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1 UVOD

Imunoterapie je v dnesni dobé oznaCovana jako jeden z nejvyznamnéjSich pokroki
Vv oblasti 1é¢by nadort. Rychle se rozvijejici zékladni vyzkum v oblasti nadorové
imunoterapie pomaha lépe pochopit vzajemny vliv mezi imunitnim systémem a
nadorem, coz vede K lep$im postupum, které cili na uréité struktury a mechanismy
ucastnicich se kancerogeneze. Diky probihajicim klinickym studiim se imunoterapie
vice stava soucasti klasické onkologické 1écby. Stale je ale tieba najit odpovédi na
otazky tykajici se vhodného naasovani imunoterapie nebo vhodné terapeutické
kombinace.

Imunoterapie pouzivana tymem pod vedenim RNDr. Jana Zenky, CSc. je zaloZena
na kombinaci ligandt stimulujicich fagocytozu a TLR (toll-like receptor) agonistd. I.t.
(intratumoralni) aplikace této imunoterapie vede k mohutné zanétlivé infiltraci nadoru a
jeho nasledné eliminaci (Janotova a kol., 2014; Caisova a kol., 2016; Waldmannova a
kol., 2016). Tato diplomova prace se soustiedi na analyzu nadorového prostiedi béhem
této terapie, zjistuje prispévek ziskané imunity v redukci nadorového rustu u mysiho
melanomu B16-F10 a hledd moznosti, jak posilit G¢inek této terapie u mysiho

pankreatického adenokarcinomu Panc02.



1.1 Imunitni systém a nadory

Ackoliv jsou nadorové bunky zriznych tkani odlisné, spojuje je nékolik
spoleénych znakd, které ziskadvaji béhem maligni transformace z pivodné zdravé
bunky. Tyto znaky sumarizovali v roce 2000 Hanahan s Weibergerem. Nadorové bunky
jsou schopny neomezené replikace, maji rezistenci k programované buné¢né smrti, jsou
schopny invaze a tvorby metastaz, dokazou indukovat angiogenezi, maji necitlivost
k ristovym inhibitorim a jsou schopny autonomni stimulace rustu (Hanahan a
Weinberg, 2000). Avsak s ptibyvajicimi vysledky byly tyto znaky v roce 2011 rozsiteny
o dalsi ctyfi. Jednd se o schopnost modifikovat nebo reprogramovat bunécny
metabolismus, genomova nestabilita a mutace v buice, zanétlivy stav v nadoru a
Vv neposledni fadé Unik imunitnimu systému (Obr. 1) (Hanahan a Weinberg, 2011).

A pravé imunitni systém ovliviiuje ruzné faze nadorového vyvoje u vétSiny
nadorl. Imunita organismu funguje na zéklad¢ vzajemné spoluprace vrozeného (antigen
nespecifického) a ziskaného (antigen specifického) imunitniho systému. Ackoli je
hlavni kol imunitniho systému ochranovat organizmus pfed potenciondlné
nebezpeCnymi patogeny (viry, bakterie, parazité) a cizorodymi antigennimi latkami,

dokaze také detekovat a eliminovat nadorové bunky (Finn, 2012).
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Obr. 1: Charakteristické znaky nadoru (pievzato z Hanahan a Weinberg, 2011).



1.2 Imunoeditace nadori

Potladeni ristu nadord imunitnim systémem poprvé piedpoveédél v roce 1909 Paul
Ehrlich (Ehrlich, 1909). Po témér padesati letech, kdy doSlo k lepsimu pochopeni
transplantace, nadorové imunobiologie a imunogenetiky, Burnet a Thomas
predpokladali, ze specifické nadorové neoantigeny mohou vyvolat u¢innou imunitni
reakci, ktera by eliminovala vznik nadort (immunosurveillance) (Burnet 1957, Burnet
1971). Tato hypotéza byla poté v nasledujicich letech potvrzena napiiklad dikazem
existence nadorovych antigeni u mysi (Old a Boyse, 1964) nebo vys§im vyskytem
nadorovych onemocnéni u imunodeficientnich mysi a imunosuprimovanych lidi. (Bui a
Schreiber, 2007). AvSak po zji§téni, ze imunitni systém muze také podporovat vznik
nadori se snizenou imunogenicitou a tim uniknout imunitni detekci a eliminaci
(Shankaran a kol., 2001), doslo k rozvoji hypotézy tvz. imunoeditace nadort (cancer
immunoediting). Imunoeditace nadort se sklada ze tfi casti (Obr. 2): eliminace
(elimination), ustanoveni rovnovahy (equilibrium) a Gnik imunitnimu systému (escape)
(Dunn a kol., 2002).
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Obr. 2: Jednotlivé faze imunoeditace nadori (pievzato z Schreiber a kol., 2011).



1.2.1 Eliminace

V prvni fazi dochézi k vyse zminénému rozpoznani nadorovych bunék vrozenym
a ziskanym imunitnim systtmem a nasledné eliminaci téchto bunck
(immunosurveillance) (Dunn a kol., 2006). Aby doslo k rozpoznani nadorovych bunék
buiitkami imunitniho systému, musi nddorové buiiky exprimovat nddorové antigeny.
Tyto antigeny muzeme rozdé€lit na dvé skupiny. Prvni skupina, tumor specifické
antigeny (TSA), se vyskytuji pouze na nadorovych bunkach. Druha skupina, tumor
asociované antigeny (TAA), se vyskytuje nejen na nadorovych buikach, ale i na
burikdch zdravych (Neville a kol., 1975).

Evolu¢né nejstar$i ¢ast imunitniho systému, vrozena imunita, je schopna
rozpoznavat cizorodé struktury a spustit okamzitou reakci. Buiiky vrozené imunity
vyuzivaji receptory PRRs (pattern recognition receptors) pro rozpoznani urcitych
struktur na povrchu patogent tzv. PAMPs (pathogen associated molecular patterns).
Tyto bunky jsou v8ak schopny rozpoznat i endogenni molekuly tzv. DAMPs (damage
associated molecular patterns), které jsou uvoliiovany z bunék béhem poskozeni tkané
(nadory, virové infekce, autoimunitni onemocnéni) a nasledné nekrozy. Jedna se tedy
vétSinou o proteiny pochdzejici z jader nebo cytosolu bunék (Rubartelli a Lotze, 2007).

PRRs lIze rozdélit do tii tfid: (i) membrénové, (ii) cytoplazmatické a (iii)
sekretované (Abouelmaatti a kol. 2013). Rozpoznani PAMPs nebo DAMPs vede u
riznych bunék k rizné odpovédi.

Makrofagy a neutrofily jsou po rozpoznani nadorové buniky schopny fagocytozy
a bunéné cytotoxicity zavislé na protilatkaich (ADCC) proti témto bunikam. Dale
mohou produkovat n¢kolik cytokini s pfimou (TNF, TRAIL) a nepiimou (IL-12, 1L-18)
protinddorovou aktivitou (Jakébisiak a kol., 2003).

NK (natural killer) bunky hraji jednu z nejdulezitéjSich roli v eliminaci nadort.
Na rozdil od T a B lymfocytt, které potiebuji prolifera¢ni fazi pro vybrani efektorové
populace, NK bunky jsou schopny reagovat témét okamzité. Predpokladalo se, ze NK
bunky rozpoznavaji nadorové bunky jen diky snizené expresi MHC | molekul (major
histocompatibility complex). Bylo vSak prokazano, ze NK bunky eliminuji nadorové
bunky i pfes jejich vyssi hladiny MHC molekul. Aktivace NK buné¢k je tedy déana i
rozpoznanim struktur cilovych bunék (Jakobisiak a kol., 2003). Jednim z mechanismd,
kterym NK bunky rozliSuji normalni buiiky od bun€k transformovanych, zahrnuje

interakci NKG2D receptoru (natural killer group 2D). Tento receptor rozpoznava



specifické nadorové ligandy na bunkach, které jsou indukovany naptiklad
genotoxickymi kancerogeny nebo virovou infekci (Dunn a kol., 2006; Gasser a Raulet,
2006). Ligandy NKG2D receptoru lze rozdélit do dvou rodin proteind, které jsou
strukturné podobné MHC I: MIC (major immunogene complex) a RAET1 (retinoic acid
early transcript 1) (Gasser a Raulet, 2006). Mezi dalsi aktivaéni receptory NK bunék
patii TLRs, tedy membranové PRRs. Stimulace téchto receptori vede k aktivaci NK
bunék a k nasledné exocytdze granul s cytotoxickymi latkami (perforiny a granzymy),
které vedou k apoptdze cilové buniky (Smyth a kol., 2005). Dale mohou produkovat
zanétlivé cytokiny, jako IFN-gamma, ktery mimo jiné muze potlacovat proliferaci
nadorovych bunék a angiogenezi bud’ ptimo, nebo nepiimo ptes stimulaci imunitniho
systému. NK burnky také mohou exprimovat na svém povrchu TRAIL a FasL, které po
navazani na svilj receptor na cilovych buiikach spousti apoptézu. Dal§im zplsobem,
kterym mohou NK buriky zabijet nadorové bunky je ADCC (Smyth a kol., 2005, Kim a
kol., 2007).

Eliminace nadorovych buncék vySe zminénymi buiikkami vrozeného imunitniho
systtmu umoZznuje uvolnéni nadorovych antigenli, které potom mohou antigen
prezentujici buiiky (APC), dendritické burniky a makrofiagy, prezentovat
v sekundarnich lymfatickych organech naivnim T lymfocytim a tim pfispivat k aktivaci
imunity ziskané (Kim a kol., 2007).

Po prezentaci nadorovych antigend ve spojeni s MHC 11 (resp. zkiizené prezentaci
s MHC 1) antigen prezentujicimi buitkami naivnim T lymfocytim dochazi k aktivaci
pomocnych T lymfocytd (Th lymfocyty, CD4+ lymfocyty) a tim i kaktivaci
cytotoxickych T lymfocyta (CTL, CD8+ lymfocyty). Ty poté infiltruji primarni nador a
po rozpoznani nadorovych bunék pomoci T bunécného receptoru (TCR) eliminuji tyto
bunky svymi efektorovymi mechanismy (Janssen a kol., 2003).

CD8+ lymfocyty maji efektorovée mechanismy srovnatelné s mechanismy NK
bunék. Produkuji IFN-gamma, indukuji apoptdézu nadorovych bunék pomoci interakce
FasL ligandu s Fas receptorem a interakci TRAIL receptoru s ligandem TRAIL, nebo
mohou sekretovat perforiny a granzimy (Mittal a kol., 2014). Uloha CD4+ lymfocyti
spociva v produkci IFN-gamma, regulaci imunitni odpovédi a aktivaci naptiklad
makrofagli, CD8+ lymfocyti a B lymfocytt (Mittal a kol., 2014; Zhu a Paul, 2008)

Pokud bunky vrozeného a ziskaného imunitniho systému kompletné¢ eliminuji

vSechny nadorové bunky, tak je faze eliminace koncovym bodem v procesu



imunoeditace nadori. Nékteré nddorové buriky se v§ak mohou vyhnout eliminaéni fazi

a tim vstupovat do faze rovnovahy.

1.2.2 Rovnovéha

Faze rovnovahy patfi mezi nejméné pochopenou a prostudovanou fazi
imunoeditace nadort. V této fazi imunitni systém udrZuje nadorové bunky v dormanci
(ne€innost, ,,spanek®), pokud se neobnovi rist nadoru. Z experimentt, které byly zatim
provedeny, vyplyva, Ze se faze rovnovahy tcastni nejvice imunita ziskana. Z imunitnich
bun¢k byly v nadorovém prostiedi ve vétsi mite detekované CD4+ a CD8+ lymfocyty,
naopak NK burky se v nadorovém prostiedi vyskytovaly jen v malé mifte.

Dale se predpoklada, ze tato faze se tykd rovnovahy mezi protinadorovymi
cytokiny (IFN-gamma, 1L-12) a cytokiny, které podporuji nador (IL-10, IL-23). Ackoli
imunitni systém zabranuje nadoru v ristu, miaze dochazet k selekci nddorovych bunék,
imunitniho systému. Vyse uvedené mechanismy poté rozhoduji, zda se po fazi
rovnovahy opét za¢ne faze eliminace, nebo vyselektované nadorové buiky uniknou
imunitnimu dohledu a nador za¢ne nekontrolovateln¢ rast (Schreiber a kol., 2011;
Mittal a kol., 2014).

1.2.3 Unik imunitnimu systému

Nadorové bunky vyskytujici se ve fazi tniku tedy ziskaly schopnost vyhnout se z
dohledu imunitniho systému. K piesunu bun€k z rovnovazné faze do faze tiniku muze
nastat bud’ zménami populace nddorovych bun¢k béhem elimina¢ni a rovnovazné faze,
anebo zménami imunitniho systému, ktery se méni v disledku vyS$i nadorové
imunosuprese nebo v dusledku oslabeni imunitniho systému (Schreiber a kol., 2011).

Rozliduje se tedy obrana naddorovych bunék na pasivni a aktivni. Mezi pasivni
obranu patii niz§i exprese nadorového antigenu, ke které mize dochazet tfemi zplsoby:
(i) vznikem populace nadorovych bunék, ktera ma nedostatek silnych antigent, které
jsou schopny vyvolat reakci imunitniho systému, (ii) ztratou proteini MHC 1, které
umoznuji prezentaci nadorovych antigentt CD8+ lymfocytim nebo (iii) ztratou funkci
Vv buiice, které jsou potifebné pro produkci antigenniho peptidového epitopu a k vazbé

s MHC | molekulou. (Schreiber a kol., 2011; Stastny a Rihova, 2015). Ve je



pravdépodobné dano genetickou nestabilitou nddorovych buné¢k béhem selekce téchto
bun¢k imunitnim systémem v elimina¢ni a rovnovazné fazi (Dunn a kol., 2002).

