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1 Abstrakt

Lécba nadorovych onemocnéni za posledni pul stoleti prosla dramatickou zménou. Zakladem lécby
vétsiny nadorovych onemocnéni je Iécba chirurgicka. Alternativou lokalni terapie je v nékterych
pripadech radioterapie. Metastazujici nddory jsou onemocnénim systémovym a vyzaduji proto Ié¢bu
chemoterapii, ¢i jinou systémovou |éCbu, napf. imunoterapii v pfipadé karcinomu ledviny, nebo
novéjsi Iécbu biologickymi preparaty. | tak v mnoha pfipadech jsou tyto mozZnosti nedostatecné, a je
proto nutné mit moznost pacientim nabidnout jinou, nejlépe cilenou IéCbu ,Sitou na miru“. S
rozvojem védy v této oblasti v poslednich 15 letech, jeZ vychazeji z nejnovéjsich védeckych poznatkd,
se objevuji klinické studie, které maji za cil obnovit imunitni reakci vi¢i nddorovym burikdam a
pripadnou nddorovou tkan z téla eliminovat. Nicméné pro vyvoj G¢innych imunoterapeutickych
vakcin je nutné predevsim pochopit interakce jednotlivych nadorl s imunitnim systémem. V prvni
Casti prace se vénuiji pfipravé vakciny z dendritickych bunék u pacientd s karcinomem ovaria a
prostaty. In vitro jsme prokazali schopnost diferenciace dendritickych bunék z perifernich
mononukledrl pacientl s obéma typy nadoru, schopnost pulzace dendritickych bunék apoptotickymi
nadorovymi burikami, v ptipadé karcinomu ovaria autolognimi nddorovymi burikami, u karcinomu
prostaty burikami nadorovych linii LNCap a DU145. Maturované pulzované dendritické buriky
exprimovaly maturacéni znaky CD83, kostimulaéni molekuly CD80 a CD86 a produkovaly dilezité
cytokiny. Takto pfipravené dendritické burky indukovaly specifickou T lymfocytarni odpovéd. V dalsi
fazi prace se vénuji praktické ptripravé vakciny z dendritickych bunék u pacienta s karcinomem
prostaty a jeji optimalizace v GMP podminkach. Jako nejvhodné;jsi médium pro kultivaci v GMP
podminkach se ukazalo Cell Gro, maturace dendritickych bunék pomoci poly I:C vedla k nejvétsi
zkousenych maturacnich Cinidel. Prakticky jsme pak vyzkouseli aplikaci a efekt vakciny u pacienta

s metastatickym karcinomem prostaty. V posledni ¢asti prace se vénuji studiu nadorového infiltratu u
pacientl s karcinomem ledviny a jeho korelaci se stadiem onemocnéni. V pozdnich stadiich jsme
pozorovali vyssi zastoupeni neutrofil(l a nizsi pocet plasmacytoidnich dendritickych bunék.
Zastoupeni regulacnich T lymfocytl v infiltratu ani periferni krvi nebyl zavisly na stadiu nadorového
onemocnéni, nicméné pacienti méli oproti zdravym kontroldm pocty regulaénich T lymfocytl v
periferni krvi zvySené. Tyto vysledky naznacuji zménu interakce imunitniho systému s nddorovymi
burikami v zavislosti na stddiu onemocnéni, coz mize v budoucnu ovlivnit vyvoj protinddorové
imunoterapie a jeji vhodné nacasovani.

Klicova slova: karcinom ovaria, karcinom prostaty, karcinom ledviny, nadorovy infiltrat, dendritické
bunky, regulacni T lymfocyty, neutrofily, imunoterapie, vakcina



In the last 50 years, the treatment of tumors has gone through a dramatic change. Surgery is still the
basic treatment for most of the tumors. Alternatively localized tumors can be treated by
radiotherapy. Metastatic tumors are systemic diseases and require chemotherapy or other forms of
systemic treatment, e.g. immunotherapy in case of renal cancer or other forms of biological
treatment. In spite of all new treatment methods which may eventually fail it is necessary to develop
brand new approaches to treat cancer patients. In the last 15 years we can observe many clinical
studies which focus on recovery of immune reaction against tumor cells and possibly tumor
elimination. However, at first it is necessary to understand the interaction of immune system with
tumor cells so that effective vaccines are developed. In the first part of this work, | focus on the
preparation of dendritic cell vaccine for patients with ovarian and prostate cancer. We show that
dendritic cells can be differentiated from peripheral mononuclear cells in both tumors in vitro, we
were able to pulse dendritic cells with apoptotic tumor cell, in case of ovarian cancer with autologous
tumor cells, in case of prostate cancer with prostate cancer cell lines LNCaP and DU145. Pulsed
mature dendritic cells expressed maturation marker CD83, costimulatory molecules CD80 a CD86 and
produced significant cytokines. These dendritic cells also induced specific T lymphocyte response. In
the next part of the work we focused on practical aspects of preparation of dendritic cell vaccine in
the patient with prostate cancer and optimization of preparation in GMP conditions. The best
medium for cultivation turned out to be Cell Gro. Maturation of dendritic cell with poly I:C led to the
highest proliferation of specific T lymphocytes and at the same time to the lowest proliferation of
regulatory T lymphocytes. We administered the vaccine in a patient with metastatic prostate cancer
and followed the clinical and immunological response. In the last part of the work we studied the
dendritic cells, neutrophils and regulatory T lymphocytes in the blood and tumor infiltrate of patients
with clear cell renal carcinoma and correlated the results with clinical stage. We found higher
numbers of neutrophils and regulatory T lymphocytes in the peripheral blood of renal cancer
patients than in healthy controls. We observed more neutrophils and less plasmacytoid dendritic
cells in the tumor infiltrate in the advanced stage patients, however, we found no significant
difference in the regulatory T lymphocytes in the tumor microenvironment when stage groups were
compared. These results imply possible change in the interaction of immune system with tumor cells
with respect to the disease stage which may influence the development of cancer immunotherapy
and its appropriate timing.

Key words: ovarian cancer, prostate cancer, renal cancer, tumor infiltrate, dendritic cells, regulatory
T lymphocytes, neutrophils, immunotherapy, vaccine



2 Uvod do problematiky

2.1 Uvod

Nadorovad onemocnéni jsou jednou z nejéastéjSich onemocnéni ve vyssim véku a jsou zodpovédna
pfiblizné za jednu tfetinu mortality. Za rostouci incidenci nddorovych onemocnéni stoji jednak
prodlouZeni preZiti, Zivotni styl, ale také Zivotni prostredi, ve kterém c¢lovék Zije. Diagnostika, ale i
|éCba se v poslednich nékolika dekadach vyrazné zdokonalily. Umoznily detekovat ¢asnéjsi stadia
onemocnéni, kdy je pravdépodobnost kompletniho vyléceni nddorového onemocnéni vyssi. Vyvoj
novych protinddorovych léc¢iv umozZiiuje pacientdim nabidnout I1é¢bu, kterd jim dava Sanci na delsi
preziti, zvySeni kvality Zivota, ale také kompletni vylécCeni (napt. generalizované germinalni nadory
varlete). Nicméné stale velka skupina nador( ma v pozdéjsich stadiich malé sance na dlouhodobé
preziti (napfr. karcinom plic, pankreatu, prostaty, apod.). Zakladem Uspésné |écby nadorovych
onemocnéni je porozuméni, jak nddorova burika vznika, jak v lidském téle pfeziva, co umoznuje jeji

nekontrolované mnoZeni a metastazovani.

Jiz Charles Darwin ve své knize ,,0 ptvodu druh(” z roku 1859 postuluje teorii o vztahu evoluce a
pfirozeného vybéru ve vyvoiji Zivocisnych i rostlinnych druh(. Zakladnim prvkem evoluce na genetické
Urovni jsou mutace DNA, které ve vysledku mohou vést ke zméné genomu, a tim umoziuji vznik
bunék, které nasledné soutézi s okolnimi burikami o preziti. Stejnymi principy se vSak fidi i nadorova
burka, potazmo celé nadorové onemocnéni v lidském téle. Prvnim krokem ve vyvoji nadorového
onemocnéni je také mutace DNA at na molekularni, ¢i chromozomalni Grovni. Dikazem jsou Cetné
prokazané mutace v burikdch rliznych nadora. Jedind mutace vSak na rozvoj onemocnéni nestaci. Vliv
prostiedi a také dalsi mutace jsou nutné pro rozvoj maligniho tumoru a umoznuji nadorové burice se

v organismu mnotZit a ziskat navrch nad zdravymi burikami.

Pokud dojde k mutacim v DNA, ma bunka nékolik mechanismu, kterymi dokaze provedenou zménu
opravit (reparacni mechanismy na Urovni jednoho vldkna DNA nebo dvouvlaknové DNA). Pokud v3ak
reparacni mechanismy selZzou, muizZe burika vstoupit do jednoho z nasledujicich stavl: ireverzibilniho
stavu klidu tzv. senescence, apoptdzy, nebo neregulovaného bunécného bujeni tj. vznika nador.

Pokud vsak regulacni mechanismy na Urovni bunky nejsou dostatecné ucinné, existuje v téle dalsi

kontrolni mechanismus, ktery mize nadorovou bunku eliminovat: imunitni systém.

Tradi¢ni mozZnosti terapie nador( opirajici se o 1écbu chirurgickou, radioterapii a chemoterapii jsou

v poslednich 10 letech v nékterych indikacich vytlaCovany novymi tzv. biologickymi IéCivy
ovliviujicimi imunitni systém, ¢i nitrobunéénou signalizaci. Tato Ié¢iva mohou byt necilena napf. IFNa
nebo IL-2 pouzivany u karcinomu ledviny ev. melanomu. UZiti téchto Iék(l byva zatiZzeno nezadoucimi

celkovymi pfiznaky, které mohou vést k predéasnému ukonceni lé¢by. Druhou skupinou jsou léky,
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které jsou cilené na konkrétni molekuly ovliviiujici rst nddorovych bunék, ¢i na mechanismy
intracelularniho prenosu signdlu (napf. tyrozin kinazy - sunitinib, mTOR inhibitory - temsirolimus
apod.). Velkého rozvoje se dockaly také cilené protilatky napf. bevacizumab (anti VEGF) u karcinomu
ledviny a kolorektdalniho karcinomu, transtuzumab (anti ErbB2) u karcinomu prsu a dalsi. Nejnové;jsi
preparaty se vSak snazi priblizZit fyziologické formé eliminace nddorovych bunék (napf. Sipuleucel T u
karcinomu prostaty). Abychom dokazali takovéto ucinné Iéky produkovat, musime podrobné poznat
chovani nadorovych bunék, jejich mikroprostredi a interakce s imunitnim systémem a okolnimi
tkdnémi. V této praci se zaméruji na sloZzeni bunék imunitniho systému v karcinomu ledviny a dale
optimalizaci vyvoje vakciny z dendritickych bunék (hlavni antigen prezentujici buriky v lidském téle) u

karcinomu prostaty a ovarialniho karcinomu.

2.2 Uloha jednotlivych slozek imunity v obrané proti nadorim

2.2.1 Vyvojnazorl na vztah imunitniho systému a nador(

2.2.1.1 Teorie ,,Immunosurveillance”

Prvni zminky o mozném vlivu imunitniho systému na nadory formuloval v roce 1909 Paul Ehrlich
(Ehrlich, P, 1909). Svou teorii nemohl dokazat, a proto také témér dalsich 50 let trvalo, neZ v roce
1957 Macfarlane Burnet and Lewis Thomas verejné formulovali hypotézu tzv. ,immunosurveillance”
(Burnet, FM, 1970, Burnet, M, 1964, Thomas, L, 1959). Své zavéry opirali o teorii nadorovych
antigen, ktera vychazela z prlikazd, kdy mysi mohly byt imunizovany proti syngennim
transplantatdm rtznych nadorl (Klein, G, 1966, Old, LJ, 1964). V nasledujicich letech vsak tato teorie
byla docasné zavrzena na zakladé pozorovani Stutmana, ktery sledoval vliv karcinogenu
methylcholanthrenu (MCA) na pocet a dobu do vyvoje nadoru u CBA/H kmene mysi a jejich wild-type
protéjsku (Janikashvili, N, 2011). Neprokazal rozdil mezi témito dvéma skupinami. V té dobé vsak
nebyly k dispozici genové upravené mysi modely, které by dokdzaly vyloucit adaptivni imunitni
odpovéd. CBA/H kmen predstavoval imunodeficientni mysi, které vykazovaly mirnou produkci a-T
lymfocytd, a tim alespon ¢astecné zachovalou adaptivni imunitni odpovéd. Navic chybély poznatky o
dalSich slozkach imunity, jako jsou NK buriky a y&-T lymfocyty, které také prispivaji k eliminaci
nadorovych bunék. Nicméné vysledky pozorovani byly tak pfesvédcivé a podporeny vysledky z jinych

pracovist (Barreira da Silva, R, 2011), Ze na del3i dobu byl koncept ,,immunosurveillance” zavrzen.

Renesanci tento koncept zazil az v 90. letech minulého stoleti, kdy se prokdzal vliv deplece IFN-y

pomoci neutralizacnich protilatek na vyvoj imunogenniho fibrosarkomu u mysi (Dighe, AS, 1994).



Soucasné také byl prokazan protektivni vliv IFN-y na transplantované, chemicky indukované i
spontanni tumory. Dalsim duleZzitym didkazem byl objev, Ze mysi, kterym chybi gen pro perforin
(pfp7), jsou vice nachylné ke tvorbé tumord. Perforin je dileZitou soucasti cytolytickych granul
cytotoxickych T-lymfocytl a NK bunék. Tyto mysi po vystaveni vlivu MCA tvofi signifikantné vice

tumord (van den Broek, ME, 1996).

