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1 Uvod

Rakovina, slovo jez ve vétSin¢ lidi vzbuzuje strach, bezmoc a paniku zda prave je a
nebo jejich blizké tato zakefna a mnohdy nemilosrdnd nemoc nedozene. Smrt je dalSim
slovem, na které si ¢asto nedovoluji myslet. Bolest, chemoterapie, radioterapie, dalsi bolest,
ztrata vlast a nevolnost spojend s chemoterapeutiky, to vSe se honi v hlavich nemocnych a
jejich blizkych. Nadéje to je slovo, které se vybavi mné, hned za zady se snahou. Snahou
néco zménit, vybudovat a pomoci. Snahou zménit pohled na klasickou 1é¢bu rakoviny, kdy
nejcastéjSi metodou je stale chemoterapie a radioterapie. Zpusoby lécby, které maji tolik
vedlejsich G¢inki na organismus, nahradit 1é¢bou vyuzivajici zbrang, které ma kazdy z nés.
Efektory imunitniho systému-imunoterapii, nebo alespon tyto klasické metody o tento
zpusob 1é¢by rozsiftit a posilit tak, aby byl co nejucinnéjsi, kdyz nam jiz nic jiného nezbyde.

Zpisob 1écby, kterym se zabyvame, je pravé zminéna imunoterapie, kterd je zaloZena
na aktivaci imunitniho systému proti nadorovym buiikdm, vyuzivajici principy jak vrozené
tak i ziskané imunity. V minulosti se kolektiv Dr. Zenky vénoval mysim modelim
melanomu, sarkomu a pankreatického adenokarcinomu. Maligni melanom je nador
neuroektodermového piivodu patiici mezi nadory s nejrychlejim riistem incidence. V Ceské
republice bylo v roce 2014 diagnostikovano 22 novych pacientii na 100 000 obyvatel za rok,
kdy 4 lid¢é na 100 000 obyvatel na tuto chorobu zemfteli. Oproti pankreatickému
adenokarcinomu je mortalita zhruba stfedni (Lakomy, 2017).

V soucasnosti je naSe pozornost nejvice vénovana pankreatickému adenokracinomu.
Pankreaticky adenokarcinom, neboli rakovina slinivky bfiSni je celosvétové 4. nejcasté)si
pii¢inou umrti zpaisobenou rakovinou. Ceska republika je druhou zemi s nejvyssi incidenci,
incidence tohoto onemocnéni v poslednich 20-30 letech kontinudlné nartsta. Incidence je
témet shodnd s jeji mortalitou. 2191, to je ¢islo odpovidajici mnoZstvi pacientll, které touto
nemoci onemocnélo v roce 2014, toto Cislo je shodné s lidmi, ktefi na stejnou chorobu v roce
1995 zemfeli (Karasek, 2017). Z vyse zminénych faktd je ziejmé, jakym je rakovina slinivky
bfisni vaznym onemocnénim, patii mezi nejagresivnéjsi druhy rakoviny, kdy jsou nad€je na
vyléceni mizivé.

Avsak panu doktorovi Zenkovi a jeho kolektivu se v poslednich letech podafilo
vytvofit smeésici latek, kterd je vysoce efektivni, dochazi nejen k vyléfeni nédoru,
dlouhodobému preziti, ale diky imunologické paméti i k u¢inné obrané pfi retransplantaci.

Ucinngjsi formou aplikace se jevi intratumoralni podani na rozdil od systémového, kde



vysledky nejsou tak uspokojivé. V soudasné dobé Dr. Zenka roziifil sviij zijem o
problematiku metastaz, jak je uspésné cilit, oslabit, zneskodnit a o jakou latku nasi terapii
rozsifit tak, aby doslo k naplnéni naSich cili. U metastaz naSe 1écba neni natolik Gspésné
jako u primérnich néadorQ, lze je hife cilit, nebot’ nelze v kazdém pftipadé pouzit
intratumoralni vakcinaci a systémova vakcinace nebyva tak pfesna a G¢inna, navic metastazy
jsou rovnéz jako primarni nadory vybaveny fadou unikovych mechanismii.

