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1. UVOD

Nadorova onemocnéni patii v dneSni dobé mezi nejobavanéjsi onemocnéni nejen
v Ceské Republice, ale i po celém svété. Rakovina je definovéana jako onemocnéni maligni
(tzn. zhoubné), které je charakteristické pro sviij nekontrolovatelny rist, invazi do okolnich
tkani, schopnost metastazovani a celkové negativni piisobeni na organismus.

Rakovina vznika akumulaci genetickych zmén v lidskych genech. Vzhledem
k prodluzovani stfedni doby pfeziti populace dochazi k trvalému zvySovani vyskytu
nadorového onemocnéni.

Americka onkologickd spolecnost udava celozivotni riziko vyskytu rakoviny u muzii
jako 44,7%. Naopak u Zen je pravdépodobnost vyskytu malignity v prib&éhu zivota nepatrné
nizsi, tedy 38%. Pomér umrti na rakovinné bujeni u muzi je 23,61% a u Zen asi 25%
(Vorlicek a kol. 2006).

Incidence rakoviny pro rok 2012 se pohybuje kolem 14,1 milionti novych piipada
(Ferlay a kol. 2015). Nejcast&ji se vyskytujici rakovinou se za rok 2008 stava rakovina plic -
12,7%, rakovina prsu - 10,9% a kolorektalni karcinom - 9,7% (Ferlay a kol. 2010). Tato
statistika se ovsem neméni ani pro rok 2015. V tomto roce je datovano 8,2 milionu Gmrti na
maligni onemocnéni (Ferlay a kol. 2015). Navzdory zvySovani mnozstvi znalosti o
jednotlivych druzich rakoviny, se bohuzel pfili§ nedafi tato ¢isla sniZovat.

Ne tak Castym, ale zato velmi zaketnym druhem rakoviny je nami studovany maligni
melanom. Celozivotni riziko rozvoje melanomu u bilé rasy je pfiblizné 3% u muzu (1:34) a
1,9% u Zen (1:53). Pfitom incidence ro¢né stoupa o 1,5 - 2,3% (Siegel a kol. 2016).

Mezi béZny zplsob 1é€by zhoubnych onemocnéni patfi zejména chirurgicka 1écba
kombinovana s chemoterapii, pfipadné radioterapii. V poslednich letech se také znaéné
rozviji vyzkum imunoterapie. Timto smérem se vydava 1 moje bakalafska prace, ktera se
zabyva 1é¢bou zaloZenou na aktivaci vrozené imunity. Cilem mé prace je optimalizace 1é¢by
pasobici na imunitni bunky. Nami zvolena l1écba ma za tkol vyvolat, tolik potfebnou,
pfirozenou imunitni reakci organismu.

Silu imunitni reakce stanovujeme pomoci analyzy nadorového infiltratu a detekce
mnozstvi jednotlivych bun€k. Druhou metodou pro detekci odpovédi imunity je stanoveni
zanétlivého cytokinu, interferonu gamma (IFN-gamma). IFN-gamma je ukazatelem zasahu

imunitniho systému uvnitt nadoru.



2. PREHLED LITERATURY

2.1. NADOROVE ONEMOCNENI

Pojem rakovina je souhrnné oznaceni pro zhoubné nadorové onemocnéni. Slovo

rakovina se poprvé objevuje jiz ve druhém stoleti ve starovékém Recku, kdy Galen zatazuje
do slovniku ucéenci slovo ,kakrinos“, které znamena rak ptipadné krab. Podobnost
nachéazena v prorustani nadoru okolim a jeho angiogenezi, ktera napadné pfipomina klepeta
raka (nebo kraba) se tedy stava zakladem pro toto oznaceni (Papavramidou a kol. 2010).
Postupnym rozsifovanim znalosti o rakoving se objevuji i dal$i oznaceni pro nador,
kterd jiz specificky oznacuji bliz§i lokalizaci novotvard, v€etné ureni napadené tkané

(pt. kolorektalni karcinom).

2.1.1. Vlastnosti nddorii

U nadort nové vznikajicich 1 jiz existujicich rozliSujeme urcitou uroven angiogeneze
(= tvorby cévniho zdsobeni). U rozsahlejsich nadort 1ze pozorovat masivni tvorbu krevnich
cév, pro dostatecné zasobeni nadoru nutrienty a kyslikem. Uvnité rychle rostoucich
novotvari dochazi k hypoxii, coz vyvolava tvorbu HIF-1 = Hypoxia-inducible factor 1 a
VEGF = vascular endothelial growth factor (Semenza 2003). Angiogeneze je tak zajistovana
piirozenym prostfedim novotvaru.

V oblasti bioenergetiky je pro nador typicky vyskyt tzv. Warburgova jevu. Dochézi
K pfevaznému vyuziti anaerobni glykolyzy nadorem za vysoké spotieby glukozy. Glukoza je
preménovana na kyselinu mléénou, kterd je v nadbytku vyluCovana ven z buiky (Kim a
Dang 2006).

Dalsi charakteristickou vlastnosti novotvari je schopnost produkovat si vlastni
rustové faktory (mitogenni) a také necitlivost vic¢i inhibi¢nim signalim pfichazejicim na
jejich receptory. Také neomezeny replikacni potencial, kdy pro nadorové buiiky neplati
Hayflickova konstanta (pouze 50 - 60 moznych dé€leni jedné bunky), nebo neschopnost
apoptozy nadorovych bunék pfispivaji k jejich enormni odolnosti (Gupta a Massagué 2006).

Nejvétsim uskalim 1é¢by je ovSsem schopnost nadort metastazovat a jejich invazivita
(Gupta a Massagué 2006). Tvorba vzdalenych metastaz vede vSeobecné K zna¢né horsi

prognoze (Meyer 2000).



2.1.2. Rozdéleni nadori

Nédory miizeme d¢lit na nddory zhoubné (maligni), polozhoubné (semimaligni) a
nezhoubné (benigni). Toto oznaceni (zhoubné/polozhoubné/nezhoubné) popisuje schopnost
nadoru invadovat okolni tkan¢ a metastazovat. Nadory benigni nemetastazuji, ale ackoliv
pomalu rostou, mohou byt piesto smrtelné nebezpecné, protoze se na okolni tkan mohou
pusobit expanzivné (tzn., ze odtlacuji okolni strukturu). Mezi tyto nddory patii naptiklad
hemangiomy, myxomy, leiomyomy, lipomy, ¢i papilomy. Semimaligni nadory se naopak
vyznacuji velmi agresivnim rdstem, ale nemetastazuji. Mezi n¢ se fadi napf. basaliom.
Nadory maligni se také vyznacuji rychlym ristem, metastazovanim a ivazivitou - maligni
nadory destruuji okolni tkané (Vorlicek a kol. 2006). K témto nadorim patii napiiklad
rakovina tlustého stieva, plic, jicnu, slinivky bfisni, d€loZniho ¢ipku atd.

Nadory také délime podle pivodu tkang, z které vznikaji. Takto miizeme nadory délit
na nadory mezenchymové (sarkomy, fibromy, lipomy,...), epitelové (karcinomy, adenomy),
neuroektodermové (nadory z CNS, z PNS, z pigmentovych bun¢k), smisené (germinalni
nadory), nadory z krvetvorné tkané kostni dfen¢ (leukemie), lymfomy, choriokarcinom,

nebo mezoteliom (Vorli¢ek a kol. 2006).

2.1.2.1. Melanom

Melanom nebo také melanoblastom je maligni nador neuroektodermalniho plvodu.
Jako takovy vznika neoplastickou proliferaci melanocyti. Melanocyty - neboli pigmentové
bunky najdeme ve svrchni vrstvé pokozky, vlasovych folikulech nebo napiiklad v oku.
Produkuji pigment melanin. Jsou odvozeny od pluripotentnich bunék neuralni listy. Maligni
melanom vznikd vycestovanim poskozenych melanocytt (porucha tvorby melaninu) do
svrchni vrstvy pokozky a jejich rozsevem (Hearing a Leong 2007).

Mezi prokazané rizikové faktory patfi zejména ultrafialové zafeni, které
pravdépodobné plsobi jako inicidtor kancerogeneze. Jako velmi rizikové jsou potom
dlouhodobé pobyty na slunci bez protekce ochrannymi faktory. Jako nejrizikovejsi cast
populace se jevi severské typy s velmi svétlou pleti, modryma oc¢ima a svétlymi nebo
zrzavymi vlasy. K nejohrozenéj§im narodiim patii Australané, Novozéland’ané, &i Svédové,
nebo Dani (Erickson a Driscoll 2010).

Velmi diskutabilnim faktorem pro vznik nadorového bujeni jsou také solaria.

Nicméné velmi podstatnym rizikovym faktorem je 1 nadmémé slunéni v détstvi



aV dospivani (Autier a Doré¢ 1998). Nadmérné vystaveni slunecnim paprskim déti ve véku

do 10 let zna¢né ptispiva k pozd&jsi tvorbé maligniho melanomu (Tucker a Goldstein 2003).
Maligni melanom je zejména typicky pro bilou rasu a pfiblizn¢ kazdych deset let

stoupa jeho incidence dvojnasobné. Naopak u Asiati je jeho vyskyt velmi fidky, u Cernochi

dokonce vzacny (Ditrichova a Tichy 2006).

2.1.2.1.1. Rozdéleni melanomu

Na zéklad¢ histo-patologického obrazu mizeme maligni melanomy rozdélit do 4
podskupin:
1) Lentigo maligni melanom (LMM) je typicky pro starsi jedince. NejcastéjSimi misty
vyskytu jsou oblicej, krk a hlava. Roste pomaleji. Typicky se tvoii neostie ohrani¢end skvrna
s intenzivnim rozvojem po 5-10 letech.
2) Superficiané se $ifici melanom (SSM) se typicky plosné asymetricky rozsifuje po misté
svého vyskytu. BéZnym umisténim u muza jsou zéda, u Zen dolni koncetiny. Vytvaii se zde
tzv. uzlik, ktery zna¢i intenzivni fazi ristu.
3) Akrolentiginézni melanom (ALM) se nejcastéji vyskytuje na chodidlech, dlanich a
prstech, také se vyskytuje na nehtovém lizku, kde je mozna zaména s béznym hematomem.
Vznik uzlu opét znaci intenzivni fazi ristu.
4) Nodularni melanom (NM) je nejagresivnéj$im typem melanomu. Je vystouply a jiz od

pocatku vypada jako uzel (Ditrichova a Tichy 2006).

2.1.2.1.2. L.écba melanomu

Doposud nejbéznéjsi 1é€bou melanomu je chirurgické odstranéni nddorového
loZiska s naslednou chemoterapii, pfipadné¢ radioterapii, jedna-li se o metastazovani
zejména do kosti nebo centralniho nervového systému (Adam 2004). Rychle se rozvijejicim
odvétvim 1écby je imunoterapie, ktera je i pfedmétem této bakalaiské prace. U malignich
melanomt dochazi k velkému rozvoji 1é¢iv zaloZzenych na principech blokace ¢i inhibice
nadorovych regulatord imunitni reakce, kterymi jsou napiiklad anti PD-1 protilatky, nebo
CTLA-4.

PD-1, které je pfitomno na T-bunice (reguluje jeji aktivitu) se vaze na PD-L1 (B7-H1)
receptor na nadorové bunce. To vede k down-regulaci T-bunék (efektorové funkce). Blokada
této drahy pomoci anti PD-1 protilatek zabrani down-regulaci a dal umoznuje efektorovou

funkci T-bufice — tedy eliminaci nadoru (Freeman a kol. 2000, Stastny a Rihova 2015).



CTLA-4 (cytotoxicky T lymfocytarni antigen 4) je negativnim regulatorem aktivace,
proliferace a nadorové infiltrace T lymfocyti. Jedna se o monoklonalni protilatku, ktera

blokuje tento regulator (Hodi a kol. 2010, Stastny a Rihova 2015).

2.1.3. Priciny vzniku nadori

Mezi hlavni pfi¢iny tvorby nadorovych onemocnéni patii zejména tabakové vyrobky
a nevhodna strava. Koufeni zpisobuje ro¢né jen v USA kolem 30% umrti (Trichopoulos
1996). U kuraki se tak prokazatelné zvySuje riziko vyskytu karcinomu plic, mocového
méchyte, ledvin, slinivky, nebo délozniho ¢ipku.

Nas jidelnicek je velmi podstatnym faktorem pfi tvorbé nadorového onemocnéni.
Obezita ve spojeni s nizkou pohybovou aktivitou zvysuje riziko vzniku rakoviny endometria,
prsu, stfeva (kolorektalni karcinom), nebo napiiklad ledvin (Trichopoulos 1996). Také
alkohol je nedilnym c¢initelem pii rozvoji nddorového onemocnéni, v jeho ptipadé traviciho
traktu. OvSem nejednd se pouze o vybér stravy, ale i substance obsazené v ni. Napiiklad
potravinaiska aditiva (jako napt. palmovy olej) mohou vyvolavat kancerogenezi.

Mimo jiné by zde nemél byt opomenut geneticky vliv na vznik nadord, ktery ma
integralni vliv pfi rozvoji nemoci. Negativné mohou také pusobit psychosocialni faktory,
mezi které fadime stres, piipadné vek, rodinna historie, samotné chovani jedince (postoj
k nemoci), geografické vlivy apod. (Byers a kol. 2005). Jako podstatné se povazuji také
znecisténi zivotniho prostiedi, nebo ionizujici a UV zateni (dale viz kapitola Melanom).

Podstatnym faktorem pro vznik novotvaru jsou infek¢ni agens. Mezi né¢ muzZeme
zaradit naptiklad lidsky papilomavirus (HPV), virus hepatitidy B, nebo napiiklad bakterii
Helicobacter pylori (Vorli¢ek a kol. 2006). Mezi nadory zpusobené lidskymi papilomaviry
fadime hlavné nddor délozniho Cipku, nadory jazyka, mandli, hltanu, hrtanu, dutiny nosni,

nebo také rta (Altaner 2008).