K aktivni obrané¢ se poté tfadi schopnost nadorovych bunck vyuzivat i dalsi
bunééné systémy (Stastny a Rihova, 2015). Nadorové buiiky mohou rekrutovat
regulani imunitni bunky, jako efektory imunosuprese, ale také mohou vytvaret
imunosupresivni prostfedi nékolika produkty.

VEGF (vascular endothelial growth factor) vede nejen k indukci angiogeneze a
tim Kk lep$imu zasobeni nadoru kyslikem a potiebnymi Zivinami (Levy a kol., 1995), ale
také indukuje infiltraci nadoru MDSC (myeloid derived suppressor cells) (Horikawa a
kol., 2017). TGF-beta (transforming growth factor beta) mimo jiné inhibuje proliferaci
T lymfocyti (Messagué a kol., 2000). IDO (indoleamin 2,3-dioxygenaza) katalyzuje
rozklad aminokyseliny tryptofanu, ktery je nezbytny pro spravnou funkci T lymfocyta
(Pillote a kol., 2012).

Nadory se dale mohou brénit pifimo imunitni odpovédi expresi molekul, které
pfimo cili na receptory T buné€k. T bunky, kromé rozpoznani antigenu na APC bunikach
pomoci TCR receptoru, potiebuji jeSté druhy kostimulacni signal (napt. CD28, OX40,
GITR, CD137) pro aktivaci a naslednou proliferaci. Kromé téchto aktiva¢nich receptori
T lymfocyty exprimuji i fadu inhibi¢nich receptord (CTLA-4, PD-1, TIM-3, LAG-3)
Z diivodu ochrany organismu pfed nadmérnou reakci. Nékteré nadorové buntku mohou
na svém povrchu exprimovat naptiklad PD-1L, ktery po navdzani na PD-1 exprimovany
T lymfocyty snizuje aktivaci T lymfocyta (Mittal a kol., 2014).

Dalsi moznosti piimé obrany nadorovych bunék je exprese Fas ligandu. Tento
ligand stimuluje apoptézu bunék po navazani Fas receptor. Nadorové bunky mohou
snizovat expresi Fas receptoru, a naopak posilovat expresi FasL. Nadorové buiiky jsou
poté odolné vici apoptdze a mohou vyvolavat apoptoézu u imunitnich bunék, které Fas i
FasL exprimuji z divodu zajisténi jejich regulace (Chiu a kol., 2013).

Jednou z hlavnich populaci imunosupresivnich leukocytti rekrutovanych nadory
jsou regula¢ni T lymfocyty (Treg, CD4+CD25+FoxP3+). Produkuji fadu inhibi¢nich
cytokinl (IL-10, TGF-beta) a exprimuji kostimula¢ni molekuly (CTLA-4, PD-1, PD-
L1) (Mittal a kol., 2014). Dale odstranuji z nadorového prostiedi IL-2, ktery je nezbytny
pro proliferaci CD8+ bun¢k (Jenkins a Johnson, 1993).

Dalsi hlavni populaci regula¢nich bunék jsou MDSC (myeloid derived suppressor
cells). Tato heterogenni skupina se sklada z nezralych myeloidnich prekurzort, do

kterych patii i prekurzory dendritickych bunék, neutrofilt a monocyti (Huang a kol.,



2006). MDSC inhibuji vrozenou imunitu syntézou IL-10, potlacuji T lymfocyty
produkci TGF-beta, indukuji vyvoj Treg lymfocyti (Schreiber a kol., 2011) a uvoliuji
volné radikaly (IDO, peroxinitril), jimiz také podporuji inhibici T buné¢né odpovédi.
(Stastny a Rihova, 2015).

Nemén¢ dilezitou populaci podporujici nadorovy rast jsou TAM (tumour
associated macrophages). Rozlisuji se na dvé skupiny TAM: (i) M1 — klasicky
aktivované a (ii) M2 — alternativné aktivované (IL-4, IL-13, IL-10). M2 podporuji rist a
invazivitu nadoru produkci VEGF a TGF-beta a inhibuji T bunéénou odpoveéd
naptiklad produkci IL-10 (Mantovani a kol., 2002).

1.3 Vybrané pristupy v imunoterapii nadorovych onemocnéni

Ackoli se myslenky o vyuziti imunitniho systému datuji sto let zpét, realné vyuziti
nachazi az v dneSni dob&. Pocatecni pfistup v IéCbé nddord intratumordlni aplikaci
bakterii zkouSenou Williamem Coley ke konci devatenactého stoleti mél sice
prekvapivé vysledky (Coley, 1891), ale z divodu nedostatecného védeckého podlozeni
doslo k pomalému vytésnéni této metody. Na zacatku dvacatého stoleti se stale vice
zaCinala vyuZzivat radioterapie a o par let poté také chemoterapie. S pfibyvajicimi
vysledky v oblasti imunitniho systému a nadorovych onemocnéni se zacalo pouzivat
Iépe cilenych metod pro 1é¢bu nadorti. Dfiveéjsi klinické pristupy Vv 1é€bé nadorovych
onemocnéni spocivaly ve vakcinach, které mély spustit nebo zesilit imunitni reakci proti
vznikajicimu nadoru. V dnesni dobé se imunoterapie soustied’uje prevazné na aktiva¢ni

a regula¢ni receptory imunitnich bunék (Drake a kol., 2014; Rihova a Stastny, 2015).

1.3.1 Inhibitory imunologickych checkpointi

V dne$ni dob&é nejvice studovanym piistupem v imunoterapii nadorovych
onemocnéni je pouZiti monoklonélnich protilatek, které blokuji regula¢ni receptory T
lymfocytii. Nejdale je pouziti monoklonalnich protilatek proti CTLA-4 (Ipilimumab,
Tremelimumab) a PD-1 (Pembrolizumab, Nivolumab) (Pardoll, 2016).

Inhibiéni CTLA-4 (cytotoxic T lymfocyte associated protein 4)., exprimované T
lymfocyty kratce po aktivaci, se vaze stejné jako aktivaéni CD28 na CD80/86 na APC
buiikdch. CTLA-4 mé vsak vyssi afinitu k témto molekulam a tim dochazi k regulaci

imunitni odpovédi. Inhibici CTLA-4 dochazi kaktivaci T lymfocyti a zvySené



protinadorové aktivité. Pouziti anti-CTLA-4 protilatky je spojeno i s depleci Treg
(Peggs a kol., 2009; Swart a kol., 2016), které CTLA-4 exprimuji ve vysoké mire
kontinualng, avSak princip pusobeni neni dosud zcela objasnén (Pardoll, 2016).

PD-1 (programmed cell death 1 receptor), jako jeden z dalsich regula¢nich
receptor T lymfocytl, po vazbé se svymi ligandy PD-L1 a PD-L2 vede ke sniZeni
aktivity T lymfocyti a spousti apoptozu. Pouziti protilatky anti-PD-1 vede také k vyssi
aktivaci T lymfocytd a k lep$i protinadorové odpovédi (Menon a kol., 2016; Pardoll,
2016). Prokézana exprese PD-1 na Treg vsak zastava opa¢nou funkci, kde navazani

ligandu na PD-1 receptor pozitivné stimuluje aktivitu Treg (Francisco a kol., 2009).

1.3.2 Bunécna imunoterapie

Buné¢nou imunoterapii 1ze rozdé€lit na dvé skupiny: (i) aktivni — protinadorové
vakciny a (ii) pasivni — adoptivni transfer. Pro spravnou funkci protinddorovych vakcin
je potieba, aby nadorové builky exprimovaly nadorové antigeny TSA nebo TAA na
svém povrchu (Borghaei a kol., 2009). Uginnost tdchto vakcin se viak snizuje s nizsi
imunogenicitou nadorovych bunck.

Experimentalné jsou testované DNA vakciny, kde je pomoci vektoru (bakterie,
vir) pienesen gen, ktery kdduje nadorovy antigen (Fioretti a kol., 2010). Vyhodou DNA
vakcin je schopnost vice aktivovat nejen ziskanou, ale i vrozenou imunitu (Yang a kol.,
2014).

Dalsi skupinou testovanych vakcin jsou vakciny z nadoerovych bunék, které jsou
zaloZeny na pfimé imunizaci pacienta nadorovymi buikami. Ty mohou byt odebrany
ptimo z pacientova nadoru (autologni) nebo mohou pochazet z jiz zavedenych lidskych
nadorovych linii (alogenni) (Guo a kol., 2013; Keenan a Jaffee, 2012). Autologni
nadorové vakciny maji vyhody ve vysoké pravdépodobnosti, ze bude dand vakcina
antigenn¢ specifickd. Nevyhoda této vakciny je v ¢asto nemozném odebrani nadoru
pacienta a v nasledném zdlouhavém a nakladném procesu. Naproti tomu alogenni
vakciny poskytuji vétsi spektrum nadorovych antigenti, jednodu$$i zpracovani a
naslednou manipulaci, ale nevyhoda spoc¢iva v riziku autoimunnich reakci (de Gruijl a
kol., 2008; Guo a kol., 2013).

Velice slibnd se zda vakcina dendritickymi buiikami. Spociva v izolaci
monocyta z krve pacienta (leukoferéza), ze kterych jsou poté ptipraveny DC.

Dendritické burtiky jsou poté kultivovany s nadorovymi antigeny (apoptoticke nadoroveé



buniky) a nasledn¢ injikovany do pacienta. Tim dojde k vétsi stimulaci T lymfocyti v
organismu a lepsi protinadorové odpovédi (Gilboa, 2007; Palucka a Banchereau, 2012).

Mezi nejvice testované adoptivni transfery patii T bunécna terapie. Tento piistup
spo€iva v izolaci T lymfocytu infiltrovanych p¥imo v nddoru pacienta (tumor infiltrating
lymphocytes — TIL), které jsou nasledné in vitro aktivovany cytokiny a vraceny zpé&t do
téla pacienta (Rosenberg a Restifo, 2015). Existuje i podobny ptistup, kdy se odeberou
NK buriky a T lymfocyty z krve pacienta (lymphokine activated killers — LAK). Ty jsou
také po stimulaci in vitro pomoci cytokini vraceny zpét do krevniho ob&hu (Davis a
kol., 2015). Takto aktivované lymfocyty maji pfimy cytotoxicky efekt na nadorové
buiikky a z divodu vyssi produkce dalSich cytokini lepsi schopnost aktivovat dalsi
imunitni bunky (Besser a kol., 2010).

Pro 1é¢bu leukemii a lymfomu je zkousen inovativnéjsi ptistup (Brentjens a kol.,
2013). Pies virove vektory je do T lymfocyti vnesen geneticky konstrukt, ktery se
sklddd z DNA kodujici antigenné specifické Fc nebo Fab fragmenty monoklonalnich
protilatek a ¢asti genu, které koduji signalizani ¢asti vhodnych receptort
(transmembranové a intracelularni). Po namnozeni T lymfocytl in vitro je dosazeno
velkého poctu CD8+ lymfocyti, které rozpoznavaji zvoleny nadorovy antigen diky
produktu vneseného genetického konstruktu (tzv. chiméricky antigenni receptor —
CAR). CAR funguji na stejném principu jako jiné antigenné specifické receptory, ale
jejich signalizaéni intracelularni ¢asti jsou mnohem u¢innéjsi nez u klasickych receptort

(Grupp a kol., 2013; Hofejsi, 2015).

1.3.3 Imunoterapie cilena na vrozenou imunitu

Jednim z moznych piistupti v aktivaci vrozené imunity spo¢iva v pouziti PAMPs
nebo DAMPs motivil, které jsou rozpoznavany PRRs exprimované pravé bunikami
vrozené imunity (Medzhitov a Janeway, 1998). V této oblasti se vyzkum nejvice
soustiedi na Toll-like receptory (TLRs), membranové PRRs, kterych je momentalné u
lidi zndmo 10 (TLR 1-10) a u mysi 12 (TLR 1-9 a TLR 11-13). (Takeda a Akira, 2005).
Od vyuziti celych bakterii se v dneSni dobé jiz ustupuje a zacinaji se stale vice vyuzivat
jen bakteridlni fragmenty nebo synteticky vyrobené ligandy.

Rozpoznani PAMPs motivu vede k aktivaci signalni drahy a nasledné imunitni
odpovédi. Rozlisuji se dvé hlavni drahy aktivace: (i) draha zavisla na MyD88 (myeloid

differentiation primary response protein 88) a (ii) draha nezavisla na MyD88, zndma
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také jako TRIF (TIR domain containing adaptor inducing interferon beta). MyD88
spousti aktivaci u v§ech TLR kromé& TLR 3, ktery spolu s TLR 4 vyuziva drahu TRIF.
TLR 4 je tedy jedinym Toll-like receptorem, ktery muze aktivovat ob& signalni drahy
(Hosseini a kol., 2015, Takeda a Akira, 2005). Po aktivaci signalni drahy dochazi
k nasledné aktivaci transkripénich faktort, tvorbé zanétlivych cytokind (TNF-alfa, 1L-6,
IL-8, IL-12) (Kawai a Akira, 2007) a k zahajeni produkce interferont typu I (IFN alfa a
beta) (Yu a kol., 2010). Dale tyto signalni drahy indukuji vyssi expresi kostimula¢nich
molekul u DC a tim k ptenosu informace na ziskanou imunitu (Kawai a Akira, 2007).

V nasledujici tabulce (Tab. I) je uveden ptehled Toll-like receptorii, piiklady

jejich ligandd, lokalizace v bufice a piislusna draha aktivace.

Tab. I: Prehled Toll-like receptori — lokalizace, draha aktivace a priklady liganda

(ptevzato z Kaczanowska a kol., 2013).