Teorie ,immunosurveillance” byla dale podporena pozorovanimi na mysich, kterym chybi gen RAG-2
(RAG-27"). Tyto mysi nemaji moznost rekombinace antigennich receptort na T, B i NKT burikach.
Timto mechanismem jsou vylouceny moZnosti adaptivni imunity, a tim jejich vliv na eliminaci
nadorovych bunék. Tyto inbredni mysi kmeny tvofily spontanni sarkomy ¢asnéji a ve vyssi frekvenci
nez jejich wild-type protéjsky (Shankaran, V, 2001). Jind méfeni na inbrednich mysich kmenech
prokazaly vliv deplece konkrétnich skupin bunék napf. NK bunék, aB-T lymfocyt(l, y6-T lymfocyt
(Girardi, M, 2001).

U lidi je teorie ,,immunosurveillance” podpofena analyzou registr(i transplantovanych pacient(. U
takto imunosuprimovanych lidi je vyssi incidence jednak virové indukovanych nadora (EB virus,

human papillomavirus, apod.), tak také spontannich nador( (Penn, |, 1995, Penn, |, 1999).

Néktefi autofi se také zaméfrili na studovani tumor infiltrujicich lymfocytl v nadorech a jejich vliv na
progndzu pacienta. V téchto pripadech, jako jsou nadory prsu (Rilke, F, 1991), stfeva (Draube, A,
2011), prostaty (Epstein, NA, 1976), vajecnik( (Deligdisch, L, 1982), rekta nebo melanomu
(Clemente, CG, 1996), mnoZstvi infiltratu pozitivné korelovalo s prognézou pacienta. Tim podpofili

myslenku Glohy imunitniho systému v prevenci ¢i eliminaci nadord.

2.2.1.2  Vlivimunitniho systému na vyvoj nadort

MuUzZeme si poloZzit otazku: ,,Proc vznikaji tumory u zdravych lidi s normalnim imunitnim systémem?“
Pricina tkvi v selekénim tlaku imunitniho systému na nadorové buriky, jenz vede k dalSimu ristu
bunék, které imunitni systém nerozezna. Tuto teorii podporuji studie vétSinou aplikované na mysich.
PFikladem je rdst nadorG kultivovanych v imunodeficientnich mysich (RAG-27) nebo jejich
imunokompetentnich protéjicich. Tyto nadory poté byly transplantovany opét do RAG-27- mysi, i
jedincl s normalni imunitou. Nadory kultivované na imunokompetentnim pozadi rostly stejné rychle
u RAG-27"i wild-type jedinct. Naopak nadory kultivované v imunodeficientnim pozadi byly z velké
Casti rejekovany u wild-type jedinct, kdezto u imunodeficientnich mysi rostly ve vSech pfipadech
(Shankaran, V, 2001). Jina studie podporuje stejné zavéry. Sarkomy ze SCID mysi byly ¢astéji
rejekovéany nez sarkomy z wild-type jedincl, pokud byly transplantovany wild-type jedincim (Engel,

AM, 1997). Shrnuto dohromady, nadorové buriky jsou vystaveny vlivu imunitniho systému, coz vede
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ke snizeni jejich imunogenicity, ¢i ziskavaji schopnost potlacit lokalni imunitni odpovéd. Za zmény je
odpovédna genetickd nestabilita nddorovych bunék, které tim maji moznost se rychleji adaptovat na
preziti. Dochazi ke genetickym zménam nadorovych antigen(, mutacim gen( kddujicich molekuly
MHC nebo komponenty receptoru pro IFN-y (Lengauer, C, 1998). Tento proces je nejduleZitéjsi pravé
v prvopocatcich nadorového bujeni, v jeho mikroskopické velikosti, kdy se rozhoduje, zda nddorova

bunka preZije. Nicméné je soucasné zodpovédny za daldi schopnosti nador(, napf. metastazovani.

2.2.1.3 Immunoediting

Role imunitniho systému ve vyvoji nadorového onemocnéni neni jen supresivni, ale také dokaze
pozitivné podpofit rozvoj nadord, proto termin ,immunosurveillance” nedostateéné popisuje
komplexni interakci mezi imunitnim systémem a nadorem. Nové se setkdvame s terminem
Limmunoediting”, ktery pravé ve své podstaté zahrnuje viceré role imunitniho systému ve vyvoiji
tumord (Dunn, GP, 2002). Principem immunoeditingu jsou 3 zakladni faze (tfi ,E“): eliminace,
ekvilibrium (rovnovaha), escape (unik). Faze eliminace odpovida dfive zminénému terminu

Limmunosurveilance”, tj. zni¢eni nadorovych bunék v jejich prvopocatku.

Ve fazi rovnovahy imunitni systém nedokaze nadorovou buriku eliminovat, burika preziva, ale je ve
stadiu klidu. Jedna se pravdépodobné o nejdelsi ze tfi fazi. Prvnimi dlikazy podporujici existenci faze
rovnovahy byly studie, ve kterych wild-type mysim byla pod kizZi aplikovana nizkad davka MCA. U
malého poctu mysi doslo k casnému rozvoji koZzniho tumoru. Pokud se zbylé ¢asti mysi aplikovaly
protilatky proti CD4+, CD8+ T-lymfocytlim, proti IFN-y nebo IL-12, doslo k rlstu koZnich nador( i u
této skupiny mysi. Na druhou stranu, pokud se mysim aplikovaly protilatky, které rusi funkci NK
bunék, tj. bunék nespecifické imunity zodpovédnych za eliminaci nador(, nedoslo k rozvoji koZznich
nadord (Koebel, CM, 2007). Na zakladé téchto experimentl mlzeme vyvodit, Ze za fazi rovnovahy je
zodpovédna specificka ¢ast imunity. Zajimavé jsou také vysledky experiment(, které se zamérily na
imunogenicitu nadorovych bunék v rovnovaze. Nadory, které vznikly po eliminaci bunék specifické
imunity protilatkami, jsou vesmés vysoce imunogenni, proto po jejich transplantaci do jinych
imunokompetentnich wild-type mysi doslo k jejich znic¢eni. Naopak zfidkavé spontanni nddory u mysi,
které dostaly kontrolni protilatky, po jejich transplantaci imunokompetentnim wild-type mysim rostly
progresivné. V souhrnu lze fict, Ze nadorové bunky ve stadiu rovnovahy jsou vysoce imunogenni,
kdezto ty, které spontanné rostly dale, maji imunogenicitu vyrazné omezenou, tj. prosly editaci

(Koebel, CM, 2007).

Stadium uniku je charakterizovano ztratou schopnosti imunitniho systému eliminovat nebo

kontrolovat nddorové burky. Dochazi k mnoZeni bunék, které nakonec vede k manifestaci nadoru.
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Rychle délici se nddorové burky jsou nachylné k cetnym genetickym i epigenetickych zméndm a tim
ziskavaji schopnost se pfizplsobit prostiedi. Dochazi k selekci bunék, které maji nejvétsi Sanci na
preziti. Mechanismy, jak uniknout imunitnimu systému jsou rizné. Nadory mohou indukovat
imunologickou toleranci. Mohou také ztratit schopnost prezentovat antigeny na svém povrchu
(ztrata MCH-I molekul, TAP1, apod.), ztratit reaktivitu na interferony. Nespecifické imunitni reakci
mohou uniknout ztratou ligandu NKG2D nebo supresi produkce prozanétlivych molekul, coZ vede k
poruse maturace dendritickych bunék. Eliminaci imunitnimi burikami mohou také zabranit zvySenou
produkci antiapoptotickych molekul (FLIP, BCL-XL) nebo produkci inaktivnich forem receptor( pro
indukci apoptdzy (TRAIL, DR5, Fas). Nddorové buriky mohou kontaktné ovliviiovat funkci
efektorovych bunék imunitniho systému, napf. produkci PD-L1, HLA-G, HLA-D, a tim utlumit
cytotoxickou reakci T-lymfocytl ¢i pfimo indukovat jejich apoptozu. Exprese HLA-G a HLA-E mUzZe
indukovat toleranci antigen prezentujicimi burikami nebo potladit efekt NK bunék. Nadorové buriky
maji schopnost tlumit imunitni reakci i parakrinnim ¢i endokrinnim mechanismem. Secernuji do okoli
solubilni ligandy pro NK burky nebo T-lymfocyty. DokaZzou produkovat steroly, které inhibuji expresi
CCR7 na povrchu dendritickych bunék, a tim znemoznuji migraci DC do lymfatickych uzlin, které jsou
hlavnim mistem prezentace antigen(l efektorovym T-lymfocytlm. Produkuji VEGF, ktery jednak tlumi
DC, ale také umozniuje angiogenezi. Uvolnuji dalsi cytokiny napt. TGFB, ktery pfimo inhibuje funkci
DC, T-lymfocytl a NK bunék. Dalsi cytokin, IL-10, také inhibuje DC a vede ke zméné z Thl na Th2
reakci, kterd je méné ucinna vici nddorovym burnikam. Regulacni T-lymfocyty se ¢asto hromadi

v nadorech, kde potlacuji efektorové T-lymfocyty. Cytokiny produkované nadorem vedou k lokalni
expanzi tzv. MDSC (myeloid derived suppresor cells), které vicerymi mechanismy dale inhibuji lokalni
imunitni reakci. Toto je jen maly vycet moZnosti, jak se nddorova burka brani imunitni reakci.
Vysledné onemocnéni je tak vysledkem interakci mezi eliminacnimi schopnostmi imunitniho systému

a supresivnimi schopnostmi nadorovych bunék.

Dlkazem editace imunitnim systémem u lidi jsou pozorovani spontanni regrese nékterych tumort
napf. melanoma (Zorn, E, 1999), ¢i solitarnich plicnich metastaz karcinomu ledviny. Také mnoZstvi a
kvalita tumor infiltrujicich lymfocytl maji vliv u nékterych nadort na progndzu dalsiho vyvoje
onemocnéni, tim dokazuji dlohu imunitniho systému v rozvoji nadora. Zajimavym prognostickym
faktorem u mnoha nadort, ktery také poukazuje na editaci imunitnim systémem, je tzv.
mikrosatelitni nestabilita. Jedna se o specificky typ genové nestability, kdy defekty tzv. DNA
mismatch repairu vedou k duplikaci ¢i deleci kratkych opakovanych sekvenci (mikrosatelitl). Tumory
s vysokym poctem mikrosatelitl produkuji nové antigeny, a tim indukuji lokaIni imunitni reakci, ktera
poté Uspésné eliminuje nador (Buckowitz, A, 2005). Na stadium rovnovahy mlzZeme usuzovat i

z nékolika dalSich klinickych zkusenosti. U mnoha nadord se mohou objevit metastazy s velkym
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odstupem od eliminace primarniho nadoru. Pfikladem jsou tumory prostaty (Weckermann, D, 2001),
ledviny, prsu apod. Toto stadium oznacujeme na minimalni rezidualni nemoc, kterou nejsme schopni
detekovat, ale ma signifikantni klinickou hodnotu, proto zodpovida za pozdéjsi tvorbu metastaz.
Dakazem role imunitniho systému v udrZovani rovnovahy ve stadiu minimalni rezidualni nemaoci jsou
imunosuprimovani pacienti s anamnézou nadorového onemocnéni, u kterych po mnoha letech
naddorové onemocnéni relabovalo v souvislosti s imunosupresi (Callaway, MP, 1989). Podobnym
pfikladem jsou transplantovani pacienti, u kterych se manifestoval spici nddor darce, ktery vsak
zadny pozorovatelny nador nemél (Myron Kauffman, H, 2002). Pfrikladem, na kterém lze pfimo
pozorovat imunitni reakci ve stadiu rovnovahy, je tzv. monoklonalni gamapatie nejistého vyznamu.

V kostni dfeni miZeme pozorovat silnou T bunéénou reakci proti premalignim burnkam, avsak u

mnohotného myelomu jiZ tato reakce chybi (Dhodapkar, MV, 2003).

Vyvoj nadoru je komplexni déj, ktery zahrnuje jednak zmény na uUrovni buriky, tak také interakce mezi
nadorovou bunkou a imunitnim systémem. Imunitni systém ma schopnosti eliminovat nadorové
buniky jiz v prvopocatku, nicméné i tak mohou nékteré nadorové buriky tuto reakci prezit a dale se
mnozit. Pokud ma imunitni systém dostatecnou silu, mlze jesté nadorové bunky udrzet v rovnovaze,
nicméné takovéto buriky v téle prezivaji a jsou zakladem pozdéjsi manifestace nadorového
onemocnéni. V poslednich 10-15letech miZeme pozorovat nové metody lé¢by nadord, které
inkorporuji podporu imunitniho systému v eliminaci nddorovych bunék. Cilem téchto postupt je bud’
kompletni eliminace, nebo alespon uvedeni nadorovych bunék do stadia rovnovahy. V tomto sméru
jsem se ve spolupraci s pracovniky Ustavu imunologie UK 2.LF a FN Motol zamé¥il na studium

imunitni reakce v nddorech ledviny a na vyvoj vakciny u karcinomu prostaty a ovaria.

2.2.2  Nespecifické slozky imunity

2.2.2.1  Neutrofily

Neutrofily predstavuji nejpocetnéjsi skupinu leukocytt v cirkulujici krvi (50-70%). Tvofi se

z prekurzora v kostni dieni pod vlivem G-CSF, jehoz produkce se zvysuje v zavislosti na IL-17A, ktery je
produkovan Th17 burikami. Tato bunécna populace se diferencuje z naivnich CD4+ T bunék pod
vlivem IL-23 produkovanym makrofagy a dendritickymi bufikami, obzvlasté v dobé zanétu. Neutrofily
produkuji nékolik typl granul — azurofilni granula obsahujici myeloperoxidazu, defenziny, specificka
granula obsahujici laktoferrin a tercialni granula obsahujici matrix metaloproteindzu 9 (MMP9,
gelatinaza B). Tyto molekuly plIni svou funkci v dobé zanétu, kdy neutrofily fagocytuji cizorodé
organismy a uvolfiuji do fagozomu ¢i extracelularné myeloperoxidazu, ¢imz dochazi k tvorbé

reaktivnich kyslikovych radikalt, déale plejadu aktivnich molekul — katepsiny, lysozym, defenziny, ¢i
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laktoferrin, jejichZ ukolem je cizi mikroorganismus eliminovat. Nedavno objevenym mechanismem
eliminace jsou tzv. NET (neutrophil extracelular traps). Jedna se o shluk DNA elementi s navazanymi
molekulami katepsinu, laktoferrinu, myeloperoxidazy ev. elastazy, které jsou vypustény do
extracelularniho prostoru v okoli neutrofild. V téchto shlucich jsou pak zachyceny a usmrceny

mikroorganismy.

