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1 Uvod

Nadorova onemoeni pati k nejobavadsim nemocem. \Ceské republice doséahla
v roce 2007 incidence zhoubnych nadeéetné koZznich neoplazii hodnoty 736 na 100 000
muzi a 648 na 100 000 Zen. & v Ceské republice umira na rakovinu vice nez 27 000
jedinai. Negastji je to nador kolorekta, prsu, plic a prostaty 82k a kol., 2010).

Ceska republika je celostové prvni na Zeticku incidence kolorektalniho karcinomu
(59,1 na 100 000 muj, piicemz dle dat z roku 2005 figurufgeska republika na 2. mést
mortality kolorektalniho karcinomu u Zen i niuCenter a kol., 2009).

KoZni melanom, kterému sénuje itato bakal&ka prace, postihne 19,5 niiuze
100 000 a 4 nagpzentou (Dusek a kol., 2010).
statech americkych agdpoklada se, Ze da&kolika let gredi srde&ni onemocani jakoZzto
vedouci pi¢inu umrti (Siegel a kol., 2015).

Klasickymi metodami nadorové terapie jsou chirergiadioterapie a chemoterapie.
BohuZel tyto metodyasto nevedou k dosazeni dostajeh vysledk. Nagiklad hojre
pouzivana chemoterapie je spojena se skosdi, Ze posSkozuje nejen rychle séal buiky
nadorove, nybrz ity zdravé. Rakovinnénkwy si na pouZivana cytostatika tvotzv.
multidrug resistenci a vyuZivaji detoxifik@ich mechanisin Metastdze chemoteragiasto
unikaji, jelikoz je nejsme schopntiané zacilit. Proto v dnesni dékzaziva svou renesanci
imunoterapie, kterd v sébskyta mnoho novych moznostickd, & uz je to nap pouziti
monoklonalnich protilatek, cytokinnebo dendritickych bwik vystavenych antigennimu
pulzu ¢i v sowasnosti popularni blokace tzv. imunitnich checkpoi(PD-1, CTLA-4).
Imunoterapie totiZ f@dstavuje vhodny néstroj, jakcitirakovinu pomoci mechanisntélu

vlastnich a proto se i naSe labofatgdala timto srrem.

1.1 Nadorové onemocéni

Nadorova onemoeni je souhrnné ozkani pro soubor mnoha odliSnych chorob,
avSak roku 2011 formuloval Hanahan a Weinbe#gohk spole&nych rysi pro vSechna
neoplasticka onemoéni: neomezeny replikai potencial, sokstatnost v poitebs rastovych
signéti, necitlivost w¢i rast inhibujicim signdim, neschopnost apoptdzy, neoangiogenze,
invazivita a metastazovani u malignit. Nadorovéikyujsou také charakteristické svym
energetickym metabolismem a genetickou nestabjlitell uZz na drovni nukleotid

¢i chromozond, v disledku ¢ehoz dochazi k dalSimu hronmgad mutaci a naslednému



polyklonalnimu charakteru nadoru. Velmilezitym znakem je také unik rakovinnych [in

imunitnimu systému a tvorba nadorového mikrogemit(Hanahan a Weinberg, 2011).

1.1.1 Vznik nadorového onemoadéni

Vznik aiist nadoéi, nebo-li tumorigeneze, je vicestigyy proces vyzadujici
akumulaci cetnych mutaci v jediné kuae v klcovych regionech, které tigpivaji
k charakteru neoplazie. Mezi tyto ddvé regiony pat geny regulujici butny rast,
diferenciaci a apoptozu, jako jsou protoonkogenlyoneeparani a tumor supresorové geny
(Steen, 2000). Alespiototo je v dneSni dabobecr nejvice pijimana hypotéza vzniku
nadorového bujeni. Dle studie Armitage a Dollagé&gba takovychto mutaci zaginénych
nag. pasobenim kancerogén(chemikalieci rizné typy radiace) g az sedm (Armitage
a Doll, 1954). Steen také navrhuje, Ze tato mutatEe byt v jakémkoli genuifspivajicim
Kk integrit tkdné a neni to tedy pouzefimy zdsah do onkotickych génTvrdi, Ze nejen
mutace, ale také jakékoli poSkozeni vedouci k poruginoha sousednich kikna nasledné
degradaci celularniho prastli mize zvySit pravépodobnost udalosti iniciujici maligni

transformaci, pokudiptrvava po delsi dobu (Steen, 2000).

1.1.2 Zakladni typy klasifikace nadorového onemoaimi

Nadory klasifikujeme dle dkolika kritérii. Z hlediska jejich biologického chani
rozliSujeme nadory nezhoubné, nebo-li benigni aibhé, tedy maligni. Tumory benigni
se vyznduji expanzivnimistem, ovSem neinvaduji okolni tkéa nemetastazuji, ale mohou
maligni nadory, které naopak do okolnich tkani @wjg destruuji je a metastazuji krevnimi
¢i lymfatickymi cévami, tedy zakladaji vzdakgsi loziska (Fidler a Kripke, 1977).

Nadory Ize také @it dle jejich tk&iového mivodu (Su a kol., 2001). Z tohoto pohledu
délime nédory na epitelidlni, stromalni, neuroektot&@ni, hematopoetické, germinomy
¢i nadory smisené. Sanmepe také rozliSujeme nadory dle jejich lokalizacele tpacienta,

nag. rakovina prsu, prostaty, kotréku, plic, dloZznihocipku ¢i pigmentovych buék kuze.

1.1.3 Melanom

Maligni melanom je nador vznikajici z melandgytedy bugk obsahujici kozni
pigment melanin. ¥Sinou je lokalizovan viki, ale zidka se vyskytuje také v Usteshoku
(Singh a Topham, 2003; Milton a Brown, 1965).

Intenzivni vystavovani se slunci jak stském ¥ku tak v dosplosti zvySuje riziko

vzniku melanocytarni neoplazie. WSSi riziko vznikwelanomu za ekvivalentniho pobytu
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na slunci bylo zji&no u osob s fototypem | a Il (Autier a Doré, 1998jestoze mortalita
kles4 ¢i zistavd nezmrnéna, incidence melanomu v bilé populaci rychle séolwili
zvySené expozici slungi UVB zéreni, castym venkovnim aktivitdm, zimam v oblékani,
dlouhowkosti, poSkozeni ozonové vrstvy, genetice a&kterych gipadech supresi imunity
(Jemal a kol., 2011; Leiter a Garbe, 2008).

Vyskyt melanomu v populaci zavisi na geografickééz Nejvyssi incidence byla
zaznamendana v Australii v Queenslandu (56 novyibad: za rok na 100 000 maza 43
piipadi na 100 000 Zen) (Leiter a Garbe, 2008).

Za jeden z nejiezitéjSich prognostickych faktérje spoléné s mitotickou rychlosti
na milimetr ¢tvereEni, mnoZzstvim tumor-infiltrujicich lymfocyt anatomickou polohou
primarniho melanomu, pohlavim pacienta a histolagic regresi povazovana tlaka
(vySka) primarniho melanomu - tzv. Cléxklevel (Clark a kol., 1989; Buttner a kol., 1995).

Melanom je jeden z nejfataéSich typi nadorového onemoéni kize, proto
je nesmirg dilezité snazit se muipdchazet nap nevychazenim v polednich hodindch
na @imé slunceci noSenim vhodného oldeni v horkych dnech. iezitou roli zde hraje

také sebevyssni a sledovani vSech koznich znamének (Manne. a204).

1.1.3.1 Melanom B16-F10

Od mysi linie C57BL/6 byl odvozen spontanni melanom B16.V paidvi
sedmdesatych let minulého stoleti byly od malo statajici parentalni linie B16-F1
odvozeny dalSi varianty. Za skalnetastazujici je oztavana linie B16-FO, naopak B16-
BL6 metastazuje sith

V pribéhu pokus uvedenych vtéto praci byl vyuzit mezi labotatoi
nejpouzivagjsi mysSi melanom B16-F10. Tento kmen melanomovyehtl se vyznauje
piedevSim svou zvySenou agresivitou, invazivitou #olmich tkani a vysokou schopnosti
vytvaret plicni metastaze i po mnohmavitro kultivacich (Hart, 1979; Fidler, 1975). Po 5 - 10
dnech je p subkutanni aplikaci bwk B16 vytvaen jiz Zetelny nador a po delSi dbb

zainacasto ve sedu nekrotizovat (Overwijk a Restifo, 2001).

1.2. Imunitni systém a nadorova onemoami

Prestoze mezi zakladni funkce imunitniho systému eveddchovani integrity
organismu pdt také spravné rozliSovani medastnimacizima nasledna eliminaagzihqg
v ptipad® spontdnniho vzniku nadorovych onemé&unzde ¢asto vznika potiz. Nadorové
buiky imunitnim mechanisim bohuzel unikaji a tedy nejsou eliminovany, jelkgou

malo imunogenni a osvojili sékolik mechanism Gniku imunitnimu dohledu.
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1.2.1 Mechanismy Uniku a obrany nadoit pred imunitnim systémem

« Nizka exprese nadorovych antigetasto vedouci ke tvorbam metastaz (Kim a kol.,
1972).
« Antigenni mutace vedouci k Uniku odgteini imunitni odpowdi a g@ispivajici
k heterogenét nadorovych lézi (Stackpole a kol., 1980).
« Snizend (v &kterych gipadech aZz nulova) exprese MHC | molekul branici
rozpoznani nddoru imunitnim systémem (Hicklin a,kb99).
« Exprese imunosupresivnich fakior
1) TGF-beta - negativn ovliviiuje proliferaci, aktivaci a diferenciaci btk
vrozené iziskané imunity (Gorelik akol., 2001)enfo faktor zpsobuje
piemgnu CD4+ lymfocyl na Treg lymfocyty, které @b produkuji TGF-beta,
¢imz dochazi k vytvieni autokrinni smiky (Facciabene a kol., 2012).
2) VEGF - brani dozravani dendritickych n(Gabrilovich a kol., 1996).
3) IL-10 - omezuje funkci T lymfocyit a snizuje expresi MHC | molekul
(Matsuda a kol., 1994).
« Maskovani epitofp nddorovych antigensialylaci (Pearlstein a kol., 1980).
+ SniZzena exprese kostimétach molekul vedouci k navozeni tolerance (Chenla k
1993).
« Akumulace adenosin produkujicich reguiech T lymfocyti (Treg) v nddorovém
mikroprostedi (Deaglio a kol., 2007).
« Snizovani hladiny Fas receptoruigpbujici odolnost nadoruisi apoptdéze (Cascino
a kol., 1996).
« ZvySovani hladiny Fas ligandu, ktery po interakdtas receptorem efektorovych
burgk vede k jejich apoptdze (Taylor a kol., 2003).
+ Inhibice komplementu pomoci molekuly CD55 (Loberkpd, 2006).
+ Exprese TLR receptdr na povrchu nadorovych bé vedouci k proliferaci,

rezistenci k apoptéze a CTL ataku (haplLR4 signalizace) (Huang a kol, 2005).

1.2.2 SloZky imunitniho systému

Prestoze imunitni systém funguje jako celek a vSecjainp buiky mezi sebou
pomoci signélnich molekul vydatnkomunikuji, &lime ho na d¥ sloZzky. Tou jednou
je imunita vrozena, nebo-li nespecifickBneadaptivni a tou druhou imunita ziskana a tedy

specificka, adaptivni. Gityto ¢asti maji svou busgnou i humoralni slozku.



1.2.2.1 Vrozena (nespecificka) imunita

Nespecificka imunita je vyvoj@vstarSi a z hlediska ontogeneze je ustanovena jiz
ve stadiu zygoty. V prvni linii obrany proti cizahgm ¢asticim stoji bariéry anatomicke, tedy
kuze,tasinkové biiky, mukozni sekrety, ale také bariéry fyziologicjeko je nap. pH nebo
teplota. Jestlize dojde Kgkonani &hto bariér, nastupuje do hry ina slozka vrozené
imunity, coZ jsou monocyty a z nich vznikajici meafiégy, granulocyty (neutrofily,
eosinofily a basofily), dendritické a NK k.