TLR Lokalizace v buiice = Draha aktivace Piiklady ligandi
TLR 1-2 ] LTA, Zymosan, peptidoglykany, triacylované
membrana MyD88 ) ) ) ]
heterodimery lipoproteiny, PamsCSK4 — synteticky ligand
. diacylované lipopeptidy, fibronektin, kyselina
TLR2-6 membrana MyD88 Y POPEPHEY Y
heterodimery mOéOVé, LTA
TLR3 endozom TRIF ds RNA (viry), Poly (I:C) — synteticky ligand
TLR 4 | membrana/endozom MyD88/TRIF  LPS, fibronektin
TLR5 membrana MyD88 flagelin
ss RNA (viry), CpG DNA, R-848 — synteticky
TLR7,8 endozom MyD88 )
ligand
TLR9 endozom MyD88 nemetylované CpG DNA - synteticky ligand
TLR 10 membrana MyD88 syntetické ligandy (Pam3;CSKs, PamCysPamSKa,)
TLR11 - - profilin (Toxoplasma gondii)
TLR 12 - - neznamé
TLR 13 endozom MyD88 VSV (Vesicular stomatitis virus)

V oblasti imunoterapie, ktera cili na vrozenou imunitu, je v dne$ni dob& nejvice
vyuzivana BCG vakcina (oslabena Mycobacterium bovis, TLR 2, 4, 9) pro karcinomy
mocového méchyie (Kawai a kol., 2013). Ve srovnani s cytotoxickymi léky je tato
vakcina u¢inngjsi v redukei recidiv a ve snizeni rizika progrese (Matouskova, 2015).

Jako monoterapeutikum se dale Kklinicky testuje jest¢ Imiquimod (TLR 7) pro
léébu maligniho melanomu a CpG ODN (oligodeoxynukletid) (TLR9) pro Iécbu
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nékolika typl nadorovych onemocnéni (napi: maligni melanom a glioblastomu)
(Adams, 2009).

Dalsi vyuziti TLR ligandu je pievazné v kombinaci s jinymi terapeutickymi
pristupy. Poly(l:C) (polyinosinova-polycytidylova kyselina) a LPS (lypopolysacharid)
se vyuzivaji pro ex vivo stimulaci DC bunék (napiiklad pro vakcinu DC burnikami)
(Palucka a Banchereau, 2012). Casto jsou TLR ligandy, z diivodu dobré aktivace DC
bunék, vyuzivany jako adjuvancium pii nddorovych vakcinach — Poly(I:C), Imiquimod,
MPL — monofosforyl lipid A, Resiquimod — R-848 (Adams, 2009).

1.3.3.1 Imunoterapie zaloZena na kombinaci TLR liganda a ligandu

fagocytarnich receptori

N4§ piistup v oblasti imunoterapie nadord je zalozen na intratumoralni aplikaci
smési rozpustnych TLR ligandi se signalizatnim ucinkem a ligandi fagocytarnich
receptorti, které jsou kotvené piimo na nadorové bunky. Timto terapeutikem je
dosazeno zanétlivého stavu v nadoru s nasmérovanim fagocytd na nadorové bunky
(Janotové a kol., 2014; Caisova a kol., 2016; Waldmannova a kol., 2016).

Jako nejslibnéjsi kombinace TLR ligandi je smés Resiquimodu (R-848),
Poly(I:C) a lipoteichové kyseliny (LTA). R-848 je ligandem pro TLR 7 / 8 (u mysi jen
TLR 7) a jedna se o synteticky derivat imidazoquinolinu s antivirotickym uc¢inkem (Jurk
a kol., 2002). Spousti MyD88 drahu aktivace s nasledujici produkci zanétlivych
cytokini (Gibson a kol., 2002; Wagner a kol., 1999). Poly(I:C) je synteticky analog ds
RNA, ktery stimuluje antivirovou odpoveéd’. Jeho receptorem je TLR 3 a spousti TRIF
drahu aktivace (Zhou a kol., 2012). LTA, jako komponenta buné¢nych stén gram-
pozitivnich bakterii, je rozpoznavana TLR 2 a pies MyD88 drahu aktivace stimuluje
bakterialni infekci (Takeuchi a kol., 1999).

Mannan je vyuzivan jako fagocytarni ligand. Tento polysacharid se nachazi
v buné¢nych sténach hub (kvasinek) a gram-negativnich bakterii (Lipke a Ovalle,
1998). Je rozpoznavan pomoci manozového receptoru (MR) a lektinem vazajici
mandzu (MBL) (Janeway a Medzhitov, 2002). Rozpoznani mannanu pomoci MBL
vede k lektinové aktivaci komplementu. Tato cesta, stejné jako klasicka cesta aktivace
komplementu, vede k produkci C3 a C5 konvertaz, které stimuluji opsonizaci a lyzu
patogenl (v nasem piipadé nadorové buriky) pfes membranovy utok komplementu
(Dahl a kol., 2001; Jack a kol., 2001). MR, ktery patii mezi fagocytarni PRRs, se
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nachazi na fagocytarnich bunikach vrozené imunity. Rozpoznani mannanu pomoci MR
dochazi k fagocytdze patogenu (nddorové buriky) (Kilpatrick, 2002; Opanasopit, 2001).
Pro kotveni mannanu do membran nadorovych bunék je vyuzivana BAM kotva

(biocompatible anchor for cell membrane) s jednim alifatickym fetézcem (Kato a kol.,
2004).
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2 CILE PRACE

e Analyzovat jednotlivé subpopulace leukocyttt Vv ndidoru mys$iho melanomu B16-F10

behem terapie pomoci tfi TLR ligandt a kotveného mannanu.

e Detekovat IFN-gamma v prostiedi nadoru B16-F10 béhem terapiec pomoci tii TLR

ligandti a kotveného mannanu.

e Ovetit zapojeni ziskané imunity v prab&hu imunoterapie mysiho melanomu
B16-F10 zalozené na aplikaci tfi TLR ligandi a kotveného mannanu u SCID
a knockout CD4 mysi.

e Studovat moznosti pouziti anti-CTLA-4 protilatky a kotveného interleukinu 12

pomoci kotvy DOPE v imunoterapii pankreatického adenokarcinomu Panc02.
e Studovat efekt anti-CD40 protilatky spolu se slozkami terapie zalozené
na kombinaci tfi TLR ligandi a kotveného mannanu na rust pankreatického

adenokarcinomu Pan02.

e Srovnat dva ruzné rezimy aplikace terapie anti-CD40 spolu s ttemi TLR ligandy

a kotvenym mannanem.
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3 MATERIAL A METODY

3.1 Chemikalie

Antibiotic-Antimycotic Solution — Penicilin, Streptomycin, Amfotericin B (Sigma-
Aldrich, USA)

Anti-Mouse CD3e FITC, clone 145-2C11, 0,5 mg/ml (eBioscience, USA)
Anti-Mouse CD4 APC, clone GK1.5, 0,2 mg/ml (eBioscience, USA)
Anti-Mouse CD8a PE-Cy7, clone 53-6.7, 0,2 mg/ml (eBioscience, USA)
Anti-Mouse CD19 APC, clone eBiolD3, 0,2 mg/ml (eBioscience, USA)
Anti-Mouse CD45 PerCP-Cy5.5, clone 30-F11, 0,2 mg/ml (eBioscience, USA)
Anti-Mouse CD40, clone FGK4.5/FGK45 (BioXCell, USA)

Anti-Mouse CTLA-4, clone 9H10 (BioXCell, USA)

Anti-Mouse F4/80 Antigen PE-Cy7, clone BM8, 0,2 mg/ml (eBioscience, USA)
Anti-Mouse Ly-6G (Gr-1) Alexa Fluor 700, clone RB6-8C5, 0,2 mg/ml
(eBioscience, USA)

Anti-Mouse NK1.1 PE, clone PK136, 0,2 mg/ml (eBioscience, USA)

BAM — Biocompatible anchor for cell membrane, Mw 4000 (NOW, Belgie)
Concanavalin A (Sigma-Aldrich, USA)

Count Bright Absolute Counting Beads (Life Technologies, USA)

DMEM — Dulbecco’s modified eagle medium (VWR, USA)

DMSO - Dimetyl-sulfoxid (Sigma-Aldrich, USA)

DNaza | (Roche Diagnostic, Némecko)

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

EDTA — Ethylendiamintetraoctova kyselina (Sigma-Aldrich, USA)

FCS - Fetal calf serum (VWR, USA)

FoxP3 Staining Buffer Set (eBioscience, USA)

IL-12 Recombinant Murine p70 (PeproTech, USA)

Kyanoborohydrid sodny (Sigma-Aldrich, USA)

L-Glutamin (Sigma-Aldrich, USA)

Liberdza DL (Roche Diagnostic, Némecko)

LTA — Lipoteichoic acid, Bacillus subtilis (Sigma-Aldrich, USA)
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e Mannan — Saccharomyces cerevisiae (Sigma-Aldrich, USA)

e Merkaptoethanol (Sigma-Aldrich, USA)

e Monensin (Sigma-Aldrich, USA)

¢ Mouse IFN gamma Platinum ELISA Extra sensitive (eBioscience, USA)
e Octan amonny (Sigma-Aldrich, USA)

e PBS - Phosphate-buffered saline (VWR, USA)

e Poly (I:C) — Polyinosinic-polycytidylic acid, sodium salt (Sigma-Aldrich, USA)
e R-848 — Resiquimod (Tocris Bioscience, Velka Britanie)

e RMPI 1640 — Roswell park memory institute medium (VWR, USA)

e TRIS HCL (Sigma-Aldrich, USA)

e Trypanova mod¥ — 0,5 % vodny roztok (Sigma-Aldrich, USA)

e Trypsin (Sigma-Aldrich, USA)

3.2 Laboratorni mysi

V experimentech byly pouzity wild-type SPF (specific pathogen free) samice typu
C57BL/6N z chovu Charles River Laboratories, SCID (C.B17/Icr-scid) a knockout SPF
samci CD47 typu C57BL/6N, oba typy z chovu Parazitologického Ustavu, Akademie
véd CR v Ceskych Budgjovicich, staré 8 tydnii a o vaze 18-20 g.

Imunokompetentni kmen mysi byl chovan jednotlivé ve sterilnich plastovych
boxech uzavienych kovovou miizi a s podestylkou z dievéné drté. Mysi mély
neomezeny pristup ke sterilni vodé a ke krmivu ve formé suchych pelet. V mistnosti
s chovem byla konstantni teplota 22 °C, relativni vlhkost 65 % a fotoperioda byla
nastavena na 12/12 hodin (zvéfinec Parazitologického Ustavu, Biologické centrum
Akademie véd CR v Ceskych Budg&jovicich).

Oba kmeny imunodeficientnich my$i byly chovany ve sterilnich podminkach
v IVC (individually ventilated cages) boxech. Mysi mély neomezeny ptistup ke sterilni
vodé a ke krmivu ve form¢ suchych pelet. V boxech byla konstantni teplota 22 °C,
relativni vlhkost 65 % a fotoperioda byla nastavena na 12/12 hodin (zvétinec Katedry

medicinské biologie, Pirodovédecka fakulta JU v Ceskych Budé&jovicich).
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3.3 Buné¢né linie — kultivace

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

Buiiky mysiho pankreatického adenokarcinomu Panc02 (daroval prof. Lars Ivo
Partecke, Greifswaldsk& univerzita, Némecko) byly kultivoviny v DMEM mediu
obohaceném o 10 % FCS, penicilin (100j/ml), streptomycin (100 ug/ml), amfotericin B
(0,25 pg/ml), L-glutamin (2,2 nM) a merkaptoethanol (50 uM).

Buiikky B16-F10 1 Panc02 byly uchovavany pfi teploté 37 °C v termostatu v 5 %

COz2 atmosféte s nasycenymi vodnimi parami.

3.4 Priprava bunék B16-F10 a Panc02 pro in vivo experimenty

Po nartstu bunek bylo odstranéno kultivacni médium a bunky byly tfikrat
promyty sterilnim pufrovanym fyziologickym roztokem (PBS). Po promyti byla
k adherovanym bunkam pfidana trypsinizacni smés (0,02 % trypsin a 0,25 % EDTA
v HBSS). Pote byly buriky s trypsiniza¢ni smési vraceny zpét do termostatu (37 °C/5 %
CO2) na pét minut, aby doslo k jejich uvolnéni. Trypsinizace byla zastavena pridanim
20 ml pfislusného média (B16-F10 — RPMI 1640; Panc02 — DMEM). Buiiky byly poté
prevedeny do zkumavky (50ml), spocitany v Biirkerové komirce (obarveni bun¢k
trypanovou modii) a nasledn¢ bylo jejich mnozstvi upraveno na pozadovanou

koncentraci.

3.5 Transplantace bunék B16-F10 a Panc02

Nadorové burnky (B16-F10 nebo Panc02) byly subkutanné (s.c.) transplantovany
mySim do praveho piedem oholeného boku. Aplikovano bylo 100 pl bunécéné suspenze
(B16-F10 s RPMI 1640 bez FCS; Panc02 s DMEM bez FCS) obsahujici 4x10° bunék.
U experimentu zamétujici se na vliv anti-CD40 na rust pankreatického adenokarcinomu

bylo pouzito 3x10° bungk.
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3.6 Priprava terapeutickych latek

Ptiprava mannan-BAMuogo
Roztok mannanu byl pii pH 7,5 a 50 °C redukéné aminovan po dobu péti dna

v prostiedi octanu amonného a kyanoborohydridu sodného. Poté néasledovala dialyza
vysledného roztoku proti PBS spouzitim dialyzaéni trubice MWCO 3500
(Serva, Némecko) pii teplot¢ 4 °C pies noc za stdlého michani. Nasledné bylo
zkontrolovano pH mannanu-NHz (pozadovana hodnota pH 7,2 — 8,5). Poté byl
ptipraven roztok BAMuaooo Vv DMSO (7,3 nM). 1200 pul BAMaooo bylo pridano ke 24 ml
mananu-NHz (0,227 mM) a promichano. Smés byla ponechana 2 hodiny pii pokojové
teploté a poté byla reakce zastavena pfidanim 1200 pl TRIS HCI (pH 8,0). Nasledné
byla provedena dialyza proti PBS v dialyza¢ni trubici MWCO 3500 pii 4 °C pies noc
za stalého michani. Po dialyze byl ziskan roztok mannan-BAMaooo (0,2 mM) v PBS.

