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1. Uvod

Intratumoralni aplikace TLR (toll-like receptor) agonistd v kombinaci s PAMPs
(pathogen-associated molecular patterns) motivy stimulujicimi fagocytézu (dale jen
nadoru, kde nejvétsi podil zahrnuji neutrofily. Tato skute¢nost vedla k bliz§imu zkoumani
efektorovych mechanismu, které neutrofily uplatiiuji vi¢i nami doposud pouzivanym
naddorovym bunkam mysiho melanomu B16-F10 a vyhodnoceni jejich cytotoxického
pusobeni na tyto nadorové butiky v in vitro podminkach (Janotova a kol., 2014; Caisové a
kol., 2016; Waldmannova a kol., 2016).

Pro dostate¢né ovéteni Ucinnosti nasi terapie, jsme se rozhodli do vyzkumu zapojit
dalsi nadorovou linii, a to buiitky mysiho pankreatického adenokarcinomu Panc02 (kapitola
1.1.3). Cilem této magisterské prace tedy bylo ovéfit také cytotoxické ptisobeni neutrofilti
vic¢i nadorovym buitkam Panc02 zna¢enym manan-BAM.

Bunécnou populaci, u které¢ byl zaznamendn ndrlst v nddorovém mikroprostiedi po
aplikaci terapie, byly také NK (natural killer) buriky. Dalsim tkolem tedy bylo ovéfit v in
vitro podminkach cytotoxické ptisobeni NK bunék na nadorové bunky B16-F10 a Panc02
(Waldmannova a kol., 2016).

Vzhledem k uzkému propojeni vrozené i ziskané imunity jsme se rozhodli také
sméfovat na§ zajem na ulohu ziskané imunity v prabéhu terapie. Vyznamnym podnétem k
tomu byla odolnost jiz vyléCenych mysi k naslednym retransplantacim (Caisova a kol.,
2016). Mira pisobeni ziskané imunity byla sledovana prostiednictvim in vivo experimentt s
pouzitim wild-type i knockout mysi. Bylo vyzkouseno také mozné podpoteni reakce ziskané
imunity zapojenim MAbs (monoclonal antibodies) cilenym na imunitni checkpointy do nasi

terapie.

1.1 Nadorova onemocnéni

Nadorova onemocnéni jsou velmi heterogenni skupinou chorob, které spojuji
charakteristické vlastnosti jako nekontrolovana bunééna proliferace, s ni spojeny neomezeny
replikacni potencidl, rezistence vic¢i programované bunééné smrti (apoptdze) a dalsi. Tyto

vlastnosti jsou indukovany zménami v oblastech bunééného genomu, které jsou klicové pro



kontrolu buné¢ného cyklu, proliferace a diferenciace a které vedou k nadorové transformaci

ptuvodné zdravé bunky.

1.1.1 Pric¢iny vzniku nadorovych onemocnéni

1.1.1.1 Onkogeny a tumor supresorové geny

Vzniku nadorové bunky predchazi sled mutaci, které vyvolavaji zmény v tzv.
onkogenech (proto-onkogenech) a tumor supresorovych genech. Produkty téchto genu
funguji jako reguldtory buné¢ného cyklu, diferenciace ¢i apoptdzy. Jedna se o transkripéni
faktory, ristové faktory a jejich receptory, proteiny ucastnici se bunécné signalizace a
regulatory apoptozy (Croce, 2008). Receptorova tyrozinkinaza Epha2 (ephrin type-A
receptor 2) je onkogen ve vysoké mite exprimovany u maligniho melanomu. Exprese tohoto
onkogenu je spojena s vysokou tumorigenicitou a invazivitou nadoru (Hendrix a kol., 2003).
Delece nebo mutace tumor supresoroveho genu pl6 inhibitoru je spojovana s az 95%

ptipadd pankreatického adenokarcinomu (Caldas a kol., 1994; Schutte a kol., 1997).

1.1.1.2 Kancerogeny

Proces kancerogeneze, pfeména zdravé builkky na buiiku nadorovou, je indukovéan
genotoxickym nebo epigenetickym piisobenim kancerogenti. RozliSujeme kancerogeny
fyzikalni, chemické a biologické.

Typickym fyzikalnim kancerogenem je UV zaifeni. Je prokazano, ze dlouhodoba
expozice sluneénimu zateni zvysuje riziko vzniku maligniho melanomu (Chang a kol, 2009).
Z chemickych kancerogentt miZzeme uvést napt. azbest (Goodman a kol., 1999) a aflatoxiny
(Peers a kol., 1976). Chronicky zanét, napt. Crohnova choroba a ulcerdzni kolitida, které
mohou vyuUstit v karcinom tlustého stfeva (Bernstein a kol., 2001), fadime mezi biologické
kancerogeny. Do skupiny biologickych kancerogent patii také tzv. onkogenni viry, napf.
HPV (human papilloma virus) zptsobujici cervikalni karcinom (Clifford a kol., 2003),
nékteré bakterie (Cavaleiro-Pinto a kol., 2011) a paraziti (Choi a kol., 2006).



1.1.2 Biologickeé vlastnosti nadoru

Podle biologickych vlastnosti nadory délime na benigni (nezhoubné) a maligni
(zhoubné). Nadory benigni byvaji vétsinou mensi hrozbou. Jejich tvar je pravidelny a rist
expanzivni, okolni tkan tedy vytlacuji a neprorastaji ji. Tlak na tkdn ovSem mize byt
bolestivy a vést ke krvéceni. Vyznamna z hlediska komplikaci je lokalizace benigniho
nadoru, v ramci centralni nervové soustavy jsou i benigni nadory velkym probléemem (Ryder
a kol., 1986). Maligni nadory jsou problémem bez ohledu na misto jejich vyskytu, jejich tvar
byva nepravidelny a rlst invazivni, okolni tkani tedy prortstaji. Navic tyto néadory
metastazuji, nadorové bunky se §iii krevnim a lymfatickym fec¢istém do jinych ¢asti téla a
vytvafi tak nova nadorova loziska.

Déle rozliSujeme nadory podle plvodu jejich vzniku (epitelidlni, stromalni,

hematopoetické, germinalni ad.) a organové lokalizace (Siegel a kol., 2015)

1.1.3 Nadorové linie B16-F10 a Panc02

Pro studium imunoterapie nddorovych onemocnéni vyuzivime mysi nddorové linie
B16-F10 a Panc02, kde B16-F10 je linie mys$iho melanomu a Panc02 linie myS$iho
pankreatického adenokarcinomu.

Nadorova linie B16-F10 byla vyselektovana z linie B16-FO I. J. Fiedlerem. Jeho
metoda selekce je zaloZena na mysSlence, Ze nddorové builkky vyselektované z metastaz
budou odolnéjsi, s vyssi tendenci vytvaret sekundarni nadorova loziska (Fiedler, 1973).
Pravé agresivni rust a schopnost masivné metastazovat do plic (Nakamura a kol., 2002) jsou
divody vyuziti buné¢né linie B16-F10 pro ovéfeni dostate¢né ucinnosti ndmi vyvijené
terapie.

Néadorova linie Panc02 byla indukovana u my$iho kmene C57BL/6 implantaci
bavinéného vlakna napusténého metylcholantrenem do slinivky (Corbett a kol., 1984). Pro
tento nadorovy model je opét charakteristicky agresivni a invazivni rdst s tvorbou metastaz
na plicich a mén¢ také v jinych organech, napt. jatrech (Corbett a kol., 1984; Partecke a kol.,
2011).



1.2 Nadorova onemocnéni a imunitni Systém

Imunitni systém zajiStuje integritu organismu svou schopnosti rozpoznavat a
odstrafiovat cizoroda agens nebo vlastni, ale pozménéné a tedy potencidlne Skodlivé
struktury. RozliSujeme dvé ¢asti imunitniho systému, imunitu vrozenou (nespecifickou) a
ziskanou (specifickou), které zahrnuji rizné bunééné a latkové slozky. Obé ¢asti imunitniho
systému jsou uzce propojené a v obrané organismu spolupracuji.

Dnes jiz experimentaln¢ 1 klinicky potvrzend teorie imunologického dohledu
(immunosurveillance) fika, ze imunitni systém organismu je schopen rozpoznat vznikajici
nadorové buiiky, a tyto bunky nasledné eliminovat. Diisledkem reakce imunitniho systému
na vznikajici nadorové loZisko je ovSem selekce nadorovych bunék s niz§i imunogenicitou a
schopnosti obrannym mechanismim imunitniho systému unikat (immunoediting). Cely
proces interakce imunitniho systému a nadoru lze rozdélit do tii fazi, tzv. "tii E", podle
anglickych vyraz, které tyto faze oznacuji: elimination (eliminace), equilibrium
(rovnovaha) a escape (Unik) (Kim a kol., 2007).

V nésledujicich kapitolach si pfiblizime rozpozndvaci a obranné mechanismy
imunitniho systému a jejich podil v reakci na vznikajici nddor a také mechanismy, diky

kterym nédorové buniky imunitnimu systému unikaji.

1.2.1 Vrozend imunita a nadory

Vrozena imunita, diky pohotové aktivaci svych bunétnych a latkovych slozek,
zajiStuje prvni obrannou linii organismu. Prvotni obranou proti vnéj§im patogenlim jsou
anatomické a fyziologické bariéry (kize, mukoza, lysozym). Vyznamnou c¢ast bunécné
slozky vrozené imunity tvoti myeloidni makrofagy a neutrofily fungujici jako profesionalni
fagocyty. Makrofagy spolu s DCs (dendritic cells) funguji i jako antigen prezentujici burky.
Dulezitou soucasti jsou také lymfoidni NK burnky. Mezi latkovou slozku vrozené imunity

fadime napf. komplement a antimikrobialni peptidy (Beutler, 2004).

1.2.1.1 PRRs, PAMPs a DAMPs

Buniky vrozené imunity exprimuji na svém povrchu PRRs (pattern recognition
receptors), které jim umoziuji rozpoznavat tzv. PAMPs a DAMPs (damage-associated

molecular patterns), coz vede k jejich aktivaci a iniciaci imunitni odpovédi na dany podnét.
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PAMPs jsou vysoce konzervované mikrobialni komponenty, naopak DAMPs jsou motivy
spojené s vlastnimi poskozenymi ¢i nadorovymi bunkami (Akira a kol., 2006; Rubartelli a
Lotze, 2007).

PRRs muzeme rozdélit podle jejich funkce na receptory signalni a fagocytarni nebo
podle jejich lokalizace na membranove, cytoplazmatické a sekretované.

Dale je pro ptiklad uvedeno n¢kolik PRRs s jejich stru¢nou charakteristikou a také

PAMPs, jez jsou vyuzivany v ramci nasi nadorové terapie, rozpoznavané t€mito receptory.

TLRs (Toll-like receptors)

TLRs fadime mezi signalni, membranové PRRs exprimované fadou bun¢k vrozené
imunity myeloidni i lymfoidni fady. Doposud je znamo 13 TLRs, pficemz TLR1 az TLR9
byly identifikovany soucasné u mysi i lidi. My$i TLR10 neni funkéni a nakonec TLR11, 12
a 13 jsou exprimovany pouze u mysi, lidem tyto TLRs chybi (Kawai a Akira, 2010).

TLRs jsou transmembranové glykoproteiny typu |. Extracelularni ¢ast tvofena LRR
(leucin rich repeats) doménou s typickou strukturou "koniské podkovy" zprostfedkovava
rozpoznani PAMPs. Nasleduji transmembranova doména a cytoplasmaticka TIR
(toll/interleukin-1 receptor) doména umoziujici nasledny ptenos signalu (Choe a kol., 2005;
Jin a Lee, 2008).

LPS (lipopolysaccharide), komponenta bunétné stény gram-negativnich bakterii, je
TLR4 agonista vyvolavajici masivni imunitni reakci aZ septicky Sok. Pravé riziko septického
Soku bylo diivodem hledani jiného vhodného TLR agonisty pro nasi terapii. Vysledkem je
smés tii TLR agonistl, R848 (resiquimod), POLY (1:C) (polyinosinic-polycytidylic acid)
LTA (lipoteichoic acid, nahrazujici Listerii monocytogenes), zajistujici mohutnou
signalizaci a naslednou zanétlivou infiltraci v nadoru (Caisovd a kol., 2016). R848,
synteticky derivat imidazoquinolinu, je u lidi TLR7 a TLRS8 agonista (u mys$i pouze TLR7
agonista) s imunomodula¢nimi ucinky indukujicimi antivirovou odpoveéd’ (Jurk a kol., 2002;
Dovedi a kol., 2013). POLY (1:C) je synteticky analog dvouvlaknové RNA, jehoz vazba na
TLR3 také simuluje virovou infekci (Zhou a kol., 2012). A nakonec LTA, komponenta
buné¢né stény gram-pozitivnich bakterii, rozpoznavand TLR2 a simulujici bakterialni infekci
(Takeuchi a kol., 1999).



MBL (Mannan-binding lectin)

MBL je rozpustny PRR pattici do skupiny kolektind, jeZ jsou soucasti super-rodiny
C-lektini. K syntéze MBL dochazi v jatrech odkud je nésledné uvoliiovan do krve
(Ezekowitz a kol., 1988; Wetering a kol., 2004).

MBL tvofii oligomerni strukturu, jejiz zdkladni stavebni jednotkou je trimer tvotfeny
polypeptidovymi fetézci. Jeden takovyto polypeptid se skladd ze ¢tyf domén: CR doména
(cystein rich domain), kolagenni doména (collagen domain), a-helikalni kréek (a-helical
neck domain) a CRD doména (carbohydrate recognition domain) (Ezekowitz a kol., 1988;
Wetering a kol., 2004).