Princip fungovani&hto burk vrozené imunity tkvi v rozpoznavani fylogeneticky
velmi konzervovanych PAMPs motivpomoci PRR receptdr mezi iz pati mimo jiné
i TLR receptory (Akira akol.,, 2006). Po identifika ¢asto nasleduje fagocytdza,
jeden z hlavnich mechanigmvrozené imunity. Touto schopnosti likvidace patdge
disponuji neutrofily, makrofagy, eosinofily a deitidké buiky, které pohlcuji tyto cizorodée
castice. Je-li fagocyt zaroieAPC, po fagocytdze nasleduje zpracovani a prezenta
cizorodych molekul ve spojeni s MHC Il na svém pbnr specifické imundét (Greenberg
a Grinstein, 2002).

DalSim velmi vyznamnym mechanismem vrozené imuigtygart, tedy souhrn
fyziologickych reakci na poruseni homeostazy omgyani Skodlivinami. Wvolan rize byt
infekénimi mikroorganismyci porarénimi zpisobenymi nap ischemii tkan. Poskozené
misto poté vykazuje nasledujici znaky: ruboréraenani), calor (zvySena lokalni teplota),
tumor (otok), dolor (bolest) a kotr@ také functio laesa (porucha funkce) (Rather, 1971)
Zarctu se @astni celdada busk imunitniho systému a take proteiny akutni fazenkpati
nap. C reaktivni protein (Mcintyre a kol., 1997).

Mezi humoralni sloZku vrozené imunity isali interferony, proteiny, které produkuji
virem napadené imunitni Blay, nejvice plazmocytoidni dendritické itky. Po navazani
interferonu na receptory zdravych, ale takeé jizkpagnych, bugk, dochazi k navozeni
antivirového stavu. Jednim z interfeionje IFN-gamma, produkovan zejména Thl
lymfocyty, které stimuluji makrofagy kipmeéné na makrofagy aktivované (Nathan a kol,
1983).

Komplement je soustava sérovych proieia glykoproteii slouzici k zesileni
imunitni odpo¥di. K jeho aktivaci je nutna enzymatickd kaskada piz ziskava
komplement schopnost viib se do fosfolipidové dvojvrstvgi se vazat na okolni kiky
a nasleda je pak poskodit tvorbou membranovychip{Bchroder a kol, 1990).

Vrozena imunita v mnohychripadech pedchazi imunit specifické, aletasto stai

k podchyceni a likvidaci cizorodyatastic sama.



1.2.2.2 Ziskand (specificka) imunita

Specifickd imunita je vysadou obratldv€Thompson, 1995). V genetické informaci
organismu je zanesena pouze Vv zakladechiibpu vyvoje se genom jednotlivych bikn
meéni. Mezi jeji zakladni vlastnosti gaspecifita, diverzita a imunologicka pat

Bung¢na slozka ziskané imunity je ftema T a B lymfocyty. B i T lymfocyty se tiio
v kostni deni, ovSem T lymfocyty poté putuji do thymu, kdecklézi k expresi receptoru
pro antigen a prorozpoznani antigenu je jeho nupmézentace v komplexu s MHC
molekulami. Dojde-li k rozpoznani, nastava prolieg a diferenciace v efektorovou
a panétovou buiku. Tyto buky zistavaji v éle po dlouhou dobu a tviotak imunitni
panmet’, kterou vrozend imunita postrada (Gatinonni a Rfl11). Setka-li se organismus
s tim samym antigenem znovu, dojde k rychlejsirgjsi odpowdi imunitniho systému.

Th subpopulace lymfoc§t(CD4+, helpery) rozpoznava antigeny prezentovaR€ A
buitkami ve spojeni s MHC Il molekulami. Po jejich akiti spousti produkci cytokina dle
jejich funkéniho msobeni diferencuji v ThEi Th2 lymfocyty. Thl lymfocyty stimuluji
predevsim bu&nou imunitu, naopak Th2 lymfocyty jsou zodgdmné za aktivaci imunity
humoralni (Kuchroo a kol., 1995).

Tc lymfocyty (CD8+, cytotoxické) naopak cytokinydalSi latky téns neprodukuii,
jejich ukolem je cytotoxickd likvidace infikovanyah nadorovych buék (Cantor a Boyse,
1975).

B lymfocyt po navazani antigenu proliferuje a difecuje v partrovou
a plazmatickou hiku, kterd sekretuje protilatky. Protilatkyegolstavuji humoralni slozku
specifické imunity a slouzi k opsonizaci, aktivekomplementu a neutralizaci bakterialnich
toxini (Smith a kol., 2005).

1.2.3 Cytokiny a jejich vztah k nddorovému fistu

Cytokiny jsou signalni latky bilkovinné povahyeké jsou sekretovany leukocyty
a pisobi na biiky imunitniho systému nesouci receptor pro danyligt Tyto latky po
navazani na bwdny receptor zfisobi expresi gen vedouci k proliferaci, aktivaci,
diferenciaci ¢i inhibici proliferace butk nebo sekreci dalSich cytokin(Dranoff, 2004).
Tyto sloZité antagonistick& synergistické interakce a kaskady itivtzv. cytokinovou si.
Vysledkem je poté regulace intenzity a trvani inwiniodpowdi. Cytokiny ¢asto isobi
pleiotropre, coZz znamena, Ze mohotisobit na gkolik raznych druli burgk, avSak gkteré
jsou redundantni, tedy mohou byt nahrazeny jinyiminadorovém istu hraji cytokiny

velmi vyznamnou roli, ktera tize byt jak supresivni, tak pronadorova.dBoa nadorovy



rast pisobi gimo nebo nefimo, atrakci zatlivych typia burgk a ovlivnénim angiogeneze
(Salazar-Onfray, 2007).

Interleukin 6 (IL-6) se svymidinky fadi k prozagtlivym cytokinim, miZze gispivat
k progresi iregresi protinadorové odgdu V zavislosti na modelu aktivujeizné drahy
bung¢né proliferace, indukceistu nadol, metastaz a rezistenci k chemoterapii v celé Skéale
nadorovych bugk (Ogata a kol., 1997).

Interleukin-10 (IL-10) zabrauje sekreci prozatlivych cytokini a je spojovan
s Unikem naddr imunitnimu systému a jejich naslednyistem, s inhibici diferenciace T
lymfocyta a potl@&enim Thl odpoidi (Taga a Tosato, 1992; Florentino a kol., 1984imo
jiné také zvySuje metastaticky potencidl a snizaypresi MHC | a MHC Il molekul
(Matsuda a kol., 1994; de Waal-Malefty a kol., 1991-10 je sekretovan Th a B lymfocyty,
makrofagy, monocyty a nadorovymiikami (de Waal-Malefty a kol., 1991).

Interleukin 12 (IL-12) naopakugobi silré protinadoro¥, zpisobuje jejich regresi
a redukuje vyskyt metastaz (Brunda a kol 1993, &asa kol., 1994). Indukuje produkci
IFN-gamma, stimulujetist NK burgk a T lymfocyfi, navozuje Thl odp@d a inhibuje
neovaskularizaci (Manetti a kol., 1993; Sgadariok k1996). IL-12 hraje kritickou roli
vregulaci funkce NK butk a T lymfocyti v pribéhu zartlivé reakce. Produkovan
je antigen prezentujicimi Bkami, tedy nap buikami dendritickymi (Macatonia a kol.,
1995).

Interferon gamma (IFN-gamma) také vyvolava pratordvou odpowd, ato
aktivaci adaptivni a vrozené imunity a endogermmrani organismusi@d spontannim
vznikem nadal (Dighe akol., 1993). #souzena mu byla antivirova aktivita, stimuluje
prezentaci antiggna ma vliv na proliferaci a apoptézu kn Podporuje tvorbu Thl i Tc
burgk a aktivaci makrofay IFN-gamma interaguje s IFN-gamma receptorem (IRNG
ktery se vyskytuje na povrchu téfmvSech busk (Bach a kol., 1977). Na patku imunitni
odpowdi (4-96 hodin) je produkovan zejména NKikami, avSak tuto fuknci poté&gbiraji
CD4+ a CD8+ T lymfocyty (Ikeda, 2002).

Tumor necrosis factor alfa (TNF-alfa) je proghimy cytokin podilejici
se na destrukci tk&na zotaveni se z posSkozeni, ma jak pronadorovaéupiatinadorovou
aktivitu (Balkwill, 2002). MiZze inhibovat opravy DNA a chovat se jakastovy faktor
pro nddorové hiky a podporovat angiogenezi, ovSsem ve vysokych @dvkdestruuje
nadorovou vaskularizaci a ma na malignity nekrgtieekt. Sekretovan je aktivovanymi
makrofagy, T lymfocyty a nadorovymi bikami (Balkwill, 2002).

MnoZstvi expreseiznych cytokim moduluje odpo¥d” imunitniho systému. Th1/Th2
model regulace imunitniho systému, poprvé popsda 986 Mosmannem s kolegy,
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je zajisen produkci cytokia CD4+ buikami (Mosmann a kol., 1986; Mosmann a Coffman,
1987). Mezi Th1l typ cytokih pati IL-2, IFN-gamma nebo IL-12, mezi typ Th2 potom4l.
IL-5, IL-6 a IL-10 (Mosmann a kol., 1986; Cherwinskkol., 1987). IFN-gamma a dalSi
Th1l cytokiny jsou ¥tSinou niZsi u paciefits pokr@ilym stadiem nadoru, naopak IL-4, Th2
marker, nize byt vysSi (Sato a kol., 1998). U paciesé zhoubnym bujenim prostaty byla
nameérena hodnota IL-2 (Th1) nizk4, naopak IL-10 (Th23aké (Filella a kol., 2000). IL-10
je potvrzenym Thl-supresivnim cytokinem a jeho em@koncentrace je&bnym faktorem
nadoroveho onemoeni (Kidd, 2003). IL-10 vykazuje spektrum supresomefekti, nag.
inhibuje produkci Thl cytokin snizuje funkci APC a NK buwk a celkovou proliferaci
T lymfocyti (Huang a kol., 1995). Biky Thl aktivuji APC biiky a indukuji produkci
takového typu protilatek, ktery e zvySit pohlceni nadorovych bikn APC buikami.
Specifické modulovani Thl b&tmeé odpoedi proti nadoim miZze vést k efektivni
imunoterapii, odpodd” Th2 je povazovana za protilatkovou. Thiikyimohou pimo zabijet
bunky nadorové uvoléenim cytokim, které aktivuji death receptory pgawna povrchu
nadorovych bugk (Knutson a Disis, 2005). Thl stav navozuje akfiveytotoxickych T
lymfocyta, NK burgk, makrofag a monocyi, které pak mohou atakovat nadorovékyu
a hrat roli v obraé proti nadoétm (Shurin akol., 1999). V této baked&é praci byl
zjistovan Th stav v nadoru vigsehu terapie pomoci pofru IFN gamma ku IL-10jelikoz
Thl stav je obe@npovaZzovan za protinadorovy, Th2 odpdvza pronadorovou (Knutson
a Disis, 2005; Haabeth a kol., 2011; Sredni a K8I96).

Cytokiny Ize samazjmé vyuzit v I&b¢ nadorovych onemoé¢ni, ale bohuzel
s sebou tato terapigasto nese celotadu negativnich vedlejSicktiaka (Margolin a kol.,
1989; Gabrilovich a kol., 1996).