Vysledny roztok byl potom pii teploté — 20 °C uchovavan do doby pouziti.

Priprava Resiquimodu (Resiquimod.HCI)

Jelikoz Resiquimod ve formé béaze je ve vod¢ obtizné rozpustitelny, byl na néj
navazan hydrochlorid (HCI). 8 mg Resiquimodu bylo smichano se 22,4 ul 3,5 % HCI
a poté bylo pfidano 200 pl PBS pro rozpusténi. Déale nasledovalo nafedéni

na pozadovany objem.

Piiprava |L-12-DOPE

Piiprava interleukinu 12 s DOPE kotvou spocivala ve smichani 10 pg IL-12,
132 pl PBS a 10 ul DOPE roztoku (6,5 mg DOPE v 500 ul DMSO). Reakce poté
probihala 1 h pii pokojové teplote.

3.7 Méreni velikosti nadoru
Velikost nadoru byla méfena pomoci kaliperu. Poté byl spocitdn objem nadorové
masy pomoci vzorce V = m/6 AB2?. Nejvétsi rozmér (délka nadoru) piedstavuje A

a nejmensi rozmér (vyska nadoru od téla) predstavuje B.
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3.8 Analyza dat

Nejdiive byla vypoétena plocha pod kiivkou (AUC). Statisticka analyza byla poté
provedena na hodnotdch AUC pomoci jednocestné ANOVY s naslednym Tukeyho post
hoc testem. Kontrola (PBS) byla povazovana jako 100 %. Pro analyzu pfeziti byl pouzit
Log-rank test. Statisticka analyza u experimentu 4.1. (Stanoveni nadorové infiltrace)
byla provedena pomoci Studentova t-testu. Data byla zpracovana v programu GraphPad
Prism 7 (GraphPad Software, USA). Ve vSech uvedenych grafech byla pouzita stiedni
chyba priméru (SEM).
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3.9 Experimenty

3.9.1 Stanoveni nadorové infiltrace u melanomu B16-F10 v pribéhu
terapie zaloZené na kombinaci TLR ligandd a kotveného

mannanu

V tomto experimentu byla stanovovana nadorova infiltrace imunitnimi bunikami
v prubéhu terapie melanomu B16-F10 pomoci prutokového cytometru FACS Canto 1l
(BD Biosciences, USA). Bylo stanovovano celkové mnozstvi leukocyti (CD45+),
granulocyti (GR+), monocyti/makrofagi (F4/80+), T lymfocytd (CD4+, CD8+),
B lymfocytt (CD19+) a NK bunék (NK1.1+).

Pro experiment byly pouzity osmitydenni samice mySi C57BL/6N. Dvanacty den
po s.c. transplantaci 4x10° bunék B16-F10 byly mysi randomizovany do dvou skupin
po dvaceti ¢tyfech jedincich. Dale byla v experimentu zafazena tieti skupina o tfech
mySich slouzici jako neléend kontrola v ,den 0. Kazda myS byla samostatné

v plastovém boxu.

Skupiny mysi podle podavané terapeutické latky:
I. 50 ul roztoku 0,5 mg R-848 + 0,5 mg poly(l:C) + 0,5 mg LTA / ml 0,2 mM
mannan-BAM v PBS (24 mysi).
I1. 50 pl roztoku PBS (24 mysi).

I11.  Intaktni mysi pro stanoveni infiltrace v ,,den 0* (3 mysi).

Terapeutické latky byly podavany intratumoralné (i.t.) v mnozstvi 50 pl ve tfech
pulzech (0,1,2; 8,9,10; 16,17,18), stanoveni infiltrace bylo délano vzdy den
ptred podanim terapeuticke latky a den po podéani (Obr. 3).

\ 4 \/ v v v \/ \/
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L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L [
[ ] 1 1 1 ] 1 1 1 1 1 1 1 1 1 ] 1 ] 1 1 ] ] 1 1 1 1
01 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
Dny
V terapie V stanoveni nadorové infiltrace

Obr. 3: Casové schéma stanoveni nadorové infiltrace u melanomu B16-F10.
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V ,den 0“ byly vSechny mysi ze skupiny III usmrceny cervikalni dislokaci,
nadory z téchto mysi byly vypitvany a zpracovany na stanoveni nadorové infiltrace
burikami imunitniho systému. Takto se postupovalo i v dalSich dnech, kdy byla
stanovovana nadorova infiltrace (Obr. 3). Experiment byl ukoncen v ,den 23%
Z diivodu vyléceni ostatnich mysi v 1é¢ené skupiné (skupina I). Mysi byly vybrany pro
analyzu infiltratu v jednotlivych dnech podle velikosti nadoru. Kazdy nador byl vzdy
zméfen kaliperem a poté se z kazdé skupiny vybraly 3 mySi s malym, stifednim

a velkym nadorem (z divodu zachovani srovnatelnosti analyzy).

Piiprava nadori

Po dukladném vypitvani nadorti z mysi byly nadory promyty v RPMI (bez FCS).
Poté byly nddory nastfihany na mensi kousky a umistény do 2 ml Eppendorf zkumavek
se sm&si 1 ml RMPI (bez FCS) s 67 ul DNazy | (koncentrace 0,33 mg/ml) a 20 pl
Liberazy DL (koncentrace 0,2 mg/ml). Nasledné se nadory nechaly inkubovat po dobu
jedné hodiny za stalého tfepani (400 kmiti/min) v termostatu (37 °C). Po uplynuti jedné
hodiny byly nadory ve zkumavkach centrifugovany (5 min/4 °C/160 g). Poté byly
odebrény supernatanty a ulozeny do mrazni¢ky (- 80 °C) (pouzity Vv nasledujicim
experimentu 3.9.2 - detekce IFN-gamma). Pelety byly homogenizovany ptes sterilni
70 um sitko (BD Biosciences, USA) do PBS a znovu promyty centrifugaci
(5 min/4 °C/160 g). Vzorky byly poté nafedény podle hustoty nadorové suspenze
do 0,5 ml, 1 ml, 2 ml nebo 3 ml. Redéni se poté vzalo v Gvahu v pfepoétu pro mnozstvi
jednotlivych populaci. Nasledovalo ptevedeni vzorkli do 96 jamkové desticky s kulatym

dnem (Corning Incorporated, USA).

Analyza na priitokovém cytometru

Z kazdého nadoru byly ptipraveny 4 vzorky po 10 ul/jamka. Prvni tii vzorky byly
znaceny fluorescencéné znacenymi monoklonalnimi protildtkami (Tab. IlI), ¢tvrta sada
slouzila jako nebarvena kontrola. Jako kontrola spravné funkce fluorescenéné
znacenych protilatek slouzily splenocyty ziskané ze slezin mysi ze skupiny II. Takto se
postupovalo u vSech nadort stejné.

Po ptfidani znacenych protilatek byly vzorky inkubovany 20 min ve 4 °C ve tm¢ a
poté promyty 150 ul PBS pro odstranéni nenavazanych znaCenych protilatek.
Po centrifugaci desticky (2 min/4 °C/180 g) byl odstranén supernatant a do jamek
k peletim bylo ptidano 140 ul PBS a 10 pl kalibrac¢nich kuli¢ek. Tyto kulicky slouzi

21



K pfepoctu absolutniho mnozstvi bunék ve vzorku. Takto pfipravené vzorky byly
ptreneseny do zkumavek pro analyzu na pritokovém cytometru. Po spravném nastaveni
prutokového cytometru (Tab. I1I) se mohlo zalit se samotnym méfenim vzorku.
Zaznamenavano bylo 20 000 udélosti.

Vysledky z méteni byly zpracovany a vyhodnoceny v programu BD FACSDiva
verze 6.1.3. Celkové mnozstvi bungk bylo piepoéteno na 1 mm® nadorové masy
(Microsoft Excel 365).

Z divodu pouziti vice fluorescenéné znaCenych protilatek v jednom vzorku
(ptekryvani
na prutokovém cytometru kompenzace na splenocytech z mysi sleziny.

emisnich spekter fluorochromti) byla pfed experimentem dé¢lana

Tab. 1l: Kombinace fluorescenéné znacenych protilatek pouzité u analyzy nadorového
infiltrace.
Typ bunék, které
Nazev protilatky znadi Redéni
Anti-Mouse CD45 PerCP-Cy5.5, clone 30-F11, 0,2 mg/ml Leukocyty 200x
— | Anti-Mouse CD3e FITC, clone 145-2C11, 0,5 mg/ml T lymfocyty 100x
,§ Anti-Mouse CD4 APC, clone GK1.5, 0,2 mg/ml CD4+ T lymfocyty 100x
E Anti-Mouse CD8a PE-Cy7, clone 53-6.7, 0,2 mg/ml CD8+ T lymfocyty 100x
Anti-Mouse NK1.1 PE, clone PK136, 0,2 mg/ml NK buriky 100x
Anti-Mouse CD45 PerCP-Cy5.5, clone 30-F11, 0,2 mg/ml Leukocyty 200x
- Anti-Mouse CD3e FITC, clone 145-2C11, 0,5 mg/ml T lymfocyty 100x
‘= | Anti-Mouse Ly-6G (Gr-1) Alexa Fluor 700,
’§ clone RB6-8C5, 0,2 mg/ml Granulocyty 100x
5 Anti-Mouse CD19 APC, clone eBiolD3, 0,2 mg/ml B lymfocyty 100x
Anti-Mouse F4/80 Antigen PE-Cy7, clone BM8, 0,2 mg/ml ~ Monocyty/makrofagy — 100x
Tab. 111: Nastaveni laseru pfi méfeni na priitokovém cytometru.
Window extention 2,00
FCS Area scaling 0,80
Area scaling blue 0,80
Area scaling red 1,30
Laser Delay blue 0,00
Laser Delay red 30,00
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3.9.2 Detekce IFN-gamma v supernatantech z nadorového infiltratu
u melanomu B16-F10 pomoci ELISA v pribéhu terapie

zaloZené na kombinaci TLR ligandi a kotveného mannanu

V tomto experimentu byla stanovovana hladina IFN-gamma v supernatantech
z nadorového infiltratu v pribéhu terapie melanomu B16-F10 pomoci ELISA.
Supernatanty pro detekci IFN-gamma byly odebirany béhem pfedchoziho experimentu.
Proto rozdéleni mysi podle skupin a mnozstvi podavané terapeutické latky je popsano
jen v piedchozim experimentu (kapitola 3.9.1) .

Supernatanty pro detekci IFN-gamma byly odebirany ve dnech 0, 3, 7, 11 a 15
(Obr. 4).

\% v v \% \Y
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V¥ terapie V¥ stanoveni nadorové infiltrace V detekce IFN-gamma

Obr. 4: Casové schéma detekce IFN-gamma u melanomu B16-F10.

ELISA stanoveni IFN-gamma

Supernatanty odebirané v pifedchozim experimentu (po inkubaci v roztoku RPMI
s DNazou | a Liberazou DL), které byly ulozeny v mrazniéce, se pied samotnou detekci
Setrné rozmrazily pfi pokojové teploté. Pro stanoveni IFN-gamma byl pouzit kit Mouse
IFN gamma Platina ELISA Extra sensitive. Samotna detekce se poté provadéla piesné
podle instrukci dodavanych spole¢né s kitem. Nutno dodat, Ze kazdy vzorek byl délan
v dubletu. Vzorky byly méteny na ELISA readeru (SYNERGY H1 microplate reader,
BIOTEK).

Pro stanoveni hladiny IFN-gamma byla nejdiive sestrojena kalibra¢ni kiivka ze
znamych koncentraci standardi vytvorenych dvojkovym fedénim. Z pfiisluSné rovnice
regrese (Obr. 5) byly poté vypocteny hledané koncentrace IFN-gamma (Microsoft Excel

365). Stanovené koncentrace v pg/ml byly pfevedeny na pg/mm? nadorové masy.
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Y = 0.01537*X + 0.01525

absorbance (450nm)

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
koncentrace (pg/ml)

Obr. 5: Kalibra¢ni pfimka a rovnice regrese pro stanoveni IFN-gamma.

3.9.3 Vliv terapie zaloZené na kombinaci TLR ligandii a kotveného

mannanu na rust melanomu B16-F10 u SCID mysi
V tomto experimentu bylo pouzito 6 mysich sami¢ek SCID (C.B17/Icr-scid)
starych osm tydnil. Dvanacty den po s.c. transplantaci 4x10° bunék B16-F10 byly mysi
randomizovany do dvou skupin po tfech jedincich. Kazdd myS$ byla samostatné
v plastovém IVC boxu. Samotnd terapie a méfeni velikosti nadord zacalo v ,,den 0%
Terapie byla aplikovdna ve 4 pulzech zahrnujici 12 dni a méfeni velikosti nadort

probihalo kazdy druhy den (Obr. 6). Terapie byla podavéna i.t..

Skupiny mysi podle podivané terapeutické latky:
I. 50 ul roztoku 0,5 mg R-848 + 0,5 mg poly(l:C) + 0,5 mg LTA/ ml 0,2 mM
mannan-BAM v PBS (3mysi).
I1. 50 ul roztoku PBS (3 mysi).
Sledovani preziti

1
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V¥ terapie V¥ méieni velikosti nadoru

Obr. 6: Casové schéma pritbéhu terapie u SCID mysi.
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V ,.den 30 (posledni den méteni velikosti naddoril) zacalo sledovani doby pieziti
u mysi. V ,,den 100 bylo sledovani pieziti ukonceno a zbyvajici mysi byly usmrceny

cervikalni dislokaci.