2.1.3.1. Hypotézy o vzniku

V dnesni dobé pievladajici hypotézou o vzniku nddorového onemocnéni je mutacni
genova hypotéza, ktera, jak uz ndzev sam napovida, je zalozend na hromadéni mutaci
Vv jedné bunce. Jedna se o 4-7 mutaci a to zejména v genech pro fizeni a diferenciaci bunky
(Trnka 2007).

Mezi dalsimi dil¢imi teoriemi miizeme zminit napiiklad kmenovou hypotézu. Jedna

se o teorii, kdy malign¢ zvrhlou buiikou nema byt jakdkoliv bunka, ale pouze bunka



kmenova. Také hypotézy iritacni - U tkdni drazdénych opakovanymi lokalnimi zanéty
dochazi k Castéjsimu déleni bun€k (Nordling 1953), nebo regenera¢ni (dusledkem

ptedchoziho drazdéni tkané dochazi k nastupu opravnych mechanismti a chyb s nimi

spjatych).

2.1.3.2. Dédi¢nost nadori

V piipad¢ dédi¢nosti nadorGt mluvime o predispozicich daného nadorového
onemocnéni vychazejicich zejména zrodinné historie. Hovoii se o tzv. ,familiarnim
vyskytu* popisujici fakt, Ze urcity typ nadoru se vyskytl v rdmci jedné rodiny vicekrat. Maji

jednu spole¢nou vlastnost: postihuji spiSe osoby mladsiho véku (Vorli¢ek a kol. 2006).

2.1.3.3. Onkogeny, onkosupresivni geny a antionkogeny

Jak jiz bylo zminéno k nej¢astéjSim divodim, pro¢ dochédzi k maligni transformaci
bunék, jsou mutace. Tyto mutace jsou ve specifickych genech — onkogenech. Jako takové
zfejm¢ hraji dulezitou roli v bunétné histogenezi (omezend diferenciace, proliferace,
diferenciace v post-mitoticky stav) jak uvadi Knudson ve své publikaci (Knudson 1985).
Onkogeny mohou vznikat bud’” Z normélnich genii, protoonkogent (soucasti normalnich
genil), nebo mohou pochazet z virt. Ptiblizné 40 onkogenii bylo popsano zejména diky
studiim na retrovirech nebo diky in vitro analyzam, jako je transfekce (Spandidos a
Anderson 1989).

Plsobeni onkogent potom reguluji antionkogeny nebo onkosupresivni geny. Jejich
produkty inhibuji vliv onkogent. Potlacuji buné¢nou proliferaci a tak se vznik rakoviny

stava pouze souhrou veskerych, jiz zminénych, faktort.

2.1.4. Sifeni nddoru organismem
D¢je se dvojim zpusobem:
1) Pokracovani ristu a invadovani okolnich tkani.
2) Metastazovani:

a) lymfatickou cestou — zakladani vzdalengjSich lozisek vcestovanim malignich
bunék do lymfy. Velmi Casto prechazi v Sifeni krevni cestou, kdy maligni
bunky vycestuji do krevniho feciste.

b) krevni cestou — presun malignich bun¢k do organt, mékkych tkani apod.

krevnim fe¢istém (Zeidman 1957).



Tato invazivni schopnost nadorovych bunék metastazovat znacné¢ piispiva k horsi prognoze

nemoci a k tomu, ze nadorové onemocnéni bezprostiedné ohrozuje zivot (Chambers 2002).

2.1.5. Lécba nadoru

Jednou z nejbéznéjsich terapii je terapie chirurgicka. Spociva v chirurgickém
odstranéni nadorového loziska celého, pripadné pouze jeho casti. Velmi Casto zaroven
dochazi i k odstranéni spadovych miznich uzlin, které mohou obsahovat nadorové buriky,
které jsou podkladem pro metastaticky rozsev. To, zda bude odebran cely nador, nebo pouze
jeho cast je ovlivnéno zejména velikosti nddoru a jeho pfistupnosti. Mnohokrat ale neni
dostupna dalsi naslednd 1écba a chirurgicka terapie se tak stdva nejucinngjsi, jako je tomu
napiiklad u nami studovaného melanomu (Meyer 2000).

V kombinaci s chirurgickou terapii je velmi ¢asto pouzivana chemoterapie.
Chemoterapie se provadi prostfednictvim cytostatik. Ta jsou podavana systémové, zejména
arteridlni infuzi. Jsou inhibitory bunécného déleni a jsou zacilena na buniky organismu, které
se rychle d¢li. VedlejSim G¢inkem je ovSem poskozeni zdravych tkéni, které nesou spolecnou
vlastnost rychlé obnovy. Mezi né patii naptiklad vlasové folikuly, nebo bunky kostni dfené.
V posledni dobé smétfuje vyvoj k eliminaci téchto vedlejSich ucinkii pomoci lokalizované
chemoterapie, ktera vyuziva mikrodialyza¢nich metod (Martins a de Oliviera 2009).

Dalsi moznosti boje s rakovinou je vyuziti ionizujicich zarizeni (radioterapie),
které rozliSujeme na fotonové a casticové. U fotonového (elektromagnetického) zatreni
rozliSujeme gama a X zafeni (Vorli¢ek a kol. 2006). Rozlisujeme zde teleterapii, kde je
zateni pacientovi aplikovdno zevné, pfes kizi na dany nador a brachyterapii, kde se zafi¢
dostava do bezprostfedni blizkosti nddoru, ¢imZz se zvySuje davka radiace a namahani
okolnich zdravych tkani. Pravé brachyterapie v posedni dobé zaznamendva zna¢ny rozvoj,
diky vyvoji 3D skenovani nadorovych loZisek (Lee 2014).

Ohromny rozvoj v poslednich letech zaznamendva také biologicka terapie a to
zejména imunoterapie. Jako oznaCeni biologicka terapie pouzivame latky, které jsou
syntetizovany na zdklad¢ latek télu vlastnich (jsou bud’ podobné, nebo shodné
s fyziologickymi substancemi lidského téla). Casto oviem mnohonasobné pievysuji jejich
ptirozené fyziologické hodnoty. K témto latkam naptiklad fadime, jiz zminény, [IFN-gamma,
nebo IL-2, které slouzi ke stimulaci imunity.

Velka pozornost je tedy vénovana monoklondlnim protilatkdm. Ukazalo se, ze

mohou upravovat nadorovou signalizaci a také vykazuji imunomodula¢ni vlastnosti (mohou



ovlivitovat inhibici, ¢i aktivaci nékteré molekuly imunitniho systému). Mohou tedy podpofit
indukci protinadorové imunitni odpovédi. To vedlo Kk vytvafeni novych strategii 1éCby
rakoviny zalozenych na monoklonalnich protilatkach (Weiner a kol. 2010). Takovymto
,hitem* posledni doby se staly napfiklad monoklonalni protilatky anti PD-1, nebo CTLA-4

(viz kapitola 2.1.2.1.2. Lé¢ba melanomu).

2.2. IMUNITNI SYSTEM

Je nejzéasadnéj$im obrannym mechanismem nasSeho téla vuci okolnim patogeniim a

cizorodym ¢asticim. Jednd se o difuzni organ, jez Zivo€ichy brani vii¢i okolnimu prostiedi
(Southam 1960). Tvofi jej bunky cirkulujici krvi a lymfou a buniky usazené v lymfatickych
organech. Velmi podstatnou soucasti imunitniho systému (=IS) jsou také rodiny adhezivnich
receptort, které zajistuji komunikaci mezi molekulami imunitniho systému navzajem a
s okolnimi tkanémi (Springer 1990).

Nejpodstatnéjsi vlastnosti je schopnost rozpoznavat vlastni a cizi molekuly, coz
slouzi kjiz zminéné ochrané proti cizim antigenim (t€lu nevlastni molekuly) — jsou
imunitnim systémem eliminovany. Zaroven také zajiStuje IS imunologicky dohled -
napf. ochrana proti vlastnim transformovanym bufikdim — nadorovym. Nicméné velké
mnozstvi mikroorganismi, které obyvaji nase téla, dokdzi Zit v symbidze s nasi imunitou

(Hooper a kol. 2012). Mimo jiné k dal§im vlastnostem IS fadime i pamét’ a specifi¢nost.

2.2.1. Nespecificka (Vrozend) imunita

Jde o fylogeneticky staroveéky obranny mechanismus, kterému se fika nespecificka
imunita, jelikoz pusobi proti antigenim vSeobecné€, nikoliv proti jednomu specifickému
antigenu (Ferencik a kol. 2005). Charakteristickou vlastnosti nespecifické imunity je také
neschopnost paméti. Proto jeji op€tovné setkani s ur¢itym antigenem neni ovlivnéno jeho
pfedchozim zapamatovanim.

Evolu¢né bylo nutné spravné rozpoznani vlastnich a cizich antigent, zejména k tomu,
aby se predeslo poskozeni vlastnich tkani a tak se vyvinula vrozena imunita (Medzhitov a
Janeway 1997). Je zalozena na bazalnim fungovani organismu, kde se jedna o tvorbu
pfirozenych bariér, kterymi jsou napiiklad mukézni membrany (Turner 2009). Hlavnim

mechanismem je fagocytdza, kdy dochazi k enzymatickému $tépeni cizorodych castic.



RozliSujeme humoralni a bunécnou slozku. Mechanismy humoralnimi, spadajicimi
pod pfirozenou imunitu, jsou komplementovy systém, cytokiny (jako jsou napft. interferony),
nebo enzymy a inhibitory.

Mezi buniky bunééné piirozené imunity fadime fagocyty (granulocyty, makrofagy a
dendritick¢ bunky), NK bunky, nebo naptiklad zirné buiky, epitelové nebo endotelové
buiky. Tyto bunky maji tedy schopnost spravné rozpoznat patogen a to zejména diky
pritomnosti molekularnich vzori spojenych s patogenitou (pathogen associated molecular
patterns = PAMPSs). Ty jsou rozpoznavany receptory rozpoznavajicimi vzory (PRRs =
pattern recognition receptors), které nachazime na povrchu jiz zminénych bunék (Tang a kol.
2012, Ferencik a kol. 2005).

2.2.1.1. Cytokiny spojené s nadorem

Cytokiny jsou rozpustnymi glykoproteiny, které tvoii bufiky imunitniho systému
(Ferencik a kol. 2005). Hraji velmi dtlezitou roji v kancerogenezi. Na jedné stran¢ mohou
slouzit Kk aktivaci imunitnich zbrani, na stran¢ druhé ovSem mohou pfispivat k maligni
transformaci, ¢i ristu nadoru (Smyth 2004). Jejich hlavnim tkolem je regulace rozsahu,
délky a sméru trvani imunitni odpovédi (Ferencik a kol. 2005).

Cytokiny muizeme rozdélit do ne€kolika hlavnich skupin, dle jejich funkci, viz Tab. I

(Ferencik a kol. 2005, Viléek a Feldmann 2004, Smyth a kol. 2004).

Tab. I: Hlavni skupiny cytokinu (pfevzato z Ferencik a kol. 2005, Vil¢ek a Feldmann 2004, Smyth a
kol. 2004).

Interleukiny Riiznoroda regulace imunitnich reakci

Tumor nekrotizujici faktory | Regulace zanétu, protinddorova funkce

Antivirovy G¢inek, velké mnozstvi riznych funkci (vrozena i
ziskand imunita)

Stimuluji proliferaci a diferenciaci u né€kterych imunitnich
Faktory stimulujici kolonie | bunék (napi.: G-CSF: stimulace granulocyti, GM-CSF:
stimulace makrofagi a granulocytl, apod.)

Interferony

Transformujici ristové Regulace pfemény bunék na nadorové, imunitnich reakci,

faktory embryonalniho vyvoje

Chemokiny Stimuluji chemotaxi (migraci) imunitnich buné¢k, prozanétliva
funkce

Lymfokiny Aktivace makrofagl




2.2.1.1.1. Interferony

Tato bakalaiska prace se zabyva stanovenim interferond (IFN-gamma). RozliSujeme
nékolik druhti interferonl, k nejznaméjsim patii IFN-alfa, IFN-beta a IFN-gamma.
IFN-alfa/beta proteiny jsou kodovany vice geny (u savci) a jsou produkovany rdznymi
druhy imunitnich bunék, jako jsou naptiklad dendritické buiiky, makrofagy, nebo monocyty.
IFN-beta je také secernovan fibroblasty (Vilcek a Feldmann 2004). Alfa a beta rodina
interferont navozuje ve zdravych i1 nakazenych (infikovanych) buiikach antivirovy stav.

Pro mou bakalaiskou praci je nejpodstatnéjsi IFN-gamma. Ten je naopak kodovan
jedinym genem (u savcd) a produkovan NK builkkami v odpovédi na nékteré aktivacni
stimuly (Vilé¢ek a Feldmann 2004, Schoenborn 2007). Jako takovy se IFN-gamma uplatiiuje
pii imunologickém dohledu na nador. Tlumi riist nadoru (spolu s I1L-12) indukci nadorovych
bunék pro antiangiogenezi (Coughlin a kol. 1998). Zaroven je také citlivost IFN-gamma viéi
nadorovym buikam velmi podstatna pro aktivaci MHC 1, ¢i II komplexu. Tak se zvySuje
prezentace antigenu fagocytim. Ty nasledné zpusobi destrukci nadorové tkané a dochdzi
k Gtlumu rastu nadorové masy.

IFN-gamma také podporuje aktivaci CTL (cytotoxické T lymfocyty) a také
diferenciaci a maturaci dendritickych bunék (Smyth a kol. 2004). Thl lymfocyty stimuluji
tvorbu cytokinl (napt. také IFN-gamma) a INF-gamma zpétné aktivuje diferenciaci ThO
lymfocytti na Th1. Th1 lymfocyty nasledné aktivuji makrofagy.

