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ABSTRAKT
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Nézov diplomovej prace: In vitro hodnotenie novych ligandov Toll-like receptorov 111

Vyskum novych ligandov s potencidlnou imunomodulacnou aktivitou je
nastrojom k vyvoju novych imunologickych adjuvancii pre pouzitie do vakcin, alebo ako
samostatnych imunomodulatorov v terapii roznych ochoreni. Cielom diplomovej prace
bolo analyzovat’ schopnosti novych ligandov stimulovat’ toll like receptory 4 (TLR4) a na
zaklade stanovenej imunomodulaénej aktivity posudit’ potencial d’alSicho vyuzitia tychto
latok. Analyza prebiehala na modifikovanych bunkovych liniach exprimujucich TLR4,
ktorych aktivacia bola nasledne zistovand s pouzitim kolorimetricko-enzymatickej
reakcie. U Sestnastich novych latok bola zistovana miera aktivacie receptorov TLR4
v porovnani so Standardnym agonistom. Vysledky ukazali u niekol’kych z testovanych
latok vyznamnu agonisticktl aktivitu vo¢i TLR4, €o sved¢i o tom, Ze su aktivujucimi
ligandmi testovaného receptoru. AvSak vzhl'adom k nizkej rozpustnosti nie st niektoré z
tychto latok vhodnymi kandidatmi pre d’alSie vyuZitie a testovanie. Na zaklade zvazenia
vSetkych parametrov sa javia zo vSetkych hodnotenych latok, ktoré vykazovali agonis-
ticka aktivitu, ako perspektivne ligandy k d’alSiemu hodnoteniu latky SB003 a SBO10.
Latka SB00S vykazovala aktivitu parcidlneho antagonistu a je teda vhodnym kandidatom

pre d’alSie skimanie antagonistického potencialu Studovanej skupiny latok voc¢i TLR4.
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ABSTRACT
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Title of diploma thesis: In vitro evaluation of novel Toll-like receptor ligands III

Research on new ligands with potential immunomodulatory activity is a tool for
the development of new immunological adjuvants for use in vaccines, or as separate
immunomodulators in the treatment of various diseases. The aim of this thesis was to
analyze the ability of new ligands to stimulate toll-like receptors 4 (TLR4) and to assess
the potential for further use of these substances based on established immunomodulatory
activity. The analysis was performed on modified TLR4-expressing cell lines whose
activation was subsequently detected using a colorimetric-enzymatic reaction. Sixteen
new substances were tested for TLR4 receptor activation in comparison with a standard
agonist. The results showed a significant TLR4 agonistic activity in several of the test
substances, suggesting that they are activating ligands of the receptor tested. However,
due to their low solubility, some of these substances are not suitable candidates for further
use and testing. Taking all parameters into consideration, among of all of the evaluated
substances that showed agonistic activity, ligands SB003 and SB010 appear to be
perspective ligands for further evaluation. Substance SB00S5 exhibited partial antagonistic
activity and is therefore a suitable candidate for further investigation of TLR4

antagonistic potential of the tested group of compounds.
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ZOZNAM SKRATIEK

AGP - aminoalkyl glukosaminid 4-fosfat

APC - antigen prezentujiica bunka

bFGF - zakladny fibroblastovy rastovy faktor

CD14 - klaster diferenciacie 14

CFA - kompletné Freundové adjuvans

CTL - cytotoxickd T-lymfocytova odpoved’

DAMP - molekularne vzory spojené s nebezpecenstvom

DC - dendritové bunky

DM - derivaty sukcinimidu

DNA - deoxyribonukleova kyselina

DTaP - vakcina: diftéria, tetanus, Cierny kasel

EMA - Europska liekova agentura (European Medicines Agency)

FasL - Fas ligand

GC - galaktosylceramid

GLA - SE - glukopyranozyl lipid A

GM - CSF - faktor stimulujtci kolonie granulocytov a makrofagov

HA - hemaglutinin

Her / neu - l'udsky epidermdlny receptor/ protoonkogén

HMGBI1 - High-Mobility Group Box 1



HPYV - l'udsky papillomavirus

HSP - protein teplotného Soku

IFN - interfer6n

IgE - imunoglobulin E

IgM - imunoglobulin M

IL - interleukin

IRF3 - interferénovo regulacny faktor 3

LLC - Lewisov karcinom pl'uc

LPS - lipopolysacharid

LRR - repeticia bohaté na leucin

MAGE - A3 - antigén asociovany s melanémom 3

MDP - muramyldipeptid

MHC - hlavny histokompatibilny komplex

MPL - monophosphoryl lipid A

NA - neuraminidaza

NALP3 - komplex inflamazému 3

NeuGcGM3 - gangliozid asociovany s nadorom

NK - T - prirodzené cytotoxické T- bunky

NLRP3 - inflamasomova draha proteinu 3

NSCLC - nemalobunkovy karcinom pltc



o/v - olej vo vode

ODN - oligodeoxynukleotid

PAMP - molekularne vzory spojené s patogénom

PLG - laktid-ko-glykolid

PRRs - receptory rozpoznavania patogénov

SNP - jednonukleotidovy polymorfizmus

TDM - trehalosa dimykolat

TLR - toll-like receptor

TNF - tumor nekrotizujuci faktor

v/o - voda v oleji

VLP - Castice podobné virusu



2 UVOD

Vakcinacia predstavuje jediny u¢inny a ¢asom jednoznacne dokazany sposob,
ako efektivne chranit’ celu I'udska populaciu pred nebezpeCnymi a Casto smrtelnymi
infekciami. Celosvetovym vakcina¢nym tusilim je mozné niektoré infekcie uplne vyhubit’.
To sa potvrdilo v pripade infekcie pravych kiahni, ktoré sa podarilo vakcindciou uspesne
eradikovat’. Je to platné jedine za predpokladu, Ze ockovani budl vSetci 'udia s vynimkou
jedine tych, ktorym to nedovol'uje zdravotny stav. Benefity vakcinacie mnohondsobne
prevySuju mozné rizikd neziaducich ucinkov. Strach z neziaducich t¢inkov a obavy zo
zlozenia vakcin spOsobuju, Ze sa dnes stava trendom nepodat’ vakcinu vobec, alebo
akokol'vek upravit’ postupy vakcinacie (Calandrillo 2004; Salmon et al. 2005). To prinasa
vel'ké riziko, ktoré vedie k navratu nebezpecnych infekcii, ktoré sa v minulosti podarilo

vakcinaciou uspesne potlacit’ (Phadke et al. 2016).

Z uvedenych dévodov sa vyskum vakcin upriamuje na adjuvancid, ktoré patria
spolu s antigénom medzi hlavné komponenty vakcin. Adjuvancid zvySuji imunogenitu
antigénu, umoziuju pouzitie nizSich davok antigénu, ale hlavne ovplyviiuju kvalitu
imunitnej odpovede a tym vytvorenie dlhodobej imunitnej odpovede, Specifickej pre
patogén. Najnovsie vyskumy sa upriamuju na adjuvancia zo skupiny imunomodulatorov,
ktorych mechanizmus ucinku predstavuje aktivaciu Toll-like receptorov (TLR), ktora
vedie az k tvorbe imunitnej odpovede Specifickej pre antigén. Vyskum novych ligandov
aktivujucich TLR receptory je preto doleZitym krokom k vyvoji novych potencidlnych
adjuvancii. Tym mdzeme pomdct’ prekonat’ mnohé vyzvy vo vakcindcii, napr. u vakcin
cielenych na patogény, ale aj v imunoterapii autoimunitnych a onkologickych ochoreni

(O’Hagan 2000).



3 TEORETICKA CAST

3.1 Adjuvancia

Adjuvancia su latky, ktoré st viac ako 80 rokov pridavané do vakcin za ucelom
zlepsenia ich ucinnosti a zvySenia imunogenity antigénu. Antigén vo vakcine urcuje
Specifickost’ imunitnej odpovede a adjuvancium pomadha tito odpoved zvySovat.
Pouzitie adjuvancia je potrebné hlavne pri uplne alebo ciastocne inaktivovanych
vakcinach a taktiez u modernych vakcinach z vysoko purifikovanych antigénov. Takéto
typy vakcin vyzaduji pritomnost’ adjuvancia na zvysenie antigén-Specifickej imunitne;j
odpovede. Patogény obsahuji vnitorné spustace imunitnej obrany PAMP (pathogen-
associated molecular patterns), ktoré su rozpoznavané bunkami vrodeného imunitného
systému a su potrebné pre ziskanie imunitnej odpovede. Adjuvancia poskytuji prvky,
ktoré st normalne pritomné vo véc¢sine patogénov, ale vo vysoko purifikovanom antigéne
sa uz nenachddzaji. Tym dochdza k stimulacii vrodenej imunitnej odpovedi.
Inaktivované vakciny pocas inaktivaéného procesu taktiez stracaju (Uplne alebo
Ciastone) patogénne znaky mikroorganizmov a ich miera prirodzene stimulovat
imunitny systém moze byt nedostacujuca k indukcii dlhodobej imunity. Indukcia
dlhodobej imunitnej odpovede zahiiia modulaciu alebo napodobiiovanie interakcie medzi
PAMP a vrodenymi receptormi TLR (toll-like receptors), podporu intracelularnych
signalizacnych drah, zvySené vychytdvanie antigénu pomocou APCs (antigen-presenting
cells), up-regulaciu alebo modifikaciou komunikéacie na povrchovo-bunkovej trovni
medzi APC a T bunkami. U zivych vakcin, ktoré sa stimuluju prirodzenie, pouzitie

adjuvancia nie je potrebné (Garcon et al. 2011; Oberdan et al. 2011).

»Adjuvancid, ktoré si v sicasnosti vSeobecne pouzivané, ¢i uz u ¢loveka alebo
u zvierat, boli z vicSej Casti vyvinuté empiricky, bez jasného pochopenia ich bunkovych
a molekuldrnych mechanizmov u¢inku. V poslednej dobe tdaje naznacuju, ze viacSina
adjuvancii, ak nie vSetky, zvySuji T a B bunkové odpovede zapojenim komponentov
vrodene] imunity skor nez priamymi G¢inkami na samotné lymfocyty* (Coffman et al.

2010).

Vyvoj novych adjuvancii a ich kombinacii méze pomoct’ prekonat mnohé vyzvy
v modernom ockovani, napr. u vakcin cielenych na komplexné patogény a vakcin u

imunokompromitovanych jedincov. Adjuvancia pouzivané v profylaktickych vakcinach



mdzu taktiez zohravat’ dolezitti ulohu v imunoterapii a najma terapii rakoviny (Gargon et

al. 2011).

Medzi mnohé efektivne vakciny patria zivé vakciny, ktoré nesu oslabené
varianty cielené¢ho patogénu, ktoré po podani vyvolavaji dlhodobu imunitu podobnu
imunite, ktord pozorujeme u jedincov po prekonani prirodzenej infekcie. Vysledkom
podania zivej oslabenej vakciny je mierna, zvy€ajne asymptomaticka infekcia. Pre vel'a
patogénov sa adekvatne ucinné oslabené vakciny nepodarilo vyvinut, alebo takyto typ
vakcindcie (napr. proti chripke) je nevyuzitelny z dovodu, Ze prirodzend infekcia sama
o sebe nevytvori dostato¢ni dlhodobtl imunitu. Na oCkovanie takymito organizmami sa
pouzivaju nezivé antigény, ¢i uz z celych inaktivovanych virusov a mikroorganizmov, az
po jednotlivé rekombinantné antigény. Takéto antigény, su vo vicsine pripadov slabo
imunogénne a vyzaduju pridanie adjuvancia, ktoré na zaklade protilatok a funkcie

efektorovych T buniek poméha stimulovat’ ochrannti imunitu (Coffman et al. 2010).

Adjuvancid vo vakcinach dovolujii pouzit menSie mnozstvo antigénu
v porovnani s neadjuvantnymi vakcinami, ¢o prindsa radu vyhod. ZniZenim mnozstva
antigénov v kombinovanych vakcinach sa znizi pravdepodobnost” kompeticie medzi
antigénom a supresie epitopu Specifického pre nosica. Okrem toho, zniZzenim mnoZstva
antigénu potrebného na ochranu, je mozné znizit' ndklady na vakciny a zvysit tak
dostupnost’ oCkovacich latok. Na druhej strane, vysoké naklady na niektoré¢ moderné
adjuvancia mozu vyrovnavat uspory, ktoré boli dosiahnuté zniZenim spotreby antigénu a

paradoxne celkové naklady na ockovanie sa zvySuju (O’Hagan 2000).
3.2 Klasifikacia adjuvancii

Adjuvancid moZzeme klasifikovat’ na zaklade niekol'kych kritérii, ako je napr. ich
chemicka Struktira, formulédcia a rozpoznavanie receptorov. Najnovsia klasifikacia ich
rozdel'uje do dvoch tried na zdklade ich dominantného mechanizmu ucinku, a to na
distribu¢né systémy a imunomodulatory. Imunomodulétory zvySuji imunitni odpoved
vrodeného imunitného systému aktivaciou roznych tried receptorov PRR (pattern
recognition receptors), hlavne TLR. Druha skupina adjuvancii klasifikovanych ako
distribucné systémy, podporuje uptake antigénu pomocou APCs (Banday et al. 2015).

Rozdelenie adjuvancii znazoriiuju nasledovné tabul’ky (tab. 1, tab. 2).



Tab. 1 Klasifik4cia hlavnych tried adjuvancii a ich zastupcovia

TRIEDA ADJUVANCIA

hlinikové  soli, AS04, fosfore¢nan
vapenaty, lipozomy, virozomy, emulzie
(MF59, montanid),  VLP (virus-like
particles), ISCOMs

CpG oligodeoxynukleotidy (CpG ODN),

Distribucné systémy

saponiny (QS-21, quilly), chemokiny,
Imunostimulanty cytokiny, MDP (muramyl dipeptid), TLR
ligandy: MPLA (monophosphoryl lipid A)

a derivaty

Modifikované podl'a: Temizoz et al. (2016); Banday et al. (2015)

Tab. 2 Dalsie adjuvancid pouzivané vo vakcinach

TRIEDA ADJUVANCIUM

LPS (lipopolysaccharide),
pepridoglykany, TDM (trehalose

Bakterialne produkty ) ) )
dimycolate), MDP, MLP viazuci sa na
TLR

Cytokiny IFN-g, IFN-a, IL-1, IL-6, IL-12 a GM-CSF
gama-inulin, glukany, xylany, acemannan

UhPovodiky

aktivujice humoralnu aj bunkovll imunitu

(DL-lactide-coglycolide) (DL-PLG),

polyanhydridy- biodegradovatel'né
Polymérové mikrosféry ) o )

a biokompatibilné  mikrosféry  ktoré

inkorporuju antigény roéznych typov

Modifikované podl'a: Banday et al. (2015)
3



Starsia literatura klasifikuje adjuvancia do dvoch skupin, a to na klasické a nové
adjuvancid. Klasické adjuvancia ako napr. hlinikové soli, st najdlhSie pouzivané latky,
ktoré oproti novym adjuvanciam nedokazu poskytnit’ dostato¢nti imunitni odozvu. Do
skupiny novych adjuvancii sa radia aj adjuvantné systémy, ktoré st tvorené kombinaciou

uz znamych adjuvancii.

V sucasnosti je vyvoj vakcin s novymi adjuvanciami podporovany z viacerych
dovodov. Klasické hlinikové adjuvancia pouzivané v tradi¢nych vakcinach st schopné
indukovat’ slabsie Th2 odpovede s produkciou IgM, IgE a uréitych cytokinov, ale
nedokazu produkovat’ silnej$iu a robustnejsSiu Thl alebo cytotoxicki T-lymfocytova
odpoved’ (CTL) (Pashine et al. 2005). Klasické adjuvancia su tieZ neti¢inné pri pouZiti
proti najnaro¢nejSim patogénom spdsobujicim infekéné ochorenia, ako je napr. AIDS,
malaria, tuberkuloza, alebo proti alergickym a autoimunitnym ochoreniam. Optimalnu
ucinnost’ vakcin proti tymto ochoreniam sa podarilo zabezpecit’ pouzitim adjuvantnych
systémov (ako napr. ASO1 a AS04). To znamen4, ze takéito vakcina musi okrem inych
moznych reakcii nevyhnutne vyvolat’ silnti Thl reakciu. Neustale snahy o pochopenie
mechanizmu, prostrednictvom ktorého adjuvancia spustaju odozvu T-buniek, zohrava
klucova tlohu vo vyvoji vakcin novej generacie. Tato vyzva spociva vo vyvazenom
pouzivani distribuénych systémov a imunostimulantov takym spdsobom, aby sa vytvorila

trvala a robustnd imunitna reakcia (Banday et al. 2015).

