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ABSTRAKT

Vznik a progrese nadoru se velmi lisi v zavislosti na typu nadoru, jeho lokalizaci,
invazivité, imunogenicit¢ a z velké casti také na schopnosti aktivace imunitniho
systétmu. Dochéazi k Cetnym interakcim mezi nadorovymi bunkami a bunkami
imunitniho systému, at’ jiz lokalné¢ v misté vzniku primarniho nadoru, nebo cestou
pusobeni rtiznych mediatord a cytokini. Hlavnim pfedmétem této prace bylo studium
klicovych slozek a aspektli imunitni odpovédi u pacientli s nddorovym onemocnénim.

V ramci naseho vyzkumu jsme analyzovali zastoupeni bunék imunitniho systému
V jednotlivych stadiich onemocnéni pacientek s karcinomem ovaria. V této praci jsme
si kladli za cil sledovat dynamiku imunitni odpovédi, a to pievazné¢ v kontextu
zastoupeni jednotlivych populaci T lymfocytd v periferni krvi a T lymfocytt
infiltrujicich do nadoru v ¢asnych a pokro€ilych stadiich onemocnéni. Zjistili jsme,
ze V prubéhu progrese karcinomu ovaria dochdzi k postupnému sniZzeni prozanétlivé
Th17 a Thl imunitni odpovédi a dochézi ke specifické migraci regulacénich T lymfocytt
do nadorové tkan¢, jejimz dasledkem je silnd imunosuprese v nadorovém
mikroprostiedi.

Déle jsme prokézali, Ze se povaha imunitni odpovédi u pacientil s HPV-
asociovanymi nadory hlavy a krku vyrazné 1isi od pacientli, jejichz nadory nejsou
indukovany virovou infekci. U HPV-pozitivnich pacientd jsme zjistili vyznamné vyssi
zastoupeni bunék imunitniho systému v nadorové tkani, a to prevazné¢ CD8+
T lymfocytd. Tyto bunky vykazuji vysSi potencial k aktivaci, coZz jsme prokézali
produkci cytokinit IFNy a IL-17. U HPV-pozitivnich pacienti jsme navic detekovali

niz8i mRNA expresi genu Cox-2 a vyssi expresi genu PD-1.

Kli¢ova slova: nadorové mikroprostfedi, imunitni systém, nadorova burika,

imunitni infiltrat, T lymfocyty



ABSTRACT

Cancer development and progression vary depending on tumor type, localization,
invasion, immunogenicity and the ability of immune system to become activated. There
are frequent interactions between tumor cells and immune cells, occuring locally
at the site of primary tumor or distally through paracrine signalling of various mediators
and cytokines.

The main subject of this PhD thesis is to study key factors and aspects of immune
response in cancer patients.

In the first part, we analyzed immune cells infiltrating tumor tissues of ovarian
cancer patients at different stages of disease. We focused on the dynamics of immune
response, primarily on frequency of individual T lymphocyte populations in peripheral
blood and tumor infiltrating T lymphocytes in tumors of early and advanced stages
of ovarian cancer. We found that during disease progression there is a gradual decrease
of proinflammatory Th17 and Thl immune responses and a specific recruitment
of regulatory T cells to the tumor site, which results in a significant immune suppression
in the tumor microenvironment.

In the second part, we demonstrated that the character of immune response
in HPV-positive head and neck cancer patients is very different from the patients with
tumors not associated with HPV infection. In HPV-positive patients, significantly
higher frequency of immune cells, predominantly CD8+ T cells, is observed
in the tumor tissue. These cells seem to have a higher potential for activation
as confirmed by IFNy and IL-17 production. Furthermore, patients with HPV-positive
tumors had significantly lower expression of Cox-2 mRNA and higher expression
of PD1 mRNA compared to HPV-negative tumors.

Key words: tumor microenvironment, immune system, tumor cell, immune

infiltrate, T lymphocytes
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SEZNAM ZKRATEK

ACT
ADC
ADCC
APC
ARG1
ATP
BDCA
CAF
CAR
Cox-2
CRT
CSF-1
CT
CTAG
CTL
CTLA-4
DAMPs
DC
ECM
EGF
EMT
FasL
FDA
FDC
GAGE
GM-CSF
GMP
HHP
HIF1
HLA
HMGB1
HNSCC

adoptivni bunéény transfer

protilatka konjugovana s toxinem

bunécna cytotoxicita zavisla na protilatkach
burika prezentujici antigen

arginaza 1

adenosintrisfosfat

,blood dendritic cell antigen*

fibroblast asociovany s nadory

chiméricky receptor

cyklooxygenaza 2

kalretikulin

faktor stimulujici kolonie

»cancer testis® antigen

»cancer testis antigen*

cytotoxicky lymfocyt

cytotoxicky lymfocytarni antigen
»damage-associated molecular patterns* (signaly nebezpeci)
dendriticka bunka

extracelularni matrix

epidermalni ristovy faktor
epitelialné-mezenchymalni pfeména

Fas ligand

,Food and Drug Administration* (afad pro kontrolu potravin a 1é¢iv)
folikularni dendriticka burka

G antigen

faktor stimulujici rist granulocytd a makrofagt
spravna vyrobni praxe

vysoky hydrostaticky tlak

hypoxii indukovany faktor 1

lidsky leukocytarni antigen

,,high-mobility group box 1

skvamozni nadory hlavy a krku



HPV
HSP
ICD
iDC
IDO
IFN

IL
INOS
LAG-3
LAK
LOX
LCMV
MAGE
mDC
M-CSF
MCT
MDSC
MHC
MMP
NO
NK
Nrp-1

ONOO

PD-1
pDC
PDGF
PD-L1
PGE2
pHi
pHe
ROS
SDF1
SSX
TCR

lidsky papillomavirus

protein tepelného Soku

imunogenni bunécna smrt

nezrala dendritické bunka

indoleamin 2,3-dioxygenaza

interferon

interleukin

indukovatelna syntaza oxidu dusnatého

lymfocytarni aktivacni gen 3

lymfokiny aktivovani zabijeci

lyzyl oxidaza

chronicka lymfocytickd choriomeningitidova virova infekce
melanomovy antigen E

myeloidni dendritické bunka

faktor stimulujici makrofagy

protein transportujici monokarboxylové kyseliny
myeloidni supresorova buiika
hlavni histokompatibilni komplex
matrix metaloproteinaza

oxid dusnaty

,hatural-killers* (pfirozeni zabijeci)
neuropilin 1

peroxynitrit

molekula programované smrti 1
plasmacytoidni dendriticka burika
destickovy rustovy faktor

ligand molekuly programované smrti 1
prostaglandin E2

intracelularni pH

extracelularni pH

kyslikovy radikal

stromalni faktor 1

»synovial sarcoma X breakpoint protein‘

T bunécny receptor
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TFH
Th
TIDC
TIL
Tim-3
TLR
TME
TNF
Treg
VEGF
VEGFR
a-SMA

folikularni pomocna T bunika

pomocny T lymfocyt

dendriticka bunka infiltrujici do nadoru

lymfocyt infiltrujici do nadoru

,» T cell immunoglobulin and mucin-domain containing-3“
toll like receptor

nadorové mikroprostredi

faktor zpusobujici nekrézu nadort

regulacni T lymfocyt

vaskularni endotelialni rtstovy faktor

receptor vaskularniho endotelialniho rustového faktoru

aktin hladkého svalstva

11



1 Uvobp

Nédorova onemocnéni vznikaji postupnymi genetickymi zménami, které
umoziuji autonomni rust bunék a jejich nezavislost na regula¢nich mechanismech
hostitele. Tyto vlastnosti ziskavaji buiiky zejména mutacemi gent, které jsou klicové
pro bunécnou proliferaci. Primarni genetické zmény jsou zéasadni pro vznik maligniho
klonu, ale pro rust a dalsi progresi nadoru musi dojit k adaptaci bunék na nadorové
mikroprostiedi.

Pii kontrole ristu nadorovych bunék, a to zejména v ranych stadiich nddorového
bujeni, hraje vyznamnou roli imunitni systém. Imunitni reakce na nov¢ vznikajici nador
ma komplexni charakter a jsou do ni zapojeny mechanismy nespecifické i specifické
imunity. Vznik nadorového onemocnéni je komplexni nékolika stupnovy proces,
v némz nddorové bunky predstavuji heterogenni populaci zasazenou do kontextu
mikroprostiedi nenddorovych bunc¢k a tkdni a dohromady tvofi slozity nadorovy
»ekosystém*. Experimentalni data jednoznacné prokazuji, ze imunitni systém
je schopen kontrolovat rust nadorovych bunék v ranych stadiich nadorového rustu,
i ve stadiu tzv. preneoplazie. S progresi nadoru jsou vSak imunitni mechanismy
postupné potlacovany, tak jak nddorova tkan postupné vyviji mechanismy, kterymi
se aktivni protinadorové odpovédi brani. V nékterych piipadech dochazi k situaci,
kdy jsou efektorové mechanismy imunitniho systému nejen potlaceny, ale dokonce
dojde k vyuziti n¢kterych jeho slozek ve prospéch nadorovych bungk.

V této dizertacni praci je Vprvni Casti podan piehled o soucasném pohledu
na nadorové mikroprostiedi, S detailnéj§im zaméfenim na vyznam imunitniho systému.
Spravné fungujici imunita je udrzovana ptedev§im rovnovahou vSech jejich slozek.
Imunitni systém je velmi slozity a jeho ovliviiovani nemusi znamenat vzdy stejny
vysledek. Proto neexistuje univerzalni 1ééebny piipravek pro podporu imunity
aje potfeba studovat povahu imunitni odpovédi za Wufelem vyvoje novych
imunoterapeutickych protokolt zacilenych na konkrétni typy nadorovych onemocnéni.
Druhou ¢ast tvoii soubor ptivodnich praci, které piimo souvisi s tématem dizertaéni
prace, proSly recenznim fizenim a byly publikovdny v mezinarodnich védeckych

Casopisech se znamym impakt faktorem.
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2 KLICOVE KROKY V EVOLUCI NADORU

Bunky v tkanich nepfetrzit¢ vnimaji biochemicky a mechanicky stav jejich
prostiedi, pfevadi extracelularni signdly na intracelularni, propojuji tyto signaly
a odpovidaji na n¢. Tyto odpovédi zahrnuji metabolické zmény, zmény genové exprese,
rustu, diferenciace, bunééného déleni, pohybu ¢i apoptdézy. Kudrzeni tkanoveé
homeostazy je v mnohobunécnych organismech nezbytna presna kontrola aktivity
somatickych kmenovych bun¢k. K zajisténi efektivni vymeény poskozenych bunék musi
byt prolifera¢ni aktivita kmenovych a progenitorovych bunék Vv souladu s pozadavky
tkani v daném okamziku. Z doposud publikovanych vysledkl je patrné, ze jsme teprve
na pocatku porozuméni slozit€¢ provazanym regulacnim mechanismim. Objasnéni
téchto mechanismi neposkytuje pouze pohled na zakladni mechanismy regulace
kmenovych bunék, ale také vysvétleni molekularni podstaty tkanové dysfunkce,
zahrnujici napiiklad degeneraci zptisobenou vékem ¢i nadorovym bujenim.

Nadorové bujeni je proces, pii kterém v organismu vznikne tkan, ktera neni
soucasti jeho bézné anatomie. Vznikd pifi ném patologicky klon bunék odvozenych
od jedné buriky, ve které vznikla geneticka porucha. To vede ke zméné chovani bunék
patficich do nddorového klonu, coz posléze zvyhodiiuje nddorovou buiniku oproti
bunikdm normélnim. Nadory se d€li na benigni, pre-maligni a maligni. Za maligni nddor
je povazovan stav, pii kterém dochazi k abnormalnimu ristu bunék, jejich
nekontrolovanému mnozeni, jejich schopnosti invadovat do prilehlych tkani a Sifit
se do vzdalengjsich mist v téle pomoci krevniho a lymfatického systému (Biteau et al.,
2011; Kim et al., 2011). Hanahan a Weinberg v roce 2000 popsali Sest zakladnich
vlastnosti charakterizujicich proces nadorového bujeni (Hanahan and Weinberg, 2000):

e sSobéstacnost v produkci ristovych faktorti — normalni buriky vyzaduji signal,

ktery vede ke spusténi proliferani aktivity, nicméné mnoho nadorovych
bunék tyto ristove signaly dokaze produkovat také,;

e snizend vnimavost k inhibitorim bunééného rtstu — bunky ignoruji vnitini

I vn&jsi signaly, které reguluji bunéénou proliferaci;

e schopnost unikat apoptoze;

e schopnost neomezené Se mnozit;

e angiogeneze;

e invazivita a metastazovani.
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Obr. 1: Schéma procesu vzniku metastaz

Upraveno dle (Steeg, 2003)

Prvni ¢tyfi zminéné body jsou charakteristické také pro benigni nadory, zatimco
paty je nezbytné nutny pro nekontrolovany rust v misté vznikajiciho priméarniho nadoru.
To znamena, ze hlavni charakteristikou malignich nadorovych bun¢k je jejich schopnost

invaze a metastazovani, jez je odlisuje od nadort benignich (obr.1).

2.1 Procesy zahrnuté v pifeméné z normalniho na invazivni fenotyp

2.1.1 Transformace a iniciace

V pocéate€nich fazich vzniku nadoru dochdzi nejprve k Cetnym genetickym
zmeénam, které se vbuiice hromadi. To je zplGsobeno imortalizaci neboli
nekontrolovanym rastem bunék, a to napiiklad prostfednictvim aktivace telomerazy,
enzymu, jenz brani zkracovani chromozomt béhem bunécného déleni. Timto dochazi
ke vzniku klonu, které jsou schopné dal§iho ristu a v nichz se s kazdym novym

bunécnym délenim genetické mutace nadale akumuluji. Dale se jedna o aktivaci
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onkogentl, které podporuji riist nddoru, inaktivaci tumor-supresorovych gent ¢i zmény

V expresi gent, jez maji za ukol regulovat apoptdzu.

2.1.2 Angiogeneze

Nedilnou soucasti ristu nadoru je novotvorba cév, kterou je zajisténo dostate¢né
zasobeni rostouciho nddoru zivinami. Zpocatku jsou solidni nadory bez vlastniho
cévniho zasobeni a jsou tudiz zavislé na okolnich cévach, ze kterych jsou zdsobeny
kyslikem a zivinami potfebnymi pro svij ruast. S rastem nadoru se vSak zvySuji
I pozadavky na mnozstvi zivin, dokud neni zasobeni pfili§ malé na to, aby dokazalo
pokryt vyzivu celé nadorové masy. Nedostatecny piisun téchto latek pak zpisobi,
7e nador podlehne nekrdze nebo apoptoze (Holmgren et al., 1995; Parangi et al., 1996).
Z tohoto duvodu je jasné, ze angiogeneze hraje nepostradatelnou roli pii nadorové
progresi. Cévni novotvorba, véetn¢ nadorové angiogeneze, je n¢kolika krokovy proces.
Na pocatku stoji vazodilatace a zvySeni cévni permeability, pficemz hlavnim
medidtorem vazodilatace je oxid dusnaty (NO) produkovany NO syntazou
v endoteliich. Dal§im krokem je migrace endotelii, které vSak predchazi poskozeni
bazalni membrany matetské cévy, coz je bezprostiedné doprovazeno hypoxii. Endotelie
pak v duasledku pusobeni angiogennich faktori migruji do mista novotvorby,
kde proliferuji a vytvari novou cévni sit. Poslednim krokem v procesu je stabilizace

endotelialnich bunék za ucasti tzv. muralnich bunék (Distler et al., 2003).

2.1.3 Invaze

V dob¢ diagnoézy je u znacné Casti pacientll s nadorovym onemocnénim zjisténa
pfitomnost metastdz. Proces jednotlivych krokil nutnych k GspéSné invazi nadorovych
bun¢k do okolnich tkani a naslednému vytvofeni metastazy je nazyvan metastaticka
kaskada. Prvnim krokem pfi invazi nddorové builkky do okolni tkané je odd¢€leni této
bunky z primarniho nadoru. To je zpusobeno ztratou exprese ¢i funkce adhezni
molekuly E-kadherinu, ¢imz dochazi ke ztraté propojeni s okolnimi bunkami
a reorganizaci aktinového cytoskeletu.