V této souvislosti m¢ napadlo nasi imunoterapii rozsifit o problematiku survivinu.
Survivin je protein, ktery ma fadu funkci, které pomahaji nadorovym bunkam byt
nesmrtelnymi. Tento protein bojuje za nadorové buiky a znemoziuje jim naslouchat
signalim vedoucim k programované bunécné smrti, tedy k apoptoéze. Navic u nadort
vyvolava chemoresistenci vi¢i chemoterapeutikim, podporuje angiogenezi, reguluje
bunécny cyklus a proliferaci (Chen a kol.,2016). Proto by teoreticky jeho blokaci mélo dojit
k oslabeni nadort i metastaz a k podpofe nasi terapie, nicméné bude tieba zjistit, zda je jeho

blokace mozné a pro nasi imunoterapii vyhodna.



2 Cile prace

*Survivin, jeho vyskyt, vyznam a mechanismus ptisobeni.

*Survivin u nadorovych onemocnéni, moznosti terapeutickych zasahi a kombinace s

nadorovou imunoterapii.



3 Rakovina

Rakovina je skupinou heterogennich onemocnéni, kde abnormalni bunécny rtst s
potencialem napadat ostatni ¢asti lidského téla, ptebird kontrolu nad normélni homeostazou.
Muze byt bez v¢asné a spravné 1é¢by pro organismus fatalni (Garg a kol., 2016). Rakovina
vznikd pivodné z jedné jediné buiiky, v niz doslo k mutaci. Tato buiika pfestava odpovidat
na signaly vedouci k programované bunééné smrti a zane se nekontrolovatelné délit, pii
¢emz prenasi sviij genom do dcefinych bunék. Jedna se o autonomni proliferaci casto
nedostatecné diferenciovanych bunck (Chabner a Chabner Thompson, 2013).

Charakteristickym znakem rakovinnych bunék jsou biologické schopnosti ziskané
béhem vicestupniovitétho procesu vzniku nadord. Mezi tyto schopnosti patii: stalost
signalizace pro proliferaci, snaha vyhnout se ristovym supresoriim, odolnost vici signadlim
vedoucim k programované bunécné smrti, replikacni nesmrtelnost, indukce angiogeneze a
aktivace invaze metastdz a hlavn¢ zpusoby, kterymi rakovinné buiiky unikaji imunitnimu
dohledu, pteprogramovani energetického metabolismu, vyhybani se niceni imitnim
systtmem a mikroprostiedi nddoru vytvafené zdanlivé normalnimi bunkami. Tyto
schopnosti rakoviny tvoii jakysi logicky rdmec pro pochopeni pozoruhodné rozmanitosti
neoplastickych onemocnéni (Hanahan a Weinberg, 2011).

Imunitni systém pravdépodobné hraje vyznamnou roli pii eliminaci brzkych stadii
rakoviny a premalignich bun¢k, nebot’ pravé imunodeficientni stavy se vyskytuji u fady
druhii rakovin, predevS§im téch, které jsou spojeny s virovou infekci, nebo u nédort

lymfatického systému a klize (Chabner a Chabner Thompson, 2013).

3.1 Klasifikace nadoru

V soucasné dobé existuji studie potvrzujici existenci 100 a vice druhli rakoviny
(Hanahan a Weinberg, 2011; Hong a Cho, 2006). Na zaklad¢ jejich chovani, miizeme nadory
rozdé¢lit na: naddory praveé a pseudotumory. Nadory pravé pak na benigni a maligni.

Benigni nadory jsou nadory nezhoubné, netvoii metastazy a stavba jejich bunck se
nelisi od stavby bunék tkané z niz vznikly, ¢asto maji ovoidni tvar a jsou opouzdiené. Jejich
nebezpecnost spociva az v druhotném znaku, kdy se stavaji neustale vétSimi a tak utlacuji
ostatni tkdn€ a organy. Mohou byt bolestivé, uvolnovat hormony, ¢i krvacet. Tyto vlivy jsou
fizeny mistem jejich vyskytu.

Nas daleko vice zajimaji maligni nadory, které¢ se svou bunécnou stavbou lisi od

tkani, kde rostou, zpravidla je tato tkan tvofena nezralymi buitkami a proto je nékdy obtizné



rozlisit zda se jedna o nador, nebo zdravou tkaii. Casto je velmi obtizné rozpoznat, kde konéi
a proto vznikaji obtiZe pfi jejich odstranéni. Pokud chirurg neodstrani veskerou maligni tkan,
dochazi ke znovuobjeveni nadoru a jeho metastazovani. K ohranieni se Casto pouziva
doplnujici 1é¢ba napt. chemoterapie, aby doslo k zapouzdifeni nddoru a jeho odstranéni bylo
tak presnéj$i. Svym rastem nic¢i okolni tkané, neutlacuje, ale pfimo jimi prorista. Nadory
zhoubné cCasto rostou rychleji a agresivnéji nez nadory nezhoubné a jejich charakteristickou
vlastnosti je metastazovani.