Neutrofily bezpochyby hraji daleZitou Glohu v imunitni reakci proti nddordm. Spolu s NK burikami a
makrofagy predstavuji znacnou ¢ast bunécné populace tumor infiltrujicich bunék, ktera je zavisla na
stadiu nadoru. Influx neutrofil do nadord je pod vlivem chemokinl produkovanych nadorovymi
burikami (napf. CXCL6, IL-8, G-CSF, GM-CSF) (Gijsbers, K, 2005), samotnymi neutrofily (CXCL1,2,6,
CCL3), tumor infiltrujicimi lymfocyty nebo makrofagy (IL-8, CCL3) (Fridlender, ZG, 2012). Zvysené
mnozstvi neutrofild v nékterych nadorech se ukazal jako nepftiznivy prognosticky faktor preziti
pacientll s metastatickym a lokalizovanym onemocnénim (Donskov, F, 2006, Jensen, HK, 2009). Na
druhou stranu v nékterych nadorech je vyssi influx neutrofilG spojen s lepsi prognézou (Caruso, RA,
2002). Tuto diskrepanci mGzeme vysvétlit 2 typy neutrofil(, které byly v nadorech prokazany (TAN -
tumor asociované neutrofily). N1 TAN maji antitumordzni efekt, produkuji TNFa, IL-18, IL-6, IL-12,
podporuji influx dalSich bunék imunitniho systém produkci chemokind, prezentuji antigen T
lymfocytlim, a tim podporuji eliminaci nddorové buriky. Na druhou stranu N2 TAN maji protumorozni
efekt, dozravaji v prostredi s TGFf, produkuji MMP9, ktera usnadniuje proces metastazovani
(Opdenakker, G, 2004) a soucasné dochazi k uvolriovani VEGF a FGF-2 z extraceluldrniho prostoru,
déle produkuji argindzu rozkladajici arginin potfebny ke spravné funkci T-lymfocytd (Piccard, H,
2012). Neutrofily také prispivaji k extravazaci cirkulujicich nadorovych bunék a tim usnadriuji
zakladdani vzdalenych metastdz. Zprostfedkovavaji adhezi k endotelovym burikdm pres 2 integrin

v rdmci interakce s ICAM1 exprimovanym na povrchu endotelovych bunék. Soucasné vsak cirkulujici
nadorové buriky také produkuji ICAM1, pfes ktery se navdZou na neutrofily (Liang, S, 2005). Jinym
zpUsobem, kterym nadorové burky vyuZivaji neutrofily k zakladani vzdalenych metastaz, jsou drive
zminéné NET, kdy nadorové buriky jsou zachyceny v siti extracelularné vypusténé DNA (Cools-
Lartigue, J, 2013). Téchto poznatkd Ize v budoucnu vyuZit pro zlepseni G¢innosti imunoterapeutickych

metod.

2.2.2.2  Makrofdgy
Makrofagy predstavuji heterogenni populaci bunék, které se diferencuji z krevnich monocyt(. Hraji
ulohu v regulaci adaptivni imunitni odpovédi, Ucastni se procesu hojeni ran a eliminaci infekc¢nich

agens. V prostifedi akutniho zanétu vyvolané napfr. pfitomnosti bakterii dochazi ke klasické aktivaci
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makrofagl (M1 makrofagy), jez se vyznacuji vysokou produkci IL-12 a IL-23 a soucasné nizkou
produkci IL-10, produkuji reaktivni kyslikové radikaly a exprimuji ve vétsSim mnozstvi MHC-II.

V dusledku téchto pochodi dochazi k diferenciaci Thl lymfocytd, které svou produkci IFN-y podporuji
makrofagy v eliminaci cizorodého agens nebo tumoru. Opacnym pdlem jsou alternativné aktivované
makrofagy za pfitomnosti IL-4 nebo IL-13 produkované pfi Th2 imunitni odpovédi, napf. pfi eliminaci
parazitli, makrofagy aktivované imunokomplexy s TLR ligandy nebo IL-10, TGFp ¢i glukokortikoidy.
Vyznacuji se snizenou produkci IL-12, IL-23 a zvySenou produkci IL-10, maji snizenou schopnost
prezentovat antigen, plsobi protizanétlivé, podporuji angiogenezi a hojeni ran. V nadorech se
vyskytuji makrofagy (TAM — tumor asociované makrofagy), které svymi fenotypy jsou blizké M2
makrofaglm. Jejich koncentrace v nddorech je zplsobena produkci chemokinl nadorovymi burikami
napr. CCL2, ¢i jinymi cytokiny VEGF, PDGF a M-CSF. Kumuluji se vice v oblastech s hypoxii, dochazi

k vy$si expresi HIF-1a (Talks, KL, 2000), a tim k podpofe angiogeneze pres VEGF a uvolnénym FGF

z extracelularni matrix. Produkuji rGzné typy MMP (napf. MMP9 (Giraudo, E, 2004)), které pfispivaji
k remodelaci extracelularni matrix a usnadnuji podobné jako neutrofily invazi nddorovych bunék do
stromatu. TAM také svou produkci IL-10 a TGF spolecné s MDSC potlacuji lokdlni imunitni reakci

v nadorové tkani (preference Th2 odpovédi, potlaceni NK bunék, podpora diferenciace regulacnich T

lymfocytd).

2.2.2.3 MDSC

Jedna se heterogenni skupinu nezralych myeloidnich bunék, které jsou zvySeny u vSech pacientt s
nadory. Jak jiz dfive bylo zminéno, déli se na 2 skupiny — monocytdrni a granulocytdrni. MDSC
potlacuji imunitni odpovéd nékolika mechanismy: a) produkuji reaktivni kyslikové i dusikové radikaly,
které zpUsobuji disociaci  fetézce z receptorl T lymfocytl (Ezernitchi, AV, 2006), prerusuji signalizaci
pres IL-2 receptor, zabranuji rozeznani komplexu peptid/MHC-I, b) produkuji arginazu, c) brani
migraci T lymfocytl do uzlin produkci ADAM 17, ktery vede ke sniZeni exprese L-selektinu na T-
lymfocytech, d) svou produkci IL-10, TGFB preferuji influx a lokalni diferenciaci regulaénich T
lymfocytl (Serafini, P, 2008). MDSC také pres IL-10 ovliviiuji TAM smérem k M2 diferenciaci a svymi
pUsobky se vzajemné potencuji. MDSC prispivaji k dysfunkci dendritickych bunék v nddoru pres IL-10:

omezuji migraci dendritickych bunék, jejich dozravani, jejich produkci IL-12.

2.2.2.4  NK buriky
NK bunky patfi mezi bufiky nespecifické imunity, které maji schopnost rozliSovat stresem postizené

buriky napf. nadorové buriky, infikované bunky, chemickym nebo fyzikdlnim stresem ovlivnéné
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bunky. Svij cytopaticky efekt uplatiuji diky uvolnénym perforinim a granzymdm, jez poskozuji
cilovou buriku. Produkuji také IFN-y, ktery také potencuje Gcinnost klasicky aktivovanych M1
makrofagl v eliminaci fagocytovanych bunék. NK buriky exprimuji na svém povrchu receptory, které
muZeme rozdélit do 2 zékladnich skupin: inhibiéni a aktivaéni (Moretta, L, 2005). Aktivita NK bunék
zavisi tom, ktery ze stimuld v danou chvili prevazuje. Zakladnim ligandem pro inhibi¢ni receptory
(Freud, AG, 2014) (napf. komplex CD94/NKG2A) jsou molekuly MHC-I tfidy exprimované na kazdé
zdravé bunce v téle. U nékterych virovych, ¢i nadorovych onemocnéni dochazi ke snizeni exprese
MHC-I, jakoZto jeden z mechanismU Uniku detekce cytotoxickymi T lymfocyty. V téchto pripadech
dojde ke snizeni inhibice a NK buriky se stanou v danou chvili bunkami efektorovymi. Soucasné
stresem postizené buriky exprimuji na svém povrchu vyssi mnozstvi ligand(l pro aktivacni receptory a
tim je aktivacni proces NK bunky dale potencovan. Nejlépe prozkoumanym aktiva¢nim receptorem je
NKG2D, jehoz ligandy jsou MICA (MHC class | polypeptide-related sequence A) a MICB, jejichz
exprese se zvysuje napf. na povrchu bunék, jejichz DNA byla poskozena (Vivier, E, 2012). Jinymi
aktivacnimi receptory, které hraji ulohu v rozeznani nadorové buriky, jsou tzv. NCR (natural
cytotoxicity receptor). Mezi tyto receptory se rfadi NKp30, jehoZ ligandem je B7-H6 exprimovany na
povrchu nékterych nadorovych bunék (Vivier, E, 2012). Jinym aktivaénim receptorem je také
FcyRIIIA, ktery ma se vaze na Fc fragmenty imunoglobulinu G na opsonizovanych bunkach a
zprostiedkovava tzv. ADCC (cytotoxicitu zavislou na protilatkdch). Tohoto fenoménu se vyuZziva pfi

protinddorové imunoterapii pomoci aplikovanych protilatek.

2.2.3 Dendritické burnky

2.2.3.1 Obecnd charakteristika dendritickych bunék

Dendritické bunky jsou profesionalni antigen prezentujici buriky v lidském téle. Spojuji nespecifickou
imunitni reakci s adaptivni reakci. Jejich hlavnim Ukolem je zpracovat antigeny v lidském téle a
prezentovat je burikam specifické imunitni reakce. ZpUsob, jakym dendritické buriky prezentuji
antigeny na svém povrchu, vede bud’ eliminaci antigenu, nebo k jeho toleranci. Naivni CD8+ T
lymfocyty interaguji s komplexy MHC-I + peptid a naivni CD4+ T lymfocyty reaguji s MCH- Il + peptid

na povrchu DC.

Dendritické buriky béhem svého Zivota prochazi nékolika stadii. Nezralé DC jsou charakterizovany
vysokou fagocytarni aktivitou. Pokud vSak dostanou soucasné dalsi signaly cestou tzv. PRR (tzv.
pattern recognition receptor), dendritické buriky dozravaji. Dendritické buriky méni svQj tvar
charakterizovany vybézky, ziskavaji schopnost cestovat do lymfoidnich organ(. BEhem maturace je

schopnost fagocytdzy vyrazné omezena, komplexy MHC-II + peptid jsou reorganizovany a premistény
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na povrch burky. Soucasné dochazi k vyssi expresi kostimulacnich molekul jako CD40, CD58, CD80 a
CDS86, jez jsou nevyhnutelnou soucasti interakce DC a T-lymfocyt(. V jejich pritomnosti a pfiznivém
sloZeni okolnich cytokinl jsou specifické lymfocyty aktivovany. V pfipadé absence kostimulacnich
molekul, ¢i nepfiznivém sloZeni cytokinl (napft. IL-10, ¢i TGF-B) dochazi k deleci specifickych T-

lymfocytl nebo indukci regulacnich T-lymfocyta.

Vzhledem k rozlicnosti chemického sloZeni antigen(ll existuji také rizné podtypy dendritickych bunék,
které na prislusné antigenni podnéty odpovidaji. V lidském téle mGzeme rozdélit dendritické buriky
na dvé zakladni skupiny: myeloidni dendritické buriky (mDC) a plasmacytoidni dendritické buriky (pDC).
Myeloidni DC jsou charakterizovany vysokou expresi CD11c, kdezto plasmacytoidni DC tuto molekulu
neexprimuji. Obé skupiny se odlisuji expresi podtypl PRR, pod které patfi napt. TLR (Toll- like
receptory), a tim také stimuly, na které reaguji. Plasmacytoidni dendritické buriky jsou podobné
plasmatickym burikdm svou cytoplasmou (odtud jméno). Exprimuji BDCA-2 a BDCA-4 molekuly
(Dzionek, A, 2000). Reaguji pfevazné na virové podnéty produkci interferond typu I, a tim zodpovidaji
za imunitu proti virovym agens (Colonna, M, 2004). Myeloidni dendritické buriky exprimuji ve
vysokém poctu molekuly MHC-II a CD11c, po maturaci také exprimuji molekulu CD83. Podle dalsich
molekul se daji rozdélit na podtypy BDCA-1 (CD1c), BDCA-3 a CD16. Podtyp CD1c+ mDC jsou
nejpotentnéjsimi antigen prezentujicimi burikami ze vSech 3 podtyp( (MacDonald, KP, 2002), a proto
jsou také nejvice prostudovany. Zvlastni skupinou dendritickych bunék, které se v klidovém stavu
organismu nevyskytuji, jsou tzv. z monocytl derivované dendritické burnky (moDC). Tyto buriky
vznikaji in vivo z monocytl v podminkach zanétu. Soucasné se také nejcastéji pouzivaji in vitro

k vyrobé vakcin. K jejich diferenciaci in vitro se pouzivaji GM-CSF a IL-4. Od nezralych myeloidnich DC
se lisi vyssi expresi MHC-II a kostimulaénich molekul v klidovém stadiu, jinou schopnosti aktivovat T-

lymfocyty a také jinak odpovidaji na nékteré fyziologické podnéty (Jefford, M, 2003).