Prostfednictvim CRD domén MBL vaze sacharidy na povrchu mikroorganismii.
Vazba MBL na patogenni mikroorganismus muze vést k aktivaci komplementu lektinovou
cestou a mikroorganismus je tak eliminovan komplementem (Dahl a kol., 2001), nebo
dochazi k opsonizaci iC3b jednotkou komplementu a mikroorganismus je nasledné
fagocytovan (Jack a kol., 2001).

Manan, PAMPs typicky pro kvasinky a vyssi rostliny, je polysacharid tvofeny
manozovymi jednotkami (Latge, 2010; Petkowicz a kol., 2001). Pravé terminalni D-mandza
mananu je rozpozndvdna MBL a indukuje tak aktivaci komplementové kaskady. Manan
kotveny do bunééné membrany pomoci BAM (biocompatible anchor for cell membrane)
vyuzivame v nasi terapii pro stimulaci fagocytdzy (Janotova a kol., 2014; Caisova a kol.,
2016).

MR (Mannose receptor)

MR fadime mezi fagocytarni, membranové PRRs. Tento receptor je exprimovan
makrofagy, DCs a nékterymi endotelialnimi bunikami (Martinez-Pomarez, 2012).

MR je transmembranovy glykoprotein typu I se tfemi typy extracelularnich domén:
CR doménou, FNII doménou (fibronectin type 1l domain) a osmi po sobé jdoucimi CTLD
(C-type lectin-like domains). Pravé CTLD umoziiuji rozpoznavani patogennich agens vazbou
manodzovych, fukézovych nebo N-acetylglukosaminovych zbytka (Taylor a kol., 1990;
Martinez-Pomarez, 2012).

MR je dal§im PRR, ktery mlZe rozpoznavat nami vyuzivany manan a vést tak k

fagocytoze nddorovych bunck.



CR3 (Complement receptor 3)

CR3 (také Mac-1; macrophage 1 antigen) je membréanovy, fagocytarni PRR, ktery
funguje také jako adhezni molekula vazici ICAM-1 (intracellular adhesion molecule 1) na
endoteliich. Receptor je exprimovany makrofagy, neutrofily a NK bunkami (Ross a
Vétvicka, 1993).

CR3 patii do skupiny P2-integrint. Jedna se o heterodimer tvofeny podjednotkou a
(CD11b) a podjednotkou B2 (CD18), kde A doména o podjednotky vaze iC3b a LLD (lectin-
like domain) doména B, podjednotky rozpoznava B-glukany (napf. laminarin). Vazba [-
glukanu na CR3 indukuje primovany stav receptoru, ktery umoznuje fagocytdézu cilové

buiiky opsonizované iC3b (Ross a Vétvicka, 1993; Vétvicka a kol., 1996).

1.2.1.2 Neutrofily

Neutrofily jsou leukocyty myeloidniho ptivodu, které fadime (spole¢né s eosinofily a
bazofily) mezi granulocyty a polymorfonukleary. Jak nazvy napovidaji, tyto bunky se
vyznacuji ptitomnosti granul v cytoplasmé, ktera se uplatiiuji pii realizaci jejich
efektorovych funkci, a také charakteristicky segmentovanym jadrem. Procentudlni
zastoupeni neutrofilii v krevnim ob¢hu clovéka se pohybuje od 50% do 70% vsech
cirkulujicich leukocyti. V krevnim obéhu neutrofily ptezivaji pfiblizn€ 5 az 6 dnil, pokud
nedojde k jejich aktivaci, kdy piezivaji fadové hodiny (Kolaczkowska a Kubes, 2013).

Neutrofily se fadi mezi profesionalni fagocyty. Fagocytéza je proces pohlceni
cizorodého materialu, ktery vede k vytvofeni fagosomu uvnitf neutrofilu, do které¢ho je
nasledné uvolnén obsah tzv. azurofilnich granul a ROS (reactive oxygen species) vznikajici
¢innosti NADPH oxidazy v membrané fagosomu (DelLeo a kol., 1999). Vznika tak
fagolysozom, ve kterém je pohlceny materidl degradovan. Azurofilni granula obsahuji Siroké
spektrum latek, z nichz mizeme uvést napt. MPO (myeloperoxidase), enzym Kkatalyzujici
vznik kyseliny chlorné z ptfitomného peroxidu vodiku a chloru, elastdzu a antimikrobialni
peptidy (Borregaard a Cowland, 1997).

Zvlastnim ptipadem fagocytoézy je tzv. frustrovand fagocytéza, kdy neutrofil neni
schopny cilovou strukturu vzhledem k jeji nadmérné velikosti pohltit, a dochazi tak k
uvolnéni obsahu neutrofilnich granul a ROS exocytézou do okolniho prostredi (Herant a
kol., 2006; Kolaczkowska a Kubes, 2013). Je tieba si uvédomit, ze tak dochazi k masivnimu
poskozeni okolni tkdné¢ a frustrovana fagocytéza je napf. spojovdna s hemoragickou

vaskulitidou (Hirahashi a kol., 2006).



Velmi zajimavym efektorovym mechanismem neutrofilti, je tvorba tzv. NETs
(neutrophil extracellular traps). NETs vznikaji procesem nazyvanym netéza, coz je v
podstaté forma programované bunécné smrti, jejimz vysledkem jsou vlaknité sité jaderného
chromatinu nesouci globularni domény, jez obsahuji latky jinak pifitomné v neutrofilnich
granulech (MPO, elastazu, katepsin G, laktoferin ad.) (Brinkmann a Kkol., 2004,
Kolaczkowska a Kubes, 2013). NETs byly doposud pozorovany u infekci rtizného ptivodu
(Brinkmann a kol., 2004; Urban a kol., 2006; Guimardes-Costa a kol., 2009). Jejich
pfitomnost byla také prokazana v nadorovém mikroprostiedi (Berger-Achituv a kol., 2013;
Park a kol., 2016).

1.2.1.3 Neutrofily a nadory

Neutrofily, které¢ jsou soucasti nddorového mikroprostredi, jsou ozna¢ovany zkratkou
TAN (tumour associated neutrophils). Tyto neutrofily maji dvoji charakter, fenotyp N1 je
protinadorovy a prozanétlivy, naopak fenotyp N2 se vyznacuje pronadorovymi a
nadoru produkovanych cytokinii a chemokint, z nichz z&sadni je pravdépodobné TGF-B
(transforming growth factor beta) (Fridlender a kol., 2009; Fridlender a Albelda, 2012).
TGF-B inhibuje degranulaci, a tedy cytotoxickou aktivitu neutrofild (Shen a kol., 2007) a
jeho blokace vede k akumulaci N1 neutrofili v nadoru (Fridlender a kol., 2009).

N1 neutrofily maji tedy potencidl ptimo zabijet nddorové buriky. Jednim z moznych
mechanismi lyzy nddorovych bunék je produkce ROS (Lichtenstein, 1987; Dallegri a kol.,
1991). Tecchio a kol. (2004) pozorovala apoptézu leukemickych bunék indukovanou
produkci rozpustného TRAIL (tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand)
neutrofily aktivovanymi IFNa (interferon alpha). Byla sledovana také ucast neutrofili v lyze
nadorovych bun¢k zprostiedkované ADCC (antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity)
(Hubert a kol., 2011). N1 neutrofily se podili na likvidaci nadoru i neptimo, stimulaci DCs
(van Gisbergen a kol., 2005) nebo CD8" T-lymfocytt (Scapini a kol., 2000; Fridlender a
kol., 2009).

N2 neutrofily maji naopak pronadorové tcinky. Tyto neutrofily stimuluji nadorovy
rist a angiogenezi produkci prokinektinu Bv8 (Shoajei a kol., 2008) a MMP-9 (matrix
metalloprotinase 9; také kolagenaza IV nebo Zelatinaza B), ktera déle indukuje produkci
VEGF (vascular endothelial growth factor) (Belotti a kol., 2003; Nozawa a kol., 2006;
Fridlender a Albelda, 2012). Jako pronddorova se take ukazala tvorba NETS, které podporuji

8



invazivitu a metastazovani (Berger-Achituv a kol., 2013; Park a kol., 2016). Typ neutrofild v
nadorovém mikroprostiedi se zdd byt rozhodujici i v ramci jejich interakce s dal$imi
leukocyty. Fridlender a kol. (2009) zaznamenal, ze deplece N2 neutrofilti vede k mohutné
aktivaci CD8" T-lymfocytl v nadoru., coz naznacuje, ze N2 neutrofily, na rozdil od N1

neutrofili, pravdépodobné potlacuji aktivitu CD8" T-lymfocyta.

1.2.1.4 NK bunky

NK buriky jsou popisovany jako velké granularni lymfocyty, uplatiujici se vaci
virem-infikovanym a nadorovym bunkam. V malé mife se vyskytuji v fadé lymfoidnich i
jinych tkani, kde funguji jako "hlidky". Jejich procentualni zastoupeni v krevnim obé&hu
¢lovéka se pohybuje od 2% do 18% vSech cirkulyjicich lymfocytd. V krevnim ob&hu NK
bunky piezivaji priblizné 2 tydny (Vivier a kol., 2008).

NK bunky exprimuji na svém povrchu fadu receptort, které¢ délime na inhibi¢ni a
aktivacni. Inhibi¢ni receptory jsou MHC I (major histocompatibility complex) specifické, a
jejich stimulace tak zabranuje ataku NK buné¢k vii¢i vlastnim, zdravym bunkam. Piikladem
inhibi¢nich receptort jsou KIRs (killer cell immunoglobin-like receptors) exprimované
lidskymi NK bunikami (Anfossi a kol., 2006; Yu a kol., 2007). Mezi aktiva¢ni receptory patii
napt. NKG2D (natural killer group 2D), ktery rozpoznava molekuly strukturné podobné
MHC I molekulam, exprimované infikovanymi nebo nadorovymi buikami (Smyth a kol.,
2005; Draghi a kol., 2007). Dalsimi aktiva¢nimi receptory jsou TLRs (Hart a kol., 2005),
CR3 (Ross a Vétvicka, 1993) a CD16 Fc receptor (Mandelboim a kol., 1999). O aktivaci
nebo inhibici buniky rozhoduje pomér mezi mnozstvim stimulovanych inhibi¢nich a
aktivacnich receptorti a dale spektrum pfitomnych prozanétlivych cytokint (Vivier a kol.,
2008).

Efektorovymi mechanismy NK bunék jsou cytotoxicita a produkce zéanétlivych
cytokind, ptedevsim IFNy (interferon gamma) (Mandelboim a kol., 1999; Hart a kol., 2005;
Vivier a kol., 2008). Cytotoxicita NK bungk je realizovana exocytézou granul a uvolnénim
perforinti (proteiny vytvarejici pory v bunééné membrang) a granzymi (serinové protedzy S
riznou substratovou specifitou) jejichz kooperace vede k apoptdze cilové bunky (Kéagi a
kol., 1994; Smyth a kol., 2005). NK bunky dale exprimuji na svém povrchu FasL (fas
ligand) a TRAIL, jejichz vazba s receptorem na cilové bunce také indukuje apoptozu (Smyth
a kol., 2005; Glassner a kol., 2012).



1.2.1.5 NK buiiky a nadory

Diky své schopnosti rozpoznavat nadorové bunky se NK bunky vyznamné podili na
procesu imunologického dohledu (Kim a kol., 2007).

Rozpoznani nadorovych bunék je zprostiedkovano predevsim NKG2D receptorem,
jehoz ligandy exprimované na povrchu nadorovych bungk jsou napi. MICA (MHC class |
polypeptide-related sequence A) a MICB (MHC class | polypeptide-related sequence B)
molekuly (Salih a kol., 2006). Aktivace NK bunék stimulaci NKG2D receptoru pak vede k
exocytoze granul (uvolnéni perforini a granzymi) a nésledné k indukci apoptdzy
nadorovych bunék (Smyth a kol., 2005). NK bunky dale produkuji IFNy, ktery potlacuje
proliferaci nadorovych bun¢k (Gollob a kol., 2005), angiogenezi v nadorovém
mikroprostiedi (Ribatti a kol.,, 2006) a zvySuje imunogenitu nadorovych bun¢k, ¢imz
usnadniuje jejich nasledné rozpoznani a eliminaci (Svane a kol., 1997). Déle se podili na
aktivaci dalSich leukocytt, jako makrofagi a T lymfocytd ptitomnych v nadoru (Kowanko a
Ferrante, 1987; Vivier a ko., 2008). U samotnych NK bunék IFNy stimuluje expresi FasL a
TRIAL, které mohou také vyvolat apoptézu nadorovych bun¢k (Mori a kol., 1997; Takeda a
kol., 2001; Smyth a kol., 2005).

1.2.2 Ziskana imunita a nadory

Reakce slozek ziskané imunity je namifena proti konkrétnimu antigenu, vyvoj této
imunity. Vyhodou ziskané imunity je ovSem specifita reakce a vytvareni imunologické
paméti, umoziujici pohotovéjsi nastup pii opétovném setkani s danym antigenem.