Nase terapie se v minulych letech zabyvala 1é¢bou sarkomu a melanomu, v soucasné
dob¢ jsme svou pozornost presunuli na 1é¢bu pankreatického adenokarcinomu u mysich

modelu.

3.1.1 Sarkom

Sarkom je zhoubnym nadorem podplrné pojivové tkané. Z anatomického hlediska
muze byt sarkom vSudypfitomny, neni omezen jen na jedno misto vyskytu. Existuje i velka
fada rznych histotypi napt. liposarkomy a fibrosarkomy. Mimo pohybovy aparat se
sarkomy setkdvame prakticky kdekoli od bfi$ni dutiny, nitrohrudni oblasti az po sarkomy
retroperitonea aj.

Kazdoroénd je v Ceské republice diagnostikovano 350 novych piipaddi tohoto
onemocnéni. Sarkomy mékkych tkani (CD49) se kazdoro¢né v CR vyskytuji v podtu 250
pacienti z nichz 100-130 pacientd na toto onemocnéni zemie. Sarkomy se v malém
mnozstvi vyskytuji v détském a mladém véku, avSak jejich incidence s vékem pomalu
nartsta. Nejvyssi poCet nemocnych se pohybuje mezi 50. az 70. rokem zZivota. Sarkomy
dutiny bfisni a retroperitonea (CD48) se kazdoro¢né objevi u cca 100 pacientti z nichz 60 az

70 piipadi na toto onemocnéni zemie (Zaloudik, 2010).

3.1.2 Melanom

Melanom je malignim onemocnénim melanocyti, tedy bunék, které produkuji
pigment tzv. melanin. Maligni melanom (MM) se nejcastéji vyskytuje na pokoZce, ale mlize
se objevit i v usich, gastrointestinalnim traktu, o¢ich, ustech ¢i genitalni mukdzni sliznici,
nebo v leptomeninges (McCourt a kol., 2014). Mechanizmus diky kterému se z normalniho
melanocytu stane buiika maligniho melanomu neni zcela objasnén. Predpoklada se, ze dojde
k vicestupnovitému procesu genetickych mutaci, ktery narusi bunéény cyklus a ¢ini tak
melanocyty vice nachylné viéi karcinogennim ucinkim UVR (UV-radiation) (Demierre a
kol., 2003).



Nejvyssi mnozstvi pacientd na svété je v Australii v oblasti Queenslandu, kde v
piepoctu na 100 000 obyvatel trpi touto nemoci 57 lidi. Na druhém misté je Izrael, kde je
tento pomér 40 pacientli na 100 000 obyvatel. U mladSiho obyvatelstva je tato incidence
veelku stabilni, avSak zac¢ind narGstat pfimoumérné véku a u pacientd nad 50 let tato
incidence nartistd kazdym rokem o 3% (Melichar a kol., 2015). V CR je kazdym rokem
podle databaze NOR 20-30 novych piipadi na 100 000 obyvatel, s naristem o 35,8 % za
poslednich 10 let (Melichar a kol., 2015). Patii nam 9. misto v Evropském zebticku
incidence a 23. misto v mortalité (Ferlay a kol., 2015). V CR je hodnota pétiletého pieziti u
pacientl, ktefi prochazeji 1€cbou tvotena az 85%, u stadia IV nemoci pak 27% (Pavlik a kol.,

2014).

3.1.3 Pankreaticky adenokarcinom

Pankreaticky adenokarcinom je malignim karcinomem, ktery vznikd nejcastéji v
exokrynni ¢asti pankreatu. Lze ho rozdélit na duktalni adenokarcinom, ktery tvoii vice jak
90% ptipada, dale pak cystické nadory, lymfomy, neuroendokrynni nadory aj. (Jemal a kol.,
2003).