K indukci imunitni odpovédi na cizorody antigen potrebuje dendriticka bunka dostat jeSté dalsi
podnét k tomu, aby na svém povrchu vystavila kostimulaéni molekuly. Tento stimul davaji dendritické
burice tzv. PAMP (pathogen asscoiated molecular pattern) pfes receptory zvané PRR. Byly popsany 2
zakladni skupiny PRR — lektiny typu C a Toll-like receptory (TLR), které byly podrobnéji prostudovany.
U Clovéka bylo dosud popsano 10 TLR. TLR-10 ma neznamou funkci, u dalSich 9 byla funkce
podrobnéji zjisténa. V zakladé mizeme TLR rozdélit na 2 skupiny — intracelularni v endosomech (TLR-
3,7,8,9) a TLR na povrchu burky (TLR-1,2,4,5,6). Obecné Ize Fict, Ze intracelularni TLR detekuji
komponenty nukleovych kyselin napf. RNA (TLR-3,7,8) nebo CpG DNA (TLR-9) z virt ¢i bakterii. TLR na
povrchu DC detekuji fragmenty bunécné stény bakterii nebo vir (TLR-4 — lipopolysacharid, TLR-5 —
flagelin, TLR-2 — peptidoglykan). Stimuly pres rlizné TLR vedou k riizné odpovédi pres MyD88 cestu
nebo TRIF (Hovanessian, AG, 2007). Jednotlivé podskupiny dendritickych bunék se lisi expresi TLR na
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svém povrchu, a tim se takeé lisi svou funkci u rdznych patologickych stavl. Myeloidni DC v krvi a
moDC exprimuji podobné spektrum TLR, tj. vSechny kromé TLR-9. MoDC exprimuji vice TLR-4, ale
neprodukuji TLR-10. Plasmacytoidni DC jsou charakterizovany produkci intracelularnich TLR — TLR-9 a
TLR-7. Reaguji na virovou RNA a CpG DNA vysokou produkci IFN typu 1, nebo IL-6 a TNF-a, maturuiji,

méni sv{j tvar v typicky dendriticky a také zvySuji expresi kostimulaénich molekul.

Poznatek nutnosti koaktivace DC pres PRR se vyuZiva v produkci vakcin proti nddorovym
onemocnénim. Zpocatku, kdyz nebyly znamy stadia vyvoje dendritické buriky, se pouzivaly nezralé
DC, které vsak mohly mit za nasledek indukci tolerance vici antigenu, kterym byly stimulovany.

V dnesni dobé se pouzivaji in vitro jednotlivé ligandy pro TLR k produkci zralych DC, které maiji

schopnost cestovat do lymfatickych uzlin a tam indukovat imunitni reakci.

2.2.3.2  Dendritické buriky v prostredi nddoru

V soucasnosti je znamo, Ze mikroprostfedi nadoru hraje vyznamnou Glohu v udrZeni rlstu nadoru i

v jeho schopnosti uniknout eliminaci imunitnimi burikami. Mechanismu Uniku je celd fada (viz str.12).
Vime, Ze imunitni buriky se v nddorech shromazduji a jejich fenotyp je prognostickym faktorem
mnoha nadord (Mahmoud, SM, 2011). V nadorovém mikroprostfedi mizZeme nalézt celou fadu
bunék, které vedou k toleranci nadorové buriky nebo supresi imunitni reakce v(ici nadoru. Jednou
skupinou jsou makrofagy. V prostredi s M-CSF, TNF-a, TGF-B a IL-10 méni makrofagy svou funkci,
napomahaji supresi Th1 a cytotoxické T-lymfocytarni odpovédi, eliminuji apoptotické nddorové
buriky, produkuji VEGF, ¢imz napomahaji neovaskularizaci (Geissmann, F, 2010). Tumor infiltrujici
neutrofily také mohou mit rlizné fenotypy. Bud' se Ucastni eliminace naddorovych bunék (N1
neutrofily), nebo naopak pod vlivem TGF-B se méni jejich fenotyp (N2 neutrofily). Napomahaiji
proteolyzou intercelularni matrix, lokalni imunosupresi, urychluji angiogenezi (Gregory, AD, 2011).
Dalsi skupinou bunék umoznujici rast nadoru jsou tzv. MDSC (myeloid derived suppresor cells). Jedna
se o heterogenni skupinu bunék, které miZzeme pozorovat v periferni krvi a nddorech. Déli se na 2
zakladni skupiny: monocytdrni a granulocytarni. Obé skupiny vyrazné infiltruji nadorovou tkan, kde
tvofi 30-70% vsech leukocytd. Supresivniho Ucinku dosahuji produkci arginazy, NO nebo reaktivnich
kyslikovych radikal( (Nagaraj, S, 2010). Také dendritické buriky infiltruji nddorovou tkan. Predstavuji
vysoce heterogenni skupinu bunék, ktera mlze obsahovat myeloidni DC, plasmacytoidni DC, ale také
dendritické buriky se zménénou funkci pod vlivem okolnich cytokint napf¥. IL-10, TGF-B, VEGF nebo
PGE2. Tyto buriky mohou snizit expresi MHC-II, kostimulacnich molekul CD80, CD86, CD40 vedouci

k anergii T lymfocyt nebo indukci regulacnich T-lymfocytd (Flavell, RA, 2010). Tyto buriky také
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produkuji jiné spektrum cytokin(i napf. IL-10, TGF-B nebo indolamin-2,3-dioxygenazu (IDO), které

zpétnou vazbou ovliviuji dalsi buriky imunitniho systému.

2.2.4  Specifické slozky imunity

2.2.4.1 T lymfocyty

Specifickd imunita v lidském téle je charakteristickd zamérenim imunitni reakce proti danému
antigenu, schopnosti paméti a rychlé odpovédi na opakovanou expozici antigenu, ale také vysokou
diverzitou rozeznavanych molekul. Specifickou imunitni reakci v lidském téle délime na dvé zakladni
skupiny: humoralni a bunécna. Hlavni dlohou humoralni imunity, za kterou odpovidaji B lymfocyty a
plasmatické buriky, je produkce imunoglobulint se specifitou k danému antigenu. Imunoglobuliny
antigen bud’ neutralizuji (napt. v pfipadé toxin(), opsonizuji (antigen je napf. souéasti povrchu
bakterie) s naslednou fagocytézou makrofagy nebo odpovidaji za tzv. bunécnou cytotoxicitu zavislou
na protilatkach (ADCC — antibody dependent cell-mediated cytotoxicity), pti které jsou burnky

s exprimovanym antigenem lyzovany NK burikami nebo monocyty, které na svém povrchu exprimuji
FcyRIIIA receptor. Bunécna imunita vsak hraje centralni tlohu v iniciaci specifické imunitni reakce (T
helpery) v soucinnosti s antigen prezentujicimi burikami, v eliminaci bunék postizenych
intracelularnimi mikroby (CD8+ cytotoxické T lymfocyty, Th1 burky pomoci uvolnéného IFN-y zvysuji
ucinnost fagocytozy u makrofagt), v eliminaci parazitli (Th2 buriky) a nékterych extracelularnich
mikrob(, hub (Th17 buriky). Na druhou stranu musi byt tento typ imunitni odpovédi regulovan a to
na urovni centraini (v centralnich lymfoidnich organech eliminaci klonl reagujicich proti vlastnim
antigenlim apoptdzou, diferenciace v regulaéni T lymfocyty), tak na Urovni periferni (anergie,

regulacni T lymfocyty, apoptdza).

Protinadorova imunita ma vsak sva specifika. Nadorové buriky béhem svého Zivota vzhledem ke své
genové nestabilité produkuji velké mnozZstvi defektnich proteind, kterou jsou imunitnim systémem
rozeznany, avSak mikroprostredi nadorl vede k defektni imunitni odpovédi, ktera v disledku muze
nadorovy rist podpofit. Hlavnimi efektorovymi burikami jsou cytotoxické CD8+ T lymfocyty, které
rozeznavaji komplex peptid/MHC I. Jejich findlni diferenciace z naivnich lymfocyt( probiha

v lymfatickych uzlinach pfi interakci s antigen prezentujicimi burikami, které prezentuji antigen ve
spojeni s MHC I. Takto jiz diferencované cytotoxické T lymfocyty nasledné cestuji krevnim obéhem do
nadoru, kde interaguji s nadorovymi burikami, ve kterych vyvolavaji apoptdzu. Nadorové
mikroprostiedi vsak tomuto pribéhu imunitni reakce nenahrava. Pritomnost vy$siho mnozstvi TGF
produkovaného nadorovymi burikami, makrofagy a MDSC inhibuje v cytotoxickych T lymfocytech

produkci granzymu A i B, IFNy , FasL i signalizaci pfes TCR (Thomas, DA, 2005). TGFB také indukuje
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expresi FoxP3 v cytotoxickych T lymfocytech, ¢imzZ se stavaji regulaénimi ve své funkci (Chaput, N,

2009).

Antigen prezentujici buriky exprimuiji také komplex antigen/MHC I, maji schopnost aktivace naivnich
pomocnych T lymfocyt(, které se za prislusnych podminek (produkce IL-12 dendritickymi burikami)
diferencuji v Thl lymfocyty. Tyto bunky jsou poté uvolnény do obéhu a organizuji se v nddorech.
Produkuji napt. TNF a IFN-y. Tento interferon zvysuje expresi MHC | na nadorovych bunkach,
soucasné aktivuje makrofagy klasickou cestou. Spole¢né s cytotoxickymi T lymfocyty pak Thl buriky
prispivaji k eliminaci nddorovych bunék. Tento scénar Ize vSak povaZovat za idealni a odpovida fazi
dfive zminéné immunosurveilance, ¢i immunoediting, kdy je nddor s imunitnim systémem

v rovnovaze a je klinicky némy. Postupem casu jsou vsak vyselektovany nadorové buriky, které jsou
schopny se imunitnimu systému ubranit. Takové burnky produkuji nap?.TGFB, IL-10 potlacujici
imunitni reakci. Uvolnuji také chemokiny, které pfitahuji leukocyty do nadoru, které vsak pisobi
prordstové a usnadriuji proces invaze a zakladani metastaz (N2 neutrofily, M2 makrofagy, MDSC).
TGFB ma také pfimy vliv na diferenciaci Th bunék (Maeda, H, 1996), které se preferencné diferencuji
smérem k Th2 burikdm a za pomoci IL-4, IL-13 i IL-10 podporuji expanzi M2 makrofagll. Pod vlivem
TGFB, nezralych dendritickych bunék a M2 makrofagl se ¢ast infiltrujicich CD4+ T lymfocytd
diferencuje v regulacni T lymfocyty (tzv. indukované Treg) (Beyer, M, 2006), které v soucinnosti

s pfirozenymi regula¢nimi T lymfocyty (nTreg — CD4+ CD25+ FoxP3+) inhibuji lokaIni imunitni reakci v
nadoru. Regulaéni T lymfocyty exprimuji na povrchu CD39 a CD73, jez jsou ektonukleotiddzy, které
konvertuji ATP na AMP nebo adenosin (Maeda, H, 1996). Regulacni T lymfocyty produkuji také PDE2,
ktery spolecné s AMP a adenosinem maji silny imunosupresivni U¢inek na ostatni efektorové T

lymfocyty.

Zvlastni skupinou pomocnych T lymfocytd v nddorech jsou nedavno identifikované Th17 lymfocyty.
Jednd se o samostatny typ pomocnych T lymfocytd, které se Géastni imunitni reakce proti nékterym
extracelularnim bakteriim, houbam, ¢i prvokim. Za fyziologickych podminek zodpovidaji za
bariérovou imunitu ve sliznicich. Produkuji IL-17, ale také IL-2, GM-CSF, TNF nebo IFNy (Kryczek, I,
2009). Ve vyvoji Th17 hraji dlleZitou ulohu IL-1B a IL-23, jejichZ zdrojem v nddorovém mikroprostredi
jsou hlavné makrofagy. Jejich efekt na eliminaci nddorovych bunék je nepfimy. IL-17 indukuje

v naddorovych burikdch sekreci prozénétlivych chemokini CXCL9 a CXCL10 (Kryczek, |, 2009), které
pfitahuji do nadoru efektorové T lymfocyty. Th17 bunky produkuji také CCL20, ktery do nadoru
pfitahuje dendritické burky, které efektivné stimuluji cytotoxické T-lymfocyty v nddorech. Nicméné
se zd3, Ze v nékterych nadorech mlzZou mit Th17 bunky pronadorovy efekt a jejich zvysené mnozstvi
koreluje s horsim prezitim (Sfanos, KS, 2008). Na druhou stranu pocet Th17 bunék v nékterych

nadorech nepfimo umérné koreluje s regulacnimi T lymfocyty (Kryczek, I, 2009) a jejich pocet
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pozitivné koreluje s pfezitim (Miyahara, Y, 2008). V nékterych nadorech byly prokazény IL-17+FoxP3+
T lymfocyty, které exprimuji CD25 a RORyt (receptor related orphan receptor-yt — specificky pro Th17
buriky). Tato populace bunék ma supresivni i¢inek (Beriou, G, 2009, Voo, KS, 2009) na imunitni

protinddorovou reakci.

2.2.4.2  Blymfocyty

B lymfocyty v lidském organismu zodpovidaji za humoralni ¢ast specifické imunitni odpovédi,
produkuji protilatky - imunoglobuliny. Hraji dlleZitou ulohu v eliminaci extracelularnich patogent (jiz
dfive zminéna neutralizace, opsonizace, ADCC), ale také udrzuji slizni¢ni imunitu v GIT, ¢i dychacim
systému. Nachazime je v krvi, extracelularnich prostorech, shromazduji se ve specializovanych
organech — lymfatické uzliny, slezina, Peyerovy plaky a lymfoidni folikuly ve sliznicich. B lymfocyty
maji schopnost antigenni prezentace - exprimuji na svém povrchu komplex MHC ll/antigen, a tim jej
prezentuji dalSim imunitnim burikdm (Th lymfocyty). Pokud se soucasné navaze antigen na receptor
(IgM, 1gD) na povrchu B lymfocytu, dochazi k jeho aktivaci a proliferaci. BEhem proliferace, ktera
probihd v germindlnich centrech, dochazi k tzv. somatické hypermutaci, pfi které jsou produkovany
imunoglobuliny s vyssi afinitou k antigenu. Ostatni klony, které ztraci afinitu, jsou eliminovany. Timto
zpUsobem vyselektované buriky se diferencuji v plasmatické buriky, které uvolnuji velké mnoZstvi

volnych imunoglobulind do krevniho obéhu, odkud se dostavaji do cilovych tkani.