1.3 MoZznosti protinadoroveé terapie

V dnesni dob je vyuzivano #kolika piistupir k |&bé nadorovych onemoéni.
Koreny rekterych typ terapie zasahuji hluboko do historie (chirurgid&éba), jiné jsou
prozatim ve stadiu klinického testovani (imunotexppBohuzel ne vzdy je cilem dané
terapie pacienta vy#. V nékterych gipadech je zasmem zastavit nebo zpomalit nadorovy
rast, jindy je to udrzeni kvality Zivota. Mezi ty mexSiensjSi pati zejména chemoterapie,
radioterapie a chirurgickadba.

Chirurgicka I€ba je tou nejstarSi metodou a dlouho byla jedirkberd se s nadory
dokazala potykat. Tato dba spe@iva v odoperovani nadoru, okolni tkama spadovych

miznich uzlin. Jeji nevyhoda tkvi v nemoznosti apergkterych nadak z divodu jejich



lokalizace a neschopnosti boje s metastazemi. ¥rdruolé secasto vyuziva jeji kombinace
s chemoterapiii radioterapii (Glehen a kol., 2004).

Princip chemoterapie je zaloZen na podavani afi@stikvidujici rychle se dici
nadorové bilky, ovSsem nelze se vyhnout poskozeni irychle &eidh burgk zdravych,
lokalizovanych v gastrointestinalnim epitelu, kdstdéeni, burk vlasovych folikul
¢i zarodénych burkk. Chemoterapie je schopnacité také metastaze. Nova generace
chemoterapeutik (nd@p Imatinib) se zda byt vice ngda, jeji vyhodou je vyssi specifita
(Verweij a kol., 2004).

Radioterapie vyuziva zacileni svézfotoni, elektrori nebo hadrof na primarni
nador¢i metastazeCasto se vyuziva ke zmenseni nadorové masg jejim chirurgickym
vyjmutim (Kapiteijn akol., 2001). Jeji nevyhodoe g@t poskozeni zdravé tkén
a nebezpd popaleni. Bohuzel vékterych gipadech mZe i po mnoha letech dojit ke
vzniku sekundarni malignity préwe divodu gredeslého vystaveni organismu Skodlivému
oz&eni (Relling a kol., 1999).

Imunoterapie vyuzivaipozenych imunitnich mechanisnk aktivaci protinaddorové
imunity ¢i dopraveni léiva k nadoru. Jeji velkou vyhodou je lepSi zacileadorovych
nastavaji u pacie@it s autoimunitni chorobou atim padem {jgedité zvazit, pro koho
je l&ba vhodna (Amos a kol., 2011).

Jednou z metod je vyuZziti monoklonalnich prothatekteré blokuji receptory
na povrchu naddr

« Ipilimumab (Iék Yervoy) je humanizovana IgG1 pratika vazici se na membranovy
protein CTLA-4 (CD 152, cytotoxic T-lymphocyte-assted protein 4) a pouziva se

v boji proti metastatickému melanomu (Hodi a kdQ10). Molekula CTLA-4,

patici do rodiny tzv. imunitnich checkpoint kompetuje sT bunym

kostimulanim proteinem CD28 o molekuly CD80 a CD86, k nim& rmvSem
mnohem vysSi afinitu nez CD28 a naskededy dochézi kigdani inhibiniho
signalu aktivovanym T lymfocytm. Pokud je ale CTLA-4 blokovan, systém
vykazuje protinddorovou aktivitu, jelikoz se zamgo kontaktu s CD80 a CD86

(Leach a kol., 1996).

« Cetuximab (Iék Erbitux) je chimerickd (mysSi/lidskg)rotilatka proti EGFR

(epidermal growth factor receptor). Jejim navazadojde k deaktivaci signalnich

kaskad zodpasdnych zabu&ny nrist. Tento lék slouzi zejména Kb&

kolorektalniho karcinomu (Saltz a kol., 2004).



+ Mezi radioaktivék obohacené monoklonalni protilatky flanag. Ibritumomab
tiuxetan (Iék Zevalin), coZz je mySi monoklondlniofildtka s navazanym beta
z&icem yttrium-90. Jeho dinky jsou stale pedmétem vyzkumu ato zejména u

folikularnich lymfomi (Shipley a kol., 2004).

Sipuleucel-T (Iék Provenge) je lIék zaloZzeny naipémlorové vakcinaci. Pacientovi
jsou odebrany APC Hhiky, které jsou nasle@ninkubovany s rekombinantnim faznim
proteinem PA2024, ktery obsahuje antigen kyselétptické fosfatazy a faktor GM-CSF
(granulocyte-macrophage  colony  stimulating factor)ktery  stimuluje  zréni
imunokompetentnich bék. Tyto kyselé prostatické fosfatdzy se nachazéjina 95%
nadorovych bitkach prostaty a obohaceni o z#nn antigen napomaha jejich rozpoznani
(Burch a kol., 2004).

Jak jiz bylo zmiano vyse, v boji proti nadém Ize vyuZit také cytokiin IFN alfa je
v dnesni dob pouzivan pro kbu melanomu, folikularniho lymfoméi vzacného Kaposiho
sarkomu (Tur a Brenner, 1998). V terapii malignihelanomu Ize uplatnit IL-2 (Rosenberg
a kol., 1988).

Terapie dendritickymi hikami je zaloZzena nab&mé zprostedkovanych
mechanismech. Z pacientovy krve jsou odebrany mggoze kterych lzen vitro pripravit
velké mnozstvi dendritickych bek. Tyto dendritické biiky jsou poté vystaveny nadorovym
antigerim. Po jejich zpracovani a vystaveni na povrchwekysou dendritické biky opst
vraceny pacientovi. Tento druh terapie byl zkoudep'. na hepatocelularnim karcinomu
(Palmer akol., 2009). Bylo prokazano, Ze ideické& buiky odebrané z kostniierg,
vystavené antigennimu pulzu a naskedavracené do organismu vyvolavaji protinadorovou
aktivitu (Mayordomo a kol., 1995).

Terapie LAK butkami (lymphokine activated killers) sgigéa v odebrani T lymfocyt
a NK burgk pacientovi. Poté jsoin vitro vystaveny vlivu cytokifi, zejména IL-2. Takto
stimulované biiky jsou nakonec vraceny &pdo krevniho oéhu pacienta (Monson a kol.,
1987).

Podobwr se gipravuji i TIL buiky (tumor infiltrating lymphocytes), avSak s tim
rozdilem, Zeizolované Iy pochdazeji z nadoru. i€dpoklada se, Ze tyto tky jsou
nadoro¥ specifické, ale v utlumu Kd¥i nedostatku kostimutanich signai. Nasleds jsou
buiky vraceny zpt do organismu (Rosenberg a kol., 1988).

Cestou imunoterapie se vydala inaSe labéraas pistup k l€bé nadorovych
onemocgni je zaloZzen na mohutné infiltraci biknimunitniho systému do nédoru, ktera
je zpisobena intratumoralni injekci bakterialnich mdtifungujicich jako PAMPs. Tento
mechanismus je kombinovan s navazanim takovych kublea nadorové hiky, které
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zpasobi jejich fagocytdzu a likvidaci pr&avimto burgcnym infiltratem (Janotova a kol.,
2014).

1.4 Pathogen associated molecular patterns

Mikrobialni infekce iniciuje mnozZstvi reakci mehbstitelem a patogenem, mezi
kterymi hraji kltovou roli PAMPs. PAMPs jsou konzervované produktikrobialniho
metabolismu, které jsowasto esencialni pro jejich ig¥iti a patogenicitu (Janeway
a Medzhitov, 2002) ajsou invariatni mezi mikroongay dané iidy. Casto jsou to
komponenty bakteridlni &ty, jako je napp LPS gram negativnich bakterii, lipoproteiny,
peptidoglykanyci kyselina lipoteichoova gram pozitivnich bakterébo flagellin a dsDNA
(Medzhitov, 2007). Takto je umo&mo rozpoznani mezi "cizim" (a potenci&ln

nebezpenym) a "vlastnim” (Medzhitov, 2007).

1.5 Pattern recognition receptors

PAMPs jsou rozpoznavany pomoci pattern recognitemeptors (PRRs), které jsou
exprimovany na htkach vrozené imunity, jako jsou raplendritické biiky, makrofagy
nebo neutrofily (Medzhitov, 2007). OvSem PRRs ngjgodpo¥dné pouze za rozpoznani
PAMPs, ale také za rozpoznani endogennich molelalhénych z poSkozenych bgk, tzv.
DAMPs (damage associated molecular patterns) (Osadkira, 2010). Ligandyéthto
receptoi nejsou unikatni pouze patogem a proto PRRs rozeznavaji isymbiotické
organismy. AvSak ifgstoze je lidsky organismus kolonizovan trilibnyndyotickych bakterii,

v normalnich podminkach je homeostaza udrzovana dae, rozpoznani symbiotickych
mikroorganisnd vrozenou imunitou hrajeatezitou roli v udrZzovani intestinalni homeostazy
(Rakoff-Nahoum a kol., 2004).

1.5.1 Sekretované PRRs

Sekretované receptory jsou proteiny cirkulujickrvi ¢ilymfé, které se vazou
na PAMPs mnoha patog&nTato interakce poté spousti kaskadu komplemeetpbwci
k opsonizaci patogenu a jeho fagocytoze.

Sekretovanym PRR je ndklad CRP (C-reactive protein), protein akutni faze vazici
se na fosfolipidy fes fosfocholinové motivy. KFe spoust klasickou cestu aktivace
komplementu, stimulovat fagocytdzu nebo se vazammaoglobulinové receptory (Black
a kol., 2004).

Mezi sekretované PRRs piataké MBL (mannan binding lectin), plazmaticky

collectin, ktery se vaze na karbohydraty mikroorgani (Sheriff a kol., 1994), coz e
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vyustit v aktivaci komplementu lektinovou cestoet@tsen a kol., 2001).

1.5.2 Cytosolické PRRs

Cytosolické receptory jsou schopny rozlisit ingtatarni infekci od extracelularni
a Skodlivé patogenni mikroorganismy od komehspglestoZze zatim neni zndmo jak (Palm
a Medzhitov, 2009).

Mezi cytosolické receptory gatNLRs (NOD-like receptors). NOD 1 a NOD 2
rozpoznavaji bakterialni infekci detekci cytosofick peptidoglykanovych fragment
bakteridlnich sin a aktivuji imunitni odpaxd’ kritickou pro protekci uci bakteriim
schopnych Uniku endolysosomu a zdsadni pro produtctimikrobialnich peptid
v intestinalnich kryptach. Bylo zji&to, Ze NOD 1 receptor rozpoznava peptidoglyksedp
dipeptid gamma-D-glutamyhesediaminopimelickou kyselinu (iIE-DAP) (Chamaillard
a kol., 2003), NOD 2 receptotgs muramyl dipeptid (MDP). Mutace NOD 2 receptojud
spojovana s Crohnovou chorobou (Girardin a kolQ2@gura a kol., 2001).

DalSim typem cytoplasmaticky lokalizovanych receptjsou RLRs (RIG-1-like
receptors), které rozeznavaji virovou genomickoRM& a dsRNA vzniklou jako replikai
intermediat ssRNA vir (Osamu a Akira, 2010).

1.5.3 Membranové PRRs

Membranové PRRs jsou ukotveny v Bémé membrad a rozpoznavaji PAMPs
v extracelularnim prostoru, fagozémech a endozértkina a kol., 2006).