Niekol'ko prikladov najviac pouZivanych zastupcov zo skupiny klasickych

a novych adjuvancii je uvedenych v d’alSich oddieloch (vid’ Odd. 3.2.1, 3.2.2).

3.2.1 Klasické adjuvancia

Virozomy

Virozémy su sférické virusové Castice, ktoré nesu vo svojej membrane virusové
glykoproteiny hemaglutinin (HA) a neuraminidazu (NA), pochadzajuce z virusu chripky.
Neobsahujii geneticky material ani nukleokapsid, preto nie su schopné replikacie a
infikovania. Vd’aka tomu, ze si virozdmy zachovavaju schopnost’ fuzovat (ako ich
rodicovské kmene), mézu byt upravené tak, aby niesli nddorovo Specifické antigény
a/alebo adjuvancia do APC, a tym zlepSili G¢innost” vakcin. Mechanizmus ucinku

virozomov zahffia priamu interakciu castic virozomu s APCs, pohltenie antigénu

4



endocytdzou a prezentdciu antigénu T bunkam po proteolytickej degradécii. Existujuca
imunita proti chripke mdze predstavovat’ d’alsi dolezity determinant imunostimula¢ného
ucinku virozoémov. V sucasnosti existuji dve ockovacie latky obsahujlice virozom ako
adjuvancium, ktoré su povolené v niektorych eurdpskych a mimoeurdpskych krajinach

(Gargon et al. 2011; Temizoz et al. 2016).

U chripkovych virozomov, ktoré sa pouzivaji v mnohych protirakovinovych
vakcinach sa preukazalo, ze indukuji nadorovo Specifické protilatky a T lymfocyty a
najma reakcie cytotoxickych T-lymfocytov (CTL). Vysledky z klinickej Stadie vo faze I
zahfiajlice pacientov s metastazujicim karcindmom prsnika (Her/neu+) preukézali, ze
terapeuticka ockovacia latka proti rakovine formulovand s Her/neu peptidom
obsahujicim virozom chripky je dobre tolerovand a je schopna indukovat’ protiladtku
Specificki pre Her/neu a bunkové imunitné odpovede, spolu so znizujucim sa poctom
regulacnych T buniek (Treg buniek) v periférnej krvi ockovanych pacientov (Temizoz et

al. 2016).
Lipozomy

Lipozémy st syntetické fosfolipidové vezikuly pozostavajice z lipidovych
vrstiev, ktoré dokazu zapuzdrit’ antigén vo svojej membrane a tym fungovat’ ako nosic.
Struktiru lipozémov tvoria fosfolipidy, ktoré svojimi hydrofilnymi hlavami a
hydrofébnymi chvostami po dispergovani vo vode tvoria malé sférické tvary, ktoré
uzatvaraji vodné jadro (Gargon et al. 2011). Napriek tomu, Ze sa lipozoémy vyznacuju
vSestrannost'ou, biologickou kompatibilitou a biologickou odburatelnost'ou a mohli by
byt vhodnymi systémami na adjuvantné pouzitie do vakcin, ich pouzitie v humannych
vakcinach je obmedzené kvoli vysokym ndkladom a obavam o stabilnej vyrobe

lipozémov (Temizoz et al. 2016).

Viaceré Stadie na zvieratdch pouzivajuce lipozoémy ako adjuvancia alebo
nadorovo Specifické ¢inidla na dodévanie antigénu ukazali, Ze protirakovinové vakciny s
lipozémami majl vynikajucu protinaddorovi tc¢innost’ oproti nelipozomalnym ockovacim
latkam. V §tadii u mySacieho modelu neuroblastomu bolo preukdzané, ze lipozoméalne
podéavanie CpG oligodeoxynukleotidov (CpG ODNs) Specificky na nadory poskytuje
silné protinadorové Ucinky, zatial’ ¢o samotna skupina CpG ODNs nedokézala indukovat’

taky protinadorovy ucinok. U mysi napadnutych bunkami Lewisovho karcindmu pluc
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(LLC) sa zistilo, ze lipozomalne vakciny s obsahom zakladného fibroblastového
rastového faktora (bFGF) spolu s adjuvanciom monofosforyl lipid A (MPLA) navyse
indukuju protinddorovi imunitu indukciou nadorovo Specifickej protilatky a imunitne;j
odozvy typu Thl. V d’alSej stadii poskytlo lipozomalne dodavanie lipidového antigénu a-
galaktozylceramidu (a-GC) silné protinddorové imunitné reakcie v prevencii pl'icnych
metastaz u 65% mysi nesticich nddor B16 F10, prostrednictvom Specifickej aktivacie NK-
T lymfocytov (NKT) v slezine. Klinické skusky u pacientov s folikularnym lymfémom,
ktoré pouzivaju lipozoémy s tumorovo Specifickym antigénom (Id) vo vakcine preukézali,
ze lipozomalne vakciny st potencidlne bezpecné a schopné indukovat' dlhodobé

antigénovo Specifické CD4+ a CD8+ T bunkové odpovede (Temizoz et al. 2016).
Hlinikové adjuvancia

Z obmedzeného poctu adjuvancii, ktoré boli schvalené na humanne pouzitie, st
najbeznejsie pouzivané prave hlinikové adjuvancid zahfiiajice fosforecnan hlinity alebo
hydroxid hlinity (Hogenesch 2012). Napriek kontroverznym vysledkom o mechanizme
poOsobenia sa napokon zda, ze hlinité soli funguju prostrednictvom tvorby depa v mieste
aplikacie vakciny, odkial sa antigén postupne uvolfiuje, aby umoznil prediZent
interakciu s imunitnymi bunkami a spdsobil tak indukciu trvale antigénovo Specifickych
odpovedi B a T buniek po dlhsi ¢as (Temizoz et al. 2016). Hlinikové adjuvancia boli
doposial’ pouzité v roznych ockovacich latkach vratane protilatok proti diftérii, ¢iernemu

kaSl'u, tetanu, HPV, hemofilovej infekcii typu B a virusu hepatitidy A (Hogenesch 2012).

Niektoré¢ Stadie najnovSie naznalili, Ze apoptéoza predstavuje dalsi
mechanizmus, ktorym hlinikové soli posobia. Konkrétne Studie ukézali, ze hostitel'ska
DNA, ktora je uvolnena kvdli bunkovej smrti indukovanej hlinikovymi adjuvanciami je
rozpoznavand imunitnym systémom a indukuje tvorbu protilatok typu IgE
pomocou interferonovo regulaéného faktora 3 (IRF3), zatial’ ¢o reakcie protilatok typu
IgG su indukované nezavisle od IRF3. Preto uvolmiovanie hostitel'skej DNA sposobené
apoptozou moze fungovat ako DAMP a sprostredkovavat” adjuvantna aktivitu hlinika
(Marichal et al. 2011; Temizoz et al. 2016). Viacer¢ spravy preukazali, ze hlinikové
adjuvancid mézu indukovat’ trvalé antigénovo Specifické B bunkové odpovede a pri
pouziti v kombinovanych adjuvantnych latkach, ako je napr. AS04, dokazu indukovat
zmie$ané antigén-Specifické Th1/Th2 odpovede. Napriek tomu u hlinikovych adjuvancii

nedochddza k dostato¢ne silnej indukcii Thl typu bunkovej imunitnej odpovedi, u
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ktorych bolo preukazané, ze zvySuji protinddorova imunitni odpoved’. Z toho dévodu
zostava pouzitie hlinikovych adjuvancii v protirakovinovych vakcinach obmedzené.
Avsak nedavne klinické stadie u pacientov s pokro¢ilym nemalobunkovym karcindbmom
pl'ic (NSCLC) ukézali, ze hlinikové adjuvancia, v protirakovinovej vakcine zameranej
na gangliozid asociovany s nadorom (NeuGcGM3), su schopné indukovat’ vysoké
hodnoty IgM a IgG typov protilatok proti NeuGeGM3, ktoré korelovali s predizenym

prezitim ockovanych pacientov (Marichal et al. 2011; Temizoz et al. 2016).
Emulzie

Emulzie su zalozené na kombinacii dvoch nemieSatel'nych zloziek, typicky olej
a voda, kde je jedna latka rozptylend v druhej. Kvoli tejto inherentnej inkompatibilite
musia byt emulzie stabilizované pridanim povrchovo aktivnych latok alebo emulgatorov,
ako napr. Tween 80 alebo Span 85. Existuju dva typy emulzii; voda v oleji (v/0) a olej vo
vode (o/v). Oba typy emulzii indukuju vysoké protilatkové odpovede, napriek tomu
emulzie o/v vykazuju vysSiu reaktogenitu. Tieto emulzie st UspeSne pouzité ako

adjuvancia v licencovanych vakcinach (Gargon et al. 2011).
Emulzny adjuvans Montanid

Montanid patri do skupiny emulznych adjuvancii (v/0), ktoré sa pripravuji s
pouzitim povrchovo aktivnych latok z rodiny manid monooledtov. Ukézalo sa, Ze
Montanid u¢inkuje podobne ako aj hlinikové adjuvancia prostrednictvom tvorby depa v
mieste aplikacie injekcie, ¢im umoZiuje postupné uvolfiovanie antigénu a nasledne

indukciu dlhodobej imunitnej odpovede (Temizoz et al. 2016).

Zistilo sa, ze v pripade Montanidu ISA 51 tvorba depa s pretrvavajucim
antigénom v mieste podania vakciny zoslabuje tumor Specifické CTL reakcie
prostrednictvom apopt6zy indukovanej IFN-y a Fas ligandom (FasL). Adjuvancium ISA
51 je znamy tiez ako nekompletné Freudovo adjuvancium (IFA). Montanidy ISA 720,
ISA 51 (IFA) pouZité vo vakcinach boli podrobené klinickym $tudidm u I'udi a Montanidy
ISA 206 a ISA 50 pouzit¢ vo veterindrnych vakcinach. V klinickych S§tadiach
zahriyjucich niekol’ko rdznych typov rakoviny, ako je melandm a nemalobunkovy
karcinom (NSCLC) sa ukazalo, Ze pouzitie Montanidov ISA 720 a ISA 51 v

protirakovinovej vakcine indukuje antigén-Specifické protilatky a T-bunkové odpovede
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korelované s predlZzenym prezitim imunizovanych pacientov. Toto zistenie naznacuje, Ze
pomocné latky na baze Montanidu mézu byt sl'ubné adjuvancia v protirakovinovych

vakcinach (Temizoz et al. 2016).
Emulzny adjuvans MF59

MF59 je emulzné adjuvancium (0o/v) na baze skvalénu, zaloZzené na emulzifikacii
skvalénu pomocou povrchovo aktivnych latok ako je Tween 80 a Span 85 a tvorbe
stabilnych nanocastic s priemerom 250 nm. Mechanizmus u¢inku MF59 zahtnia indukciu
uvol'novania ATP zo svalov v mieste aplikacie vakciny, co mdze pdsobit’ ako DAMP a
zvySovat antigén-Specifické imunitné odpovede (Temizoz et al. 2016). V porovnani
s adjuvanciami hlinika, MF 59 vyvolava silnejSiu imunitni odozvu a vyssiu produkciu

protilatok a reakcie T-buniek (Gargon et al. 2011).

V roku 1997, po registracii MF 59 v chripkovej vakcine bolo preukazané, ze MF
59 sa vyznacuje dobrym bezpe¢nostnym profilom a imunogenitu. MF59 je dnes pritomna
v licencovanej sezonnej a pandemickej chripkovej vakcine. Vakciny s MF59 su schopné
poskytnut’ ochranné imunitné reakcie proti chripke u starSich 'udi a deti, prostrednictvom
indukcie antigén-Specifickej protilatky a zmieSanej imunitnej odpovede typu Th1/Th2.
Pouzitie MF59 je v§ak obmedzené u vakcin proti rakovine, pretoZze mdze vyvolat nielen
vyhodné reakcie typu Th1, ale tieZ neziadlice imunitné reakcie typu Th2 na protinddorova
imunitu. Zistilo sa vSak, Ze kombinacia MF59 s CpG ODN po pouziti ako adjuvancium
v terapeutickej vakcine proti rakovine, indukuje protinadorovli imunitni odpoved
Specifickl pre melandém a predlzuje prezitie mysi nesucich naddor v modeli mySacieho

melanému (Gargon et al. 2011; Temizoz et al. 2016).
3.2.2 Nové adjuvancia
ISCOMs

Imunostimulacné komplexy (ISCOMs) su castice, zloZzené zo saponinov (z
Quillaja Saponaria), fosfolipidov a cholesterolu, tvorené klietkovou Struktirou s
priemerom priblizne 40 nm. Ich Struktira im umoziuje efektivne dodavat antigén do
buniek a ndsledne indukovat’ bunkovt i dlhodobu humoralnu imunitnt odpoved’, antigén
Specifickym sposobom. Mechanizmus uc¢inku ISCOMs zahfna priamu interakciu s DC na

dosiahnutie skrizenej prezentacie antigénov, ¢o umoziiuje indukciu robustnych antigén-
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Specifickych odpovedi CD4+ a CD8+ T-buniek (Temizoz et al. 2016). Nedavne Studie
naznacili, ze adjuvancium ISCOMATRIX moéze aktivovat inflamazomovu drahu
proteinu 3 (NLRP3) obsahujucu pyrolin (NLR), ktora spdsobuje produkciu IL-18 a IL-
18 u mysi. Avsak jedine IL-18 ma podiel na mechanizme u¢inku ISCOMATRIXu ako
vakcinového adjuvancia a ciastocne aj TNF-a, u ktorého taktiez prostrednictvom

inflamazému NLRP3 dochédza k produkcii IL-18 (Sanders et al. 2005).

Dalsie predklinické testy na mysiach naznaéili, Ze vyvoj G¢innejsich a slubnych
adjuvancii v protirakovinovej vakcine sa da dosiahnut’ kombinaciou ISCOMs so sucasne
dostupnymi adjuvanciami. Tieto predklinické $tadie naznacili, ze pouzitie ISCOMs spolu
s dalSimi adjuvanciami, ako napr. s ligandmi TLRY, CpG ODN vyvolalo vyrazna

protinadorovu imunitu a ochranu u mysi nesticich nador (Temizoz et al. 2016).
QS-21

Adjuvancium QS-21 je latka zalozend na baze saponinu, pozostavajuca zo
saponinov extrahovanych zo stromu Quillaja Saponaria. QS-21, vyznacujuci sa nizkou
toxicitou, je schopny indukovat’ antigén Specifické protilatky, CTL a Thl typy imunitnej
odpovede (Temizoz et al. 2016). Neddvno sa v $tadii u mys$i preukazalo, ze QS-21
aktivuje inflamazém NLRP3 a indukuje produkciu IL-18 a IL-18. Skuto¢ne mysi s
deficitom NLRP3 vykazovali zvySenie antigénovo Specifickych protildtok a odpovedi T
buniek v porovnani s mySami divokého typu, o naznacuje negativnu regula¢nt ulohu
inflamazomu NLRP3 pri imunitnej odpovedi indukovanej QS-21 (Marty-Roix et al.
2016).

V klinickych S§tddiach sa ukdzalo, ze QS-21 je dobre tolerovanym a
imunogénnym adjuvanciom, schopnym indukovat’ antigén-Specifické protilatkové
odpovede. ZlepSenie jeho imunogenity je mozné dosiahnut’ kombinovanym pouzitim QS-
21 s d’al§imi adjuvanciami, ako napr. MPLA a CpG ODN. Z toho dévodu je dnes snaha
vyvinat' optimalne kombinacie QS-21 s roznymi adjuvanciami pre pouZitie

v protirakovinovych vakcinach (Temizoz et al. 2016).