Pankreaticky adenokarcinom je nejvice smrtici karcinom ze vSech druhd lidské
rakoviny (Lowenfels a kol., 2000). Nejvyssi incidence a mortalita se vyskytuje ve vyspélych
zemich. Pétileté preziti u rakoviny pankreatu ¢ini kolem 5%. Pfi¢iny jeho vzniku nejsou
zcela objasnény, ale mezi rizikové faktory patii, podobné jako u ostatnich typ rakovin,
koufeni, pozitivni rodinnd anamnéza, genetika, obezita, diabetes mellitus, stravovaci navyky,
alkohol. Pankreaticky adenokarcinom je dle udaja UZIS z roku 2005, 7. nejéastéjsim
malignim onemocnénim v CR. Tato malignita se vyskytuje ¢asto s piibyvajicim vékem
nejcasteji v rozmezi 60.-80. roku Zivota (Hlavsa a kol., 2008). Nej€astéjsi pficinou vzniku je
pfetrvavajici chronickd pankreatitida a koufeni (Talamini a kol., 1999). VétSina
pankreatického adenokarcinomu se vyskytuje v hlavé pankreatu, tento vyskyt tvoii 50-70%
celkového vyskytu. Progndza téchto pacientl neni pfili§ valnd, 1 po provedeni kurativni RO
resekei se jejich prognéza piili§ neméni. Celkové pieziti do 5 let ¢ini v CR pouze 10% s
medidnem preziti 18 mésicii. Pokud pacienti trpi inoperabilnim karcinomem, vétSina z nich

se nedozije 12 mésict od data nalezu (Hlavsa a kol., 2008).



4 Nadorova terapie

Cilem 1éCby pacientii s rakovinou je: vylécit tuto nemoc, prodlouzit dobu pieziti a
zlepsit kvalitu jejich zivota (Meiliana a kol., 2016). Moznosti 1é¢by rakoviny se v poslednich
desetiletich dramaticky zménily. Doby, kdy operativni zédkrok a radioterapie byly jedinou
efektivni cestou k vyléceni rakoviny jsou davno pryCc.V soucasné dobé se do poptedi
dostavaji metody vyuzivajici molekularnich znaka nadort, které vefejnou spolecnosti nejsou
natolik znamé jako béZné metody, kterymi jsou napf. radioterapie, operativni zakrok,

chemoterapie, nebo endokrynni 1é¢ba (Urruticoechea a kol., 2010).

4.1 Operativni zakrok

Operativni zdkrok je netc¢innéjsi 1écbou lokalizovaného priméarniho nadoru s
odstranénim pobliz se vyskytujicich lymfatickych uzlin, u nichz mohlo dojit k infiltraci
rakovinnymi bunkami. Pokud je operace pouzivana jako jedind forma lécby, 1é¢i vice
pacientli nez kterdkoliv jind forma 1écby, protoze operace pusobi kinetikou nultého fadu,
dochazi tedy k zabiti hned 100% bungk, které byly vyoperovany. S objevem konzervativnich
1é¢ebnych postupti, kterymi jsou radioterapie, ktera se objevila ve 20. letech 20. stoleti a
chemoterapie na pocatku 40. let 20. stoleti se tyto druhy lécby zacaly kombinovat
(Urruticoechea a kol., 2010).

4.2 RT(radioterapie)

RT je zaclenéna do vice nez 45% ptipadi a toto Cislo neustale roste (Delaney a kol.,

2005). RT tvoii 40% celkové 1écby rakoviny, coz velmi ptizniveé ovliviiuje pomér ndklada a
efektivity, nebot’ je RT zodpovédna pouze za 5% celkovych nakladii vynaloZenych na 1é¢bu
rakoviny v primyslovych zemich. RT jako vnéjSi paprsek a/nebo brachyterapie (lécba
zafenim na kratkou vzdalenost) se pouzivaji nejCastéji jako kurativni léCba rtiznych typt
nadorti napf. rand staddia rakoviny krku a hlavy, prostaty, nebo cCasna faze Hodgkinovy
choroby. Nejcastéji se vSak RT pouzivd ve spojitosti s operaci a/nebo chemoterapii.
Ptredoperacni RT je v dnesni dobé omezeno mistem vyskytu nddoru, nejcastéji se pouziva u
rektalniho a ezofagelniho karcinomu, zatimco pooperacni RT se pouziva rizné, napt. u
nadoru prsu a CNS. Existuje 1 tzv. intraoperacni RT, kdy se pfilezitostné doda jedna frakce
elektront, nebo nizkoenergetickych fotonli béhem chirurgického zdkroku (Urruticoechea a

kol., 2010).