3.9.4 Vliv terapie zaloZené na kombinaci TLR ligandi a kotveného

mannanu na rist melanomu B16-F10 u knockout CD4 mysi
Pro tento experiment bylo pouZito 12 samcti knockout SPF CD4” typu C57BL/6N
starych osm tydnd. Dvanacty den po s.c. transplantaci 4x10° bunék B16-F10 byly mysi
randomizovany do dvou skupin po Sesti jedincich. Kazdda myS$ byla samostatné
v plastovéem IVC boxu. Samotna terapie a méfeni velikosti nadort zacalo v ,,den 0%
Terapie byla aplikovana ve 4 pulzech zahrnujici 12 dni a méfeni velikosti nadort

probihalo kazdy druhy den (Obr. 7). Terapie byla podavana i.t..

Skupiny mySi podle podavané terapeutické latky:
I. 50 pl roztoku 0,5 mg R-848 + 0,5 mg poly(l:C) + 0,5 mg LTA/ ml 0,2 mM
mannan-BAM v PBS (6 mysi).
I1. 50 pl roztoku PBS (6 mysi).

Sledovani preziti
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Obr. 7: Casové schéma pribéhu terapie u knockout CD4 mysi.
V ,.den 30 (posledni den mé&feni velikosti nadori) zacalo sledovani doby pieziti

u mysi. V ,,den 100 bylo sledovani pieZiti ukonceno a zbyvajici mysi byly usmrceny

cervikalni dislokaci.
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3.9.5 Vliv i.t. aplikace anti-CTLA-4 v kombinaci s TLR ligandy
a kotvenym mannanem na rast mySiho pankreatického

adenokarcinomu Panc02
Pro tento experiment bylo pouzito 22 wild-type SPF mySich samic typu
C57BL/6N starych osm tydnd. Dvanacty den po s.c. transplantaci 4x10° bunék Panc02
byly myS$i randomizovany do ¢tyt skupin (skupina I a IV po Sesti mysich, skupina II
a III po péti mySich). Kazda mys byla samostatné v plastovém boxu. Samotna terapie
a méteni velikosti nadorti zacalo v ,,den 0. Terapie byla aplikovdna ve 4 pulzech
zahrnujici 12 dni a méfeni velikosti nadorti probihalo kazdy druhy den (Obr. 8). Terapie

byla podavana i.t..

Skupiny mysi podle podavané terapeutické latky:
I. 50 pl roztoku 0,5 mg R-848 + 0,5 mg poly(l:C) + 0,5 mg LTA/ ml 0,2 mM
mannan-BAM v PBS (6 mysi).
Il. 50 pl roztoku 0,4 mg anti-CTLA-4 / ml PBS (5 mysi).
I1. 50 ul roztoku 0,4 mg anti-CTLA-4 / ml roztoku 0,5 mg R-848 + 0,5 mg
poly(I:C) + 0,5mg LTA /ml 0,2 mM mannan-BAM v PBS (5 mysi).
IV. 50 pl roztoku PBS (6 mysi).

Sledovani preziti
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Obr. 8: Casové schéma prib&hu terapie — anti-CTLA-4.

V ,.den 30“ (posledni den méfeni velikosti nadoril) zacalo sledovani doby pteziti u

mysi. V ,,den 120* bylo sledovani pteziti ukonceno.
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3.9.6 Vliv i.t. aplikace IL-12-DOPE spolu sTLR agonisty
a kotvenym mannanem na rast mySiho pankreatického

adenokarcinomu Panc02

Pro tento experiment bylo pouzito 17 wild-type SPF mysich samic typu
C57BL/6N starych osm tydnd. Dvanacty den po s.c. transplantaci 3x10° bunék Panc02
byly mysi randomizovany do ¢tyi skupin (skupina I a III po Sesti mySich, skupina II
po péti mysSich). Kazdda my$ byla samostatné v plastovém boxu. Samotna terapie
a meéfeni velikosti naddorti zacalo v ,den 0. Terapie byla aplikovana ve 4 pulzech
zahrnujici 12 dni, IL-12-DOPE bylo aplikovano vzdy ve druhé injekci kazdého pulzu.
Meéfeni velikosti nadort probihalo kazdy druhy den (Obr. 9). Terapie byla podavana i.t..

Skupiny mysSi podle podavané terapeutické latky:
I. 50 ul roztoku 0,5 mg R-848 + 0,5 mg poly(l:C) + 0,5 mg LTA/ ml 0,2 mM
mannan-BAM v PBS (6 mysi).
I1. DnyO0,?2,8, 10,16, 18, 24, 26: 50 ul roztoku 0,5 mg R-848 + 0,5 mg poly(l:C) +
0,5mg LTA/ml 0,2 mM mannan-BAM v PBS.
Dny 1, 9, 17, 25: 50 pl roztoku 10 pg IL-12-DOPE + 0,5 mg R-848 + 0,5 mg
poly(1:C) + 0,5 mg LTA / ml 0,2 mM mannan-BAM v PBS.

(5 mysi)
I1l. 50 pl roztoku PBS (6 mysi).

Sledovani preziti
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V aplikace terapie IL-12-DOPE + R-848 + poly(l:C) + LTA + man-BAM

WV méfeni velikosti nadoru
Obr. 9: Casové schéma priibéhu terapie (IL-12-DOPE).

V ,,den 30 (posledni den méfeni velikosti nadortl) zacalo sledovani doby preziti

umysi. V ,,den 120* bylo sledovani pteziti ukonceno.
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3.9.7 Vliv i.t. aplikace anti-CD40 v kombinacich s TLR ligandy
nebo kotvenym mannanem na riast mysiho pankreatického

adenokarcinomu Panc02
V tomto experimentu bylo pouzito 36 wild-type SPF mySich samic typu
C57BL/6N starych osm tydnd. Dvanacty den po s.c. transplantaci 3x10° bunék Panc02
byly mysi randomizovany do Sesti skupin po Sesti mysich. Kazda mys byla samostatné
v plastovém boxu. Samotna terapie a méteni velikosti nadoru zacalo Vv ,,den 0. Terapie
byla aplikovana ve 4 pulzech zahrnujici 12 dni a méfeni velikosti nadori probihalo

kazdy druhy den (Obr. 10). Terapie byla podavana i.t..

Skupiny mysi podle podivané terapeutické latky:
I. 50 pl roztoku 0,5 mg R-848 + 0,5 mg poly(l:C) + 0,5 mg LTA/ ml 0,2 mM
mannan-BAM v PBS (6 mysi).
I1. 50 pl roztoku 0,4 mg anti-CD40 / ml PBS (6 mysi).
I11. 50 ul roztoku 0,4 mg anti-CD40 + 0,5 mg R-848 + 0,5 mg poly(l:C) + 0,5 mg
LTA / ml PBS (6 mysi).
IV. 50 pl roztoku 0,4 mg anti-CD40 / ml 0,2 mM mannan-BAM v ml PBS (6 mysi).
V. 50 pl roztoku 0,4 mg anti-CD40 + 0,5 mg R-848 + 0,5 mg poly(I:C) + 0,5 mg
LTA /ml 0,2 mM mannan-BAM v PBS (6 mysi).
VI. 50 pl roztoku PBS (6 mysi).

Sledovani preziti
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Obr. 10: Casové schéma priibéhu terapie — anti-CD40.

V ,.den 30 (posledni den méfeni velikosti nadorit) zacalo sledovani doby preziti

umysi. V ,,den 120* bylo sledovani pfeziti ukonceno.
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3.9.8 Srovnani dvou ruznych rezimi aplikace anti-CD40 spolu
s TLR agonisty a kotvenym mannanem

Tento experiment pfimo navazuje na piedchozi experiment (3.9.7). Pouzito bylo
18 wild-type SPF mysich samic typu C57BL/6N starych osm tydnd. Dvanacty den
po s.c. transplantaci 3x10° bunék Panc02 byly mysi randomizovany do tii skupin
po Sesti mySich. Kazda my$ byla samostatné¢ v plastovém boxu. Samotna terapie
a méfeni velikosti nadord zacalo v ,den 0“. Terapie byla aplikovana ve 4 pulzech.
Pro skupinu | a Il terapie zahrnovala 12 dni, pro skupinu Il terapie zahrnovala pouze
4 dny (Obr. 11).

Skupiny mySi podle podavané terapeutické latky:
I. 50 pl roztoku 0,4 mg anti-CD40 + 0,5 mg R-848 + 0,5 mg poly(I:C) + 0,5 mg
LTA /ml 0,2 mM mannan-BAM v PBS - 4 pulzy / 12 injekci (6 mysi).
I1. 50 pl roztoku 0,4 mg anti-CD40 + 0,5 mg R-848 + 0,5 mg poly(I:C) + 0,5 mg
LTA /ml 0,2 mM mannan-BAM v PBS — 4 pulzy / 4 injekce (6 mysi).
I1. 50 pl roztoku PBS (6 mysi).

vV V¥V vV vV Y vY VY vV VY Y Y VY Y YY
AV v v v Sledovani preziti
vyy vvy YyvYy yYvy 1

012345678 91011121314151617 18192021 22232425262728293031/_1g0
Dny
¥V 4 pulzy/12 injekci — Skupina | a Skupina IlI
V 4 pulzy/4 injekce — Skupina Il

V¥V meéfeni velikosti nadoru

Obr. 11: Casové schéma pro srovnani dvou reZimi aplikace (anti-CDA40).

V ,.den 30 (posledni den méteni velikosti nadoril) zacalo sledovani doby pieziti

umysi. V ,,den 120 bylo sledovani pieziti ukonceno.
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4 VYSLEDKY

4.1 Stanoveni nadorové infiltrace u melanomu B16-F10 v pribéhu
terapie zaloZené na kombinaci TLR ligandd a kotveného

mannanu

V tomto experimentu byl provadén rozbor nadorového infiltratu v prabéhu terapie
R-848 + poly(l:C) + LTA + mannan-BAM u mys$iho melanomu B16-F10. Sledovana
byla infiltrace leukocytd a jejich subpopulaci. Sledovani nadorové infiltrace bylo
ukonceno v ,,den 23 z diivodu vylé€eni nadort u lé€ené skupiny.

Grafy se zménami poCtd bunék b&hem terapie jsou uvedeny na obrazku 12.
Sledovany byly populace leukocyti (CD45+), granulocytti (CD45+Gr-1+), NK bun¢k
(CD45+NK1.1.+), monocyti/makrofagi (CD45+F4/80+), lymfocyti (CD45+CD3+),
Th lymfocyti (CD45+CD3+CD4+), Tc lymfocyti (CD45+CD3+CD8+) a B lymfocytl
(CD45+CD19+).

K vyssi leukocytarni infiltraci (Obr. 12-A) doslo jiz v ,,den 3, tedy den po prvnim
pulzu terapie. Infiltrace nadori leukocyty poté rostla v prabéhu celé terapie. K mirnému
poklesu doslo v ,,den 15%, tedy den pted poslednim pulzem terapie. Nejvyssi infiltrace
bylo dosazeno v ,,den 19 (den po poslednim pulzu terapie), avsak v poslednim dni
stanoveni infiltrace (,,den 23*) doslo opét k mirnému poklesu po¢tu leukocyta.

Nejvice zastoupenymi buitkami v leukocytarni infiltraci béhem celé terapie byly
granulocyty (Obr. 12-B) a NK bunky (Obr. 12-C). Do ,,dne 7* doslo u obou subpopulaci
k naristu poctu bun¢k v nadoru. V ,,den 11 (den po ukonceni druhého pulzu terapie)
doslo u granulocytt k prudkému naristu poétu bun¢k, av§ak u NK bunék byl tento trend
v ,den 11° opa¢ny. K narustu NK bun€k doslo v,den 15“ Tento nartst, oproti
granulocytlim, pokracoval az do ,,dne 23*.

U zbylych subpopulaci byly jednotlivé pocty bun€k, oproti vyse uvedenym, nizsi.
U monocytl a makrofagi (CD45+F4/80+) (doslo po prvnim pulzu terapie k naristu
poctu bungk, ktery ale do ,,dne 11 klesa (Obr. 12-D). Také v prvni poloviné sledovani
infiltrace byly po¢ty monocyti a makrofagli u kontroly (PBS) vyssi nez u léCené
skupiny. V druhé poloviné sledovani infiltrace doslo u 1é¢ené skupiny k nartistu poétu
téchto bun¢k. Poté se do posledniho dne pocet bunék opét snizoval.

U lymfocyti (Obr. 12-E) doslo K narGstu poctu bun¢k vzdy pred terapeutickym

pulzem. K nejvy$§imu naristu poétu lymfocytd doslo v den pted poslednim
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terapeutickym pulzem (,,den 15%). Ddle lze pozorovat niz§i lymfocytarni infiltraci
do ,,dne 7“ u léené skupiny oproti skupin¢ kontrolni (PBS). Nejvice zastoupenou
subpopulaci lymfocytt byly Th lymfocyty (Obr. 12-F). Z tohoto divodu zmény v poétu
Th lymfocyti béhem terapie reflektuji trend ve zménach poctu celkovych lymfocyti.
U Tc lymfocytd (Obr. 12-G) bylo nejvysSich hodnot dosazeno den pted druhym
terapeutickym pulzem a poté posledni den stanoveni nadorové infiltrace.

Populace B lymfocyti (Obr. 12-H) se v nadoru vyskytovala nejméné. Nejvetsi

pocet bun¢k byl namétfen v ,,den 11 a v ,,den 23,
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Obr. 12: Nadorova infiltrace melanomu B16-F10 béhem terapie R-848 + poly(1:C) + LTA
+ mannan-BAM (A-H) a ¢asové schéma experimentu (I).