Nédorové buiniky invaduji do okolnich tkani bud’ jednotlivé, nebo v malych
skupinach bunék a mohou produkovat enzymy, které jim prichod ulehcuji. Jejich

migraci do okolnich cév miZe napomahat chemotaxe zprostfedkovand latkami,
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jez produkuji okolni stromalni buiniky v reakci nanador. Bylo naptiklad dokazéano,
ze béhem invaze dochazi k parakrinni signalni smycce mezi naddorovymi butikami
produkujicimi  kolonie-stimulujici  faktor (CSF-1; colony-stimulating factor)
a makrofagy, které produkuji epidermalni rtstovy faktor (EGF; epidermal growth
factor). Makrofagy ptitomné ve stroma obklopujicim nador jsou atrahovany cytokinem
CSF-1, jez produkuji nddorové bunky a ty naopak uvoliiuji chemokiny stimulujici dalsi
produkci CSF-1, coz ma za nasledek migraci nadorovych bunék (Green et al., 2009a).
Dal$im chemokinem napomahajicim procesu metastazovani je chemokin CXCL12.
Bylo prokazano, ze CXCL12 a jeho receptor CXCR4 maji klicovou ulohu v regulaci
migracni aktivity nadorovych bun¢k do mist metastaz (Cojoc et al., 2013; Muller et al.,
2001).
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3 NADOROVE MIKROPROSTREDI

3.1 Slozky nadorového mikroprostredi

Pivodni pohled na biologii solidnich nadora pfedpokladal, ze vznik a progrese
nadorovych onemocnéni jsou dany pouze mutacemi a na zaklad¢ této teorie se mylné
vétilo, Ze nadorova masa existuje vicemén¢ izolované a s okolnim prostfedim ve tkdni
komunikuje jen velmi omezené. V soucasnosti se vSak jiz vi, Ze nadorové
mikroprostiedi (TME; tumor microenvironment) piedstavuje jakousi dynamickou sit,
ktera je tvofena nejen samotnymi nadorovymi burikami, ale i buitkami nenadorovymi —
fibroblasty, endotelialnimi bunkami a infiltrujicimi leukocyty. Dulezitou slozkou
nadorového mikroprosttedi jsou také produkty téchto bunék, které se uvolnuji
do extracelularni matrix, ktera vSe obklopuje. Mezi latky produkované jak nadorovymi,
tak nenadorovymi bunikami, patii predev§im rustové faktory, cytokiny, chemokiny,
rizné enzymy a metabolity (Witz and Levy-Nissenbaum, 2006). VSechny tyto vyse
zminované komponenty spole¢né se specifickymi podminkami, jako je hypoxie, nizké
pH nebo nizka koncentrace glukdzy, vytvareji a charakterizuji nadorové mikroprostiedi

jako celek.

3.1.1 Nadorové buiiky a jejich metabolismus

Pfirozen¢ by se mohlo zdat, Ze rychle se mnoZicim nadorovym buitkdm budou
nepiiznivé podminky v TME branit v prospivani a pifezivani, nicméné pii blizSim
zkoumani se ukazalo, ze se nadorové bunky byly schopny prizpisobit a piezit 1 v téchto
nevyhodnych podminkéch a v mnohych ptipadech je dokonce dokazaly vyuzit ve sviij
prospéch (Brahimi-Horn and Pouyssegur, 2007; Liu et al., 2007). Tato schopnost
pfizpusobeni se muze byt Caste¢né dana genetickou a epigenetickou nestabilitou
a mutacemi (Bindra and Glazer, 2005).

Mezi nejtypictéjsi jevy charakterizujici nadorovou tkan patii hypoxie. Bylo
dokézano, Ze bunky rostouci pfimo v nadorové tkani podléhaly mutacim mnohem
Castji oproti stejnym bunkdm péstovanym v bunééné kulture. Kromé toho vystaveni
bunécné kultury hypoxickym podminkdm zvysilo frekvenci vzniku mutaci nadorovych
bunék na podobnou troven, jaka byla pozorovana v nadorové tkani (Reynolds et al.,

1996). V solidnich tumorech vznikaji v dasledku proliferace nadorovych bun¢k
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hypoxické oblasti a béhem ristu nadoru se neustdle zvySuje nerovnovdha mezi
pfisunem a spotiebou kysliku (Annibaldi and Widmann, 2010; Gatenby and Gillies,
2004; Wykoff et al., 2001). Tyto periody hypoxie a nasledné reoxygenace vedou
ke vzniku kyslikovych radikali (ROS; reactive oxygen species), které poskozuji
membrany bun¢k a mohou zptisobovat jedno i dvoufetézcové zlomy v molekule DNA,
abnormalni DNA syntézu, bodové mutace a jina poskozeni (Bindra and Glazer, 2005;
Chang et al., 2002a; Reynolds et al., 1996). Je také znamo, Ze hypoxie indukuje nebo
naopak potlacuje expresi genu, jez hraji vyznamnou roli v procesech angiogeneze,
progresi nadoru nebo pii produkei ristovych faktorii. Vlivem hypoxie dochdzi napiiklad
k expresi nejznamé&jSiho a nejlépe prostudovaného transkripéniho faktoru HIF1
(hypoxia induced factor la). Po aktivaci se HIF1 translokuje do bunétného jadra,
kde se vaze na tzv. hypoxii-odpovédné useky a vyvolava transkripci gend spjatych
snadorovou angiogenezi, invazivitou, bunéénym prezivanim a gluk6zovym
metabolismem (Goonewardene et al., 2002; Kunz and Ibrahim, 2003; Wang et al.,
1995).

Dalsi vlastnosti typickou pro nadory je alkalické intracelularni pH (pHi) a kyselé
extracelularni pH (pHe), zatimco u nenadorovych tkani je tomu piesné naopak
(Mahoney et al., 2003). Okyseleni TME je mimo jiné dano akumulaci kyseliny mlé¢né,
produktu anaerobni glykolyzy (Cukierman and Khan, 2010). Nizké pH a nahromadéna
kyselina mlécnd tlumi také imunologickou odpovéd’. Bylo prokazano, Ze kyselina
mlécna inhibuje proliferaci a cytokinovou produkci cytotoxickych T lymfocyta
a snizuje jejich cytolytickou funkci. Aby se T lymfocyty zbavily piebytecné kyseliny
mlécné, vyuZzivaji tzv. proteiny transportujici monokarboxylové kyseliny (MCTs;
monocarboxylate transport proteins) a koncentraéniho gradientu. Ten je ovSem
v nadorovém prostiedi blokovan a kyselina mlé¢na nahromadéna uvnitié T lymfocyti tak
narusuje jejich metabolismus a inhibuje jejich spravnou funkci (Fischer et al., 2007).
Kysel¢e pH Vv nadorovém prostiedi je asociovano s progresi nadoru, které je dano
predevsim zvySenou produkci angiogennich faktori a protedz, pozménénou transkripci
gend a vyssi invazivitou nadoru (Gillies et al., 2002).

Neméné dulezitym rysem nadorového mikroprostiedi je také zvySeny glukézovy
metabolismus vedouci az k nékolikanasobné nizsimu obsahu glukézy v nadorovych
bunkach. Oproti normalnim bunikam, které pro ziskdni energie upfednostiiuji oxidativni
fosforylaci, nadorové bunky i1 navzdory pfitomnosti kysliku vétSinou vyuzivaji

glykolyzu. Tento jev byl poprvé popsan v roce 1924 a je nazyvan Warburgiv efekt
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(Dang, 2012). Warburgova piavodni zjisténi ho vedla khypotéze, Zze nador
vznika na zaklad¢ poskozeni mitochondrii, doprovazené =zvysenou glykolyzou,
jez ma za nasledek pfeménu diferencujicich se bunék na proliferujici nadorové buiky
(Hamanaka and Chandel, 2012). Nicméné primarni poruchy mitochondrialnich enzymi
¢i komplext v elektronovém transportnim fetézci nejsou jevy, které by se u nadoru
vyskytovaly piili§ casto (Frezza and Gottlieb, 2009). Soucasné studie ukazuji,
7e je za Warburgtv efekt zodpovédna predevsim aktivace protoonkogent (napi. Myc),
signalnich drah (PI3K) a transkripénich faktord, jako je napiiklad HIF1, ale také
napiiklad inaktivace tumor-supresorovych gend (napi. p53) (Vander Heiden et al.,
2009).

3.1.2 Stroma

Za vznik a rast nddoru nejsou zodpoveédné pouze samotné maligni transformované
bunky, ale také nadorové stroma. Stroma je podpirnd pojivova tkan, kterd je tvorena
extracelularni matrix a riznymi bunéénymi typy, jako jsou fibroblasty, myofibroblasty,
vaskularni endotelidlni buniky nebo infiltrujici buniky imunitniho systému. Soucasné

studie dokazuji, ze stroma hraje zasadni roli jak pii vzniku nadoru, tak pfi jeho progresi.

3.1.2.1 Nadorové fibroblasty

Fibroblasty jsou velké mezenchymalni bunky vietenovitého tvaru, které sdili
charakteristické znaky s buitkami hladkého svalstva (Mueller and Fusenig, 2004).
Néadorové fibroblasty tvofi vyznamnou soucast stromatu a jsou buiitkami zodpovédnymi
za skladbu extracelularni matrix (ECM; extracellular matrix), nebot’ produkuji mnoho
slozek podilejicich se na jeji stavbé, jako jsou kolagen typu I, 111 a V nebo fibronektin
(Rodemann and Muller, 1991; Tomasek et al., 2002). Jejich tloha je vSak také
pfi regulaci zanétu ¢i v procesu hojeni (Parsonage et al., 2005; Tomasek et al., 2002)
a v neposledni fad¢ jsou také dulezitym zdrojem proteaz degradujicich ECM, jako jsou
matrix metaloproteinazy (MMPs; matrix metalloproteinases), coz potvrzuje jejich
vyznamnou roli V udrzovani homeostazy extracelularni matrix (Chang et al., 2002b).
V jednotlivych nadorovych tkanich jsou fibroblasty zastoupeny v riznych pomérech
K ostatnim bunéénym slozkam, ale u mnoha typi nadorti pfedstavuji vyznamnou

a leckdy ptevazujici bunéénou komponentu. Soucasné znalosti tykajici se fibroblastl
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asociovanych s nadory (CAFs; cancer-associated fibroblasts) se stale vyvijeji, nicméné
je dnes jiz jasné, Ze se podili jak na vzniku, tak i na progresi nadoru. Nadorové
fibroblasty maji tendenci shlukovat se kolem nadoru a obklopovat nadorové buiky
invadujici do pfilehlych tkani (Kalluri and Zeisberg, 2006). Od bé&znych fibroblasth
se lisi jak fenotypicky, tak funkéné a v soucasné dobé¢ neexistuje jednoznacné definice,
ktera by CAFs charakterizovala vzhledem k jejich riznému bunéénému puvodu
¢1 exprimovanym znakim. Faktory, které vyvolavaji pfeménu normalnich fibroblasta
smérem k CAFs, nejsou zcela znamy. Ne&které studie ukazuji, Ze jsou nadorové
fibroblasty do mista nadoru atrahovany Vv odpovédi na rizné faktory produkované
nadorovymi bunikami, jako je naptiklad TGF-beta nebo destickovy ristovy faktor
(PDGF; platelet-derived growth factor) (Bierie and Moses, 2006; Kalluri and Zeisberg,
2006). Béhem procesu hojeni dochazi ke shlukovani krevnich desticek v misté
poskozeného epitelu a sekreci PDGF. Nasledné do mista poranéni migruji fibroblasty,
kde prochazeji procesem, pii kterém se z nich pod vlivem dalsich faktorti (napt. TGF-
beta) stavaji aktivované fibroblasty neboli myofibroblasty (Grose and Werner, 2004;
Karagiannis et al., 2012; Lawrence, 1996), které jsou typické expresi a-SMA (a-SMA,;
a-smooth muscle actin). V soucasnosti vSak stale neni jasné, zda maji fibroblasty
asociované s nadory unikatni fenotyp, nebo sdili charakteristické rysy spolu
s fibroblasty aktivovanymi béhem poranéni. Ackoliv benefitni tloha myofibroblastl
spoc¢ivd v hojeni ran, jejich pretrvavajici pfitomnost béhem chronickych zanéth
¢1 U nadorovych onemocnéni vede ke vzniku fibrozy, respektive dezmoplazie. Jaka
jetedy jejich tuloha pfinadorové progresi? Experimenty s transformovanymi
nadorovymi buiikami injikovanymi spolu s CAFs ¢i normalnimi fibroblasty do nude
mysi ukazaly, ze xenograft s CAFs rostl rychleji oproti tomu, ktery obsahoval
fibroblasty normalni. Rychlejsi rist byl navic spjat se zvySenou schopnosti nadorovych
bun¢k proliferovat. Autofi prokazali, ze jednim z faktorti zodpovédnych za zvySenou
schopnost proliferace bun¢k byl stromalni faktor SDF1 (SDF1; stromal cell-derived
factor 1) produkovany pravé nadorovymi fibroblasty (Orimo et al., 2005). Kromé toho
ptimy vliv na degradaci ECM a naslednou tkanovou remodelaci, ktera usnadfiuje
vycestovani nadorovych bunék z mista vzniku primarniho nadoru (Lochter et al., 1997)
(obr. 2). MMPs jsou vsak také vyuzivany ke $tépeni ristovych faktort, prozanétlivych
cytokinl a jejich receptortt nebo adhezivnich molekul, ¢imz vznika proces, kterému

se fika epitelialné-mezenchymalni pteména (EMT; epithelial-mesenchymal transition).
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EMT je biologicky proces, ktery umoziiuje polarizovanym epitelidlnim buitkdm projit
cetnymi biochemickymi zménami, které¢ vedou K jejich pfeméné na mezenchymalni
bunky (nebo buniky s mezenchymalnim fenotypem), které jsou charakteristické
zvySenou schopnosti migrace, invazivitou, rezistenci k apoptoze ¢i zvySenou produkci
ECM komponent. EMT se déli do tii typu. Typ 1 miZeme pozorovat ve fazi
organogeneze, typ 2 pii hojeni a tkanové regeneraci a typ 3 je spjat s progresi nadoru

a metastazovanim (Kalluri and Weinberg, 2009).

Nédorové bunky (o/%
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Obr. 2: Uloha aktivovanych fibroblastii v nadorovém stromatu

Upraveno dle (Kalluri and Zeisberg, 2006)

3.1.2.2 Extracelularni matrix

Pfi vzniku a progresi nadort hraji dulezitou roli nejen bunky, ale i nebunééné
komponenty, ptredev§im extracelularni matrix (Levental et al., 2009; Paszek et al.,
2005). Pomoci pifimych i nepfimych prostiedkt reguluje ECM chovani bun¢k
a je nezbytnou soucasti pro hlavni vyvojové procesy (Rebustini et al., 2009). ECM neni
statickou strukturou, ale neustale prochazi procesem remodelace — novotvorbou
a degradaci — a to zejména béhem vyvoje organt a pii vykonavani jejich funkci. Pokud
vSak dojde k naruSeni regulacnich mechanismii, které slouzi k zajisténi dynamiky ECM,
dochdzi k abnormdlnimu chovéani bunék, coz nakonec vede az k selhani orgdnové

homeostaze (Page-McCaw et al., 2007). Je znamo, Ze abnormality v dynamice ECM
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maji vyznamny Vliv na klinické aspekty u rtiznych onemocnéni vcetné¢ onemocnéni
nadorovych (Cox and Erler, 2011). Porozuméni procesim, jakym zpisobem muze
naruseni dynamiky ECM pfispét ke vzniku nadoru, je proto v popiedi zdjmu mnoha
veédeckych skupin po celém svéte.