Imunitni reakce vyvoland B lymfocyty v nadorové tkani mlze byt antitumorozni, ale také
protumorozni. Imunoglobuliny specifické proti nddorovym antigenlim nadorovou buriku opsonizuji a
nasledné mize dojit k navazani komplementu, ¢i eliminaci pomoci NK bunék (ADCC) (DiLillo, DJ,
2011). B lymfocyty se aktivné podileji na prezentaci nadorovych antigent T lymfocytliim, a tim
imunitni reakci podporuji (DiLillo, DJ, 2010). V nddorech mohou tvofit tercidlni folikuly, kde tumor
infiltrujici B lymfocyty prezentuji nadorové antigeny efektorovym T lymfocytlm. Dle secernovanych
cytokinQ (IFNy, IL-4) polarizuji Th buriky smérem k Th1, Th2, ¢i k alternativnim funkénim fenotyplm
(Linnebacher, M, 2012). Na druhou stranu vsak nemusi byt prezentace antigenu doprovazena
dostatec¢nou kostimulaci, a tim dochazi k anergii ¢i apoptdze specifickych T lymfocytl. Protilatky
mohou s nadorovymi antigeny tvorit komplexy, které jsou fagocytovany makrofagy, coz podporuje
jejich migraci do nadoru. V mikroprostredi nddoru mohou makrofagy plsobit supresivné. B lymfocyty
také mohou produkovat IL-10 nebo TGFB (regula¢ni B lymfocyty). Tento typ bunék mdize pfimym
kontaktem utlumit cytotoxické T lymfocyty, ale také podpofit diferenciaci CD4+ lymfocytl v regulacni

T lymfocyty (Olkhanud, PB, 2011).
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2.3 Vyznam imunitni reakce v nddoru na progndzu u vybranych tumort

2.3.1 Imunitni reakce u karcinomu prostaty

Jak je z ptedchozich kapitol zfejmé, imunitni systém hraje klicovou ulohu ve vyvoiji, ale také rozvoji
nadorovych onemocnéni. Nejinak je tomu u karcinomu prostaty. Vesalainen a kol (Vesalainen, S,
1994) ve své studii korelovali progndzu pacientl s Ca prostaty (lokalizovany i metastaticky)

s gradingem onemocnéni, perineuralni invazi, ale také s mnozstvim tumor infiltrujicich T lymfocytl
(TIL). Maly pocet nebo absence TIL bylo spojeno s kratSim prezivanim pacientd. Na druhou stranu v
pozdéjsich pracich mGzeme vysledovat zdanlivé rozporuplné vysledky. Vyssi pocet tumor infiltrujicich
lymfocytl spiSe zhorSuje progndzu pacientl s lokalizovanym Ca prostaty, zkracuji ¢as do biochemické
recidivy onemocnéni (Karja, V, 2005), ¢i nadorové specifické preziti (McArdle, PA,

2004). Rozporuplnost mizeme vysvétlit jednak jinak definovanou kohortou pacient(, ale také
analyzou tumor infiltrujicich T lymfocytd. McArdle (McArdle, PA, 2004) jiz diferencuje TIL na CD4+ a
CD8+ lymfocyty. Pravé vyssi pocet CD4+ T lymfocytl souvisi s horsi progndzou pacientl

s lokalizovanym, lokalné pokrocilym, ale také s metastatickym karcinomem prostaty. Objev
regulacnich T lymfocytl a mozZnost jejich analyzy pomoci exprese FoxP3 umozriuje podrobnéjsi
rozbor T lymfocytl v krvi i nddorové tkani karcinomu prostaty. Nemocni s Ca prostaty maji vyssi
pocet regulacnich T lymfocytl v krvi nez zdravé kontroly (Miller, AM, 2006). Souéasné regulaéni T
lymfocyty infiltruji vice nadorovou tkan neZ okolni benigni tkan prostaty u stejného pacienta (Miller,
AM, 2006). Davidsson a kol prokazali negativni korelaci mezi infiltraci karcinomu prostaty regulaénimi
T lymfocyty a celkovym preZitim pacientld (Davidsson, S, 2013). Kromé CD4+ regulacnich T lymfocytd
byly detekovany v karcinomu prostaty CD8+ regulacni T lymfocyty, které suprimuji ostatni imunitni
buriky hlavné pfimym kontaktem (Kiniwa, Y, 2007). Supernatanty z karcinomu prostaty maji také
imunosupresivni ucinek, pfitahuji regulacni T lymfocyty, a to hlavné pfitomnosti CCL22 (ligand pro

CCR4 exprimovany na regulacnich T lymfocytech) (Miller, AM, 2006).

Makrofagy, jejich M2 varianta, maji stejné jako regulaéni T lymfocyty pozitivni vliv na rozvoj
nadorového bujeni. Jejich pocet je vyssi v karcinomu prostaty nez v tkani benigni hyperplasie, Ci
normalni tkani prostaty (Fujii, T, 2013). Vétsi pocet makrofagl byl zaznamenan v nddorech s vyssim
Gleasonovym gradem (Gollapudi, K, 2013). Nonomura a kol sledovali po¢ty makrofagl v karcinomu
prostaty v zdvislosti na PSA, Gleasonovo skore, klinickém stadiu (Nonomura, N, 2011). Infiltrace
makrofagy byla vétsi u nemocnych s vyssim Gleasonovym skére, vyssim klinickym stadiem, vyssim

inicialnim PSA a u nemocnych s biochemickou recidivou.

Nadorové buriky karcinomu prostaty ovliviuji buniky imunitniho systému také pomoci cytokind.

Vedle TGFB (Diener, KR, 2009) ma pronadorovy Ucinek také MIC-1 (macrophage inhibitory cytokine
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1), jehoZ mnozstvi je v nddorové tkani zvyseno (Nakamura, T, 2003) a souéasné pozitivné koreluje s
agresivitou tumoru a klinickym stadiem (Brown, DA, 2009). Jinym cytokinem, ktery pozitivné
ovliviiuje rast karcinomu prostaty, je IL-6. Nadorové buriky ve zvysené mire produkuji IL-6 i IL-6R
(Hobisch, A, 2000), hlavné v pozdnich metastazujicich stadiich. IL-6 aktivuje androgenni receptor, a

tim se podili na progresi onemocnéni (Culig, Z, 2012).

Obecné mizeme shrnout, Ze u pacientli s nadorem prostaty s rostoucim stadiem a agresivitou
onemocnéni stoupa zastoupeni regulacnich T lymfocytd, M2 makrofagl a cytokind, které podporu;ji

rist nadoru.

2.3.2  Imunitnireakce u karcinomu ovaria

Karcinom ovaria patfi mezi nejletdlnéjsi gynekologické tumory. VétsSina nemocnych je
diagnostikovdna v pokrocilych stadiich a vesmés maji Spatnou progndzu. Pro vyzkum vsak karcinom
ovaria predstavuje relativné snadny zdroj dostate¢ného mnozstvi nddorové tkdné a moznost analyzy
ascitické tekutiny. Vétsina publikovanych studii s karcinomem ovaria se zaméruje na tumor infiltrujici
lymfocyty. Zhang a kol jako prvni prokazali pozitivni korelaci mezi CD3+ lymfocyty v nddorovém
epitelu a celkovym preZitim pacientek (Zhang, L, 2003). Nadory s vy$8im poctem CD3+ lymfocytl
obsahovaly vétsi mnozZstvi IL-2 a IFNy na rozdil od nador( s vyssi produkci VEGF, kde pocet CD3+
lymfocytl byl vyrazné nizsi a byly spojeni s ¢asnou recidivou onemocnéni. V jiné studii Tomsova také
prokazala, Ze CD3+ lymfocyty jsou nezavislym pozitivhim prognostickym faktorem (Tomsova, M,

2008).

Stejné jako u karcinomu prostaty i ndadory ovaria obsahuji regula¢ni T lymfocyty, produkuji TGFB a
suprimuji CD8+ T lymfocyty (Woo, EY, 2001). Curiel a kol prokazali asociaci mezi CD4+ CD25+ T
lymfocyty a Spatnou progndzou pacientek (Curiel, TJ, 2004). Tyto lymfocyty exprimovaly FoxP3, GITR
a CTLA-4 a in vitro suprimovaly proliferaci CD3+ CD25- lymfocytl. Pocet regulacnich T lymfocytl byl
vyssi v ascitu i nddorech pokrodilejSich stadii. Jinym prognostickym znakem muze byt pomér mezi
intraepitelialnimi CD8+ T lymfocyty a regulacnimi T lymfocyty, kdy vyssi pomér znamena delsi preziti

pacientek (Sato, E, 2005).

Nadory jsou vysoce metabolicky aktivni a vyZzaduji vysoky ptijem Zivin a kysliku. Nicméné nékteré
nadory nestihaji doplfiovat zasoby vcas a dochazi ke tkariové hypoxii. Samoziejmé hypoxické
prostfedi ma negativni vliv na imunitni reakce. MUze dojit k degradaci FoxP3 v CD4+ T lymfocytech a
se soucasnym zvy$enim Th17 T lymfocytl. Na druhou stranu pfi tkanové hypoxii je zvySena produkce
HIF-1a (hypoxia inducible factor 1a), ktery v dlsledku vede k zvysené expresi FoxP3. Townsend a kol

sledovali vliv hypoxie (stanovenou nepfimo vaskularitou tumoru, produkci CD31 a VEGF) na progndzu
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pacientl s ovaridlnim karcinomem. Pacientky s tumory s nizsi vaskularitou prezivaly kratsi dobu

pravdépodobné na zékladé suprese imunitni reakce v hypoxické tkéni (Townsend, KN, 2013).

Nadorové buriky maji i dal$i mozZnosti Uniku pfed imunitni reakci. Mohou produkovat PD-1L, ktery se
vaze na PD-1 receptor na povrchu T lymfocytd, ktery v nich indukuje apoptozu. Nadory ovaria, které
exprimovaly na svém povrchu ve zvysené mife PD-1L, zabranuji praniku cytotoxickych T lymfocytl do

nadoru, jsou agresivnéjsi a vyrazné zkracuji celkové preZiti pacientek (Hamanishi, J, 2007).

B lymfocyty hraji také vyznamnou ulohu v imunitni reakci v nadorech ovaria. Tumor infiltrujici B
lymfocyty v ovarialni karcinomech vykazuji zndmky aktivace (aktivacni markery, exprese 1gG,
somaticka hypermutace a oligokonalita), avSak IgG produkované témito lymfocyty nekoreluji se
sérovymi protinddorovymi protilatkami, coZ naznacuje, Ze tyto lymfocyty se neucastni humoralni
imunitni odpovédi proti nddoru (Nielsen, JS, 2012). Misto toho B lymfocyty exprimuji markery
typické pro antigen prezentujici buriky — CD80, CD86, MHC-I a MHC-II. V tésné blizkosti téchto bunék
byly pozorovany CD8+ T lymfocyty. Nadory s pozitivitou B lymfocytll a CD8+ T lymfocytl mély lepsi
progndzu, coz svédci pro aktivni roli B lymfocytl v prezentaci antigen(l a aktivaci cytotoxickych T

lymfocytd (Nielsen, JS, 2012).

Tumor infiltrujici makrofagy fenotypu M2 byly prokazany také v karcinomech ovaria. Jsou
charakteristické expresi CD163 a CD204, diferencuji se v pfitomnosti IL-6 a M-CSF a pfispivaji
k progresi nadoru (Duluc, D, 2007). Agresivnéjsi tumory ovaria obsahuji vétsi pocet tumor

infiltrujicich makrofagl a produkuji vétsi mnozstvi M-CSF (Kawamura, K, 2009).

| dendritické buriky maji defektni funkci v nadorech ovaria, produkuji IL-10, exprimuji na svém
povrchu PD-1. Inaktivace PD-1 na povrchu DC vede ke snizeni IL-10, zvySeni IL-2 a IFNy pfi interakci

s T lymfocyty (Curiel, TJ, 2003).

Souhrnné miZeme konstatovat, Ze podobné jako v jinych nadorech i u karcinomu ovaria je vyssi
pocet regulacnich T lymfocytld a M2 makrofagl v nddorovém infiltratu spojen s horsi progndzou,
naopak vyssi pocet B lymfocytll a cytotoxickych CD8+ T lymfocytl pFispiva k delSimu preZivani
pacientek. Interakce nadorovych bunék s imunitnimi je vSak mnohem komplexné;jsi. Neni pIné
objasnéna uloha jinych imunitnich bunék napf. Th17 lymfocyt(. Nadorové buriky karcinomu ovaria

ovliviuji slozeni infiltrdtu nejen produkovanymi cytokiny, ale také pfimym kontaktem.

2.3.3 Imunitni reakce u karcinomu ledviny
Karcinom ledviny zahrnuje skupinu mnoha typ malignich tumor, které se lisi histologickou stavbou

i biologickym chovanim. Nejcastéji se jedna o svétlobunécny karcinom. Na rozdil od malignich
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tumord jinych orgdnd je svétlobunécny karcinom radio i chemorezistentni. Na druhou stranu se vsak
u generalizovaného stadia jako u jednoho z mala zacala jiz v minulosti pouzivat imunoterapie, kterd u
Casti pacientld méla efekt a u nékterych dokonce vedla ke kompletni remisi onemocnéni. Byly
dokonce zaznamenany spontanni regrese plicni metastazy po odstranéni primarniho tumoru.