Hladiny statistické vyznamnosti proti kontrole (PBS) * = p <0,05, ** = p <0,01.
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4.2 Detekce IFN-gamma v supernatantech z nadorového infiltratu
u melanomu B16-F10 pomoci ELISA v prubéhu terapie

zaloZené na kombinaci TLR ligandi a kotveného mannanu

Tento experiment byl zaméfen na detekci IFN-gamma Vv supernatantech
z nadorového infiltrdtu pomoci metody ELISA a pifimo navazuje na experiment
predesly. Vzorky pro detekci IFN-gamma byly odebirdny béhem piipravy nadort pro
detekci nadorového infiltratu.

Z vysledného grafu (Obr. 13) vyplyvd, Ze hladina IFN-gamma u lé¢ené skupiny
je mnohonasobné vys§i nez u skupiny kontrolni (PBS). Pokud mezi sebou srovname
mnozstvi produkovaného IFN-gamma u lé¢ené skupiny Vv jednotlivych dnech, vyssi
hladiny bylo dosazeno vzdy den po pulzu terapie (,,den 3“ a ,,den 11°) oproti mnozstvi

IFN-gamma méfeného pied 1écebnym pulzem (,,den 0% a ,,den 7).

257 £=m R-848 +poly (:C) + LTA+ man-BAM mmm PBS

20
E 15
E 1
g1 Jj:'
1] BE
g O 3 e
E Ann i
> 0.8
E 0.6
= . i

0.2 i 5 ﬁ

0.0 I%I —4 dy

0 3 7

Den

Obr. 13: Stanoveni mnozstvi IFN-gamma pomoci ELISA béhem pouziti terapie R-848 +
poly(1:C) + LTA + mannan-BAM u melanomu B16-F10.
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4.3 Vliv terapie zaloZené na kombinaci TLR ligandi a kotveného

mannanu na rist melanomu B16-F10 u SCID mysi

Béhem tohoto experimentu bylo zjistovano zapojeni ziskaneé imunity v redukci
nadorového ristu u melanomu B16-F10 a v nasledné délce preziti u SCID mysi béhem
terapie zalozené na kombinaci R-848 + poly(l:C) + LTA + mannan-BAM.

Redukce nadorového rustu u 1é¢ené skupiny byla 53 % (Obr. 14-A, B). Dilezité je
ale také srovnani s redukci nadorového rustu u klasickych mysi C57BL/6N pti pouziti
stejné terapie (Obr. 14-C, D). Zde byla redukce nadorového ristu 98 % (Data byla
importovana z jiného nezavislého experimentu). Lze tedy fici, Ze ziskand imunita se

ucastni redukce nadorového rastu.

SCID
80007 s pBS 150
+- R-848 + poly(l:C) + LTA + man-BAM -
& 7000 &
= 5, 1254
E 60004 F
g 5000 g 1001
. o
H 3
£ 4000 £ 75
5, G
= =
© 3000 8
z g, 50+
‘2 2000+ .E
2 254
& 10004 2
0- = - 0-
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 =mm PBS
DEN == R-848 + poly(l:C) + LTA + man-BAM
C57BL/6N
150007 _  pos 140~
_ +- R-848 + poly (I:C) + LTA + man-BAM g —
“E 12500 o 1204
£ 2
F1 < 00
5 10000- 2
3 $
c ‘@ 80+
.E 7500 =
) S 60
° )
Z 5000 o
g > 404
) ]
2 25001 £ 20-
il
o
0 2 46 810121416 18 20 22 24 26 28 30 mm PBS
DEN 3 R-848 + poly(l:C) + LTA + man-
BAM

Obr. 14: Vliv terapie R-848 + poly(l:C) + LTA + mannan-BAM na riist nadoru B16-F10
u mys$i SCID (A, B) a u my$i C57BL/6N (C, D). Rast nadori je vyjadien kiivkami (A, C)
s odpovidajici plochou pod kiivkou (AUC) pro kazdou skupinu (B, D). Hladina statistické
vyznamnosti proti kontrole (PBS) * = p <0,05, *** = p <0,001.
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Po ukonéeni terapie byla sledovana doba pieziti mysi. Z grafu preziti (Obr. 15) je
patrné, ze je minimalni rozdil mezi 1é¢enou skupinou a skupinou kontrolni. Na druhou
stranu u terapie melanomu B16-F10 u my$i C57BL/6N je vidét statisticky vyznamné
prodlouzeni pieziti oproti kontrole (Data byla importovana z jiného nezavislého
experimentu). Lze tedy fict, ze ziskana imunita hraje roli v redukci nadorového ristu

a v nasledném preziti mysi u terapie R-848 + poly(l:C) + LTA + mannan-BAM.
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Obr. 15: Analyza pieZivani u SCID a C57BL/6N mysi. Hladina statistické vyznamnosti proti
kontrole (PBS) *** = p <0,001.
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4.4 Vliv terapie zaloZzené na kombinaci TLR ligandi a kotveného
mannanu na rist melanomu B16-F10 u knockout CD4 mysi

Cilem tohoto experimentu bylo zjistit vyznam Th lymfocytd Vv redukci
nadorového riistu u melanomu B16-F10 a v nasledné délce preziti u mysi CD4”~ béhem
terapie zalozené na kombinaci R-848 + poly(l:C) + LTA + mannan-BAM.

Redukce nadorového ristu u 1é¢ené skupiny byla 76 % oproti kontrole (PBS)
(Obr. 16-A, B). Avsak stejna terapie u mysi C57BL/6N vedla k98 % redukci
nadorového rastu (Obr. 16-C, D) (Data byla importovana z jiného nezavislého
experimentu). Na zaklad¢ téchto vysledka lze Fici, ze Th lymfocyty maji vliv na redukci
nadoru pfi pouziti terapie R-848 + poly(l:C) + LTA + mannan-BAM. Tento vliv vsak
neni tak zasadni.
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Obr. 16: Srovnani terapie R-848 + poly(l:C) + LTA + mannan-BAM na rist nadoru B16-
F10 u mysi CD4” (A, B) a u mys$i C57BL/6N (C, D). Rist nddorti je vyjadien kiivkami (A, C)
s odpovidajici plochou pod kiivkou (AUC) pro kazdou skupinu (B, D). Hladina statistické
vyznamnosti proti kontrole (PBS) * = p <0,05, *** = p <0,001.
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Po ukonceni terapie byla sledovana doba pieziti mysi do ,,dne 100 (Obr. 17). U lécené
skupiny CD4” mysi doSlo ke statisticky vyznamnému prodlouzeni preziti, ale ne
Vv takové mife jako u stejné terapie u mysi C57BL/6N, kde hranici ,,dne 100* piezilo
80 % mysi (Data byla importovana z jiného nezévislého experimentu). Lze tedy fict,

ze absence Th lymfocyt nepfiznivé ovliviiuje preziti mysi.

CD47- C57BL/6N
-=- PBS -+ R-848 + poly(I:C) + LTA + man-BAM
100
dkk
au_ L L ]
= 60-
3
- 40+
204
c T T T T T T T T T 1 c T T T ™ T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
DEN DEN

Obr. 17: Analyza pFezivani u CD4” a C57BL/6N mysi. Hladina statistické vyznamnosti proti
kontrole (PBS) * = p <0,05, *** = p <0,001.
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45 Vliv i.t. aplikace samotné anti-CTLA-4 nebo v kombinaci
SsTLR ligandy a kotvenym mannanem na rast mySiho
pankreatického adenokarcinomu Panc02
Cilem tohoto experimentu bylo zjistit vliv i.t. podani anti-CTLA-4 na rist

pankreatického adenokarcinomu Panc02 a délku pieziti mySi. Dale byla zkouSena

kombinace anti-CTLA-4 spolu s R-848 + poly(l:C) + LTA + mannan-BAM.

Samotnd anti-CTLA-4 vykazovala jen velmi malou ucinnost v redukci
nadorového ristu (16 %). U skupiny 1é¢ené pomoci R-848 + poly(l:C) + LTA +
mannan-BAM doslo k 50 % redukci nadorového ristu oproti kontrole (PBS).

Nejlepsiho statisticky vyznamného vysledku bylo dosazeno u skupiny lécené
kombinaci vsech téchto latek (anti-CTLA-4 + R-848 + poly(l:C) + LTA +

mannan-BAM). Redukce nadorového rastu zde byla 83 % oproti kontrole (PBS)
(Obr. 18).
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Obr. 18: Vliv i.t. aplikace anti-CTLA-4 v kombinaci s R-848 + poly(I:C) + LTA +
mannan-BAM na rist nadoru Panc02. Rast nadort je vyjadien kiivkami (A) s odpovidajici

plochou pod kiivkou (AUC) pro kazdou skupinu (B). Hladina statistické vyznamnosti proti
kontrole (PBS) * = p <0,05.
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Po ukonceni terapie byla sledovana doba pteziti mysi do ,,dne 120 od zahdjeni
terapie. Z kiivek pteziti (Obr. 19) je patrné, ze mysi ve skupiné lécené samotnou
anti-CTLA-4 nepiezily déle nez kontrola (PBS). Nejlepsiho vysledku bylo dosazeno
u skupiny 1é¢ené pomoci anti-CTLA-4 + R-848 + poly(l:C) + LTA + mannan-BAM,
kde jedna my$ ptezila hranici 120 dnt. Nicméné v ,,den 127 tato myS uhynula
a po nasledné pitvé byly nalezeny metastaze na plicich. U mys$i ve skupiné 1éCené
kombinaci R-848 + poly(l:C) + LTA + mannan-BAM doslo ke statisticky vyznamnemu

prodlouzeni preziti a kompletnimu vyléceni jedné mysi.
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Obr. 19: Analyza prezivani — anti-CTLA-4. Hladina statistické vyznamnosti: * = p <0,05;
** = p <0,01 proti kontrole (PBS), 0 = p <0,01 proti anti-CTLA-4.
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4.6 Vlivi.t. aplikace IL-12-DOPE spolu s TLR agonisty a kotvenym
mannanem na rust mySiho pankreatického adenokarcinomu
Panc02
V tomto experimentu byl sledovan vliv kotveného IL-12 pomoci kotvy DOPE

(IL-12-DOPE) spolu sR-848 + poly(I:.C) + LTA + mannan-BAM na rist

pankreatického adenokarcinomu Panc02.

Z nasledujicich grafi (Obr. 20) je patrné, ze u lé¢ené skupiny pomoci R-848 +
poly(l:C) + LTA + mannan-BAM vedla terapie jen k 48 % redukci nadorové masy.

Ale u skupiny lé¢ené uvedenou terapii spolu s IL-12-DOPE byla redukce 78 %.
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Obr. 20: Vlivi.t. aplikace 1L-12-DOPE v kombinaci s R-848 + poly(l:C) + LTA + mannan-
BAM na rist nadoru Panc02. Rust nadoru je vyjadien kiivkami (A) s odpovidajici plochou

pod kiivkou (AUC) pro kazdou skupinu (B). Hladina statistické vyznamnosti proti kontrole
(PBS) * = p <0,05.

Po ukonceni terapie byla sledovana doba preziti mysi do ,,dne 120* od zahéjeni
terapie. Z kiivek preziti (Obr. 21) je patrné, Ze terapie pomoci IL-12-DOPE vedla
k prodlouzeni preziti mysi oproti kontrole (PBS), ale nelze opomenout fakt, Ze jedna
myS uhynula jiz v ,,den 2 terapie. Ze dvou mysi, které piezily hranici 120 dni, m¢la
jedna mys (Ghyn v ,.den 122°) n€kolik metastaz na plicich a vnitini strané¢ Zeber. My§
druha uhynula v ,,den 135“. LepsSiho vysledku bylo dosazeno u skupiny lé¢ené jen
pomoci R-848 + poly(l:C) + LTA + mannan-BAM. Zde doslo k tplnému vyléceni dvou

mysi.
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Obr. 21: Analyza prezivani — IL-12-DOPE. Hladina statistické vyznamnosti proti kontrole
(PBS) * = p <0,05.
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4.7 Vliv i.t. aplikace anti-CD40 v kombinacich s TLR ligandy
nebo kotvenym mannanem na ruast mysSiho pankreatického

adenokarcinomu Panc02

Cilem tohoto experimentu bylo zjistit vliv i.t. podani anti-CD40 na rist
pankreatického adenokarcinomu Panc02 a délku pteziti mysi. ZkouSena byla samotna
aplikace anti-CD40, kombinace s kotvenym mannanem, nebo TLR ligandy (R-848,
poly(1:C), LTA) a nakonec kombinace vSech zminénych slozek dohromady.

Z grafu (Obr. 22) je patrné, Ze samotna anti-CD40 méla na redukci nadorového
rastu jen nepatrny vliv. U kombinace R-848 + poly(l:C) + LTA + mannan-BAM bylo
dosazeno 48 % redukce nadorového ristu.

Lepsiho vysledku bylo dosazeno pii kombinaci anti-CD40 spolu s mannan-BAM,
kde byla redukce nadorového rastu 77 %. Kombinace anti-CD40 + R-848 + poly(l:C) +
LTA vedla k 84 % redukci nadorové masy.

Nejvetsi redukce nadorového ristu (86 % oproti kontrole) bylo dosazeno
u skupiny 1écené kombinaci vsech slozek (anti-CD40 + R-848 + poly(l:C) + LTA +
mannan-BAM).
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Obr. 22: Vliv i.t. aplikace anti-CD40 v kombinacich s TLR ligandy (R-848 + poly(l:C) +
LTA) nebo s mannan-BAM na rist nadoru Panc02. Rust nadoru je vyjadien kiivkami (A)
s odpovidajici plochou pod kiivkou (AUC) pro kazdou skupinu (B). Hladina statistické
vyznamnosti: * = p <0,05; ** = p <0,01 proti kontrole (PBS), o0 = p <0,05 proti anti-CD40.
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Po ukonceni terapie byla sledovana doba pteziti mysi do ,,dne 120 od zahdjeni
terapie. Z kiivek preziti (Obr. 23) je patrné, ze pouziti samotné anti-CD40 nevedlo
k prodlouzeni pieziti my$i. Avsak pozitivné se v prodlouzeni pieziti projevilo pouziti
této protilatky v kombinaci s mannan-BAM. Kompletné bylo v této skupiné vyléceno
pct mysi ze Sesti.