Extracelularni matrix pfedstavuje nebunécnou komponentu ptitomnou ve vSech
tkanich a organech poskytujici oporu pro bunécné slozky. Zahajuje také dulezité
biochemické a biomechanické podnéty, které jsou vyzadovany pro tkanovou
morfogenezi, diferenciaci a homeostazi. Ackoli je tvofena V zasadé vodou,
polysacharidy a proteiny, a to predev$im kolagenem, elastinem, proteoglykany a dal$imi
specializovanymi proteinovymi strukturami, ECM kazdé tkan¢ ma svou vlastni
kompozici, ktera vznika béhem vyvoje tkané na zakladé dynamickych interakci riznych
buné¢nych komponent, a tvofi tak bunééné a proteinové mikroprostredi (Frantz et al.,
2010). Tyto slozky tvoii jak bazalni membranu, tak intersticialni matrix. Jednim
z prvnich kroka pii vzniku nadorového mikroprostiedi je piestavba ECM. Struktura
ECM je remodelovana napiiklad matrix metaloproteinazami se schopnosti hydrolyzovat
makromolekuly proteint. Bylo prokazano, Zze MMPs jsou ve zvySené mife exprimovany
u pacienti s nddorovym onemocnénim. Navic béhem procesu degradace
metaloproteindzy zpusobuji uvolnéni rastovych faktorti, které nasledné napomahaji
proliferaci a invazivité nadorovych bun¢k (Klein et al., 2004; Kohrmann et al., 2009).
Kromé¢ MMPs jsou Casto u nadorti exprimovany také heparanazy, 6-O-sulfatazy
¢i urokinazy (llan et al., 2006; Kessenbrock et al., 2010). | navzdory kontrolnim
mechanismiim mize byt aktivita enzymid remodelujicich ECM pozménéna napiiklad
starnutim ¢i vlivem patologickych podminek. ECM se muize ménit kvantitativné
i kvalitativné, coz vede k vyznamnym zménam biochemickych vlastnosti ECM,
majicich za nasledek zesileni onkogenniho u¢inku signalnich drah riznych rastovych
faktordi a zménu chovani bun¢k béhem maligni transformace.

Biochemické vlastnosti ECM se méni pod vlivem patologickych podminek.
Nadorové stroma je napiiklad pevnéjsi nez stroma normalni (Lopez et al., 2011). Tato
vlastnost mize byt ¢asteCné pfisuzovana piremirfe lyzyl oxiddzové (LOX) aktivity,
coz zpusobuje tzv. ,,cross-link” kolagenovych vlaken a jinych slozek ECM. LOX
je enzym, jehoz primarni funkci je post-translatné modifikovat kolagen a elastin
v ECM, a tim katalyzovat kovalentni propojeni vlaken (cross-linking) (Csiszar, 2001,
Kagan and Li, 2003). Studie ukazaly, ze zvysena exprese LOX byla pozorovana

urtznych typt nadort, napiiklad nadoru prsu ¢i hlavy a krku, a je povazovana

22



zanegativni prognosticky marker (Barker et al., 2011; Le et al.,, 2009). Pokusy
na mySich modelech navic prokézaly, ze vyssi exprese LOX zvySuje pevnost ECM
a podporuje invazivitu nadorovych bunék a progresi nadoru (Levental et al., 2009).

Abnormalni tuhost ECM, jakou pozorujeme u fibrézy, hraje dilezitou roli
Vv progresi nadoru. Dilezitou otazkou vSak zlstava, zda mize byt pruznost ECM
obnovena a jaky lécebny piinos bude tento navrat do normalniho stavu mit. Ukézalo se,
ze odchylky ECM, jako je napiiklad pravé jeji pevnost, ovliviiuji také dorucovani
a rezistenci nékterych 1éku (Egeblad et al., 2010). Pokusy na mySich Loefflera a kol.
ukazaly, ze lepSi odpovéd na léky muze byt docilena napiiklad sniZenim obsahu
kolagenu v nadorové tkani zpisobenym zabitim CAFs CD8+ T bunkami (Loeffler et al.,
2006).

ECM se ukazala byt vyznamnym faktorem v prubéhu karcinogeneze. Na zaklad¢
jeji funkéni diverzity a dynamické povahy, které ji umozinuji byt aktivnim ucastnikem
vétsSiny buné¢nych reakci a vyvojovych procest, je vyznamnou slozkou, kterou
je potieba brat v potaz pii vyvoji novych postupt v 1é¢bé napiiklad pravé nadorovych
onemocnéni. Dllezitym cilem budouciho vyzkumu je zjisténi, zda mize byt abnormalni
ECM vhodnym cilem pro terapii. Abychom toho dosahli, je vsSak tieba nejprve
porozumét, jakym zpisobem jsou skladba a uspotadani ECM regulovany, respektive
jak mohou byt u nadort deregulovany. Velmi dulezité v této otazce je zjistit povahu
zmeén, které jsou doopravdy zodpovédné za progresi onemocnéni a jaky mohou mit tyto

zmény, at’ uz samostatné ¢i jejich kombinaci, vliv na nadorové ¢i stromalni bunky.
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4 ROLE IMUNITNIHO SYSTEMU V OBRANE PROTI NADORUM

Hlavnim ukolem imunitniho systému je chrdnit organismus pied Skodlivymi
mikroorganismy, ale také odstraiiovat poskozené a abnormalni bunky télu vlastni.
Jak pfirozena, tak adaptivni imunita hraji zasadni roli v obran¢ proti nadorim, ale
ackoliv ma imunitni systém schopnost zahdjit protinadorovou odpovéd’, existuji také
mechanismy, které tomuto procesu brani.

V mnoha studiich za posledni desetileti bylo popsano, ze u imunodeficitnich mysi,
které postradaji naptiklad interferon (IFNy), perforin, T lymfocyty ¢i NK buiiky,
dochazi ke spontannimu vzniku nadoru (Girardi et al., 2001; Smyth et al., 2000; Street
et al., 2001). U lidi byla vyssi incidence v rozvoji nadoru zjisténa u jedinci s oslabenym
imunitnim systémem (naptiklad HIV pozitivni pacienti) (Melbye et al., 1994)
¢i U transplantovanych pacientli, jez dlouhodobé podstupuji imunosupresivni 1écbu
(Euvrard et al., 2003; Sanchez et al., 2002). Piedpoklada se proto, ze imunitni systém
hraje v obran¢ proti rozvoji nadorového onemocnéni zasadni roli.

Nadory vznikaji a rostou Ve slozité siti tvofené epitelidlnimi bunikami, krevnimi
a lymfatickymi cévami, cytokiny a chemokiny a infiltrujicimi imunitnimi bunikami.
Rizné typy infiltrujicich imunitnich bunék maji rizny vliv na progresi nadoru,
a ta je rovnéz zavisla na typu nadoru. Pohled na nadorovou imunologii zasadné zménily
prace Schreibera a kol., které vyustily v teorii, Ze T bunky infiltrujici naddory maji
zasadni vliv na Kklinicky pribéh nadorového onemocnéni. Hypotézy, jaky vliv
ma imunitni odpovéd’ na invazi nadoru, jeho pfipadnou recidivu a metastazovani,
vychazeji zin situ analyz jednotlivych komponent imunitniho systému a jejich
zastoupeni v nadoru. Jednotlivé populace imunitnich bunék mizeme nalézt jak v samém
stfedu nadoru, tak na jeho okrajich, ¢i v pfilehlych tercialnich lymfatickych strukturach
a identifikace jejich lokalizace, frekvence zastoupeni ¢i funkce jsou nezbytné v kontextu
urCeni, zda maji ptiznivy nebo negativni vliv na pacientovu prognoézu (Fridman et al.,
2012) (obr. 3).
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Obr. 3: Slozeni imunitnich bunék v nadoru

Upraveno dle (Fridman et al., 2012)

FDC, folikularni dendritické buiiky; TLS, tercidlni lymfatick4 struktura; TFH,
folikularni pomocné T buiky; CTL, cytotoxické lymfocyty; MDSC, myeloidni
supresorové bunky; DC, dendritické bunky

4.1 Imunitni bunky infiltrujici do nadoru a jejich prognosticky

vyznam

Vzijemna souvislost mezi pfitomnosti imunitnich bunck v nadorové tkani
a klinickym stavem pacienta je v sou€asnosti zkoumana u riznych typt nadorovych
onemocnéni. Mezi vSemi typy imunitnich bun¢k infiltrujicich do nédoru jsou vsak
S pozitivni progndzou pacientll nejvice spojovany T lymfocyty (TILs; tumor infiltrating
lymphocytes). Proto se zastoupeni T lymfocytli v nddorovém mikroprostiedi, a jejich
vliv na protinadorovou imunitu, intenzivn¢ studuji po desetileti. Analyzy nadorového
mikroprostiedi u pacientll s riiznymi typy solidnich tumora ukézaly, ze velka vétSina
nadort vykazuje fenotyp s pfitomnosti TILs. Jiz studie z 90. let potvrdily, Ze nadory,
které jsou infiltrovany T lymfocyty, jsou asociovany s pozitivni prognézou u pacientli
s melanomem (Clemente et al., 1996). Pozdé¢ji byla tato data potvrzena i u dalsich typt

nadord, jako jsou napfiiklad nadory hlavy a krku (Badoual et al., 2006), kolorektalni
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karcinom (Baier et al., 1998; Naito et al., 1998), nador ovarii (Sato et al., 2005; Zhang
et al., 2003) ¢i karcinom moc¢ového méchyte (Sharma et al., 2007). Protinadorovy efekt
TILs byl také demonstrovan klinickymi studiemi, ve kterych pomoci infuzi TILs
pacientim s nadory u¢inné kontrolovali rist nadoru (Rosenberg et al., 2008). Vysoké
zastoupeni CD3+ T bunék, cytotoxickych CD8+ T lymfocytl a pamétovych CD45+ T
bunék bylo ve vétsing€ piipadl asociovano s delSim bezpfiznakovym piezitim a/nebo
celkovym piezitim (Clemente et al., 1996; Ito et al., 2005; Shibuya et al., 2002; Zhang
et al., 2003). V porovnani s u¢inkem cytotoxickych a pamétovych T bunék se zda byt
vztah mezi CD4+ T bunéfnou populaci aklinickym stavem pacienti o néco
rozporuplngjsi. Jasnym piikladem jsou napiiklad regulacni T lymfocyty (Treg). Jednou
z pilotnich studii v této oblasti je studie Curiela a kol., ve které demonstrovali korelaci
nadorovych Treg se $patnou progndzou pacientek s ovarialnim karcinomem (Curiel
etal.,, 2004a). Nekolik dalsich studii tento koncept V nasledujicich letech potvrdilo
(Fu et al., 2007; Gao et al., 2007). U nékterych nadort, jako napiiklad u kolorektalniho
karcinomu, se vSak ukazalo, ze vyssi frekvence Treg je spojovéana s del§im pfezivanim
pacientli. Hodnoceni zastoupeni Treg u tohoto typu nddoru se tak ukazalo mit vétsi
prognosticky vyznam, nezli stanoveni CD45RO+ ¢i CD8+ lymfocytd (Salama et al.,
2009).

Tyto a dal§i analyzy naznacuji, ze by prognosticka hodnota imunofenotypizace
mohla byt u nékterych typti nadori dokonce ucinnéjsi, nez tradi¢ni rozdéleni nadort
do anatomickych stadii (tzv. ,,staging*), nebot’ vétSina pacientd ve stadiu I a II, kterym
chybi T buné¢ny infiltrat, béhem péti let zrelabuje, zatimco ptitomnost T bunék
v infiltrdtu u pacientd ve stadiu III mlze piedpovidat neobvykle dlouhé celkové
bezptiznakové preziti (Mlecnik et al., 2011). Tento zpisob, pii kterém se vyuziva
imunitni systém jako biomarker, a kterému se tika ,,imunitni skére* (,,immunescore®),
je v soucasné dob¢ oveéfovan v multicentrické mezinarodni studii (Galon et al., 2014;

Galon et al., 2012a; Galon et al., 2012Db).

4.1.1 Pomocné T lymfocyty

Tato bunééna populace byla ptivodné definovana na zakladé jeji pomocné funkce
v imunitni odpovédi zprostiedkované protilatkami. CD4+ T lymfocyty vsak vykazuji
vysoky stupen plasticity a schopnosti diferencovat se do nékolika fenotypové 1 funkéné

rozdilnych subpopulaci v odpovédi na rizné podnéty. Tyto CD4+ subpopulace zastavaji
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siroké spektrum efektorovych funkci v pocatecnich i pamétovych fazich imunitni
odpovédi. Soucasné studie dokazuji, ze se CD4+ T lymfocyty také aktivné podileji
na formovani protinddorové imunity.

Polarizace imunitni odpovédi smérem k zanétlivé nebo protilatkové je dana
ptedevSim povahou invadujicich patogenti. Buiiky prezentujici antigen (APC; antigen-
presenting cells), které jsou stimulovany agonisty Toll-like receptord (TLR, Toll-like
receptor) 3, 4 a 8, produkuji interleukin-12 (IL-12) a diferencuji tak T lymfocyty
smérem k Th1 linii (Napolitani et al., 2005). Tyto buniky produkuji IFNy, ktery zesiluje
bunéfnou imunitu a ma zasadni roli v obran¢ proti intracelularnim patogentim
a bakterialnim infekcim. Vyvoj Th2 bun€k je naopak zavisly na stimulaci proteiny
pochazejicich z extracelularnich agens (parazitickych helmintd, toxint ¢i alergent), jsou
typické produkci cytokini IL-4, IL-5 a IL-13, zesiluyji imunitu zprostfedkovanou
protilatkami a ucastni se reakci, pti nichz dochazi k eliminaci extracelularnich patogent
(Coffman, 1989; Mosmann and Coffman, 1989).

Thl bunky jsou povazovany za jednu 2z hlavnich populaci pomocnych
T lymfocytd, které jsou zahrnuty v protinddorové odpovédi, a to zejména diky produkci
[FNy, ktery mé& nespocCet funkci majicich vliv na schopnost imunitniho systému
kontrolovat a eliminovat nadory.

Pivodné se piedpokladalo, ze primarni funkci Thl bunék v protinadorové
imunologii je napomahat aktivaci makrofagh spolu s aktivni pomoci CD8+
T lymfocytim pii vykonavani jejich cytolytickych funkci. Bylo vsak prokéazano,
zeityto bunky dokazi zabijet nadorové bunky skrze pfimy bunéény kontakt
prostiednictvim FasL- a TRAIL-signalizace, stejné tak jako pusobenim ucinku
perforinu a granzymu B, které byly nejdifive spojovany pouze s cytotoxickymi
T bunkami (Schattner et al., 1996; Thomas and Hersey, 1998). Populace téchto CD4+ T
bunék, ktera ziskala cytolytické vlastnosti, vykazuje jasnou protinadorovou aktivitu.
Naptiklad pii ptrenosu malého poctu nadorové specifickych CD4+ T bunck
do lymfopenického hostitele s jeho naslednym ozafenim a 1é¢bou protilatkou namifenou
proti molekule CTLA-4 (CTLA-4; cytotoxic lymphocyte antigen 4) dochazi k expanzi
bunék a expresi IFNy a granzymu B a nasledné regresi nadoru (Quezada et al., 2010).

Ligandy TLR2, Dectinu-1 a NOD vyvolavaji u APC produkci interleukinu-23
(IL-23) a vznik prozanétlivych Th17 lymfocytt, které jsou znamé diky produkei IL-17,
IL-21 a IL-22 (Acosta-Rodriguez et al., 2007). Jejich pfitomnost byva pozorovana

V mistech zadnétu a Casto je spjata se vznikem raznych typl autoimunitnich onemocnéni,
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jako je psoridza, revmatoidni artritida nebo diabetes (Korn et al., 2009). Ackoliv byla
ptfitomnost Th17 lymfocytii a IL-17A objevena u mnoha typt nadorti, dosud neni zcela
jasné, jakou ulohu v nadorové imunologii tyto buiky maji. Pokusy na mysich modelech
ukazaly, ze IL-17 pfispival k riistu nddoru u imunodeficitnich mys$i skrze chronicky
zanét, kdezto u imunokompetentnich mysi napomahal odhojeni nadoru zvySovanim
protinadorové imunitni odpovédi (Benchetrit et al., 2002; Tartour et al., 1999; Wilke
etal., 2011). U pacientek s karcinomem ovarii bylo dokazano, ze nizsi zastoupeni Th17
v nadoru a niz8$i hladiny IL-17 v ascitu souvisi s pokro¢ilym stadiem onemocnéni
a pozitivné predikuje jejich prezivani (Kryczek et al., 2009). Bylo ale také prokazano,
ze exprese IL-17 v nadoru miize vést ke zvysSené produkci proangiogennich faktort
a prozanétlivych cytokinii nadorovymi burikami a nasledné k progresi nadoru (Liu et al.,
2011). Skupina Tosoliniho potvrdila, Ze vyssi zastoupeni Th17 bunék koreluje s hor§im
prezivanim pacientli s kolorektalnimi nadory (Tosolini et al., 2011). Langowski a kol.
dale dokazali, Zze cytokin IL-23 podporuje zanétlivou odpovéd napiiklad zvySenou
regulaci MMP9, zesilenim angiogeneze a inhibici infiltrace CD8+ T lymfocyti. Pokud
ale 1L-23 geneticky nebo pomoci protilatky vyrusili, doSlo k opétovnému naristu
infiltrace téchto cytotoxickych lymfocytd (Langowski et al., 2006). Na druhou stranu,
Hu a kol. ukazali, Ze dendritické bunky transdukované IL-23 ptsobily jako spoustéc¢
uéinné protinadorové aktivity (Hu et al., 2006). Nicméné efekt cytokinu IL-23 nelze
brat jako seridzni diikaz ucasti Th17 bunék v pro- ¢i proti-nddorové odpovédi.