Ziskanou imunitu rozdélujeme na humordlni a bunétnou, kde humordlni slozku
zastupuji B lymfocyty produkujici protilatky proti danému antigenu a bunéénou slozku
cytotoxické T lymfocyty (CTL; CD8" lymfocyty) ptimo zabijejici bufiky exprimujici na
svem povrchu dany antigen ve spojeni s MHC 1. Tu lymfocyty (T helper lymphocytes;
CD4") jsou dilezitou regulaéni sou¢asti imunitniho systému, podilejici se na aktivaci B

lymfocyta, CTL, ale i makrofaga (Zhu a Paul, 2008).
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1.2.2.1 Nadorové antigeny

Nadorové bunky exprimuji na svém povrchu antigeny, které rozdélujeme do dvou
skupin: TSA (tumour specific antigens), exprimované pouze nadorovymi buitkami a TAA
(tumour associated antigens), exprimované nadorovymi bunkami a také be&hem
embryonélniho vyvoje a nékterymi zdravymi butikami v dospélosti (Neville a kol., 1975).

Objev nadorovych antigent v druhé poloviné 20. stoleti sliboval velky pokrok v
nadorové diagnostice a terapii a fada antigent je pro tyto ucely dnes vyuzivana. Hladiny
sérovéeho AFP (alpha fetoprotein) slouzi jako diagnosticky a prognosticky faktor
hepatocelularniho karcinomu u jedinct s dlouhodobym postizenim jater (Daniele a kol.,
2004). Hodnoty PSA (prostate specific antigen) slouzi jako marker karcinomu prostaty
(Godtman a kol., 2015).

1.2.2.2 Cytotoxické T lymfocyty a nddory

Tlak na okolni tkan pisobeny nddorovymi buiitkami a angiogeneze indukuji lokalni
produkci zanétlivych cytokinti a infiltraci butikami vrozené imunity, které nasledné atakuji
vznikajici nador. Makrofagy a DCs fagocytuji nekrotické nadorové buiky a ve spadovych
lymfatickych uzlinach prezentuji nadorové antigeny ve spojeni s MHC Il naivnim CD4" T
lymfocytim, které zraji a indukuji vyvoj nadorové specifickych CTL, které po klonalni
expanzi infiltruji nador (Marzo a kol., 2000; Kim a kol., 2007).

Efektorové mechanismy CTL odpovidaji efektorovym mechanismim NK bunék,
ovSem na rozdil od NK bunék CTL rozpoznavaji pomoci TCR (T cell receptor) antigeny
restringované MHC | molekulami. Po rozpoznani cilové struktury dochazi k exocytoze
granul a uvolnéni perforinli a granzymi vedouci k apoptoze cilové buiky, ta mize byt
indukovana i produkci FasL (Russel a Lay, 2002). CTL dale produkuji prozanétlivy IFNy,
ktery stimuluje imunitni odpovéd” proti nadoru také zvySovanim imunogenity nadorovych
bunék (Dighe a kol., 1994; Shankaran a kol., 2001). Pfitomnost velkého mnozstvi CTL v
nadorovém mikroprostfedi je spojovana s pozitivni prognézou u fady malignit, jako jsou
napt. kolorektalni karcinom (Naito a kol., 1998), karcinom vaje¢nika (Sato a kol., 2005) a

maligni melanom (Haanen a kol., 2006).

11



1.2.3 Mechanismy uniku nadorovych bunék

Schopnost imunitniho systému rozpoznavat nador a reagovat na néj narazi na fadu
piekazek, jimiz se nador brani imunitnimu ataku.

Natlak ze strany imunity vede ke vzniku takové populace nadorovych buné¢k, u nichz
je snizena imunogenita a imunitni systém dale neni schopen je rozpoznat. Nadorové buriky
snizuji expresi MHC | antigenti, ¢imZ unikaji CTL. Expresi pozménénych MHC Ib molekul
se potom brani ataku NK bun¢k, které tyto buiniky rozpoznavaji jako zdravé a neutoci na né
(Seliger 2008; Haynes-Gilmore 2014).

K lokélni i syst¢tmové imunosupresi piispivaji nadorové buiky produkci latek
oznacovanych zkratkou TDSFs (tumour derived soluble factors). Do skupiny téchto latek
patii napi. VEGF, rozpustny FasL a MICA/B, IL-10 (interleukin-10), TGF-p ad. VEGF
kromé stimulace angiogeneze také vyvolava infiltraci nadoru MDSC (myeloid derived
suppressor cells) (Horikawa a kol., 2017), ty samy maji imunosupresivni charakter. Song a
kol. (2001) pozoroval u pacienti s adenokarcinomem tlustého stfeva zvySeny vyskyt
apoptozy lymfocytt infiltrujicich tumor i lymfocytt z periferni krve korelujici s produkci
rozpustného FasL nadorovymi buitkami. Produkce rozpustnych MICA/B molekul, ligandii
NKG2D receptoru NK bunék, vede k inaktivaci cytotoxické aktivity NK bunck viici nadoru
(Doubrovina a kol., 2003; Salih a kol., 2006).

Produkci TDSFs si nador dale vytvaii ve své struktufe populace imunosupresivnich
leukocytii. Kromé zminovanych MDSC, se jedna predev§im o TAMs (tumour associated
macrophages) a TANS, respektive jejich pronadorové fenotypy M2 a N2 (Sica a kol., 2008;
Fridlender a Albelda, 2012; Lan a kol., 2013). Dalsi vyznamnou populaci jsou regulac¢ni T
lymfocyty (Treg; CD4" CD25") (Sasada a kol., 2003). V3echny tyto bufiky se vyznacuji

vy

charakter nadoru.
1.3 Imunoterapie nadorovych onemocnéni

Existuje celd tada léCebnych pfistupli v ramci terapie nadort. Zakladem byva
chirurgicky zakrok dale kombinovany s radioterapii, chemoterapii nebo imunoterapii.

Vsechny zminéné piistupy si davaji za cil vysokou u€innost a zaméfeni na nador bez vétsiho

poskozeni zdravych tkani a vedlejSich ucinkd.
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Pravé imunoterapie zaziva v soucasnosti mohutny rozvoj, jelikoz slibuje cilené a
ucinné zniceni nadoru s vyuzitim imunitniho systému samotného pacienta, coz by mélo byt k
celému organismu Setrnéjsi nez zakroky z oblasti radioterapie ¢i chemoterapie. Jak jiz bylo
zminéno, imunitni systém organismu sam, pfirozen¢ reaguje na rostouci nador. Nadorové
buniky ovSem disponuji fadou mechanismt, které vedou k potlaceni imunitni reakce a
dokonce dochazi ke vzniku populaci leukocytti s pronadorovymi vlastnostmi. Ukolem
imunoterapie je tedy vyvolat dostate¢n¢ silnou reakci imunitniho systému na nador
podpofenim jeho aktivace a potlaéenim moznych pronadorovych ucinki (Couzin-Frankel,
2013).

V nasledujicich kapitolach budou ptedstaveny nékteré moznosti imunoterapie

zamétené na slozky vrozené ¢i ziskané imunity.

1.3.1 Imunoterapie zaloZena na aktivaci sloZek vrozené imunity

Rozhodujici pro aktivaci slozek vrozené imunity jsou PRRs stimulované PAMPs
nebo DAMPs (kapitola 1.2.1.1). Stimulace vrozené imunity pfes PRRs je tedy jednim z
moznych terapeutickych ptistupt, ktery ma pocatky jiz na prelomu 19. a 20. stoleti, kdy new
yorsky chirurg William Coley jako 1é¢bu sarkomu svym pacientim podaval mix usmrcenych
bakterii, Streptococcus pyogenes a Serratia marcescens, zndmy jako Coleyho toxin (Coley,
1893). Americky biolog Raymond Pearl v prvni poloviné 20. stoleti pozoroval b&hem
provadeéni pitev niz§i vyskyt rakoviny u pacientll s aktivnimi tuberkul6znimi 1ézemi a
navrhnul vyuziti mykobakteria v nadorové terapii (Pearl, 1928). Old a kol. (1959) pozoroval
vy$$§i resistenci vici transplantovanym nadoriim u mysi, kterym byl intravenézn€ podavan
BCG (bacillus calmette guerin). Nasledovala fada dalSich vyzkumt zaméfenych na vyuziti
BCG v nadorové terapii, jejichz vysledkem je vice nez 40 let trvajici aplikace BCG pro 1é¢bu
rakoviny mocového méchyte (Sylvester a kol., 2002; Shelley a kol., 2004). Dal§imi PAMPs
vyuZzivanymi v nadorové terapii jsou pirevazné TLR agonisti, jako napt. R848 v roli TLR7 a
8 agonisty, POLY (I:C) v roli TLR3 agonisty a CpG v roli TLR9 agonisty (Kanzler a kol.,
2007; Brody a kol., 2010; Taura a kol., 2010; Meyer a kol., 2013).

Intratumoralni aplikace TLR agonistii indukuje signalizaci vedouci k mohutné
zanétlivé infiltraci. Aby mohli makrofagy, neutrofily a NK bunky infiltrujici nador nadoroveé
buiiky jednozna¢né rozpoznat a uplatnit své efektorové mechanismy, jsou nddorové bunky
oznaceny jinym PAMPs motivem (napf. mananem), ktery je do jejich membrany ukotven

pomoci BAM. Kombinace TLR agonistl ve spojeni s ligandy stimulujicimi fagocytézu se
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doposud ukazuje jako velmi u¢inna (Janotova a kol., 2014; Caisovd a kol., 2016;
Waldamnnova a kol., 2016).

1.3.2 Imunoterapie zaloZena na aktivaci slozek ziskané imunity

1.3.2.1 Terapeutické nddorové vakciny

Terapeutické nadorové vakciny slouzi, na rozdil od vakcin profylaktickych, k 1é¢be
jiZ existujiciho nadoru. Pfedpokladem imunizace je posileni a nasmérovani predevs§im CD8"
T-lymfocytli k nddorovému ataku. V této kapitole budou blize ptredstaveny autologni a
alogenni nadorové vakciny.

Autologni nadorové vakciny jsou zaloZzeny na vakcinaci vlastnimi nadorovymi
bunkami pacienta (Guo a kol., 2013). Za jejich vyhodu lze povazovat poskytnuti celého
spektra antigeni daného nadoru imunitnimu systému, nevyhodou je potfeba dostate¢ného
mnozstvi materidlu pro odbér a zpracovani, ¢imz je terapie limitovéna jen na urcité typy
nadord. Pacientovi je poté podana smés usmrcenych nadorovych bunék Casto ve spojeni s
adjuvanciem (napt. BCG) (Galligioni a kol., 1996; Berger a kol., 2007). Tyto vakciny byly
testovany napt. pii 1é¢bé maligniho melanomu (Méndez a kol., 2007), kolorektalniho
karcinomu (de Weger a kol., 2012) a karcinomu prostaty (Berger a kol., 2007).

Alogenni nadorové vakciny jsou zaloZzeny na vakcinaci né€kolika zavedenymi
lidskymi n&dorovymi liniemi. Vyhodou proti vakcindm autolognim je poskytnuti Sir§iho
spektra antigentl, standardizace zpracovani a celkové jednodu$si manipulace s bunkami a
jejich dostupnost (Guo a kol., 2013). Velmi nadéjnych vysledki dosahovala alogenni
vakcina ur¢enda k 1é€bé maligntho melanomu Convaxin, sloZzend ze tfi ozafenych
melanomovych linii a BCG jako adjuvancia (Morton a kol., 1992). Po Gspésném prub&hu
faze 11 dvou nezavislych klinickych hodnoceni doslo ovSem k selhani ve fazi III, ve smyslu
problematického vyhodnoceni samotné u¢innosti vakciny, a jeji vyvoj byl ukonc¢en (Hsueh a
kol., 2002; Morton a kol., 2002; Sondak a kol., 2006).

1.3.2.2 Imunoterapie cilena na imunitni checkpointy

MADs jsou v imunoterapii nadorovych onemocnéni vyuzivany jiz fadu let. V
soucasnosti jsou ve stiedu z4jmi MADbs cilené na imunitni checkpointy (kontrolni body),

molekuly exprimované slozkami imunitniho systému, které za fyziologickych okolnosti
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stimuluji ¢i inhibuji naslednou imunitni reakci. Mezi inhibitory imunitnich checkpointt patii
napf. anti-CTLA-4 a anti-PD-1, MAb fungujici jako stimulant je napf. anti-CD40 (Swart a
kol., 2016).

CTLA-4 (CD152; cytotoxic T lymphocyte-associated protein 4) je dilezitym
regulatorem T bunécné aktivace. Po vazbé tohoto receptoru s molekulami CD80 (B7.1) a
CDB86 (B7.2) exprimovanymi antigen prezentujicimi bunikami, CTLA-4 inhibuje aktivitu T
lymfocytu. Inhibice CTLA-4 pomoci anti-CTLA-4 vede tedy k mohutné aktivaci T
lymfocytu a ataku nadorového loziska (Kvistborg a kol., 2014; Swart a kol., 2016). Zaroven
je podani anti-CTLA-4 spojovano s depleci Treg lymfocyti z nadoru, které jsou po vazbé
anti-CTLA-4 rozpoznavany vazbou na Fcy receptor fady leukocytii pfitomnych v nadoru
(Peggs a kol., 2009; Simpson a kol., 2013; Swart a kol., 2016). Podavani plné humanizované
MADbs anti-CTLA-4 ipilimumab zaznamenalo uspéchy pii 1é¢bé maligniho melanomu
(Schadendorf a kol., 2015).