Adjuvantné systémy

Adjuvantné systémy su tvorené rozlicnymi kombinaciami doteraz znamych
adjuvancii s cielom vyvinut ucinnejSie vakciny, schopné silne indukovat’ antigén-
Specifickl imunitni odpoved’. Vyvoj rekombinantnych adjuvantnych vakcin, ktory bol
zahajeny spolo¢nostou GlaxoSmithKline Biologicals pred viac ako dvadsiatimi siedmimi
rokmi, viedol k technologii adjuvantnych systémov. Adjuvantné systémova technologia
zahfnala starostlivé navrhnutie kombinacie adjuvancii so synergickym alebo aditivhym
ucinkom s cielom zlepsit' imunitnti odpoved. Koncept adjuvantnych systémov v uz
existujucich vakcinach alebo latkach v klinickych Stadiach ukdzal lepSie zacielenie
ucinku, lepS$iu humordlnu a celularna imunitu, dlhodobejSie pretrvavanie skriZenej
imunitnej odpovede, zlepSenie pamét'ovej imunity, indukciu ochrany voci komplexnym
patogénom a lepsiu imunitni odpoved’ u imunokompromitovanych pacientov (Leroux-

Roels 2010).

V sti€asnosti st adjuvantné systémy spolocnosti GlaxoSmithKline tvorené
kombinaciami dostupnych adjuvancii, ako je napr. MPL, CpG ODN a hlinikovymi
adjuvanciami. Adjuvantné systémy, ktoré su povolené vo vakcinach pre humanne
pouzitie s, ASO3 (pre vakciny proti chripke) a AS04 (pre vakciny proti virusu hepatitidy
B a HPV) a niekol’ko d’alSich adjuvantnych systémov pre pouzitie v protirakovinovych
vakcinach je vo faze predklinického alebo klinického vyskumu. Adjuvantny systém
AS02, zloZzeny z MPL, QS-21 a emulzie (o/v), bol testovany v protirakovinovej vakcine
u pacientov s nddormi MAGE-A3+, ako je melandm a nemalobunkovy karciném pluc
(NSCLC). Tieto klinické studie ukazali, ze AS02 je schopny indukovat MAGE-A3
Specificku protilatkova a T bunkovl odpoved’. Okrem toho sa uvadza, ze AS15 zloZzeny
z CpG ODN, MPL, QS-21 podrobeny klinickym Stadiam fazy II a III zahfiajacich
pacientov s melandémom alebo karcinomom NSCLC, je imunogénny. Hoci Stadie fazy 11
u pacientov s melandomom preukézali, Ze vakcina s adjuvanciom AS15 indukuje ochrannti
protinddorovil imunitni odpoved a je dobre znaSana, v klinickej Stadii fazy III s
pacientmi s NSCLC sa nepodarilo zvysit’ prezitie vylieCenych pacientov. Z toho vyplyva,
ze imunoterapeuticky potencidl AS15 je vhodné testovat’ na iné nez NSCLC karcindmy

(Temizoz et al. 2016).
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TLR ligandy

Do skupiny novych adjuvancii s imunostimulaénym uc¢inkom radime aj

agonistov TLR receptory, ktorym su venované d’alSie kapitoly.

Nasledujuce tabulky zahfiiaji adjuvancid, ktoré su v sucasnosti v Stadiu

vyskumu a doteraz neboli schvalené (tab. 3), ako aj niekol’ko schvalenych adjuvancii,

ktoré st pouzivané v I'udskych vakcinach (tab. 4).

Tab. 3 Adjuvancia vo vyskume, ktoré doteraz neboli schvalené

STADIUM
ADJUVANCIUM TRIEDA INDIKACIA KLINICKEHO
VYSKUMU
. malaria a
Montanid Emulzia (o/v) _ faza II1
rakovina
lipidovana MDP
MF 59 + MTP-PE ‘ HIV a chripka faza |
+ o/v emulzia
ISCOMs (saponiny
+cholesterol ISCOMs Siroké pouzitie fazal
+fosfolipidy)
QS 21 Saponin Siroké pouzitie faza Il
ASO01 (MPLA + adjuvantny malaria a
‘ ftaza Il
lipozomy + QS21) systém tuberkuloza
AS02 (MPLA + o/v adjuvantny
malaria taza Il
emulzia + QS 21) systém

Modifikované podl'a: Banday et al. (2015)
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Tab. 4 Adjuvancia schvalené pre l'udské vakciny

ADJUVANCIUM TRIEDA

hepatitida B, hepatitidaA, HPV, chripka (H5N1),
Hlinikové adjuvancia o .
pneumokok, DTaP (diftéria, tetanus, ¢ierny kasel’)

Virozémy virus hepatitidy A a sezonna chripka
MF 59 chripka (HINT1), chripka (H5N1), sezonna chipka
Montanid ISAS1 protirakovinové vakcina

ASO03 (o/v emulzia +
tokoferol)
AS04 (MPLA + hlinikovy

vakcina proti pandemickej chripke

vakcina proti hepatitide B a HPV
adjuvans)

Modifikované podl'a: Banday et al. (2015); Gargon et al. (2011)
33 Vyuzitie adjuvancii

Adjuvancia su v dneSnej dobe klinicky vyuZivané v niekolkych pripadoch.
ZlepSuju vlastnosti vakcin prostrednictvom prirodnych, syntetickych alebo endogénnych
molekul, ktoré moduluji a / alebo zvySujii imunitny efekt. To vplyva na zvySenie,
urychlenie a vytvorenie dlhodobej imunitnej odpovede, Specifickej pre patogén.
V konkrétnych pripadoch sa méze jednat' o zvySenie citlivosti na podanie vakciny
v beznej populdcii, zvySenie ucinku titrov protilatok a tym narastajiici podiel aktivne
imunizovanych os6b. Adjuvancid umoziiuji imunizaciu za pouzitia mensej davky
vakciny, potrebnej k dosiahnutiu pozadovanej ochrany, ako aj pouzitie nizSich davok
antigénu k ziskaniu porovnatelného vysledku. To je mozné vyuzit' napr. v pripade
manifestacie pandemickej chripky, kedy je potrebné urgentne zabezpeCit' rozsiahle
ockovanie. Adjuvancia maji potencial posilnit’ imunitné reakcie, zvySenim rychlosti
sérokonverzie. To je potrebné v populécii so zniZzenou citlivostou z dovodu choroby,

veku (starsi 'udia a doj€atd) a u imunokompromitovanych osob. Napriklad adjuvancium
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MF59 sa pouziva na zlepSenie reakcie starSich osdb na ockovaciu latku proti chripke

(Coffman et al. 2010; Eglia et al. 2014).

V dalsich pripadoch pdsobia adjuvancia na kvalitativnhu odozvu imunitnej
odpovede prostrednictvom moduldcie afinity, rozsahu a Specifickosti imunitnej
odpovede. Pozitivne vplyvaji na zvySenie bunkovej pamite, hlavne paméte T buniek. V
pripade pandemického prepuknutia infekcie dokdzu adjuvancia zvysit rychlost
pociatocnej odpovede, ktora mdze byt kritickd. U vakcin, ktoré su v sucasnosti vo
vyskume sa adjuvancium pouziva na vyvolanie typu imunity, ktori sa nepodarilo
dosiahnut’ pomocou neadjuvantnych antigénov. Jedna sa o pripady pouzité
v predklinickych a klinickych Studiach. Poskytnutie prijatelnych a funkénych typov
imunitnej odpovede (napr. (Thl) bunka vs. (Th2) bunka, CD8+ vs. CD4+ T bunkam,
izotypy Specifickych protilatok) (Coffman et al. 2010).

Vyber vhodného adjuvancia

Vyber vhodného adjuvancia zohrava kl'icova ulohu pri formulécii novych
a ucinnych vakcin. Adjuvancium pridané do vakciny musi byt optimalizované pre
Specificky antigén apridané na zéklade pozadovaného typu imunitnej odpovede.
Hlinikové soli vo forme hydroxidu alebo fosfatu su pouZivané v zavislosti od ich

iontového naboja, potrebného pre vizbu s antigénom (Eglia et al. 2014; Gargon et al.
2011).

Je pravdepodobné, ze "idealne" adjuvancium nie je a nebude existovat, pretoze
kazdé adjuvancium a jeho cielovy antigén budu mat svoje jedinecné poziadavky,,

(O’Hagan 2000).

Idedlne adjuvancium musi byt presne chemicky a biologicky definované
a ucinné, a musi umoznit’ pouzitie niz§ich davok a/alebo nizsich koncentracii antigénu.
Dolezitym atributom je bezpecnost’ bez vyskytu okamzitych a dlhodobych vedlajSich
neziaducich ucinkov. Po ukonceni UCinku musi byt latka schopna biodegradacie
a elimindcie z tela, aby sa znizilo riziko neskorSich vedl'ajsich u¢inkov. V neposlednom
rade musi adjuvancium spiiiat’ poziadavky na stabilitu pri skladovani a naslednom pouziti
a byt’ cenovo dostupny. V su¢asnosti viak idealne adjuvancium, ktoré by spiialo vietky

tieto poziadavky nenajdeme (O’Hagan 2000).
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Vyrazné rozdiely v G€¢innosti adjuvancii st podmienené spdésobom ich podania,
napr. u parenteralneho podania a podania cez sliznice. Pri vyvoji novych adjuvancii musia
byt tieto cesty podania zohl'adnené. Subkutanna forma imunizacie je d’aleko viac uc¢inna
pri stimulacii imunity, ako intramuskuldrna. Nie vzdy je to vSak mozné zohladnit.
Hlinikové adjuvancia sa v dosledku ich miestnej toxicity pouzivaji vyhradne
intramuskularne. Benefity inkorporacie adjuvancii do vakcin musia vzdy prevysovat
riziko vzniku neziaducich uc¢inkov. Lokalne neziadliice uCinky mozu zahfiiat’ bolest’,
opuch, zapal anekréozu v mieste vpichu, granulomy, lymfadenopatiu, tvorbu vredov
a sterilnych abscesov. Systémové reakcie mézu vyvolat zavaznejSie komplikacie
sprevadzané nevolnost'ou, horic¢kou az po uveitidu, adjuvantnt artritidu, eozinofiliu,
alergiu, anafylaxiu, organovo Specificki toxicitu a imunotoxicitu (t.j. uvolfiovanie
cytokinov), imunosupresiu alebo autoimunitné ochorenia. U&inné adjuvancia stale
vykazuju zvySenu toxicitu, preto minimalizacia toxicity zostava jednou z hlavnych vyziev

v adjuvantnom vyskume (Aguilar a Rodriguez 2007).
34 Bezpec¢nostny profil

Velké mnoZstvo Udajov tykajicich sa adjuvantnych vakcin sa venuje ich
bezpecnosti a znasanlivosti. Prevencia infekcie v porovnani s neadjuvantnymi vakcinami
sa zriedkavo vySetruje a Casto sa porovnava s historickymi udajmi alebo literaturou.
Priame meranie odpovede T-buniek, najmd uvolfiovanie Th cytokinov a meranie
aktivacie B-buniek, najlepSie koreluje s ochranou. VicSina vyskumov vSak povazuje

hladiny titrov protilatok, ktoré si 'ahko meratel'né, ako ndhradny marker pre ochranu.

Zvysenie hladin protilatok nemusi nutne stvisiet’ s ochranou, napriek tomu, ako
bolo uvedené, sérokonverzia je najbeznejsie pouZivanym markerom ochrany. Ukézalo sa,
Ze sérokonverzia sa zvySuje vo vac¢Sej miere u pacientov s nizkymi alebo nulovymi
zékladnymi titrami v porovnani s pacientmi s vysokymi vychodiskovymi titrami, a ze
relativny vzrast prijemcov vakcin s titrami preockovania > 1:40, je vyznamne niZsi.
Mohlo by to byt sposobené vyssim "prahom aktivacie", ktory je potrebny dosiahnut’
(Eglia et al. 2014).

V minulosti bolo vyvinutych uzZ mnoho adjuvancii, u ktorych z dévodu obav o
ich bezpecnost’, ako napr. riziko akutnej toxicity a moznost’ oneskorenych vedl'ajsSich
ucinkov, nikdy nedoslo k schvéleniu na pouzitie do vakcin.
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Stcasny postoj podporuje bezpecnost’ vakcin v porovnani s ti¢innost'ou, ked’ je
vakcina poddvand zdravej populacii. AvSak u vysoko rizikovych skupin, vratane
pacientov s rakovinou a AIDS, ale aj v pripade inych terapeutickych vakcin, méze byt
prijatelna zvySena uroven toxicity, ak je prinos vakciny podstatny. V pripade potreby by
sa preto malo riesit’ neklinické hodnotenie bezpe¢nosti (European Medicines Agency

2005).

Bezpecnostny profil adjuvancii hlinikovych soli patri medzi najzname;jsi.
Prispeli k tomu udaje z miliardy aplikovanych davok vakcin obsahujtcich hlinikové soli
a viac ako osemdesiat rokov aplikdcie dojcatam, detom, dospelym a starSim 'ud’om.
Bezpecnost MF59 a virozomov bola preukdzand po takmer desatro¢i pouzivania.
Inovativne adjuvancia v klinickych §tididch a po udeleni licencie k dneSnému diu taktiez
preukazuju prijatelny bezpecnostny profil. Lokalne priznaky suvisiace s ockovanim,
ktoré st vo vSeobecnosti hlasené s vyssou frekvenciou, s miernej az stredne zavaznej
intenzity s kratkym trvanim a neovplyviiuju stlad s o¢kovacimi planmi. Vo vSeobecnosti
majui adjuvantné vakciny pozitivny pomer benefit/risk, ktory je klinicky akceptovatel'ny

(Garcon et al. 2011).
35 Mechanizmus ucinku adjuvancii

Podrobna znalost mechanizmu, akym adjuvancia pdsobia, je dolezitd pri
vyskume novych vakcin. Posledné roky priniesli pokrok v pochopeni mechanizmu ich
ucinku, najma aktivacie vrodenej imunity. Budicnost’ vyskumu sa snazi priniest’ vakciny
s kombinovanymi adjuvanciami, zahriiujice agonistov PRR a Casticové adjuvancia. Tieto
kombinované adjuvancid vedu k zvySeniu kvality a sily imunitnej odpovedi a su
charakterizované zlozitejSim mechanizmom ucinku (Awate et al. 2013). VicSina
adjuvancii posobi komplexnymi a multifaktoridlnymi in vivo imunologickymi
mechanizmami, ktoré su casto nedostatocne pochopené (O’Hagan 2000). Podla
neddavneho pokroku v imunobiologickom vyskume sa ukazalo, ze adjuvancia modzu
posobit’ nasledovnymi mechanizmami, ktoré st uvedené nizsie. Na dosiahnutie imunitne;j
odozvy sa uplatiiuje jeden alebo viacero mechanizmov sucasne (obr. 1) (Awate et al.

2013).

e Tvorba depa v mieste aplikacie vakciny sposobuje pomalé uvoltiovanie

antigénu a naslednt produkciu protilatok (Awate et al. 2013).
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Dalgie adjuvancia vedu k vzniku lokalneho imunokompetentného
prostredia v mieste aplikacie vakciny, prostrednictvom sekrécie
prozapalovych cytokinov a chemokinov. Vyplavenie cytokinov a
chemokinov aktivuje dozrievanie APC ako aj DC (dendritové bunky),
ktoré su tzv. profesionalne APC (Marciani 2003).