Mezi membranové PRRs &ali CLR (C-type lectin receptors), které se vyskytuji
na povrchu monocyt makrofag, dendritickych a Langerhansovychnlek. Tyto receptory
jsou produkovany jako transmembranoveé proteingekretovany jako proteiny rozpustné
(collectiny, galectiny, ficoliny) a funguji jako hgininy a opsoniny, které se vazou
na mikrobialni karbohydraty a usnaglici tak fagocytézu (Figdor a kol., 2002)iiltadem
rozpustnych receptdrje nag. plicni surfaktant A (SP-A) (Wintergerst a kol98B). \&tSina
CLR se vaze na mannosylované antigeriteré i na galaktozu (Drickamer a Dodd, 1999)
ato kalcium-dependentnim igobem, @i kterém vyuZivaji velmi konzervovanych CRDs
(carbohydrate recognition domains). Tyto doményabhbf kalcium vazajici kapsy, které
jsou esencialni pro tuto vazbu (Figdor a kol., 2002

Mezi tyto CLR pati nag. Dectin-1, ktery se vaze na beta glukan hub. Deckie
buiky aktivované pes Dectin-1 nebo Dectin-2 jsou schopnéliigpokyn T lymfocyiim

k vybuzeni imunity proti kvasincandida albicangRobinson a kol., 2009).
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DalSim receptoremiadicim se k CLR je mandzovy receptor, prinddiakalizovany
na povrchu makrofédga nezralych dendritickych béky ale nalezen byl také na lidskych
dermalnich fibroblastech a keratinocytech (Sheikkolg 2000; Szolnoky a kol., 2001).
Mandzovy receptor rozeznava terminalni manozu, étydglukosamin a fukézové zbytky
na glykanech vazanych k proteinu (Figdor a kolQ20

Membranovymi PRRs jsou také’Rs (formyl peptide receptors), h@jrexprimované
na neutrofilech a monocytech (Le akol.,, 2002), d&ké nap na fibroblastech
(VanCompernolle akol., 2003) nebo astrocytech @@&&ol., 2000). Tyto receptory
zprostedkovavaji bu&nou chemotaxi a antimikrobialni odpal neutrofili diky vazl
pies N-formylovou skupinu protein mikroorgasnd (Schiffmann a kol., 1975; Marasco
a kol., 1984), avSak v poslednichBknlika letech narfrena data ukazuji, Ze tyto receptory
maji mnohem komplexgi funkci, jelikoz byly objeveny neformylované égdy FPR
receptod (Le a kol., 2002).

Mezi nejlépe definované PRRs PaffLRs (toll-like receptors), membranoveé

glykoproteiny. Rizné TLR receptory rozpoznavajizné molekularni vzory (Tab.1).

Tab.1: TLR a jejich agonisté pouzivané v této praci

Toll-like receptory a jejich agonisté

TLR 2 Listeria monocytogenes

TLR 7 u mysi
TLR 7 a TLR 8 wlovéka

R-848

TLR 3 POLY I:.C

Na N-terminalnim konci jsou TLR receptory bohagtleucinové repetice (LRRs,
leucin-rich repeats) (Bell a kol., 2003). Po C-teramni cytoplasmatické Toll/IL-1R (TIR)
domér, ktera je homologni sdeny IL-1R rodiny (O'Neill a Bowie, 2007), nasledu;j
transmembranovy helix. TLR receptory svou strukiugsipominaji podkovuci pismeno
"m" (Jin a Lee, 2008).

U lidi bylo identifikovano deset TLR receptoru mySi dvanéact (Takeuchi a kol.,
2010). Sice se u nich nevyskytuje TLR 1@kwpiitomnosti stop kodonu v mySim TLR 10
genu, ale oprottlovéku maji TLR 11, TLR 12 a TLR 13, avSak lidsky TLR & mySi TLR
12 aTLR 13 nejsou dosté&t@ charakterizovany a jejich funkce neni zcela ohjaan
(Kawai a Akira, 2010). TLR 1, 2, 4 a6 jsou primarexprimovany na povrchu beik
arozeznavaji PAMPs bakterii, protozoi a hub, avBBR 3, 7, 8 a9 jsou exprimovany

pouze Vv endocytarnich kompartmentech a prihamozeznavaji PAMPs ve form
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nukleovych kyselin vii a bakterii (Akira a kol., 2006).

Prvnim objevenym TLR receptorentiovéka byl TLR 4 rozpoznavajici bakterialni
LPS pomoci koreceptoru MD-2, ktery je ukotven kmmbnv pomoci 8kolika vodikovych
vazeb (Obr.1) (Park a kol., 2009).

a Dimerization interface

Primary
interface

Obr.1: Struktura TLR4/MD-2/LPS komplexu (Park a.k@009).
a) Horni pohled na dimer komplexu TLR4/MD-2/LPS.
b) Bacni pohled na TLR4/MD-2/LPS komplex. Lipidovd komeomta LPS je zobrazena

cervert, vnitini karbohydratove jadraizow.
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Bylo zjiStno, Ze TLR receptory ovliluji aktivaci odpowdi adaptivni imunity nag¢kolika
rovinach a to tak, Zze kontroluji nap
+ selekci antigel pro prezentaci dendritickymi blkiami (Blander a Medzhitov, 2006)
« vyzravani dendritickych bwk a produkci cytokia (lwasaki a Medzhitov, 2004;

Pasare a Medzhitov, 2004)

« nachylnost naivnich T lymfocit k supresi regutmimi T Ilymocyty (Pasare

a Medzhitov, 2003).

« odpowdi zprostedkované B lymfocyty (Ruprecht a Lanzavecchia, 2006
TLR receptory jsou navic schopn&mo aktivovat parérové B buiky k produkci protilatek
(Bernasconi a kol., 2002).

TLR signalizace je prima#nzprostedkovana fes navazaniuznych adaptorovych
molekul obsahujicich TIR doménu, jako je hapMyD88, TRIF nebo TIRAP kTIR
doménam TLR receptdr(Osamu a Akira, 2010; Kumar a kol., 2009). Relkratd&chto
molekul aktivuje @zné transkripni faktory jako jsou nap NF«B, IRF3/7aMAP kinazy,
které indukuji produkci prozétiivych cytokini a IFN typu 1 (Osamu a Akira, 2010).

1.6 Nadorova imunoterapie zaloZzend na kombinaci TLRsignalizace s aktivaci
fagocytozy

Skut&nost, Ze si Dr. William B. Coley povsiml regresedogvého onemoemi po
bakterialni infekci, se stala vyznamnym poznatkemo gistup Kk terapii nadorovych
onemocgni naSi laborai@. Roku 1884 se vyskytl pacient, jehoZz sarkom HiliSpvelky
a neoperovatelny aijpad byl tudiZz povaZzovan za ztraceny. AvSdlakou dobu poté se u
pacienta vyskytla erysipel #pobena infekci beta-hemolytickou bakte8freptococcus
pyogenesa po rkolika dnech se nador & zmenSovat az upinvymizel (Coley, 1910).
Inspirovan timto fipadem, vyuZil pro Ebu neoperatibilniho sarkomu mixu usmrcenych
bakterii Streptococcus pyogenes a Serratia marcesar@ného jako Coleyho toxin (Coley,
1891). RestoZze vté dab burecné mechanismy sobeni nebyly znamé, vysledky
W. Coleyho jsou povazovany zadabky imunoterapie nadorového bujeni.

DalSi vysledky, které ovlivnily nasi laboratgsou vysledky prof. Zhenga Cui a jeho
kolega. Inspiraci nam byl objev z roku 1999, kdy prof.efly Cui s kolegy objevil BALB/c
mySi s SR/CR mutaci (spontaneous regression / @eplesistance), jejichz bky
imunitniho systému byly schopny rozeznat a zlikvatonadorové hiky. Tato mutace
je dominantni a jeienaSena do dalSi generace (Cui akol.,, 2003). ExMé dokazal,
Ze za tuto likvidaci nadorovych bénje zodpo¥dna vrozend imunita, protoZe kdyz izoloval
neutrofily, makrofagy nebo NK hiky z mySi, ktera nadorovy transplantat figpa,
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a prenesl je do mysSi s nadorovym onem&dm, nador zé&al ustupovat (Cui a kol., 2003;
Hicks a kol, 2006).

Pristup naSi laborate je zaloZzen na atrakci btk imunitniho systému do
nadoroveho prostdi, kterd je zajisha injekci PAMPs moti. Dalezitym faktorem
je spojeni mechanisins TLR signalizaci, pro terapii byly pouziti agani¥LR receptoi
(Listeria monocytogenesR-848, POLY I:.C). Déle je nutno zajistit, aby nlby, které
namigrovaly mezi biiky nadorové, je pohltily diky navézani ligandpodporujici
fagocytézu. Timto ligandem pouzitym v této pracinjennan, jehoz pouziti vede
k opsonizaci komplementem (Janotova a kol., 2014).

Mannan je lineérni polymer mandzy, ktery se vyskytuje jakundEné séné rostlin,
tak v burgcné stén¢ kvasinek (Kobayashi a kol., 1997). Mannan je vak&BL (mannan
binding lectin), pocemz dochazi k aktivaci komplementu a opsonizacodgtpzy (Boxx
a kol., 2010).

R-848 (Resiquimod) pdt skupiny imidazoquinolinamina je ligandem pro TLR 7
umySi aTLR 7 aTLR 8 u lidi (Gorden a kol., 2008)éto terapii je vyuzivan jakozZto
nadhrada zaLPS, jelikoz LPS, ktery byl pouzivahvel (Janotova akol.,, 2014),
je procloveka pilis toxicky.

POLY I:.C (polyinosinic-polycytidylic acid) je syntetickyrmalogem viralni dsRNA
a agonistou TLR 3. Po rozpoznani dochazi k prodierferonu, zagtlivych cytokini
a vyzravani dendritickych bgk, které zajisti antigenni prezentaci (MatsumotSega,
2008).

KLH (keyhole limpet hemocyanin) je neobvykle velky nilefarotein
izolovany z hemolymfy rkkySe Megathura crenulataByly prokazany jeho protinadorové
Gcinky nag. na nadoru m@mveého néchyre u mysi (Lamm akol., 1993), ale také byly
testovany u lidi (Jurincic a kol., 1988) a jeho Kkonace s dalSimi latkami byla provedena
také na mySim modelu B16-F10 (Hulikova a kol., 20KLH se také da vyuzit jako ndsi
pro vakciny (Holmberg a Sandmaier, 2004). Petenyetikolegy ukazal, Zze koadministrace
teplem usmrcenélisteria monocytogenesa KLH u mySi redukovala Th2 cytokiny
a zvySovala produkci IFN gamma (Yeung a kol., 1998)

Anti TGF-beta je protilatka blokujici TGF-beta pouZivana s cilelapSeni dinka
nadorové imunoterapie, jelikoZz touto protilatkouirjeibovan jeden z mnoha mechanism
nadofi, kterymi se brani imunitnimu systému. Blokace Ti&&fa signalizace umbije
generaci protinadorové imunitni odgoW (Gorelik a kol., 2001).

Listeria monocytogenes jemald gram pozitivni pohyblivA &ka zpisobujici
listeriozu a ligand pro TLR 2 (Flo a kol., 2000atd bakterie jako adjuvancium moduluje
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stav prostedi k protinadorové Thl odpédi (Yeung a kol., 1998). V této bak&t&é praci
byl zkouman jeji vliv v pipac, kdy je pouZzita nevazana a kigmd, kdy je na bu&ny
povrch vazana kovalentn

Nejen tato bakterie, ale ijiné z vySe uvedenyabmponent byly v ékterych
piipadech na povrch nadorovych Bknkovalent® vazany pomoci membranové kotvy
SMCC (sukcinimidyl-4-(N-maleimidomethyl)cyklohexdnkarboxylat). Na jednom konci
SMCC se nachazi NHS esterova famkskupina, ktera vykazuje afinitu k amim a tedy
I k ndmi pouzivanym k@vam (Bieniarz a kol., 1996). Maleinimidova skupina drahém
konci SMCC reaguje s —SH skupinami. Pro spravnabwaerapeutik f&s SMCC kotvu
je potebny vyskyt sulfhydrylovych skupin na bigmém povrchu. Proto byl hodinureu
aplikaci samotnych & do nédoru injikovan TCEP (tris(2-karboxyethyBfm), ktery
zpiasobuje redukci cystinu na cystein a vy®oi -SH skupin, coZ z#iginuje spravnou
vazbu I€iv pres SMCC kotvu (Janotova a kol., 2014).
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Cile prace

MozZnosti zesileni imunoterapie zaloZzené na kombifesiquimodu a kotveného
mannanu pomoci ligace dalSich TLR recejpptopomoci KLH.