U skupiny anti-CD40 + R-848 + poly(l:C) + LTA a anti-CD40 + R-848 + poly
(I:.C) + LTA + mannan-BAM bylo dosazeno stejného vysledku, kde hranici 120 dni
prezily vSechny mysi v dané skuping. VSechny tyto mysi byly také kompletné vyléceny.
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Obr. 23: Analyza piezivani — anti-CD40. Hladina statistické vyznamnosti: * = p <0,05;
** = p <0,01; *** = p <0,001 proti kontrole (PBS), 0 = p <0,001 proti anti-CD40.
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4.8 Srovnani dvou riznych rezimia aplikace anti-CD40 spolu s TLR

agonisty a kotvenym mannanem

Cilem tohoto experimentu bylo zjistit, zda pii snizeni poétu vpichu do nadoru
(4 pulzy/ 4 injekce) zlistane zachovan efekt pozorovany u 4 pulzii se 12 injekcemi
u terapie anti-CD40 + R-848 + poly(l:C) + LTA + mannan-BAM.

Z nasledujicich graft (Obr. 24) vyplyva, ze bylo v redukci nadorového rustu pii
4 pulzech / 4 injekcich dosazeno podobného efektu jako u 4 pulzi / 12 injekei. Pfesné

vedlo omezeni terapie na 4 injekce k 81 % redukci nadorového ristu a u 12 injekci
86 % redukci.
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Obr. 24: Srovnani dvou riznych rezimi aplikace anti-CD40 + R-848 + poly(1:C) + LTA +
mannan-BAM na rist nadoru Panc02. Rust nadort je vyjadien kiivkami (A) s odpovidajici
plochou pod kiivkou (AUC) pro kazdou skupinu (B). Hladina statistické vyznamnosti proti
kontrole (PBS) ** = p <0,01.

Porovnavan byl i vliv na pieziti mysi do ,,dne 120* (Obr.25). U 4 injekci nebylo
dosazeno takového vysledku jako u 12 injekci. Snizeni poétu injekei s terapii vedlo
k pteziti a iplnému vyléceni jen u poloviny mysi. Kdezto u skupiny lé¢ené 12 injekcemi

bylo dosazeno kompletniho vyléceni vSech mysi.
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Obr. 25: Analyza preZivani — srovnani dvou riznych rezimu aplikace anti-CD40 + R-848 +
poly(1:C) + LTA + mannan-BAM. Hladina statistické vyznamnosti proti kontrole (PBS)
*** = p<0,001.
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5 DISKUZE

Nadorovou imunoterapii se na§ tym zabyva jiz né€kolik let. Na§ pristup v této
problematice je zaloZzen na synergickém piisobeni TLR ligandl a liganda stimulujicich
fagocytézu (Underhill a Gantner, 2004). I.t. aplikace téchto latek vede k mohutné
zanétlivé infiltraci nadoru a k naslednému nasmérovani fagocytarnich bunék na bunky
nadorové s kotvenym fagocytarnim ligandem (Janotova a kol., 2014; Caisova a kol.,
2016; Waldmannova a kol., 2016).

Dobrych vysledk pfi terapii velice agresivniho my$iho melanomu B16-F10 bylo
dosazeno pii pouziti R-848, poly(l:C), bakterie Listeria monocytogenes kotvené pomoci
kotvy SMCC a kotveného mannanu-SMCC (Caisova a kol., 2016). Nicméné bylo
potfeba nahradit tuto bakterii za Iépe definovatelnou chemickou latku. DalSim
nedostatkem této terapie bylo pouziti SMCC kotvy, které musi pied samotnym i.t.
podani piedchazet jesté i.t. podani redukéniho ¢inidla, umoziujiciho navdzani kotvy
do membran nadorovych bunék. Jako nejlepsi ndhrada za celou bakterii
L. monocytogenes (TLR2) byla zvolena lipoteichova kyselina (LTA) (TLR2) a SMCC
kotva byla nahrazena kotvou BAM, ¢imz se omezil po¢et vpichti do nadoru (Masakova,
2016).

Bylo vsak nutné ovéfit, jaké imunitni buiky se ti€astni redukce ristu melanomu
B16-F10 pti pouziti kombinace téchto terapeutik (R-848 + poly(l:.C) + LTA +

mannan-BAM). To bylo i prvnim cilem této diplomové prace.

Nejvice zastoupenou subpopulaci leukocyta v nddoru byly granulocyty a jejich
nejveétstho mnozstvi bylo dosazeno vzdy po pulzu terapie. Tato mohutnd zanétliva
infiltrace je dana pravé kombinaci téi TLR ligandi (LTA — TLR2, poly(l:C) — TLRS,
R-848 — TLR7), protoze se zapojuji obé& signalni drahy, draha MyD88 (TLR2,7) a draha
TRIF (TLR3) (Hosseini a kol., 2015). Dalsimi hojné zastoupenymi buikami byly
NK bunky. Svymi efektorovymi mechanismy tyto subpopulace poméhaji v terapii
eliminovat nadorové bunky, ¢imZ umoznuji uvoliiovat nadorové antigeny pro APC,
které je poté mohou prezentovat T lymfocytim (Kim a kol., 2007). Tomu by odpovidala
i pozdéjsi vétsi infiltrace monocyti/makrofagi a T lymfocytl, které se vzajemné
reguluji. Makrofagy potiebuji pro svoji aktivaci jako prvni signal IFN-gamma od
T lymfocyti (Mosser, 2003) a jako druhy signal je potieba navazani CD40 ligandu
(CD154 na Th lymfocytech) na CD40 receptor makrofagti a dendritickych bunék (Scott
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a kol., 2004). Poly(l:C) a R-848 podporuji expresi CD40 na APC a podporuji také
vyzravani dendritickych bunék, coz poté umozni lep$i prezentaci antigenu (Napolitani
a kol., 2005, Macagno a kol., 2007).

Pokud srovname tyto vysledky s vysledky infiltrace stanovované béhem terapie
R-848 + poly(I:C) + L. monocytogenes-SMCC + mannan-SMCC zjistime, ze trendy
Ve vy$8im poctu bunék oproti kontrole byly stejné (Caisova a kol., 2016). Rozdil byl
vsak zaznamenan u NK buné€k, kdy u terapie pomoci bakterie L. monocytogenes nebyly
naméteny rozdilné pocty oproti kontrole, ale pti pouziti LTA byl zjiStén signifikantni
rozdil mezi skupinami. Nutno fici, Ze u terapiec s LTA bylo naméfeno celkové veEtsi
mnozstvi vSech bun¢k v nadoru nez u terapie pomoci celé bakterie. Lze tedy fici,

ze LTA 1épe stimuluje signalizaci nez kotvena L. monocytogenes.

Druhym cilem této prace byla detekce IFN-gamma v nadoru béhem terapie 3 TLR
a kotveného mannanu. Tento rozpustny cytokin, produkovany pievazné T lymfocyty
a vramci vrozené imunity NK bunikami (Schoenborn a Wilson, 2007), mimo jiné
potlacuje proliferaci nadorovych bunék a angiogenezi v nadoru (Smyth a kol., 2005,
Kim a kol., 2007). Jeho detekce v nddoru pomaha ur¢it subpopulace CD4+ lymfocyti
(Thl a Th2) podle funkéniho pusobeni a produkce cytokinii (Romagnani, 1997).
Pomoci ELISA kitu byly naméfeny vysoké hladiny IFN-gamma oproti kontrole
po celou dobu terapie. Tato vysoka hodnota IFN-gamma, zfejmé odpovida nastavajici
Thl odpovédi. Thl prostiedi bylo zjisténo i u piedeslé terapie s kotvenou bakterii
L. monocytogenes, kde tomu odpovidaly vysoké hladiny IFN-gamma a nizké hladiny
IL-10 (Caisova a kol., 2016). Pokud srovname hladiny IFN-gamma obou terapii,
u terapie R-848 + poly(l:C) + LTA + mannan-BAM byly hladiny IFN-gamma
nékolikanasobné vyssi nez u R-848 + poly(l:C) + L. monocytogenes-SMCC +
mannan-SMCC. To muze byt dano vyssi infiltraci T lymfocyti a NK bun¢k u terapie
s LTA nez u terapie s kotvenou bakterii L. monocytogenes.

Ackoli je nase terapic cilend na imunitu vrozenou, jeji vzajemné propojeni
s imunitou ziskanou nelze opomenout. Proto bylo ovéfovano zapojeni ziskané imunity
Vv redukci naddorového ristu a vliv této imunity na pieziti mysi pfi terapii melanomu
B16-F10. Pii experimentu na SCID mysich bylo zjisténo, Zze ziskand imunita se redukce
nadorového rlstu ucCastni a jeji absence méla negativni vliv na pieziti mysi.

U experimentu s knockout CD4 mySmi bylo zjis§téno ¢asteéné zapojeni CD8+ lymfocytu
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(CTL) v redukci nadorového ristu i v nasledném prieziti. Pokud se na kiivky rustu
nadoru podivame u SCID i knockout CD4 mysi, Ize si pov§imnout, Ze ze za¢atku nadory
rostou ptiblizné stejné a vétsi eliminace nadoru nastdva u knockout CD4 mysi az ke
konci terapie. Souhlasi to i s vysledky u experimentu s infiltraci, kde byly vyssi pocty
CD8+ lymfocytl naméteny az ke konci terapie. CD4+ lymfocyty tedy hraji dulezitou
roli vredukci nadorového ristu a v nasledném preziti mysi. Tento fakt podporuji
i vysledky kolegyné¢ Nedbalové, kde u knockout CD8 mysi byla redukce nadorového
rastu srovnatelna s redukci u klasickych mysi. Dale vechny 1é¢ené knockout CD8 mysi
prezily hranici 100 dni (Nedbalova 2017). Tento efekt si vysvétlujeme vétsi infiltraci Th
lymfocytd v nadoru, zjisténou béhem stanovovani infiltrace, a s jejich schopnosti
stimulovat dendritické bunky, makrofagy (Scott a kol., 2004) a NK burky (Kerdiles
a kol., 2013).

Optimalizace na$i terapie probihala v ptedchozich letech na mySim melanomu
B16-F10. Pro ovéfeni ucinnosti terapie na jiné mysi nadorové linii byl vybran také
velice agresivni pankreaticky adenokarcinom Panc02. Terapie pomoci tii TLR ligandt
a kotveného mannanu u této mysi nadorové linie sice vedla k redukci nadorového rustu,
ale nebylo dosazeno takovych vysledka jako u melanomu B16-F10 (Masékova, 2016).
Proto se druha cast této prace zabyva moznostmi zesileni nasi Stavajici terapie
u Panc0z2.

Pankreaticky adenokarcinom, oproti  jinym solidnim nadorim,
je z imunologického hlediska unikatni. V mikroprosttedi nadoru se nachazi jen velmi
malo efektorovych T lymfocytd, ale také je zde popsana vétsi infiltrace
imunosupresivnich leukocytti (Ino a kol., 2013). Déle se u adenokarcinomu pankreatu
setkdvame s velice silnym denznim desmoplastickym stromatem, které slouzi jako
bariéra pro imunitni builky a umoznuje nadorovym bunkam progresi a invazivitu do
organismu (Kunk a kol., 2016).

Pro posileni efektu byla jako prvni zkou$sena mozZnost vyuziti inhibitoru
imunitniho checkpointu, anti-CTLA-4 protilatky. Inhibice CTLA-4 na T lymfocytech
pomoci anti-CTLA-4 protilatky vede Kk aktivaci T lymfocyti a u Treg lymfocyti
je spojovana s jejich depleci (Peggs a kol., 2009; Swart a kol., 2016).

Neucinnost samotné protilatky pfi nasem pouziti mize byt dana tim, Ze vice
aktivované T lymfocyty nemusi kvili vysoce denznimu prostfedi infiltrovat nadory

a deplece Treg lymfocytlii nemusi staCit pro efektivni eliminaci nddorovych bunck.

48



Naopak pii pouziti anti-CTLA-4 + R-848 + poly(l:C) + LTA + mannan-BAM muze
dochazet diky zanétlivému prostiedi k lepsi infiltraci aktivovanych T lymfocyth
do nddoru, pfiCemz vSe je podpofeno depleci Treg lymfocytid. Ptfi pouziti
této kombinace dochazelo k lepsi redukci nadorového ristu nez pii pouziti terapie bez
této protilatky, ale je nutno zduraznit, Ze na nasledné pozorovani preziti tato kombinace
ptili§ pozitivni dopad. Z tohoto vysledku lze usuzovat, ze Treg lymfocyty nemusi hrat
takovou roli v mikroprostiedi pankreatického adenokarcinomu
a imunosuprese muze byt dana ostatnimi imunosupresivnimi leukocyty. Dalsim
vysvétlenim muze byt vysoka synergicka produkce IL-12, ktera byla pozorovana pii
vzajemném pouziti R-848 a poly(l:C) (Napolitani a kol., 2005). IL-12, mimo jiné,
potlacuje Treg lymfocyty (Zhao a kol., 2012) a MDSC (myeloidni supresorové buriky)
(Steding a kol., 2011). Proto nasledna deplece Treg lymfocyti pomoci anti-CTLA-4

nemusi byt natolik i€inna pti pouziti nasi terapie.