4.3 Chemoterapie

Chemoterapie je dalsim z moznych 1é¢ebnych postupi, kdy jsou do téla vpravovany
chemické latky (cytostatika), ktera naruSuji bunécny cyklus (piredev§sim bunécné déleni)
nejen nadorovych bungk, ale vSech bungk, které se rychle d¢li. Tato terapie by se dala
oznacit jako systémové traveni pacienta, jejiz koncentrace jedu vSak nevede ke smrti. Tato
terapie, dle mého nazoru, ma ze vsSech nejvice neptiznivych ucinki, neda se Gspésné cilit a
postihuje vSechny bunky lidského téla. Nasim cilem je tyto invazivni metody nahradit
néc¢im, co pro télo nebude toxické, né¢im co bude pro télo pfirozené, proto se zabyvame

imunoterapii, nikoli systémovym travenim.

Dalsimi metodami, které nejsou jiz tak vefejnosti zndmé jsou napi. genové terapie,

hormonalni terapie, ¢i ndmi pouzivana imunoterapie.

4.4 Imunoterapie

Nékolik dekad trvajici experimenty objasnily, Ze nddorové bunky jsou schopné
imunitni systém narusit, potlacit a pfemoci. Proto je cilem imunoterapie nasmétovat imunitni
systém pacienta proti rakovin€é. VétSina mechanismi imunoterapie spociva ve snaze
rozpoznat a zni€it rakovinné buiiky imunitnim systémem (Weintraub, 2013).

Imunitni systém poskytuje organismu obranu proti cizim antigentim. Toho je vyuZito
pii cileni antigenti na povrchu rakovinnych buné€k pomoci monoklondlnich protilatek.
Dalsim vyznamnym mechanismem je blokdda kontrolnich bodi, které blokuji inhibujici
endogenni odpoveéd’ na rakovinné bujeni pomoci protilatek. Tato cesta je pak zablokovana a
nadory jsou lépe rozpoznatelné imunitnim systémem (Meiliana a kol., 2016).

To jsou jen dva zpusoby vyuziti imunitniho systému pro zacileni rakovinnych bungk,
existuje jich samoziejm¢ mnohem vic. O nich se budeme bavit nize a nasledné se zaméeiime
pfedevSim na principy naSi imunoterapie. Buinky imunitniho systému v nadorovém
mikroprostiedi hraji vyznamnou roli pii regulaci a progresi nadoru. Proto je stimulace
imunitnich reakci proti nadoru atraktivnim terapeutickym cilem (Meiliana a kol., 2016).

Neni prekvapenim, Ze 1 nase imunoterapie vyuZziva principll a mechanismi
imunitniho systému, kdy z poc€atku nastupuje vrozend imunita a postupem casu je pies
dendritické bunky a makrofagy zapojena i imunita ziskand. Proto je nutné pfipomenout si
funkce a vyznam imunitniho systému jako celku, tak i mechanismy vrozené a ziskané

imunity.



5 Imunitni systém

Imunitni systém je soubor mechanismt, ktery organismu zajiStuje integritu
(nedoknutelnost) a stalost vnitiniho prostiedi (homeostazu). Jeho hlavni funkci je rozpoznani
,»ciziho" a ,,vlastniho", na zaklad€ tohoto principu je schopny vyhodnotit mozné nebezpeci
Skodlivych struktur, patogentl, které jsou zevniho i vnitiniho ptivodu (Hoftejsi a Bartiikova,
2009).

Mikroorganismy, patogeny, nadorové buiiky na svém povrchu nesou tzv. antigeny,
coz jsou latky, které jsou pro organismus cizi a IS (imunitni systém) je schopny takové latky
rozpoznat. IS nds chrani pied prevzetim kontroly nad télem jinymi genomy nez, které byly
kédovany v zarodecné linii (Nathan a kol., 2002). Kli¢ovou roli v této ochran¢ hraje

schopnost imunitniho systému zabit vSe, co vyhodnoti jako cizi.

Mechanismus ucinku spociva:

1. obranyschopnost - organismus a jeho imunitni systém je schopny rozpoznat vné&jsi

Skodliviny, patogeny, mikroorganismy, viry aj., vyhodnotit jejich nebezpecnost a ochranit
organismus pfed nimi i jejich toxickymi produkty.

2. autotolerance - IS je schopny rozpoznat latky, organy, struktury sob¢ vlastni a udrzuje

toleranci IS. Pokud dojde k poruse autotolerance, dochédzi k tvorbé autoimunitni odpovédi.
Mezi autoimunitni onemocnéni patii napft. celiakilie, roztrouSend skléroza a revmatoidni
artritida.

3. imunitni dohled — imunitni dohled udrzuje dozor nad vnitinim prostfedim a moznosti

vzniku endogennich patogent, rozliSuje a je schopny likvidovat pozménéné buiky, které

jsou staré, poskozené, zmutované atd. (Hotej$i a Barttinkova, 2009).