Reseni otazky zapojeni ziskané imunity a odivirimunoterapie blokaci TGF-beta.
Studium bugéné infiltrace Bhem nadorové imunoterapie.

Zjistovani Th1/Th2 stavu imunitni odp&di v pribéhu terapie.
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3

Material a metody

3.1 Chemikalie

Antibioticka/antimykoticka smés (amphotericin B, penicilin G, streptomycir)
(Biosera, USA)

Anti-Mouse CD45 PerCP-Cy5.5; clone 30-F1(eBioscience, USA)

Anti-Mouse CD3e FITC; clone 145-2C1XeBioscience, USA)

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

Anti-Mouse CD8a; clone 53-6.1eBioscience, USA)

Anti-Mouse CD19 APC,; clone eBiolD3eBioscience, USA)

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

Anti-Mouse Ly-6G (Gr-1) Alexa Fluor 700; clone RB68C5 (eBioscience, USA)
Anti-Mouse F4/80 Antigen PE-Cy7; clone BM§eBioscience, USA)

Anti-Mouse CD11c PE; clone N41&eBioscience, USA)

Anti-Mouse MHCII (I-A/I-E) Alexa Fluor 700; clone M 5/114.15.2(eBioscience,
USA)

DNaza | (Roche Diagnostics, &ecko)

EDTA - kyselina ethylendiamintetraoctova (Sigma-AldrittsA)

FCS - fetalni bovinni sérum (Sigma-Aldrich, USA)

Fluoresceréné znatené kalibraéni kuli¢ky - count bright absolute counting beads
(Invitrogen, USA)

KLH - hemocyanin Megathura crenulatas obsahem LPS 4,91 ng/ml (Sigma-
Aldrich, USA)

KLH - hemocyanin Megathura crenulatabez obsahu LPS (ENZO Life Sciences,
USA)

L-glutamin (Biosera, USA)

Liberdza DL (Roche Diagnostics, &hecko)

Listeria monocytogenes (Heat Killed Listeria monocytogenes, HKLM) (Invivogen,
Francie)

LPS - lipopolysacharid Escherichia col(Sigma-Aldrich, USA)

Mannan - zeSaccharomyces cerevisig@igma-Aldrich, USA)

Mouse IFN gamma Platinum ELISA (extra sensitive)eBioscience, Rakousko)
Mouse IL-10 ELISA Kit (sandwich ELISA) (LSBio, USA)
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+ Rat anti-Mouse TGF beta monoclonal antibody, clonelD 11.16.8.(BioXCell,
USA)

« RPMI 1640 (Sigma- Aldrich, USA)

« R-848- Resiquimod (Tocris, Velka Britanie)

« SMCC - 4-(N-Maleimidomethyl)cyclohexanecarboxylicacid-hydroxysuccinimid
ester (Thermo Scientific, USA)

« TCEP - tris(2-Carboxyethyl)phosphine hydrochlorid (SapAldrich, USA)

« Trypanova modi (Sigma-Aldrich, USA)

« Trypsin (0,25% trypsin a 0,02 % EDTA v HBSS (Sigma-AldritiSA)

3.2 Laboratorni zvirata

Pro pokusy byly pouzity samice z mysiho kmene Q38R z Charles Rivers
Laboratories ve sta 8 tydmi a o vaze 18-20 g. Chovany byly jednatliv plastikovych
boxech s fistupem ke sterilni vada suchym krmnym peletam. V mistnosti byla udrzavan
teplota 22° C, 65% relativni vihkost vzduchu a 22dtoperioda.

3.3 Burgé¢né linie

Bung¢nd linie melanomu B16-F10 byla kultivovana v mégRieaMI 1640 s 10 % FCS
(+ amphotericin B 0,2mg/ml, penicilin G 100 j./ml, streptomycin 1Q@/ml a L-glutamin
292 ug/ml) v termostatu s atmosférou nasycenou vodniarami obsahujici 5 % GO

a nastaveném na teplotu 37° C.

3.4 Friprava bunék B16-F10 pro transplantaci

Z kultivatni nadoby bylo slito febyt&né médium ahiky byly 3x promyty
steriinim PBS. Naslednk nim bylo gidano 0,5 ml trypsinizai snesi (0,25% trypsin,
0,02% EDTA v HBSS) a kultivani nddoba byla vloZena na jednu minutu do termestat
Po uplynuti této doby byla trypsinizace zastaveiidapim RPMI 1640 s FCS. Poté byly
buiky rozsuspendovany Pasteurovou pipetou a centifugo (5 min/160 g/4° C). Po sliti
supernatantu byloff@ano RPMI 1640 bez FCS, ve kterém byl pelet razml Z takovéto
bunééné suspenze byl odebran vzorek asmichan s trypanomodi Vv pomeru
1:1. V Burkero¢ komirce byly spéitany zivé buiky a buréna suspenze byla feakna tak,
aby vysledna koncentrace hikrodpovidala 4 x 10bunsk/ml.
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3.5 Transplantace melanomu B16-F10

Pred transplantaci melanomovych Bkrbyly mySi oholeny na pravém boku a poté
jim bylo podkoZ# (s.c.) injikovano 0,1 ml RPMI 1640 obsahuijici 4® burtk B16-F10.

3.6 Méreni velikosti nadoni

Velikost nadoit byla métena pomoci kaliperu kazdy druhy den. Objem nadgifu b
vypoiitan dosazenim naftenych hodnot do vzorce V&6 (AB?), kdeA predstavuje délku

a B vySku nadoru v milimetrech.

3.7 Friprava terapeutickych latek

Resiquimod.HCI
K Resiquimodu byl fdan ekvivalent 3,5% HCI¢imZ vznikl hydrochlorid, ktery

je dol¥e rozpustny ve vad

Listeria monocytogenes-SMCC

Suspenze bakteriiisteria monocytogene§l0'%ml PBS) byla smichana s SMCC
v poneru 2,5 mg SMCC/1 ml suspenze. Po 40 minutové in&up#& pokojové teplot
nasledovala dialyza proti PBS pomoci diatydatrubice MWCO 3500 za stalého michani
api 4° C. Vyslednéd koncentrace roztoku byla 1 milatehkteriiListeria monocytogenes
s navazanym SMCC/ml PBS.

Mannan-SMCC
Nejprve byl reduéni aminaci (5 din, 50° C) mannanu v prasdi borohydridu

sodného a octanu amonnéhtippaven mannan-Ny Ten nasledh zreagoval se SMCC

na mannan-SMCC (Janotova et al., 2014).

KLH-SMCC

KLH v prostedi PBS reagoval se SMCC vp&nn 2 mg KLH / 1 mg SMCC
po dobu 40 minutip pokojové teplat. Roztok byl nasledndialyzovan proti PBSies noc
za stalého michantipd® C pres dialyzani trubici MWCO 3500.

3.8 Analyza dat

Data z experimefit byla statisticky zpracovana v programu STATISTICK.
Statisticka vyznamnost byla zigvana pomoci testu ANOVA pro opakovana pozorovani
doplrtného o post-hoc Tukéy test. Analyza fezivani po uko¥eni terapie byla provedena

Log-rank testem a nadorovy infiltrat, mnozstvi Igdmma a IL-10 bylo vyhodnocovano
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T-testem. Do vytvienych graf byly k jednotlivym sloupgim vioZzeny SEM (standard

error of the mean).
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4  Experimenty

4.1 Terapie melanomu pomoci KLH a bakterieListeria monocytogenes

Pro tento experiment bylo pouzito 30 samic mySTBIZ6N, které byly 12. den po
transplantaci butk B16-F10 ndhodhrozdleny do 5 skupin po Sesti mySich. Kazdé sképin
byla podavana jina terapeuticka&m
Schéma aplikace terapeutik (skupina a terapeutikum)

. Skupina A - 18 Listeria monocytogenes 0,5 mg Resiquimod.HCI / ml 0,2 mM
mannan-SMCC v PBS

. Skupina B - 18Listeria monocytogeneSMCC + 0,5 mg Resiquimod.HCI / ml 0,2
mM mannan-SMCC v PBS

« Skupina C - 0,5 mg KLH (Sigma-Aldrich) + 0,5 mg Rgsmod.HCI / ml 0,2 mM
mannan-SMCC v PBS

+ Skupina D - 0,5 mg KLH-SMCC (Sigma-Aldrich) + 0,gmResiquimod.HCI / ml 0,2
mM mannan-SMCC v PBS

« Skupina K (kontrola) - PBS

Terapie byla zahdjena dnem 0, kter§ippdl na 12. den po transplantaci nadorovych
burgk. V ¢ase 0 byly kaliperem zéreny objemy naddra poté bylo jednotlivym skupindm
intratumoral® aplikovano 50ul TCEP (50 mM roztok TCEP v PBS) pro redukci cystin
na cystein a tudiz lepSi vazbu SMCC kotvy do &né membranyHodinu po aplikaci
TCEP byly mySim podany samotné&déné latky, které byly aplikovany téz intratumotaln
po 50ul dle skupiny. Terapie takto probihala dtgiech injeknich pulzech (dny O, 1, 2,...8,
9, 10,...16, 17, 18,... 24, 25, 26). Objem nadoyl méien kazdy druhy den pokusu pomoci
kaliperu (ve dnech, kdy se podavala cv@, byly nadory miteny vzdy ped aplikaci
terapeutika). Poté bylo sledovan@pivani mysi.

4.2 Terapie melanomu pomoci KLH a anti TGF-beta

K tomuto pokusu bylo pouZito 36 samic C57BL/6Ngerkin byly subkutanh
transplantovdny melanomové itky. Dvanécty den (den 0) po transplantaci byly mysi
nahodrt rozdileny do skupin A-K po Sesti kusech.

Schéma aplikace terapeutik (skupina a terapeutikum)
+ Skupina A - 0,5 mg Resiquimod.HCI / ml 0,2 mM manfSMCC v PBS
+ Skupina B - 0,5 mg Resiquimod.HCI + 0,5 mg KLH (lk€%S, ENZO Life Sciences)
/ ml 0,2 mM mannan-SMCC v PBS
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+ Skupina C - 0,5 mg Resiquimod.HCI + 4,91 ng LPSI Of8 mM mannan-SMCC
v PBS

+ Skupina D - 0,5 mg Resiquimod.HCI + 0,5 mg KLH (lk€%S, ENZO Life Sciences)
+ 4,91 ng LPS / ml 0,2 mM mannan-SMCC v PBS

« Skupina E - 0,5 mg Resiquimod.HCI + 0,5 mg anti Ti6&fa protilatky / ml 0,2 mM
mannan-SMCC v PBS

« Skupina K (kontrola) - PBS

Dle jednotlivych skupin byly mySim intratumorélnnjikovany l&ebné snisi po 50 pul
ve ¢tyrech pulzech, ii¢emz jeden pulz trvalit dny (dny O, 1, 2,...8, 9, 10,...16, 17,
18,...24, 25, 26). Hodinu ipd aplikaci vlastniho terapeutického roztoku bylgSim
intratumoralg podano 50ul 50 mM TCEP v PBS. Nadory byly kaliperensiany kazdy
druhy den experimentu (vZdyiga aplikaci terapie i TCEP). Po ukemi terapie bylo
pozorovano fezivani mysi po 100 dni. Po 142 dnech otha terapie byla i@zivSim

mySim provedena retransplantace stejné davky neglcidourtk do stejného mista.