Tato mySlenka nas vedla k ndsledujicimu screeningovému experimentu, pouZzit
IL-12 Kk vétsimu podporeni nasi terapie. IL-12, krom¢ vysSe zminéného potlaceni Treg
lymfocyti a MDSC, také zvySuje cytotoxické ucinky NK bunék, CD8+ lymfocyti
(Perussia a kol., 1992). Pouziti IL-12-DOPE, bylo inspirovano vysledky védeckého
tymu Zaharoffa, ktery pro imunoterapii nadoru prsu vyuzival IL-12/chitosan,
¢imz dosahl pomalejsiho uvoliiovani IL-12 v nddoru béhem terapie (Vo a kol., 2014).
Kotva DOPE obsahuje dva alifatické fetézce, kdezto kotva BAM obsahuje jen jeden
alifaticky fetézec. Proto pii pouziti kotvy DOPE dochazi k pozdéjsimu uvolhovani
Z membran buné¢k, nez u kotvy BAM (Kato a kol., 2004).

Vysledky s IL-12-DOPE ukazuji ¢aste¢ny vliv na redukci nadorového ristu,
avSak na nasledné preziti tento kotveny interleukin zadny pozitivni efekt nemél.
Domnivame se, ze vysoké hladiny IL-12, které byly dany vysokou produkci zminénou
vySe a it. podanim, nepfiznivé ovliviiuji imunitni odpovéd. Odpovidalo by to
i vysledkiim pii podavani IL-12 pacientim s rendlnim karcinomem. Bylo zjisténo, ze ze
zacatku 1éCby interleukinem 12 dosSlo k pfechodnému zvyseni IFN-gamma, IL-10
a dalSich cytokini. Nicmén¢ opakované podavani IL-12 bylo spojeno se stale zvySujici
se hladinou IL-10, pficemz hladiny IFN-gamma a dalsich cytokini jiz nebyly
na takovych hodnotach jako na zacatku 1é¢by (Portielje a kol., 2003). Pii vyssich
hladinach IL-12 v organismu tedy muiZze dochdzet k Caste¢né zméné Thl prostredi

na prostiedi Th2.
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Dalsi experiment navazuje na screeningovy pokus kolegyné¢ Pad’oukové, kterad
zjistila pozitivni u¢inky anti-CD40 (Pad’oukova, tstni sdéleni) u Panc02. V této praci
byly zkouseny kombinace anti-CD40 sTLR agonisty a kotvenym mannanem.
Nejlepsich vysledkt bylo dosazeno pii pouziti anti-CD40 + R-848 + poly(I:C) + LTA +
mannan-BAM a pti kombinaci téchto slozek, ale bez kotveného mannanu.

Pozitivni dopad anti-CD40 spociva v podpoie vrozené i ziskané imunity. Jak jiz
bylo zminéno, fyziologicky je ligandem CD40 receptoru na antigen prezentujicich
bunkach CDI154 exprimovany Th lymfocyty. Navazanim agonistické anti-CD40
protilatky na receptor CD40 dojde k maturaci antigen prezentujicich bunék
a k naslednému pfenosu informace na imunitu ziskanou a vzniku CD8+ lymfocyti
(Eliopoulos a Young, 2004, Scott a kol., 2004). Zminéna vyssi exprese CD40 pii pouziti
R-848 a poly(l:C) je poté podpofena pravé anti-CD40, coz napiiklad umozni
u dendritickych bunék vyssi expresi MHC molekul a produkci prozanétlivych cytokint
(Kooten, 2000). Uginek terapie je také podpofen vys$si hladinou IL-12, ktery
v mikroprostiedi potlacuje Treg lymfocyty a MDSC. Dale bylo zjisténo vyzkumnym
tymem profesora Vonderheida, Ze makrofagy aktivované pies CD40 silné naruSuji
stroma pankreatického adenokarcinomu a tim pomahaji narusit denzni prostiedi
v nadoru (Beatty a kol., 2011, Vonderheide a Glennie, 2013).

Stejnou uc¢innost pozorovanou u kombinace anti-CD40 + 3 TLR a anti-CD40 +
3 TLR + mannan-BAM si vysvétlujeme pouzitim lipoteichové kyseliny. LTA totiz
obsahuje dva fetézce mastnych kyselin, a tudiz se i muze nespecificky vazat
na membranové fosfolipidy bun¢k (Ginsburg, 2002) a tim muze zastavat stejnou funkci
jako kotveny mannan. Jediny rozdil je, ze mannan-BAM muze spoustét komplement
ptes MBL, nebo muze dojit k opsonizaci nadorové buiky iC3b jednotkou komplementu
a poté k fagocytoze bunky (Dahl a kol., 2001; Jack a kol., 2001). Kdezto LTA je, kromé
TLR2, rozpoznavan jesté Scavenger (,,uklidovymi‘) receptory (Peiser a kol., 2002).

Z vySe uvedeného by vyplyvalo, Ze by se terapic mohla aplikovat bez kotveného
mannanu, ale je nutno podotknout, Ze tato kombinace byla pozdé€ji zkouSena
i na starSich a vétSich nadorech (16 dni) a absence kotveného mannanu se negativné
projevila na riistu nadorti (Zenka, ustni sdéleni).

Je potiebné jesté zminit jeden diavod, pro¢ bylo dosazeno u terapie s anti-CD40
protilatkou takovych vysledki. Pamétové T lymfocyty. Bylo zjisténo, ze pti kombinaci
TLR ligandu (2, 3, 4, 7, 9) a agonistd CD40 byla stimulace odpovédi CD8+ lymfocytt
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10-20 x vétsi nez pii pouziti samotnych latek (Ahonen a kol., 2004). Kombinace TLR
a CD40 agonisti vedla k zvysené expanzi T lymfocytd, vétsi lytické aktivité a produkci
IFN-gamma a k vyvoji funkénich pamétovych T lymfocyti. Tento vznik pamétovych
T lymfocytl je pfi nasi terapii jeSté podpotren pulzni aplikaci, pti které pravdépodobné
miuze mezi pulzy dochazet K rychlejsi odpovédi T lymfocytd a k vyvoji vétsiho poctu
pamétovych T lymfocytll — vakcinace organismu (Zenka, ustni sdéleni).

Casteéné by tuto myslenku podporoval i posledni experiment. Poukézal na to,
7e dulezitéjsi pii nasi terapii je pravdépodobné pulzni schéma nezli pocet injekci
s terapeutikem. Pii pouziti ¢tyf injekci ve Ctyfech pulzech bylo dosazeno srovnatelné
redukce nadoril jako pfi pouziti dvanacti injekci ve ¢tyfech pulzech. Tento trend se vSak
nepromitl v nasledné dob¢ pieziti mysi. Nedoslo totiz k Gplné eliminaci nadord u vSech
my$i a po skonCeni terapie pankreaticky adenokarcinom u dvou mysi zacal zase
agresivné rast. Momentaln¢ je naSim tymem zkouSena terapie aplikovana v osmi
injekcich beéhem 4 pulzi, pfi které je podle prabéznych vysledki redukce nadorii
dosazeno podobného vysledku (Zenka, stni sdéleni).

Tato diplomova prace méla ¢asteéné prispét k objasnéni imunologickych procest

béhem imunoterapie zalozené¢ na kombinaci TLR ligandi a ligandl stimulujicich

fagocytdzu a nastifiuje mozné cesty, kterymi se nas tym mize v nejblizsi dobé vydat.
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6 ZAVER

e Nejvice zastoupenou subpopulaci leukocyti v nadorovém prostiedi melanomu
B16-F10 béhem terapie kombinaci R-848 + poly(l:C) + LTA + mannan-BAM byly
granulocyty. Nejvetsi infiltrace granulocyty byla naméfena vzdy na konci pulzu

terapie. Dalsi nejvice zastoupenou subpopulaci byly NK buriky.

e Béhem terapiec melanomu B16-F10 kombinaci R-848 + poly(l:C) + LTA + mannan-

BAM byly naméteny vysoké hladiny IFN-gamma oproti nelécené kontrole.

e Ziskand imunita se Gcastni eliminace nadorového ristu béhem terapie melanomu
B16-F10 kombinaci R-848 + poly(l:C) + LTA + mannan-BAM. Absence bun¢k

ziskané imunity neptiznivé ovliviiuje celkové vyléceni mysi.

o Anti-CTLA-4 protilatka spolu v kombinaci sR-848 + poly(I:C) + LTA +
mannan-BAM vedla Kk ¢aste¢né redukci rustu pankreatického adenokarcinomu

Panc02. Pouziti této protilatky se vSak pozitivné neprojevilo pii prezivani mysi.

e Kombinace IL-12-DOPE + R-848 + poly(l:C) + LTA + mannan-BAM vedla
k ¢asteéné redukci rustu pankreatického adenokarcinomu Panc02. Lepsi ucinek

se vSak neprojevil pii nadsledném preziti mysi.

e U protilatky anti-CD40 bylo nejlepsich vysledki dosaZzeno pii kombinaci s R-848 +
poly(I:C) + LTA a také pti stejné kombinaci spolu s mannan-BAM. Tyto kombinace

vedly k aplnému uzdraveni v§ech mysi v testované skuping.

e Aplika¢nim rezimem 4 pulzy / 4 injekce bylo dosazeno stejné redukce nadorového
rustu  pankreatického adenokarcinomu Pan02 jako pifi pouziti rezimu
4 pulzy / 12 injekci. Negativné se vSak mensi pocet injekci projevil pfi nasledném

piezivani mysi.
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7 SEZNAM ZKRATEK

ADCC - bunécna cytotoxicita zavisla na protilatkach (antibody dependent cellular cytotoxicity)
APC — antigen prezentujici bunky (antigen presenting cells)

AUC — plocha pod kiivkou (area under the curve)

B16-F10 — mys$i melanom

BAM —biocompatible anchor for cell membrane

BCG — Bacille Calmette Guerin

C3 a C5 — sérové proteiny komplementu

CAR — chimeric antigen receptor

CD — cluster of differentiation

CpG — domena bohaté na cystein (cystein rich domain)

CpG ODN - CpG oligodeoxynukleotid, systeticky TLR 9 agonista
CTL - cytotoxické T lymfocyty (cytotoxic T lymphocytes)
CTLA-4 — cytotoxic T-lymphocyte associated protein 4

DAMPS — damage associated molecular patterns

DC — dendritické bunky (dendritic cells)

DMEM - Dulbecco’s modified eagle medium, uréeno pro butiky Panc02
DMSO - dimetyl-sulfoxid

DNA — deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucleic acid)
DOPE - dioleoylphosphatidylethanolamin, kotva

dsRNA — dvouvlaknova ribonukleova kyselina (double-stranded RNA)
EDTA — ethylendiamintetraoctova kyselina

ELISA — Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay

Fas — first apoptosis signal receptor

FasL — first apoptosis signal ligand

FCS — fetal calf serum, fetalni teleci sérum

FoxP3 — forkhead box P3

GITR — glucocorticoid-induced tumour necrosis factor receptor
HBSS — Hank’s balanced salt solution

IDO - indoleamin 2,4-dioxygenaza

IFN — interferon

IL— interleukin

i.t. — intratumoralni

IVC — individually ventilated cages

LAG-3 - lymfocyte-activation gene-3
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LAK — lymphokine activated killers

LPS — lipopolysacharid

LTA — lipoteichova kyselina

M1 — podskupina TAM aktivovana klasicky

M2 — podskupina TAM aktivovana alternativné

MBL — mandzu vazajici lektin (mannan binding lectin)

MDSC — myeloidni supresorové buiiky (myeloid derived suppressor cells)
MHC — hlavni histokompatibilni komplex (major histocompatibility complex)
MIC — major immunogene complex

MPL — monofosforyl lipid A

MR — man6zovy receptor (mannose receptor)

MyD88 — myeloid differentiation primary response protein 88

NK — ptirozeni zabijeci (natural killer)

NKG2D — natural killer group 2D

OX40 — tumor necrosis factor receptor superfamily, member 4

PAMPs — pathogen associated molecular patterns

Panc02 — mysi pankreaticky adenokarcinom

PBS — fosfaty pufrovany fyziologicky roztok (phosphate-buffered saline)
PD-1 — programmed cell death 1 receptor

PD-1L — programmed cell death 1 ligand

POLY/(I:C) — polyinosinova-polycytidylova kyselina (polyinosinic-polycytidylic acid)
PRRs — pattern recognition receptors

RAET1 — retinoic acid early transcript 1

R-848 — resiquimod

RPMI — Roswell park memorial institute medium, ur¢eno pro buriky B16-F10
s.c. — subkutanni

SCID - Severe Combined Immunodeficiency Disease

SEM - stiedni chyba praméru (standard error of the mean)

SMCC - 4-(N-Maleimidomethyl) cyclo-hexanecarboxylic-acid N-hydroxysuccinimide ester
SPF — specific pathogen free

ssSRNA — jednovldknova RNA (single-stranded RNA)

TAA — s nddorem asociované antigeny (tumour associated antigens)

TAM — s nddorem asociované makrofagy (tumour-associated macrophages)
TGF-beta — transforming growth factor beta

Thl a Th2 — oznaceni subpopulace pomocnych T lymfocytd

TIL — tumor infiltrating lymphocytes

TIM-3 — T-cell immunoglobulin and mucin protein-3
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TLR — toll-like receptor

TNF — tumor necrosis factor

TCR — T-bunéény receptor (T-cell receptor)

TRAIL — TNF-related apoptosis inducing ligand

Treg —T regula¢ni lymfocyty (T regulatory lymphocytes)

TRIF — TIR domain containing adaptor inducing interferon beta

TSA — nadorové specifické antigeny (tumour specific antigens)

VEGF — vaskularni endotelialni rustovy faktor (vascular endothelial growth factor)

VSV — Vesicular stomatitis virus
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