Utinky IFN-gamma jsou znazornény na Obr. 1.

IFN-y
Antiangiogenesis Upregulation of MHC (class 1 &Il)
(IP-10, Mig '\ Antiproliferative / apoptotic effect

induction) \ Sensitize death receptor-mediated apoptosis

Induction of Th1i-type
nmmune response

-

-’—\\.::./’\
— T- II
Blood vessel ( T-ce ]
IFN-y
IFN-y —» —a DC —
i M R * NK cell
Lo \ 117 Increased cytotoxicity
: : - ~—% Upregulation of death
Differentiation / maturation { ligand expression

P (FasL, TRAIL)
TIFN-y

Obr. 1: Uginky IFN-gamma na imunitni systém (pievzato z Smyth a kol. 2004).
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Diky 1é¢ebnym tspéchtim s pouzitim interferont pii terapii malignich melanomu se
interferony stavaji nadéjnou terapeutickou moznosti (Agarwala a Kirkwood 1999).

Interferony, podobné jako vétSinu cytokinu, neni snadné stanovit, protoze jsou
produkovany ve velmi malé mife, t¢éméf nedetekovatelné (Vil¢ek a Feldmann 2004). Proto
V této praci porovnavam dvé razné metody, které jsou hypersensitivni a jsou schopné

zachytit toto (velmi malé) mnozstvi IFN-gamma.

2.2.1.2. PRRs (pattern-recognition receptors)

Receptory rozpoznavajici vzory (PRRs), jez nachdzime na povrchu bunék vrozené
imunity, rozpoznavaji PAMPS (viz vy$e) a DAMPs na povrchu organisma (Ferencik a kol.
2005). Typickymi zastupci PAMPs jsou LPS (lipopolysacharid), nami vyuzivany mannan,
nebo napiiklad beta glukan. DAMPs (damage-associated molecular patterns) slouzi jako
»alarm* v ptipadé€ poskozeni buiiky.

PRRs miizeme rozd¢lit do tii skupin na membranové, cytoplazmatické a sekretované,
jak uvadi Abouelmaatti a kol. ve své publikaci (Abouelmaatti a kol. 2013).

Mezi membranové PRRs fadime zejména Toll-like receptory (TLR), mandzovy
receptor (MR), scavenger receptory (SR), lektinové receptory typu C, kam fadime napiiklad
Dectin-1 (beta glukan) (Gordon 2002). K cytoplasmatickym PRRs mizeme fadit NOD-like
receptory (NLR), nebo RIG-like receptory (RLR). A posledni skupinu tvofi
sekretované PRRs, kam fadime napiiklad C-reaktivni protein (CRP), nebo mannan-binding
lectin (MBL=manozu vazajici lektin) (Abouelmaatti a kol. 2013).

I naSe 1écba je postavena na principu téchto PRRs. Pro nés nejpodstatnéjSimi PRRs
jsou TLR, MBL, MR, Dectin-1 a CR3. Proto zde uvadim jejich stru¢nou charakteristiku.

TLR (Toll-like receptory): hraji hlavni roli v odpovédi na mikrobialni patogeny.

V lidskych buiikéch bylo doposud rozpoznéno 10 ¢lenit TLR rodiny znac¢enych TLR 1-10.
TLR jsou zabudovany do cytoplazmatické membrany vétsinou jako dimery (Ferencik a
kol. 2005).

MBL (mannan vazajici lektin): je protein akutni faze, ktery je syntetizovan
hepatocyty jater. MBL je molekula, ktera je schopna rozpoznavat vzor opakovani fady
sacharidi na mnoha mikrobech a stimulovat jejich opsonizaci. Muze také aktivovat
komplement. Problémem ovSem je absence MBL u pfiblizné 10% populace (Kilpatrick
2002).
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MR (manoézovy receptor). je endocyticky receptor exprimovany makrofagy,
dendritickymi butikami a nékterymi endotelidlnimi bufikami. MR obsahuje N-termindlni
doménu bohatou na cystein. Rozpoznava patogeny diky pfitomnosti D-mandzy (Gordon
2002).

Dectin-1: je typ II transmembranového proteinu s doménou typu C lektinu. Dectin-1
rozpoznava beta glukan (laminarin) a je primarnim receptorem makrofagi pro fagocytozu
¢astic obsahujicich beta glukan (laminarin). Také byl nalezen v neutrofilech a dendritickych
bunikach. Pro svou aktivaci vyzaduje ITAM motiv v intracelularni doméné (Akira a kol.
2006, Gordon 2002, Gersuk a kol. 2006).

CR 3 (komplementovy receptor 3): je fagocytarni receptor, ktery nachazime na
myeloidnich buiikdch (makrofazich, neutrofilech, NK buiikach). Je to B2 integrin také znamy
jako CD18 nebo CD11b. Pro CR3 je velmi podstatny nami vyuzivany beta glukan. Kdyz se
na CR3 navaze beta glukan spolu s C3 slozkou komplementu, dochazi k jeho aktivaci a

pienosu signalu do bunky, u které dochazi k jeji degranulaci a aktivaci (Xia a kol. 1999).

2.2.2. Specificka (ziskand) imunita

Stejné jako mechanismy vrozené imunity mizeme i mechanismy imunity specifické
rozdélit na bunéné a humordlni. Ziskana imunita bunéfna je =zajiStovana zejména
T lymfocyty a nékterymi cytokiny. Naopak humoralni zprosttedkovavaji B lymfocyty, které
se dale diferencuji v plazmatické butiky, které se uplatiuji v protilatkové imunité.

Hlavni vlastnosti ziskané imunity je tak specifiénost (schopnost specificky rozpoznat
jednotlivé antigeny) a pamét’ (tyto antigeny si zapamatovat a pfi jejich opétovném vniknuti
do organismu vyvolat kaskadu imunitni odpovédi dle zapamatovaného vzorce).

Specificnost je zde zprostiedkovana antigennimi receptory, které nachazime na obou
typech lymfocyti. RozliSujeme proto B-bunéény receptor (B-cell receptor) a T-bunéény
receptor (T-cell receptor) (Hood 1985).

T lymfocyty rozpoznavaji pouze antigeny prezentované¢ APC (antigen prezentujicimi
bunikami), kam patii zejména dendritické buiiky, monocyty a makrofagy. Lze je rozlisit na
Tc a Th lymfocyty. B lymfocyty jsou aktivovany Th lymfocyty. Dochazi k jejich zmnoZeni a
jedna polovina se diferencuje na pamétové buiiky a druhd polovina v plazmatické bunky,

které produkuji protilatky (Hotejsi 2015).
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2.2. IMUNITNI SYSTEM A NADOR

Imunitni systém by mél byt schopen branit nase télo vici nebezpecim ciziho i

vlastniho plivodu. Provadi tzv. imunitni dozor nad nasim télem. Takto dokaze takeé
eliminovat nddorové bunky, které jsou pozménénymi bunkami naSeho vlastniho téla.
Eliminuje je zejména prostiednictvim mechanismu, jako je fagocytéza, NK bunky, CTL
(=cytotoxické T lymfocyty), nebo protilatkami. Mimo jiné taky za pomoci bunéénych
subpopulaci Thl a Thl7, které¢ produkuji velkou fadu prozanétlivych cytokind, jako je
napt. IL-2, IFN-gamma, IL-6, jak uvadi Hotej$i ve své publikaci (Hotejsi 2015).

Dulezitym predpokladem rozvoje reakce proti nddoru je rozpoznani nadoru
imunitnim systémem prostfednictvim naddorovych povrchovych antigenii. Zde rozliSujeme
dva zakladni typy antigenti: antigeny specifické pro nador (TSA = tumor-specific antigens)
a antigeny asociované s nadory (TAA = tumor-associated atigens) (Neler a kol. 2008).

Mezi TSA tadime molekuly, které nenajdeme na zdravych bunikach (Neler a kol.
2008). Témi jsou napiiklad komplexy HLA (human leucocyte antigen) molekul I. tfidy
s abnormalnimi fragmenty bunéénych proteinli, nebo onkogennich virt, pfipadné abnormalni
formy glykoproteinti (Hotejsi 2015).

Naopak k TAA fadime molekuly, které je mozné naleznout i na zdravych burnikach
(Neler a kol. 2008). Velmi casto slouzi 1 jako nadorové markery, jako jsou nékteré
onkofetalni antigeny na nadorovych buinikach, nebo melanomové antigeny, jako je MAGE-1
(Melanoma antigen family 1), nebo Melan-A (Hofejsi 2015).

Tyto nadorové antigeny jsou nejcastéji prezentovany MHC I a MHC 11 komplexy

na povrchu bunék.

2.2.1. Obrana proti nadoriim

JelikoZ jsou nadorové builky builkami organismu vlastnimi, sdili velmi casto
S ostatnimi zdravymi bunkami stejné povrchové antigeny. Velmi casto dochazi k jejich
tolerovani imunitnim systémem. Pokud se ovSem u nadorovych bunék vyskytne odlisnost, je
okamzité rozpoznana imunitnimi mechanismy (Hofejsi 2015).

Mezi tyto mechanismy fadime neutrofilni granulocyty, aktivované makrofagy,
NK buiiky, ale i opsoniza¢ni protilatky aktivujici komplement, fagocytdzu, bunécnou
cytotoxicitu: Thl a CTL a jiz zminéné cytokiny (Hoftejsi 2015).

Aktivované makrofagy zajiStuji odstranovani zbytkli odumitelych bunék, jejich

fagocytézu a také eliminaci nadorovych bunék. Také jsou hlavnimi bunkami, které se
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uplatnuji pii rozvoji zanétu, ktery je velmi podstatnym faktorem pii boji s nadory
(Mantovani a Sica 2010). Zde rozliSujeme dva druhy aktivovanych makrofagt. M1, které
vznikaji indukci IFN-gamma a jejich hlavni uloha je likvidace poskozenych bunck a
produkce IL-12 (ten stimuluje T lymfocyty a NK bunky). M2 vznikaji z klidovych
makrofagii za ptsobeni IL-4 a IL-13, které napomahaji regeneraci a hojeni poskozenych
zamezuji rozvoji imunitni odpovédi — viz dale (Hotejsi 2015, Ostrand-Rosenberg 2012).

Pii likvidaci nadorovych buné€k (a virem infikovanych bunék) se uplatnuji také
NK buiiky, které patfi mezi lymfocyty. Jsou aktivovany cytokiny a na rozdil od T a
B lymfocyti nemaji antigenné specifické receptory (Lodoen a Lanier 2006). Specifické
rozpoznani zde probihd diky znacné snizenému mnozstvi MHC I. molekul na povrchu
nadorovych bunék (=NB), které jsou NK buiky schopny rozpoznat. Také rozpoznavaji své
aktiva¢ni molekuly jako je NKG2D, CD94, nebo NKp46. Dochazi k aktivaci NK bungk,
které uvolni své cytotoxické granule do bezprostiedniho okoli NB. Podobnou reakci je
I pisobeni pies Fc receptor CD16, ktery interreaguje s FC ¢astmi protilatek navazanych na
NB a tak spousti degranulaci NK bunék. Této reakci se fikd na protilatkach zavisla
cytotoxicita - ADCC (=antibody-dependent cellular toxicity) (Lodoen a Lanier 2006,
Hoftejsi 2015).

V protinddorové obrané se uplatiiuji také protilatky. Ty se vazi na povrchové
nadorové antigeny, jako je TSA, nebo TAA a tak je opsonizuji (oznaci pro fagocytézu) a
umozni jejich likvidaci pomoci makrofagii M1, neutrofilnich granulocytii, nebo NK buné¢k
(ADCC). Miuze také dochazet k aktivaci klasické cesty komplementu, coz také vede
k opsonizaci a chemotaxi fagocytarnich bunék (Hofejsi 2015). Pro protilatky jsou nutné
kostimula¢ni signaly dodavané Th lymfocyty a také, aby antigeny byly rozpoznany
specifickymi receptory B lymfocyti (BCR) (Ferencik a kol. 2005).
schopnost rozpoznavat poskozené buiiky a s nimi i NB. Tc lymfocyty ni¢i NB zejména
mechanismy zaloZenymi na bezprostfednim kontaktu. Antigeny jsou Tc lymfocytim
prezentovany APC (antigen prezentujicimi buitkami, viz vySe). Jakmile dojde k prvnimu
kontaktu s antigenem, zacnou se Tc lymfocyty diferencovat na efektorové cytotoxické
buiiky — CTL (Hofejsi 2015). Ty jsou roznaSeny krevnim ob€hem az na misto svého
pusobeni (Ferencik a kol. 2005). CTL pouzivaji tfi mechanismy cytotoxicity. Zaprvé ve své

cytoplazmé obsahuji cytotoxické granule, které obsahuji protein perforin a protedzy, které
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jsou zodpovédné za apoptézu NB. Zadruhé na svém povrchu maji Fas-ligand (Fas-L), ktery
v interakci s receptorem Fas aktivuje v NB apoptézu. A za tieti vyuzivaji k likvidaci své
sekretované cytokiny, jako je TNF-p, které piisobi jako Fas-L (Hotejsi 2015).

Th lymfocyty (CD4+) slouzi krozpoznani antigend, které jsou nasledné
prezentovany APC. Mimo jiné jsou Th lymfocyty hlavnimi producenty cytokinti. Mezi

vvvvvv

Cytokiny spojené s nadorem.)

2.2.2. Mechanismy uniku ndadorii imunité

Unikové strategie nadorti imunitnimu systému jsou rozliéné. Mazeme zminit pasivni
obranu nadori. Kde mize dochédzet ke ztratam nadorim typickych povrchovych
antigenu disledkem mutaci, pfipadné maskovani jejich antigent molekulami glykokalyxu,
protoze nadory casto exprimuji vice glykokalyxovych molekul. Mimo jiné jiz zminéna
sniZzena exprese MHC molekul I. tFidy mtze vést k neschopnosti rozpoznat NB pomoci
CTL (Stastny a Rihova 2015). Zalezi ovem na mnozstvi MHC 1., protoze i velmi malé
mnozstvi jsou schopny rozpoznat NK buiiky (Lodoen a Lanier 2006).