Z téchto poznatk(i mGZeme usuzovat na imunogenicitu tohoto typu tumoru. Cim je charakteristické
mikroprostiedi svétlobunééného karcinomu? Influx CD8+ T lymfocytl je u mnoha solidnich tumort
spojen s lepsi progndzou. U karcinomu ledviny je tomu jinak. Vétsi pocet CD8+ i CD4+ T lymfocytl
byvé u agresivnéjsich tumord a je spojen s kratsim prezitim pacientl (Nakano, O, 2001). Infiltrat je
charakteristicky polarizaci Th1, coZ je potvrzeno expresi CXCR3 a produkci lytickych granul (Prinz, PU,
2012). CD8+ T lymfocyty z nadorového infiltratu se vsak chovaji ex vivo atypicky. Nereaguji na
stimulaci, nedochazi k mobilizaci, ani degranulaci lytickych granul, neprodukuji typické cytokiny
charakteristické pro cytotoxickou reakci. Pravdépodobnou pficinou je potlaceni pfenosu signdlu z TCR
do jadra pomoci diacylglycerol kinazy a, jejiz zvySena exprese je pravé charakteristicka pro renalni
karcinom (Prinz, PU, 2012). Charakteristika CD4+ T lymfocytU se také u rGznych stadii a gradingu
nadoru lisi. V éasnych stadiich onemocnéni CD4+ T lymfocyty exprimuji markery typické pro Thl
lymfocyty (CXCR3, CCR5, CD45R0, and CD95) (Cozar, JM, 2005). V pokrocilych stadiich CD4+ T
lymfocyty exprimuji CCR4, ktery se v nddorech nachazi na povrchu terminalné diferencovanych
regulacnich T lymfocytl. Tohoto poznatku se nové vyuziva v klinickych studiich (Sugiyama, D, 2013),
v kterych antiCCR4 protilatky sniZuji mnozstvi regulacnich T lymfocytl v nadorech. | v jinych studiich
byl potvrzen vyssi pocet regulacnich T lymfocytl jak v krvi, tak nadorech pokrocilych stadii (Ning, H,
2012, Polimeno, M, 2013). Na druhou stranu byly publikovany vysledky, ve kterych ptitomnost CD4+
CD25+ FoxP3- T lymfocytl spiSe nez CD4+ CD25+ FoxP3+ T lymfocytl (pfirozené regulaéni T
lymfocyty) pozitivné korelovaly s TNM stadiem, velikosti tumoru, pfitomnosti nekrézy i nadorovou

mortalitou (Siddiqui, SA, 2007).

Stejné jako u jinych solidnich naddorl i u renalniho karcinomu tvofi velkou ¢ast nadorového infiltratu
tumor asociované makrofagy, méné pak dendritické bunky. V pozdéjsich stadiich se vyskytuji ¢astéji
makrofagy typu M2, které produkuji TGFB, TNFa, VEGF, PDGF, ale i jiné pronadorové molekuly
(Balkwill, F, 2009, Santoni, M, 2013). Tyto makrofagy signifikantné zhorsuji progndzu pacienta
(Dannenmann, SR, 2013). Na druhou stranu s pfiznivou progndzou je asociovana pfitomnost zralych
dendritickych bunék charakterizovanych expresi CD83 (Kobayashi, M, 2007), které efektné prezentuji
antigen naivnim T lymfocytdm. V renalnim karcinomu byla vSak popsana dalsi zvlastni skupina
dendritickych bunék, které jsou CD209+ (nezralé dendritické buriky), ale soucasné exprimuji CD14 a
CD163 (znaky makrofagl). Diferencuji se v pritomnosti IL-6, IL-8 a VEGF, které se ¢asto v renalnich

karcinomech nachazeji, vylucuji matrix metaloproteinazu 9 (MMP9) a TNFa, jeZ oba podporuji rlst a
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metastazovani nadorovych bunék (Figel, AM, 2011). Funkci efektorovych T lymfocyt( vsak
nepotlacuji. Nosici nddoru s vysokym obsahem téchto dendritickych bunék méli Spatnou progndzu

(Figel, AM, 2011).

Z predchozich studii je ziejmé, Ze vysledky publikovanych studii u karcinomu ledviny jsou
kontroverzni. Ve vztahu k jednotlivym podtypim karcinomu ledviny a k progndze pacienta je nutné

podrobnéji prozkoumat vlastnosti a interakce jednotlivych typl bunék v nadorovém infiltratu.

3 Imunoterapie nadort urogenitalniho systému

Imunoterapie ma u nador( urogenitalniho systému jiz dlouhou historii. Standardem lécby
povrchovych nadori mocového méchyre s vysokym rizikem progrese onemocnéni je BCG aplikovany
opakované intravesikalné. BCG prokazatelné snizuje riziko recidivy i progrese onemocnéni. Po
aplikaci BCG do méchyfe mykobakteria adheruji na urotel pomoci FAP (fibronectin attachment
protein) a pronikaji do intersticia, kde indukuji vyraznou zanétlivou odpovéd's influxem neutrofilt
(75%) a makrofagtl (25%) (de Boer, EC, 1991, Kavoussi, LR, 1990, Zhao, W, 1999). V pozdéjsi fazi
prevazuje CD4+ imunitni odpovéd. U pacientl po BCG vakcinaci nalézame v modi zvysené mnoZzstvi
prozanétlivych cytokint (IL-1, -2, -6, -8 a -12, TNF, IFN-y a GM-CSF) (Shintani, Y, 2007, Schamhart, DH,
2000), coz svéd¢i o prevaze Thl odpovédi, ktera je duleZitd pro eliminaci nadorovych bunék.
DaleZitou ulohu hraje také TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand), molekula z TNF rodiny,
ktera indukuje apoptdzu v nadoru. TRAIL byl prokdzadn ve zvySeném mnozstvi v intracelularnich
zasobach neutrofil(, které tim pfispivaji k lokalni imunitni odpovédi. V moci BCG respondert bylo

prokazano vyssi mnozstvi TRAIL (Ludwig, AT, 2004).

Z urologickych nadorl se imunoterapie pouzivala u generalizovaného stadia renalniho karcinomu,
ktery je radio i chemorezistentni. Do praxe se zavedly 2 preparaty — IFNa a IL-2. Podavani IFNa u
pacientl s dobrou progndézou dle Motzerovych kritérii, se svétlobunéénym karcinomem a plicnimi
metastazami vykazovalo signifikantni klinicky efekt u 6-15% pacientl s 25% snizenim rizika progrese a
prodlouzenim preZiti o 3-5 mésic (Coppin, C, 2005, Motzer, RJ, 2002). Monoterapie IL-2 je obdobna
monoterapii IFNa, ale je zatiZzena ¢astéjsimi nezadoucimi Gcinky (Coppin, C, 2005). Monoterapie IFNa
nebo IL-2 je U¢inna u pacientll se svétlobunécnym karcinomem a s dobrou prognézou a mlze byt u
vybranych pacient(l pouZita (Ljungberg, B, 2010). V poslednich letech vSak monoterapie IFNa nebo
IL-2 byla vytla¢ena novymi preparaty — VEGF inhibitory (bevacizumab), inhibitory tyrozin kinaz
(sunitinib, sorafenib, pazopanib) a mTOR inhibitory (temsirolimus, everolimus), které vyznamné

prodlouZzily pfezZiti pacientl a mnozstvi pacient( s odpovédi na IéCbu. IFNa si vSak stale drZi misto
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v kombinaci s bevacizumabem. Tato kombinace je stale jednou z moznosti prvni volby terapie

pacient( s nizkym a stfednim rizikem (Ljungberg, B, 2010).

AZ do neddvna byla imunoterapie v 1éCbé karcinomu prostaty i ovaria na okraji zajmu. Nicméné

v poslednich letech prinesl vyzkum v této oblasti velké pokroky. Rozvoj vyzkumu imunitnich interakci
v nadorech prinesl s sebou také rlizné imunoterapeutické postupy, které si kladou za cil eliminovat
nadorovou tkan za cenu co nejmensich vedlejsich Gcink(. Nejcastéji se setkdvame s postupy

vyuzivajici cilenou bunécnou odpovéd nebo cilenych protilatek.

Celobunécné vakciny z nddorovych bunék pfinaseji moznost prezentace vétsiho poctu nadorovych
antigen( imunitnimu systému nicméné s nutnosti podpory rozvoje imunitni reakce, napf. pomoci
souéasného podani BCG (Michael, A, 2005) nebo pomoci transfekce genu pro GM-CSF (GVAX
vakcina) (Ward, JE, 2007). Ani jedna z provedenych studii vSak u generalizovaného karcinomu
prostaty neprokdzala vétsi ucinnost nez standardni zavedena terapie (docetaxel + prednison) nebo

podavani placeba.

Peptidové vakciny vyuZivaji stejného principu vyvolani imunitni reakce proti konkrétnimu antigenu.
Vyhodou je snazsi produkce a skladovani takovéhoto antigenu. Tyto vakciny se vsak vyznacovaly nizsi
ucinnosti diky slabé imunogenicité, ale také diky mutaci, Ci ztraté daného antigenu na povrchu
nadorové buriky. Dalsi nevyhodou je HLA restrikce daného antigenu. Prikladem lze uvést studii
Meidenbauera, ktery zkoumal, zda vakcina z rekombinantniho PSA s lipidem A nebo v kombinaci

s GM-CSF stimuluje expanzi specifickych efektorovych T-lymfocyt(i (Meidenbauer, N, 2000). Dva z 10
pacientld méli PSA reaktivni T-lymfocyty jiz pred zacatkem studie, kdeZto po ukonceni byl
prokazatelny efekt u 8 z 10 pacientl. Noguchi srovnaval efekt peptidové vakciny se souc¢asnym
podavanim estramustinu (Noguchi, M, 2005). Do studie faze I/l bylo zahrnuto 16 pacientd. Vakcina
byla individualizovana podle kolujicich peptid-specifickych T-lymfocytl ¢i peptid-reaktivnich
imunoglobulind G. Vsech 13 pacient( s kombinovanou terapii mélo pokles PSA, z nichz 6 mélo pokles

vyssSi nez 50%.

DNA vakciny vyuZivaji plasmida kédujici nadorovy antigen, napf. PSA, PSMA (prostaticky specificky
membranovy antigen), PAP (kyseld prostaticka fosfataza). Jejich ucinnost je také omezena
pravdépodobné diky slabé schopnosti plasmidi in vivo proniknout do antigen prezentujicich bunék
(Becker, JT, 2010). Novéjsi pFistupy kombinuji aplikaci DNA plasmid( se sou¢asnym podanim napf.
GM-CSF, coz u nékterych pacientd s karcinomem prostaty vede k prodlouzeni zdvojovaciho ¢asu PSA
(PSA-dt) a prlikazu T bunécné odpovédi vici danému antigenu (McNeel, DG, 2009). Jako vyhodnéjsi

se jevi pouziti mRNA, kterou Ize aplikovat pfimo nebo obalenou v liposomech, ¢i transfekovanou do
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dendritickych bunék. Studii s RNA v3ak neni publikovdno mnoho (Fotin-Mleczek, M, 2012). Jeji vyuziti

s dendritickymi bunikami bude popsano v dalsim textu.

Virové vektory lze také Uspésné pouZit jako protinddorové vakciny. Maji vyhodu ve vysoké
imunogencité a moZnosti nést vétsi mnoZstvi genetického materialu. Nejcastéji se pouzivaji viry
pravych (vaccinia) a ptacich nestovic (fowlpox viry) spadajicich do skupiny Pox virli nesoucich
dvouvldknovou DNA. Z téch novéjsich postupll Ize uvést studii s pacienty s karcinomem prostaty, u
nichZ byla testovana vakcina PROSTVAC. Vakcina obsahuje smés virll s geny kodujici PSA a geny
kddujici kostimulaéni molekuly. Celkové preziti pacient( i 3 leté preziti bylo u pacient( v aktivnim

rameni signifikantné del$i v ramci studie faze Il (Madan, RA, 2009).

Posledni dobou se setkdvame s imunoterapeutickymi postupy kombinujici rizné strategie u pacient(
s karcinomem prostaty. Jednou z moZnosti je deplece regulacnich T lymfocytl pomoci nizko
davkovaného cyklofosfamidu nebo denileukinu (IL-2 fuzovany s difterickym toxinem) (Litzinger, MT,
2007). V soucasné dobé probihaji studie kombinujici PROSTVAC vakcinu s ipilimumabem (anti CTLA-
4).

3.1 Imunoterapie dendritickymiburikami u karcinomu prostaty

Dendritické buriky jakozto nejpotentné;jsi antigen prezentujici bunky maji schopnost iniciovat imunitni
reakci. Jak jiz bylo popsano v pfedchozich kapitolach, dendritické bunky jsou v nddorovém
mikroprostredi modifikovany a jejich schopnost podpofit protinddorovou imunitni reakci je vyrazné
potladena. Ex vivo upravenych pulzovanych dendritickych bunék se v imunoterapeutickych postupech
setkavdme jiz vice nez 15 let. Jedinou FDA schvalenou vakcinou vyuZzivajici princip aktivni bunécné
terapie u pacientu s kastracné rezistentnim karcinomem prostaty (CRPC) je Sipuleucel-T (Kantoff,

PW, 2010). Jedna se o prvni schvélenou protinddorovou vakcinu v 1é¢bé onkologického onemocnéni.
Principem této vakciny jsou autologni antigen prezentujici buriky, které jsou ex vivo pulzovany
hybridnim proteinem prostatické kyselé fosfatdzy a GM-CSF. Nasledné je ptipravek cerstvy aplikovan
zpét pacientlm intravendzné (Small, EJ, 2000). Tento pfipravek prosel nékolika studiemi faze lil.

V prvnich dvou studiich oznac¢ené D9901 a D9902A byl Sipuleucel-T srovnavan s placebem (Higano,
CS, 2009). Primarnim cilem bylo srovnani doby do progrese onemocnéni. V pribéhu studii vsak vyslo
najevo, Ze vétsina pacientl progredovala jesté dfive, neZ dostali plnou davku vakciny. Rozdil v dobé
do klinické nebo radiologické progrese byl statisticky nesignifikantni. Doba celkového preziti ve
skupiné se Sipuleucelem-T byla ale 0 4,3 mésicll delsi (p=0,011). Na zakladé téchto vysledk( autofi
zkonstruovali dalsi studii faze 11l (IMPACT) (Kantoff, PW, 2010). Jednalo se o dvojité zaslepenou

randomizovanou studii, do které bylo zahrnuto 512 pacientd, z nichZ 341 dostalo sipuleucel-T a 171
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placebo. Primarnim cilem studie bylo celkové preziti, sekundarnim cilem pak doba do progrese.
Median celkového preziti byl ve skupiné se sipuleucelem-T 25,8 mésic(, v placebo skupiné 21,7
mésicll (p=0,03). Pravdépodobnost preZiti 36 mésici od randomizace byla 31,7% se sipuleucelem-T a
23% s placebem. Na druhou stranu nebyl statisticky signifikantni rozdil v dobé do progrese (14,6 x

14,4 més.).