Dalsi mozny mechanismus protinadorového t¢inku Th17 bunék spociva v jejich
napomahani pii migraci dal§ich imunitnich bunék do mista nadoru (Galon et al., 2006;
Zhang et al., 2003). V souladu stouto hypotézou je napiiklad pozitivni korelace
cytokinu IL-17 s nador-infiltrujicimi efektorovymi buiikami produkujicimi IFN-y.
Synergicky efekt IL-17 a IFN-y indukoval produkci Th1 chemokinti CXCL9 a CXCL10
nadorovymi bunkami, coz pak vedlo k migraci efektorovych T bun€k do nadoru
(Kryczek et al., 2009). Je znamo, ze hladiny CXCL9 a CXCL10 koreluji s poétem
CD8+ T lymfocyti a NK bunék infiltrujicich nador.

Protinddorova aktivita zprostfedkovana Th17 buikami mlZe byt rovnéz vyvolana
prostiednictvim migrace dendritickych bun€k do nadoru. Th1l7 bunky stimuluji
expresi chemokinu CCL20 v nadorové tkani a napomahaji tak pticestovani DC skrze
CCL20-CCR6 interakci. V zapéti jsou aktivovany dendritickymi buiikami CD8+
T lymfocyty a dochazi k zahajeni imunitni odpoveédi. Tato data vypovidaji o tom,

ze Thl7 bunky sice nemaji piimy vliv na eliminaci nadoru, ale hraji nepfimou roli
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Vv protinadorové imunité prostfednictvim jejich plisobeni na pficestovani dalSich
imunitnich bun€k do nadorového mikroprostiedi (Zou and Restifo, 2010).

V poslednich letech byl dosazen velky pokrok v porozuméni, jak Thl7 bunky
vznikaji, jak jsou regulovany, ¢i jaka je jejich role v souvislosti s raznymi
patologickymi stavy. To se tyka piedevSim autoimunitnich onemocnéni, u kterych
jeuloha Th17 lymfocyti jiz dobfe znama. Nicméné presna povaha Thl7 bunék
Vv protinadorové odpoveédi neni zcela jasné definovana. Jak jiz bylo popsano vyse, tyto
bunky se ukazaly mit v tumorogenezi funkci jak pro-, tak proti-nadorovou a vztah mezi
Th17 lymfocyty a nddorovou imunitou je zcela jisté zavisly na kontextu a typu nadoru.
Proto je potifeba lépe porozumét témto souvislostem, aby mohly byt Th17 bunky

ptipadné vyuzity pro vyvoj novych imunoterapeutickych protokoli.

4.1.2 Cytotoxické CD8+ T lymfocyty

CD8+ T lymfocyty, nebo téz cytotoxické lymfocyty (CTLs; cytotoxic
lymphocytes), pfedstavuji jednu z klicovych slozek adaptivni imunity, které se uplatiuji
v boji snadory a v obrané proti intracelularnim patogentim. CTLs maji schopnost
indukovat apoptéozu cilovych bunék pomoci specidlnich cytotoxickych granuli
¢i prostfednictvim pfislusnych receptort. Zatimco NK bunky dokézi také vyvolat
bunécnou smrt, CTLs se od nich lisi predev§im svou mimotadnou specificitou
pro antigen, ktery rozpoznavaji diky svym unikatnim TCR receptorim (TCR; T-cell
receptor). CTLs navic disponuji také efektorovymi mechanismy, jako je produkce IFN-
Y, cytokinu, ktery je znam pro své protinadorové vlastnosti (Qin et al., 2003).

Vyvoj efektorovych CTLs je proces, pii kterém dochdzi k antigenem fizené
diferenciaci z naivnich CD8+ T lymfocytd. Bunky prezentujici antigen pohlti antigen
a migruji do mistnich lymfatickych uzlin, kde se v idedlnim ptipadé setkaji s naivnimi
lymfocyty, které koluji sekundarnimi lymfatickymi tkanémi. Aby mohly CD8+ T bunky
zah4jit odpovéd’ na nador, musi rozpoznat antigeny, které jsou vystaveny na povrchu
APC v komplexu s MHC molekulami I. tfidy. Interakci tohoto komplexu peptid-MHC
mol I tfidy, a TCR receptoru, ktery je pro néj specificky, dochézi ke klonalni expanzi
a diferenciaci CD8+ T lymfocytd. V mist¢ imunitni reakce pak vyuzivaji CD8+
T lymfocyty své efektorové funkce zahrnujici schopnost degranulace a produkci
cytokinti. Takto aktivované cytotoxické T bunky vyvolavaji v piipadé setkdni svého

TCR receptoru s komplexem MHC-antigen na nadorové bunce jejich specifickou
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destrukci uvolnénim lytickych slozek. Perforin a enzymatické proteazy (jako
je granzym B) zplsobuji bunéfnou smrt rozruSenim bunééné membrany a aktivaci
apoptotickych drah.

Nékteré in vitro a in vivo studie podpoftily hypotézu, Ze pro optimalni navozeni
cytotoxické CD8+ T bunééné odpoveédi je vyzadovana pomoc od CD4+ T bun¢k (Bach
et al., 1977; Bennett et al., 1997; Bevan, 1989; Guerder and Matzinger, 1989). Ukazalo
se, ze CD4+ T bunky mohou pfimo interagovat s CD8+ T lymfocyty prostfednictvim
ktera tikaji, Ze CD4+ 1 CD8+ T builky musi byt pfitomny soucasné¢ na jedné antigen
prezentujici bunice pro efektivni poskytnuti IL-2 signalu sousednim CD8+ T buitkdm
(Cassell and Forman, 1988). Aby byla zahajena G¢inna odpovéd’, CD8+ T lymfocyty
potiebuji dale cytokin IL-2 produkovany CD4+ T buiikami (Lai et al., 2009).

4.1.2.1 Nadorové/virové-specifické CTLs

Existence nadorové-specifickych CTLs byla popsana jiz vV mnoha studiich,
ve kterych pouzivali T bunécné linie izolované zruznych nddorovych tkani,
k identifikaci CTL epitopt nadorovych antigend. Od objeveni prvniho CTL epitopu
z nadorového antigenu u melanomu (van der Bruggen et al., 1991) bylo identifikovano
velké mnozstvi dalSich nddorovych antigenii odvozenych z riznych typi nadord,
naptiklad nadoru jicnu, stfeva, plic ¢i zaludku (Itoh and Yamada, 2006; Shichijo et al.,
1998). Mezi nadorové antigeny, které maji vysoky potencial vyvolat nadorové-
specifickou imunitni odpoveéd’, patfi: virové antigeny, antigeny, jez jsou vysledkem
riznych mutaci a antigeny koédované CT geny (CT; cancer-testis antigeny; antigeny
rakoviny a varlat).

Nédory indukované viry se ukazaly byt dilezitou podskupinou lidskych
nadorovych onemocnéni, mezi néz se fadi karcinomy dé€lozniho ¢ipku, orofaryngu,
nazofaryngu, ¢i hepatocelularni karcinomy. Perzistujici infekce vysoce rizikovych typa
lidského papillomaviru (HPV; human papillomavirus) byla identifikovana jako klicovy
faktor v patogenezi nadorti délozniho Cipku a orofaryngu. Podobné jako neonkogenni
viry, jako je virus chiipky nebo cytomegalovirus, je i HPV vysoce imunogenni a dokaze
indukovat imunitni odpovéd’. Nadorové buiiky infikované virem HPV mohou na svém
povrchu exprimovat antigeny odvozené z E6 a E7 onkoproteini produkovanych timto

virem, které T lymfocyt rozpozna jako cizi, a tudiz by mélo dojit k zahajeni imunitni
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odpovédi. Vyuziti virové specificity T lymfocytl se ukdzalo byt slibnym piistupem
pro vyvoj riznych imunoterapeutickych protokold. Postupy zalozené na bazi izolace
specifickych lymfocyti z nadorové tkané€, jejich expanzi a aplikaci zpét pacientovi
se dostaly do popiedi zajmu mnoha laboratoii a obecné se oznacuji jako adoptivni
bunéény transfer (ACT; adoptive cell transfer). Napiiklad Stevanovic se svou skupinou
testoval ACT u pacientek s metastatickym nadorem délozniho ¢ipku. U jedné z deviti
pacientek zahrnutych ve studii pozorovali ¢aste¢nou odpoveéd’, u dvou doslo k odpoveédi
kompletni (Stevanovic et al., 2015). Slibné vysledky tohoto postupu jsou vSak
vykoupeny zna¢nou technickou naroc¢nosti, nebot’ je velmi obtizné ziskat dostatecné
mnozstvi specifickych T lymfocytii pro jejich nésledné terapeutické pouziti.

Mutované geny vyznamné pfispivaji k imunogenicité nadort. Vysledkem mutaci
jsou nové antigenni peptidy, které mohou vzniknout napiiklad zdménou 1 jedné
aminokyseliny, a které je odliSuji od normalnich antigenti. U onkologickych pacientt
prevazuji zejména nadorové-specifické antigeny kdédované mutovanymi a CT geny,
které indukuji T lymfocytarni bunéénou odpovéd’. Mutované antigeny nejsou bézné
vyuzivany pro ptipravu terapeutickych vakcin, nebot’ vzhledem k jejich rozmanitosti
nelze vakcinu pouzit pro $irsi spektrum pacientti. Jednim z moznych pfistupti by vSak
mohla byt extrakce dendritickych bunék z krve pacienta, jejich transfekce celkovou
MRNA izolovanou z autologniho nadoru a jejich nasledna infuze zpét do téla pacienta
(Boczkowski et al., 2000; Van Tendeloo et al., 2001).

CT geny jsou dulezitym zdrojem nadorové-specifickych antigent. Patii
sem MAGE genova rodina, kterd se skladd z 25 gent, dalSimi rodinami jsou pak
G antigeny (GAGE), CTAG a SSX. Celkem bylo popsano jiz ptes 60 CT gent a jejich
exprese byla popséna na Sirokém spektru rtiznych typt naddort. Na normalnich buiikédch
exprimovany nejsou, s vyjimkou muzskych zarodecnych bunck a trofoblastu. U lidi,
stejné jako u mysi, tyto dva typy bunék neexprimuji MHC molekuly, a proto nemohou
prezentovat antigeny T bunkam (Fiszer and Kurpisz, 1998). Z téchto davodi jsou
CT antigeny casto vyuzivany pro imunoterapii, jako je vakcinace ¢i adoptivni bunéény

transfer.
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4.1.2.2 Dysfunkéni fenotyp cytotoxickych T lymfocytu

Imunitni systém vyvinul vlastni regulaéni mechanismy branici vzniku
patologickych stavi, které by se mohly rozvinout v dasledku nepfiméfené imunitni
reakce. Jednim z téchto mechanismt je exprese tzv. negativnich regulatort ¢i molekul
kontrolnich bodi, jako jsou cytotoxicky lymfocytarni antigen CTLA-4 nebo molekula
programované smrti PD-1 (PD-1; programmed cell death 1) na aktivovanych
T lymfocytech. Tyto molekuly tlumi odpovéd’ T bunék riznymi mechanismy, napiiklad
kompetici s kostimulatnimi molekulami (CTLA-4) nebo naruSenim signalizace
ptes T bunéény receptor (PD-1). U pacientli s nadorovym onemocnénim vsak exprese
téchto molekul pfedstavuje znacny problém, nebot dochdzi k potlateni imunitni
odpovédi v disledku dysfunkénich neboli vy€erpanych T lymfocyta.

Vyc€erpani T bunék bylo puvodné popsano u mysi s chronickou lymfocytickou
choriomeningitidovou virovou infekci (LCMV; Lymphocytic Choriomeningitis Virus)
(Zajac et al., 1998). T lymfocyty ztraceji schopnost proliferovat a vykonavat efektorové
funkce, jako je cytotoxicita ¢i sekrece cytokinii v odpovédi na stimulaci antigenem.
Jedna se o progresivni proces, pii némz dochazi nejprve ke ztraté¢ produkce IL-2, dale
TNFa a nakonec IFNy. V navazujicich studiich byl fenotyp vycerpanych T bunék dale
charakterizovan expresi inhibi¢ni molekuly programované smrti. Bylo popsano,
Ze blokaci interakce PD-1 a jejiho ligandu PD-L1 (PD-L1; programmed cell death
ligand 1) mtze dojit k obnové plvodniho fenotypu bun€k a specifické T bun&tné
odpovédi u LCMV-infikovanych mysi (Barber et al., 2006). Vyskyt bunék s timto
vycerpanym fenotypem se objevuje také u lidi trpicich chronickymi infekcemi, jako
je HIV (Trautmann et al., 2006) ¢i virus hepatitidy C (Urbani et al., 2006). Bylo
zjiSténo, Ze T lymfocyty téchto jedinclh exprimuji vysoké hladiny PD-1 a blokovanim
PD-1-PD-L1 interakce dochazi k obnoveni funkci T bunék in vitro.

Soucasné studie vSak ukazuji, Ze se problematika dysfunkénich T lymfocyta tyka
také pacientli s nadorovym onemocnénim. PD-1 exprese na T lymfocytech byla
pozorovana u pacientll s riznymi typy solidnich nadord (Ahmadzadeh et al., 20009;
Gehring et al., 2009), stejné tak jako na T lymfocytech specifickych k antigenu
U pacienti s hematologickymi nadory (Mumprecht et al., 2009). Navic exprese ligandu
PD-1, PD-L1, byla detekovédna na rtiznych nadorech, pficemz bylo prokéazano,
ze je vysoka exprese této molekuly na nadorovych bunkach spjata u nékterych typtu

nadori se Spatnou prognozou pacientl (Brown et al., 2003; Dong et al., 2002). Prestoze
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se u nékterych nadorti zjistilo, Ze naruseni PD-1-PD-L1 signalizace mulze vést
ke zlepSeni klinického stavu pacientl, ne vzdy vede blokace této signalizacni drahy
k navraceni do normalniho fenotypu T bunék (Blackburn et al.,, 2008). Navic
se ukazalo, ze exprese PD-1 nemusi nutné¢ znamenat fenotyp vycCerpanych lymfocytt
(Fourcade et al., 2009; Fourcade et al., 2010; Sauce et al., 2007). U pacientek s nadory
ovarii ¢i pacienti s HPV-pozitivnimi nédory hlavy a krku byla dokonce prokézana
korelace exprese PD-1 s pozitivni prognézou (Badoual et al., 2013; Webb et al., 2015).
Tato data podporuji hypotézu, Ze za fenotyp vycerpanych bun¢k jsou pravdépodobné
zodpovédné jeste dalsi molekuly.