Také ale dochazi i k aktivni obrané nadorovych bun€k vici IS. Mezi tyto aktivni
mechanismy fadime inhibi¢ni molekuly, jako je napftiklad jiz zminény PD-1 receptor,
¢1 CTLA-4 negativni regulator imunitni odpovédi. SniZeni imunitni odpovédi mize také
ovlivitovat pfitomnost IL-10, ktery inhibuje nadmérnou imunitni odpovéd’ a tak zabranuje
tvorbé zanétu (Stastny a Rihova 2015). Piipadné TGF-B, jenz sice v po¢atku riistu nadoru
pusobi tumor-supresivng, ale studie ukazuji, ze nador si dokaze vyvolat odolnost viici TGF-3
a dokonce vyuzit TGF-B ke svému prospéchu. TGF-f3 pak podporuje tvorbu Treg bunék z
T bun€k (tvori 5-10%) (Massagué¢ 2008). Tyto Treg inhibuji funkce -efektorovych
T lymfocytd (jakymi jsou napiiklad CTL nebo Th lymfocyty). Také inhibuji IL-17, ktery
produkuje Th17 bunky, které reguluji NK buiiky a makrofagy (Klabusay 2015).

Dalsim mechanismem jsou i myeloidni tlumivé buiiky (MDSC = myeloid-derived
supressor cells), které inhibuji funkci imunitnich bun¢k v nadoru (Ostrand-Rosenberg 2012).
Také zesilena exprese Fas-L je nadorovym bunkam vlastni. Indukuji tak apoptdézu na

ostatnich imunitnich buiikach se kterymi piichazeji do styku (Stastny a Rihova 2015).
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2.4. IMUNOTERAPIE

2.4.1. Imunoterapie zaloZend na specifické imunité

V posledni dobé zaznamenava zna¢ny rozvoj. Jednd se o aplikaci znalosti specifické
imunity pfi nddorové terapii. Velka fada nove se rozvijejicich terapii je zalozena na pouZiti
monoklonalnich protilatek. Mezi nejnovéjsi mechanismy mizeme zatadit naptiklad terapii
pro potlacovani M2 makrofagl (hlavné diky produkci IL-10 a TGF-f) a bunék MDSC.
Nevyhodou této terapie vsSak bylo, Ze po skonceni terapie se prokdzalo obnoveni
metastazovani, dokonce jest¢ ve veétsi mife. DalSim typem terapie je vyuziti protilatek proti
nékterym TSA, ¢i TAA. Mechanismus jejich plsobeni je rozmanity, zaloZeny na podpofe
ptirozenych vlastnosti protilatek (Hotejsi 2015). Dale také vyuziti protilatek, které blokuji
tlumivé receptory, kam patii napiiklad CTLA-4 ¢i PD-1 apod.

DalSim rozvijejicim se typem imunoterapie zalozené na specifické imunité je vyuziti
nadorovych vakcin. Zde se jedna o pouziti dendritickych bunék in vitro kultivovanych
s nadorovymi antigeny, které davaji vznik piipravenym APC. Dendritické buiiky jsou
pripraveny z monocytl pusobenim smeési cytokini. Takto ,,pfipravené APC stimuluji

v organismu (in vivo) T lymfocyty (Palucka.a Banchereau 2012).

2.4.2. Imunoterapie zaloZend na nespecifické imunité

Tato imunoterapie vychazi ze schopnosti rozpoznat PAMPs (pathogen-associated
molecular patterns) prostfednictvim PRRs (pattern recognition receptors). V ptipadé, ze je
patogen rozpoznan, dochazi k jeho eliminaci. Timto patogenem mohou samoziejmé byt i
vlastni pozménéné bunky — nddorové buiiky.

Tohoto principu vyuZziva i tym dr. Zenky. Jak zjistila Janotova a kol. (Janotova a kol.
2014), nejvétsiho ucinku terapie je dosahovano za pouziti TLR agonisti v kombinaci
s ligandy podporujicimi fagocytéozu kotvenymi pifimo na nadorové bunky. NaSe
imunoterapie je obdobné zalozena na tfech hlavnich aspektech. Prvnim bodem je vyuziti
TLR agonisti. Diive se jednalo zejména 0 pouziti LPS, kterym se zabyva prace Janotové a
kol. (Janotova a kol. 2014). OvSem toxi¢nost LPS byla hlavnim divodem, pro¢ bylo
odstoupeno od dal§itho zkoumdani této slibné terapie. A tak se naSe pozornost obratila

o 24

k vyuziti resiquimodu (R-848) jako bezpe¢néjsiho TLR agonisty.
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R-848 (resiquimod): jedna se o ligand TLR 7 u mysi a ligand TLR 7 a 8 u lidi.
Ligace R-848 urychluje dozravani dendritickych bunék a také nejspise zvysuje aktivaci T
bun¢k. Také indukuje tvorbu cytokint, jako jsou IL-6, IL-12, TNF-o, ¢i IFN-alfa a
IFN-gamma. Kromé toho, R-848 indukuje sekreci chemokina (IL-8, MIP-1 a, MCP-1)
Z dendritickych bunék (Ahonen a kol. 1999).

Druhym bodem je vyuziti ligandé podporujicich fagocytézu, mezi které¢ fadime
laminarin, mannan a f-MLF (N-formyl-methioninyl-leucyl-phenylalanine). Timto bodem se
zabyva 1 ma bakalarska prace, kterd se vénuje vyuziti mannanu jako ligandu podporujiciho
fagocytozu a snazi se optimalizovat jeho vhodné vyuziti.

Mannan: tfadime mezi PAMPs. Mannan je linedrni polymer D-manosy spojené
glykosidickou vazbou, ktery je ziskavan z hub (kvasinek), nejéastéji ze Saccharomyces
cerevisiae. Imunitni systém rozpoznava mannan pomoci dvou receptorti. Jsou jimi mannan
vazajici lektin (MBL) a mandzovy receptor (MR), jak je uvedeno vyse.

Laminarin: je ziskavan z hnédé fasy Laminaria digitata. Ma nizkou molekulovou
hmotnost - MW=6000. Je to ve vodé rozpustny beta glukan. MiZe se vazat na receptor
dectin-1, ale vazba laminarinu na dectin-1 se 1isi v zavislosti na jeho izoformy. Bunky
exprimujici lidskou izoformu dectin-1b nereaguji na laminarin, zatimco buniky exprimujici
lidskou izoformu dectin-1a jsou na laminarin vysoce citlivé (Gersuk a kol. 2006).

Motivy stimulujici fagocytézu ovSem nemaji signaliza¢ni ucinek, musi byt vazany,
teprve nasledné vznika signal pro fagocytozu. Bez vhodného kotveni by byly bohuzel nasim
imunitnim systémem zniceny a nevyuZity pro terapii. Proto je nutnd tteti ¢ast nasi 1éCby,
kterou tvoii kotveni do fosfolipidové dvojvrstvy nadorovych bunék. To probiha pomoci
BAM. Dalsi eventualitou je kovalentni vazba na membranové proteiny pomoci SMCC

(kapitola: 4.8. Piiprava 1é¢ebnych latek).
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3. CILE PRACE

Spoleénym rysem této bakalarské prace bylo studium kombinované 1é¢by melanomi pomoci

resiqguimodu (R-848) v soucinnosti s vazanym mannanem a jeji kompletni analyza.

1)
2)
3)
4)

5)

Optimalizace 1é¢by pomoci R-848 s vazanym mannanem.

Porovnani kotveni mannanu a to BAM nebo SMCC.

Studium moznosti dal$iho zesileni imunoterapeutického efektu.

Analyza nadorové infiltrace - stanoveni jednotlivych mnozstvi imunitnich bunék
infiltrovanych do nadoru.

Metodické porovnani stanoveni IFN-gamma metodami ELISA a pomoci

intracelularniho barveni INF-gamma ve sleziné (FACS).
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4. MATERIAL A METODY

4.1. Chemikalie

ELISA kit IFN-gamma (eBioscience, USA)

resiquimod (R-848) (Tocris Bioscience, UK)

mannan (Sigma-Aldrich, USA)

SMCC = Succinimidyl-4-(N-maleimidomethyl)cyclohexane-1-carboxylate ether
(Thermo scientific, Belgium)

TCEP = Tris(2-carboxyethyl)phosphine hydrochlorid (Sigma-Aldrich, USA)
RPMI 1640 (Sigma Aldrich, USA)

Trypanova modi (Sigma Aldrich, USA)

Trypsin (Sigma Aldrich, USA)

FCS = Fetal Calf Serum (Sigma-Aldrich, USA)

Concanavalin A (Sigma-Aldrich, USA)

Monensin (Sigma-Aldrich, USA)

Foxp3 = Fixation/Permeabilization working solution

Permeabilization buffer

PBS = pufrovany fyziologicky roztok (Sigma Aldrich, USA)

Liberaza DL (Roche Diagnostic, Némecko)

DNaza I (Roche Diagnostic, Némecko)

BAM = Biocompatible anchor for cell membrane, Mw 4000 (NOF Europe,
Belgium)

beta glukan (suspenze) (Transfer Point, USA)

laminarin (Sigma Aldrich, USA)

Fluorescen¢né znac¢ené kalibraé¢ni kuli¢ky (Invitrogen, USA)

Fluorescen¢né znacené monoklonalni protilatky pro priatokovou cytometrii:
e Anti-Mouse CD45 PerCP-Cy5.5; clone 30-F11; 0.2 mg/ml (eBioscience, USA)
e Anti-Mouse CD45 APC; clone 30-F11; 0.2 mg/ml (eBioscience, USA)

e Anti-Mouse CD19 APC; clone eBiolD3; 0.2 mg/ml (eBioscience, USA)

e Anti-Mouse CD3e FITC; clone 145-2C11; 0.5 mg/ml (eBioscience, USA)
e Anti-Mouse CD4 APC; clone GK1.5; 0.2 mg/ml (eBioscience, USA)

e Anti-Mouse CD8a PE-Cy7; clone 53-6.7; 0.2 mg/ml (eBioscience, USA)
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e Anti-Mouse NK1.1 PE; clone PK136; 0.2 mg/ml (eBioscience, USA)

e Anti-Mouse Ly-6G (Gr-1) Alexa Fluor 700; clone RB6-8C5; 0.2 mg/ml
(eBioscience, USA)

e Anti-Mouse F4/80 Antigen PE-Cy7; clone BM8; 0.2 mg/ml (eBioscience,
USA)

4.2. Laboratorni zvirata

Pro naSe pokusy byly pouzivany mysi C57BL/6N zchovu Charles River
Laboratories. Jednalo se o osmi tydenni samice chované jednotlivé pii standardnich
podminkach (neustaly pristup ke krmivu a vod¢) ve zvétinci Katedry medicinské biologie

chované v individudln¢ ventilovanych chovnych boxech. S dennim rezimem 12/12 hodin.

4.3. Nadorové bunécéné linie

Pouzita byla mySi melanomova linie B16-F10. Bunky byly kultivovany v médiu
RPMI s 10% FCS (1% antibiotikum, 1% glutamin a 0,1% merkaptoethanol).

4.4. Priprava melanomovvch bunék B16-F10 pro in vivo

Z bungk kultivovanych v kultiva¢nich nadobach se nejprve odstranilo médium, které
bylo nasledné nahrazeno sterilnim PBS. Pomoci PBS byly buniky 3x promyty. Dale byla
provedena trypsinizace (trypsinizac¢ni smés — trypsin 0,02%, 0,25% - EDTA v HBSS) pro
uvolnéni B16-F10 ze dna kultiva¢ni nadoby. Nasledovala pfiblizné dvouminutova inkubace
Vv termostatu pii 37°C v 5% CO2 atmosféfe. Po vyjmuti byla reakce zastavena ptidanim
RPMI s10% FCS. Vznikld suspenze bunék byla pienesena do 50 ml centrifugaéni
zkumavky a centrifugovana 5 minut (150 g, 4°C). Supernatant byl odstranén a suspenze byla
nafedéna RPMI s 10% FCS na pozadovanou koncentraci na zakladé kvantifikace bunék v

Birkeroveé komurce.

4.5. Transplantace melanomovvch bunék B16-F10

Pro transplantaci byly vyuzity osmi tydenni samice mysi rodu C57BL/6N. Bunky
B16-F10 byly mys$im aplikovany subkutanné na pravy vyholeny bok v mnozstvi 4x10°

bunék na mys.
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4.6. Méreni velikosti nadoru

Velikost nadorti byla métena kazdy druhy den pomoci kaliperu. Byly méteny dva
rozmeéry: rozmer A (délka nadoru) a rozmér B (vysSka nadoru). Z té€chto rozmért byl objem

Vypocitan pomoci vzorce pro objem rota¢niho elipsoidu:

V= g «a*b> (Jung Li akol. 2009)

4.7. Vvyhodnoceni poc¢tu plicnich metastaz

Mysi byly usmrceny strzenim vazu. Plice byly ulozeny do PBS a nasledné prohlizeny
pod binokularni lupou. Pocty metastaz byly zaznamenany a dale zpracovany. Nasledné
vyhodnoceni bylo provedeno stanovenim prevalence metastaz a primérnym poctem
metastaz na 1 mys z dané 1éCené skupiny.
Prevalence metastaz byla urCena dle nasledujiciho vzorce:

(%).

pocet mysive skupiné, které majimetastazy « 100

celkovy pocet mysi ve skupiné

Primérny pocet metastdz na 1 my$ zléCené skupiny byl dale stanoven podle vzorce:

soucet vSech metastaz ve skupiné
polet mysi '

4.8. Priprava lécebnvch latek

4.8.1. Piiprava R-848.HCI
0,5 mg resiquimodu bylo smichano s 1,4 ul 3,5% HCI. Déle bylo pfidano 10 ul PBS
pro rozpusténi a posléze 1 ml PBS pro doplnéni na pozadovany objem. Resiquimod Ize jen

stézi rozpustit ve vodném prostiedi, proto je nutné navazat na n¢j predem HCI

(hydrochlorid).