PD-1 (CD279; programmed cell death 1 receptor) je dalsim duleZitym negativnim
regulatorem T buné&¢né aktivace. Vazba receptoru s jeho ligandy, PD-L1 (CD274) a PD-L2
(CD273), vede ke snizeni aktivity T lymfocytd, ke zkraceni doby interakce T lymfocta s
antigen prezentujici buitkou nebo cilovou buitkou a indukuje apoptozu. Inhibice PD-1
pomoci anti-PD-1 tedy opét vede k aktivaci T lymfocyta (Barber a kol., 2005). Exprese PD-
1 byla prokazana také u Treg lymfocyti, kde ovSem zastava opac¢nou funkci. Vazba ligandu
na PD-1 receptor Treg lymfocytii stimuluje jejich proliferaci a aktivitu (Francisco a kol.,
2009), pouziti inhibi¢ni anti-PD-1 tedy povede k potlaceni aktivity Treg lymfocytt v nadoru.
Ligandy PD-1 receptoru mohou byt exprimovany samotnymi nddorovymi buiikami a vazbou
na receptor CTL inhibovat jejich atak, vazba anti-PD-1 této inhibici brani (Noh a kol., 2015).
V prubéhu klinického hodnoceni jsou v soucasnosti anti-PD-1 MAbs pembrolizumab
(Robert a kol., 2014) a nivolumab (Topalian a kol., 2014).

CD40 molekula je exprimovéna DCs (a dal§imi antigen prezentujicimi bunikami),
ktera po vazbé ligandu CD154 na povrchu Th lymfocytii indukuje maturaci DCs a stimuluje
jejich aktivitu. Anti-CD40 funguje jako agonista CD40 receptoru a stimulaci DCs zaroven
podporuje aktivaci slozek ziskané imunity a naslednou reakci. Kombinace anti-CD40 a anti-

CTLA-4 byla vyzkousena ve fazi I klinického hodnoceni 1écby maligniho melanomu (Bajor
a kol., 2015).
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2. Cile prace

. Studium vyznamu ziskané imunity (T-lymfocyt) v redukci nadorového rustu.

. Studium moznosti pouziti anti-PD1 (immune checkpoint inhibitor) a anti-CD40

(immune checkpoint stimulator) v imunoterapii nadort.

. Studium in vitro cytotoxického ptisobeni neutrofilti na nadorové buriky linie Panc02.

. Studium in vitro cytotoxického pusobeni NK bun¢k na nadorové bunky linie
B16-F10 a Panc02.
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3. Material a metody

3.1 Chemikalie

Antibiotic-Antimycotic Solution (Penicilin, Streptomycin, Amfotericin B; Sigma-Aldrich)
Anti-Mouse CD45 APC; clone 30-F11 (eBioscience)

Anti-Mouse Ly-6G (Gr-1) Alexa Fluor 700; clone RB6-8C5 (eBioscience)
Anti-Mouse NK1.1 PE; clone PK136 (eBioscience)

BAM (biocompatible anchor for cell membranes; Mw 4000; NOF Europe)
DMEM (Dulbecco's modified eagle medium; VWR)

DMSO (dimetyl-sulfoxid; Sigma-Aldrich)

EDTA (kyselina ethylendiamintetraoctova; Sigma-Aldrich)

FCS (fetal calf serum; VWR)

GM-CSF (granulocyte-macrophage colony-stimulating factor; Sigma-Aldrich)
In Vivo MAb anti-mouse PD-1 (CD279), clone RMP1-14 (Bio X Cell)

In Vivo MAb anti-mouse CD40, clone FGK4,5/ FGKA45 (Bio X Cell)
Laminarin (Sigma-Aldrich)

L-Glutamin (Sigma-Aldrich)

Listeria monocytogenes (heat killed; InvivoGen)

LTA (lipoteichoic acid, Bacillus subtilis; Sigma-Aldrich)

MACS Neutrophil Isolation Kit, mouse (MACS Miltenyi Biotec Inc.)
MACS NK cell Isolation Kit I, mouse (MACS Miltenyi Biotec Inc.)
Manan (Sigma-Aldrich)

Merkaptoetanol (Sigma-Aldrich)

PBS (phosphate-buffered saline; VWR)

POLY (1:C) (polyinosinic-polycytidylic acid, sodium salt; Sigma-Aldrich)
RPMI 1640 (Roswell park memorial institute medium; VWR)

R848 (resiquimod; Tocris Bioscience)

TNF-a (tumor necrosis factor alfa; Sigma-Aldrich)

Trypanova modi (0,5% vodny roztok; Sigma-Aldrich)

Trypsin (Sigma-Aldrich)
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3.2 Laboratorni mysSi

Pro experimenty byly pouzity wild-type SPF (specific pathogen free) samice kmene
C57BL/6N (Charles River Laboratories) a knockout CD4”" a CD8’ SPF samince kmene
C57BL/6N (Laboratorni chov PaU, Biologické centrum AV CR v.v.i.), staré 8 tydni, o vaze
18-20 g.

C57BL/6N wild-type mysi byly chovany ve sterilnich podminkach v IVC
(individually ventilated cages) boxech, s podestylkou z dfevéné drté, s volnym piistupem k
vod¢ a krmnym peletam, a to pfi konstantni teploté 22°C a relativni vzdusné vlhkosti 65% s
nastavenou 12/12 fotoperiodou (prostory zverince Katedry medicincké biologie).

C57BL/6N knockout mysi byly chovany v plastikovych klecich uzavienych kovovou
miizkou s podestylkou z difevéné drté, s volnym piistupem k vod€ a krmnym peletdm, a to
pfi konstantni teplot¢ 22°C a relativni vzdusné vlhkosti 65% s nastavenou 12/12

fotoperiodou (prostory zvérince Parazitologického ustavu).

3.3 Bunécéné linie

Buniky mysiho melanomu B16-F10 (ATCC) byly kultivovany v RPMI 1640
obohaceném o 10% FCS, penicilin (100 j/ml), streptomycin (100 pg/ml), amfotericin B (0,25
pg/ml), L-glutamin (2,2 mM) a merkaptoethanol (50 uM).

Bunky mysiho pankreatického adenokarcinomu Panc02 (vénoval prof. Lars Ivo
Partecke, Greifswald, Némecko) byly kultivovany v DMEM obohaceném o 10% FCS,
penicilin (100 j/ml), streptomycin (100 pg/ml), amfotericin B (0,25 pg/ml), L-glutamin (2,2
mM) a merkaptoethanol (50 puM).

Ob& bunécné linie byly uchovavany v termostatu pii teplot¢ 37°C, v atmosféte
nasycené vodnimi parami s 5% COx.

Pozn.: Pro zjednoduseni bude v nékterych nasledujicich kapitolach pouzito slovo "médium"
namisto uvedeni konkrétniho typu média véetné pridanych latek, coz vzdy odpovidalo pouzité

bunécné linii.
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3.4 Piiprava nadorovych bunék pro in vivo a in vitro pokusy

Poté, co bunky vytvofily jednovrstvou konfluentni kulturu, bylo odstranéno médium
a bunky byly 3X promyty PBS pro naslednou trypsinizaci. Bunky byly ponechany v
trypsinizacni smési (0,25% trypsin, 0,02% EDTA v HBSS) po dobu 5 min v termostatu pfi
37°C. Trypsinizace byla ukoncena ptidavkem 20 ml média a bunénd suspenze byla
pfevedena do zkumavky. Buiiky byly spocteny v Biirkerové komurce s pouzitim trypanové
modii (pro rozliSeni zivych a mrtvych bunék) a jejich mnozstvi bylo upraveno na
pozadovanou koncentraci. Nasledné byly bunky centrifugovany (10 min, 160g, 4°C) a

pfevedeny do média odpovidajiciho potfebam experimentu.

3.5 Transplantace nadorovych bunék

Mysi byly nejprve oholeny na pravém boku pro usnadnéni samotné transplantace i
nasledného rozliSeni nadort. Kazdé mysi bylo do pravého boku subkutanné transplantovano
4 x 10° bungk B16-F10 v 0,1 ml RPMI 1640 bez FCS. Transplantace byla provedena u mysi
starych 8 tydnl o hmotnosti 18-20 g.

3.6 Piiprava manan-BAM

Prvnim krokem piipravy manan-BAM byla redukéni aminace mananu. Roztok
mananu byl v prostfedi octanu amonného, pH 7,5 a teplot¢ 50°C redukovan
kyanoborohydridem sodnym po dobu péti dnli. Vysledny roztok byl pfes noc dialyzovan
proti PBS pii 4°C s pouzitim dialyza¢ni membrany MWCO 3500 (Serva, Heidelberg).

Vazba BAM pies NHS (N-hydroxysuccinimide) skupinu s aminoskupinou mananu
probéhla pii pH 7,3 a pokojové teploté v prubéhu jedné hodiny (Kato a kol., 2004). Roztok
byl, za stejnych podminek jako po aminaci, dialyzovan. Vysledny roztok 0,2 mM manan-
BAM v PBS byl uchovévan pii teploté -20°C do doby pouziti.

3.7 Vyhodnoceni 1é¢by

Lécba byla vyhodnocovéana kazdy druhy den métenim velikosti nadort s pouzitim
kaliperu. Objem nadorti byl vypoéitan pomoci vzorce V = /6 AB? (A = nejdelsi naméfeny

rozmér v mm, B = nejkratsi naméfeny rozmér v mm) (Li a kol., 2009).

19



3.8 Vypocet redukce nadorového ristu

Redukce nadorového ristu, ve srovnani s kontrolou, byla vypoctena podle

nasledujiciho vzorce:

(prumérny V nadora v kontrolni skupin€ - primérny V nadora v 1é¢ené skupiné) X 100

praimérny V nadorti v kontrolni skupiné

Primér [%] vypocteny z hodnot naméfenych ve dnech 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12 a 14 od

pocatku terapie (den 0) predstavuje primérnou redukei nadorového ristu dané skupiny.

3.9 Priprava neutrofila pro in vitro pokusy

3.9.1 Izolace neutrofilu z kostni diené

Neutrofily byly izolovany z kostni dfené¢ SPF mySich samic C57BL/6N podle Stassen
a kol., 2006. Mysi byly usmrceny cervikalni dislokaci. S pouzitim sterilnich néstroji byla
myS$im stazena kiize z dolnich koncetin, ty byly odebrany a stehenni a holenni kosti byly
peclivé ocistény od svaloviny a ulozeny do média bez FCS. Kostem byly odstiizeny kloubni
hlavice a s pomoci stfikacky (5 ml) naplnéné médiem bez FCS a jehly (26G) byla z kosti
vytlacena kostni dfen do Petriho misky, kde byla pomoci mikropipety rozsuspendovana a

dale pfevedena pres BD filtr (70 pum) do zkumavky.

3.9.2 Imunomagneticka separace neutrofilii

Pro imunomagnetickou separaci neutrofilii byla pouzita sada protilatek Neutrophil
Isolation Kit, mouse (MACS Myltenyi Biotec Inc.) a separace probéhla podle pokynt
uvedenych v protokolu, jez je soucasti kitu.

Pouzitd metoda separace je zaloZzena na principu negativni selekce tzn., Ze
protilatkami jsou oznaceny a v kolonce nasledné zachyceny vSechny buniky z plvodni
bunééné suspenze kromé neutrofild, které jako jediné kolonkou projdou do pfipravené
zkumavky.

Plivodni bunécné suspenze je pievedena do pufru (PBS + 2% FCS + 2 mM EDTA),

dale inkubovéana se smési primarnich biotinylovanych MAbs (proti antigentim, které nejsou
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exprimovany neutrofily) a poté se sekundarnimi anti-biotin MAbs konjugovanymi s
magnetickymi perliCkami. Po navazani protilatek je suspenze pfevedena na kolonku (LS
column; MACS Mylteniy Biotec Inc.) s pre-separacnim filtrem (30 um; MACS Myltenyi
Biotec Inc.) umisténou na magneticky separator (MidiMACS separator; MACS Myltenyi
Biotec Inc.). Vysledkem je suspenze neutrofilii v pufru.

Ziskané neutrofily byly spocteny, ptfevedeny do média odpovidajiciho potiebam

pokusu a jejich pocet byl upraven na pozadovanou koncentraci.

3.9.3 Aktivace neutrofila

Naivni neutrofily byly aktivovany smési cytokint GM-CSF (12 ng/ml média), TNF-a
(2,5 ng/ml média) (Dewas a kol., 2003) a 2 uM nizkomolekularnim laminarinem (f-glukan,
Mw 6007) (Vétvicka a kol., 1996) 20 min, pti 37°C a 5% COa.

3.10 Piiprava NK bunék pro in vitro pokusy

3.10.1 Izolace NK bunék ze sleziny

NK bunky byly izolovany ze slezin SPF mySich samic C57BL/6N podle Meinhardt a
kol., 2012. Mysi byly usmrceny cervikalni dislokaci. S pouZitim sterilnich nastroji byla
mySim vyjmuta slezina a uloZzena do média bez FCS. Odebrané sleziny byly poté pomoci
pistu ze stfikacky pfevedeny ptes BD filtr (70 um) do zkumavky. BD filtr byl peclivé
proplachnut 20 ml média bez FCS.

3.10.2 Imunomagneticka separace NK bunék

Pro imunomagnetickou separaci NK bunck byla pouzita sada protilaitek NK Cell
Isolation Kit II, mouse (MACS Myltenyi Biotec Inc.) a separace probéhla podle pokyn
uvedenych v protokolu, jez je soucasti kitu.

Pouzitd metoda separace je zalozena na principu negativni selekce stejné jako metoda
imunomagnetické separace neutrofild, s pouzitim stejnych pomucek/zatizeni (kapitola 3.9.2).
Vysledkem je suspenze NK bun¢k v pufru.

Ziskané NK bunky byly spocteny, pfevedeny do média odpovidajiciho potfebam

pokusu a jejich pocet byl upraven na pozadovanou koncentraci.
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3.10.3 Aktivace NK bunék

NK bunky byly aktivovany 2 uM nizkomolekularnim laminarinem (B-glukan, Mw
6007) (Vétvicka a kol., 1996) 20 min, pti 37°C a 5% CO.