Aktivacia APC prezenticiou antigénu; prostrednictvom endocytozy
dochadza k tvorbe multimolekularnych bunkovych agregatov, ktoré su
pohlcované APC, alebo priamym naviazanim antigénu na receptory
APC. Zrelé APC nésledne up-reguluju expresiu MHC a ko-stimula¢nych
molektl a st charakterizované zvySenou kapacitou na spracovanie
antigénov. K prezentacii antigénu dochadza cestami MHC triedy I alebo
MHC triedy II, pomocou zlucenia alebo rozrusenia bunkovych membran,
alebo priamou vymenou peptidov na povrchu MHC molekuly. Zrelé
APC potom migruji do drenaznych lymfatickych uzlin kde interaguju s
antigén-Specifickymi B alebo T bunkami. Tie aktivuju B bunky, ktoré
vytvaraju protilatky, a/alebo efektorové CD8 T bunkové odpovede
(Awate et al. 2013; Marciani 2003; O’Hagan 2000).
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Obr 1. Mechanizmy ucinku adjuvancii

Prevzaté z : Awate et al. (2013)

3.5.1 Depotny mechanizmus uéinku

Tvorba depa v mieste aplikacie vakciny patri k prvym popisanym
a najrozsirenejSim mechanizmom ucinku adjuvancii. V mieste aplikacie vakciny
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dochddza ku kumulécii antigénov a ich pomalé uvolnovanie zaistuje konStantnii
stimulaciu imunitného systému a schopnost’ produkcie vysokych titrov protilatok (Awate

etal. 2013).

V roku 1926, Glenny a kolektiv ako prvi zistili doélezitost’ tvorby depa v
adjuvantnej aktivite hlinikovych zlicenin. Antigén sa detekoval pocas 2-3 tyzdinov v
granulomoch indukovanych gélom z oxidu hlinit¢tho (Awate et al. 2013). Glenny
predpokladal, ze soli hlinika s i¢innymi adjuvanciami, pretoze podporuju pretrvavanie
antigénu a predlzuju jeho uvolfovanie. Tiez sa zistilo, ze antigény adsorbované na
hlinikovych soliach su prezentované v casticovej multivalentnej forme, pre lepSie
rozpoznanie pomocou APC. Antigény st adsorbované na hlinikovu sol’, kde dochadza
prostrednictvom hydrofobnych a elektrostatickych interakciam k vzniku védzby medzi
antigénom a hlinikovou sol'ou. Hydroxid hlinity je kladne nabity pri fyziologickom pH
7,4 a viaze kyslé proteiny, fosforec¢nan hlinity je na druhej strane negativne nabity a preto
viaze zékladné proteiny (Gargon et al. 2011). Nové objavy vo vyskume neskor priniesli
zmenu v chdpani mechanizmu interakcie hlinikovych soli s imunitnym systémom.
Predpokladalo sa, ze hlinikové soli spustaju zastarali drahu vrodeného rozpoznévania
krystalov v monocytoch a ich aktivaciou podnietuju tvorbu imunogénnych dendritovych
buniek. Ukézalo sa, Ze hlinité soli priamo aktivuji vrodené imunitné bunky, ktoré
spustaju komplex inflammazém NALP3, alebo nepriamo, uvolnenim endogénneho
signalu, prostrednictvom kyseliny mocovej. K produkcii kyseliny mocovej in vivo
dochadza rozpadom purinovych nukleotidov v apoptotickych bunkéch, ktoré sa chovaju
ako poskodené molekularne vzory (DAMP). DAMP st vo vSeobecnosti latky uvoliiované
stresovymi alebo umierajiicimi bunkami a st rozpoznané bunkami vrodeného imunitného
systému. Teraz je taktiez zrejmé, ze adjuvancid spustaju stromalne bunky lymfaticke;j
uzliny, kde prebiehaju rozne deje vd’aka schopnosti stromdlnych buniek exprimovat
radu molekul a produkovat potrebné chemokiny, ktoré pritahuju vrodené imunitné bunky
k miestu aplikacie vakciny. Ako presne tieto cesty medzi sebou interagujii zostava zatial’
nezistené (Garcon et al. 2011; Lambrecht et al. 2009). Depotny mechanizmus t¢inku
u hlinikovych soli naSiel uplatnenie aj v pripade pouzitia u adjuvantného systému AS04.
Hlinita sol’ v tomto systéme zohrava dolezita Glohu pri stabilizdcii MPLA a antigénu vo

vakcine (Didierlaurent et al. 2009).
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Neskorsie Stadie jasne ukazuju, Ze depotny ucinok nie je jedinym mechanizmom
adjuvantné aktivity hlinika, a nehrd hlavni rolu u MF59 alebo ISCOMs. U MF59
nedochadza k vytvoreniu depa v mieste vakcinacie a MF59 bolo distribuované
a odstranené nezavisle od antigénu s polcasom 42 hodin v svalovom tkanive (Awate et
al. 2013). Podobne ISCOMs mal tendenciu byt po podani rychlo transportovany do
odvodiiovacich lymfatickych uzlin (Morein et al. 1999). Aj ked neexistuju ziadne
definitivne dokazy o tom, Ze depotny Ucinok vyznamne prispieva k adjuvantnej aktivite,
hlinikové adjuvancia zostavaju aj nadalej najrozsirenejSie adjuvancid na humdénne

pouzitie (Lambrecht et al. 2009; Marrack et al. 2009).

3.5.2  Aktivacia buniek imunitného systému

Mechanizmus u¢inku vicSiny imunologickych adjuvancii je zalozeny na
signalizacii prostrednictvom ,,vzory rozpoznavajucich receptorov“ (PRRs- pattern
recognition receptors), ku ktorym patria aj receptory z rodiny TLR, ktoré¢ viazu molekuly
exprimované Sirokou Skélou infekénych agens. PRRs st exprimované na bunkéch
zodpovednych za vrodenu aktivaciu imunitného systému. Objavenie PRRs spolu
s PAMPs a TLRs a rozpoznanie vizby medzi vrodenou a adapta¢nou imunitou ul'ah¢ilo

vyvoj série inovativnych adjuvancii (Gargon et al. 2011).

Adjuvancia, ako je MF59, galaktosylceramid, MPLA aktivuju dozrievanie DC.
Spdsob, akym su DC aktivované patogénmi moze byt priamy, alebo nepriamy. Tento
dvojity aktiva¢ny mechanizmus vysvetl'uje mechanizmus posobenia vi¢siny adjuvancii.
Priama aktivacia DC prebieha prostrednictvom PAMPs (pathogen associated molecular
patterns) ako je napr. endotoxin, peptidoglykan alebo nemetylované CpG motivy na TLR.
Nepriama aktivacia DC spociva v rozpoznavani DAMPs (damage-associated molecular
patterns), ktoré su uvol'iované po poskodeni tkaniva sposobeného patogénmi. Medzi tieto
signaly neinfek¢ného poskodenia DAMPs patri kyselina mocova, ATP, nukleotidy alebo
HMGB-1(highly mobility group box 1). Reakcia DC na pdsobenie cudzich antigénov je
sucastou vrodene] imunitnej odpovede a poskytnutim spojenia medzi rozpoznadvanim a
spracovanim antigénu pre prezentacia na T bunkdéch, tieto bunky premost’uju vrodenu a

adaptacnu imunitu (Awate et al. 2013; Lambrecht et al. 2009).

Dendritové bunky su dolezitymi antigén prezentujucimi bunkami imunitného
systétmu. Su schopné rozpoznat cudzi antigén, spracovat ho na malé peptidy
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a prezentovat prostrednictvom MHC molekil k TLR a poskytnat esencidlne
kostimula¢né molekuly schopné aktivovat’ CD4+ a CD8+ T-bunky. Pamitové T-bunky
podporuju aktivaciu a dozrievanie Specifickych B-buniek a ovplyviiuju tak produkciu

protilatok (Beesu et al. 2014; Lambrecht et al. 2009).

Adjuvancia, ktoré aktivuju TLR zohravaja doleziti ulohu v ovplyvneni vrodene;j
imunity. Specifické TLR, ktoré patria do rodiny transmembranovych proteinov, spistajiu
po kontakte s antigénom signalizacni kaskadu. Kaskada prozapalovych cytokinov a
chemokinov; IL-1, IL-8, IL-12, TNF-a a IFN-y vedie k zhromazd'ovaniu a dozrievaniu
vrodenych imunitnych buniek, ako su APC. Miera aktivacie APC ovplyviiuje naslednu
povahu, silu a kvalitu odpovede T aB lymfocytov a mieru naslednej indukcie
pamitovych buniek. Cielom je dosiahnut’ zvySeni koncentraciu a stimulaciu APC
v mieste aplikécie vakciny a v mieste regionalnych lymfatickych uzlin a tym pozadovanu

imunitni odpoved’ (Gargon et al. 2011; Honegr et al. 2015).

3.6 Vyznam TLR4 pre imunomodulaciu rakoviny

3.6.1 TLR4 agonisti

Doteraz bolo u cicavcov identifikovanych 11 Toll-like receptorov, z ktorych
kazdy rozpoznava jedine¢né subory molekul z baktérii, htib alebo virusov (Baldridge et
al. 2004). Kazdy TLR obsahuje extraceluldarnu doménu LLR (leucine-rich repeats), ktora
obsahuje vizobné miesto na rozpoznanie prislusnych patogénov. Aby doslo k naviazaniu
ligandu na TLR anaslednej aktivacii signaliza¢nej kaskady, je potrebna interakcia

s d’al$imi koreceptormi, ako st CD14 a MD-2 a LPS- viazucim proteinom (obr. 2).

TLR agonisti su latky pouZivané vo vakcinach ako adjuvancia, alebo ako
samostatné imunomodulétory, pretoZze su schopné stimulovat’ vrodené¢ a adaptacné
imunitné reakcie. Sucasné vyuzitie agonistov TLR4 ako imunomodulatorov v terapii
rakoviny je zhrnuté na konci tohoto oddielu (tab. 5). Medzi najdokladnejSie

preskimanych agonistov TLR4 radime LPS, MPLA, AGP (Baldridge et al. 2004).
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Obr 2. Aktivacia TLR4 receptora
Prevzaté z: Invivogen (2019a)
LPS

Prvéa mikrobidlna molekula identifikovana ako agonista TLR je LPS, ktord sa
viaze na komplex TLR4 a tym ho aktivuje (Baldridge et al. 2004). LPS patri k najviac
Studovanym ligandom TLR4 a prakticky vSetky klinické Studie zahfiiajice adjuvancia
TLR4 sa zaoberaji skimanim derivatov LPS. LPS sa nachadza vo vonkajSej membrane
gram-negativnych baktérii. Ako komplexnd molekula sa sklada z lipidovej casti A
pozostavajucej z polyacylovanych diglukozaminovych lipidov, ktoré sprostredkovavaju
interakcie s TLR4 . Aj ked imunostimula¢na kapacita LPS je znadma uz desatrocia,
neporusena molekula je vysoko toxicka a preto nie je vhodna na pouzitie ako vakcinoveé

adjuvancium (Steinhagen et al. 2011).
MPLA

V roku 1980 Edgar Ribi a kolegovia systematicky modifikovali LPS zo

Salmonella minnesota, ¢o viedlo k identifikacii frakcie monofosforyl lipidu A (Rook a
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Zumla 1997), ktora vykazovala vyznamne nizSiu toxicitu a pyrogenicitu pri zachovani

prospesnych imunopotencialnych charakteristik (Baldridge et al. 2004).

Tato imunologicky aktivna lipidova A frakcia obsahuje niekol'ko uzko
pribuznych druhov, ktor¢ sa liSia len stupiiom a typom acylacie mastnych kyselin, vratane
hlavnej hexa-acylovej zlozky (obr. 3). Predbezné dokazy naznacili, Ze imunostimula¢na
aktivita MPLA je primarne sprostredkovand vdzbou na komplex TLR4, tak ako pri
materskej LPS molekule. Zistenie, ze MPLA nevykazuje toxicitu, tak ako LPS a pritom
si zachovava velku Cast’ imunostimulacnej kapacity, viedla k vyvoju adjuvancia MPL®
(Corixa Corporation). Stadie u kralikov, morgiat, psov a koni ukazali, Ze MPLA je 1000-
nasobne menej toxické ako LPS. Toto zistenie bolo podnetom ku klinickym sktiSkam
agonistov TLR4 (Evans et al. 2003; Steinhagen et al. 2011).

Variations in the sturctures of TLR4 agonists

O-antigen Core Lipid A
AN T

o

_ Rough (R) LPS

~_ Smooth (S)LPS
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e COne phosphate group has been i
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-
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Obr. 3 Rozdiel v struktare LPS a MPLA

Prevzaté z: Invivogen (2019)
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., Rozsiahle klinické stidie preukdzali, Ze MPLA spliia bezpecnostné kritéria a
predstavuje ucinné vakcinové adjuvancium. Viac ako 120,000 davok bolo podanych az
takmer 50,000 ludskym subjektom, pricom vsetky bezpecnostné udaje zhromazZdené v
sucasnosti poukazuju na profil ekvivalentny hlinikovym zluceninam, ktoré sa pouzivali
ako ockovacie adjuvancia po dobu viac ako 60 rokov. Tieto Studie spolocne naznacili
vyznamné vyhody zahrnutia MPLA adjuvancia vo vakcinovych formuldciach, znizené
pocty davok, a/alebo zniZené antigénové poziadavky sa casto uvadzaju ako hlavné

prinosy,, (Evans et al. 2003).
AGP

Dalsi vyvoj vedcov spolo¢nosti Corixa Corporation priniesol nové mimetika
syntetickych lipidov A, ktoré st chemicky jedine¢né acylované monosacharidy, nazyvané
aminoalkyl glukozaminid 4-fosfat (AGP). Na rozdiel od komplexnej rodiny lipidov A
nachadzajicich sa v MPLA, syntetické AGP predstavuju mimetika lipidu A, ktoré mézu
byt’ syntetizované ako vysoko Cisté, jednotlivé chemické entity. Okrem toho boli AGP
navrhnuté tak, aby vyhovovali molekuldrnym zmendm na zlepSenie biologickych a
farmakologickych aktivit. AGP predstavuju jedine¢né molekuly agonistov TLR4,
klinicky pouzivané ako vakcinové adjuvancium, ale aj ako samostatné terapeutické

imunomodulatory (Baldridge et al.).

Tab. 5 Sucasné vyuzitie agonistov TLR4 v imunoterapii rakoviny

KLINICKY STATUS
TLR4 AGONISTA ATYP VYSLEDKY
IMUNOTERAPIE

Indukecia tumor Specifickej
MPLA v lipozomalnej Pilotna Stadia bunkovej a humoralnej
emulzii (adjuvancium) imunitnej odpovede u pacientov

s kolorektalnym karcinomom

Féaza I klinického
GLA-SE Hodnotenie bezpecnosti
vyskumu ' ' _
(glucopyranosyl lipid a ucinnosti u pacientov
(intratumoralna .
A-stabiln4 emulzia) s metastatickym sarkomom

adjuvantna injekcia)
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AS04 (hlinikové Licencovany Ochrana proti HPV genitalnym
adjuvancium + v profilaktickej HPV a vulvalnym prekanceroznym

MPLA) vakcine léziam a genitalnym bradaviciam

Modifikované podla: Temizoz (Temizoz et al.)

3.6.2 Imunomodulacia pomocou TLR4 v terapii nadorov

V stcasnosti, spojitost’ medzi vrodenou imunitou a rakovinou, je neustalym
predmetom vyskumu (So a Ouchi 2010). MLA a AGP, dokaZzu sprostredkovat
neSpecificki ochranu u myS$i proti nddorom a rade infekénych organizmov
prostrednictvom ich schopnosti stimulovatt TLR4. Hoci Specifické mechanizmy
sprostredkujuce ochranny ucinok neboli Uplne objasnené, hlavné vrodené imunitné
efektory sa pravdepodobne znac¢ne prekryvaju s tymi indukovanymi LPS . Expozicia LPS
vedie k produkcii defenzinov, ktoré obsahujt niekol’ko odlisnych rodin antibakterialnych,

antifungalnych a antivirusovych peptidov (Baldridge et al.).