4.8.2. Priprava mannan-BAM

Nejprve byl aminovany mannan piipraven reduktivni aminaci. Roztok mannanu byl v
prostfedi octanu amonného a kyanoborohydridu sodného redukovén pii pH 7,5 a 50°C po
dobu péti dni. Dale byl dialyzovan za pouziti MWCO 3500 dialyzacni trubice (Serva,
Némecko) pii 4°C ptes noc proti PBS. Vazba BAM na aminoskupinu mannanu byla
provedena pii pH 7,3, reak¢ni doba byla 1 hodina. Béhem této hodiny pfi pokojové teploté

21



zreagovala aminoskupina mannanu se skupinou NHS (N-hydroxysukcinimid) BAM.
Ziskany roztok byl skladovan zamrazeny (-20°C) a pfi pouziti rozmrazen v pokojové teploté
(Janotova a kol. 2014).

4.8.3. Piiprava mannan-SMCC a jeho aplikace

| vtomto pifipadé se jednd o reakci aminoskupiny aminovaného mannanu s NHS
skupinou SMCC. Aby byla zajisténa vazba mannan-SMCC na nadorové buiky, bylo
zapotiebi zajistit existenci -SH skupin na téchto bunkach. Toto bylo provedeno redukci
cystint, k ¢emuz byl pouzit 50 mM roztok TCEP v PBS (Janotova a kol. 2014). TCEP byl
intratumoralné aplikovan mysi 1 hodinu v pfedstihu. Takto pfipravené roztoky byly také

skladovany zamrazené (pti -20°C) a pfi pouZiti rozmrazeny pii pokojové teplote.

4.8.4. Priprava beta glukanu a jeho perordlni pouZiti

Byla pfipravena suspenze 60 mg beta glukanu od Transfer point v 1 ml vody. Ktera
byla nasledné¢ mysim podavana peroralné v mnozstvi 50 pl. Bylo nutné v ptedstihu alesponl
2,5 hodiny (maximalné 5 hodin) odebrat mySim krmivo. Toto krmivo mohlo byt zpét

vraceno pul hodiny po aplikaci beta glukanu.

4.8.5. Priprava laminarinu a jeho perordlni pouZiti

Byla pfipravena suspenze 60 mg laminarinu od Transfer point v1 ml vody.
Laminarin je rozpustny tudiz se mySim muize rovnou podat peroralné¢ vV mnozstvi 50 pl.
Pro peroralni podani laminarinu plati stejné pravidla s odebiranim krmiva, jako pro podavani

beta glukanu.

4.9, Statistické zpracovani dat

Data ziskana z experimentti byla dale zpracovavana pomoci MS Excel (vypocty
objemu nadort, sttedni chyby prameéru, tvorba grafi), STATISTICA 12 (Survival Analysis -
Kaplan Meier, ANOVA, post-hoc Tukey test, UnequalN test). Ve vSech uvedenych grafech
byla pouzita sttedni chyba praméru (SEM).
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4.10. Experimenty

4.10.1. Pozorovani ucinku R-848 a mannanu kotveného BAM (pulzni

aplikace) na redukci riistu melanomu u mysi C57BL/6N

Pro tento pokus bylo pouzito 24 mysi C57BL/6N. 12. den po transplantaci melanomu
byly randomizacné rozdéleny do ¢tyiech skupin (I, 11, 111, 1V) po 6 mysich podle nasledujici
tabulky (Tab.Il).

Tab. I1: Rozdéleni mysi do skupin dle terapeutické latky.

l. Mannan-BAM

. Resiquimod.HCI

II. Resiquimod.HCI / mannan-BAM
(\VA PBS

Jednotlivé 1éCebné latky byly aplikovany subkutdnné ve Ctyfech terapeutickych
pulzech. Aplikace probihala v nasledujicich dnech: 0, 1, 2 ...pauza... 8, 9, 10 ...pauza... 16,
17,18 ...pauza...24, 25, 26.

Takto bylo aplikovano 50 pl 1é¢ebné smési (I.: 0,2 mM roztok mannan-BAM v PBS,
Il.: Resiquimod.HCL — 0,5 mg/ml PBS, IlI. 0,5 mg resiquimod-HCL/ml 0,2 mM mannan-
BAM v PBS, IV. PBS) intratumoralné. Obden byla méfena velikost nadorti pomoci kaliperu.
Po ukonceni pokusu byly mysi 30. den usmrceny strzenim vazu a byla provedena analyza

plicnich metastaz.

4.10.2. U¢inek R-848 a mannanu kotveného SMCC (pulzni aplikace)
S perordlnim pridanim beta glukanu nebo laminarinu na redukci nadorového

ristu u mysSi C57BL/6N

V tomto experimentu bylo pouzito 24 samic C57BL/6N z chovu Chares River
Laboratories, které byly osmitydenni. MySim byl transplantovan melanom B16-F10.
Dvanacty den po transplantaci byla zapocata 1écba. Ta probihala ve Ctyfech terapeutickych
pulzech v nasledujicich dnech: 0, 1, 2 ...pauza... 8,9, 10 ...pauza... 16, 17, 18 ...pauza...24,
25, 26.
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Mysi byly rozd€leny do ¢tyiech skupin (I, I, I, V) podle druhu terapie, jak je
uvedeno Vv nasledujici tabulce (Tab.lll). Roztok TCEP i terapeutickd smés byly aplikovany
v mnozstvi 50 pul na my$ intratumoralné. TCEP byl o 50 mM koncentraci (v PBS),
terapeutikum byla smés 0,5 mg resiquimod.HCL/ml 0,2 mM mannan-SMCC v PBS.

Terapeutické latky byly aplikovany v mnozstvi 50 pl na mys intratumoralné.

Tab. I11: Rozdéleni mysi do 1é¢enych skupin dle terapeutické latky.

| TCEP ReSIqUImodeé:(I:/ mannan- i
1. TCEP Resiquimosdl.\;lﬁgclsl mannan- Beta glukan
1 TCEP ReSiq“imOSdl'\;'CC(':/ mannan- Laminarin
V. TCEP PBS -
U skupin I, 11, 11l a IV probihala aplikace terapeutické latky ve dvou oddélenych

fazich. Nejprve se injikovalo TCEP intratumoraln€. Nechalo se hodinu plisobit — pro redukci
cystinu na cystein na povrchu bun&k pro navazani SMCC. Nasledné se po jedné hodiné
aplikovala 2. terapeuticka latka, dle typu skupiny.

U skupin Il a Il se beta glukan a laminarin podavali my$im peroralné nezavisle na
intratumoralni 1é€bé v prabéhu dni 0 - 15. Byly jim podavany 3 mg beta glukanu/laminarinu
v 50 pl vody na mys. Obden byla méfena velikost nadorti pomoci kaliperu.

U mysi byla méfena doba pteziti sto dni. Ta byla nasledné¢ vyhodnocena Kaplan
Meierovou kfivkou pieziti pro kazdou jednotlivou lé€enou skupinu. Také byla provedena

retransplantace nadorové linie B16-F10 u piezivS§ich mysi.

4.10.3. Stanoveni ndadorové infiltrace v pritbéhu lé¢by s pouZitim R-848 a

mannanu kotveného pomoci SMCC (pulzni aplikace) u mysi C57BL/6N

V tomto pokusu byla stanovovana nadorova infiltrace v prib&hu léc¢by v ¢asech 12,
24 a 48 hodin na pritokovém cytometru FACS Canto Il (BD Bioscience, USA). Bylo
stanovovano celkové mnozstvi leukocyt, granulocytl, makrofagli/monocytt, T (CD4+,
CD8+) bun¢k, B bunék a NK bun¢k.

Pro pokus byly pouzity osmi tydenni mySi C57BL/6N (samice) z chovu Charles
River Laboratories. Dvanacty den po transplantaci melanomu B16-F10 byly mysi
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randomizovany do ¢tyfech skupin I, I, 1ll, IV po deviti jedincich. Do pokusu byla také
zatazena skupina V o tfech mysSich (viz. Tab. IV), kterd slouzila jako nelécend kontrola

Vv Case 0.

Tab. IV: Rozdéleni mysi do skupin podle rozdilnych Ié¢ebnych latek.

l. TCEP 0,5 mg resiquimod.HCI/ml PBS

Il. TCEP 0,5 mg resiquimod.HCIl/ml 0,2 mM mannan-SMCC
Il TCEP 0,2 MM mannan-SMCC v PBS

V. TCEP PBS

V. - -

V case 0 hodin byly zabity strzenim Vvazu vSechny 3 mysi ze skupiny V (nelécend
kontrola v ¢ase 0) a nadory zpracovany na analyzu nadorového infiltratu. V ¢as 0 hodin byla
rovnéz zapocata terapie intratumoralni aplikaci latek dle schématu uvedeného v Tab. Il
(vzdy 50 pl jednotlivych roztoktt). Déle v casech 12, 24, 48 hodin byly zabity vzdy 3 mysi
z kazdé skupiny (I, I1, 11 a IV). Mysi pro analyzu v jednotlivych ¢asech byly vybirany tak,
ze nadory byly zméfeny kaliperem a z jednotlivych skupin byly vzdy vybrany 3 jedinci

S malym, stfednim a velkym nadorem (pro zachovani srovnatelnosti analyzy).

Piiprava bunéénych frakei:

Nadory byly z mysi peclivé vypitvany. Ocisténé nadory byly promyty v chladném
(4°C) RPMLI. Nasledné byly nastiihany na mensi kousky a umistény do Eppendorf zkumavek
s enzymatickou smési 1 ml RPMI + 20 ul Liberasa DL (5mg/ml) + 67 pl DNase |
(10 mg/ml). Takto ptipravené nadory byly inkubovany 1 hodinu za stalého tfepani
(400 kmiti/minutu) pii 37°C. Nasledné¢ byly tyto agregaty centrifugovany 5 minut
pii 160g/4°C.

Vysledné pelety byly pievedeny pies sitko (70 pum, BD Biosciences, USA)
do chladného PBS (pH=7,3) a znovu promyty centrifugaci 160g/5 min/4°C. Tyto vzorky
byly fedény dle hustoty danych nadorovych suspenzi do piil, jednoho, dvou, nebo tiech ml.

Toto fedéni bylo nasledné zohlednéno v pfepoctu pro mnozstvi jednotlivych subpopulaci

bunék.
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Ptipravené vzorky byly pfevedeny do 96ti jamkové desticky (Corning Incorporated,
USA). Od kazdého nadoru byly ptipraveny do desticky 3 vzorky (po 10 ul/jamku), z nichz
kazdy byl znafen jinym mastermixem (smés fluorescenéné¢ znacenych protilatek). Prvni
vzorek byl vzdy znacen 1. typem barveni (viz Tab. V.). Druhy vzorek byl znacen II typem
barveni (viz Tab. VI.). Posledni tieti vzorek slouzil jako nebarvena kontrola. Toto rozlozeni

fedénych vzorkd je uvedeno na Obr. 2.
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Obr. 2: Rozlozeni vzorkti v 96 jamkovém panelu a jejich typ barveni pro ¢as 0, 12, 24 a 48 hodin.

Tab. V: Mix fluorescenéné zna¢enych monoklonalnich protilatek — I. barveni.

Anti-Mouse CD45 PerCP-Cy5.5; clone 30-F11; 0,2

mg/ml Leukocyty 200 x
Qg};}l\l/louse CD3e FITC,; clone 145-2C11; 0,5 T lymfocyty 100 x

Anti-Mouse CD4 APC; clone GK1.5; 0,2 mg/ml) CD4+ T lymfocyty 100 x

Anti-Mouse CD8a PE Cy7; clone 53-6.7; 0,2mg/ml | CD8+ T lymfocyty 100 x

Anti-Mouse NK 1.1 PE; clone PK136; 0,2 mg/ml NK bunky 100 x
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Tab. VI: Mix fluorescen¢né zna¢enych monoklonalnich protilatek — II. barveni.

Qg};l\l/louse CD45 PerCP-Cy5.5; clone 30-F11; 0,2 Leukocyty 200 X
Qg};l\l/louse CD3e FITC; clone 145-2C11; 0,5 T lymfocyty 100 x
Anti-Mouse Ly-6G (Gr-1) Alexa Fluor 700; clone

RB6-8C5; 0,2 mg/ml Granulocyty T
Qg}lr;]l\l/louse CD19 APC,; clone eBiolD3; 0,2 B lymfocyty 100 x
Qgtlr:;;/ll(r)#lse F4/80 Antigen PE-Cy7; clone BMS; Monocyty/makrofagy | 100 X

Po pfidani znacenych protiladtek byla desti€¢ka inkubovana v chladni¢ce pfiblizné
20 minut. Nasledné byla desticka promyta 150 ul PBS/jamku pro odstranéni nenavazanych
fluorescen¢n¢ znacenych monoklonalnich protilatek.

Desticka byla centrifugovana 2 min/180g/4°C. Supernatant byl odstranén a do jamek
bylo pfidano 140 pl PBS a 10 pl absolut count kuli¢ek. Takto ptipravené vzorky byly
preneseny do zkumavek pro analyzu na prutokovém cytometru. Priitokovy cytometr byl

nastaven na nasledujici hodnoty (viz. Tab.VII).

Tab.VII: Nastaveni laserti pfi méfeni na pritokovém cytometru BD FACS Canto II.