3.11 Stanoveni Cistoty neutrofilii a NK bunék na priitokovém cytometru

Cistota leukocyti po separaci (kapitoly 3.9.2 a 3.10.2), byla stanovena na
prutokovém cytometru BD FACSCanto II (BD Biosciences) a vyhodnocena v programu BD
FACSDiva (verze 6.1.3; BD Biscience).

Pro stanoveni Cistoty neutrofili byly pouzity fluorescenéné znacené MAbs: Anti-
Mouse CD45 APC, clone 30-F11, 0,2 mg/ml (pted pfidanim k suspenzi fedéna 200X) a
Anti-Mouse Ly-6G (Gr-1) Alexa Fluor 700, clone RB6-8C5, 0,2 mg/ml (pfed ptidanim k
suspenzi fedéna 100X). Primérna Cistota neutrofilit pouzitych v pokusech byla 95%.

Pro stanoveni ¢istoty NK bunék byly pouzity fluorescenéné znacené MAbs: Anti-
Mouse CD45 APC, clone 30-F11, 0,2 mg/ml (ptfed pfidanim k suspenzi fedéna 200X) a
Anti-Mouse NKI1.1 PE, clone PK136, 0,2 mg/ml (pied ptidanim k suspenzi fedéna 100X).
Primérna Cistota NK bunék pouzitych v pokusech byla 75%.

Pozn.: Prdce na priitokovém cytometru probéhla s pomoci Bc. Ondreje Uhra.
3.12 Statistické vyhodnoceni vysledkii
Pro statistické vyhodnoceni dat byla pouZzita jednocestnd ANOVA s naslednym

Tukeyho post hoc testem, pro analyzu pieziti potom Kaplan-Mayeruv test (STATISTICA
12, StatSoft, Inc.).
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3.13 Pokusy

3.13.1 Vakcinace buiikkami B16-F10 opsonizovanymi mananem v kombinaci s TLR

agonisty

Pro pokus bylo pouzito 24 mysich samic kmene C57BL/6N. Mysi byly 12. den po
transplantaci nadorovych bun¢k randomizovany do 4 skupin (A-D), kazdou skupinu tvoftilo
6 mys$i, z nichz kazdéa byla umisténa do vlastniho boxu. Zaroven byl tento den oznacen jako
"den 0", kdy probéhlo prvni méteni objeml nddor a podani terapeutickych latek. Méteni
bylo dale provadéno kazdy druhy den. Terapie byla podavana ve 4 pulzech zahrnujicich 12
dni: 0, 1, 2; 8,9, 10; 16, 17, 18 a 24, 25, 26. Terapeutické latky byly podavany subkutanné

(s.c.) do levého boku.

Piehled terapie (skupina, objem, podana latka):

A - 50 pl suspenze 8 x 10® mrazem zabitych B16-F10 v 1 ml PBS.

B - 50 ul suspenze 8 x 10° mrazem zabitych B16-F10 + 0,2 mM manan-BAM +
0,5 mg R848 + 0,5 mg POLY (I:C) v 1 ml PBS.

C - 50 ul suspenze 8 x 10° mrazem zabitych B16-F10 + 0,2 mM manan-BAM +
0,5 mg R848 + 0,5 mg POLY (I:C) + 1 x 10'° L. monocytogenes v 1 ml PBS.

D - 50 ul PBS.

Na nadorové buriky pouzité ve skupinach B a C byl nejprve navazan manan-BAM
(inkubace 30 min, pokojova teplota) a poté byly usmrceny. Vakcina tedy obsahovala
fragmenty nadorovych bunék s navazanym mananem.

Po poslednim méfeni objemli nadortt v "den 30" byly myS$i usmrceny cervikalni

dislokaci.

3.13.2 Aplikace imunoterapie zaloZené na kombinaci manan-BAM a smési TLR

agonistu pri terapii melanomu B16-F10 u CD4 knockout mysi

Pro pokus byly pouzity 4 mysi samice kmene C57BL/6N CD4”". Mysi byly 12. den
po transplantaci nadorovych bunék randomizovany do 2 skupin (A a B), kazdou skupinu
tvofily 2 mysi, z nichz kazda byla umisténa do vlastniho boxu. Zaroveii byl tento den

oznacen jako "den 0", kdy prob&hlo prvni méfeni objemi nadorti a podani terapeutickych
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latek. Méteni bylo dale provadéno kazdy druhy den. Terapie byla podavana ve 4 pulzech
zahrnujicich 12 dni: 0, 1, 2; 8, 9, 10; 16, 17, 18 a 24, 25, 26. Terapeutické latky byly

podavany intratumoralné (i.t.).

Pi‘ehled terapie (skupina, objem, podana latka):

A - 50 pl roztoku 0,2 mM manan-BAM + 0,5 mg R848 + 0,5 mg POLY (I:C) + 0,5
mg LTA v 1 mlPBS.

B - 50 ul roztoku PBS.

Po poslednim méfeni objemti nadorti v "den 30" byla sledovéana doba pieziti mysi. V
"den 100" bylo sledovani ukonéeno, zbylé mysi byly usmrceny cervikalni dislokaci.

Data pouzita pro skupiny C a D byla importovana z jiného pokusu, ktery byl stejnym
zpusobem proveden na wild-type C57BL/6N mysich.

3.13.3 Aplikace imunoterapie zaloZené na kombinaci manan-BAM a smési TLR

agonisti pri terapii melanomu B16-F10 u CD8 knockout mysi

Pro pokus byly pouzity 4 mysi samice kmene C57BL/6N CD8”". Mysi byly 12. den
po transplantaci nadorovych bun¢k randomizovany do 2 skupin (A a B), kazdou skupinu
tvofily 2 mys$i, z nichz kazda byla umisténa do vlastniho boxu. Zaroven byl tento den
oznacen jako "den 0", kdy prob&hlo prvni méteni objemu nadorti a podani terapeutickych
latek. Méfeni bylo déale provadéno kazdy druhy den. Terapie byla podavéana ve 4 pulzech
zahrnujicich 12 dni: 0, 1, 2; 8, 9, 10; 16, 17, 18 a 24, 25, 26. Terapeutické latky byly

podavany intratumoralné (i.t.).

Pi‘ehled terapie (skupina, objem, podana latka):

A - 50 pl roztoku 0,2 mM manan-BAM + 0,5 mg R848 + 0,5 mg POLY (I:C) + 0,5
mg LTA v 1 mlPBS.

B - 50 pl roztoku PBS.

Po poslednim méteni objemi nadorti v "den 30" byla sledovéana doba pieziti mysi. V
"den 100" bylo sledovani ukonc¢eno, zbylé mysi byly usmrceny cervikalni dislokaci.

Data pouzita pro skupiny C a D byla importovana z jiného pokusu, ktery byl stejnym
zpusobem proveden na wild-type C57BL/6N mysich.
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3.13.4 Vliv intratumoralni aplikace anti-PD-1 nebo anti-CD40 MAbs samotnych nebo v

kombinaci s kotvenym mananem a smési TLR agonistii na rist melanomu

Pro pokus bylo pouzito 36 mySich samic kmene C57BL/6N. Mysi byly 12. den po
transplantaci nadorovych bunék (melanom B16-F10) randomizovéany do 6 skupin (A-F),
kazdou skupinu tvofilo 6 mysi, z nichz kazda byla umisténa do vlastniho boxu. Zaroven byl
tento den oznacCen jako "den 0", kdy prob&hlo prvni meéfeni objeml nadortt a podani
terapeutickych latek. Méfeni bylo déle provadéno kazdy druhy den. Terapie byla podavana
ve 4 pulzech zahrnujicich 12 dni: 0, 1, 2; 8, 9, 10; 16, 17, 18 a 24, 25, 26. Terapeuticke latky

byly podavany intratumoralné (i.t.).

Pi‘ehled terapie (skupina, objem, podana latka):

A - 50 pl roztoku 0,2 mM manan-BAM + 0,5 mg R848 + 0,5 mg POLY (I:C) + 0,5
mg LTA v 1mlPBS.

B - 50 pl roztoku 0,2 mM manan-BAM + 0,5 mg R848 + 0,5 mg POLY (I:C) + 0,5
mg LTA + 0,4 mg anti-PD-1 v 1 ml PBS.

C - 50 pl roztoku 0,2 mM manan-BAM + 0,5 mg R848 + 0,5 mg POLY (I:C) + 0,5
mg LTA + 0,4 mg anti-CD40 v 1 ml PBS.

D - 50 pl roztoku 0,4 mg anti-PD-1 v 1 ml PBS.

E - 50 ul roztoku 0,4 mg anti-CD40 v 1 ml PBS.

F - 50 ul roztoku PBS.

Po poslednim méteni objeml nadorti v "den 30" byla sledovana doba preZziti mysi. V

"den 100" bylo sledovani ukonc¢eno, zbylé mysi byly usmrceny cervikalni dislokaci.

3.13.5 In vitro analyza cytotoxického pusobeni NK bunék na nadorové buiikky B16-F10

Experiment zahrnoval 4 skupiny buné¢nych suspenzi o rizném sloZeni (viz nize).

Kazdou skupinu tvotily 4 jamky.

Schéma experimentu:

A - 100 000 B16-F10

B - 100 000 B16-F10 + 500 000 NK bunék

C - 100 000 B16-F10 + 0,02 mM manan-BAM
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D - 100 000 B16-F10 + 0,02 mM manan-BAM + 500 000 NK bunék

Vsechny bunky pouzité v tomto experimentu byly uchovavany v médiu RPMI 1640 s
10% nedeaktivovanym FCS, penicilinem (100 j/ml), streptomycinem (100 pg/ml),
amfotericinem B (0,25 pg/ml), L-glutaminem (2,2 mM) a merkaptoethanolem (50 pM).
Nedeaktivované FCS bylo pouzito z diivodu zachovani slozek komplementu, nutnych pro
reakci na kotveny manan a naslednou opsonizaci nadorovych bun¢k B16-F10.

Nadorové bunky byly piipraveny podle postupu uvedeného v kapitole 3.4. Bunky ve
skupindch C a D byly v mnozstvi 100 000 bunék/jamku inkubovany s manan-BAM o
vysledné koncentraci 0,02 mM/jamku v 96-jamkovém panelu (jamky s kulatym dnem,
prihledny) 30 min v 37°C a 5% CO.. Nadorové buiiky ve skupinach A a B byly inkubovany
s piidavkem PBS, namisto manan-BAM, za stejnych podminek. Po 30 minutich inkubace
byly jamky promyty za uc¢elem odstranéni nenavazaného ligandu.

NK buiky byly pfipraveny podle postupu uvedené¢ho v kapitole 3.10. Po vazbé
manan-BAM na nadorové buiiky a nasledném promyti, byly do jamek skupin B a D ptidany
NK buitky v mnozstvi 500 000 bunék/jamku.

Takto pripravené bunééné suspenze byly inkubovany 120 min v 37°C a 5% COa.

Nakonec byly bunééné suspenze peclivé rozvolnény s pomoci mikropipety a v
poméru 1:1 promichény s trypanovou modii (rozliSeni zivych a mrtvych bunék). Experiment
byl vyhodnocen s pomoci Biirkerovy komirky, kde byl zjiStovan konecny pocet zivych

nadorovych bunék (nddorové bunky a NK buiky byly rozliSeny na zakladé¢ jejich velikosti).

3.13.6 In vitro analyza cytotoxického pusobeni neutrofili na nadorové buiiky Panc02

Experiment zahrnoval 4 skupiny bunéénych suspenzi o rizném slozeni (viz nize).

Kazdou skupinu tvofily 4 jamky.

Schéma experimentu:

A - 100 000 Panc02

B - 100 000 Panc02 + 500 000 neutrofila

C - 100 000 Panc02 + 0,02 mM manan-BAM

D - 100 000 Panc02 + 0,02 mM manan-BAM + 500 000 neutrofila
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Vsechny buiiky pouzité v tomto experimentu byly uchovavany v médiu DMEM s
10% nedeaktivovanym FCS, penicilinem (100 U/ml), streptomycinem (100 pg/ml),
amfotericinem B (0,25 pg/ml), L-glutaminem (2,2 mM) a merkaptoethanolem (50 uM).
Nedeaktivované FCS bylo pouzito z divodu zachovani slozek komplementu, nutnych pro
reakci na kotveny manan a naslednou opsonizaci nadorovych bunék Panc02.

Dalsi postup experimentu a jeho vyhodnoceni jsou totozné s postupem uvedenym v
kapitole 3.13.5, pfi¢emz nadorové bunky byly pfipraveny podle postupu uvedeného v

kapitole 3.4 a neutrofily byly pfipraveny podle postupu uvedeného v kapitole 3.9.

3.13.7 In vitro analyza cytotoxického pusobeni NK bunék na nadorové buiiky Panc02

Experiment zahrnoval 4 skupiny bunéénych suspenzi o rizném slozeni (viz nize).

Kazdou skupinu tvotily 4 jamky.

Schéma experimentu:

A - 100 000 Panc02

B - 100 000 Panc02 + 500 000 NK bunék

C - 100 000 Panc02 + 0,02 mM manan-BAM

D - 100 000 Panc02 + 0,02 mM manan-BAM + 500 000 NK bun¢k

Vsechny buiiky pouzit¢ v tomto experimentu byly uchovavany v médiu DMEM s
10% nedeaktivovanym FCS, penicilinem (100 U/ml), streptomycinem (100 pg/ml),
amfotericinem B (0,25 pg/ml), L-glutaminem (2,2 mM) a merkaptoethanolem (50 puM)..
Nedeaktivované FCS bylo pouzito z diivodu zachovani slozek komplementu, nutnych pro
reakci na kotveny manan a naslednou opsonizaci nadorovych bunék Panc02.