Dalsi molekulou, kterou je proto potieba zminit v souvislosti s dysfunkénimi
T lymfocyty, je Tim-3 (Tim-3; T cell immunoglobulin mucin 3). Tim-3 byl objeven
vroce 2002 vsouvislosti s experimentalni autoimunitni encefalomyelitidou
a od ostatnich inhibi¢nich molekul se li§i tim, ze neni exprimovan na vsech
T lymfocytech po aktivaci, ale je specificky exprimovany pouze na T buikach, které
produkuji IFNy, pomocnych CD4+ a cytotoxickych CD8+ T lymfocytech (Monney
etal., 2002). Interakce Tim-3 a jeho ligandu, galektinu-9, indukuje smrt Tim-3+
T bunék, coz znamend, ze Tim-3 specificky tlumi imunitni odpovéd’ fizenou IFNy-
produkujicimi bunikami (Zhu et al., 2005). Vyzkum poslednich let potvrdil expresi Tim-
3 také na T lymfocytech pacientli s nadorovym onemocnénim (Baitsch et al., 2011;
Fourcade et al., 2010). Zajimavé je, Ze jsou hladiny Tim-3 detekovany téméf vyhradné
na T buikach pfitomnych v nadorové tkani, oproti lymfocytim v perifernich
lymfoidnich tkanich a cirkulujicim T lymfocytim, coz by mohlo byt zplsobeno
riznymi vlivy pasobicimi v nadorovém mikroprostiedi (Sakuishi et al., 2010). Navic
v mnoha piipadech dochazi na lymfocytech ke ko-expresi PD-1 a Tim-3, ktera znaci
fenotyp nejvice vycerpanych CD8+ T bungk, v porovnani s bunikami, které exprimuji
pouze PD-1 a stale si zachovavaji nékteré funkce (Fourcade et al., 2010; Sakuishi et al.,
2010).

4.1.3 Buiiky prezentujici antigen

Funkci spojky mezi adaptivni a pfirozenou imunitou vykonavaji builky
prezentujici antigen. Jejich hlavni tlohou je pomoci MHC I1. tfidy prezentovat na svém

povrchu peptidy, které pochazeji z pohlcenych castic. Tyto komplexy MHC-peptid poté
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rozpoznavaji T lymfocyty a také diky dalSim signalim (kostimulac¢ni a cytokinové
signaly) dostavaji impuls k proliferaci a diferenciaci.

Mezi typické APC patii makrofagy, které jsou specifické svoji enzymatickou
vybavou, pomoci niz usmrcuji pohlcené patogeny a v misté reakce aktivuji lymfocyty
specifické pro antigen. Dalsimi APC jsou B lymfocyty a nékteré dalsi typy bunck,
na jejichz povrchu jsou po aktivaci exprimovany MHC II. tfidy. Jedine¢né postaveni
mezi APC vSak maji dendritické buiiky, nebot’ jako jediné dokazi aktivovat naivni

T lymfocyty a tim zahajit primérni specifickou imunitni odpovéd'.

4.1.3.1 Dendritické buiky

Populace dendritickych bun¢k byla objevena v roce 1973 Ralphem Steinmanem
a Zanvilem Cohnem a dostala jméno na =zakladé charakteristické morfologie
s mnozstvim vybézku, dendritd (Steinman and Cohn, 1973). Tato populace je vSak
velmi heterogenni a zakladnim rysem, ktery vSechny tyto typy DC spojuje, je jejich
schopnost migrovat a efektivné zahgjit primarni odpovéd’ T lymfocyti (Inaba et al.,
1990).

DC jsou lokalizovany v perifernich tkanich, tedy v mistech, kde dochazi
K nejcastéjSimu pruniku patogend. Specifické receptory jim umoziuji rozpoznat
antigeny pochézejici z virti, bakterii a dalSich patogent a DC tak zahajuji proces zrani,
maturace. Zral¢ DC exprimuji mnoZstvi kostimula¢nich molekul CD80, CD86, MHC
molekul a adhezivnich molekul, které jim umoznuji vytvofit pevné spojeni mezi
T butkou a DC (imunologicka synapse). Maturované dendritick¢ buiky cestuji
do sekundarnich lymfatickych organt, kde dochazi ke kontaktu s naivnimi T bunkami
specifickymi pro antigen.

Maturace DC reguluje navic produkci mnoha cytokint, od zanétlivych (TNFa, IL-
1, IL-6), az po imunoregulacni (IL-12, IFNa, IL-6, IL-10), které plsobi na T bunky
aovliviuji  vysledny typ T bunééné odpovédi. Pravdépodobné nejdilezitéjsi
je schopnost zralych DC produkovat heterodimer IL-12, IL-12 p70, ktery sméruje vyvoj
nediferencovanych ThO CD4+ T bunék do Thl typu. Produkci IL-12 p70 v§ak mohou
indukovat pouze nékteré ligandy toll-like receptor a signaly T buné¢k (CDA4OL).
Schopnost vyvolat sekreci IL-12 p70, ale i dalSich cytokind, a tim ovlivnit vysledny

fenotyp T bunék, je tudiz zavisla na konkrétnim TLR ligandu.
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Dalsi dulezitou vlastnosti DC v kontrole infekei je jejich schopnost prezentovat
exogenni antigeny, které builka pohltila, na MHC I molekuldch. Tento proces
se oznacuje jako ,,zkfiZena prezentace* (z ang. cross-presentation) (Albert et al., 1998).
Zktizena prezentace je klicova pii aktivaci CD8+ cytotoxickych T lymfocyta,
uplatiujicich se zejména v obrané proti virovym a intracelularnim patogeniim
¢i pti eliminaci nadorovych bunék.

V soucasné dob€ jsou u cCloveka obecné definovany dvé hlavni fenotypoveé
| funk¢éné se lisici populace: plazmacytoidni (pDC) a myeloidni (mDC) dendritické
bunky.

Lidské pDC jsou morfologicky podobné plazmatickym buiikdm (odtud také jejich
nazev plazmacytoidni DC) (Lennert and Remmele, 1958) a jsou zndmy mimo jiné tim,
ze produkuji velka mnozstvi IFNa (Trinchieri et al., 1978). pDC neexprimuji myeloidni
marker CD11c a naopak exprimuji receptor pro cytokin IL-3, molekulu CD123.
Specifickymi znaky perifernich pDC jsou molekuly BDCA-2 a BDCA-4 (Dzionek
et al., 2002). V souvislosti s nadorovym onemocnénim je této populaci DC piipisovana
spiSe negativni tloha, nebot’ u nékterych typa nadort je ptitomnost pDC v nadorovém
prostiedi spojovana S horsi prognézou pacienti (Conrad et al., 2012; Treilleux et al.,
2004). Na souboru pacientt s nadory hlavy a krku bylo prokazano, Ze nador jako takovy
indukuje sniZenou expresi toll-like receptoru 9, ¢imz pravdépodobné dochéazi k naruSeni
funkce pDC a jejich schopnosti produkovat IFNa (Hartmann et al., 2003). Studie
provedena u pacientek snadorem vajeCniku zase ukazala, Ze pDC napoméahaji
angiogenezi in vivo srze produkci TNFa a IL-8 (Curiel et al., 2004b).

Myeloidni DC jsou odvozené z myeloidnich prekurzori v periferni Krvi
exprimujici MHC 1II. tfidy. Od pDC se lisi expresi myeloidniho markeru CDl1lc
a absenci znaku CD123. Do této populace se fadi také dendritické buiiky, které jsou

Vv in vitro podminkach derivovany z monocytu.

4.1.3.1.1 Myeloidni dendritické bunky infiltrujici do nadoru

Jak jiz bylo zminéno, DC hraji v imunitnim dohledu nepostradatelnou roli. Bylo
dokazano, ze infiltrace primarnich nadorti dendritickymi bunkami je spjata s vyrazné
delSim pfezitim a snizenym vyskytem metastdz u pacientd s nadory hlavy a krku,
mocového méchyte, jicnu ¢i zaludku (Lotze, 1997). U vétsiny solidnich nadora je vyssi

zastoupeni infiltrujicich DC (TIDC; tumor-infiltrating dendritic cell) detekovano
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u dobfe diferencovanych a mén¢ invazivnich nadord, coz poukazuje na to, Zze mira
zastoupeni TIDC negativné koreluje se stadiem onemocnéni a pozitivné koreluje s lepsi
progndzou pacientti.

Dalsi studie s dendritickymi buiikami potvrdily, Ze potencidlni prognosticky
vyznam by mohl mit také jejich maturac¢ni stav. Ladanyi a kol. analyzovali pomoci
imunohistochemie denzitu DC exprimujicich CDla a maturacni znak DC-LAMP
u melanomu. Ukazali, ze CDla+ DC byly pfitomny jak v nadoru, tak okolnim stroma,
zatimco zastoupeni DC-LAMP+ zralych DC bylo omezeno pouze na prostiedi nadoru
a navic jeSté spjato s infiltratem lymfocytt. Mira infiltrace CDla+ DC a DC-LAMP+
DC ukézala inverzni korelaci s velikosti nadoru a vysoké zastoupeni zralych DC
Vv peritumoralni oblasti korelovalo s delsim piezitim (Kocian et al., 2011; Ladanyi et al.,
2007). Tato data dokazuji, ze je tfeba zvazit tyto parametry jako jeden z moznych
znakd, ktery ma vliv na funkéni imunitni odpovéd’ souvisejici s lepSim piezivanim

pacientd.

4.1.4 Populace supresorovych bunék

4.1.4.1 Regulacni T lymfocyty

Regulacni T lymfocyty jsou klicovymi mediatory suprese v protinddorové imunité
a zvySeny vyskyt Treg byl popsan u vétSiny typi nadorovych onemocnéni (Ormandy
et al., 2005; Sasada et al., 2003; Woo et al., 2001). Jedna z prvnich praci poukazujici
na fakt, Zze jsou Treg schopné potlacit protinddorovou imunitu, pochdzi jiZz z pocatku
80. let 20. stoleti. Na mySich pokusech s fibrosarkomem Bursuker a kol. zjistili,
ze prvotni imunitni odpovéd’ vyvinutd v odpovédi na rostouci nddor byla potlacena
populaci Ly-1+2- , supresorovych® T bunék (Bursuker and North, 1984). v roce 1999
Itoh a Kkol. popsali regula¢ni T lymfocyty pomoci znakii CD4 a CD25 a dolozili,
ze se jedna o populaci T buné€k odvozenych z thymu, ktera brani rozvoji autoimunitnich
onemocnéni (Itoh et al., 1999). Hlavni ulohou regulac¢nich T lymfocyti je tedy potlaceni
vzniku autoimunitnich chorob udrzovanim tolerance viici télu vlastnim tkanim
prostiednictvim inhibice autoreaktivnich T lymfocytd, které unikly centralni toleranci
v thymu. Jejich pfitomnost u pacienti s nddorovym onemocnénim je vSak U vétSiny
typi nddort povazovana za nezadouci, nebot’ brani nadorové-specifickym

T lymfocytiim zah4jit u¢innou odpoveéd’ na nador. Jak jiz bylo zminéno, u lidi jsou Treg
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obecné¢ definovany na zdkladé exprese molekul CD4 a CD25 a déle transkripcniho
faktoru FoxP3. Nicméné, FoxP3 byl detekovan také u in vitro aktivovanych
efektorovych T bunék (Gavin et al., 2006), a tak tvrzeni, Ze je tento transkrip¢ni faktor
specificky pouze pro regulacni T lymfocyty, je pon€kud kontroverzni.

Regulacni T lymfocyty dokazi inhibovat CD4+ a CD8+ T lymfocyty
jak v pocatecni, tak v efektorové fazi imunitni odpovédi. Treg produkuji IL-10 a TGF-p,
které potlacuji odpovéd’ efektorovych T bunék a oba tyto cytokiny se ukazaly byt
mediatory infekéni tolerance (Gravano and Vignali, 2012). V souvislosti s nadory jsou
nejpresveédCiveéjsi in vitro studie na lidskych T lymfocytech. Naptiklad FoxP3+ bunky
izolované ze vzorkl pacientl s nadory hlavy a krku produkuji IL-10 i TGF-B, jejichz
prostfednictvim dochazi k potlaceni odpovédi efektorovych T lymfocytt (Bergmann
et al., 2008). Collison a kol. dale dokazali, ze Treg produkuji navic cytokin IL-35, ktery
je zodpovédny za snizenou schopnost efektorovych T lymfocyt proliferovat (Collison
et al., 2007). Velmi dulezitou molekulou branici rozvoji imunitni odpovédi na nador
je CTLA-4 exprimovana regula¢nimi T buitkami. Pfimou interakci Treg s APCs skrze
molekulu B7, vyskytujici se na povrchu DC, dochazi k produkci enzymu IDO (IDO;
Indoleamine 2, 3-dioxygenase), ktery degraduje esencialni aminokyselinu tryptofan.
Buiiky produkujici IDO jsou znamy svou schopnosti potlacit T-bunéénou odpoved
a navodit toleranci (Liu et al., 2009). Dalsimi mechanismy, diky nimz maji Treg
schopnost potlacit protinddorovou odpovéd’, jsou mimo jiné produkce adenosinu
a prostaglandinu E2 (Mandapathil et al., 2010) ¢i granzymu (Gondek et al., 2005).

Vzhledem Kk tomu, Ze pacienti s nadorovym onemocnénim nejsou vétsSinou plosné
imunosuprimovani, obecné se ve&ii, Ze regulatni T lymfocyty rozviji nejucinngjsi
potlaceni imunitni odpovédi pfimo v mist¢ naddoru. Proto musi byt pravdépodobné
do nadoru aktivné pfitahovany, aby mohly vykonavat optimalné svou inhibi¢ni funkci.
Za migraci imunitnich bun¢k do nadoru jsou nejcastéji zodpovédné chemokiny
produkované riznymi bunénymi typy. Ve vzorcich karcinomu ovaria byly zjistény
hladiny chemokinu CCL22, jez byly produkovany primarnimi nddorovymi buiikami
a makrofagy, a které byly zodpovédné za migraci Treg do mista nddoru prostfednictvim
receptoru CCR4 exprimovaném na regulacnich T lymfocytech (Curiel et al., 2004a;
Fialova et al., 2013) Migrace Treg prostfednictvim interakce CCL22-CCR4 byla
pozorovana také u pacientek s karcinomem prsu (Faget et al., 2011). Dalsim faktorem
podilejicim se na infiltraci nadoru regulacnimi T lymfocyty je ristovy faktor

pro endotelidlni bunky cév VEGF (VEGF; vascular endothelial growth factor),
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produkovany nadorovymi buiikami, nebot’ Treg exprimuji jeho receptory VEGFR2
(VEGFR2; vascular endothelial growth factor receptor 2) a Nrp-1 (Neuropilin-1)
(Bruder et al., 2004; Terme et al., 2013). Interakce VEGF-Nrp-1 vyvolala akumulaci
Treg v nadoru napiiklad u melanomového modelu (Hansen et al., 2012) Souc¢asné studie
vSak dokazuji, ze VEGF a Nrp-1 nemaji vliv pouze na migraci Treg, ale také na jejich
funkci. Role VEGF byla popséna v souvislosti se spusténim jejich proliferacni aktivity
(Terme et al., 2013) a Nrp-1 dokaze zprostiedkovat delsi interakci s nezralymi
dendritickymi bunikami (iDC; immature dendritic cells), vedouci k vyssi citlivosti
k omezenému mnozstvi antigenu, coz jim dava vyhodu oproti naivnim CD4+CD25-
T bunkam, které Nrp-1 neexprimuji (Sarris et al., 2008).

Jednou z prvnich studii popisujici negativni vliv Treg na prognoézu pacienta
je prace Curiela a kol. z roku 2004, ktera byla provedena na souboru 70 pacientek
s karcinomem ovarii (Curiel et al., 2004a). Poté nasledovalo nékolik studii s podobnymi
vysledky, jez ukazovaly, ze pfitomnost Treg je spojovdna se Spatnou prognodzou
pacientd (Hiraoka et al., 2006; Kono et al., 2006; Shimizu et al., 2010).

Navzdory témto vysledkim, zastoupeni Treg muze v nékterych piipadech
fungovat také jako pozitivni prognosticky faktor, coz bylo popsano naptiklad
u hematologickych malignit, jako je folikularni a Hodgkiniv lymfom (Carreras et al.,
2006; Tzankov et al., 2008), ale i u solidnich tumord, jako jsou nadory hlavy a krku
¢i kolorektalni karcinom (Badoual et al., 2006; Salama et al., 2009). V soucasnosti
mame dostatek informaci, abychom mohli fici, ze regula¢ni T lymfocyty brani rozvoji
ucinné protinddorové odpovédi u vétSiny typi nadord. K dne$Snimu dni existuje
jizn€kolik klinickych studii testujicich latky, které dokaZzi tyto supresorové bunky

eliminovat nebo alesponi potlacit jejich inhibi¢ni funkci.