Nedavne Studie a patenty ukdzali, Ze profil vyskytu TLR by mohol byt’ jednym
z voditok pre diagnézu Specifickej rakoviny. Pomocou agonistov alebo antagonistov TLR
v kombindcii s antigénom izolovanym z nadoru, mdézeme predvidat’ rastuci ucinok
ockovania a vyvolanie Specifickej vrodenej imunity proti rakovine. V niektorych stadiach
sa paradoxne zistilo, ze v nddoroch bol preukazany vyskyt nadmernej expresie TLR.
Zistilo sa, Ze signalizacia sprostredkovana TLR podporuje rast nadoru a u niektorych
modelov rakoviny sa pozoroval tnik nadorovych buniek z hostitel'ského imunitného

systému (So a Ouchi 2010).

Zvysena expresia niektorych TLR bola zaznamenand v mnohych nadorovych
bunkéch, tkanivach, alebo linidch nddorovych buniek. U TLR4 sa jedna napr. o vyskyt
ligandu LPS v bunkéch a tkanivach rakoviny pfs (Harmey et al. 2002), ligand MMTV
(Envelope protein) v bunkach a tkanivach nadoru hrubého ¢reva (Furrie et al. 2005),
Oligosacharidy z hyaluronovej kyseliny- Host (HA) v tkanivach melanoému (Molteni et
al. 2006) a HSP (Heat-shock protein 60/70-Host) v bunkach rakoviny zaludka
(Schmausser et al. 2005).

24



Napriek tomu, Ze nedavne zistenia potvrdzuju podiel Specifickych TLR, alebo
signalizatnych molekul v drahe TLR, na patogenéze nddorov, pouzitie agonistu alebo
antagonistu TLR v kontexte terapie nebolo mozné esSte rozhodnut. Ked'ze su studie
zaoberajuce sa TLR stale v poCiatocnej faze, je potrebné podrobnejsie preskumat’ funkcie
kazdého TLR v roznych typoch naddorov. Tieto poznatky st kI'icové k schopnosti vyvinat’

terapeutické stratégie vyuzivajuce cestu TLR (So a Ouchi 2010).

TLR4 je nadmerne exprimovany u l'udi a mysi pri kolorektalnej neoplazii
spojenej so zapalom. Na druhej strane mysi s deficienciou TLR4 st vyrazne chranené
pred karcinomom hrubého ¢reva, ¢o naznacuje, ze expresia TLR na nadorovych bunkéach
priamo, alebo nepriamo podporuje progres nadoru (Fukata et al. 2007). Vyskyt nadorovo
Specifickych TLR a reakcia tychto buniek na ligandy TLR v Specifickych typoch nadoru
by mala priniest’ nové poznatky k stratégii liecby rakoviny. Zatial’ ¢o expresia TLR ¢asto
vedie k progresii nadoru, signaliza¢na draha sprostredkovand TLR tiez zvySuje
protinadorovu imunitu a proteiny v signalnej drdhe TLR su Casto povaZzované za dolezité
ciele v terapii rakoviny (Wolska et al. 2009). Je doélezité, aby protinddorova liecba
vyvolala proti antigénom z nadorovych buniek dostato¢ne uc¢innti imunitni stimulaciu,
prostrednictvom APC (He et al. 2007). Nedavny vyvoj v terapii rakoviny prostrednictvom
ligandov TLR zahfna, detekciu r6znych hladin TLR proteinu a jeho aktivitu v nddorovych
tkanivach, potencidlnu stratégiu liecby pomocou agonistu TLR na vyvolanie imunitne;j
funkcie Specifickych buniek proti nadorovym antigénom a vyvoj nového agonistu TLR s
protinadorovym u¢inkom. Napriek tomu, Ze niektoré Stidie opisali, Ze tumorogenné stavy
st podporované signalizdciou spojenou s TLR, antagonisti TLR by mali byt tiez

povazované za protinddorové ligandy (So a Ouchi 2010).

3.6.3 Polymorfizmus génov pre TLR

Polymorfizmus génov TLR umoZiuje hostitelovi prekondvat’ mnohé
mikrobidlne vplyvy, avSak u jedincov, u ktorych sa objavuju urcité genotypy, spojené
s nadmernou imunitnou aktivaciou a zvysenym zapalom, moézu existovat’ menej priaznivé
vysledky. Zistilo sa, Ze zmeny v tychto génoch priamo ovplyviiuji riziko vzniku
infekénych ochoreni, kardiovaskuldrnych ochoreni, alergii a rakoviny (El-Omar et al.

2008).
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Polymorfizmus TLR mé vplyv na rakovinu prostaty a rakovinu zaludka,
vyvolanu H. Pylori. Chronicky zapal v tychto zhubnych nadoroch spdsobuje fyziologické
zmeny na danych organoch. Pre rakovinu zaludka aj prostaty stidium hostitel'skej
genetiky TLR vyznamne prispelo k pochopeniu etiologie a patogenézy rakoviny (EI-

Omar et al. 2008).

Prevazna vicsina Studovanych polymorfizmov st polymorfizmy s jednym
nukleotidom (SNP), ktoré sa vyskytuju s frekvenciou > 1% u normalnej populacie, na
rozdiel od "mutacii", ktoré sa vyskytuju s frekvenciou <1%. Odhaduje sa, Ze v l'udskom
genome pravdepodobne existuje az 10 milionov SNP, aj ked’ sa eSte nepodarilo vSetky
identifikovat’. Véac¢sina tychto SNP sa nevyskytuje v kodujucich sekvenciach. Tie SNP,
ktoré sa vyskytuji v kodujacich sekvenciach, nie st spojené s akoukol'vek zmenou
aminokyselinovej sekvencie, preto nemaju Zziaden funkény dosledok. Genetické
variability SNP popisuje aj haplotypova analyza. Haplotypy su kombinacie aleli na
roznych markeroch pozdiZ toho istého chromozému, ktoré sa dedia ako jednotka. Dalsie
genetické varidcie mozu zahfiiat’ polymorfizmus delécie, inzercie a mikrosatelitné

opakujuce sa polymorfizmy (EI-Omar et al. 2008).

V TLR boli identifikované stovky SNP, ale ich funkéné dosledky neboli v
prevaznej vacSine odhalené. SNP nariSaju normélnu Struktiru extracelularnej oblasti
TLR4, preto sa predpoklada, Ze znizuji schopnost’ reagovat’ s LPS prostrednictvom
zmien vo vizbe. Dalej sa preukazalo, ze mutantné TLR4, transfekované THP-1 bunkové
linie, vyvoldvaju zniZeni LPS-indukovani imunitnd reakciu. To vedie k
produkcii niz§ich hladin cytokinov a nasledne zvySenej nachylnosti hostitela k
bakteridlnej infekcii. Zo 44 identifikovanych SNP TLR4, zostdva TLR4 Asp299Gly
najlepsie opisanym a Studovanym SNP, v zmysle zmeny funk¢nosti génu a rizika vzniku
ochorenia. Systémova génova analyza TLR4 SNP ukazala spojitost medzi vzacnou
mutédciou G11481C v 3'UTR oblasti TLR4 a zvySenym rizikom vzniku rakoviny prostaty
(EI-Omar et al. 2008).

3.64 Preventivne a terapeutické vakciny schvalené pre imunoterapiu

rakoviny

Napriek nedavnym prelomom v progndze, prevencii a liecbe, rakovina zostava

nad’alej hlavnou pri¢inou smrti a postihuje miliony I'udi na celom svete. Vyvoj vakcin
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proti rakovine bol diskutovany a Studovany desatrocia a nedavne Uspechy na klinickej
urovni podporili vyvoj takychto vakcin. Paul Ehlrich uz pred viac ako sto rokmi prisiel
s navrhom pouzit' oslabeny nador ako vakcinu proti rakovine. Pouzitie vlastného
imunitného systému v terapii rakoviny pokrocilo ku klinickému pouzitiu az v poslednych

desiatich rokoch (Banday et al. 2015).

Liecba rakoviny prostrednictvom imunoterapie vyuziva schopnosti vlastného
imunitného systému destruovat’ rakovinové bunky. Napriek doterajSim zisteniam, je
potrebny podrobnejsi vyskum v oblasti protirakovinovych vakcin, ktory by prispel
novsim zlozenim vakcin, zaloZzenych na zacleneni ucinnych adjuvancii, na zvySenie
kvality imunitnej odpovede z hl'adiska velkosti, trvalej udrzatel'nosti, mnozstva davky a
poctu ockovani. Potom ¢o v USA doslo u FDA k schvéleniu niekol’kych preventivnych
vakcin proti rakovine, ako su Gardasil (Merck), Cervarix (Glaxosmithkline) a
terapeutickd vakcina Sipulencel-T (Provenge), vyvoj vakcin proti rakovine nadobudol
obrovsky zaujem. Schvalenie tychto ockovacich latok podporil koncept liecby rakoviny
prostrednictvom bunkovej imunoterapie, ako aj podporu v novom zaujme a pozornosti,
ktory si rozvoj novych terapeutickych protirakovinovych vakcin zaslizi (Banday et al.

2015).

Pridanie agonistov TLR do protirakovinovych vakcin bol velkym skokom
v imunoterapii rakoviny. MPLA sa pouZziva v registrovanych vakcinach ako je napr.
Cervarix (schvalenych proti HPV) a Melacine (schvéleny proti melanomu v Kanade) a
dalSich vakcinach, ktoré st v neskorsich fazach klinického vyskumu. GLA, synteticky
TLR4 agonista, bol klinicky analyzovanym adjuvanciom pre vakcinu sezoénnej chripky a
v sucasnosti sa vyvija na pouzitie do vakcinovych pripravkov proti rakovine (Banday et

al. 2015).

Gardasil, Cervarix

Vakciny Gardasil a Cervarix su U¢inné proti roznym funkénym typom virusu
I'udského papilému (HPV), ako st typy 6,11, 16 a 18, ktoré vo svete predstavuju takmer
70% celkovych karcinomov krcka maternice, celosvetovo vyskytujicich sa u Zien. Obe
vakciny obsahuju Cistené VLP (virus like particles) z hlavného kapsidového (L1) HPV
proteinového typu 6, 11, 16 a 18. VLP su samostatne tvorené Struktury proteinov L1,

ktoré sa vyrabaju oddelenou fermentaciou v rekombinantnom Saccharomyces cerevisiae.
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Chemicky dobre definované fermentacné médium, ktoré je chemicky presne definované
vo forme mineralnych soli, sacharidov, vitaminov a aminokyselin, produkuje kvasinky.
VLP vznikaju rozpadom kvasinkovych buniek a nasledne sa ¢istia vhodnymi fyzikalnymi
a chemickymi metodami. Vycisten¢ VLP st potom adsorbované na Castice hydroxidu

hlinitého, ktoré pdsobia ako adjuvancia (Banday et al. 2015).

Cervarix (Glaxo-SmithKline) vo svojom zloZeni obsahuje dva typy adjuvancii.
Prvé adjuvancium pozostava z VLP typu HPV 16 a 18, aagonista TLR4 MPLA,
predstavuje druhé adjuvancium, ktoré rozsiruje imunitni odpoved’. Cervarix je u¢inny
hlavne proti infekciam sposobenym HPV 16 a 18. Neddvne spravy ukézali potencidlnu
ucinnost’ proti niektorym inym typom HPV, o vyzaduje podrobnejsie Stadie ucinkov a
rozsahu. Cervarix a Gardasil boli schvéalené Eurdpskou liekovou agentirou (EMA). V
porovnani s tetravalentnou vakcinou Gardasil, produkuje bivalentna vakcina Cervarix
vacsiu protilatkovu odozvu, ako aj rozsirenejSie reakcie proti heterolognym HPV
kmetiom. Cervarix je schvaleny u zien vo veku od 9 do 25 rokov ako preventivna vakcina
proti rakovine krcka maternice, sposobenej HPV 16 a 18. Jedn4 sa o bivalentnu ockovaciu
latku s vysokou toleranciou a bezpecnost'ou, comu zodpoveda priblizne 57 miliénov
davok Cervarixu podanych celosvetovo, ¢o umoznilo zostavit vyznamné mnozstvo
udajov o ucinnosti a bezpecnosti. Bezpecnostny profil sa doteraz ukézal ako vynikajuci,
s podobnym vysledkom ako u kontrolnych imunizécii s vynimkou o¢akévaného zvySenia

lokalnych neziadtcich ucinkov, ako je bolest’ (Banday et al. 2015; Fox et al. 2017).

Gardasil (Merck) pozostava z VLP, zalozenych na HPV 6, 11, 16 a 18. Je Gi¢inny
proti HPV infekciam spdsobenym typmi HPV 6, 11, 16 a 18. Jedna sa o neinfekéné
kvadrivalentné rekombinantné vakcinové protilatky proti vSetkym Styrom typom HPV.
Gardasil je jednotkova sterilnd suspenzia, zloZzend zo Styroch purifikovanych VLP,
adsorbovanych na povrchu c{astic hydroxysulfatu hlinit¢ého s dalS$im mnozstvom
naviazané¢ho adjuvancia na povrchu, vo findlnom cistenom purifikovanom roztoku.
Gardasil je schvaleny u zien vo veku od 9 do 26 rokov ako preventivna vakcina proti
rakovine krc¢ka maternice, vulvalnych a vaginalnych typov rakovin, spdsobenych HPV
16 a 18 . Pouzitie je mozné aj u muzov rovnakej vekovej skupiny, ako prevencia vzniku

genitalnych bradavic spdsobenych HPV 6 a 11 (Banday et al. 2015).
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4 CIEL PRACE

Ciel'om diplomovej prace bolo identifikovat nové ligandy receptoru TLR4 a na
zaklade stanovenia ich imunomodulacnej aktivity stanovit’ mozny potencidl ich vyuzitia
ako adjuvancii do vakcin, alebo ako samostatnych imunomodulatorov pre terapiu
autoimunitnych alebo onkologickych ochoreni. Analyzované latky boli nasyntetizované
na zaklade vysledkov in silico modelovania a testovanim in vitro bola stanovena ich
imunomodula¢nd aktivita. Vychadzalo sa zmodelovej predlohy imunomodulatoru

Monofosforyl Lipid A (MPLA), ktory slazil ako Standard pre TLR4.
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5 EXPERIMENTALNA CAST

5.1 Material
5.1.1 Bunkovy model

e HEK-Blue™ hTLR4 bunky (l'udské embryonalne oblickové bunky-
modré) st vyvinuté HEK 293 bunky, ktoré stabilne exprimujt l'udsky
TLR 4 a NF-xB indukovany SEAP (vyluCovana embryonalna alkalicka

fosfatdza) reportérovy gén (Invivogen 2016a)
5.1.2  Pristrojova technika

e Analytické vahy CPA225, Sartorius Stedim Biotech

e Automatické pipety Research plus, Eppendorf

e Automatické pipety, Thermo Scientific

e Biirkerova pocitacia komorka

e Centrifuga Universal 320 R (Hettich), Schoeller

e Laboratérny inkubator CO, FORM Direct Heat 311, Thermo Scientific
e Laboratorny vodny kupel’, PolyScience

e Lamindrny box Safeflow 1.2 (BioAir), EuroClone

e Mikroskop inverzny, Optika Microscopes

e Multidetekcna ¢itatka mikrodosti¢iek Synergy HT, BioTek
e Nastavec pipety, accu-jet® pro

e Ultrasonicky kupel’, Bandelin Sonorex
5.1.3  Chemikalie

e Aqua pro injectione Braun, B. Braun

e Antibiotikd udrzujuce bunky s hTLR4, HEK-BlueTM Selection,
InvivoGen

e Deaktivované médium hTLR4, Sigma-Aldrich

e Detekéné médium Quanti - Blue™, Invivogen

e Dimetyl sulfoxid (DMSO), Penta

e Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline (DPBS), Sigma-Aldrich

e Fetal Bovine Serum (FBS) 10%, Sigma-Aldrich
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e Kultivacné médium Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM),
s glukozou 4,5 g/l a L-glutaminom 2mM, Sigma-Aldrich

e Lipopolysaccharide from Escherichia coli (LPS-EB) - hTLR4 agonista,
Sigma-Aldrich

e Lipopolysaccharide from Rhodobacter sphaeroides (LPS-RS) - hTLR4
antagonista, Sigma-Aldrich

e NaCl 0,9% Braun infizny intravendzny roztok, B.Braun

e Normocin™ 50mg/ml, InvivoGen

e Penicillin Streptomycin 50 ug/ml, Sigma-Aldrich

e QUANTI-Blue™ Solution

e Synthetic Monophosphoryl Lipid A (MPLAs) - hTLR4 agonista,

InvivoGen
5.1.4  Analyzované latky

Analyzované latky (tab. 6), pouzité pre tento experiment, vychadzali z derivatov
sukcinimidu. Na zaklade obecnej rovnice reakcie (obr. 4), bolo syntetizovanych 16

novych ligandov.