Events 20 000
Window extention 2,00
FSC Area scaling 0,80
Area scaling blue 0,80

Area scaling red 1,30
Laser Delay blue 0,00
Laser Delay red 30,00

Znacené bunécné populace byly analyzovany za pomoci BD FACS Diva software
6.1.3. Jednotlivé bunécné populace byly nasledné piepocitany (pomoci MS Excel) na pocet

buiiek/mm? nadorové tkang.
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4.10.4. Metodické porovndni stanoveni IFN-gamma pomoci metody ELISA a
pomoci prittokového cytometru (intraceluldrniho stanoveni) v reakci
splenocytit na nadorovy antigen

Ptfi metodickém porovnani byly pouzity dvé odlisSné metody stanoveni mnozstvi
INF-gamma a to (1) intracelularni stanoveni (FACS), a (2) ELISA stanoveni.

Po tento pokus bylo pouzito 48 mysi C57BL/6N. 12. den po transplantaci melanomu

byly randomizacné rozdéleny do dvou skupin (I, II) po 24 mysich podle nasledujici tabulky
(Tab.VIII).

Tab. VIII: Rozdéleni mysi do skupin dle terapeutické latky.

Listeria-monocytogenes-SMCC, 1000
l. TCEP mil./ml 0,2 mM mannan-SMCC v PBS +
0,5 mg R-848.HCI + 0,5 mg POLY I:C/ml
. TCEP PBS

Jednotlivé 1écebné latky byly aplikovany subkutdnné ve ctyfech terapeutickych
pulzech. Aplikace probihala v nasledujicich dnech: 0, 1, 2 ...pauza... 8§, 9, 10 ...pauza... 16,
17, 18 ...pauza...24, 25, 26. Takto bylo aplikovdno 50 pl lé€ebné smeési intratumoralné.
Obden byla meéfena velikost nadord pomoci kaliperu. Po probéhnuti studia nadorové
infiltrace bylo piikro¢eno k méfeni tvorby IFN-gamma ve splenocytech po jejich interakci
S nadorovym antigenem.

Pro stanoveni bylo pouzito Sest mysi. Vyhodnoceni bylo provedeno ve dvou fazich.
Prvni ¢ast pokusu byla provedena se 2 mySmi lécenymi (sk. I — mysi Ia, Ib) a 2 mySmi
nelécenymi (sk. I — mysi Ila, IIb). Tyto 4 mysi byly analyzovany 32. od pocatku pokusu.
Dale byly pouzity mysi 78. den od pocatku pokusu, pouze lécena skupina (sk. I — mysi Ic,
Id). 78. den nemohla byt provedena analyza nelécenych mysi, jelikoz se 78. dne nedozila ani

jedna mys z nelécené skupiny (sk. II).

4.10.4.1. Intracelularni stanoveni IFN-gamma
Nejprve byl piipraven dostate¢ny pocet nadorovych bun¢k B16-F10 ve 20 ml
chladného RPMI. Tyto bunky byly usmrceny UV zatenim ptiloZzenim Petriho misek s 10 ml

bunécné suspenze piiblizn€ 20 cm od UV zatrivky. UV zafeni pisobilo na bunky 1 hodinu.
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Na zavér byly zabité bunky spocitany pomoci Biirkerovy komurky a nafedény na
pozadovanou koncentraci.

Potom byly odebrany sleziny ze ¢tyi 1éCenych mysi (Iécba: Listeria monocytogenes-
SMCC, manan-SMCC v PBS + R-848.HCI +POLY I:C) a jedné zdravé (aplné negativni
kontrola). Takto odebrané sleziny byly pfevedeny pies filtr (70 um, BD Biosciences, USA).
Nasledné byla tato suspenze bun¢k centrifugovana 10min/160g/4°C. Byla provedena lyza
erytrocyti 2 minuty jednim ml 0,84% NH4Cl ohfatého na 37°C. Lyza byla zastavena
pfiddinim 10ml média RPMI s 10% FCS. Déle byly builkky opétovné centrifugovany
10 min/160g/4°C.

Splenocyty byly spocitainy pomoci Biirkerovy komtrky a nafedény na pozadovanou
koncentraci. Nasledné¢ byly splenocyty smichany v jamkach s usmrcenymi nadorovymi
bunikami B16-F10 v poméru 900 000 splenocytt ku 150 000 B16-F10. Objem v jamce byl
doplnén na 1 ml ptfidanim RPMI 10%. Do jamky pro pozitivni kontrolu bylo pfidano 2,5 pl
Concanavalin A (s koncentraci ¢=2,5 pl/ml). Concanavalin A je mitogen, tudiz by mél
aktivovat T lymfocyty k produkci IFN-gamma.

Celkem bylo pouzito pét kontrol: pozitivni kontrola, izotopovéa kontrola pro INF-
gamma, kontrolni slezina ze zdravé (neléCené) mySi, nebarvend kontrola a kontrola
S obarvenymi povrchovym znaky.

Izotypova kontrola slouzila k eliminaci nespecifického barveni. Kontrola ze sleziny
zdravé mysi ur¢ovala pohled na zdravé bunky.

Panel pro FACS byl inkubovan v termostatu 1 hodinu pifi 37°C a 5% CO.. Po této
inkubaci byl pouzZit Monensin, ktery byl pfidan do vSech jamek (finalni koncentrace
€=10 pg/ml). Monensin je inhibitor intracelularniho transportu a slouzil k zabranéni uniku
vzniklého IFN-gamma ven z buiiky. Takto pfipraveny panel byl inkubovan dalSich 5 hodin
Vv termostatu pii 37°C a 5%CO..

Po ukonceni inkubace byly vzorky pfemistény do zkumavek pro pratokovy cytometr
a byl pfipraven mastermix fluorescencné znacenych monoklonalnich protilatek pro

povrchové zna€eni bunék (viz. Tab.IX).
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Tab. IX: Ptiprava barveni I fluorescenéné zna¢enymi monoklonalnimi protilatkami.

Qgﬁgl\l/louse CD3e FITC; clone 145-2C11; 0,5 T- lymfocyty 100 x
Anti-Mouse CD4 APC; clone GK1.5; 2mg/iml | CD4+ T lymfocyty 100 x
Qg}lr;]l\l/louse CD8a PE Cy7; clone 53-6.7; 0,2 CD8+ T lymfocyty 100 X

Ke kazdému vzorku bylo pfiddno 10 pl mastermixu a vzorky byly inkubovany
Vv chladu a tmé 30 minut. Po inkubaci byl ptidan FF (1% roztok FCS v PBS) a zkumavky
byly centrifugovany 5 min/160 g/4°C.

Vzorky byly jesté jednou promyty FF a centrifugovany za stejnych podminek. Pelet
byl rozsuspendovan ve zbylé tekutiné a nasledné¢ byl pfidin 1 ml Foxp3
Fixation/Pemeabilization working solution.

Po 40 minutové inkubaci v chladnu byly vzorky dvakrat promyty centrifugaci
(5min/350g/pokojova teplota). Pro promyti byly pouzity 2 ml Permeabilization buffer.
Pro blokaci formaldehydu, ktery je soucasti Foxp3 Fixation/Permeabilization working
solution, byly pfidany 2 pl inaktivovaného bovinniho séra a vzorky byly inkubovany
15 minut pti pokojové teploté ve tmé.

Dale byla pfidana fluorescenéni znaCena protilatka proti barveni IFN-gamma
(intracelularni znaceni). Do izotypové kontroly byl ptidan IgG PE (Rat IgG kappa Iso
Control PE — 40x fedéni). Takto upravené vzorky byly inkubovany 30 minut ve tmé
pii pokojové teploté. Po oznaCeni bunék byly vzorky dvakrat promyty centrifugaci
(5min/350g/pokojova teplota) za pouziti 2 ml Permeabilization buffer.

Takto pfipravené vzorky byly méfeny na pritokovém cytometru BD FACS Canto 11
(BD Bioscience, USA) a byly analyzovany programem BD FACS Diva verze 6.1.3.

4.10.4.2. ELISA stanoveni IFN-gamma

Pro stanoveni IFN-gamma pomoci ELISA byl pouzit supersenzitivni kit IFN-gamma
ELISA (eBioscience, USA), kde byl pfi stanovovani néasledovan postup dodavany spolecné
s kitem. Pfi piipravé paneli bylo postupovano jako v odstavci 4.10.4.1. Intracelularni

stanoveni IFN-gamma, vcetné pozitivni kontroly.
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Celkem byly pouzity 2+2 mysi lécené (IéCba: Listeria monocytogenes-SMCC,
manan-SMCC v PBS + R-848.HCI1 +POLY I:C), dvé nelécené a jedna zdrava mys. Panely
byly pfipraveny stejnym zplsobem jako pro intracelularni stanoveni, ovSem bez pouziti
monenzinu. Panely pro stanoveni ELISA byly inkubovany v termostatu 24 a 48 hodin
pii 37°C a 5% CO.. Po uplynuti inkubaéni doby byly supernatanty z jamek pieneseny
do Ependorf zkumavek a uchovany piti -80°C. Pro dalsi pouziti byly pozdéji supernatanty

Setrné rozmrazeny pti pokojové teplote.

Desticka (96 jamek) s navdzanou anti IFN-gamma protilatkou byla dvakrat promyta
400 ul Wash buffer (1x fedény deionizovanou vodou). Tekutina byla odstranéna oklepanim
o papirovou utérku. Dale byla pfipravena kalibraéni fada pomoci Calibrator Diluent
desitkovym fedénim, jak je uvedeno v nasledujici tabulce (Tab. X). Jako blank slouzil

samotny 100 pul Calibrator diluent.

Tab. X: Desitkové fedéni Calibrator Diluent pro kalibra¢ni kiivku.

Standard 1 40,00 pg/ml
Standard 2 20,00 pg/ml
Standard 3 10,00 pg/ml
Standard 4 5,00 pg/ml
Standard 5 2,50 pg/ml
Standard 6 1,25 pg/ml
Standard 7 0,63 pg/ml
BLANK BLANK

Dale bylo pfidano do jamek 80 pl Sample diluent a 20 pl danych vzorkd. Finalni
objem v jamkach tvofil 100 pl. Poté bylo do vSech jamek (i blank) pfidano 50 pl Biotin-
Conjugate. Desticka byla pokryta adhezivnim filmem a inkubovana na tfepacce pii pokojové
teploté po dobu 2 hodin.

Po uplynuti dané doby byl odebran adhezivni film a roztok byl odstranén. Dale byly
jamky 6x promyty 400 ul Wash buffer (1x fedény deionizovanou vodou). Po poslednim
peclivém odstranénim tekutiny a osuseni byl pfidan do vSech jamek Streptavidin-HRP (horse
raddish peroxidase). Desti¢ka byla znovu zakryta adhezivnim filmem a inkubovana pii
pokojové teploté po dobu 1 hodiny na tfepacce.

Po odstranéni filmu byly jamky znovu 6x promyty 400 ul Wash buffer (1x fedény
deionizovanou vodou) a ihned poté bylo pfidano do vSech jamek 100 pul TMB Substrate
Solution. Dale byla desticka inkubovana pul hodiny v pokojové teploté a bylo sledovano

zabarveni vzorkt v jamkach. Ve vhodnou dobu byla reakce zastavena.
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Reakce byla zastavena ptidanim 100 pl Stop Solution do kazdé jamky. Ihned po
zastaveni reakce byla desticka prométena na ELISA readeru (SYNERGY H1 microplate
reader; BIOTEK). ELISA reader byl nastaven na méfeni pii vinové délce 450 nm. Takto
byly vyhodnoceny jednotlivé absorbance vzorkii. Tyto absorbance byly méteny duplikatné,
proto byl proveden priamér téchto absorbanci a od n¢j byl odecten blank.

Pro zpracovani absorbanci byla pouzita kalibra¢ni kfivka ze znamych koncentraci
standardt vytvotfenych dvojkovym fedénim. Z rovnice piimky vytvofené pomoci MS Excel
byly vypocteny jednotlivé koncentrace IFN-gamma V nasich vzorcich. Také byl vypocten
koeficient variace (C. V.) a podle né&j byly vyfazeny vzorky, které mély koeficient variance
(C. V.) vyssi nez 20. Mimo to byly také vyrazeny vzorky, kde se jejich hodnota po odecteni
blanku pohybovala v zapornych hodnotach. Takto byly stanoveny koncentrace, které¢ byly

pfevedeny na 1 mm?® nadoru. Koncentrace byla vypoétena v pg/ml.
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5. VYSLEDKY

5.1. Pozorovani u¢inku R-848 a mannanu kotveného BAM (pulzni

aplikace) na redukci riustu melanomu u mysi CS7BL/6N

Graf na Obr. 3 znazornuje vliv terapie pomoci R-848, mannan-BAM a jejich
kombinace na redukci nadorového rustu. Ztohoto grafu je patrné, ze mannan-BAM
(skupina I., ¢erveny sloupec) samotny (bez R-848) nemél na redukci nadorového ristu zadny
vliv. R-848 samotny (skupina II., Zluty sloupec) mél na pocatku terapie vliv na redukci ristu
nadord, ovSem v zavéru terapie doslo k vyrovnani hodnot s kontrolni skupinou (skupina IV.,
modry sloupec). OvSem kombinaci mannan-BAM a R-848 (skupina III., zeleny sloupec)
doslo k signifikantni redukci nadorového ristu v porovnani s kontrolni skupinou (skupina

IV., modry sloupec) i S jednotlivymi slozkami pouzitymi samostatn¢.
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Obr. 3: Vliv terapie pomoci R-848, manan-BAM a jejich kombinace na redukci ristu melanomd.