4.1.4.2 Myeloidni supresorové bunky

Myeloidni supresorové bunky (MDSC; myeloid-derived suppressor cells) jsou
velmi heterogenni populaci sestavajici z nezralych makrofagli, granulocyti, DC
a dalsich myeloidnich bunék v ¢asnych fazich diferenciace. U zdravych jedinct
se nezralé myeloidni buiiky tvofi v kostni dfeni a jsou zahy diferencovany do zralych
myeloidnich buné€k, aniZ by ptisobily imunosupresivné. AvSak v disledku rGznych
patologickych stavil, jako jsou napiiklad nadorovd onemocnéni, infekce ¢i nékterad

autoimunitni onemocnéni, je jejich vyvoj ¢astecné potlacen, coz vede k expanzi této
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supresorové populace. Aktivaci MDSC dochazi ke zvySeni exprese imunosupresivnich
faktorti, jako jsou argindza (ARGI1) a indukovatelnd syntdza oxidu dusnatého (iNOS,
inducible nitric oxide synthase), zvySena aktivita NADPH oxidazového komplexu
a produkce oxidu dusnatého, reaktivnich forem kysliku a cytokinti (naptiklad TGF-p)
(Gabrilovich and Nagaraj, 2009).

MDSC byly popsany u experimentalnich mysi a u vétSiny pacientd s nadorovym
onemocnénim. SoucCasna data ukazuji, ze lidské MDSC sdili mnohé z funk¢énich
vlastnosti MDSC popsanych u mys$i. Piestoze jsou mysi MDSC dnes jiz dobie
definovény, u lidskych MDSC stale chybi panel specifickych znakd, ktery by je odlisil
od dalsich bun€k. To muze byt zpisobeno jejich vysokou plasticitou a heterogenitou,
kterd je pro né typickd. Fenotypové rozdily lidskych MDSC se mohou navic odrazet
i v rozdilnosti jednotlivych pacientd. VIiv mize mit naptiklad typ nadoru, stadium, vék
pacienta nebo pouze genetické rozdily, které jsou u lidi vétsi nez u laboratornich mysi.

MDSC postradaji na svém povrchu expresi znakl specifickych pro monocyty,
makrofagy nebo DC a jsou tvofeny mixem myeloidnich bunék s granulocytickou
a monocytickou morfologii (Youn et al., 2008). Zatimco u mysi je typicka exprese
znakd Grl a CD11, u lidi jsou MDSC nejcastéji definovany jako CD14-CD11b+ buiiky,
konkrétn€ji jako buiniky exprimujici klasicky myeloidni marker CD33 a zaroven
neexprimuji MHC molekulu II. tfidy HLA-DR, ktera je piitomna na zralych
myeloidnich a lymfoidnich bunkach (Almand et al., 2001).

MDSC se dé€li na dvé subpopulace, granulocytarni (g-MDSC) a monocytické
MDSC (m-MDSC). Granulocytarni MDSC jsou obecné oznaCovany jako
CD11b+CD15+, schybgjici expresi monocytického znaku CD14 a kostimula¢nich
molekul CD11a, CD80, CD86 a CD83 a molekuly HLA-DR. Monocytické MDSC jsou
definovany jako CD14+, CD11b+, s nizkou nebo zadnou expresi CD15 a HLA-DR.

Expanze MDSC je tzce spjata s jejich aktivaci. Nékteré studie ukazuji, ze jsou
VEGF a GM-CSF, casto spojované se zanéty, (faktor stimulujici rtst granulocytt
a makrofagi) asociovany s akumulaci MDSC, coz poukazuje na moznou souvislost
mezi zanétlivym prostiedim a expanzi MDSC. Dalsimi faktory schopnymi vyvolat
indukci MDSC jsou cyklooxygenaza-2 (COX2), prostaglandiny (PGE;), faktor
stimulujici rast makrofagti (M-CSF), IL-1PB nebo IL-6 (Gabrilovich and Nagaraj, 2009).

Zda se, Ze supresorova aktivita MDSC neni zavisld pouze na faktorech, které

vyvolavaji jejich proliferaci, ale také na téch, které napoméhaji jejich aktivaci. VétSinou
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jsou tyto faktory produkovany nadorovymi buiikami nebo aktivovanymi T lymfocyty,
jako jsou IFNy, IL-4, IL-13 a TGFp (Gabrilovich and Nagaraj, 2009).

Jejich supresorova aktivita je dana schopnosti potlacit efektorové funkce T bunék.
Historicky je piipisovana uc¢inku metabolismu L-argininu, ktery slouZi jako substrat pro
dva enzymy, INOS a arginazu. MDSC produkuji vétsi mnozstvi jak arginazy, tak iNOS
a jiz diive byl popsan uc¢inek téchto enzymi na inhibici T lymfocytli. Neméné
dalezitym faktorem jsou ROS. Vyssi produkce ROS MDSC byla popsana jako jeden
Z hlavnich znakG u pacientii s riznymi typy nadort a ukazalo se, ze pokud byla
produkce ROS narusena, doSlo k Gplné ztrat€¢ inhibi¢niho ucinku MDSC in vitro
(Kusmartsev et al.,, 2004). Recentngjsi studie vSak ukazaly, ze klicovym
mediatorem suprese je peroxynitrit (ONOO’). Peroxynitrit je produkt vznikly
chemickou reakci oxidu dusnatého s anionem superoxidu a je jednim z hlavnich
oxidantl v lidském téle, jehoZ zvySené mnozstvi je navic spojovano S progresi nadoru
(Ekmekcioglu et al., 2000; Nakamura et al., 2006). Mimoto MDSC dokazi snizit expresi
L-selektinu, ktery je nezbytny pro vycestovani naivnich T lymfocyti do lymfatickych
uzlin. Tim dochazi ke snizené aktivaci T lymfocytl, které nemohou migrovat
do lymfatickych uzlin, setkat se s nadorovymi antigeny a zahgjit tak efektivni imunitni
odpovéd’ (Hanson et al., 2009). Na zavér je tieba zminit schopnost MDSC ovliviiovat
funkci T lymfocytt prostfednictvim indukce regulacénich T bunék, ¢imz dochazi
K potlaceni imunitni odpovédi (Serafini et al., 2004).

U onkologickych pacientli ma imunosupresivni prostiedi zdsadni vliv na progresi
nadoru, coz muze zpusobovat zna¢na uskali v nadorové imunoterapii. Proto by se v
ramci imunoterapie mélo pomyslet i na postupy, kterymi se potlaci supresivni faktory,

jakymi jsou naptiklad pravé myeloidni supresorové bunky ¢i regulacni T lymfocyty.

4.2 Chemokiny a jejich tiloha v nadorovém mikroprostredi

Porozuméni mechanismim, které by mohly pfispivat k pfiznivému vyvoji
imunitni reakce, je zasadni pro vyvoj novych inovativnich terapii. K tomu je mimo jiné
nezbytné wurcit, které faktory jsou spojovadny s nadorovymi bunkami nebo
jak se imunitni odpovéd’ vyviji béhem progrese nadoru ¢i jeho 1é¢by.

Chemokiny a jejich receptory patii do superrodiny malych sekretovanych
molekul, které byly piivodné popsany pro jejich schopnost indukovat migraci leukocyti

(obr. 4). Dobie popsan je napiiklad Gcinek interakce receptoru CCR7 a jeho ligandd
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CCL19 a CCL21, kterou vyzaduji T lymfocyty pro vstup do lymfatickych uzlin
(Nakano and Gunn, 2001). Podobné je pro vstup B bunék do lymfatickych uzlin
nezbytny chemokin CXCL13 a jeho receptor CXCR5 (Muller et al., 2003). Chemokiny
podporujici atrahovani Th1 bunék se v kontextu protinddorové odpovédi povazuji spise
za prospésné. Prvni z chemokini popsany v souvislosti S vyvolanim protinadorové
imunity skrze pfilakani efektorovych T bunck byl chemokin CCL5 (RANTES). Existuji
vSak udaje, ve kterych jsou vysoké hladiny RANTES u pacientek s nadory prsu
a d¢lozniho Cipku spojovany s pokrocilym stadiem onemocnéni (Luboshits et al., 1999;
Niwa et al., 2001). Dalsimi chemokiny spojovanymi S infiltraci pamétovych
a efektorovych T bunék, a to zejména Thl lymfocytd, do nadorové tkané jsou
chemokiny CXCL9 a CXCL10. Tyto chemokiny jsou navic asociovany s del$im
celkovym bezptiznakovym prezitim pacienti s kolorektalnimi nadory (Mlecnik et al.,
2010). Chemokin, ktery ma pravdépodobné vliv na vyvoj prostiedi, které pfispiva
K rozvoji imunitni odpovédi v pozitivnim slova smyslu, je chemokin CCL21, ktery
ma schopnost atrahovat jak DC, tak naivni T lymfocyty (Ansel and Cyster, 2001)
a muize byt také chemoatraktantem pamétovych bunék (Sallusto et al., 1999).

Otazkou ziistdva, zda muze tento fenomén fungovat také u nadorovych bunék.
Skupina Mullera a kol. analyzovala expresi vSech chemokinovych receptort na prsnich
nadorovych buikéach, na nichZ zjistili vyznamnou expresi receptori CXCR4 a CCR7.
Dokazali, ze nadorové bunky odpovidaji na ligand receptoru CXCR4, CXCL12,
a ze protilatkou namitenou proti CXCR4 mohou blokovat metastazovani nddorové linie
MDA-MB-231, ktera bézn¢ metastazuje do plic a lymfatickych uzlin u zvifecich
modela (Muller et al., 2001). Velmi zajimava retrospektivni studie ukazala vyznamnou
korelaci receptoru CCR7 se schopnosti nadorovych bungk §ifit se do lymfatickych uzlin
pacientii s nemalobunéénym karcinomem plic (Takanami, 2003). Stejné tak Wang a kol.
prokazali korelaci exprese receptoru CCR7 s pritomnosti metastaz u pacientd s nadory
hlavy a krku (Wang et al., 2005).

Riizné retrospektivni studie dokladaji, Ze je exprese né&kterych chemokinovych
receptort (zejména CXCR4) spojovéna s horsi progndzou. Proto by se méfeni exprese
téchto receptorti ve vzorcich ziskanych z nadorové tkdné mohlo stat potencionalnim
biomarkerem agresivity rtiznych typu nadori. Tato informace by pak mohla pfispét

K vybéru vhodného 1é¢ebného piistupu urcitych pacientd s nadorovym onemocnénim.
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Obr. 4: Bunééné populace a chemokiny, které ovliviiuji nadorové mikroprostiedi
Upraveno dle (Fridman et al., 2012)
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5 DYNAMICKY VZTAH NADORU A IMUNITNIHO SYSTEMU,

IMUNOGENICITA NADORU

Funkci imunitniho systému je na jedné strané ucinné branit organismus proti
cizim a nebezpeCnym patogeniim, na druhé strané ale musi byt schopen rozpoznat
a tolerovat vlastni tkan¢. Zakladnim piedpokladem pro rozpoznani nadorovych bunék
je exprese nadorové specifickych, respektive snadory asociovanych antigent. Tyto
antigeny nadorové bunky v mensi ¢i vEétsi mife exprimuji a stavaji se tak potencialnim
cilem pro imunitni systém. Nicmén¢ se ukdzalo, ze nékteré¢ nadory, které nevytvorily
dostatek antigenné cizich proteinli, imunitni systém nerozpoznava jako cizi nebezpeci.
Navic se zjistilo, ze imunitni systém ovlivituje jak pocet nadorovych bunék, tak i jejich
imunogenicitu. Nadory rostouci v imunodeficitnich zvifatech byly totiz vice
imunogenni v porovnani s nadory rostoucimi v imunokompetentnich zvitatech (Dunn
et al., 2005). Tato hypotéza se nazyva ,,cancer immune editing“, nebo-li editace nadoru
imunitnim systémem. Popisuje boj imunitniho systému s nadory, jenz prochazi tfemi
fazemi — fazi eliminace, rovnovahy a tuniku (obr. 5). Nadory jsou nejcastéji
diagnostikované jiz ve fazi uniku, a tak dochazi k tomu, Ze jsou nadorové bunky

schopné vyhnout se kontrole imunitniho systému.
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Obr. 5: Hypotéza imunitniho dohledu
Upraveno dle (Smyth et al., 2006)
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Imunitni systém se rutinné setkavd s umirajicimi builkami bchem bézného
obménovani bungk, pii poranéni ¢i infekci. Musi proto existovat mechanismus,
na zéklad¢ kterého se rozlisi rizné formy bunécéné smrti, aby mohlo dojit ke spravné
eliminaci patogent a naopak, aby nedoslo k reakci vii¢i vlastnim slozkam, coz by mohlo
mit za nasledek rozvoj autoimunit. Klicovym bodem je proto porozumét, jak imunitni
systém urcuje, zda je bunééna smrt imunogenni (ICD; immune cell death), tedy
kdy je schopna vyvolat specifickou imunitni odpovéd, a kdy je tolerogenni,
pfi niz je vysledkem tolerance vici zabité buiice, ¢i zda se jedna o tzv. tichou smirt.

Tato otazka byla feSena pomoci dvou piistupti: zkoumanim signali, které jsou
produkovany umirajicimi bunikami a zkoumanim nasledkd, které rizné formy bunécéné
smrti zpisobuji. Prvni z pfistupii je zalozen na teorii, kdy rozpoznani molekul
oznaCovanych jako PAMPs (PAMPs; pathogen-associated molecular patterns)
imunitnimi bunkami urcuje rozdil mezi tichou a imunogenni bunéfnou smrti
(indukovanou patogenem). Nasledn¢ byl vsak predlozen koncept molekul
ozna¢ovanych zkratkou DAMPs (DAMPs; damage-associated molecular patterns) jako
vysvétleni potencidlni imunogenicity stresovanych ¢i umirajicich bunck. DAMPS
se uvolnuji z hynoucich bun¢k a indukuji imunitni odpovéd” vu¢i antigenim,
at’ uz je bunka nadorova, infikovana patogenem ¢i se jedna o autologni tkan. Je tedy
ziejmé, ze aby se jednalo o imunogenni buné¢nou smrt, musi pro stimulaci imunitnich
bunék dojit k uvolnéni téchto molekul (Green et al., 2009b).

Pokud se nddorovd bunka dostane do stresu, DAMPS se exprimuji na jejim
povrchu, ptipadné dojde k uvolnéni do mezibunécného prostoru v misté¢ nadoru. Tam
poté aktivuji rizné slozky imunity a obvykle dochazi k zahajeni protinadorové imunitni
reakce (Garg et al., 2010).

Imunogenni bunécnd smrt probiha v nékolika fazich. Nejdiive v prvnich hodinach
dochazi k translokaci chaperonového proteinu kalretikulinu (CRT; calreticulin)
(Panaretakis et al., 2009) a proteint tepelného Soku 70 a 90 (HSP; heat shock proteins)
z endoplasmatického retikula na bunéény povrch (Spisek et al., 2007). V dalsi fazi
dojde k sekreci adenosintrifosfatu (ATP; adenosintrifosfat) a na zavér k uvolnéni
nuklearniho proteinu HMGB1 (HMGBI; high mobility group box 1) do mezibunécného
prostoru (Apetoh et al., 2007). Tyto molekuly dokazi aktivovat buiiky imunitniho
systému, a to pfedev§im dendritické bunky, které jsou pak schopné zahdjit G€innou
imunitni odpovéd’ (Krysko and Vandenabeele, 2008). Dulezitost téchto molekul byla
prokazana v mnoha studiich (Fucikova et al., 2011; Fucikova et al., 2014; Krysko et al.,
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2012) a v soucasné dob¢ védci po celém svéte testuji nové terapeutické pristupy
zalozené na bazi zvySovani imunogenicity nadorovych bunék, které by mohly byt

slibnym krokem v 1é¢bé nadorovych onemocnéni.
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Obr. 6: Indukce protinadorové odpovédi imunogenni nadorovou buiikou
Upraveno dle (Adkins et al., 2014)
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6 MOZNOSTI IMUNOTERAPIE NADORU

6.1 Imunoterapie zaloZené na protilatkach

V soucasné dobé je rutinné k dispozici fada protinadorovych monoklonalnich
protilatek, jejichz mechanismy pusobeni zahrnuji znamé fyziologické funkce protilatek,
jako jsou opsonizace, aktivace komplementu, indukce apoptézy a nebo mechanizmus
znamy pod pojmem ADCC (ADCC; antibody dependent cellular toxicity), pfi kterém
dochazi prostfednictvim Fc receptorii k aktivaci fagocyti a NK bunck. Pro vyuziti
Vv klinické praxi je vSak nezbytné, aby byly ptivodné¢ mysi monoklonalni protilatky
o nejvice strukturné podobné protilatkam lidskym, tedy aby byly tzv. ,,humanizovany*,
¢imZ se minimalizuje imunogennost t&chto preparati. Uspéiné se klinicky pouZzivaji
naptiklad trastuzumab pfi 1é¢b¢ karcinomu prsu ¢i rituximab pro 1é¢bu lymfomd.