4.3 Studium nadoroveé infiltrace @i lecbé tzv. komplexni terapii (Listeria
monocytogenes-SMCC + Resiquimod.HCI + mannan-SMCC + POLY I:C)

Pro studium nadorového infiltratu bylo pouzito BiySi, kterym byly subkutarn
transplantovany melanomové ity B16-F10. Tyto mySi byly 12. den po transplantaci
nahodr rozctleny do dvou skupin (24 mysi do skupiny A a 24 md@iskupiny K, nadory
zbylych # mySi byly analyzovany v den 0). Skupik byla podavana tzv. komplexni
terapie, picemz skupina K byla kontrolni.

Schéma aplikace terapeutik (skupina a terapeutikum)
. Skupina A - 18 Listeria monocytogenes 0,5 mg Resiquimod.HCI / ml 0,2 mM
mannan-SMCC v PBS (tzv. komplexni terapie)
« Skupina K (kontrola) - PBS

Terapie probihala v pulznim rezimu (dny O, 1, 2,.98,10,...16, 17, 18,...24, 25, 26),
pificemz v tyto dny bylo mySim intratumoré&lmplikovdno 50ul lé¢ebné komplexni sisi

¢i PBS (dle skupiny). Hodinutpd kazdou aplikaci latek bylo do natlantratumordlg
injikovano 50ul TCEP. Nadory byly pomoci kaliperugiteny kazdy druhy den. Pro analyzu
infiltrace byly vzdy poctyiech dnech (dny 3, 7, 11, 15 a 19) z obou skupirbrdahgy fi
mysSi. Jedna samice s velkym, jedna gedstim a jedna s malym nadorem. Tyto mySi byly
usmrceny strzenim vazu a poté jim byly celé nadeyynuty pomoci pinzety atizek
aomyty vRPMI 1640. Nadory byl rozgtany na menSi kousky avlozeny do 2ml
mikrozkumavek s RPMI 1640, DNase | (c = Ong/ml) a Liberase DL (c = 0,3@g/ml).
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Tyto mikrozkumavky byly umighy na jednu hodinu nagpaku (400 kmiti/min) do
termostatu nastaveného na 37° C. Nasldnyy vzorky zcentrifugovany (5 min/160 g/4° C)
a supernatanty odebrany v mnozstvi G0@ zamrazeny v - 80° C pro experiment Detekce
IFN-gamma v supernatantech z nadoroveho infiltrgiomoci ELISA a Detekce IL-10
v supernatantech z nadorového infiltratu pomociFALIPelety byl pevedeny pes plastové
sitko s pory o velikosti 7@um do centrifugénich zkumavek a doptny do 500ul PBS.
Takto zpracované nadorové suspenze byl nanese@ pbdo 96 U jamkové destky. Ke
vzorkim bylo pidano 10 ul piedem pipravenych smési fluorescetné znaenych
monoklonalnich protilatek. Od kazdé nadorové suspdayly vytvadeny 3 jamky, kdy jedna
slouzila vzdy jako nebarvena kontrola, druhd jakworek zn&eni |. ateti jako vzorek
znaeni Il. (Tab.2). Kontrolagchto protilatek byla provedena na vzorku mySiclesptyt

kazdy interval experimentu.
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Tab.2: Riprava smisi protilatek s navazanym fluoresceinem pro barveaiki.

Znaceni Nazev protilatky a fluoresceinu Typ burk Redéni
anti-Mouse CD45 PerCP-Cy5.5 leukocyty 200x
anti-Mouse CD3e FITC T-lymfocyty 100x
I anti-Mouse CD4 APC CDA4+ lymfocyty 100x
anti-Mouse CD8a PE-Cy7 CD8+ lymfocyty| 100x
anti-Mouse NK1.1 PE NK hiky 100x
anti-Mouse CD45 PerCP-Cy5.5 leukocyty 200X
anti-Mouse Ly-67%éGr-1) Alexa Fluof granulocyty 100x
I anti-Mouse F4/80 Antigen PE-Cy7 mgx%g; 100x
anti-Mouse CD19 APC B-lymfocyty 100x
anti-Mouse CD3e FITC T-lymfocyty 100x

Takto byly suspenze inkubovany v lednici po dobun2@ut pgi 4° C. Poté byla deska
promyta centrifugaci 2 min/424 g/4° C¥igdnim 150ul PBS. K peletu bylo nakonec
pfidano 140ul PBS a 10ul prepaitavacich kukek. Vzorky byly analyzovany pomoci
priaitokového cytometru BD FACSCantoll (BD Bioscience(§A) se spravé nastavenymi
lasery (Tab.3) v programu BD FACSDiva Software.
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Tab.3: Nastaveni lasepritokového cytometru.

Nastaveni lased

Window Extension 2,00

FSC Area Scaling 0,80

Laser Delay Blue 0,00

Laser Delay Red 30,00

Area Scaling Blue 0,80

Area Scaling Red 1,30

4.4 Analyza Th stavu nadorového prosedi

Tento experiment se sestdva ze dvaasti atoz pokusu Detekce IFN-gamma
v supernatantech z nadorového infiltratu pomoci ALl a z pokusu Detekce IL-10

v supernatantech z nadoroveého infiltratu pomoci3ALI

4.4.1 Detekce IFN-gamma v supernatantech z nadordwe infiltratu pomoci
ELISA

Pro tento experiment byly pouZity supernatantybadamé pi zpracovani naddr
v experimentu Studium nadorové infiltracdi pécbe tzv. komplexni terapii Listeria
monocytogeneSMCC + Resiquimod.HCI + mannan-SMCC + POLY L:@yo pokus byl
vyuzit kit Mouse IFN gamma Platinum ELISA (extraxsiive).

Desttka s navdzanou anti IFN-gamma protilatkou byla ddakromyta 400ul
Washbuffer. Poté bylafipravena kalibréni fada v duplikatied®nim dvojkovouradou. Do
dvou jamek, které slouzily jako blank, bylo napge&tno 100ul Calibrator diluent. Do
dalSich jamek bylo napipetovano BDSample diluent, ke kterému bylo pot&dano 20ul
vlastnich vzorkt (tedy supernata@itodebiranych i zpracovani naddérz pokusu Studium
nadoroveé infiltrace id lécb¢ tzv. komplexni terapii L{steria monocytogeneSMCC +
Resiquimod.HCI + mannan-SMCC + POLY I:C)). Zbytekoxki byl prenesen do
mikrozkumavek a off zamrazen na - 80° C. Takto byl uchovan do nagigtio pokusu
(Detekce IL-10 v supernatantech z nadorového iafilt pomoci ELISA). Nasledrnbylo do
vSech jamek fidano 50ul Biotin-Conjugate (Conjugate solution tezEny Sample diluent
v poneru 1:100). Takto ppravena destka byla pokryta adhezivnim filmem a inkubovana
pii pokojové teplat po dobu 2 hodin za mirnéhaéepani. Po uplynuti této doby byla
tekutina z jamek odstrédna a jamky byly Sestkrat promyty 4Q0 Washbuffer. Do vSech
jamek bylo pidano 100ul Streptavidin-HRP (Streptavidin-HRP tezkny AssayBuffer
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v poneru 1:100). Destka byla znovu pokryta adhezivnim filmem a inkubavapi
pokojové teplat po dobu jedné hodiny za mirnéhepéni. Poté byla tekutina z de&kti
opét odstragna a jamky byly promyty stejnym é&pobem jako poiedchozi inkubaci. Ihned
po promyti bylo do vSech jamekigano 100ul TMB Substrate Solution. Nasledovala dalSi
inkubace destky pii pokojové teplat, ktera byla dle zabarveni kaliltrd fady ve spravny
¢as zastavena rychlymiiganim 100ul Stop Solution do kazdé jamky. Hned poté byla
desttka netena na Synergy H1 microplate readeru v programuS3&050 nm.
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4.4.2 Detekce IL-10 v supernatantech z nadorovehofiltratu pomoci ELISA

Pro tento pokus byly pouzity tytéZz supernatantyebichné [ zpracovani
nadoi z pokusu Studium nadorové infiltracei pécbé tzv. komplexni terapii Listeria
monocytogeneSMCC + Resiquimod.HCI + mannan-SMCC + POLY [:C)kga
v experimentu Detekce IFN-gamma v supernatantecddnrového infiltratu pomoci
ELISA. WuZit byl kit Mouse IL-10 ELISA Kit (sandweh ELISA).

Vzorky byly vyndany z mrazaku a ponechany ¥olmzmrznout. Nasledn byly
zcentrifugovany (20 min/1000 g/4° C) pro odst@n pripadnych bugk a neistot,
supernatant byl odebranigmesen do mikrozkumavky a 2xiedé&n pomoci Sample diluent.
Kalibracni fada byla fipravovanarednim dvojkovouradou v mikrozkumavkach ze Sample
diluent a Stock standard (rozptr$f lyofilizovany standard v 1 ml Sample diluentiubace
10 minut za mirnéhoig¢pani). Poté byla kalibtai fada penesena do jamek dekly
s navazanou anti IL-10 protilatkou. Do dalSich jameduplikatech bylo napipetovano 100
ul vzorku. Jako blank bylo pouzito 1Q0 Sample diluent. Destka byla gekryta adhezivni
folii ainkubovana p 37° C po dobu 2 hodin za mirnéhdegani. Poté byla
tekutina z destky odstragna a do kazdé jamky bylorigdno 100ul Detection reagent A
(1:100 naedeny koncentrovany Detection reagent A pomoci Asshedt A). Desttka byla
znovu prekryta filmem, s citem prégpana, aby se promichal obsah jamek ainkubovana
jednu hodinu B 37° C za mirnéhoi¢pani. Naslednbyla tekutina z destky odstragna
a jamky byly vysuSeny bouchanim déksi o savy ubrousek. Poté byla deké tikrat
promyta gidanim 350ul Wash Buffer (deionizovanou vodou 60xied&ny koncentrovany
Wash Buffer), picemz posledni jidany objem byl ponechan v des& po dobu jedné
minuty. Destéka byla ogt zbavena veSkeré tekutiny bouchanim o savy ubkodé&sledss
bylo do v8ech jamekifmlano 100ul Detection reagent B (koncentrovany Detection esag
B naedn pomoci Assay diluent B v pamu 1:100). Destka byla gekryta folii, s citem
lehce pratepana a ponechana inkubovat 1 hodifilBp°® C za mirnéhai¢pani. Po inkubaci
byla tekutina z destky odstragna a jamky byly 5x promytyimlanim 350ul Wash Buffer.
Nakonec bylo do kazdé jamkyigano 90ul Substrate solution a desta byla naposledny
piekryta adhezivnim filmem a ponechana inkubovatitnp pri 37° C do té doby, nez byla
reakce dle pozorovani intenzity zabarveni katibraiivky zastavena rychlymimanim 50
ul Stop Solution. Vzorky byly greny na Synergy H1 microplate readeru v programu &en
pii vinové délce 450 nm.

29



5  Vysledky

5.1 Terapie melanomu pomoci KLH a bakterieListeria monocytogenes

Uspssnost terapie a jeji vliv byl sledovan pomogiiemi objemu naddra prezivani
mySi. Na Obr.2 je znaza#ny vliv Iécby na objem nadérv pribéhu terapie.
Z grafu je patrné, Ze vSechny testovan&ssntatek (skupina A - D) maji pozitivni vliv
na redukci nddorovéhaistu vi¢i kontrole, tedy u vSech sisi byla prokazéna statisticka

vyznamnost od 12. dnecldy.
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Obr.2: Vliv I&by na melanom B16-F10 vid¢hu terapie.

A - Listeria monocytogenest Resiquimod.HCI + mannan-SMCCB - Listeria
monocytogeneSMCC + Resiquimod.HCI + mannan-SMCC,- KLH + Resiquimod.HCI
+ mannan-SMCCD - KLH-SMCC + Resiquimod.HCI + mannan-SMCK, (kontrola) -
PBS.

