umoziuje
dostatecny atak a polarizaci efektorovych bunek do jejich u€inné formy (N1 u neutrofili, M1
u makrofagu).

Pokus byl ukonfen vyhodnocenim piitomnosti metastatickych loZisek v plicich.
SniZena intenzita metastazovani byla vzdy déna pfitomnosti mananu-BAM v lécebné smési.
Thioglykolatové médium i kasein metastazovani spiSe podporovaly.

Zavérem lze kroli neutrofill fici, Ze tyto profesionalni fagocyty nepochybné
produkuji dostatek cytotoxickych latek, které umozni zabiti nadorové buiiky. Pro vysledny
lécebny ucinek je nutnd souhra nékolika faktorti, kterd aktivuje neutrofily tak, aby své
cytotoxické zbran¢ vyloucily v dostatetné koncentraci a na spravném misté. Z naSich
dosavadnich experimentii plyne, Ze prioritou je volba ligandu, ktery zajisti opsonizaci iC3b a
jeho ukotveni na nadorové bunky pii souc¢asném peroralnim podani beta glukanii. Neméné
dalezitym faktorem je pak zajiSténi dostateCné infiltrace bun¢k vrozené imunity a jejich

spravna aktivace nejen béhem migrac¢ni drahy, ale 1 pfimo v nadoru.

Nahrada LPS

Posledni experiment byl zaméten na hledani ndhrady lipopolysacharidu (LPS), ktery
se doposud vyskytoval v ramci nasich pokusi jako U¢inny, avSak pro Cloveéka toxicky,
agonista TLR 4 receptoru. Byt tento experiment nezapada do celkové kompozice prace, bylo
nutné jej provést, abychom mohli na zaklad€ jeho zavérti modifikovat dalsi postupy. Jako
nahradu LPS jsme zvolili agonistu mySiho TLR7 — Reziquimod (R-848), aplikovany
subkutanné v kombinaci s mananem. Smési terapeutik bylo dosazeno primérné 60% redukce
nadorového ristu, kterd pietrvala do 14 dne. Pokud byly manan a R-848 aplikovany
samostatné 14 byly jiz nadory zvétSeny na urovenn kontrolnich. Simultdnni intratumoralni
aplikaci mananu a R-848 se zabyvaly kolegyné Kumzakova, Jackova a Glaserova, in prep.,
ktera dosdhly vyrazné redukce srovnatelné s pouzitim mananu ve smési s LPS (Janotova,
2014). Bylo zjisténo, Ze subkutdnni aplikace R-848 neni tak ucinnd a neni ekvivalentni

k pouziti LPS.
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6. Zavér

e Analyzou nadorové infiltrace pti 1é¢b€ kombinaci LPS a Zymosanu byla prokazana
pfitomnost neutrofilnich granulocyti v mikroprostiedi melanonu. Z vysledkt
vyplyva, Ze terapeuticky synergické ptsobeni signalnich a fagocytarnich ligandu se u

poctu infiltrujicich bunék neprojevuje.

e Laminarin-BAM je ucinnym ligandem, ktery podniti atak naivnich neutrofilii na
nadorové bunky. Tento atak neni ovlivnén primovanim neutrofili TNFa a GM CSF.

e Pii sledovani cytotoxického efektu vici nadorovym builkdm znacenym mannan-
BAM a Zymosan-SMCC se osvédc¢il priming CR3 receptoru neutrofili pomoci

rozpustného laminarinu o nizké Mw.

e Zymosan efektivné zviditeliiuje melanomové buiiky a zprosttedkuje adhezi neutrofilti

na jejich povrch.

e Ligandy laminarin-BAM, manan-BAM a Zymosan-SMCC navazané na nadorové

buniky ptisobi srovnatelnou redukci poc¢tu nddorovych bun€k neutrofily.

e Stanoveni myeloperoxidazy je indikatorem degranulace neutrofili do mezibunécného

prostoru nadorové tkané. In vitro vSak pouzit nelze.

e Chemoatrakce neutrofili do nddoru pomoci thioglykolatového média a jeho hlavni

slozky kaseinu nevykazuje zddny terapeuticky uc¢inek.

e R-848 aplikovany subkutdinné¢ neni vhodnou formou podpory imunoterapie
melanomu zalozené na instalaci ligandli na nddorové bunky.
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