Ve fazi vyzkumu nebo klinickych studii je vSak cela fada dalSich (Redman et al.,
2015; Weiner et al., 2010).

Kromé samotnych monoklonalnich protilatek se testuji preparaty i v konjugované
formé¢, tedy v kombinaci s u¢innymi toxiny, radioizotopy nebo vysoce toxickymi léky
(ADC; antibody drug conjugates). V piipadé ADC dochazi nejprve k internalizaci
daného 1¢ku, jeho naslednému uvolnéni a posléze k 1yze nadorové bunky. Podstata
téchto preparati spociva v tom, Ze dana protildtka zanese toxické latky specificky
do mista nadoru, ¢imz by se mélo zabranit nespecifickému postizeni zdravych tkani.

Velké nad¢je se v poslednich letech vkladaji do vyvoje monoklonélnich protilatek
namifenych proti inhibi¢nim receptorim na T lymfocytech, pfedevsim CTLA-4 a PD-1
(tzv. checkpoint inhibitory). Pouzitim checkpoint inhibitort dochézi k ,,odblokovani*
T lymfocytd, které tim ziskaji zpét schopnost reakce proti nadorovym buikam.
V souéasné dob¢ je v pokro€ilych fazich klinickych studii naptiklad ipilimumab (anti-
CTLA-4) nebo nivolumab (anti-PD-1). Lécba checkpoint inhibitory je testovana
u vétsSiny solidnich nadort, ale i u hematologickych malignit. Bylo prokazano,
ze vyznamné zlepsSuje preziti u maligniho melanomu, nemalobunééného karcinomu plic
a karcinomu ledvin. Odpovéd’ na tuto 1é¢bu se vyznamné zvySuje s pouzitim kombinace
anti-CTLA-4 a anti-PD-1, kdy se eviduje odpovéd’ az u 50 % pacientt (Callahan et al.,
2014). Mimo tyto preparaty probiha klinické testovani také protilatek proti PD-L1 nebo
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dal§imu inhibi¢nimu receptoru LAG-3, ¢i preklinické studie zamétené na fadu dalSich
povrchovych receptord T lymfocyti (napiiklad Tim-3).

Dals§i moznosti pro vyuziti protilatek v klinické praxi jsou uméle konstruované
bispecifické monoklonalni protilatky. Jedno jejich vazebné misto reaguje s nadorovym
antigenem, zatimco druhé se vaze na nékterou molekulu na povrchu T ¢i NK bungk,
¢imz dochdzi k uméle navozenému kontaktu mezi nadorovou buiikou a nespecifickym
T lymfocytem a k aktivaci jeho cytotoxickych mechanismi, které vedou k usmrceni
nadorové buiky. Prvnim piipravkem schvalenym FDA (Food and Drug Administration)
je blinatumomab, protilatka namifena proti CD19/CD3, urcena pro l1écbu refraktorni

B bunééné akutni lymfoidni leukémie (Wu et al., 2015).

6.2 Imunoterapie zaloZené na buikami zprostifedkovanych

mechanismech

Jednim z moznych mechanismi, jak pomoci bun€k aktivovat protinadorovou
imunitu, je adoptivni T bunétny transfer. V principu jde o namnozeni a aktivaci
T lymfocytd ex vivo, které jsou ziskavany z periferni krve ¢i pfimo z nadorové tkané
pacienta, a jejich vraceni zpét pomoci nitrozilni infuze (Rosenberg and Restifo, 2015).
Jde bud o tzv. LAK buiky (LAK; lymphokine-activated Killer cells) nebo TILs.
V prvnim pfipadé se in vitro namnozi velké mnozstvi lymfoidnich bun¢k, které
se nastimuluji pomoci interleukinu 2 a takto stimulované buiky se vrati zpét
do pacientova ob&éhu. U nékterych pacientil je rist nadoru alespon ¢astecné potlacen
(Rosenberg et al., 1985). V piipadé TILs se bunky ziskaji izolaci T lymfocyt z nadoru.
Tyto lymfocyty by mély byt jiz nadorové specifické. Ty jsou vSak pravdépodobné
utlumené samotnym nadorovym mikroprostiedim, a tak by mohla stimulace cytokiny
tento problém castecné vytesit.

Dalsi metodou zalozenou na podobném principu, ale zfejm¢ mnohem ucinngjsi,
je podavani geneticky in vitro modifikovanych bungk, tzv. CAR bunék (CAR; chimeric
antigen receptor). Do nich je in vitro, naptiklad za pomoci retroviru, vloZzen konstrukt,
ktery obsahuje extracelularni c¢ast (vétSinou v podobé protilatky) a intracelularni
signalizacni doménu, ktera zajisti aktivaci efektorovych funkci T lymfocytu. Po jejich
invitro namnozeni se ziskd libovolny pocet cytotoxickych lymfocytl, které

rozpoznavaji dany nadorovy antigen. Vysledkem je tedy populace bunck, které

.....
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klinickych studii zalozenych na tomto principu byly dosazeny napiiklad pomoci
chimérickych  receptori  proti  povrchovému antigenu CD19 u pacientd
s hematologickymi malignitami (Chen et al., 2015).

Jiz n¢jakou dobu se ve snaze indukovat imunitni odpovéd’ proti specifickym
nadorovym antigenim testuji také rtzné druhy nadorovych vakcin. Jako jedna
z moznosti se jevi vyuziti dendritickych bunék. Ty se jako U¢inné buiiky prezentujici
antigen kultivuji s nddorovymi antigeny, které mohou byt naptiklad ve formé lyzatu
nadorové tkan¢ nebo apoptotickych nadorovych bunck. Takto pfipravené buiky
se injikuji pacientovi, Vnémz pak stimuluji autologni T lymfocyty k protinddorové
odpovédi. Jedinou pro praxi prozatim schvalenou vakcinou tohoto typu je Sipuleucel-T,
indikovany pro 1é¢bu metastatického karcinomu prostaty (Anassi and Ndefo, 2011).
Dalsi obdobou jsou peptidové vakciny, pii nichz 1ze pomoci synteticky pfipravenych
peptida in vitro nebo in vivo stimulovat protinadorové T lymfocyty a tim aktivovat
imunitni odpovéd’ proti nadoru. Jejich nevyhodou je vSak HLA-restrikce, coz v praxi
znamena, ze muze byt pouZita pouze u pacientu s vhodnou alelickou formou HLA
molekul.

V neposledni tad¢é je potfeba zminit pfistup, ktery je zaloZzen na vyuziti virt
selektivné napadajicich nadorové bunky, tzv. onkolytickych virG. Jsou to viry
modifikované pomoci genového inZenyrstvi, které se replikuji v nddorovych bunikéach
alyzuji je. V bunkach zdravych tkani se tyto viry nemnozi. Selektivity viru
pro nadorové buinky lze docilit odstranénim ¢i zablokovanim genli nezbytnych
k replikaci viru v normalnich bunikach. Byly vSak popsany i viry, které maji specificky
onkolyticky ucinek bez genové modifikace. Infekce témito pfirozenymi viry jsou
vétSinou asymptomatické nebo pisobi onemocnéni s velmi mirnym prib&hem.
Ptikladem je reovirus obsahujici dvouvlaknovou RNA, ktery normalné infikuje travici
adychaci trakt, vétSinou bez ptiznakli onemocnéni. Mize vSak infikovat a nicit
nadorové bunky s mutovanym nebo aktivovanym genem z rodiny Ras (Smith and
Chiocca, 2000).

V poslednich 20 letech byl zaznamendn nesmirny pokrok v imunoterapii nadord,
ktery byl umoZznén tim, ze byly pochopeny nékteré z komplexnich vztahii mezi nadorem
a imunitnim systémem. Tim zacalo testovani novych modalit umoZiujicich ovlivnéni
protinddorové odpovédi a zda se, Ze nékteré imunoterapeutické postupy mohou jiz brzy
pfinést alesponn u nckterych onemocnéni zna¢né benefity a doplnit tak 1écbu

standardnimi metodami jako je radioterapie nebo chemoterapie.
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7 CILE PRACE

Predchazejici teoreticka cast této dizertatni prace shrnuje soucasné poznatky

v oblasti nadorové biologie zhlediska komplexniho pohledu na nadorové

mikroprostiedi, se zaméfenim na imunitni systém a jeho tlohu v obrané proti nadorim.

Problematika, ktera je feSena v této dizerta¢ni praci byla shrnuta do ¢tyf tématickych

celku:

Zhodnoceni dynamiky imunitni odpovédi u pacientek s karcinomem ovaria

Hypotéza: U pacientek s ovaridlnim karcinomem dochdzi béhem progrese
onemocnéni k dynamickému posunu od aktivni protizanétlivé odpovédi smérem
K imunosupresivni odpovédi.

Porovnani infiltratu imunitnich bunék u HPV-indukovanych a HPV-
neindukovanych nadora hlavy a krku

Hypotéza: U pacientli s nadory hlavy a krku, které jsou indukovany HPV virem,
je odlisny imunitni infiltrat oproti HPV-negativnim pacientim, ktery vyznamné
ovliviiuyje jejich prognozu.

Vyuziti vysokého hydrostatického tlaku pro navozeni imunogenni bunééné
smrti u lidskych nadorovych bunék

Hypotéza: Vyuziti vysokého hydrostatického tlaku je novou modalitou, kterou
lze navodit imunogenni bunéénou smrt u nadorovych bunék, a tim vyvolat
efektivni protinadorovou imunitni odpovéd'.

Porovnini exprese antigeni na primarnich nadorovych buiikach
karcinomu ovaria a nadorovych liniich pro piipadné vyuziti
V imunoterapeutickych protokolech

Hypotéza: Pro vyvoj imunoterapeutickych protokolt zaloZenych na bazi
dendritickych bunék je mozné nahradit primarni nadorové bunky komeréné

dostupnymi ovaridlnimi nadorovymi liniemi.
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8 SEZNAM POUZITYCH METOD

Nize je uveden seznam metod, které byly pouzity pro piipravu publikaci

uvedenych v této dizertacni praci.

Buiky

e Piiprava dendritickych bunék + pulzace oSetfenymi nddorovymi buiikami.

Bunécné kultury

e Prace s nadorovymi liniemi.

Cytokiny/chemokiny

e MILLIPLEX cytokinovy/chemokinovy kit (Luminex);
e Quantibody Array Kit.

HPV typizace

Kvantitativni PCR v realném case

Mikroskopie

e Imunofluorescence;

Nativni tkan a periferni krev

e Mechanické a enzymatické zpracovani nadorové tkang;
e Zpracovani periferni krve — Ficoll Paque.

Prutokova cytometrie

e Imunofenotypizace, detekce cytokint;
e Detekce imunogennich molekul;

e Detekce apoptozy.

Western blot

e SDS-PAGE.
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9 VYSLEDKY A DISKUSE

Vysledky této prace byly shrnuty do ¢tyf publikaci. V nasledujici kapitole jsou
tyto publikace uvedené ve formé, ve které byly otistény v zahrani¢nim tisku. Komentar
predchazejici kazdé publikaci shrnuje a diskutuje zasadni vysledky prace a hodnoti

jejich vyznam.

9.1 Priloha 1: Dynamika T bunék infiltrujicich do nadoru béhem

progrese onemocnéni pacientek s ovarialnim karcinomem

Nador ovarii patii mezi jedno z nejcastéjSich nadorovych onemocnéni u zen,
vyznadujici se $patnou prognézou a vysokou mortalitou. Spatna prognéza je dana
70 % pacientek diagnostikovano v pokrocilém stadiu onemocnéni. Piestoze konvencni
1écba vede ve vétsiné piipadli k vyrazné redukci nddorové masy, u vétSiny pacientek
dochazi b&éhem 2-5 let Kkrelapsu onemocnéni, ktery je zpusoben zbytkovymi
nadorovymi buiikami rezistentnimi k chemoterapii. Vyzkumy poslednich let ukazuji,
ze ptitomnost bunc¢k imunitniho systému v nadorové tkani ma vyznamny vliv
na progndézu onemocnéni. Piesto existuje velmi malo udaji o dynamice protinadorové
imunitni reakce ptimo v nadorové tkani béhem progrese onemocnéni.

V préaci jsme studovali charakteristiku infiltratu bunék imunitniho systému
v nadorové tkani pacientek s karcinomem ovaria Vv riznych stadiich onemocnéni
a zaroven jsme sledovali zastoupeni téchto bunék v periferni krvi pacientek. Abychom
zjistili, zda T lymfocyty infiltrujici do nadoru vznikaji in situ, nebo jsou do mista
nadoru atrahovany z periferie, méfili jsme koncentraci riiznych chemokinl
v supernatantech z bunék nadorové tkané.

Z nasich vysledkt vyplyva, Ze Casna stddia onemocnéni jsou charakterizovana
zvySenym poctem Thl7 lymfocytl, zatimco ve stadiu II jsme pozorovali narGstajici
pocet Thl bun€k. V pokrocilych stadiich onemocnéni (stadia III-1V) jsme detekovali
vyrazné zastoupeni funkénich Helios+ regulacnich T lymfocyti, spolu se zvySenym
vyskytem makrofagli a myeloidnich DC. Z analyzy cytokinového a chemokinového
profilu jsme zjistili pozitivni korelaci poétu Treg s produkci chemokinu CCL22, ktery
je znam jako chemokin atrahujici regulacni T lymfocyty. Abychom podpofili nasi

hypotézu, ze jsou Tregs aktivné rekrutovany do mista nadoru, meéfili jsme expresi
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CCR4, receptoru pro chemokin CCL22. Detekovali jsme vyznamné nizsi expresi CCR4
u Tregs izolovanych znadorové tkané, v porovndni s cirkulujicimi regula¢nimi
T lymfocyty. Dale jsme zjistili, Ze produkce CCL22 nadorovymi buitkami byla vyrazné
zvysena po stimulaci [FNy.

Zvysledktt vyplyva, ze vpribéhu progrese karcinomu ovaria dochézi
K postupnému snizeni prozanétlivé Th17 a Thl imunitni odpovédi a dochazi
ke specifické migraci regulatnich T lymfocytd do nadorové tkané. Migrace
je zprostiedkovana chemokinem CCL22, ktery je v zanétlivém prostiedi produkovan
nadorovymi buitkami. Tento proces vede v pokrocilych stadiich karcinomu ovaria

k silné imunosupresi v nadorovém mikroprostiedi.
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9.2 Priloha 2: Rozdilny vzorec imunitnich bunék infiltrujicich do
nadoru u pacienti S HPV-asociovanymi a HPV-negativnimi

nadory hlavy a krku

Infekce lidskym papillomavirem se v poslednich nékolika letech povazuje
za jeden z nejvyznamnéjSich rizikovych faktort zpusobujicich nadory hlavy a krku
(HNSCC; head and neck squamous cell carcinoma), zejména pro karcinom orofaryngu.
Dnes je znamo vice nez 100 kmentt HPV, ale za primarni pfi¢inu vzniku HNSCC
je zodpovédny pievazné vysoce rizikovy kmen HPV 16. Pacienti s HPV-pozitivnimi
nadory, pfestoze maji Castéji metastatické postizeni mistnich lymfatickych uzlin, a tedy
pokrodilejsi stadia, odpovidaji 1épe na chirurgickou 1écbu, chemoterapii i radioterapii.
Dosavadni data se shoduji na tom, Ze HPV-pozitivni a HPV-negativni nadory jsou dvé
rizné entity a dosud neni zcela jasné, jaké faktory jsou zodpovédné za lepsi progndzu
HPV-pozitivnich nadort. Za jeden z hlavnich faktori se dnes povazuje charakter
imunitni reakce. Nejedna se vSak o rozdily v chovani HPV-pozitivnich a HPV-
negativnich nddorovych buné€k, ale klinickd odpovéd’ je pravdépodobné vyvoldna
aktivaci imunitniho systému proti HPV-specifickym antigenim. Soucasné znalosti
nadorové imunologie ukazuji, Zze ackoliv se protinddorové odpoveédi ucastni rizné
populace imunitnich bunék, nejvetsi vyznam se dnes piikladd populacim efektorovych
T lymfocyta.