*P <0.05, *P<0.005, **P< 0.0005 vztazeno ke skupiK
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Po ukoreni terapie bylo sledovanagzivani mysi do 100. dne po prvni aplikaci
lécebné smisi. Z tchto dat byly vytvéeny Kaplan - Meier #vky (Obr.3), ze kterych Ize
soudit, Ze z pohledu délkye¥iti se jevi kotvendisteria monocytogenege sngsi (skupina
B) Wcinngji, nez-li nekotvena (skupina A), ovSem tento rbzuibyl statisticky vyznamny.
Mezi skupinou s kovalengnvazanym (skupina D) a nevazanym (skupina C) KLHyhe
pozorovan zasadjsi rozdil v délce feziti mySi. Peziti mysi ve vSech &&nych skupinach

bylo statisticky vyznamiivysSi ve srovnani s kontrolni skupinou.
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Obr.3: Vliv I&ebnych smisi s vazanowi nevazanouListeria monocytogenea vazanym
¢i nevazanym KLH naigzivani mysi.

A - Listeria monocytogenest Resiquimod.HCI + mannan-SMCCB - Listeria
monocytogeneSMCC + Resiquimod.HCI + mannan-SMCC,- KLH + Resiquimod.HCI
+ mannan-SMCCD - KLH-SMCC + Resiquimod.HCI + mannan-SMCK, (kontrola) -
PBS.

*P <0.05, *P<0.01 vztazeno ke skugirK
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5.2 Terapie melanomu pomoci KLH a anti TGF-beta

V tomto experimentu byl sledovan vlikigavku anti TGF-beta protilatky a KLH
k zakladni terapeutické i Resiquimod.HCl/mannan-SMCC na redukci nadorového
objemu a naslednérgzivani mysi po dobu 100 dni odtatku terapie. Jelikoz v preparatu
KLH od firmy Sigma-Aldrich, pouzitém vipdchozim experimentu, byl detekovan LPS,
bylo pristoupeno k testovani KLH od firminzo Life Sciences, ktery LPS neobsahuje.
Rovrez byl testovan samotny LPS v mnoZstvi, které byi&téno v preparatu firmy Sigma-
Aldrich a kon€né KLH se stejnym fidavkem LPS, ktery preparat Sigma-Aldrich obsahuije.
Jak je zejmé z Obr.4, neptSi redukce nadorovéhoistu bylo dosazeno ve skupin
se zakladni kombinaci Resiquimod.HCl/mannan-SMG&dny gidavek KLH, LPS, jejich
kombinace ani fidavek anti-TGF-beta neved| ke zesiledinku zakladni terapie. BohuZzel
nebylo u Zadné skupiny dosazeno statistické vyzamrpravépodobr z divodu velkych

smérodatnych odchylek.
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Obr.4: Vliv terapie na objem melanomu B16-F10.

A - Resiquimod.HCI + mannan-SMCB8,- Resiquimod.HCI + mannan-SMCC + KLH (bez
LPS), C - Resiquimod.HCI + mannan-SMCC + LPS (4,91 ng/dl)y; Resiquimod.HCI +
mannan-SMCC + KLH (bez LPS) + LPS (4,91 ng/nid),- Resiquimod.HCI| + mannan-
SMCC + anti TGF-beta protilatki, (kontrola) - PBS.
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Co se tye peziti, tak 50 % feziti dané zakladni terapeutickou ésin(skupina A)
piidavkem KLH bez LPS ovliwno nebylo (skupina B) a anitigavek LPS v kombinaci
s KLH se neprojevil (skupina D).fldani samotného LPS k zékladni terapeutick@&ssm
zvySilo peziti na 66%, tento rozdil vSak nebyl statistickgnvamny. U skupiny A, B aD

bylo dosazeno statistické vyznamnosti oproti sk&igi{Obr.5).
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Obr.5: Vliv I&ebnych smasi s KLH a anti TGF-beta protilatkou na délkieziti.

A - Resiquimod.HCI + mannan-SMCCB - Resiquimod.HClI + mannan-SMCC
+ KLH (bez LPS, ENZO)C - Resiquimod.HCI + mannan-SMCC + LPS (4,91 ng/ml),

D - Resiquimod.HCI + mannan-SMCC + KLH (bez LPS, ENZA LPS (4,91 ng/ml),

E - Resiquimod.HCI + mannan-SMCC + anti TGF-betdildtka, K (kontrola) - PBS

*P < 0.05 vztazeno ke skugiK

Po 142 dnech od Zatku terapie byla provedena podkoZni retransplamadorovych bufk

viem pezivSim mySim (10 mysSi). Tyto bky se ujaly pouze jedné mySi ze skupiny A

a jedné ze skupiny C (20 %).
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5.3 Studium nadorové infiltrace i lécbé tzv. komplexni terapii (Listeria

monocytogenes-SMCC + Resiquimod.HCI + mannan-SMCC + POLY I:C)

V tomto pokusu byl sledovan leukocytarni infiltnégnitt nadoru a objemy nador
v pribéhu tzv. komplexni terapie, kteroutguistavuje sis bakterielisteria monocytogenes
Resiquimodu.HCI, mannanu-SMCC a POLY I:C. Na Ohe&nazorgn vliv této I&by
na redukci nadorovéhdistu v pfibéhu terapie, ficemz je patrné, Ze patnacty a devatenacty
den terapie bylo dosaZeno statistické vyznamnedtikce objemu nadbmu |&ené skupiny
oproti kontrole (skupina K). Dale jiz nebylo mozZzneanalyze nadorového infiltratu

pokraiovat, jelikoz u skupiny A doslo k vydéni mysi a vymizeni nadar
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Obr.6: Objemy naddrv prabéhu tzv. komplexni terapie.

A - Listeria monocytogenes Resiquimod.HCI| + mannan-SMCC + POLY [iIC,(kontrola)
- PBS.

*P < 0.0005 vztazeno ke skugiK
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Na Obr.7 je graficky zpracovano sloZzeni nadorovilfiiratu ve dnech 0, 3, 7, 11,
15 a 19. Tma¥ Sedy sloupéek ve dni 0 znazduje skupinuii mysi, kterym nebyla podana
ani |&ba ani kontrolni PBS. Z grafu lze &igt, Ze po léebném pulzu populac€ED45+
burgk (leukocyty) vzdy poklesla a naopakep terapeutickym pulzem vzrostla jegga vysSi
hodnotu, nez jaka byla n&hena @ed pulzem. ¥tSi mnozstvi butk CD45+ oproti kontrole
bylo pozorovano u skupiny A, tedy u myséd@ych tzv. komplexni terapiifigemz vrcholu
bylo dosazeno 15. den terapie.

Zmeny v mnozstvi bugk CD3+ (lymfocyty) v piibéhu terapie vice ménkopiruji zneny
leukocyti (bunky CD45+), pouze stim rozdilem, Ze ode dne 11 &enirolni skupiny
mnoZzstvi échto burk témei neneni.

Dale byly analyzovany jednotlivé subpopulace lynytéc

Bunky CD4+ (Th lymfocyty) tvai prevaznoucast lymfocytarniho infiltratu, u
kontrolni skupiny se jejich mnozstvitiliE neneni, u l&ené skupiny p&y opet klesaji
¢i stoupaji v zavislosti na pulzech terapie.

Bunky CD8+, predstavujici Tc lymfocyty, se pohybuji pouzéadu rékolika mélo
stovek na mr) u l&ené skupiny bylo jejich maxima dosaZeno 7. derptera

Poslednim analyzovanym typem lymfacybyly CD19+ buiky (B lymfocyty),
jejichZz mnoZstvi se pohybuje pouze kolem staskuma mmni jak u I&ené, tak u kontrolnf
skupiny, proto jejich analyza neméili@ velkou vypo¥dni hodnotu. U I&né skupiny byl
zaznamenan jejich nést v den 3, tedy po prvnim pulzu terapie, kdy sestvi &chto
burek vy3plhalo na cca 400 bek/mm?®,

Buiiky NK1.1+ (NK buiky) byly v nejwtSim mnozstvi itomny u skupinyif mysi,
kterym nebyly injikovany Zadné latky a jejichz mmedany byly analyzovany v den 0. Ani u
lé¢ené skupiny A, ani u kontrolni skupiny K setppoNK burgk v pribéhu experimentu
nikterak vyrazgiji nengnily, az 19. den byl zaznamenam jejich pokles &%y skupiny A
a o0 77,5% u skupiny K.

U monocyiti/makrofag (F4/80) byl téZ zaznamenan pokles oproti dnu f¢emz 3.
a 11. den terapie dokonce jejich mnozstvi lehi@vagzovalo u neliené skupiny K oproti
skupirs 1ésené tzv. komplexni terapii. Bty bunsk F4/80 se drzely ¥adu stovek na mi
proto nelze z jejich mnoZstvi vyvozovat Zadnécrav

Vibec nej¢tsi zastoupeni v nadorovem infiltratu zaujimaji nglacyty GR1+),
jejichz mnozstvi bylo v den 0, kdy jeéstebyla do melanomu aplikovana zadna latka, pouze
cca. 200 bugk/mm®. V den 3, tedy po prvnim pulzu terapie, se jejitmoZstvi zvysilo jak u
skupiny A, tak u skupiny K, ovSem 7. den terapigsldau l&ené skupiny A k dalSimu
narmistu na tén¥ 5000 bugk/mm?®, naopak u skupiny K byl zaznamenan jejich poklesce
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nez polovinu.Vden 15 dosahl granulocytarni irdilt svého maxima (tén 9000

burgk/mm® u skupiny A, vice nez 5000 btkdimm? skupiny K).
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Obr.7: Nadorova infiltrace CD45+ béky CD3+ burk, CD4+ burk, CD8+ burk, CD19+
burgk, NK1.1+ burk, F4/80+ butk a GR1+ busk u skupinyA (tzv. komplexni terapie)
a kontrolni skupinK (PBS) v ptib¢hu terapie.

*P < 0,05, *P< 0,005 vztazeno ke skugiiK
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5.4 Analyza Th stavu nadorového prosedi

5.4.1 Detekce IFN-gamma v supernatantech z nadordwe infiltratu pomoci
ELISA

V tomto experimentu byl extracelul&ndetekovan IFN-gamma produkovany
v nadou jakozto informace o stavu TR1Th2 odpowdi v nadorovém prostdi v piibéhu
terapie.Wuzity byly supernatanty odebrané vipéhu pokusu Studium nadorové infiltrace
pii 1&¢bé tzv. komplexni terapii Listeria monocytogeneSMCC + Resiquimod.HCI +
mannan-SMCC + POLY I:C)ipzpracovani naddr

Z nangtenych hodnot absorbanci standardu v duplikatu pgbsten jejich ptimer,
od kterého byl poté odten blank. Z &chto dat a koncentraci standardu byla vigwna
kalibratni kiivka, ze které byly odgtany koncentrace naffeného IFN-gamma
v jednotlivych vzorcich v pg/min(Obr.8). Atkoli nebylo dosaZeno statistické vyznamnosti
lécené skupiny i skupirs kontrolni, a to jak v {epaitu na mni tak na cely objem nadoru,
lze si vSimnout, Ze hodnoty koncentrace IFN-gammadésené skupiny A jsou oproti

kontrolni skupig K znatelrg vyssi.

mA K
__ 700
[29]
€ 600
£
S 500
£
o 400 -
9]
© 300
€
g 200 -
=
100 -
9 ) L
O | — i o
0 3 7 11 15
Den terapie

Obr.8: Koncentrace IFN-gamma v pikogramechepgitu na mni nadoru.
A - Listeria monocytogenest Resiquimod.HClI + mannan-SMCC + POLY I.C,
K (kontrola) - PBS.
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5.4.2 Detekce IL-10 v supernatantech z nadorovéhnofiltratu pomoci ELISA

V tomto experimentu bylo stanovovano mnoZstvi pkayaného IL-10 v progdi
nadoru jakoZto informace o stavu T&ITh2 odpo¥di v prabéhu terapie (Obr.9). Pro tento
pokus byly pouzity tytéZz supernatany jako v pokusDetekce [IFN-gamma
v supernatantech z nadorového infiltratu pomoci 3&,1 tedy supernatanty odebran& p
zpracovani naddrz experimentu Studium nédorové infiltracé pecbeé tzv. komplexni

terapii ListeriamonocytogeneSMCC + Resiquimod.HCI + mannan-SMCC + POLY [:C).
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Obr.9: Koncentrace IL-10 v pikogramech iepaitu na mni nadoru.
A - Listeria monocytogenest Resiquimod.HClI + mannan-SMCC + POLY I.C,

K (kontrola) - PBS.
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5.4.3 Pondr IFN-gamma a IL-10 jakoZto ukazatel Th stavu v naaru

Po vypg@itani koncentraci IL-10 na mitrpro jednotlivé nadory (Obr.9) byly tyto
hodnoty dany do po#nu s koncentraci IFN-gamma (Obr.8) jakozto ukazdiel stavu
(Obr.10). Z grafu jeiejmé, Ze v den 0 byla v nadoru Th2 odad\WIFN-gamma:IL-10 =
0,77:1), ovSem jiz 3. den terapie se gommenil tak, Ze nastal stav Thl (IFN-gamma:IL-10

= 34,5:1), ktery byl udrzovan i nadale.
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Obr.10: Ponir IFN-gamma ku IL-10 u kené a kontrolni skupiny wepastu na mni

v pribéhu terapie.