Imunitni systém lze rozdélit na zakladé specificity a rychlosti odpovédi na dvé sekce
a to na imunitu vrozenou (nespecifickou) a ziskanou (specifickou). Zde o nich mluvim jako
o oddélenych sekcich, nicméné mezi nimi exituje fada interakci a ob€ jsou vyznamné
propojeny pii tvorbé imunitni odpovédi.

Vrozend imunita tvoii fyzickou, chemickou a mikrobialni bariéru, ale daleko castéji
se objevuje ve spojitosti s buiitkami vrozené imunity, kterymi jsou napf. neutrofily,
monocyty, makrofagy a nebunéénymi slozkami jako je - komplement, cytokiny a proteiny
akutni faze. Tyto slozky zprostiedkovavaji okamzitou obranu organismu (Parkin a kol.,

2001).



Adaptivni imunita je znakem imunitniho systému vysSich zvitat. Mechanismus
adaptivni (specifické, ziskané) imunity spoc¢iva v antigen specifickych reakcich
uskute¢nénych pomoci T a B lymfocytu.

I kdyz je vrozena imunita nepiekonatelnd v rychlosti imunitni odpovédi, nékdy dojde
diky jeji nedokonalé specificité k posSkozeni zdravé tkan€. Adaptivni imunita je kontrastem k
imunité vrozené, je vysoce specificka nicméné trva nékolik dnli az tydn nez dojde k
vytvoreni jeji imunitni odpovédi. Navic adaptivni imunita méa schopnost tvofit pamét, takze
nasledujici stfetnuti s jiz zndmym antigenem vede k siln¢jsi, efektivnéjsi a rychlejsi reaket,

ale ta samozfejmé neprobihd okamzité¢ (Mackay a kol., 2000).

5.1 Vrozena (nespecificka) imunita

Nespecificka imunita a jeji mechanismy jsou vyvojové starS$i, méné specifické a
rychlej§i. Vrozena imunita je tvofena sloZzkami, které jsou v organismu jiZ vytvofeny a
pfipraveny k okamzitému utoku.

Je tvofena fyzikdlni bariérou, ktera je tvofena mechanickou sloZkou; epitelovymi

bunkami, které tvofi husté bunééné vrstvy - sliznice. Zahrnuji mukézni sliznice dychacich
cest, gastrointestindlniho traktu, genitourindlniho traktu a epitelidlni fasu odvadéjici
mnozstvi slizu, ktery je kontaminovany vdechnutymi, ¢i pozitymi ¢asticemi. Chemicka
slozka je tvofena enzymy ve slindch (lysozym), potu, slzach, mastné kyseliny na kuzi,
travici enzymy v Zaludku (pepsin), defenziny, kyselé pH v moci 1 Zaludku (Hofejsi a
Barttiikova, 2009). Nespecifickd imunitni odpovéd’ je téZ tvofena tfadou rozpustnych

proteint a bioaktivnich molekul, které jsou hojné zastoupeny v télnich tekutinach. Tyto latky

mohou byt po své aktivaci uvolnény z bunc¢k. Mezi tyto latky patfi napf. proteiny
komplementu, defensiny, ficoliny. Posledni soucdsti mechanismu vrozené imunity jsou

membranové receptory a cytoplazmatické proteiny, které jsou na sebe schopny vézat

molekularni vzorce, které se vyskytuji na povrchu cizorodého télesa, patogenu, mikrobu
(Chaplin, 2010).

Tyto molekularni vzorce se nazyvaji PAMPs (pathogen-associated molecular
patterns). PAMPs jsou riznorodé molekuly, které zahrnuji lipopolysacharidy (LPS),
mannany, teikové kyseliny, denaturovanou DNA, a bakterialni DNA (Janeway a kol., 2002).
Tyto molekularni vzorce jsou rozpoznavany receptory, které se nazyvaji PRRs (pathogen-

recognition receptors).
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PRRs jsou proteiny kédované v zarodecné linii, které¢ jsou evolucné konzervovany
(Janawey a kol., 2002). PRRs jsou definovany jako receptory PAMPs a jsou exprimovany
predevs§im buitkami vrozené imunity, tato definice vSak byla rozsifena o sekreci a lokalni
produkci molekul, které zprosttedkovavaji mnoho krokd v zanétlivé reakci veetné fizeni
fagocytozy, aktivace signalnich drah zanétu, indukce bunécné smrti, aktivace komplementu
¢1 koagulacni kaskady (Janeway a kol., 2002). Jednotlivé druhy PRRs a jejich vyuziti v

nadorové imunoterapii budou probrany nize.