Dalsi postup experimentu a jeho vyhodnoceni jsou totozné s postupem uvedenym v
kapitole 3.13.5, pfi¢emZz nadorové bunky byly pfipraveny podle postupu uvedené¢ho v

kapitole 3.4 a NK buiiky byly pfipraveny podle postupu uvedeného v kapitole 3.10.
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4. Vysledky

4.1 Vliv vakcinace buiikkami B16-F10 opsonizovanymi mananem v kombinaci s TLR

agonisty na rust nadori

Cilem pokusu bylo prostiednictvim terapeutické nadorové vakciny, zalozené na
kombinaci mrazem usmrcenych, opsonizovanych nadorovych bun¢k B16-F10 a smési TLR
agonisty, indukovat aktivaci ziskané imunity a zjistit tak jeji vliv na redukci nadorového
rustu.

Vakcinace usmrcenymi B16-F10 (skupina A) nevedla k redukci nadorového ristu a
14. den experimentu byl dokonce praimérny objem nadord ve skupiné A o 13% vyssi nez v
kontrole (skupina D). Vakcinace usmrcenymi B16-F10 opsonizovanymi mananem Vv
kombinaci se smési R848 a POLY (I:C) (skupina B) vyvolala primémou redukci
nadorového ristu 44%, doplnéni uvedené smési o L. monocytogenes (skupina C) vedlo k
primé&rné redukci nadorového ristu o 40%, avSak ani u jedné ze zminénych skupin nebyla
redukce nadorové rastu vzhledem ke kontrole statisticky vyznamna. Ziskana imunita tedy na

redukci nadorového ristu v priabéhu terapie pravdépodobné zasadni vliv nema (Obr.1).
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Obr.1: Vliv aplikace terapeutické nadorove vakciny na redukci nadorového rustu.

Skupina A - 4 x 10° mrazem zabitych B16-F10, skupina B - 4 x 10° mrazem zabitych B16-F10 + manan-BAM
+ R848 + POLY (I:C), skupina C - 4 x 10° mrazem zabitych B16-F10 + manan-BAM + R848 + POLY (I:C) +
L. monocytogenes, skupina D - PBS (kontrola).
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4.2 Aplikace imunoterapie zaloZené na kombinaci manan-BAM a smési TLR agonisti

pri terapii melanomu B16-F10 u CD4 knockout mysi

Cilem pokusu bylo zjistit vyznam Th-lymfocyti v redukci nadorového rastu a délce
preziti mySi po aplikaci imunoterapie zalozené na kombinaci manan-BAM a smési TLR
agonistl s vyuzitim CD47 mysi.

Priimérna redukce nadorového ristu u lé¢enych CD4™ mysi (skupina A) ¢inila 73% a
primérnd redukce nadorového ristu u lé€enych C57BL/6N mysi (skupina C) €inila 78%.
Lze tedy usuzovat, ze absence Th-lymfocytid v pribéhu imunoterapie melanomu B16-F10

nem¢la na redukci nadorového ristu zasadni efekt (Obr.2).
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Obr.2: Vyvoj imunoterapie melanomu B16-F10 u CD4” mysi.
Skupina A - CD47; manan-BAM + R848 + POLY (I:C) + LTA, skupina B - CD4"; PBS, skupina C -
C57BL/6N; manan-BAM + R848 + POLY (I:C) + LTA, skupina D - C57BL/6N; PBS.

Hladiny statistické vyznamnosti:
vzhledem ke skupiné D - p < 0,05 *, p < 0,01 **, p < 0,005 ***

Po ukonceni terapie byla sledovdna doba pteziti mysi do "dne 100" od pocatku
terapie. U lé¢enych CD4”" mysi (skupina A) nebylo sledovano statisticky vyznamné delsi
pteziti ve srovnani s kontrolou (skupina B). Naopak u lé¢enych C57BL/6N mysi (skupina C)

statisticky vyznamné delsi pfeziti ve srovnani s kontrolou (skupina D; i ostatnimi skupinami)
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sledovano bylo. Absence Th-lymfocytl se tedy projevila v nasledném piezivani mysi po

ukonceni terapie (Obr.3).
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Obr.3: Doba pieziti é¢enych CD4” mysi.
Skupina A - CD4”; manan-BAM + R848 + POLY (I:C) + LTA, skupina B - CD4”; PBS, skupina C -
C57BL/6N; manan-BAM + R848 + POLY (I:C) + LTA, skupina D - C57BL/6N; PBS.

Hladiny statistické vyznamnosti:

vzhledem ke skupiné A - p < 0,05 *, p < 0,01 ** p < 0,005 ***
vzhledem ke skupiné B- p < 0,05, p < 0,01 *», p < 0,005 eee
vzhledem ke skuping D- p < 0,05 ¢, p < 0,01 oo, p < 0,005 oo
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4.3 Aplikace imunoterapie zaloZené na kombinaci manan-BAM a smési TLR agonisti

pri terapii melanomu B16-F10 u CD8 knockout mysi

Cilem pokusu bylo zjistit vyznam CTL v redukci nadorového rustu a délce preziti
mys$i po aplikaci imunoterapie zalozené na kombinaci manan-BAM a smési TLR agonistl s
vyuzitim CD8” mysi.

Priimérna redukce nadorového riistu u lé¢enych CD8”mysi (skupina A) &inila 79% a
primérnd redukce nadorového ristu u lé€enych C57BL/6N mysi (skupina C) €inila 78%.
Lze tedy usuzovat, ze absence Tc-lymfocytli v pritbéhu imunoterapie melanomu B16-F10

nem¢la na redukci nadorového ristu zasadni efekt (Obr.4).
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Obr.4: Vyvoj imunoterapie melanomu B16-F10 u CD8” mysi.
Skupina A - CD8”; manan-BAM + R848 + POLY (I:C) + LTA, skupina B - CD8"; PBS, skupina C -
C57BL/6N; manan-BAM + R848 + POLY (I:C) + LTA, skupina D - C57BL/6N; PBS.

Hladiny statistické vyznamnosti:
vzhledem ke skupiné D - p < 0,05 *, p < 0,01 **, p < 0,005 ***

Po ukonceni terapie byla sledovana doba pteziti mysi do "dne 100" od pocatku
terapie. U lé¢enych CD8” mysi (skupina A) nedoslo b&hem doby sledovani pieziti k uhynu,
coZ naznacuje, Ze absence Tc-lymfocyti nemd na piezivani mySi po ukonceni terapie

zasadni efekt, nebylo ovSem dosazeno statistické vyznamnosti. U 1é€enych C57BL/6N mysi
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(skupina C) bylo sledovano statisticky vyznamné del$i pfeziti ve srovnani s kontrolou (i
skupinou B) (Obr.5).
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Obr.5: Doba pieziti 1é¢enych CD8” mysi.
Skupina A - CD8”; manan-BAM + R848 + POLY (I:C) + LTA, skupina B - CD8"; PBS, skupina C -
C57BL/6N; manan-BAM + R848 + POLY (I:C) + LTA, skupina D - C57BL/6N; PBS.

Hladiny statistické vyznamnosti:

vzhledem ke skupiné B- p < 0,05 «, p < 0,01 *», p < 0,005 eee
vzhledem ke skuping D- p < 0,05 ¢, p<0,01 oo, p < 0,005 oo
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4.4 Vliv intratumordlni aplikace anti-PD-1 nebo anti-CD40 MAbs samotnych nebo v

kombinaci s kotvenym mananem a smési TLR agonistii na rist melanomu

Cilem experimentu bylo zjistit vliv anti-PD-1 a anti-CD40 MADbs na redukci
nadorového rustu a dobu preziti mysi po ukonceni terapie a déale ptipadny aditivni efekt
téchto protilatek v kombinaci s kotvenym mananem a smési TLR agonistt.

Anti-PD-1 samotna (skupina D) nevyvolala redukci nadorového rustu a 14. den
experimentu byl primérny objem nadora ve skupiné D o 12% vyssi nez v kontrolni skupiné
(skupina F). Kombinace anti-PD-1 s kotvenym mananem a smési TLR agonisti (skupina
B) vyvolala primérnou redukci nadorového ristu 85%, kde statistické vyznamnosti bylo
dosazeno 6., 8. a 12. den experimentu.

Anti-CD40 samotna (skupina E) vyvolala primérnou redukci nadorového rastu
69%, kde statistické vyznamnosti bylo dosazeno 8. den experimentu. Kombinace anti-
CD40 s kotvenym mananem a smési TLR agonisti (skupina C) vyvolala primérnou
redukci nadorového ristu 85%, kde statistické vyznamnosti bylo dosazeno 6., 8., 10., a 12.
den experimentu. Anti-CD40 samotna vedla k vyznamné redukci nadorového ristu, ktera
byla dale posilena kombinaci protilatky s kotvenym mananem a smési TLR agonistt.

Vyse zminéné ilustruje nasledujici graf (Obr.6).
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Obr.6: Vliv intratumoralni aplikace anti-PD-1 a anti-CD40 na redukci nadorového rustu.

Skupina A - manan-BAM + R848 + POLY (I:C) + LTA, skupina B - manan-BAM + R848 + POLY (I:C) +
LTA + anti-PD-1, skupina C - manan-BAM + R848 + POLY (I:C) + LTA + anti-CD40, skupina D - anti-PD-
1, skupina E - anti-CD40, skupina F - PBS (kontrola).

Hladiny statistické vyznamnosti:

vzhledem ke skupiné F - p < 0,05 *, p < 0,01 **, p < 0,005 ***
vzhledem ke skupiné D -p < 0,05+, p < 0,01 =, p < 0,005 oo+
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Po ukonceni terapie byla sledovana doba pteziti mysi do "dne 100" od pocatku
terapie. Kombinace anti-PD-1 (skupina B) i anti-CD40 (skupina C) s kotvenym mananem a
smési TLR agonistl i tato terapie bez protilatek (skupina A) vedly ke statisticky vyznamné
delSimu pieziti ve srovnani s kontrolou (skupina F) a ve srovnani s protilatkami samotnymi

(skupiny D a E). Terapie anti-CD40 samotnou vedla k vyléceni jedné z mysi (Obr.7).

00%  —  —  — — : 1
, ooo ooo
|
90% r : * e 9 . e 9 -
N ¥ ok %
80% | & » »
70%
'_ —
60% r
E‘E
£ 50% | .
40% | ]
..
30% ¢t 4
20% | 1
10% | A
— B
=
0% - - : - - - - - - 5
0 10 20 30 40 50 60 70 80 Qa0 100 =
Dny F

Obr.7: Vliv intratumoralni aplikace anti-PD-1 a anti-CD40 na dobu pieziti.

Skupina A - manan-BAM + R848 + POLY (I:C) + LTA, skupina B - manan-BAM + R848 + POLY (I:C) +
LTA + anti-PD-1, skupina C - manan-BAM + R848 + POLY (I:C) + LTA + anti-CD40, skupina D - anti-PD-
1, skupina E - anti-CD40, skupina F - PBS (kontrola).

Hladiny statistické vyznamnosti:

vzhledem ke skupiné A - p < 0,05 *, p < 0,01 ** p < 0,005 ***
vzhledem ke skupin€ B- p < 0,05 ¢, p < 0,01 *, p < 0,005 e
vzhledem ke skupiné D- p < 0,05 , p < 0,01 <o, p < 0,005 co°
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4.5 In vitro cytotoxické piisobeni NK bunék na nadorové buiiky B16-F10 znacené
manan-BAM

Cilem experimentu bylo ovéfit v in vitro podminkach cytotoxické piisobeni mysich
NK buné¢k na nadorové bunky B16-F10 s kotvenym mananem.

NK bunky svou cytotoxickou aktivitou vedly k 60% statisticky vyznamné redukci
poctu Zivych naddorovych bunék s kotvenym mananem (srovnéni skupin C a D). V piipadé,
kdy nebyly nadorové bunky oznaceny manan-BAM, byla redukce jejich poctu 20%
(srovnani skupin A a B). NK bunky v in vitro podminkach tedy vykazuji cytotoxickou
aktivitu vi¢i nadorovym bunkam B16-F10, pokud jsou tyto buniky oznaceny kotvenym

mananem (Obr.8).
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Obr.8: Cytotoxické ptisobeni NK bunék na nadorové buiky B16-F10 zna¢ené manan-BAM.
Skupina A - B16-F10, skupina B - B16-F10 + NK buriky, skupina C - B16-F10 + manan-BAM, skupina D -
B16-F10 + manan-BAM + NK burnky.

Hladiny statistické vyznamnosti:
vzhledem ke skupiné C - p < 0,05 *, p < 0,01 **, p < 0,005 ***
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4.6 In vitro cytotoxické pusobeni neutrofili na nadorové buiiky Panc02 znacené
manan-BAM

Cilem experimentu bylo ovéfit v in vitro podminkach cytotoxické piisobeni mysich
neutrofilt na nddorové buiiky Panc02 s kotvenym mananem.

Neutrofily svou cytotoxickou aktivitou vedly k 56% statisticky vyznamné redukci
poctu Zivych naddorovych bunék s kotvenym mananem (srovnéni skupin C a D). V piipadé,
kdy nebyly nadorové bunky oznaceny manan-BAM, byla redukce jejich poctu 29%
(srovnani skupin A a B). Neutrofily v in vitro podminkach tedy vykazuji cytotoxickou
aktivitu vi¢i nadorovym bunkdm Panc02, zvlasté, pokud jsou tyto builky oznaceny

kotvenym mananem (Obr.9).
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Obr.9: Cytotoxické ptisobeni neutrofilii na nadorové buiiky Panc02 znac¢ené manan-BAM.