0 7 o Q
N/\)]\OH N/\)LNH—R
O + R—NH, —»I | O

|/ Y

R = cyclohexyl; isopentyl; zerz-butyl
Reagents and conditions: (i) DCC, HOBt, CH,Cl,, THF, 0 °C to rt, 24 h.

Obr. 4 Rovnica reakcie syntetizovanych ligandov

Prevzaté z: Honegr et al. (2018)
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Tab. 6 Struktira analyzovanych latok a ich molekulova hmotnost’

STRUCTURE DESIGNATOR CAL.M(G.MOL™")
o o)
N/\)kN/\/
H ADJ-033 88,46700
| o
Y
1o (@)
H SB 003 402,49400
| o
=
0 (@]
A SB 004 416,52100
| o
=
o (0]
N N/\/\/\
H SB 005 430,54800
| N
=
o O
N/\)J\N/\/\/\/
H SB 006 44457500
| o
=
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STRUCTURE DESIGNATOR CAL.M(G.MOL")
Cl
e LT
A
H SB 009 456,92600
| o
%
CH
W
H SB 010 436,51100
| o
=
o.
A
H SB 011 452,51000
| O
=
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o o) CH,
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=
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STRUCTURE DESIGNATOR CAL.M(G.MOL'I)
o) O
/\)J\ O\
N N CHs
H/\@ SB 014 466,53700
| o
=
HLC
o 0 3 \O
NA)kN
H/\© SB 015 466,53700
| X
=
o (@]
SB 016 450,53800
| N
=
o) O
N/\)J\NH CH3
SB 017 450,53800
| X
=
o) (@)
AL o
N NH_ =
N SB 018 404,46600
PO
=
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STRUCTURE DESIGNATOR CAL.M(G.MOL™")

SB 019 404,46600

5.2 Metody

5.2.1  Priprava bunkovych kultir a ich udrZiavanie

Bunky HEK-Blue™  hTLR4 boli odvodené¢ zbunieck HEK293
(transformovanych s adenovirusom 5 DNA). Pre tento experiment bola pouzita vialka
s obsahom 3-7 x 10° HEK-Blue™ hTLR4 buniek v zmrazovaciom médiu. Thned’ po
obdrzani bolo potrebné bunky rozmrazit anechat kultivovat, aby sa zaistila ich
zivotaschopnost’ a spravny priebeh testu. Bunky sa nesmeli opdtovne zamrazit’, mohlo by
ddjst’ k ich nenavratnému poSkodeniu. Prvy rast buniek by mal slizit’ vyhradne k tvorbe
zasob k d’alSiemu pouzitiu, tym sa zabezpeci stabilita a vykonnost’ buniek pre nasledovné

experimenty.

V prvom kroku bola vialka rychlo rozmrazend jemnym pohybom vo vodnom
kupeli s teplotou vody 37 °C. Aby sa zabranilo mozZznej kontamindcii buniek, vrchny
uzaver vialky sa ponechal nad hladinou vody. Akondhle sa obsah rozmrazil, vialka sa
vynala z vodného kupela a dekontaminovala sa sprejom s 70 % etanolom. Od tohto
okamihu, bol priebeh vSetkych nasledovnych krokov pod striktnymi aseptickymi
podmienkami. Vialka s bunkami bola premiestnena do boxu s lamindrnym pradenim
a bunky sa preniesli do vacSej vialky s obsahom 15 ml vopred predhriatého rastového
média, na teplotu 37 °C. Vialka sa umiestnila do centrifugy na 1000-1200 RPM (rotation
per minute), po dobu 5 minut. Po centrifugacii sa odstranil supernatant, ktory obsahoval
kryoprotektivne Cinidlo a bunky sa rozsuspendovali s 1ml rastového média bez obsahu

selektivnych ATB (selektivne ATB bolo mozné do rastového média pridat’, ak boli bunky
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pasazované najmenej dvakrat). Obsah vialky sa vlozil do kultiva¢nej nadoby s obsahom
5 ml rastového média bez obsahu selektivnych ATB. Takto pripravené HEK-Blue™
hTLR4 bunky sa nasledne umiestnili do laboratorneho inkubatora s teplotou 37 °C pri 5

% CO,, a nechali sa inkubovat’.

Po tuspesnej priprave bunkovych kultir bolo potrebné bunkdm zabezpecit
priaznivé prostredie, potrebné pre ich rast a delenie. Rastové médium bolo bunkdm
menené dvakrat tyzdne. Ked'ze sa jednalo o Zivé jednotky, ¢as za ktory bola dosiahnuté
pozadovand konfluenciu buniek, potrebnd kprvému pasazovaniu a zahajeniu
experimentu, nebolo mozné dopredu stanovit’. Délezité bolo sledovat’ priebezny rast, aby

nedoslo k 100 % konfluencii buniek.

Prvé pasdzovanie buniek sa zacalo pri dosiahnuti 70-80 % konfluencie buniek.
Z kultivacnej nadoby sa odobralo prebytocné médium anasledne boli bunky
niekol’kokrat splachnuté pradom 3 ml nového rastového média, pokial’ sa nepodarilo
dostat’ vSetky bunky z dna nddoby. Obsah (3ml buniek v rastovom médiu) sa rozdelil do
dvoch novych kultivaénych nddob a doplnil sa rastovym médiom na 10 ml. Kultiva¢né
nadoby s bunkami sa vlozili do laboratdérneho inkubdtora. V pripade zistenia, ze bunky
neochotne prisadali na dno nadoby, bolo mozné dodato¢ne pridat’ 1 ml FBS (Invivogen

20164a).

5.2.2  Priprava roztokov

Rastové médium

Zaklad pre pripravu rastového média bol tvoreny 500 ml DMEM (Dulbecco's
Modified Eagle Medium), ktoré vo svojom zlozeni uz obsahovalo pozadovanu
koncentraciu glukézy a L-glutaminu. Aby sa dosiahol potrebny objem (500 ml) a
pozadované vlastnosti rastového média, ako prvé sa odobralo 55,5 ml DMEM a k zbytku
sa pridalo: 10 % FBS (Fetal Bovine Serum)=10% FBS z 500 ml= 50ml; 2,5 ml Penicilin-
Streptomycin 1%; 2 ml HEK-Blue™ Selection a 1ml 100 ug/ml Normocin™. Vsetky
latky sa pomocou pipety/mikropipety kvantitativne previedli. Rastové médium bolo
uchovavané v chlade pri teplote 5°C a pred kazdym pouZzitim sa nahrialo na teplotu 37 °C

vo vodnom kupeli.
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Zlozenie rastového média obsahovalo FBS, ktoré vzhl'adom na svoj obsah
embryonalnych rastovych faktorov zabezpecovalo bunkdm potrebni vyzivu pre ich rast.
Antibiotika Penicilin-Streptomycin, boli pridavané do rastového média vyhradne ako
prevencia pred bakteridlnou kontamindciou. Normocin™ rozSiroval antibakterialne

spektrum a chranil aj pred kontaminaciou mykoplazmami a hubami.

Deaktivované médium

Deaktivované médium bolo pouzivané k experimentdlnej praci s bunkami.
Postup pripravy deaktivovaného média bol totozny s pripravou rastového média. Jediny
rozdiel spocival v pouziti teplom deaktivovaného FBS. Bolo to z dovodu, Ze niektoré FBS
mohli obsahovat’ ur¢it¢ mnozstvo alkalickej fosfatdzy (AP), ktord& mohla nasledne
interferovat’ s kvantifikdciou SEAP (secreted embryonic alkaline phosphate) pri
zaverecnom hodnoteni. Z toho dovodu bolo odporucené pouzit’ teplom inaktivované FBS,
kde pomocou tepla sa inaktivovali termosenzitivne enzymy. Inaktivované FBS bolo

pripravené inkubaciou FBS pri teplote 56 °C po dobu 30 mintt (Invivogen 2016c).

Detekéné médium

Detekéné médium bolo pripravené pomocou komeréne dostupného QUANTI-
Blue™ Solution, vo forme prasku. QUANTI-Blue™ predstavoval kolorimetricky
enzymovy test, vyvinuty na stanovenie akejkol'vek aktivity alkalickej fosfatizy v

supernatante bunkovej kulttry.

Obsah prasku sa vysypal do 250 ml sterilnej fl'aSe opatrenej vrchndkom a bol
doplneny vodou bez endotoxinu na 100 ml. Cely obsah sa dokladne premiesal. Pre
zaistenie kompletného rozpustenia praSku, detekéné médium sa umiestnilo do vodného
ktpela a zahrievalo sa po dobu 30 minut, pri teplote 37°C . Detekéné médium bolo mozné
pouzit’ ihned’ po priprave, alebo sa mohlo uchovat v chlade pri 2-8 °C, po dobu dvoch
tyzdiov. Pri opakovanom pouziti, bolo potrebné detek¢ného médium nahriat’ vo vodnom

kuapeli na teplotu 37°C (Invivogen 2016c¢).

5.2.3 Priprava roztokov analyzovanych latok

Analyzované latky boli nasyntetizované v Centre biomedicinskeho vyskumu

(CBV). Aby sa docielila presnost’ vysledkov v in vitro analyze, bolo potrebné pripravit’
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z kazdej latky zasobny roztok v rovnakom objeme 1 ml a koncentracii 10 mM. Latky sa
riedili v dimethylsulfoxide (DMSO). Na zaklade molekulovych hmotnosti jednotlivych
latok sa vypocitala teoreticka navazka kazdej latky. Potom boli jednotlivé latky navazené
na analytickych véhach, priamo do oznacenych vialiek. Na zaklade skuto¢nych navazok
sa dopocital presny objem DMSO, ktorym sa jednotlivé latky nariedili. Takto ziskané
zasobné roztoky boli ulozené do mrazu a pred experimentom sa rozmrazili vo vodnom

kupeli.

5.2.4  Priprava Standardov TLR4

Ligandy MPLAs a LPS-RS su Standardy Toll-like receptorov 4, ktoré sa pouzili
v in vitro analyze agonizmu ligandov hTLR4 a ku stanoveniu EC50 a IC50. Jednotlivé

ligandy sa postupne nariedili na pozadovanu koncentraciu.

Zakladny roztok MPLAs (1mg/ml) sa pripravil pridanim 1 ml DMSO do vialky
s obsahom 1 mg MLPAs. Pripraveny roztok sa nechal za pomoci ultrasonického kupel’a
15 minut sonikovat, do Uplného rozpustenia. Riedenim zakladného roztoku MPLAs
s fyziologickym roztokom sa pripravila pozadovana koncentracia 500 umol/l. Podobnym
postupom riedenia sa pripravila pozadovana koncentracia ligandu LPS-RS (100 ng/ml).
Tieto koncentracie boli pouzité ako Standardy v in vitro analyze novych ligandov

(Invivogen 2016b).

Pri stanoveni EC50, sa zo zakladného roztoku MPLAs (Img/ml) pripravili nové

koncetracie, riedenim pomocou NaCl 0,9% :

roztok MPLAs ¢=100 000 ng/ml
roztok MPLAs ¢=50 000 ng/ml
roztok MPLAs ¢=10 000 ng/ml
roztok MPLAs c=1000 ng/ml
roztok MPLAs ¢=100 ng/ml
roztok MPLAs c=10 ng/ml
roztok MPLAs ¢=0,1 ng/ml
roztok MPLAs ¢=0,001 ng/ml
roztok MPLAs ¢=0,00001 ng/ml

LRI bW =

Pri stanoveni IC50, sa ako prvé pripravil zékladny roztok LPS-RS (5mg/ml),
pridanim 1 ml DMSO, do vialky s obsahom 5 mg LPR-RS. Pripraveny roztok sa nechal
za pomoci ultrasonického ktipel’a 15 minut sonikovat’, do uplného rozpustenia (Invivogen

2016b).
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Z pripravené¢ho zakladného roztoku LPS-RS sa pripravili nové koncentracie,

riedenim pomocou NaCl 0,9% :

roztok LPR-RS c¢= 1000 ng/ml
roztok LPR-RS ¢=500 ng/ml
roztok LPR-RS ¢=100 ng/ml
roztok LPR-RS ¢=50 ng/ml
roztok LPR-RS c¢= 10 ng/ml

M

5.3 In vitro screeningova analyza agonizmu ligandov hTLR4

5.3.1  Princip analyzy

HEK-Blue™ hTLR4 bunky na ktorych experiment prebiehal, boli Specidlne
vyvinuté pre Stadium imunostimulacie TI'udskych hTLR4 receptorov pomocou

monitoringu aktivicie NF-kB. (Invivogen 2016a)

Toll-like receptor 4 je aktivovany prostrednictvom lipopolysacharidu (LPS),
ktory tvori zakladnu zlozkou vonkaj$ej membrany gramnegativnych baktérii. Aby doslo
k indukcii signalizacnej kaskady, receptor TLR4 interaguje s mnozstvom inych
koreceptorov, ako napr. CD14, LPS binding protein (LBP) a myeloid differentiation
protein 2 (MD-2). Signalizacnd kaskdda nasledne vedie k produkcii prozéapalovych
cytokinov a aktivacii NF-KB. Bunky HEK-Blue™ st tvorené okrem iného aj
reportérovym génom SEAP (secreted aembryonic alkaline phosphate), pomocou ktorého
zistime aktivaciu receptora TLR4. Pri aktivacii receptora TLR4, naslednd aktivita NF-xB
indukuje tvorbu SEAP. Aktivitu SEAP v bunkéach analyzovaného supernatantu, méZzeme
zistit, pomocou detekéného média QUANTI-Blue™. Detekéné médium meni farbu
z fialovej na modru v zavislosti na mnoZstve pritomnej alkalickej fosfatazy. Tato farebna
zmena sa nasledne hodnoti spektrofotometricky pri vinovej dizke 630nm, pomocou

multidetekcnej ¢itacky mikrodostic¢iek Synergy HT (Invivogen 2016c¢).

HEK-Blue™ bunky sluzili k ur¢eniu imunomodulacnej aktivity analyzovanych
latok na hTLR4. Ako zrovnavacie Standardy boli pouzité dva ligandy TLR4 (LPS-RS a
MPLAs). MPLAs predstavoval Standard agonistu TLR4, ktory aktivoval TLR4 receptory.
Ligand LPS-RS bol pouzity ako Standard antagonistu TLR4, ktory po naviazani na TLR4

spoOsobil inhibiciu agonistu v zévislosti na koncentracii.
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5.3.2  Postup analyzy

Cely postup prace bol vykonavany v laminarnom boxe za dodrzania striktnych
aseptickych podmienok. Predtym, ako bol pracovny postup zahajeny, deaktivované
médium sa vlozilo do vodného kupela anahrialo sa na teplotu 37°C. Z vopred
pripraveného zasobného roztoku kazdej analyzovanej latky (10 mM) sa nariedenim
pripravili nové roztoky v objeme Iml s koncentraciou 500 uM. Vypoctom sa zistil
potreny objem zasobného roztoku (50 pul) , ktory sa doplnil deaktivovanym médiom (950
ul), na pozadovany objem. Pripravené koncentracie roztokov jednotlivych latok sa
napipetovali do dokladne oznacenych vialiek. Kazdy roztok latky sa nasledne napipetoval
do plastového zasobnika podla rovnakej schémy, ako sa postupovalo pri d’alSom
pipetovani do 96-jamkovej mikrodosti¢ky. Pripravené Standardy MPLAs (10 pumol/l )
a LPS-RS (100 ng/ml) sa napipetovali do zdsobnika, podl’a rovnakej schémy (tab. 7, tab.
8).