Vrozena imunita je tvofena bunéénou a humoralni slozkou. Bunécnou slozku tvori
NK (natural Killer) bunky a buiky schopné fagocytdzy, tedy fagocyty (monocyty,
makrofagy, neutrofilni granulocyty, dendritické bunky a zirné buiiky). Humoralni slozka je
zastoupena cytokiny, slozkami komplementu, interferony, lektiny a sérovymi proteiny
(Hotejsi a Bartinikova, 2009). Vrozena imunita je, jak uz jsem zminila rychlejs$i, mén¢
specifickd, neni zatizena tzv. imunitni paméti, tudiz reaguje vzdy stejné rychle a stejnou

silou.

5.1.1 Bunééné slozky vrozené imunity

Myeloidni kmenové buiky davaji za vznik nékolika riznym bunéénym formam od
granulocytli po megakaryocyty, krevni destiCky tak i erytrocyty. Hlavni roli v imunitni
odpovédi hraji tyto slozky myeloidni fady; neutrofily, monocyty, makrofagy, eosinofily,
bazofily a zirné buiiky. Z lymfoidni fady sem patii zeyména NK bunky.

1. eosinofily — hlavnim tkolem eosinofilti je ochrana organismu pied parazitickou
infekci. Infekce zplisobend parazitem vyvola produkci antigen-specifickych IgE protilatek,
které zaplavi organismus. Eosinofily se na IgE pfichycuji svymi receptory s nizkou afinitou
(FceRID). Eosinofily fagocytuji a mimo ochranu organismu pied parazity se podileji i na
alergickych reakcich. Obsahuji granula obsahujici kationtové eosinofilni proteiny,
peroxidazu, neurotoxin, ktery je po svém vypusSténi na povrch patogenu vysoce toxicky
(Parkin a kol., 2001). Tvorba eosinofili v kostni dieni a jejich pteziti v perifernich tkanich je
zvySeno pritomnostni IL-5, ¢ini z nich buniky dulezZité pfi tvorbé alergickych reakci (Minai-

Fleminger a Levi-Schaffer, 2009).

2. bazofily a mastocyty - bazofily patii mezi granulocytarni leukocyty. Jejich
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zastoupeni je pomérné nizké tvoii pouze 1%. Obsahuji velka granula bohat4 na histamin a
serotonin. Podileji se na alergické reakci a likvidaci patogenti, vyskytuji se v krevnim fecisti
(Rédei, 2008). Mastocyty (téz zirné bunky) maji podobnou funkci a stavbu jako bazofily,
obsahuji granula s histaminem a heparinem, avsak nikdy neopoustéji tkan¢. Nejcastéji se
vyskytuji v klizi a travici soustavé. Heparin se podili na procesu srazeni krve a histamin na
alergickych reakcich.

Jejich mnozstvi v organismu je oproti ostatnim bilym krvinkam pomérné malé, jejich
vyznam v tvorbé imunitni odpovédi je vSak obrovsky. Zplisobuji angioedém, nebo anafylaxi.
T- mastocyty (mucosal mast cells) obsahuji pouze trypsin, ostatni obsahuji jak trypsin, tak
chymotrypsin. Bazofily 1 mastocyty na svém povrchu nesou vysoce afinitni receptory pro
IgE (Fc.RI, CD23), které absorbuji lokalni IgE. Pokud dojde k navazani IgE k receptoru
dochazi k degranulaci a k uvolnéni mediatorti jakym je napf. histamin a serotonin, nebo
vazoaktivni aminy. Membranové medidtory napi. leukotrieny B4, C4, D4 a E4,
prostaglandiny, faktory aktivujici desticky zvySuji kontrakce hladkého svalstva, tvorbu
edému, vaskuldrni permeabilitu, bronchokonstrikci ptispivaji k tvorbé zanétlivé odpovéedi
(Parkin a kol., 2001; Chaplin, 2010). Nyn¢jsi studie ukazuji hlavné na jejich Gcast pii
hypersenzitivnich alergickych reakcich, kdy uvoliiuji nezanedbatelné mnozstvi IL-4

(Schroeder a kol., 2009).