*P < 0,05 vztazeno ke skupiné I. (mannan-BAM), **P < 0,01 vztazeno ke skupin¢ I. (mannan-BAM),
***p < (0,001 vztazeno ke skupiné 1. (mannan-BAM), o P < 0,05 vztaZzeno ke skupiné II.
(Resiquimod.HCI), o0 o P < 0,01 vztazeno ke skupiné II. (Resiquimod.HCI), ¢ P < 0,05 vztazeno ke
skuping IV. (PBS), 00 P < 0,01 vztaZzeno ke skupiné IV. (PBS), 000 P < 0,001 vztazeno ke skuping
IV. (PBS).

Na Obr. 4 je graf pro zhodnoceni prevalence metastaz Vv jednotlivych skupinach.

Z grafu je patrné, ze jednotlivé druhy 1écby nemély na metastazovani pfiliS vliv. Nicméné

33



v

mannan/BAM. U kontrolni skupiny (PBS) a u terapie Resiquimod.HCl/mannan-BAM byl
pocet metastaz témét shodny.
Co se tyCe poétu metastaz na mys v jednotlivych skupinach, nebyla zaznamenana

Zadna vyrazna zména v zavislosti na druhu aplikované latky, coz je ziejmé z Obr. 5.
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Obr. 4: Prevalence metastaz u 1ééenych mysi (den 30).

I. mannan-BAM, 1. Resiquimod.HCI, I11. Resiquimod.HCI / mannan-BAM, IV. PBS.

12

10

Pocdet metastaz/my§

Skupina

Obr. 5: Po¢et metastaz na my$ u 1é¢enych mysi (den 30).

I. mannan-BAM, 11. Resiquimod.HCI, I11. Resiquimod.HCI / mannan-BAM, 1V. PBS.

Déle byla vypoctena priimérna redukce objemu nédort podle skupiny.

Skupina I.: 18,64 %; Skupina Il.: 33,42 %; Skupina Ill.: 78,54 %.
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5.2. Udinek R-848 a mannanu kotveného SMCC (pulzni aplikace)

S peroralnim pridanim beta glukanu nebo laminarinu na redukci

nadorového rustu u mysi C57BL/6N

Obr. 6 znazoriuje vliv 1é¢by na redukci nadorového rustu. V tomto pokusu byla

pouzita intratumoralni aplikace kombinace latek resiqguimod.HCl/mannan-SMCC s aplikaci
TCEP v piedstihu jedné hodiny. Tato terapie byla u nékterych skupin doplnéna peroralnim
podéavanim beta glukanu nebo laminarinu.

Jak je zgrafu patrné, intratumoralni  aplikace = kombinace  latek
resiquimod.HCl/mannan-SMCC (skupina 1., cerveny sloupec) zpusobuje redukci
nadorového ristu oproti kontrolni skupiné (skupina IV., zeleny sloupec). Tento efekt je
znacn¢ posilen peroralni aplikaci beta glukanu, kdy se redukce stava signifikantni oproti
kontrolni skuping. V piipad¢ peroralni aplikace Laminarinu (skupina III., modry sloupec)
nebylo dosazeno  zvySeni  redukce  nadorového  rhstu  oproti  skupiné

resiqguimod.HCI/mannan-SMCC (skupina I., ¢erveny sloupec).
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Obr. 6: Vliv 1écbyR-848/mannan-SMCC v kombinaci s beta glukanem a laminarinem na redukci
nadorového ristu. 1. resiquimod.HCI / mannan-SMCC + TCEP, Il. resiquimod.HCI / mannan-SMCC
+ beta glukan (peroralné), 111. resiquimod.HCI / mannan-SMCC + laminarin (peroralng), IV. PBS.

¢ P <0,05 vztazeno ke skupiné IV. (PBS), 00 P < 0,01 vztazeno ke skupiné IV. (PBS), 000 P < 0,001
vztazeno ke skupiné IV. (PBS).
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Na Obr. 7 jsou znazornény kiivky pieziti dle jednotlivych skupin. I zde je vidét pozitivni
efekt podavani peroralniho beta glukanu K terapeutické smési
resiqguimod.HCI/mannan-SMCC (skupina II., ¢ervena pieruSovana kiivka). V této skupiné
pfezilo sto dni 50% jedinch. Ve  skupiné se samotnou  kombinaci
resiqguimod.HCI/mannan-SMCC (skupina 1., modra kiivka) hranici sta dni ptezili pouze dva
jedinci  ze  Sesti.  Peroralni  podavani  laminarinu S terapeutickou  smési
resiqguimod.HCI/mannan-SMCC (skupina III., zelena kiivka) mélo dokonce horsi efekt na

preziti mysi, neZ u skupiny bez laminarinu.
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Obr. 7: Graf pteziti (Kaplan — Meier) 100 dni.
I. resiquimod.HCl/mannan-SMCC, Il. resiquimod.HCl/mannan-SMCC + beta glukan (peroralng),
I11. resiquimod.HCIl/mannan-SMCC + laminarin (peroralng), 1V. PBS.

Byla provedena retransplantace nadorové linie B16-F10 v 142. den od pocatku pokusu.
Jednalo se pouze o 3 piezivsi mysi ze skupiny II (resiquimod.HCl/mannan-SMCCC + beta
glukan) a 2 mysi ze skupiny I (resiquimod.HCl/mannan-SMCC). Nador byl nalezen pouze u
jedné mysi ze skupiny I (resiquimmod.HCl/mannan-SMCC), u ostatnich mysi byla

retransplantace neucinna.
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5.3. Stanoveni nadorové infiltrace v prubéhu 1é¢by S pouzitim smési R-848

a mannanu kotveného pomoci SMCC (pulzni aplikace) u mysi C5S7BL/6N

V tomto pokusu byl provadén rozbor nadorového infiltratu. Bylo stanovovano
mnozstvi leukocytl a jejich subpopulaci v zavislosti na typu terapeutické latky.
Na Obr. 8 je uveden rust nadort v prubéhu pokusu. Z vysledkt méfeni je ziejmé, Ze

u vSech skupin dochazelo v priabehu ¢asu k nartistu nadorové hmoty.

‘ mresiquimod.HCl  Oresiquimod.HCl/mannan-SMCC @Emannan-SMCC ®PBS

350

300

250

200

150

100 A

Objem nadoru (mm?3)

50 A

0 a

12 24

Cas (hod)

Obr. 8: Graf objemu nadoru (mm?®) v gasech 12, 24 a 48 hodin Vv priibéhu nadorové infiltrace.

Na Obr. 9. lze vidét mnozstvi jednotlivych infiltrovanych bunék do melanomu
v danych casovych intervalech: leukocyti (CD45+), lymfocyti (CD3+), B lymfocyti
(CD19+), Th lymfocytt (CD4+), Tc lymfocytdi (CD8+), granulocyti (GRI1+),
monocytt/makrofagt (F4/80) a NK bunék (CD161+).

V period¢ 12-48 hodin bylo u vSech studovanych skupin pozorovano zvySeni
celkovych leukocyta (CD45+).

U lymfocyti (CD3+) Ize pozorovat mirny vzrust jejich poctu v ¢ase 12 hodin, ktery
je znatelny zejména u skupiny 1. (Resiquimod.HC1 + TCEP, Cerveny sloupec viz Obr. 9) a
také u skupiny III. (mannan-SMCC, modry sloupec viz Obr. 9). Naopak mirny pokles u
vSech testovanych skupin byl zaznamenan ve 24 hodinach s naslednym ristem ve 48

hodinach (opét vSechny skupiny).

37



ml. Oll. @l @lV. CD45+ @l Oll. @il alv. CD3+
40000 1600
'g 35000 - 1400
f 30000 g 1200
s 25000 = 1000 |
+ 20000 s 800
2 15000 é 600 -
g 10000 O 400 -
2 5000 g 200 i
= 0 n? 0
12 24 48 0 12 24 48
Cas (hod) Cas (hod)
‘ ml. oll. =lll. alv. CD4+ ‘ ml. Oll. @l olv. CD8+
60 500
o 07 T 400 |
E 40 E
- = 300 -
g 30 n
* % 200
2 20 8
¢ = 100 |
5 10 ﬁ 3
=3 [=]
= A 0 -
12 24 48 0 12 24 48
Cas (hod) Cas (hod)
ml. Oll. @il DIV.‘ F4/80 ml. Ol @Il 3Iv. GR1+
3500 6000
fg 3000 - fé 5000 -
£ |
z iggg = 4000 |
= i
= = i
S 1500 | é 3000
& 1000 1 O 2000 1
2 500 | 3 1000 -
(=] [=]
12 24 48 0 12 24 48
Cas (hod) Cas (hod)
ml ol @3l alv. NKL1 ml. oll. @il oIv. CD19+
7000 350
e 6000 - 8 300 -
£ £
~ 5000 - — 250 1
s =
E 4000 1 8 200 -
E 3000 E 150
% 2000 | S 100 -
21000 - 2 50 -
O m 0 n
1% 24 48 0 12 24 48
Cas (hod) Cas (hod)

Obr. 9: Mnozstevni zastoupeni jednotlivych infiltrovanych bun¢k do melanomu (leukocyta
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(CD 45+), lymfocytt (CD 3+), B lymfocytt (CD 19+), Th lymfocytd (CD 4+), Tc lymfocytd

(CD 8+), granulocytt (GR 1+), monocyti/makrofagi (F4/80) a NK bunék (NK1.1)) 1é€eného nize
uvedenymi smésmi: |.resiquimod.HCI, 1. resiquimod.HCIl/mannan-SMCC, I11. mannan-SMCC, V.
PBS.

U Th lymfocyta (CD4+) se v poctu bun¢k dostavame fadové pouze K desitkam,
proto je nelze hodnotit. Je nutno poznamenat, ze v n¢kterych ptipadech nebyly CD4+ bunky
detekovany  vibec, jako naptiklad u  skupiny Il.  V<¢ase 12  hodin
(resiquimod.HCI/mannan-SMCC, zluty sloupec viz Obr. 9).

U Tc lymfocyti (CD8+) detekovanych ve dvanécti hodinach Ize pozorovat vzestup
u vSech sledovanych skupin vii¢i kontrolnimu ¢asu 0 hodin. OvSem opét u nékterych skupin
(skupiny 111. a 1V.) nebyly v ¢ase 24 hodin detekovany zadné Tc lymfocyty. Celkové nelze
ale z tak nizkého poc¢tu bunék vyvozovat zaveéry.

Monocyty a makrofagy (F4/80) maji relativné vyrovnané hodnoty ve vSech
skupinach. Lze vSak pozorovat urCity pokles v case 24 hodin u skupiny I
(resiquimod.HCl/mannan-SMCC, modry sloupec viz Obr. 9) a zaroven napadny vzestup
u skupiny kontrolni IV. (PBS, zeleny sloupec viz Obr. 9).

Co se ty¢e Granulocyti (GR1+) jsou zde spolu sNK bunkami a
monocyty/makrofagy nejpocetn€jsi skupinou buné€k nadorového infiltratu. Zejména
u skupiny Il. (resiquimod.HCl/mannan-SMCC, zluty sloupec viz Obr. 9), dochazi v pribéhu
¢asu k vzrlstu poctu z pocatecnich 150 bunék v case 0 az k cca 4000 GR1+ v Case 48 hodin.

NK buiiky (NK1.1.) byly detekovany v poctech tisict bunék. Urcity vrchol infiltrace
NK bunék nastal u vétSiny skupin mezi 12. a 24. hodinou. Ve 48 hodinach naopak doslo k
poklesu infiltrace.

B lymfocyty (CD19+) hodnoty jsou pro vSechny skupiny pomérn¢ vyrovnané az
na skupiny 1. a Ill. Ziejmy rozdil je u skupiny L. (resiquimod.HCI, cerveny sloupec Viz
Obr. 9), kdy lze pozorovat mensi pokles ve dvanacti hodinach. Naopak pocty B lymfocyti
mirné stoupaji u skupiny III. (mannan-SMCC, modry sloupec viz Obr. 9). Pocty bun¢k zde

vSak dosahuji malych hodnot, proto nelze z téchto vysledkii délat zaveéry.
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5.4. Metodické porovnani stanoveni IFN-gamma pomoci metody ELISA a

pomoci prutokového cytometru (intracelularniho stanoveni) v reakci

splenocyti na nadorovy antigen

Dana hladina byla detekovdna dvojim stanovenim. Zakladni rozdil téchto stanoveni
je citlivost jednotlivych metod.

Co se tyka stanoveni intracelularniho IFN-gamma promoci prutokové cytometrie,
jedna se o stanoveni % bungk, reagujicich na antigen produkci IFN-gamma. Velkou vyhodou
je schopnost metody rozlisit procentualni produkci IFN-gamma u T lymfocytt pro Th a
Tc lymfocyty.

V piipad¢ stanoveni IFN-gamma pomoci ELISA se jedna o stanovovani mnozstvi
extracelularné produkovaného IFN-gamma pg/ml. Jedna se o supersenzitivni ELISA kit,
tudiz je schopna urcit i nepatrné mnozstvi [IFN—gamma.

Pro porovnani byly ptipojeny grafy (Obr. 10, Obr. 11) z danych pokust. Obr. 10
udava mnozstvi IFN-gamma stanovovaného intracelularné S rozliSenim produkce

IFN-gamma T lymfocyty pro Th a Tc lymfocytarni produkci.

mT-lymfocyty OTh-lymfocyty @ Tc-lymfocyty
14

12

10

% IFN-gamma produkujicich bunék
(o]

la Ib Ila Ilb Ic Id
Cislo mysi

Obr. 10: Stanoveni mnozstvi IFN-gamma intracelularné (%) s rozlisenim produkce T lymfocyty, Th
a Tc lymfocyty.

Obr. 11 znazornuje stanoveni pomoci supersensitivniho ELISA kitu. Ten udava

mnozstvi v pg/ml.
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Obr. 11: Stanoveni mnozstvi IFN-gamma pomoci supersensitivni ELISA v jednotkach pg/ml.