Skupina A - Panc02, skupina B - Panc02 + neutrofily, skupina C - Panc02 + manan-BAM, skupina D - Panc02
+ manan-BAM + neutrofily

Hladiny statistické vyznamnosti:
vzhledem ke skupiné C - p < 0,05 *, p < 0,01 **, p < 0,005 ***
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4.7 In vitro cytotoxické piisobeni NK bunék na nadorové buiiky Panc02 znacené
manan-BAM

Cilem experimentu bylo ovéfit v in vitro podminkach cytotoxické piisobeni mysich
NK bun¢k na nddorové buiiky Panc02 s kotvenym mananem.

NK buriky svou cytotoxickou aktivitou vedly k 55% statisticky vyznamné redukci
poctu zivych naddorovych bunék s kotvenym mananem (srovnani skupin C a D). V ptipadé,
kdy nebyly nadorové buiniky ozna¢eny manan-BAM, byla redukce jejich poc¢tu 5% (srovnani
skupin A a B). NK bunky v in vitro podminkach tedy vykazuji cytotoxickou aktivitu vici
nadorovym buiikam Panc02, pokud jsou tyto buriky ozna¢eny kotvenym mananem (Obr.10).
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Obr.10: Cytotoxické puisobeni NK bunék na nadorové buriky Panc02 znac¢ené manan-BAM.

Skupina A - Panc02, skupina B - Panc02 + NK buiiky, skupina C - Panc02 + manan-BAM, skupina D - Panc02
+ manan-BAM + NK bunky

Hladiny statistické vyznamnosti:
vzhledem ke skupiné C - p < 0,05 *, p < 0,01 **, p < 0,005 ***
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5. Diskuze

Od pocatku 20. stoleti se objevuji pokusy o vyuZiti bakterii v nadorové terapii (Coley
1893; Pearl 1928). Dnes se tyto tendence piesmérovali z bakterii jako takovych spiSe na
jejich  PAMPs motivy, znichz jsou v popiedi predevsim TLR agonisti, pouzivani
samostatné, nebo v kombinaci s nadorovou vakcinou (Eton a kol., 1998), MADb (Friedberg a
kol., 2009) ¢i chemoterapeutikem (Manegold a kol., 2012). I piesto, Zze se jedna o latky
indukujici aktivaci vrozené imunity, byva hlavnim cilem jejich vyuziti nepfimé stimulace
ziskané imunity, pfedevs§im CD8" T-lymfocyt.

Nase snahy o terapii nddorti jsou naopak cilené na aktivaci vrozené imunity.
Intratumoralni aplikaci smési TLR agonistl (napi. R848, POLY (I:C), LTA) je indukovéna
zanétliva infiltrace nddoru a ukotvenim manan-BAM do membrany nadorovych bunék je
aktivovan komplement a zajisténa opsonizace nadorovych bunék molekulami iC3b, ty jsou
nasledné prostfednictvim CR3 rozpoznavany buiikami vrozené imunity a zabijeny. Terapie
tedy vychazi z jednoduché interakce mezi PAMPs a PRRs exprimovanymi fagocyty a NK
buitkami a doposud se ukazuje jako velmi G¢innd (Janotova a kol., 2014; Caisova a kol.,
2016; Waldmannova a kol., 2016).

I presto, Ze je naSe terapie cilend primarné na aktivaci vrozené imunity, je tieba brat v
uvahu také ulohu ziskané imunity, vzhledem k Gzkému propojeni a spolupraci obou slozek
imunitniho systému. V ramci ziskané imunity jsou s nadory spojovany piedevs§im CD8" T-
lymfocyty, resp. CTL, jejichz pfitomnost v nadoru je u fady malignit spojovana s pozitivni
prognozou (Naito a kol., 1998; Sato a kol., 2005; Haanen a kol., 2006). Dtlezitym podnétem
pro studium ulohy ziskané imunity v ramci nami aplikované imunoterapie, bylo zjisténi, ze
vylécené mysi jsou odolné vuci retransplantacim nadort (Caisova a kol., 2016), tudiz v
prubéhu lécby dochazi k vyvoji imunologické paméti, za kterou jsou zodpoveédné prevazné

buiiky pravé ziskané imunity.

Imunizace indukovana alogenni terapeutickou nddorovou vakcinou
Nejprve bylo prostiednictvim imunizace sledovano, nakolik u¢inné jsou v redukci

nadorového ristu CTL jako takové, bez imyslné stimulace vrozené imunity, ve smyslu

rrrrr

motivem. K tomuto uelu byla mySim podédvana terapeutickd alogenni nadorova vakcina,
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jejimz zékladem byly fragmenty nddorovych bun¢k B16-F10, aplikované samostatné nebo v
kombinaci s adjuvanciem (kotveny manan a TLR agonisti) (kapitola 4.1).

Tento terapeuticky pfistup, zalozeny na nadorovém ataku populace specifickych
CTL, nevedl u modelu melanomu B16-F10 k vyznamnéj$i redukci nadorového rustu. Mirné
zpomaleni naddorového ristu bylo sledovano ve skupinach, kterym byla podavéna vakcina
obsahujici smés mananem ozna¢enych fragmentii nadorovych bunék a TLR agonist (R848,
POLY (I:C), popt. L. monocytogenes). TLR agonisti a kotveny manan v misté aplikace
vakciny pravdépodobné stimulovali fagocytozu fragmentli nadorovych bunék antigen
prezentujicimi buiikami a tudiz také neptimo stimulovali aktivaci CD8" T-lymfocytd. Z
pouzitych TLR agonisti je tfeba vyzdvihnout ulohu POLY (I:C), ktera vyznamné¢ podporuje
zrani DCs a prezentaci Ag ziskané imunité (Rouas a kol., 2004).

Na zéklad¢ dosazenych vysledkll lze usuzovat, Ze pfi standardni intratumoralni
aplikaci terapie zalozené na kombinaci kotveného mananu a smési TLR agonistl, zamyslena
stimulace vrozené imunity vede také k nepfimé stimulaci ziskané imunity. Ta vSak na
redukci nadorového ristu indukované terapii nema ve srovnani s vrozenou imunitou

pravdépodobné zasadni vliv.

Imunoterapie aplikovana na CD4”- a CD8”- C57BL/6N mysi

Pro blizsi ovéteni tlohy T lymfocytii v redukci nddorového ristu a také nasledném
prezivani mysi po ukonceni terapie zaloZzené na kotveném mananu a smési TLR agonisti:
R848, POLY (I:C) a LTA (déle jen terapie) byly pouzity CD4” a CD8’" C57BL/6N mysi
opét s modelem melanomu B16-F10 (kapitoly 4.2 a 4.3).

Vysledky ziskané v pribehu experimentl byly srovnavany se standardnimi vysledky,
importovanymi z jiného experimentu, kterych je dosahovano pfi aplikaci vySe zminéné
terapie na wild-type C57BL/6N mysi. Zaroven jsou tyto vysledky vnimany spise jako podnét
pro dalsi experimenty, jelikoz byl pro tyto Ucely vyuzit velmi maly vzorek mysi, z n¢hoz
nelze vyvozovat definitivni zavéry.

U CD4” i CD8" mysi byla v pribéhu experimentu zaznamenina redukce
nadorového ristu srovnatelnd s hodnotami ziskanymi u wild-type C57BL/6N mysi. Coz
naznacuje, ze Twh-lymfocyty i CTL nemaji zasadni vliv na redukci nddorového ristu
indukovanou nasi terapii. Tento vysledek v podstaté¢ odpovida datim o leukocytarni
nadorové infiltraci métené v rlznych Casovych intervalech od podani terapie zalozené na
kovalentné vdzaném mananu a smési TLR agonisti: R848, POLY (I:C) a L. monocytogenes

(Caisova a kol., 2016), ktera svym plsobenim odpovida terapii aplikované v pribéhu
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experimentli s knockout mySmi, kdy ve srovnani s buiitkami vrozené imunity, pifedevsim
neutrofilnimi granulocyty, tvofi CD4" a CD8" T-lymfocyty jen malou &ast celkové
leukocytarni populace v nadoru, a tudiz nemaji ani prostor se jako efektory zabijejici
nadorové buiiky néjak zasadné projevit.

Absence CD4" T-lymfocytlh se ovSem projevila v nasledném piezivani mySi po
ukonceni terapie. Lé¢ené CD4” mysi uhynuly kritce po mysich kontrolnich, zatimco u
1écenych wild-type C57BL/6N mysi bylo dosazeno statisticky vyznamné delSiho pieZiti ve
srovnani s kontrolou. Tento vysledek miize souviset s regula¢ni tlohou TH lymfocyta, které
maji vliv nejen na aktivitu CTL a B-lymfocytt, ale také na aktivitu fagocytu, jez maji, na
zaklad¢ dosavadnich vysledkd, na uspésnost nasi terapie zdsadni vliv (Zhu a Paul, 2008
Janotova a kol., 2014; Caisova a kol., 2016; Waldmannova a kol., 2016).

Absence CD8* T-lymfocytl na nasledné prezivani mysi po ukonceni terapie zasadni
vliv nemé¢la a bylo dosazeno vysledku srovnatelného s IéCenymi wild-type C57BL/6N
my3$mi. Lé¢ené CD8”" mysi byly uspdiné vylédeny a teprve po ukonéeni sledovani doby
pieZiti byly usmrceny. Vysledek tedy naznacuje, ze CD8" T-lymfocyty nemaji zasadni vliv
na redukci nddorové riistu ani na nasledné ptezivani mysi.

Data ziskana pfi sledovani preziti CD4” a CD8” mysi mohou opét souviset se
zastoupenim CD4" a CD8" T-lymfocytl v analyzovaném leukocytarnim infiltratu (Caisova a
kol., 2016). Zde je tieba zminit, ze CD4" T-lymfocyti bylo naméfeno v riznych intervalech
od podani terapie pramémé 10x vice nez CD8* T-lymfocytd, coZ miZe souviset se
skuteénosti, ze absence CD4" lymfocytl, na rozdil od absence CD8" T-lymfocyti, méla
negativni dopad na pieziti mySi po ukonceni terapie.

V experimentech s CD4” a CD8” my$mi bylo dosazeno velmi zajimavych vysledki,
které podporuji nas dosavadni nazor, ze rozhodujici Glohu v redukci nadorového rustu po
aplikaci terapie maji spiSe sloZky vrozené neZ ziskané imunity. Naopak v nasledném
prezivani mysi ziskana imunita svlij vyznam ma. Tyto vysledky jsou podnétem pro dalsi
zopakovani experimentl na dostateéné velkém vzorku mysSi, pro kvalitni statistické
vyhodnoceni dat a ziskani publikovatelnych vysledkd.

Dlvodem pro zopakovani experimentli jsou také vysledky terapie aplikované na
melanom B16-F10 transplantovany SCID mySim (Uher, in prep), kde v ramci redukce
nadoroveého rastu i1 ndsledného ptezivani mysi nebyly sledovany zasadni rozdily mezi
lécenou a kontrolni skupinou a které naopak naznacuji, Ze ziskand imunita jako takova svoji

ulohu v redukei nadorového ristu i nasledném piezivani ma.
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Zapojeni anti-PD-1 a anti-CD40 MAbs do sou¢asné imunoterapie

Piestoze s pouzitim terapeutické smési manan-BAM, R848, POLY (I:C) a LTA (dale
je terapie) byly doposud zaznamendny velmi pozitivni vysledky, stidle nebylo dosazeno
100% vylé€eni a pieziti mySi. Proto je soucasné terapie kombinovana s dalSimi latkami s
potencialnim aditivnim efektem, jako jsou napf. anti-PD-1 a anti-CD40 MADbs (kapitola
1.3.2.2). V ramci provedeného experimentu byl sledovan nejen potencidlni aditivni efekt
téchto protilatek kombinovanych s nasi terapii v 1é¢bé melanomu B16-F10, ale také ucinnost
protilatek samotnych (kapitola 4.4).

PD-1 receptor exprimovany Tn-lymfocyty a CTL je dalezitym inhibi¢nim
regulatorem T bunéfné imunitni odpovédi. Anti-PD-1 funguje jako antagonista PD-1
receptoru a stimuluje tedy aktivitu T lymfocytii (Barber a kol., 2005), coz je u lymfocyti
infiltrujicich nador zadouci. PD-1 receptor je také exprimovany T reg lymfocyty, kde naopak
funguje jako stimula¢ni receptor a vazba anti-PD-1 v tomto pfipadé tedy potlacuje aktivitu
pronadorovych T reg lymfocyt. Zaroven se anti-PD-1 vaze na PD-L1 ligand PD-1 receptoru
exprimovany nddorovymi buitkami (Noh a kol., 2015), brani tak jejich interakci s timto
receptorem a tim néasledné inhibici efektorovych T lymfocyti a stimulaci T reg lymfocytt
pfitomnych v nadoru.

Piestoze populace efektorovych T lymfocytd v melanomu B16-F10 neni velka
(Caisova a kol., 2016), jejich stimulace anti-PD-1 muzZe mit v kombinaci s nasi souc¢asnou
terapii aditivni efekt. VV ramci provedeného experimentu vedla kombinace anti-PD-1 s nasi
terapii k signifikantni redukci nadorového ristu i del§Simu pieziti mySi. Naopak anti-PD-1
samotna zadny terapeuticky ucinek nevyvolala. Podobnych vysledki bylo dosazeno i v
ramci experimentu provedeného v ramci naSi skupiny na modelu pankreatického
adenokarcinomu Panc02 transplantovaného C57BL/6N mysim (Pad’oukova a Uher, in prep).