V nasledujicim c¢lanku jsou pfehledné shrnuty dalsi studie s dendritickymi burikami u pacient
karcinomem prostaty. Clanek byl publikovan v ¢asopise Polish Journal of Urology v roce 2007

(Minérik, 1, 2007).
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3.2 Imunoterapie dendritickymi burikami u karcinomu ovaria

Karcinom ovaria je nadorové onemocnéni, se kterym vétsina pacientek pfichazi jiz v pozdnim stadiu s
metastazami, pouze 15% prichazi s lokalizovanym onemocnénim. Tumory ovaria diky volnému
prostoru v okoli mohou rist nepozorované dlouhou dobu. Prognéza pacientek v pozdnich stadiich je
vSak Spatna. Proto i u tohoto tumoru existuji snahy pacientkdm nabidnout alternativni moznosti
|é¢by nez samotnou chemoterapii. Jednou z perspektivnich moznosti jsou i u tohoto tumoru vakciny
z dendritickych bunék. Stejné jako u karcinomu prostaty narazime na problém vybéru antigenu pro
pulzaci dendritickych bunék — NY-ESO-1 (New York esophageal-1), CA-125, HER2/neu, MUC1,
folatovy receptor a jsou definované peptidy, ¢i proteiny, které mohou byt u karcinomu ovaria
zvysSeny. Stejné tak se vSsak mohou pouzit lyzaty, DNA, ¢i mRNA nadorovych bunék. Genetické
informace kodujici tumor asociované antigeny mohou byt dodany dendritickym burikdm také pomoci

virovych vektoru.

Publikovanych studii ve srovnani s karcinomem prostaty neni mnoho. V roce 2002 Hernando a kol. ve
studii I. faze prokazali, Ze pomoci dendritickych bunék pulzovanych nadorovym lyzatem karcinomu
ovaria a KLH dochazi u nékterych pacientek po opakovanych aplikacich vakciny k vyvoji imunitni
reakce proti KLH i nadorovému lyzatu (DTH reakce, ELISPOT) (Hernando, JJ, 2002). Stejni autofi poté
v roce 2007 publikovali kazuistiku, ve které pacientka po debulkingu a chemoterapii méla relaps

v uzlinach (Hernando, JJ, 2007). Pacientka dostala kdru 10 vakcin z dendritickych bunék pulzovanych
MRNA kodujici folatovy receptor a. Po 6. vakciné se prokazatelné zvysil pocet CD4+ a CD8+ T
lymfocytl produkujicich IFNy. Jesté 16 mésic po ukonceni vakcinace byla regrese uzlinového

postizeni vétsi nez 50%.

V roce 2000 Brossart a kol. prokazali, Ze pacientky s karcinomem mammy a ovaria mohou byt
Uspésné vakcinovany autolognimi dendritickymi burfikami pulzovanymi peptidy HER2/neu a MUC1
(Brossart, P, 2000). Doslo k proliferaci cytotoxickych T lymfocytl zamérenych proti témto peptidiim.

Vakcina byla dobfe tolerovana.

Zajimavou studii publikoval Rahma a kol., které se Ucastnilo 21 pacientek ve stadiich Ill a IV, jejichz
ovarialni karcinom exprimoval ve zvy$ené mife protein p53 (Rahma, OE, 2012). Pacientky byly
rozdéleny do 2 kohort, z nichz jedna dostala vakcinu s peptidem p53:264-272 s.c. spolec¢né s GM-CSF
a adjuvans (montanide) a druha vakcinu s dendritickymi bunkami pulzovanymi stejnym peptidem
intravendzné. V obou skupinach byly detekovany specifické imunitni reakce proti danému peptidu

pomoci ELISPOT (69% x 83%). Rozdil preziti nebyl statisticky signifikantni.

V dalsi studii Chu a kol. pulzovali dendritické buriky smési proteini HER2/neu, hTERT (human
telomerase reverse trascriptase) a PADRE (pan HLA-DR epitope) peptidd (Chu, CS, 2012). Jedna
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skupina pacientek dostala soucasné cyklofosfamid, ktery vsak vedl pouze ke sniZeni neutrofil(, ne
vsak lymfocytd, ¢i regulacnich T lymfocytl. Imunitni reakce vyvolané vakcinou byly slabé, nicméné 3

leté preziti pacientek bylo slibné (90%).

Loveland a kol. aplikovali 10 pacientkdm vakcinu z dendritickych bunék pulzovanych fuznim
proteinem mannan-MUC1 (Loveland, BE, 2006). Specifické reakce proti fuznimu proteinu byly
prokdzany u 9 pacientek, u 2 pacientek, které pred vakcinaci progredovaly, doslo ke stabilizaci

onhemochéni.

Jinym fdznim proteinem obsahuijici intracelularni a extracelularni porce HER2/neu a GM-CSF
(lapuleucel-T) byly pulzovany dendritické buriky ve studii publikované Peethambaramem
(Peethambaram, PP, 2009). Studie se zuc¢astnilo 18 pacientek s nadory ovaria, mammy a kolon. U
vSech byly méfitelné specifické imunitni reakce proti fUznimu proteinu, nicméné objektivni odpovédi

chybély a jen u 2 pacientek doslo ke stabilizaci onemocnéni.

V soucasné dobé probiha nékolik klinickych studii faze Il vyuZivajici dendritickych bunék. Jejich
vysledky vSak jesté nejsou znamy. VSechny dosavadni studie byly faze | nebo I, coz potvrzuje

skutecnost, Ze v imunoterapii karcinomu ovaria zbyva jesté dlouha cesta pred nami.
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4 Hypotézy a cile prace

4.1 Metodické aspekty pripravy bunééné imunoterapie u karcinomu ovaria a prostaty

Jednotlivé Ukoly feSené v prabéhu experimentu:

Podminky péstovani DC z perifernich monocytl pacientek s ovarialnim karcinomem a pacientt

s karcinomem prostaty

e Metody indukce apoptdzy nadorovych bunék UV zarenim

e Optimalizace ¢asl expozice dendritickych bunék nddorovym bunkam a sledovani lokalizace
nadorovych bunék po pohlceni

e Ovéreni funkcnosti DC z monocytd u pacientl - Indukce specifické protinddorové odpovédi in

vitro u pacientek s ovarialnim karcinomem

Nasi hypotézou bylo:

Metody kultivace DC z perifernich monocytll pacientli vhodnych k imunoterapii musi vést k indukci

imunitni reakce in vitro proti nadorovym antigenim.

4.2 Imunoterapie pomoci dendritickych bunék u pacientl s karcinomem prostaty

Jednotlivé Ukoly feSené v prabéhu experimentu:

o Stanoveni optimalniho aktivacniho cinidla pro maturaci dendritickych bunék v GMP
podminkach
o Ovéreni poctl regulacnich T lymfocyt( v krvi pacienta s karcinomem prostaty a moznosti

jejich ovlivnéni
. Ovéreni in vitro pfitomnosti tumor specifickych cytotoxickych T lymfocyt( v krvi pacienta

po aplikaci vakciny a sledovat kinetiku odpovédi

Nasi hypotézou bylo:

Dendritické burnky podané in vivo vyvolaji imunitni reakci in vivo.
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4.3 Analyza infiltrdtu imunitnich bunék u karcinomu ledviny

Jednotlivé ukoly reSené v priibéhu experimentu:

e Stanoveni zastoupeni dendritickych bunék, neutrofild a regulacnich T lymfocytl v krvi a
nadoru pacientt s karcinomem ledviny a korelovat vysledky dle klinického stadia

onemocneéni

Nasi hypotézou bylo:

Nadorovy infiltrat se méni v prlibéhu progrese nadoru a ma prognosticky vyznam.
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5 Materidl a metodika

Material a metodika jednotlivych experiment( je podrobné popsana v publikovanych ¢lancich

v Casopisech s impact faktorem. Kopie ¢lank( jsou vytistény v rdmci kapitoly 6 této prace.
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6 Vysledky a diskuze

Vysledky prace jsou rozdéleny do jednotlivych podkapitol podle tématu. Ke kazdé podkapitole je
pfiloZzen plvodni ¢lanek publikovany v ¢asopisech s impact faktorem, u podkapitoly tykajici se
metodickych aspektid pfipravy bunécéné imunoterapie u karcinomu prostaty jsou vysledky vypsany

pfimo podrobné v textu. Kratka stat pred ¢lankem shrnuje zasadni vysledky.

6.1 Metodické aspekty pripravy bunécné imunoterapie u karcinomu ovaria a prostaty

6.1.1 Karcinom ovaria

Jak jsem jiz dfive zminil, karcinom ovaria se detekuje ve vétsiné pripadd (75%) ve stadiu lll a IV, které
maji Spatnou progndzu. Ve stadiu lll je 5 leté preziti kolem 20-25%, ve stadiu IV jesté horsi (10%).
Adjuvantni nebo primarni chemoterapie je ¢asto nasledovana recidivou onemocnéni. V takovychto
pfipadech jiz neni pfilis moZnosti, co pacientkdm nabidnout. Jednou z mozZnosti by mohla byt
imunoterapie. V poslednich 10-15 letech se vyzkum v této oblasti obraci na cilenou bunécnou
imunoterapii, Sitou na miru proti danému nadoru. Jako perspektivni se jevi vakciny vyuzivajici
dendritické buriky. V nasi studii jsme se zaméfili pravé na in vitro priilkaz moznosti vyroby vakciny pro
pacientky s ovaridlnim karcinomem. Nadorové bunky jsme izolovali z ascitické tekutiny nebo
primarniho tumoru. Sledovali jsme, jak UV zafeni vyvolava apoptézu nadorovych bunék. Jako
optimalni pro nejvétsi vytézinost apoptotickych nddorovych bunék je doba 24hod po ozareni. Dale
jsme z perifernich mononuklearnich bunék po kultivaci v pfitomnosti IL-4 a GM-CSF izolovali nezralé
dendritické buriky. Takto pfipravené nezralé dendritické buriky jsme kokultivovali s apoptotickymi
nadorovymi burikami, kdy doba 4 hodin kokultivace se jevila jako nejvytéznéjsi. Pfitomnost
apoptotickych télisek v endosomalnim kompartmentu jsme prokazali na konfokalnim mikroskopu.
Maturace pulzovanych dendritickych bunék pomoci poly I:C je ucinna. Na dendritickych burikach
jsme v jednotlivych stadiich sledovali intenzitu exprese MHC-II (HLA-DR), maturacniho znaku CD83 a
kostimula¢nich molekul CD80 a CD86. Zralé dendritické buriky ve srovndni s nezralymi signifikantné
vice produkovaly IL-12p70 a TNFa, pulzované také o néco vice IL-10. Jen maturované pulzované
dendritické buriky signifikantné vice indukovaly proliferaci specifickych T lymfocytl (prokazano
metodou ELISPOT). Tento experiment je po¢atkem dalSiho vyvoje vakciny z dendritickych bunék na
Ustavu imunologie UK 2.LF a FN Motol. Prokazali jsme schopnost jeji produkce a schopnost indukovat
specifickou lymfocytarni odpovéd in vitro. Podrobnéjsi postup i vysledky jsou uvedeny v pfilozeném

pGvodnim ¢lanku.
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6.1.2 Karcinom prostaty

Nadorova onemocnéni zapficifuji pfiblizné 30% pficin umrti v ¢eské populaci. Mezi muZskou ¢asti
populace zaujimda predni misto karcinom prostaty. Incidence tohoto onemocnéni byla v roce 2010
celkem 131/100 000 a mortalita 28,4/100 000. S trendem starnuti populace toto onemocnéni hraje
dllezitéjsi roli. V soucasné dobé existuji k dispozici diagnostické postupy, které mohou odhalit
nemocné muze pred generalizaci onemocnéni. Takovymto pacientlim lze jako kurativni metodu
nabidnout radikalni operaéni vykon, nebo radioterapii. Asi u 1/3 muz(, ktefi prodélaji kurativni vykon,
karcinom prostaty zalozi mikrometastdzy, které se projevi jako tzv. biochemicka recidiva. Jelikoz
karcinom prostaty je pomalu rostouci nador, jeho citlivost k cytostatikdm je nizka. Pro tyto pacienty
neexistuje v soucasné dobé |ék, ktery by progresi onemocnéni zastavil a Uplné eliminoval. Specificka

imunoterapie by mohla byt alternativou, ktera by zvySila nadéji na uplné vyléceni.

V nasem experimentu jsme se zaméfili na pacienty po radikalni prostatektomii, kteti maji vyssi riziko
recidivy, tj. musi splfiovat alespori jedno z kritérii: pfedoperaéni PSA nad 10 ng/ml, Gleasonovo skére

> 7, pozitivni chirurgické okraje nebo stadium T3 a vice. U nich jsme poté stanovili fenotyp a funkci

dendritickych bunék a srovnali se zdravymi kontrolami. Pravé nenarusena funkce dendritickych bunék
je podminkou pro moznost jejich vyuziti v protinddorové vakciné. Dale jsme optimalizovali indukci
apoptdzy a nekrdzy u prostatickych linii LNCaP a DU145 — tento zdroj nadorovych antigent jsme zvolili
proto, Ze je z technickych dlvodl obtiZzné ziskat pacientovy autologni nadorové buriky z prostaty
v dostatecném mnozZstvi k pfipravé vakciny. Takto pfipravené bunky prostatickych linii jsme poté

predlozili pfipravenym dendritickym burkam.

Metodika pripravy dendritickych bunék z perifernich mononukleard, jejich pulzace, stanoveni
fenotypu, fagocytdozy a produkce cytokin( je stejna jako v predchozim ¢élanku tykajici se ovarialniho
karcinomu. Vysledky byly prezentovany pribézné na vyznamnych ¢eskych i mezinarodnich kongresech
(sjezd CUS, Central European Meeting poradané EAU, 7th EFIS Tatra Immunology Konference v roce

2006, Onkourologické a mamologické sympozium), pfesné citace jsou uvedeny v prehledu publikaéni

¢innosti.

Vysledky feSeni

1. Pacientia kontroly

a. Do studie jsme zahrnuli 9 pacientd a 10 kontrol. VSichni pacienti splfiovali vstupni kritéria
specifikované vyse. Mezi kontrolami jsou muzi ve stejném véku jako pacienti, bez zndmek

nadorového postizeni.
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2. Ovéreni moznosti kultivace dendritickych bunék z perifernich mononuklearnich bunék pacienta po

radikalni prostatektomii

3.

a.