A - Listeria monocytogenest Resiquimod.HClI + mannan-SMCC + POLY I.C,
K (kontrola) - PBS.
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6 Diskuze

Imunoterapie je v dnedni dblynimana jako naghy pristup k l€bé nadorovych
onemockni. Tato bakal&ka prace navazuje nakolikalety vyzkum naseho tymu pod
vedenim RNDr. Jana Zenky, CSc., ktery si klade izayvinout Ginny Iék pro Iébu
nadorovych onemoeni, jenz by nasel uplatni v lidské onkologii.

Cilem této prace bylo pokusit se zlep3ispbeni kombinace latek, které nami byly
pouzivany doposud, ato pouzitim dalSich TLR adonikLH ¢i blokaci TGF-beta. Dale
bylo pozorovano sloZzeni b&mého infiltrdtu a mira zapojeni ziskané imunity
v protinadorovém f{sobeni spokné se sledovanim Th1/Th2 stavu odpdiv v pribéhu

imunoterapie.

Pokus ¢. 1 této prace navazuje nasnahu kolégyumzakové nahradit LPS
kovalent® vazanou bakteriiListeria monocytogenesglikoZz jeji buré¢na stna LPS
neobsahuje, ato v kombinaci s téZ kovalerkotvenym mannanem, R-848 a POLY I.C
(Kumzakova, 2015). V této praci byla sledovana viasd pouziti kotvenéhd nekotveného
TLR 2 agonisty, tedy.isterie monocytogeneSynergii TLR receptdrs ligandy spojenymi
s fagocytdzou popsal Underhill a Ganter (UnderhiGanter, 2004). Tom s kolegy prosazuje
kovalentni kotveni terapeutik k povrchu nadorovymhek, jelikoz je tak zvySena aktivita
dendritickych bugk proti nadoém a zarove dle vysledk svych experimeiit zdiraziuji
duleZitost pouziti vicero chemicky konjugovanych PAdMPro zvySeni efektivity léku,
protoze tak dochazi k navySeni aktivace imunitngystému. Prokazali, Ze kovalentni
konjugace vicero PAMPs motisk potencionalnim TAA (tumor-associated antigemagje
zvySovat aktivaci imunitniho systéemu primingem math T lymfocyti (Tom a kol., 2013).
Pozorovani redukce nadorovéhistu pouzitim kovalenth kotvené a nekotvengisteria
monocytogenesv této praci neprokazalo, Ze by jednaz moZnostla bjednoznan¢
piinosrEjsi, ovSem kivky pieziti ukazuji, Ze z hlediska délkygZivani je kotvend.isteria
monocytogene&inngjSi (50 % jediné se dozilo hranice 100 dni)igstozZe toto tvrzeni neni

statisticky vyznamné.

Pouziti KLH v pokusw. 2 @imo navazuje na pokus 1, kde byl prokazan jeho
pozitivni vliv naredukci nadorovéhoustu, & uZz bylo KLH kovalentsd kotvené
¢i nekotvené. AvSak po analyze KLH od firmy SigmatAth bylo zjiS€no, Ze obsahuje
4,91 ng/ml LPS a tedy bylo geba o¥iit, zda jeho pozitivni vliv neni Zigoben pra¥ timto
obsahem LPS. Proto bylo vyuzito KLH od firmy EnzadfeL Sciences, které LPS
neobsahovalo. BohuZel vyznamnost pozitivnilkimku KLH bez obsahu LPS na redukci
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nadorovehoirstu prokazana nebyla a jeho pozitiviinky prokdzané v prvnim experimentu
prisuzuji spisSe LPS vém obsazeném, Ifyse vyskytovalo v malém mnozstvi. Viggenim,
pro¢ KLH ne&inkoval tak, jak jsme doufali, by mohla byt skinest, Zze KLH neni TLR
ligandem a tudiz neindukuje tvorbu proZtimych cytokini a nepodporuje vyzravani
dendritickych busk. OvSem zasadni je, Ze KLH je antigen a samotimjopindukuje stav
Th2 (Yeung akol., 1998; Falcone a Bloom, 1997)toHoto pohledu je tedy vhodgim
piistupem pouziti TLR agonistnikoli KLH.

V tomto experimentu byl také sledovaiigpevek blokace TGF-beta protilatkou. Ani
tato inhibice se nezda byt pro nasi terapii velim@snou, moznymicvodem ntize byt fakt,
Ze mySi model B16-F10 je imunogenni pouze &labvyskyt Treg lymfocyt je zde nizky
(Zenka, Ustni sdleni) a proto neni inhibice TGF-beta v tomtdpadk tolik potrebna. Dalsi
moznou spekulaci je, Ze pod vlivem prosgtéwych cytokina (IL-1, IL-6) diferencuji naivni
T lymfocyty v Th17 lymfocyty (Kimura and Kishimot@010) spiSe nez v Treg a tudiz je zde
malo TGF-beta a neni ho peba blokovat. OvSem u skupiny ¥danou anti TGF-beta

protilatkou bylo dosaZzeno 67%eziti, a&koli tato skuténost nebyla statisticky vyznamna.

Za ukazatele miry zapojeni ziskané imunity v expentuc. 2 Ize pokladat sledovani
aspEsSnosti¢i neusgsnosti retransplantace melanomu B16-FI@s®ze se v minulosti naSe
laboratd zabyvala zejménaigobenim vrozené imunity na redukci nddaredomujeme si,
Ze iimunita ziskana zde hraje vyznamnou roli. kdeéli se nadorové liy ujaly pouze
u 20 % mysi, Ize i@dpokladat, Ze vrozena imunitéedala informaci imunét ziskané, doslo
k uloZeni informace do paftovych burk atedy se Ize na naSi¢cku divat téZ z pohledu
vakcinace. Toto je dalSi vyhodou terapie bez LR&akzmisobovala rychlé vytéeni, nikoli

pozvolné, coz o za nasledek, Ze se ziskana imunita nestihlajizgenka, Ustni stleni).

Sledovani nadoroveho infiltratu viiméhu terapie ukazalo, Ze néjgi zastoupeni zde
maji granulocyty, coz se shoduje s vysledky kolégitovarové, ktera pro k&bu pouzila
Zymosan-SMCC, kdy po 48 hodinach od intratumordétiikace l&ebné latky vystoupilo
mnoZstvi granulocyit na cca 3200 na mh{Kovéaiova, 2015). Z celkového leukocytarniho
burg¢ného infiltratu zaujimaji hiky ziskané imunity zhruba 15 %, u kolegyKovarové
to byla pouze 2 %, coz potvrzuje naSi hypotézu adwlosti uziti vicero TLR agonigtéimz
se zajisti komplexni TLR signalizace a vyzravanndigickych burk. Také Janotova
s kolegy prokazala, Ze v nadorovém infiltratidepadaji granulocyty ato ip léché
hydrofobré kotvenym mannanem s LPS, laminarinem-BAM s LPBILFKK-BAM s LPS
a LPS samotnym, kdy se jejich maximalni mnoZstvépityalo na cca 12000 na mm
po 24 hodinich u skupiny f-MLFKK-BAM. U &by mannan-BAM a v menSi bei u |&by
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mannan-BAM s LPS byl zaznamenan takdésteény nafist B lymfocyti a NK burgk
(Janotova a kol., 2014). KolegynJakova pouzila pro ku melanomu B16-F10
Mycobacterium tuberculosiSMCC a i ona zaznamenala n#gi podil granulocyt

na leukocytarnim infiltratu (d#&ova, 2015). Tento pokus tedy prokazal, jakénkiyu
imunitniho systému a v jaké faise vyskytuji v nddorové mase a mohou byt poteatm®
zodpowdné za jeji likvidaci. Dle vysledkJanotové s kolegy Ize usuzovat, Ze pouziti LPS
vylug'uje ve vysSi mnoZstvi granulocytarniho infiltratale ot dochazim k zawru,

Ze s pouzitimListerie monocytogenawa terapie delSi pbéh a vice se blizi vakcigaimu
schématu, dojde k zapojeni ziskané imunity a néhzde nastoleni tolerance vyvolané

nadnérnou davkou antigenu jako tomuige byt u LPS (Janotovéa a kol., 2014).

Dle pongru IFN-gamma ku IL-10 bylo stanovovano Th piesdi uvnit nadof.
Z vysledki vyplyva, Ze ped zapoetim l&by viadl v nadoru stav ThZiili pronadorovy,
ovSem jiz teti den se stav zmil na Thl, tedy protinadorovy. Toto zggi je velice
vyznamneé, jelikoZ potvrzuje, Ze je naSe terapietal@s¢ Gcinna v aktivaci imunitniho
systému proti nadorovym hkdm a je tak potencionainvhodnym imunoterapeutikem.
Duvodem, pré na p@&atku experimentugvladal v nadoru stav Th2,ihe byt skuténost,
Ze v nadorovém mikroprastdi je tendence k supresi produkce IL-12, ¢agto vyusuje
ve snizenou Thl aktivitu, kterd by norm&lmobilizovala imunitni odpayd’ proti
nadorovym antigaeim (Kidd, 2003). Terapeutika R-848 i POLY |.C vedoprodukci IL-12,
ktery zpisobuje nastoleni stavu Th1l, ktery je charakterimovémo jiné IFN-gamma, pod
jehoz vlivem se naivni dendritické ity stavaji biikami DC1s, které pak produkuji hojné
mnozstvi IL-12 a taktdidi a dale stabilizuji Thl polarizaci (Ria a kdl998).
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Zavér

Byl studovan dinek kotvené a nekotvené bakterieisteria monocytogenes

na redukci nadorovéhdstu a pezivani jeding.

Bylo zjisténo, Ze pozitivni vliv KLH na redukci nadorovéhisstu byl zgisoben LPS

v ném obsazeném.

Byla provedena retransplantace melanomovych¢bowylécenym jediném a dle
téchto vysledk bylo usouzeno, Ze se procesu boje proti nadarapojuje i ziskana

imunita.

Blokace TGF-beta protilatkou nebyla pro terapilip prinosna.

Byl studovan bug&ny infiltrat nadoru v pibéhu imunoterapie zaloZené na pouziti
TLR agonist a mannanu metodou tgokové cytometrie. NeptSi zastoupeni zde
mely granulocyty.

Bylo stanovovano mnozstvi IFN-gamma alL-10 v nador prabéhu I|&by.

Imunoterapie zaloZzena na kombinace vicero TLR a&fora aktivaci fagocytozy

vede k nastoleni protinadorové Th1l imunitni ocdjatv
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