CD40 kostimulacni molekula exprimovana antigen prezentujicimi bufikami (DCs,
makrofagy) je nezbytnd pro aktivaci téchto bun€k, ptenos informace na ziskanou imunitu a
nasledné vznik antigenné specifickych CTL. Fyziologickym ligandem CD40 receptoru je
CD154 na povrchu Th-lymfocytd. Anti-CD40 funguje jako agonista CD40 receptoru a tudiz
indukuje aktivaci DCs (Osada a kol., 2002) a makrofagt, u kterych byl po vazbé¢ anti-CD40
sledovan i ptimy protinadorovy efekt (Buhtoiarov a kol., 2005). Cytokiny produkované
antigen prezentujicimi bunkami aktivovanymi anti-CD40 dale indukuji aktivaci a
protinadorovy efekt NK bun¢k (Turner a kol., 2001). Vazba rozpustného CD40 ligandu,

produkovaného krevnimi destickami, na CD40 receptor exprimovany neutrofily vede k
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jejich aktivaci a oxidativnimu vzplanuti (Jin a kol., 2013), podobny efekt by mohla vyvolat i
anti-CDA40 protilatka.

V ramci provedeného experimentu vedla kombinace anti-CD40 s nasi terapii k
signifikantni redukci nadorového rustu i delSimu preziti mysi. Vzhledem k Sirokému spektru
pusobeni anti-CD40 v ramci imunitniho systému neni pifekvapivé, ze i protilatka samotna
vedla k signifikantni redukci nadorového ristu a také uplnému vyléceni jedné z 1é€enych
mysi. Podobnych vysledka bylo opét dosazeno i v experimentu provedeném v ramci nasi
skupiny na modelu pankreatického adenokarcinomu Panc02 transplantovaného C57BL/6N
myS$im (Pad’oukova a Uher, in prep).

Na zakladé dosavadnich vysledkd se tedy predevsim anti-CD40 jevi jako vhodny
dopln€k v soucasnosti zavedené terapeutické smési, ktery by mohl vést k dalSimu zvySeni

celkového 1é¢ebného ucinku.

Jak jiz bylo mnohokrat zminéno, intratumoralni aplikace smési TLR agonisti a
PAMPs motivl stimulujicich fagocytozu, popt. exocytdézu granul vede k mohutné zanétlivé
infiltraci a zabijeni nddorovych bunck. Analyzou pomoci pritokové cytometrie a histologie
bylo zjisténo, ze nejmohutnéj$i populaci leukocytd v nadoru po podani terapie jsou
neutrofilni granulocyty, a proto se naSe pozornost zamétila na blizsi studium efektorovych
mechanisml neutrofili a vyhodnoceni jejich cytotoxického plisobeni na nadorové bunky
mysiho melanomu B16-F10 v in vitro podminkach. (Janotové a kol., 2014; Caisova a kol.,
2016; Waldmannova a kol., 2016).

Dale byl zaznamenan vyznamny narast v ramci populace NK bun¢k (Waldmannova a
kol., 2016) a jednim z tkoll této magisterské prace bylo ovéfit miru cytotoxického piisobeni

NK buné¢k na nadorové bunky mysiho melanomu B16-F10 v in vitro podminkéach.

Cytotoxické pusobeni mySich NK bunék na buiiky mysiho melanomu B16-F10

Cytotoxicita NK bun¢k, jez byly ziskany pomoci imunomagnetické separace z mysi
sleziny (Meinhardt a kol., 2012), byla sledovana a porovnavana mezi nddorovymi bunikami s
kotvenym mananem a bez mananu. Funkci mananu je zde aktivace komplementu
prostiednictvim MBL a nasledna opsonizace nadorovych bunék molekulami iC3b, jez jsou
rozpoznavany CR3, jednim z aktivaCnich receptori exprimovanych NK bunkami,
indukujicich exocytézu cytotoxickych granul a produkci IFNy (Vétvicka a kol., 1996).

Zapojeni komplementu pfi pouziti kotveného mananu bylo zjiSténo Janotovu a kol. (2016).
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Dtlezitym krokem pfi pouziti kotveného mananu a tedy cileni na CR3 je aktivace
tohoto receptoru vazbou B-glukanu na B2-podjednotku receptoru (Vétvicka a kol., 1996),
proto byly NK buiiky nejprve inkubovany s nizkomolekuldrnim laminarinem. Tento zpiisob
aktivace CR3 ovétili ve svych pracich Vacova (2015) a Kovarova (2015).

Signifikantni redukce poctu Zivych nadorovych bunék bylo dosazeno pouze ve
skupiné, kde byly nadorové builkky oznaceny mananem, coz poukazuje na velky vyznam
kotveni PAMPs motivii do membrany nadorovych bun¢k v ramci terapie. Vysledky studia
cytotoxického pisobeni NK bunék na melanomové bunky s kotvenym mananem byly

publikovany (Waldmannové a kol., 2016).

Pro dostate¢né ovéteni Ui€innosti nasi terapie byl zafazen novy nadorovy model, a to
mysi pankreaticky adenokarcinom Panc02 (kapitola 1.1.3). Dal§im tkolem této magisterské
prace bylo tedy ovéfit miru cytotoxického ptsobeni neutrofili a NK bunc¢k na nadorové

buiiky Panc02 v in vitro podminkéch.

Cytotoxické pisobeni mySich neutrofili a NK bunék na buiky mySiho
pankreatického adenokarcinomu Panc02

I v tomto ptipadé byla srovnavana cytotoxicita efektorovych bunék viéi nadorovym
buitkkdm s kotvenym mananem a bez mananu. NK buiiky byly ziskany imunomagnetickou
separaci z mysi sleziny a inkubovany s nizkomolekularnim laminarinem (viz vyse).
Neutrofily byly ziskany imunomagnetickou separaci z kostni diené¢ mysi (Stassen a kol.,
20006). Takto ziskané naivni neutrofily bylo tieba nejprve aktivovat smési cytokini GM-CSF
a TNFa. Tento zplsob aktivace naivnich neutrofilt ovétili ve svych pracich Vacova (2015) a
Kovarova (2015), jez vychéazely z poznatkli Dewase a kol. (2003). Smés GM-CSF a TNFa
byla vzhledem k pouziti mananu doplnéna také o nizkomolekularni laminarin (viz vyse).

Predpokladanym efektorovym mechanismem neutrofili je vzhledem k velikosti
nadorovych bun€k tzv. frustrovana fagocytoza, jez byla doposud pozorovana u neutrofilti
zabijejicich nadorové bunky mysiho melanomu B16-F10 zna¢ené mananem (Herant a kol.,
2006; Waldmannova a kol., 2016).

V réamci téchto experimentll bylo dosazeno stejnych vysledkli jako v piipadé
nadorovych bunék mySiho melanomu B16-F10, tj. signifikantni redukce poctu Zivych
nadorovych bunék bylo dosaZeno ve skupinach, kde byly nadorové bunky oznaceny
mananem. Toto zjisténi ma vyznam i v rdmci hledani vysvétleni nizsi u€¢innosti imunoterapie

pankretického adenokarcinomu Panc02 ve srovnani s imunoterpii melanomu B16-F10, coz
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je v soucasnosti feSeny problém. Na zakladé vysledki in vitro experiment tedy neni
problémem odolnost nadorovych bunék Panc02 vaci ataku vrozené imunity. Pokusy
sdepleci Treg lymfocytd ukazuji jako pravdépodobnou pii¢inu vysoky uéinek

supresorovych bunék piitomnych v nadoru Panc02 (Zenka, iistni sdélent).

Vysledky experimentii sledujicich miru cytotoxického ptisobeni neutrofili a NK
bunék na nami vyuzivané nadorové modely v in vitro podminkach potvrzuji, ze vazba
PAMPs motivii na nadorové bunky vyrazné posiluje schopnost efektorovych bunék vrozené

imunity tyto nadorové buiiky rozpoznavat a zabijet.
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6. Zavér

. Ziskana imunita (se zamétenim na T-lymfocyty) pravdépodobné nema, na zakladé
predbéznych vysledkil, zasadni vliv na redukci nadorového riistu v pribéh terapie
zalozené¢ na smési R848, POLY (I:C), LTA a manan-BAM, podili se ovSem na

delsim preziti 1é¢enych mysi.

. Pro ovéreni ulohy ziskané imunity je tieba provést odpovidajici experimenty s

dostatecné velkym vzorkem mysi.

. Anti-PD1 a anti-CD40 MADbs v kombinaci s terapii zalozenou na smési R848,
POLY (I:C), LTA a manan-BAM vedly k signifikantni redukci nadorového ristu a k
preziti 1éCenych mysi, anti-CD40 ma v mensi mife tento efekt i samotna a jevi se

jako vhodny kandidat pro doplnéni soucasné terapeutické smési.

. Neutrofily a NK buiiky Vv in vitro podminkach vykazuji vyznamny cytotoxicky efekt

vuéi nadorovym buiikam B16-F10 a Panc02 s kotvenym mananem.
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7. Seznam zkratek

ADCC - antibody depedent cell-mediated cytotoxicity, cytotoxicita zavisla na protilatkach

AFP - alpha-fetoprotein, alfa-fetoprotein

Ag - antigen/s, antigen/y

BAM - biocompatible anchor for cell membrane

BCG - bacillus calmette-guerin

CD - cluster of differentation, difenecia¢ni skupina (doplnéno o danné ¢islo)

CpG - cytosine-phosphate-guanine, cytosin-fosfat-guanin

CR - cystein rich (domain), domeéna bohata na cystein

CR3 - complement receptor 3, komplementovy receptor 3

CRD - carbohydrate recognition domain, sacharid rozpoznévajici doména

CTL - cytotoxic T lymphocytes, cytotoxické T lymfocyty

CTLA-4 - cytotoxic T-lymphocyte-associated antigen 4, cytotoxicky T-lymfocytarni
antigen- 4

CTLD - C-type lectin-like domain

DAMPs - damage-associated molecular patterns

DCs - dendritic cells, dendritické bunky

DMEM - dulbecco's modified eagle medium

DMSO - dimethylsulfoxide, dimetylsulfoxid

EDTA - ethylenediaminetetraacetic acid, kyselina ethylendiamintetraoctova

Epha2 - ephrin type-A receptor 2

FCS - fetal calf serum, fetalni teleci sérum

FNII - fibronectine type Il (domain)

GM-CSF - granulocyte-macrophage colony-stimulating factor

HBSS - Hanks' balanced salt solution

HPV - human papillomavirus, lidsky papilomavirus

ICAM-1 - intercellular adhesion molecule 1, intracelularni adhezni molekula 1

IFNo/y - interferon alpha/gamma, interferon alfa/gama

IL-10 - interleukin 10, interleukin 10

IVC - individually ventilated cages

KIRs - killer-cell immunoglobulin-like receptors

LLD - lectin-like domain
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LPS - lipopolysaccharide, lipopolysacharid

LRR - leucine-rich repeat

LTA - lipoteichoic acid, lipoteichovéa kyselina

MAD(s) - monoclonal antibody/ies, monoklonalni protlatka/y

Mac-1 - macrophage-1 antigen

MBL - mannan binding lectin, manan vazajici lektin

MDSC - myeloid-derived suppressor cells, myeloidni supresorové bunky

MHC - major histocompatibility complex, hlavni histokompatibilni komplex

MICA/B - MHC class | polypeptide-related sequence A/B

MMP-9 - matrix metalloproteinase 9, matrixova metaloproteinaza 9

MPO - myeloperoxidase, myeloperoxidaza

MR - mannose receptor, mandzovy receptor

NADPH - nicotinamide adenine dinucleotide phosphate, nikotinamid adenin dinukleotid
fosfat

NETSs - neutrophil extracellular traps, neutrofilni extracelularni sité

NHS - N-hydroxysuccinimide, N-hydroxysikcinimid

NK - natural killer. pfirozeni zabijeci

NKG2D - natural killer group 2D (receptor)

PAMPs - pathogen-associated molecular patterns

PBS - phosphate-buffered saline, fosfaty pufrovany fyziologicky roztok

PD-1 - programmed cell death 1 (receptor)

PD-L - programmed cell death 1 (receptor) ligand

POLY (I:C) - polyinosinic-polycytidylic acid, polyinosinova-polycytidylova kyselina

PRR(s) - pattern recognition receptor(s)

PSA - prostate specific antigen, prostaticky specificky antigen

R848 - resiquimod, resiquimod

RNA - ribonucleic acid, ribonukleova kyselina

ROS - reactive oxygen species, reaktivni formy kysliku

RPMI - Roswell park memorial institute (medium)

SPF - specific pathogen free

TAA - tumour associated antigens, s nadorem asociované antigeny

TAM - tumour associated macrophages, s nddorem asociované makrofagy

TAN - tumour associated neutrophils, s ndAdorem asociované neutrofily

TGFp - transforming growth factor beta, transformujici ristovy faktor beta
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Tw - T helper lymphocytes, pomocné T lymfocyty

TIR - toll/interleukin-1 receptor (domain)

TLR(s) - toll-like receptor/s, toll-like receptor/y

TNFa - tumor necrosis factor alpha

TRAIL - TNF-related apoptosis-inducing ligand

Treg - T regulatory lymphocytes, T regula¢ni lymfocyty

TSA - tumour specific antigens, nddorové specifické antigeny
UV - ultraviolet (radiation), ultrafialové (zafeni)

VEGF - vascular endothelial growth factor, vaskularni edotelialni ristovy faktor
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