Z 30ml krve pacienta se podafrilo izolovat dostatecné mnozstvi mononukleard, které jsme
poté nechali diferencovat v dendritické buriky za pritomnosti IL-4 a GM-CSF po dobu 6 dni.

U takto diferencovanych dendritickych bunék jsme stanovovali fenotyp a vybrané funkéni

charakteristiky.

Fenotyp dendritickych bunék

Obr.1

Fenotyp

a.

iDC

Cast vykultivovanych dendritickych bunék jsme poté vystavili maturaénimu stimulu po
dobu 24hod. V nasem pfipadé se jednalo o lipopolysacharid (LPS) nebo poly I:C.
Na pratokovém cytometru jsme pozorovali expresi

povrchovych molekul, které

charakterizuji takto vykultivované dendritické bunky — HLA-DR+, CD11c+ a CD14-, a také
molekuly charakterizujici jejich maturaéni stav — CD83, CD80 a CD86. V nasem souboru
mély nezralé dendritické bunky expresi HLA-DR, CD11c, nizkou expresi CD80 a CD86 a
neexprimovaly CD83 a CD14. U maturovanych dendritickych bunék byla signifikantné vyssi
exprese kostimulacnich molekul CD80 a CD86, HLA-DR a byla pfitomna molekula CD83
typicka pro zralé DC (obr.1). VSechny tyto charakteristiky odpovidaji fenotypu zdravych

kontrol. Rozdil mezi pacienty a zdravymi kontrolami nebyl statisticky vyznamny (graf ¢.1).

mDC + poly (I:C)
mDC + LPS
Izotop. kontrola

of Max

cole

A LPS
DC Poly (I:C)

CDog
g
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4. Fagocytdza dextranu

a. Zralym i nezralym dendritickym burfikdm jsme predlozili dextran znaceny FITC. Dendritické
buniky, jakozto fagocytujici burniky, dextran pohlti. Fagocytdrni aktivita je obecné vysoka u
nezralych DC, se stupném maturace klesa. Cast dendritickych bunék s dextranem jsme
inkubovali v termalnim boxu pfi 37°C a 5% CO2, ¢ast na ledu pfi 5°C. MnoiZstvi
fagocytovaného dextranu poté stanovujeme na pritokové cytometrii. Uroven
fluorescence dendritickych bunék na ledu odpovida nespecificky vdzanému dextranu. Tuto
hodnotu poté musime odecist od fluorescence fagocytujicich bunék. Z vysledku méreni
vyplyva, Ze i v naSem souboru pacientl dendritické bunky vykazuji fagocytarni aktivitu
odpovidajici stupni maturace, coz je jednim z hlavnich predpoklad(l pro Uspésnou pulzaci
dendritickych bunék nadorovym antigenem (obr.2). Rozdil mezi fagocytarni aktivitou
dendritickych bunék pacientd a zdravych kontrol byl statisticky nevyznamny (graf ¢.2).

Obr.2
iDC
mDC + poly (I:C)
mDC + LPS
Bez dextranu Dextran v inkubatoru Dextran na ledé
& |
It
s «{1
¥
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5. Produkce cytokint

a. Po odbéru supernatantu kultivovanych dendritickych bunék jsme pomoci metody ELISA

stanovili produkci cytokint IL-12, IL-1pB, IL-6, TNF-a a IL-10. Vysledky jednoznacné potvrzuji
signifikantni rozdil v produkci cytokinl mezi zralymi a nezralymi dendritickymi burikami.
Maturované dendritické buriky produkuji velké mnoZstvi vyse jmenovanych cytokin(, na
rozdil od nezralych, jeZ maji omezenou produkci, pfipadné zadnou. Tato pozorovani jsou

v souhlasu s vysledky u zdravych kontrol. Statisticky nebyl rozdil mezi pacienty a zdravymi

kontrolami vyznamny (graf ¢.3).
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6. Apoptdza nddorovych bunék

a. Jelikoz ze vzork(l prostat po radikalni prostatektomii Ize z technickych divod izolovat jen

velmi omezené mnoiZstvi autolognich nadorovych bunék, rozhodli jsme se vyuZit pro
pulzaci dendritickych bunék prostatickych nadorovych linii LNCaP a DU145. Tyto nadorové

buriky jsme vystavili intenzivnimu UV zareni po dobu 30s, 60s, 3 min, 5minut a 10minut a
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v dobé 24hod jsme pozorovali mnozstvi bunék, které presly do apoptdzy. Ke stanoveni
biologického stadia jsme pouZzili znaceni Annexinem a propidium jodidem. Apoptdzu jsme
detekovali také pomoci TUNNEL assay, ktera vsak nepfinesla lepsi vysledky nez znaceni
Annexinem a propidium jodidem, navic pfiprava je vyznamné delsi. Zjistili jsme, Ze bunky
nadorovych linii jsou znacné odolné proti UV zareni a na jejich usmrceni je potfeba doba

ozareni alespon 5minut (obr.3).

obr.3

1000

100

Comp-FL2-H:: Pl

1 10 100 1000

Comp-FL1-H:: ANNEXIN

7. Pulzace dendritickych bunék smési apoptotickych a nekrotickych nadorovych bunék

a. Smés apoptotickych a nekrotickych nadorovych bunék jsme oznadili barvivem PKH-26 a
nezralé dendritické buriky, které maji schopnost fagocytdzy, jsme oznacili barvivem PKH-
67. Poté jsme obé populace bunék koinkubovali v kompletnim mediu po dobu 4 hodin
v poméru 4:1 (TuxiDC). Nasledné jsme smés analyzovali na pratokovém cytometru.
Vysledna data prokazuji, Ze nezralé dendritické buriky pohlcuji buriky nadorové (obr.4), coz
je predpokladem uspésné vakciny. Vysledek jsme si také ovéfili na konfokalnim
mikroskopu (obr.5)

obr.4

T .rvl
1 10 100 1000 10001

FL1-H:: PKH-67
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obr.5

Shrnuti

Prokazali jsme, Ze od pacientl ve zvySeném riziku biochemické recidivy lIze ziskat kultivaci z monocytl
periferni krve dostatecné mnozstvi funkénich DC, coz je zdkladem pro budouci pfipravu terapeutické
vakciny. Déle jsme zjistili, Ze z technickych dlivodl nelze pouzit jako zdroj nadorového antigenu
autologni prostatickou nddorovou tkan, proto jsme se zaméfili na moznost pulsace prostatickymi
nadorovymi liniemi LNCaP a DU145. Optimalizovali jsme pfipravu zdroje nadorovych antigent

z téchto linii pomoci indukce apoptdzy a ovéfili jsme, Ze kultivované DC pacientl v dostatecné mire
pohlcuji tyto nadorové buriky. Nase vysledky byly nezbytnou preklinickou pfipravnou ¢asti

k naslednému vyvoji terapeutické vakciny.

6.2 Imunoterapie pomoci dendritickych bunék u pacient( s karcinomem prostaty

V nasledujici publikaci jsme se vénovali optimalizaci pfipravy vakciny pro pacienty s karcinomem
prostaty v GMP podminkach. Jako nejlepSi medium pro kultivaci dendritickych bunék z perifernich
mononuklear( v téchto podminkach se osvédcilo medium Cell Gro. Ke stanoveni nejlépe vyhovujiciho
maturacniho cinidla byly nezralé dendritické burky nejdfive maturovany v pfitomnosti poly I:C,
lipopolysacharidu, nebo smési IL-1, IL-6, TNF a PGE2. Takto pfipravené zralé dendritické buriky byly
nasledné pulzovany influenza matrix peptidem. Po kokultivaci a nasledné restimulaci s autolognimi T
lymfocyty jsme zjistili, Ze maturace dendritickych bunék pomoci poly I:C vede k nejvyssi proliferaci
specifickych T lymfocytl. U naseho modelového pacienta jsme detekovali vyssi podil regulacnich T
lymfocytl v krvi neZ u zdravych kontrol. Pomoci aplikace nizkych davek cyklofosfamidu po dobu 7 dni
jsme dokazali snizit mnozZstvi regulacnich T lymfocytt v krvi pacienta. V dalsi fazi pfipravy vakciny
jsme nezralé dendritické bunky pulzovali nddorovymi antigeny ve formé apoptotickych nddorovych

télisek z linie LNCaP indukovanych UV ozafenim. Takto pfipravené dendritické buriky in vitro
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zvySovaly 5x detekci specifickych T lymfocytl po restimulaci. Proliferaci specifickych T lymfocyt( jsme
také stanovili u naseho modelového pacienta in vivo po nékolika davkach vakciny. Doslo jak

k proliferaci specifickych T lymfocytli zamérenych proti dendritickym burikdm pulzovanych LNCaP, ale
také proti PSA. Déle jsme sledovali klinicky vyvoj onemocnéni pacienta, jehoz preziti bylo pozitivnhim
stimulem k iniciaci klinickych studii u pacient( s karcinomem prostaty v riiznych stadiich onemocnéni.

Podrobny postup pfipravy a vysledky jsou uvedeny v ¢lanku.
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6.3 Analyza infiltratu imunitnich bunék u karcinomu ledviny

Nadorova onemocnéni rliznych orgdna se lisi interakci s imunitnim systémem. Stejné tak r(izna stadia
nadorového onemocnéni se lisi v zastoupeni imunitnich bunék v krvi i nddorovém infiltratu. Pro
Uspésny vyvoj imunoterapeutickych metod tak musime nejdfive pochopit, jak dany nador

s imunitnim systémem interaguje. V nasem pfipadé jsme se zaméfili na pacienty s tumorem ledviny,
ktery je vybornym zdrojem nadorové tkané pro charakterizaci imunitnich bunék v nadorovém
infiltratu. Stanovili jsme zastoupeni dendritickych bunék, regulacnich T lymfocytl a neutrofild v krvi i
nadorech pacient(l a vysledky jsme korelovali s klinickym stadiem. Pacienty jsme rozdélili do 2 skupin:
Casné stadium odpovidajici nadorlim omezenym na ledvinu a pokrocilé stadium odpovidajici
nadordm invadujicim pres pouzdro ledviny nebo metastazujicim. Pocty dendritickych bunék byly
vyssi v krvi pacientl nez u zdravych kontrol. V ¢asném stadiu vétsi procento dendritickych bunék

v krvi exprimovalo maturacni marker CD83, ale také jsme pozorovali vyssi zastoupeni
plasmacytoidnich dendritickych bunék v nadorovém infiltratu. Poéty neutrofil(i v krvi pacient( byly
vyssi nez u zdravych kontrol. V pozdnich stadiich stoupal pocet infiltrujicich neutrofild v nddorové
tkani. Rozdil v zastoupeni regulacnich T lymfocyt( v nadorech jsme vsak mezi obéma skupinami
nepozorovali. Nicméné pacienti méli vyssi pocet regulacnich T lymfocytl v krvi neZ zdravé kontroly.
Tato prace je soucasti vyzkumného projektu zaméreného na analyzu imunitniho infiltratu nddoru ve
vztahu k progndze onemocnéni. Poznatky mohou v budoucnu slouZzit k individualizaci protinddorové
|éCby véetné imunoterapie. Podrobny postup i vysledky jsou popsany a diskutovany v pfilozeném

¢lanku.
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7 Zavér

Ve své praci jsem do problematiky imunologie nadorl urogenitalniho systému prispél témito
poznatky: realizovali jsme studii proveditelnosti imunoterapie DC u pacientek s karcinomem ovaria a
pacientl s karcinomem prostaty. Dendritické burky pfipravené z monocyt( téchto pacient( jsou
funkéni, maji vysokou fagocytarni aktivitu, pohlcuji apoptotické nadorové buriky, po maturaci
exprimuji znaky zralych dendritickych bunék. U pacientek s karcinomem ovaria indukuji specifické T
lymfocyty. Optimalizovali jsme ¢as UV ozafeni pro indukci apoptdzy u nddorovych bunék.
Experimentalni metody optimalizované v rdmci fady laboratornich pokus(i se ndm podafilo prevést
do podminek spravné vyrobni praxe (GMP), coZ je podminkou k aplikaci in vivo pacientdm. U prvniho
pacienta, kterému byl pfipravek bunécné terapii aplikovan, jsme byli schopni detekovat in vivo
specifické T lymfocyty proti nddorovym antigenlim prostaty a potencialni klinicky efekt. V posledni
Casti mé prdace u karcinomu ledviny jsme stanovili zastoupeni jednotlivych bunéénych populaci

v nadoru a periferni krvi. Tato studie je soucasti vyzkumného projektu zaméreného na analyzu
imunitniho infiltratu nadoru a imunitnich parametr( v periferni krvi ve vztahu k progndze
onemocnéni. Poznatky ziskané v tomto vyzkumu mohou v budoucnu slouZit k individualizaci

protinddorové lécby véetné imunoterapie.

Rozvoj védy i techniky v posledni dobé umoznil podrobné studium a lepsi porozumeéni imunitnimu
systému, a to nejen v ramci fyziologickych procesu, ale také patologickych. Nezdar nékterych novych
imunoterapeutickych procest casto vede k objasnéni priciny selhdni, a tim dale posouva nase znalosti
ohledné interakce nadoru s imunitnim systémem. Dnes jiz ¢astecné chapeme, Ze interakce mezi
nadorovymi a imunitnimi burikami se v prabéhu ristu nddoru méni, Zze bunky imunitniho systému
dokdzou zpocdatku nadorovym bunkam vzdorovat, nicméné nddorové mikroprostiedi si v pozdéjsich
stadiich imunitni buriky pfizplsobi tak, Ze rlst i metastazovani nadoru podporuji. Proto hlavné
v pozdéjsich stadiich je tfeba nejdfive presné definovat roli imunitnich bunék v nddoru a az poté se
muzeme pokusit imunitni systém stimulovat k eliminaci tumoru. Imunoterapie Sita na miru

pacientovi je dle mého nazoru budoucnosti |écby nadorovych onemocnéni.
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