Jednotlivé grafy (Obr. 10, Obr. 11) nelze porovnavat, diky rizné citlivosti metod,
ovsem je ziejmé, ze produkce IFN-gamma u jednotlivych mysi v porovnani navzajem
koreluje. Citlivost obou metod je pro analyzu dostate¢na.

Pro nasi praci jsou ovSem piinosné vysledky obou stanoveni. Velmi cenné je
rozliSeni produkce IFN-gamma Th a Tc lymfocyty, které umoziuje blizsi vhled do imunitni

reakce probihajici uvnitt lécenych nadora.
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6. DISKUZE

Jak jiz bylo zminéno, pracovni skupina doktora Zenky se jiz delsi dobu vénuje
nadorové imunoterapii. I tato prace navazuje na piedesly vyzkum. V posledni dobé¢ fesi tym
doktora Zenky zejména néhradu LPS jako TLR agonisty. Jak je uvedeno v praci Janotové a
kol. (Janotova a kol. 2014), LPS se zda byt jako terapeutikum velmi slibné a tspésné.
Nicmén¢ diky toxicité lipopolysacharidu bylo nutné ho nahradit. Jednou z moznych nahrad

se zda byt resiquimod.HCL.

Resiquimod.HCIl (R-848.HCI) v kombinaci smannan-BAM byl zkouman
uprvniho pokusu. Zda se, ze R-848.HCI + mannan-BAM ma na rozdil
od LPS + mannan-BAM delsi dobu ,nastupu” lécebného efektu. LPS + mannan-BAM
dosahuje terapeutického ucinku jiz velmi brzy, jak je ziejmé z prace Janotové a kol.
(Janotova a kol. 2014). Naopak u R-848.HCI + mannan-BAM si mizeme povS§imnout prvni
redukce naddorového ristu teprve az od pozdéjsSich dni terapie. Na rozdil od prace Glaserové
(Glaserova 2015), ktera pouzila terapii pomoci R-848.HCI + mannan-BAM a jejich
kombinace aplikovanou pouze ve dvou pulzech (dny 0, 1, 2 ... 8, 9, 10), zde byla pouzita
terapie 0 4 pulzech (dny 0, 1, 2 .... 8, 9, 10 .... 16, 17, 18 .... 24, 25, 26). V prvnich dnech byl
pribéh terapie podobny, ale pro nas zajimavéj$imi byly dny nasledujici. Zatimco jednotlivé
slozky (R-848, mannan-BAM) prakticky piestaly fungovat, synergicky efekt jejich smési byl

vyrazny.

Druhy pokus se zabyva vyuZitim R-848.HCI| v kombinaci s mannan-SMCC
s peroralnim podanim beta glukanu a laminarinu. Xia a kol. (Xia a kol. 1999) ve své
publikaci popisuje ucinek fragmentt beta glukanu o0 Mw do 20 000, které se vazi na
lektinovou doménu komplement receptoru 3 (CR3), coz vyrazné stimuluje cytotoxické a
fagocytarni schopnosti bunék imunitniho systému s timto receptorem (makrofagy, neutrofily,

NK bunky).

Poméme solidni uspéch beta glukanu podavaného peroralné v kombinaci
R-848.HCI + mannan-SMCC na redukci nadorového ristu mizeme zaznamenat i u pokust
povedenych v této bakalaiské praci, dikazem je sto denni pieziti 50% mysi z této skupiny.
Podobny ucinek byl ocekdvan 1 u 1é€by pomoci peroralniho podani laminarinu
s R-848.HCI + mannan-SMCC. Tento pfedpoklad vychazel z poznatki kolegyn Kovarové a

Vacové, které zkoumaly jeho vyuziti in vitro pro aktivaci CR3 (Kovarova 2015,
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Vacova 2015). Peroralné podavany vysokomolekularni beta glukan je $tépen na fragmenty,
které aktivuji CR3 (viz vySe, Xia a kol. 1999). Domnivali jsme se tudiz, Ze laminarin, ktery
ma molekuly o Mw 6000 by mohl ptimo CR3 aktivovat, tak jak bylo popsano in vitro
v uvedenych diplomovych pracich Kovaiové a Vacové (Kovarova 2015, Vacova 2015).
Nicméné takového efektu nebylo dosazeno a je nutné dale zkoumat, ¢im byl tento neuspéch

zpiisoben.

V tretim pokusu této bakalaiské prace byla stanovovana nadorova infiltrace.
Zamérem tohoto pokusu bylo pfiblizit si prostfedi nadoru a urceni bunék, které jsou
do nadoru infiltrovany nasledkem 1é¢by. Byly zkoumany jednotlivé slozky 1é¢ebné suspenze
samostatn¢ i dohromady. U lé¢ebné kombinace R-848.HCI + mannan-SMCC byl oc¢ekavan
nejsiln€jsi Gc¢inek. Tento predpoklad byl také potvrzen. Hlavni slozku nadorového infiltratu
zde tvofily hlavné granulocyty, monocyty, makrofdgy a NK buiiky. Tato analyza navazuje
na predchozi zkoumdni vzdjemnych kombinaci jednotlivych slozek a to v kombinacich
mannan-BAM + LPS (Janotova a kol. 2014), Zymosan-SMCC (Kovafova 2015) a
Mycobacterium tuberculosis-SMCC (Jac¢kova 2015).

Ve vSech uvedenych pracich vcetné mé byl pozorovan s terapii spojeny silny
leukocytarni infiltrat, jehoz nejdilezitéjsi slozkou byly granulocyty. Jejich nartist byl
nejsilngjsi v terapii zaloZzené na kombinaci mannan-BAM s LPS (Janotova a kol. 2014),
nasledovala terapie pomoci Zymosanu-SMCC (Kovarova 2015). Naopak nejslabsi aktivace
bylo dosazeno uterapie zaloZzené na kombinaci Mycobacterium tuberculosis-SMCC
(Jackova 2015). Rozdily v infiltraci si vysvétlujeme jako dusledek synergického ptisobeni
danych komplext PAMPs na stimulaci tvorby prozanétlivych cytokini. Je ziejmé, Zze

K nejvyraznéjsi stimulaci zanétlivé infiltrace je dosazeno tam, kde byl pouzit LPS.

Posledni, c¢tvrty pokus se zabyva vyuzitim metod pro stanoveni mnoZstvi
IFN-gamma. Ukolem bylo zavést metody a prokazat jejich pouZitelnost. Diivodem testovani
smeési Listeria monocytogenes-SMCC, manan-SMCC v PBS + R-848.HCI +POLY I:C byl
velmi dobry vysledek zjistény kolegyni Kumzakovou (Kumzékova, 2015). Tato terapie
mimo jiné velmi dobfe fungovala i proti retransplantaci (120. a 500. den). Tudiz jsme se
prostfednictvim téchto metod stanoveni rozhodli testovat, zda u této terapie nedochdzi k
prenosu informace na ziskanou imunitu a jak je tento jev silny. Bylo potfeba nejprve metody
zavést a ovérit, zda jsou pouzitelné a zda je signal viibec méfitelny. Zde byly porovnavany

dvé metody, intracelularni stanoveni lymfocytdrni produkce IFN-gamma po setkani
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s antigenem pomoci pritokového cytometru a stanoveni extracelularni produkce metodou
ELISA. Jak jiz bylo uvedeno, zékladni rozdil metod je citlivost. Supersenzitivni kit ELISA
nam umoziuje zachytit i velmi nizké mnozstvi IFN-gamma, coz je zajisté velikou vyhodou.
Naopak nevyhodou je bohuzel absence rozliSeni puvodu INF-gamma. Tedy neschopnost
urcit, jaky typ buné€k interferon produkuje. Proto je pro nasi skupinu velmi cennym piinosem
stanoveni IFN-gamma pomoci prutokového cytometru (intraceluldrné). To nam umoziuje
rozliSeni produkce IFN-gamma celkovymi, Th a Tc lymfocyty (v %). Vysledné hodnoty
nelze mezi sebou porovnavat, diky odlisnym jednotkam. Vystupem metody ELISA jsou
hodnoty v pg/ml, naopak intracelularni stanoveni udavame, jak jiz bylo zminéno,
v procentech. Ovsem diky tomu, Ze pro oba pokusy byly pouzity stejné mysi, 1ze odhadem
porovnat, zda mezi sebou metody koreluji. Tato pomérné dobra korelace byla zaznamenana.
Také mlzeme porovnavat hodnoty naméiené pii 24 a 48 hodinach. Takto dochazime
K zjisténi, ze pii 48 hodinach se mnozstvi INF-gamma spise zvySuje. Nejen diky tomu lze
také uvazovat o jiz zminéném pifenosu na ziskanou imunitu. Mizeme porovnavat mnozstvi
INF-gamma u 1é¢enych mysi 32. den a 78. den. Sedmdesaty - osmy den pozorujeme u mysi
vy$$i mnozstvi interferonu neZ den 32. Tento fakt nejspiSe znaci uplatnéni ziskané imunity
pfi tvorbé sekundarni imunitni odpovédi. Nasi teorii by také stvrzovala jiz zminovana
netspesna retransplantace 120. a 500. den. Pienos informace na ziskanou imunitu nachazime
i v publikaci Fucikove a kol. (Fucikova a kol. 2014). Otazkou ziistava pouziti negativnich
kontrol bez antigent pii budoucim opakovani intracelularniho stanoveni, jak uvadi ve své
publikaci Fucikova a kol. (Fucikova a kol. 2014). Tyto negativni kontroly sice poskytuji
slaby signal, ale je tieba je zafadit. Celkové tedy mizeme konstatovat, Ze obé metody jsou
dostate¢né citlivé, koreluji a poskytuji moznost sledovani prenosu informace na ziskanou

imunitu v prubéhu terapie.
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7.ZAVER

e Vhodnou ndhradou LPS se zda byt resiquimod.HCI, ktery se Gspésn¢ uplatiuje
zejména pii dlouhodobéjsi imunoterapii melanomd.

e Peroralni podani beta glukanu vyznamné zesiluje uc¢inek terapie zalozené na
kombinaci resiquimodu s kotvenym mannanem.

e Peroralni podani laminarinu bohuZzel nedosahlo kyzeného uc¢inku.

e Analyzou nadorové¢ infiltrace pii 1écbé¢ mannan-SMCC + R-848.HCI bylo vysetieno
zvySené mnozstvi granulocytll, monocytli, makrofag a NK bunék. Pomoci této
terapie je tedy stimulovana nespecifickd imunita.

e Byly zavedeny dvé metody na stanoveni lymfocytarni produkce IFN-gamma v reakci
na nadorovy antigen. Ob& metody (intra- a extracelularni produkce jsou dostate¢né
citlivé a vzajemné spolu koreluji.

e Vyhodou metody stanoveni intracelularni produkce (pritokova cytometrie) je
rozliSeni IFN-gamma produkujicich buné¢k (CD8+, CD4+).

e Detekci extracelularniho IFN-gamma je vhodnéjsi provadét po 48 hodinové interakci
lymfocytti s nddorovym antigenem.

e Pii pouziti terapie zalozené na smési Listeria monocytogenes-SMCC +
manan-SMCC+ R-848.HC1 + POLY I:C dochazi pravdépodobné k pienosu

informace na specifickou imunitu, tento poznatek bude ale tfeba dale ovéfit.
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8. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ADCC = na protilatkach zavisla cytotoxicita (antibody-dependent cytotoxicity)

APC = antigen prezentujici bunky (antigen presenting cells)

ALM = akrolentigimdzni melanom

B16-F10 = nadorova linie mysiho melanomu

BCR = B buné&¢ny receptor

C57BL/6N = imbredni mysi linie

CNS = centralni nervova soustava

CTL = cytotoxické T lymfocyty (cytotoxic T lymphocytes)

CTLA-4 = cytotoxicky T-lymfocytarni antigen 4 (Cytotoxic T-lymphocyte-associated
protein 4)

CR 3 = komplementovy receptor 3 (complement receptor 3)

CRP = C reaktivni protein

DAMPSs = s nebezpecim asociované molekularni vzory (danger-associated molecular
ptterns)

ELISA = metoda (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)

Fas-L = Fas ligand

G-CSF = granulocyt — kolonie stimulujici faktor (granulocyte-colony stimulating factor)
GM-CSF = granulocyt/makrofag — kolonie stimulujici faktor (granuocyte/macrophage-
colony stimulating factor)

HIF 1 = hypoxii vyvolany faktor 1 (Hypoxia-inducible factor 1)

IFN-alfa, beta, gamma = interferon alfa, beta, gamma

IL = interleukin

IS = imunitni systém

LMM = lentigo maligni melanom

LPS = lipopolysacharid

MBL = mandzu vazajici lektin (mannan binding lectin)

MDSC = myeloidni tlumivé buiky (myeloid-derived supressor cells)

MHC I, Il = hlavni histokompatibilni komplex (main histocompatibility complex)
MR = mandzovy receptor

MS Excel = Microsoft Excel
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NB = nadorové builky

NK buiiky (NK1.1) = pfirozeni zabijeci (natural killers)

NLR = NOD-like receptory

NM = nodularni melanom

PAMPs = s patogenem-asociované molekularni vzory (pathogen-associated molecular
patterns)

PD-1 = protein pro programovanou bunéénou smrt 1 (programmed cell death protein 1)
PRRs = vzory rozpoznavajici receptor (pattern-recognition receptor)

PNS = periferni nervova soustava

RLR = RIG-like receptory

SSM = superficidlné se §ifici melanom

TAA = antigeny asociované s nadory (tumor-associated antigens)

TGF-p = transformacni riistovy faktor § (transforming-growth factor [3)

TLR = toll-like receptory

TNF-a = tumor nekrotizujici faktor a (tumor necrosis factor o)

TSA = antigeny specifické pro nador (tumor-specific antigens)

Treg =T regulacni lymfocyty

VEGF = vaskularni endotelialni rastovy faktor (vascular endothelial growth factor)
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