V d’alSom kroku sa z inkubétora vybrala kultivaéna nadoba s hTLR4 bunkami,
dokladne sa postrickala etanolom anasledne sa vlozila do lamindrneho boxu.
Z kultivaénej nadoby sa odsalo prebyto¢né médium a napipetovalo sa 3 ml nového
deaktivovaného média. Deaktivovanym médiom sa niekol'kokrat splachli bunky,
zachytené na dne kultivacnej nadoby. Ak sa oddelili vSetky bunky od dna nadoby,

nasledny objem bunkovej suspenzie (3ml) sa preniesol do 50 ml skiimavky.

V tomto kroku bolo potrebné zistit' presny pocet buniek v 1 ml bunkovej
suspenzie. 200 ul bunkovej suspenzie sa odobralo do novej skimavky a bolo doplnené s
1800 ul DPBS. Pipetou sa cely obsah dokladne premiesal. Nasledne sa napipetovalo 50
ul suspenzie do Biirkerovej komorky a bunky sa spocitali. Potom, ¢o bol zisteny pocet
buniek v 1 ml, sa musel zistit’ pocet buniek a objem potrebny na 4 mikrodosticky. Na
jednu mikrodosticku bolo potrebné 23 ml bunkovej suspenzie s poctom 140 000
buniek/ml. Vypoctom sa zistil presny pocet buniek potrebnych na 2 mikrodosticky a na
zéklade toho sa vypocitalo, kol'ko ml buniek bolo potrebné pridat’ k deaktivovanému

médiu, aby sa dosiahla pozadovana bunkova suspenzia s objemom 46 ml.

Suspenzia buniek, ktora sa nespotrebovala na experiment, bola premiestnena do

novej kultiva¢nej nddoby a doplnila sa rastovym médiom na 10 ml. Nadoba sa oznacila a
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bola vlozena do inkubatora. Nespotrebovanym bunkam bolo umoZznené narast, pre

potreby d’al§ieho experimentu.

Suspenzia s bunkami (V=46 ml) sa vyliala do plastového zdsobnika a
multikanalovou mikropipetou sa napipetovalo 180 pl do kazdej jamky 96-jamkove;j
mikrodosticky. Tento krok sa zopakoval eSte jedenkrat. Nasledne sa do dvoch
mikrodosti¢iek napipetovalo 20 ul zkazdého roztoku analyzovanej latky a 20
ul standardov MPLAs a LPS-RS (tab. 7, tab. 8). Vysledné koncentracie analyzovanych

latok a Standardov po zriedeni 1:10, st uvedené v legende tabul’ky (tab. 7, tab. 8).

Tab. 7 Schéma pipetovania in vitro analyzy agonizmu ligandov hTLR4

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Al O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 | A
B | 0 | SB003 | SB004 | SBO05 | SB006 _Lﬁz MPS LA | sBoo9 | sBoto | soi1 | sBo12 | o | B
C | 0 | SB003 | SB004 | SB005 | SB006 _Lﬁz MPS LA | sBoo9 | sBoto | sBoi1 | so12 | o | c
D | 0 |SB003 | SB004 | SBO0S | SB006 _Liz MPS LA | sBooo | sBo1o | sBoi1 |sBoi2 | o | D
E | 0 | SB003 | SB004 | SBO05 | SB006 _Liz MPSLA SB009 | SBO10 | SBOI1 | SBOI2 | 0 | E
F | 0 | SB003 | SB004 | SB005 | SB006 _ng MPS LA | sBooo | sBo1o | sBoi1 | sBo12 | o | F

0 | SB003 | SB004 | SB005 | SB006 _ng MPS LA | sBooo | sBoto | sBoi1 | sBoi2 | o

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Legenda: Analyzované latky: SB003-006 a SB009-SB012 (c=50 uM); Antagonista TLR4:
LPS-RS (c=10 ng/ml); Agonista TLR4: MPLAs (c=50 umol/l); Antagonista TLR4: LPS-RS
(c=10 ng/ml); 0: 20l NaCl 0,9%
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Tab. 8 Schéma pipetovania in in vitro analyzy agonizmu ligandov hTLR4

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Al o 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 | A
B| 0 |SB0I3 | SBOl4 | SBOI5 | SBO16 Iﬁgs' MPLAs | SB017 | SB0O18 | SBO19 ?)?g 0 | B
C| 0 |SBOI3 | SBO14 | SBOI5 | SBO16 Iﬁgs' MPLAs | SBO17 | SBO18 | SB019 ?)?g 0o | c
D | 0 | SBOI3 | SBOI4 | SBOIS | SBOI6 Iﬁgs- MPLAs | SB017 | SBO18 | SBO19 f?g; 0 | D
E| 0 |SBoI3 | SBol4 | SBOI5 | SBO16 If{lgs- MPLAs | SB017 | SBO18 | SBO19 %]3); 0 | E
F | 0 |SBOI3 |SBOI4 | SBOIS | SBOI6 | ne° | MPLAs | SBOI7 | SBOI8 | SBOI9 | 400 | 0 | F
G| 0 |SBOI3 | SBOI4 | SBOI5 | SBO16 Iﬁgs' MPLAs | SBO17 | SBO18 | SB019 ?)?g 0 | G
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 | H
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
Legenda: Analyzované latky: SB013-019 a ADJ-033 (c=50 uM); Antagonista TLR4: LPS-
RS (c=10 ng/ml); Agonista TLR4: MPLAs (c=50 pmol/l); Antagonista TLR4: LPS-RS (c=10
ng/ml); 0: 20ul NaCl 0,9%

Po napipetovani sa mikrodosticky vlozili do inkubdtora a nechali sa inkubovat’
16 hodin, pri teplote 37°C a 5% COx . Po uplynuti inkubaénej doby sa 20 ul supernatantu
zkazdej jamky napipetovalo do rovnakej jamky detekénej mikrodosticky, ktora
obsahovala 180 pl zohriatého detekéného média QUANTI-Blue™ v kazdej jamke. Pre
ulahCenie a lepSiu presnost’ prace sa pouzila multikandlovd mikropipeta, ktorou sa
pipetoval kazdy riadok zvlast. Takto sa pripravené mikrodosticky urcené na detekciu,

vlozili do inkubatora na 2 hodiny, pri teplote 37°C a 5% CO-.

Po uplynuti dvoch hodin sa v kazdej jamke vyhodnotila hladina SEAP, pomocou
multidetekénej cCitacky mikrodosti¢iek Synergy HT. Hladiny SEAP sa hodnotili

spektrofotometricky pri vinovej dizke 60nm.
5.4 In vitro screeningova analyza antagonizmu ligandov hTLR4

Cely postup prace bol vykonavany totoznym postupom ako v pripade analyzy
agonizmu. Po napipetovani 180 pl suspenzie s bunkami do kazdej jamky 96-jamkove;j
dosticky sa nasledne napipetovalo 20 pl z kazdého roztoku analyzovanej latky a 20
pl Standardov MPLAs a LPS-RS (tab. 9, tab. 10). Jediny rozdiel’ v postupe predstavovalo

pripipetovanie 50 pumol/l agonistu MPLAs do kazdej dosticky po uplynuti jednej hodiny.
42



Takto pripravené dosticky sa vlozili do inkubatora a nechali sa inkubovat’ 16 hodin, pri
teplote 37°C a 5% CO. . Hodnotenie hladin SEAP sa vykonalo totoznym postupom ako
v pripade analyzy agonizmu. Vysledné koncentracie analyzovanych latok a Standardov

po zriedeni 1:10, st uvedené v legende tabul’ky (tab. 9, tab. 10)

Tab. 9 Schéma pipetovania in vitro analyzy antagonizmu ligandov hTLR4

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Al O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 A
LPS
SB003 | SB004 | SB005 | SB006 | -RS MPSLA SB009 | SBO10 | SBOIL | SBOI2
B| 0 | MPLA | MPLA | MPLA | MPLA MPLA | MPLA | MPLA | MPLA | MPLA | \p | B
s s s s MP s s s s s LAs
LAs
LPS 0
SB003 | SB004 | SB00S | SB006 | -RS MPSLA SB009 | SBO10 | SBOIl | SBOI2
C| 0 | MPLA | MPLA | MPLA | MPLA MPLA | MPLA | MPLA | MPLA | MPLA | \p | C
S S N N MP s S N N S LAs
LAs
LPS 0
SB003 | SB004 | SB00S | SB006 | -RS MPS LA sBooo | sBoto | sBo11 | sBoi2
D| 0 | MPLA | MPLA | MPLA | MPLA MpLA | MPLA | MPLA | MPLA | MPLA | yp | D
S S N N MP s S N N S LAs
LAs
LPS 0
SB003 | SB004 | SB005 | SB006 | -RS MPS LA | sBooo | sBoto | sBo11 | sBoi2
E| 0 | MPLA | MPLA | MPLA | MPLA MPLA | MPLA | MPLA | MPLA | MPLA | \p | E
S S S S MP s S S S S LAs
LAs
LPS 0
SB003 | SB004 | SB005 | SB006 | ~RS MPSLA SB009 | SBO10 | SBOIl | SBOI2
F| 0 | MPLA | MPLA | MPLA | MPLA MPLA | MPLA | MPLA | MPLA | MPLA | \p | F
S S N N MP S S S S S LAs
LAs
LPS 0
SB003 | SB004 | SB005 | SB006 | RS MPSLA SB009 | SBO10 | SBOIl | SBOI2
G| 0 | MPLA | MPLA | MPLA | MPLA MPLA | MPLA | MPLA | MPLA | MPLA | \p | G
S S N N MP s S N N S LAs
LAs
H| 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 | H
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Legenda: Analyzované latky: SB003-006 a SB009-SB012 (c=50 uM); Antagonista TLR4:
g y \ =
LPS-RS (c=10 ng/ml); Agonista TLR4: MPLAs (c=50 umol/l); Antagonista TLR4: LPS-RS
(c=10 ng/ml); 0: 20ul NaCl 0,9% ; po 1h pridany Agonista TLR4: MPLAs (c=50 umol/I)
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Tab. 10 Schéma pipetovania in vitro analyzy antagonizmu ligandov hTLR4

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Al 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 A
LPS ADI-
sBo13 | sBo14 | sBois | sBoie | RS | MPEA | spo17 | sBois | sporg | 033
B| 0 | MPLA | MPLA | MPLA | MPLA MpLA | MPLA | MPLA | MPLA MP | B
s s s s MP s s s s MPLA | LAs
LAs S
LPS ADI- | 0
SBO13 | SB014 | SBOI5 | SBol6 | -RS MPSLA SB017 | SBoI18 | SBo19 | 033
C| 0 | MPLA | MPLA | MPLA | MPLA MPLA | MPLA | MPLA | MPLA Mp | €
s s s s MP s s s s MPLA | LAs
LAs s
LPS ADI- | 0
SBO13 | SBO14 | SBOI5 | SBol6 | -RS MPSLA SBO17 | SBoI18 | SBo19 | 033
D| 0 | MPLA | MPLA | MPLA | MPLA MpLA | MPLA | MPLA | MPLA Mp | D
s s s s MP s s s s MPLA | LAs
LAs s
LPS ADI- | 0
SBO13 | SB014 | SBO15 | SBol6 | -RS MPSLA SB017 | SBo018 | sBo19 | 033
E| 0 | MPLA | MPLA | MPLA | MPLA MpLA | MPLA | MPLA | MPLA MP | E
s s s s MP s s s s MPLA | LAs
LAs S
LPS ADI- | 0
SBO13 | SB014 | SBO15 | SBol6 | -RS MPSLA SBO17 | SBo18 | sBo19 | 033
F| 0 | MPLA | MPLA | MPLA | MPLA MpLA | MPLA | MPLA | MPLA MP | F
s s s s MP s s s s MPLA | LAs
LAs S
LPS ADI- | 0
SBO13 | SB014 | SB015 | sBol6 | RS MPS LA | sBo17 | sBois | sBoto | 033
G| 0 | MPLA | MPLA | MPLA | MPLA MpLA | MPLA | MPLA | MPLA Mp | G
s s s s MP s s s s MPLA | LAs
LAs s
H| 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 | H
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Legenda: Analyzované latky: SB013-019 a ADJ-033 (¢c=50 uM); Antagonista TLR4: LPS-
RS (c=10 ng/ml); Agonista TLR4: MPLAs (c=50 pmol/l); Antagonista TLR4: LPS-RS (c=10
ng/ml); 0: 20pl NaCl 0,9%; po 1h pridany Agonista TLR4: MPLAs (c=50 pumol/l)

5.5 Stanovenie EC50 Standardného agonistu

Pracovny postup stanovenia EC 50 Standardu MPLAs je totozny s postupom
uvedenym v pripade in vitro analyzy agonizmu, azZ na niekol’ko rozdielov. Zakladné

kroky su zhrnuté niZsie.

Bunkova suspenzia HEK-Blue™ hTLR4 bola pripravend Standardnym
spdsobom na vysledny objem, potrebny pre dve mikrodosticky. Napipetovalo sa 180
ul bunkovej suspenzie do kazdej jamky 96-jamkovej mikrodosticky a nasledne sa pridalo

20 pl pripravenych Standardov MPLAs, podl'a schémy pipetovania (tab. 11).
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Tab. 11 Schéma pipetovania MPLAs pre stanovenie EC50

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Al 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0| A
B| 0 oyl 0,1 ng/ml 0,1 ng/ml 0,1 ng/ml 0 0 0 | B
ngiml | 010/ 1 ng/ I ng
0,001 0,001 0,001 0,001
¢ o ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml 0 0 0|c
bl o 10000 | 10000 [ 10000 [ 10000 | 0,00001 0,00001 0,00001 0,00001 0 0 0o | b
ng/ml | ng/ml | ng/ml | ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml
el o 1000 1000 1000 1000 10 000 10 000 10 000 10 000 0 0 0 | E
ng/ml | ng/ml | ng/ml | ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml
100 100 100 100
ko ng/ml ng/ml ng/ml | ng/ml 0 0 0 | F
10 10 10 10
G 0 e el [ ngiml | nglml 0101 olG
H 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 | H
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Legenda: koncentrécie Standardoy MPLAS; 0: 20ul NaCl1 0,9%

Mikrodosticky sa inkubovali 22 hodin pri teplote 37°C a 5% CO: . Po 22
hodinach sa odobralo 20 pl supernatantu z kazdej jamky, do rovnakej jamky novej
dosticky s obsahom 180 pl detekéného média QUANTI-Blue™ v kazdej jamke.
Mikrodosticky sa nechali inkubovat’ pri teplote 37°C a 5% CO.. Hodnotenie hladin
SEAP sa prevadzalo po uplynuti 2 a 3 hodin.

5.6 Stanovenie IC 50 Standardného antagonistu

Bunkova suspenzia HEK-Blue™ hTLR4 bola pripravena Standardnym
spdsobom na vysledny objem, potrebny pre dve mikrodosticky V prvom kroku sa pridalo
180 pl bunkovej suspenzie HEK-Blue™ hTLR4 do kazdej jamky 96-jamkove;j
mikrodosti¢ky. Nasledne sa pridalo 20 pl Standardov LPS-RS podl'a schémy pipetovania
(tab. 12), nasledne sa do kazdej jamky, ktord obsahovala LPS-RS, pridalo 20 ul Standardu
MPLAs (100 pg/ml). V dalSich krokoch inkubécie a detekcie sa postupovalo rovnako,
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ako v pripade stanovenia EC50 v Standarde ligandu MPLAs. Mikrodosticky sa nechali
inkubovat’. Hodnotenie hladin SEAP sa prevadzalo po uplynuti 2 a 3 hodin.