V této praci jsme si kladli za cil charakterizovat infiltrat imunitnich bunék, jako
jsou APC, naivni T lymfocyty, regula¢ni a efektorové T bunky, ale také hladiny
cytokinl a chemokinti v nadorové tkani, a to s ohledem na HPV status. Nase vysledky
potvrdily vyznamny rozdil v povaze imunitni odpovédi HPV-pozitivnich v porovnani
S HPV-negativnimi néadory. HPV-pozitivni vzorky vykazovaly signifikantné vyssi
zastoupeni imunitnich bunék, a to zejména CD8+ T lymfocytl, které byly schopné
produkovat [FNy a IL-17, dale myeloidnich DC a vyssi hladiny prozanétlivych cytokini
a chemokini.

HPV-pozitivni nadory vznikaji na podklad€ chronické virové infekce, kterd
se z doposud nejasnych piic¢in vymkla kontrole imunitniho systému. Jednim z moZnych
vysvétleni muze byt dlouhodoba expozice virovym antigenim, ktera vede k aktivaci

inhibicnich a  regulacnich mechanismi a ke zméné funkéniho stavu
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imunokompetentnich bun¢k. Vycerpané ¢i funkéné zablokované lymfocyty nedokazi
eliminovat virem infikované buiky a mutze dochazet kreplikaci viru. Ukazalo se,
7e tyto dvé skupiny nadoru se 1isi také v expresi regulacnich gent, které jsou spjaty
s fenotypem vycerpanych bunék, PD-1 a Tim-3. U HPV-pozitivnich nadort jsme
detekovali signifikantné vyssi expresi PD-1, a pokud jsme ji vztahli k expresi CD45,
nebot’” PD-1 i Tim-3 jsou molekuly exprimované pfevazn¢ imunitnimi bunkami,
exprimovaly HPV-pozitivni nadory vyrazn¢ méné¢ Tim-3. Tyto vysledky odpovidaji
datim nékterych dalSich skupin, ve kterych autofi potvrdili asociaci PD-1+ HNSCC
nadord S lepsi progndzou onemocnéni.

Nase vysledky prispivaji k hypotézam poukazujicim na fakt, ze vysoké zastoupeni
infiltryjicich imunitnich bunck miize byt kliCovym faktorem, ktery ma zasadni vliv
na vyznamné lepsi prognéozu HPV-pozitivnich pacientll. Imunitni profilovani HNSCC
nadord s ohledem na jejich HPV status by tak mohlo byt vyznamnym prognostickym

nastrojem vyuzitelnym pro vyvoj novych inovativnich pfistupti v oblasti imunoterapie.
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9.3 Priloha 3: Vyuziti vysokého hydrostatického tlaku k navozeni

imunogenni bunééné smrti u lidskych nadorovych bunék

Ze soulasnych studii vyplyva, ze bunénou smrt nadorovych bunék
Ize z imunologického hlediska rozdé€lit na imunogenni a neimunogenni. Typ buné¢né
smrti neurcuje, zda jde o imunogenni smrt, rozhodujici je vliv podnétu, ktery bunécnou
smrt navodi. ICD je charakterizovana expresi molekul tepelného Soku, HSP70 a HSP90,
a kalretikulinu. Déle dochéazi k aktivni sekreci ATP a pasivnimu uvolnéni HMGBI1
do extracelularniho prostoru. Pokud se burika dostane do stresu, dochazi k expresi
téchto molekul na bunééném povrchu, respektive k jejich uvoliiovani do mezibuné¢ného
prostoru, coz je podnét pro aktivaci riznych slozek imunity a vétSinou tak dochazi
k zahajeni protinadorové imunitni odpovédi.

V na$i praci jsme se zaméfili na testovdni nové modality pro navozeni ICD
u lidskych nadorovych bunék, vysokého hydrostatického tlaku (HHP; high hydrostatic
pressure). HHP indukoval velmi rychle translokaci HSP70, HSP90 i kalretikulinu
nabunéény povrch a zaroven uvolnéni ATP a HMGBI1. Diéle jsme dokazali,
ze pulzovani DC nadorovymi bunikami oSetienymi HHP vedlo k rychlejsi fagocytoze,
maturaci a sekreci cytokinii dendritickymi bunikami. Navic DC pulzované takto
oSetfenymi nadorovymi buiikami dokazaly indukovat nadorové-specifické T lymfocyty
a naopak velmi nizké hladiny regulacnich T lymfocytd. Dulezité bylo zjisténi,
ze pomoci HHP byly indukovéany také klicové faktory apoptotické drahy aktivované
stresem, jako je produkce volnych kyslikovych radikal, fosforylace transla¢niho

V této praci jsme na spektru lidskych nadorovych linii 1 primarnich nadorovych
bunkach otestovali v in vitro pokusech vysoky hydrostaticky tlak, jako potencialni
techniku pro navozeni ICD. HHP-indukovana bunééna smrt splituje vSechna kritéria
ICD, podobné jako naptiklad néktera chemoterapeutika. OSetieni bunék pomoci HHP
je standardizovatelné a snadno pieveditelné do GMP podminek (GMP; good
manufacturing practice — spravna vyrobni praxe). V nasich laboratofich se dnes HHP
vyuziva pro piipravu imunogennich nadorovych bunék a je zaclenén do vyrobniho
protokolu imunoterapeutické vakciny zaloZzené na bazi DC v klinickych studiich faze

I1a Il pro karcinom prostaty, ovarii a plic.
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9.4 Priloha 4: Exprese antigeni na primarnich nadorovych buinkach
karcinomu ovaria v porovnani s lidskymi ovarialnimi nadorovymi

liniemi

Chirurgickd 1écba a chemoterapie predstavuji zdkladni 1é¢ebny postup
pro pacientky s ovarialnim karcinomem. I piesto, Ze vice nez 80 % pacientek odpovida
na 1é¢bu piiznivé, kvuli pfitomnosti malého po¢tu bunék rezistentnich k chemoterapii
(tzv. minimalni rezidualni nemoc), vétSina pacientek prod¢la béhem 2-5 let relaps
onemocnéni. Z tohoto divodu by aktivace protinadorové imunitni odpovédi mohla
predstavovat dopliujici 1écebnou modalitu, kterd by mohla vést ke stabilizaci nebo
zpomaleni nadorového ristu pravé ve stadiu minimalni reziduélni nemoci.

V nasi praci jsme se zaméfili na detekci 21 vybranych nadorovych antigent
na primarnich ovarialnich nadorovych butikach izolovanych z nddorové tkdné a tuto
expresi porovnali s antigennim profilem ¢tyf vybranych ovaridlnich nadorovych linii
(OV-90, SKOV-3, OVCAR-3, CAOV-3), s cilem identifikovat vhodnou linii, popiipadé
jejich kombinaci, pro vyuziti v imunoterapeutickych protokolech zaloZenych na bazi
dendritickych bunck. Zaroven jsme sledovali hladiny protilatek v séru proti témto
nadorovym antigentim.

Zjistili jsme velkou variabilitu v expresi antigent jak u primarnich bungk,
tak u nadorovych linii. Vice nez 90 % vzorkll z nadorové tkané vSak exprimovalo
CA125, FBP, EPCAM a MUC-1 a zvySené hladiny Her-2/neu, podobné jako nadorova
linie OVCAR-3. Kombinace OV-90 a OVCAR-3 ukazala nejvyssi piekryv
exprimovanych antigeni S expresi antigend testovanych pacientek.

Variabilita v expresi nadorovych antigenti ukazuje na nutnost vyuziti pfistupu
pulzace DC celymi nadorovymi bunkami, coz umozni indukci protinadorové imunitni
odpovédi proti Sirokému spektru antigent, a tim zvysi potencidl pfipadné imunoterapie

pro pacienty s riznymi typy nadorovych onemocnéni.
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10 SOUHRN

Vznik a progrese nadoru se velmi lisi v zavislosti na typu nadoru, jeho lokalizaci,
invazivité, imunogenicit¢ a z velké casti také na schopnosti aktivace imunitniho
systétmu. Dochéazi k Cetnym interakcim mezi nadorovymi bunkami a bunkami
imunitniho systému, at’ jiz lokalné v misté vzniku primarniho nddoru, nebo cestou
pusobeni riznych medidtorti a cytokinl. V této dizertacni praci je diskutovano, jakym
zptisobem dokaze imunitni systém kontrolovat a regulovat rist nadorovych bunék
a jaky vliv ma nedostate¢na imunitni odpoveéd’ na progndzu pacienta.

Hlavnim pfedmétem této prace bylo studium klicovych slozek a aspekti imunitni
odpovédi U pacientd s nadorovym onemocnénim.

Analyzovali jsme zastoupeni bunék imunitniho systému v jednotlivych stadiich
onemocnéni pacientek s karcinomem ovaria. V této praci jsme si kladli za cil sledovat
dynamiku imunitni odpovédi, a to pfevazné v kontextu zastoupeni jednotlivych populaci
T lymfocytd v periferni krvi a T lymfocytt infiltrujicich do nadoru v Casnych
a pokrocilych stadiich onemocnéni. Zjistili jsme, ze v prubéhu progrese karcinomu
ovaria dochazi k postupnému snizeni prozanétlivé Th17 a Thl imunitni odpovédi
a dochézi ke specifické migraci regulacnich T lymfocyti do nddorové tkané, jejimz
dasledkem je silnd imunosuprese v nddorovém mikroprosttedi. Tato data upozoriuji
na fakt, ze pro pfipadnou imunoterapii je tieba zvazovat nejen piistupy zaloZené
na aktivaci imunitniho systému, ale také nutnost potlacit imunosupresivni prostredi.

Prokéazali jsme, Ze povaha imunitni odpovédi u pacienti s HPV-asociovanymi
nadory hlavy a krku se vyrazné li§i od pacientii, jejichz nddory nejsou indukovany
virovou infekci. U HPV-pozitivnich pacientii jsme zjistili vyznamné vyssi zastoupeni
bun¢k imunitniho systému Vv naddorové tkani, a to prevazné¢ CD8+ T lymfocyti. Tyto
bunky vykazuji vyssi potencial k aktivaci, coz jsme prokézali produkci cytokinli IFNy
a IL-17. U HPV-pozitivnich pacientii jsme navic detekovali niz§i mRNA expresi genu
Cox-2 a vyssi expresi genu PD-1. Vysledky této prace ptispivaji k hypotézam, ze HPV-
pozitivni a HPV-negativni nadory jsou dvé zcela rozdilné entity a je tiecba detailnéji
objasnit, které faktory ptispivaji k lepsi prognéze HPV-pozitivnich pacientt.

Studovali jsme moznost vyuziti vysokého hydrostatického tlaku pro navozeni
imunogenni bunééné smrti u lidskych nadorovych bunék. Dokazali jsme, ze pulzovani
DC néadorovymi buiikami oSetfenymi HHP vedlo k rychlejsi fagocytéze, maturaci

a sekreci cytokini dendritickymi bunikami. Navic DC pulzované takto oSetfenymi
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nadorovymi buitkami dokézaly indukovat nadorové-specifické T lymfocyty a naopak
velmi nizké hladiny regula¢nich T lymfocyti. Tato prace Se stala stavebnim pilifem,
najehoz podkladé vznikla moznost vyuziti vysokého hydrostatického tlaku
pro standardizovanou pfipravu imunogennich bunék s jejich naslednym uplatnénim
ve vyrobnim protokolu imunoterapeutické vakciny zalozené na bazi DC.

Zjistili jsme velkou variabilitu v expresi antigentt jak u primarnich bunék
karcinomu ovaria, tak u buné¢nych linii odvozenych od ovarialnich nadori. VétSina
vzorkt ziskanych z nadorové tkan¢ exprimovala CA125, FBP, EPCAM a MUC-1
a zvySené hladiny Her-2/neu, podobné jako naddorova linie OVCAR-3. Ukazali jsme, ze
kombinace linii OV-90 a OVCAR-3 vykazuje nejvyssi piekryv exprimovanych
antigenu s antigeny naméfenymi u pacientek a mohla by tak byt vyuzita pro vyvoj

imunoterapeutickych protokoli.
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11 SUMMARY

Cancer development and progression vary depending on tumor type, localization,
invasion, immunogenicity and the ability of immune system to become activated. There
are frequent interactions between tumor cells and immune cells, occuring locally
at the site of primary tumor or distally through paracrine signalling of various mediators
and cytokines. This PhD thesis examines how the immune system is able to control
and regulate tumor cell growth and how the insufficient immune response can effect
patient’s prognosis.

The main subject of this PhD thesis is to study key factors and aspects of immune
response in cancer patients.

In the first part, we analyzed immune cells infiltrating tumor tissues of ovarian
cancer patients at different stages of disease. We focused on the dynamics of immune
response, primarily on frequency of individual T lymphocyte populations in peripheral
blood and tumor infiltrating T lymphocytes in tumors of early and advanced stages
of ovarian cancer. We found that during disease progression there is a gradual decrease
of proinflammatory Th17 and Thl immune responses and a specific recruitment
of regulatory T cells to the tumor site, which results in a significant immune suppression
in the tumor microenvironment. These data support the idea that immunotherapeutic
approaches based on the immune system activation should be accompanied with
inhibition of immunosuppressive milieu.

In the second part, we demonstrated that the character of immune response
in HPV-positive head and neck cancer patients is very different from the patients with
tumors not associated with HPV infection. In HPV-positive patients, significantly
higher frequency of immune cells, predominantly CD8+ T cells, is observed
in the tumor tissue. These cells seem to have a higher potential for activation
as confirmed by IFNy and IL-17 production. Furthermore, patients with HPV-positive
tumors had significantly lower expression of Cox-2 mRNA and higher expression
of PD1 mRNA compared to HPV-negative tumors. These data suggest hypothesis that
HPV-positive and HPV-negative tumors are two completely different entities with
a need to clarify factors involved in better prognosis of HPV-positive patients.

Additionally, we studied the possibility of using high hydrostatic pressure
to induce immunogenic cell death in human tumor cells. We confirmed that loading

of dendritic cells with HHP-treated tumor cells leads to more rapid rate of phagocytosis,
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maturation and cytokine secretion by dendritic cells. Moreover, dendritic cells pulsed
with HHP-treated tumor cells induced tumor-specific T lymphocytes, but very low
levels of regulatory T cells. This work has become the basis for the use of HHP
in standardized preparation of immunogenic tumor cells and their subsequent
application in the manufacturing protocol of immunotherapeutic DC-based vaccine.
Lastly, we observed high variability in expression levels of tumor-associated
antigens in both primary ovarian tumor cells and established ovarian tumor cell lines.
Most of the primary tumor samples expressed very high levels of CA125, FBP, EPCAM
and MUC-1 and elevated levels of Her-2/neu, which is similar to expression
in OVCAR-3 cell line. The combination of OV-90 and OVCAR-3 cell lines shows
the highest overlap of expressed antigens with tumor antigens expressed in patients
samples. This data suggests that these cell lines might be a valuable source of tumor

antigens for development of immunotherapeutic protocols.
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12 ZAVER

Ptesto, ze soucasna uroven védeckého poznani v oblasti imuno-onkologie jesté
nedokdze na mnohé otdzky davat dostaCujici odpovédi, imunitni systém
by se do budoucna mohl stat idealni protinddorovou zbrani, protoZe je velmi rozmanity.
Je to dynamicky systém, pro jehoz fungovani je zasadni, aby se dokazal adaptovat
areagovat na zmény prostiedi, jedin¢ tehdy mtize byt protinadorova odpoveéd’ Gc€inna.
Poslednich né¢kolik let se ukazuje, Ze imuno-onkologické pfistupy se intenzivné rozviji.
Spolu s pribyvajicimi znalostmi o tom, jak je imunitni systém regulovan, se objevuji
dalsi a dalsi moznosti, jak potencidl imunitniho systému pii protinadorové terapii

vyuZzit.
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