Tab. 12 Schéma pipetovania LPS-RS na stanovenie IC 50 inhibi¢nou Stadiou

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 A
B 0 0 10 50 100 500 500 100 50 0 B
ng/ml | ng/ml | ng/ml [ ng/ml ng/ml | ng/ml | ng/ml
c 0 0 10 50 100 500 500 100 50 0 C
ng/ml | ng/ml | ng/ml | ng/ml ng/ml | ng/ml | ng/ml
D 0 0 10 50 100 500 500 100 50 0 D
ng/ml | ng/ml | ng/ml | ng/ml ng/ml | ng/ml | ng/ml
E 0 0 10 50 100 500 500 100 50 0 E
ng/ml | ng/ml | ng/ml | ng/ml ng/ml | ng/ml | ng/ml
F 0 0 10 50 100 500 500 100 50 0 F
ng/ml | ng/ml | ng/ml | ng/ml ng/ml | ng/ml | ng/ml
G 0 0 10 50 100 500 500 100 50 0 G
ng/ml | ng/ml | ng/ml | ng/ml ng/ml | ng/ml | ng/ml
H 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 H
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Legenda: koncentracie standardov LPS-RS; 0: 20ul NaCl 0,9%
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6 VYSLEDKY

6.1

In vitro screeningova analyza agonizmu ligandov hTLR4

Pri in vitro analyze agonizmu ligandov na receptore TLR4 bola porovnana

agonisticka aktivita kazdej latky s agonistickou aktivitou Standardu MPLA. Vysledky
jednotlivych latok vztiahnuté k Standardu MPLA (obr. 5, obr. 6).
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5 Analyzované latky: SB003- SB006 a SB009- SBOI2 (c=50 puM);

Agonista TLR4: MPLAs (¢=50 pmol/l) n=5
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Obr. 6 Analyzované latky: SB013- SB019 a ADJ033 (c=50 uM); Agonista
TLR4: MPLAs (¢=50 umol/l) n=5

6.2 In vitro screeningova analyza antagonizmu ligandov hTLR4

Pri in vitro analyze antagonizmu ligandov na receptore TLR4 bola porovnana
antagonistickd aktivita kazdej latky s antagonistickou aktivitou Standardu LPS-RS.
Vysledky latok SB003- SB006 a SB009- SB012 vztiahnuté k Standardu LPS-RS (obr. 7).
V pripade latok SB013- SB019 a ADJ033 sa nepodarilo ziskat’ validné hodnoty.

722220

ANV
AN

W,
W

Y

Obr. 7 Analyzované latky: Analyzované latky: SB003- SB006 a SB009- SB012
(c=50 uM); Antagonista TLR4: LPS-RS (c=10 ng/ml); Agonista TLR4: MPLAs (c=50
pmol/l) n=5
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6.3 Stanovenie EC50 Standardného agonistu

Na zaklade odozvy klesajucich koncentracii agonistu MPLAs bola stanovena

polovi¢nd maximalna efektivna koncentracia (EC50) (obr. 8, tab. 13).

o
?

o
?

SEAP Activity [AU]
o o
n *

0 5
log ¢ [ug/ml]

o
O
-
o

1
¢n -

Obr. 8 EC50 agonistu MPLAs

Tab. 13 Popisna charakteristika krivky EC50 z GraphPad Prism

LOG(AGONIST) VS. RESPONSE
(FOUR PARAMETERS)
BEST-FIT VALUES
BOTTOM 0,06671
TOP 0,5882
LOG EC50 2,664
HILL SLOPE 1,301
EC50 461,1
SPAN 0,5215
STD. ERROR
BOTTOM 0,009725
TOP 0,02073
LOG EC50 0,0779
HILL SLOPE 0,2188
SPAN 0,02385
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95% CONFIDENCE INTER-

VALS
BOTTOM 0,04691 to
0,08652
TOP 0,5460 to 0,6304
LOG EC50 2,505 to 2,822
HILL SLOPE 0,8554 to 1,747
EC50 320,0 to 664,5
SPAN 0,4729 to 0,5700
GOODNESS OF FIT
DEGREES OF FREE-
DOM 32
R SQUARE 0,9672
ABSOLUTE SUM OF
0,05762
SQUARES
SY.X 0,04244
NUMBER OF POINTS
ANALYZED 36
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6.4

Antagonisticky efekt LPS-RS na aktivovanych TLR4 receptoroch a stanovenu

polovi¢nu maximalnu inhibi¢nt koncentraciu (IC 50) (obr. 9, tab. 14).

SEAP Activity [AU]

0.54

0.0

Stanovenie IC 50 Standardného antagonistu

2

log ¢ [ng/ml]

Obr. 9 IC50 antagonistu LPS-RS

Tab. 14 Popisna charakteristika krivky IC50 z GraphPad Prism

LOG(INHIBITOR) VS. RESPONSE
(FOUR PARAMETERS)

BEST-FIT VALUES

BOTTOM 0,419
TOP 0,9624
LOG IC50 2,555
HILL SLOPE -2,011
IC50 358,7
SPAN 0,5435
STD. ERROR

BOTTOM 0,06548
TOP 0,02033
LOG IC50 0,07756
HILL SLOPE 0,6381
SPAN 0,07622
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95% CONFIDENCE INTER-

VALS
BOTTOM 0,2878 t0 0,5501
TOP 0,9217 to 1,003
LOG IC50 2,399 t0 2,710
HILL SLOPE -3,289 to -0,7328
1C50 250,8 to 513,0
SPAN 0,3908 to 0,6962
GOODNESS OF FIT
DEGREES OF FREE-
DOM %
R SQUARE 0,873
ABSOLUTE SUM OF
0,357
SQUARES
SY.X 0,07984
NUMBER OF POINTS
ANALYZED 60
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7 DISKUSIA

Zakladnym ciel'om prace bolo posudit’ potencialnu aktivitu novo syntetizova-
nych latok vo¢i TLR4 s predpokladom, Ze mozu byt G¢innymi stimulatormi, ¢i pripadne
inhibitormi tohoto receptoru, ktory je délezitou si¢astou imunitného systému. Pri scre-
eningovej analyze potencidlnych ligandov SB003-006, SB009-SB012, SB013-SB019 a
ADJ-033 na receptoroch TLR4 bola hodnotena ich imunostimula¢nd/imunoinhibi¢né ak-
tivita, ktord bola porovnavana s aktivitou Standardného agonistu tychto receptorov MPLA
a Standardného antagonistu tychto receptorov LPS-RS. Z vysledkov sme zistili, ze latky
SB003, SB005, SB006, SB009, SB010, SB0O13, SB014, SBO16 vykazuju agonisticku ak-
tivitu v rozmedzi cca 30-50 % hodnoty agonistu MPLA. Na zaklade SirSej analyzy sme
dospeli k zaveru, ze v pripade niektorych ligandov, ktoré aj ked’ vykazovali vyssiu ago-
nistickt aktivitu v porovnani s inymi, potenciondlne pouzitie nie je mozné z dévodu li-
mitovanej rozpustnosti. Jedna sa napr. o latku SB016, ktora sa podl'a dosiahnutych vy-

sledkov (obr. 6) javi ako najsilnej$i agonista.

Pri screeningovej analyze potencidlnych ligandov SB003-006 a SB009-SB012
na receptoroch TLR4 bola hodnotena ich imunoinhibi¢na aktivita v porovnani s aktivitu
Standardného antagonistu tychto receptorov LPS-RS. Z vysledkov je moZzné usudit, Ze
latka SB00S5 vykazuje miernu antagonisticku aktivitu (obr. 7). Z tohto dovodu bola u tejto
latky vykonana d’alSia analyza potencidlnej inhibi¢nej aktivity (vid’ d’alej). V pripade po-
tencidlnych ligandov SB013-SB019 a ADJ-033 sa nepodarilo odpovedajtice vysledky

ziskat’ z dovodu zlej aktivity pouzitého detekéného média pri vyhodnocovani vysledkov.

VysSie uvedené vysledky ukazujua, Ze latka SBO0S vykazovala ako agonisticku
aktivitu vo¢i TLR4, tak aj antagonistickt. Tuto skutocnost’ by bolo mozné vysvetlit’ jej
moznym dualistickym efektom, kedy pdsobi parcialne agonisticky a parcidlne antagonis-
ticky. Perspektivne by tento nalez mohol byt impulzom pre d’al$iu chemickd obmenu
Struktury tejto zluceniny, ktord by mohla viest’ k d’alSim latkam so silnejSim antagonis-

tickym efektom.

Pre podrobnejSiu analyzu agonistickej a antagonistickej aktivity identifikova-
nych ligandov TLR4 bolo treba najprv stanovit’ prislusné i€innostné parametre u Stan-
dardného agonistu a antagonistu. U Standardného agonistu MPLA bola pomocou analyzy

stimulac¢nej krivky uspesne stanovena efektivna koncentracia (EC50) (obr. 8). Pri
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inhibi¢nej $tudii Standardného antagonistu LPS-RS sa skiimal efekt r6znych koncentracii
antagonistu na stimulacnt aktivitu agonistu MPLAs. Pomocou analyzy inhibi¢nej krivky
bola uspesne uréena koncentracia inhibujtca efekt agonistu na 50% (IC50) (obr. 9). Zis-
tené parametre Standardnych ligandov TLR4 boli zakladom pre porovnavaciu Stadiu,
ktora by porovnala aktivitu a u¢inok testovanych potencidlnych ligandov. V pripade li-
gandu SB00S5 bolo vykonané stanovenie antagonistickej aktivity pomocou inhibi¢nej stu-
die, ale vzhl'adom k zlej rozpustnosti sa nepodarilo IC50 stanovit. Kvoli obmedzene;j
rozpustnosti sa nepodarilo vykonat’ ani d’alSie testy, pretoZze nebolo mozné dosiahnutie

efektivnych koncentracii.

Na zéklade zvaZenia vSetkych parametrov testovanych potencidlnych ligandov,
moézeme za vhodnych kandidatov k d’alSiemu hodnoteniu povaZzovat’ zo vSetkych hodno-
tenych ligandov s agonistickou aktivitou zlu¢eniny SB003 a SBO10 a ligand SB00S,
ktory vykazuje urcitii antagonisticku aktivitu. Zluc¢eniny zo skupiny SB st zaujimavé
aj z d’alSieho pohladu, pretoze boli navrhnuté s cielom skimat’ vplyv chirdlnej skupiny
v molekule na vnitornu aktivitu (Honegr et al. 2018), pricom d’alSie hodnotenie by malo

byt cielom rozpracovania tejto témy.

Vysledky analyzy latok typu SB moZno porovnat’s obdobnou Stiidiou, ktoré bola
zamerana na latky odvodené od sukcinimidu (zluceniny zo skupiny DM), ktoré st pred-
lohovymi Strukturami pre nami testované latky (Honegr et al. 2018). V tejto praci autori
tiez skimali imunomodula¢nt aktivitu potencidlnych ligandov DM na hTLR4 s ich
d’al$im vyuZzitim vo vakcinach. Analyza prebiehala na HEK-Blue™ hTLR4 bunkéch
s vyuZzitim pozitivnej kontroly agonistu MPLA a antagonistu LPS-RS. Z vysledkov prace
vyplyva, Ze niektoré latky vykazovali agonisticku aktivitu v rozsahu 30-80 % aktivity
MPLA. Nami testované latky typu SB vykazovali aktivitu v rozmedzi cca 30-50 % pou-
zitého Standardného komparatoru, ¢o z nich robi zaujimavych kandidatov pre d’alsi vy-

skum s podobnou aktivitou vo¢i TLR4, tak ako latky typu DM.

Z obecnejSieho pohladu vysledky prace potvrdzuju nélezy, ktoré ukazuju, ze
1 pomerne mald zmena Struktiry zlucenin moZze viest’ ku zmene G¢inku voci TLR4. Vo
vel'mi recentnej §tidii zameranej na interakcie latok s TLR4, v ktorej bol pouzity rovnaky
in vitro model s HEK293 bunkami exprimujicimi TLR4, bol zisteny zvrat i¢inku u zIa-
¢enin typu kardiolipinu pri nasyteni acylového ret'azca z antagonistického efektu na ago-

nisticky (Pizzuto et al. 2019). V nasom pripade u latky SB00S5, ktora je Struktirne len
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minimélne odlisna od d’alSich nami testovanych latok, nedoslo k Uplnej konverzii efektu
z agonistického na antagonisticky, ale podl'a experimentalnych dat je mozné, ze doslo k
zmene agonistického efektu detekovaného u ostatnych zlicenin na parcialne agonis-

ticky/antagonisticky.

Vysledky, ktoré boli v praci dosiahnuté neodpovedali v niektorych oblastiach
idedlnym ocCakavaniam. K faktorom, ktoré mohli ovplyvnit konecné vysledky patri
napriklad skuto¢nost, Ze experimenty na zivych bunkach so sebou prinasaji mnoho
uskalia aj napriek presnym postupom prace na zéklade protokolu. Z hladiska praktického
vykonania experimentov je potrebné vziat' do Uvahy, Ze stav a rast buniek moze byt
ovplyvneny podmienkami prostredia. V pripadoch, ked’ bunky nedokézali prilnut’ na dno
kultiva¢nej naddoby, pozorovali sme faktory vplyvu roznych SarZi a povodu FBS na rast
buniek. Zistilo sa, ze bunky najlepSie rastli za pouzitia FBS z EU a USA. Analyza latok
prebiehala vzdy na dvoch totoznych mikrodostickach. Bolo to z dovodu dosiahnutia ¢o
najlepSej presnosti vysledkov a moznosti odhalenia pripadnej chyby. V pripade
testovania viacerych koncentracii MPLA a LPS-RS, viaceré jamky obsahovali rovnaki
koncentraciu. Nerovnomerné pradenie vzduchu v inkubétore, moze sposobit’ rozdielne
teploty v jednotlivych jamkach mikrodosticiek. Rozdielne teploty mohli mat’ nasledne
vplyv na rast a aktivitu buniek. Z toho dovodu sa jamky krajnych riadkov a stipcov
nepouzivali k analyze latok a bol do nich priddvany blank. Rozpustnost’ analyzovanych
latok do velkej miery ovplyvnila vysledky. Analyzované latky boli k stanoveniu pouZité
v rovnakej koncentracii, napriek tomu rozpustnost’ kazdej latky v danej koncentracii sa
mohla liSit. Aby sme toto riziko ¢o najviac minimalizovali, experimenty sa vykonavali
vzdy niekolkokrat za sebou a kazdému kroku predchadzal dobre nastudovany postup
prace so zaistenim vhodnych podmienok, ktoré s tym suviseli. Preto sa domnievame, Ze
dosiahnuté vysledky po d’alSiom potvrdeni a ich pripadnom rozSireni by mohli posluzit’

ako dobré vychodisko pre d’al§iu vyskumu pracu v danej oblasti.
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8 ZAVER

Adjuvancid predstavuju doélezity komponent, ktory prinasa vakcinam radu
vyhod. ZvySenie imunogenity a moznost’ pouzitia nizsich koncentracii antigénu, prispelo
uz k formulacii niekolkych vakcin, ktoré by neboli mozné bez pomoci adjuvancia
sformulovat. Vyskum smerom k novym, bezpecnym a ufinnym adjuvanciam, ktoré
dokazu vyvolat’ dostatocni imunitni odozvu, predstavuje zaklad pre vyvoj novych,

potrebnych vakcin.

Experimentalne vysledky in vitro, prezentované v tejto praci potvrdili teoretické
predpoklady o vyznamnej interakcii novo syntetizovanych zlucenin s TLR4
u niekol’kych z analyzovanych latok. V pripade dvoch ligandov, SB003 a SB010, ktoré¢
in vitro stimuluju hTLR4 v relativne vyznamnej miere, mozno uvazovat’ o ich d’alSom
skimani. U latky SB0O05 sa ndm naopak podarila preukédzat parcidlne antagonisticka
aktivita vo¢i TLR4. Tieto tri zmienené ligandy vzhl'adom na dostato¢nu rozpustnost’
a imunostimula¢nu aktivitu predstavuju podklad pre d’alsi vyskum ich potencidlu na
periférnych krvnych bunkach (PBMC), pre overenie ich u€innosti ex-vivo. Z vysledkov
dosiahnutych u ostatnych latok je mozné sa domievat, Ze dovodom, preco sa nadm
nepodarilo preukizat ich imunomodula¢ni aktivitu mohla byt ich nedostato¢na

rozpustnost’.
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