3. NK buiiky - natural killer bunky jsou jako jediné ptivodem z lymfoidni vyvojové
linie, morfologicky jsou podobné lymfocytim, ale nenesou antigen-specifické receptory.
Rozpoznavaji abnormélni bunky dvéma mechanismy. Prvni jejich mechanismus spociva v
pifitomnosti imunoglobulinovych (FcR) receptorti na jejich povrchu. Tyto receptory vazi
cilové struktury nesouci protilatky, které jsou schopny véazat se na tyto FcRs a zahgjit tak
cytotoxickou odpovéd’ NK bunék. Druhy mechanismus spoc¢iva v tom, Ze na svém povrchu
nesou receptory pro MHCI. Pokud pii interakci s bunikou nedojde k vazbé na tomto
receptoru, NK buiika je naprogramovana tak, aby lyzovala cilovou buiniku. Toho dosahne
sekreci perforini na povrch buniky, ke které NK buiika adherovala. Perforiny zptsobi tvorbu
port v membrang a granzymy témito pory putuji dovniti buiiky. Granzymy v cilové butice
indukuji apoptozu.

Normalni, neporusené lidské (hostitelské) buitky na svém povrchu nesou MHCI,
vazbou této molekuli s jejim receptorem pro MHCI na NK buinkach dojde k inhibici
pfirozené smrtici drahy a nedojde k apoptdze. Nadorové bunky a builky napadené virem

Casto zptisobuji utlum regulace MHC tfidy 1. To znesnadiiuje cestu k rozpoznavani téchto
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bunék pomoci cytotoxickych T bunék a otvira cestu k jejich likvidaci pomoci pfirozenych

zabijecl (Parkin a kol., 2001). Nicmén¢ Casta exprimace MHCIb znesnadiiuje 1 tento proces

(Smyth a kol., 2013).

4. monocyty, makrofagy — monocyty a makrofagy jsou casto mobilizovany kratce po

rekrutaci neutrofilti. Stejné jako neutrofily jsou schopny fagocytovat mikroby, nebo Castice,
které¢ byly pfedem oznaCeny protilatkou, nebo komplementem. Po jejich aktivaci setrvavaji
dlouhou dobu na mist¢ infekce, nebo chronického zanétu. Nejen, Ze se podileji na zadnétu, ale
v celém téle se ucastni granulomatoznich procesi. K zabiti mikroorganismt produkuji oxid
dusnaty. Vyznamnou ¢asti se podileji na regulaci specifické imunity prostfednictvim tvorby
velkého mnozstvi cytokini napi. IL-12, interferon (IFN-y) (Chaplin, 2010). Na zakladé
aktivaénich signali obdrzenych pfi jejich diferenciaci z prekurzorovych bunék, mohou
makrofagy tvorit rizné fenotypy (Benoit a kol., 2008).

Aktivované makrofagy vykazuji vysokou zanétlivou a antibakteridlni aktivitu,
produkuji velké mnozstvi IL-6, IL-12, IFN-y a TNF (tumor necrosis factor). Alternativné
aktivované makrofagy jsou spustény piitomnosti IL-4, IL-10, IL-13 pifedev§im za
jejich vlastni produkce IL-10, antagonisty receptoru IL-1 a transformujiciho rtstového
faktoru (TGFp) (Chaplin, 2010).

5. neutrofily — neutrofily jsou prvni obrannou linii pfi imunitni odpovédi organismu
proti bakterialni, nebo plistové infekci (Borregaard a kol., 2010). Tvoii 50-70%
cirkulujicich leukocytli a jsou schopny pomoci diapedézy proniknout do rtznych tkéni.
Hlavnim rysem vrozené imunity je aktivace a rekrutace neutrofili pfi vzniku infekce, coz
vede k vymyceni patogeni (Witko-Sarsat a kol., 2000). Pro vrozenou imunitu je typicka
nizka schopnost cileni, neni tak specifickd jako imunita ziskana. To je z biochemického
hlediska zptisobeno nizkym poctem chemickych mechanismi pro zabijeni, coz sniZuje
schopnost cilit konkrétni bunku a vede k moznosti napadeni i jiné formy Zivota (Nathan,
2006). Proto neni prekvapenim, ze neutrofily, ¢astice schopné destrukce mikroorganismd,
také ni¢i bunky a tkédné hostitele, tedy tkané¢ sobé vlastni. Destrukce zplsobena pomoci
neutrofilii je ve skute¢nosti velmi Casty jev, dochdzi k nému pii infekci. Diky této destrukci
muze hostiteliv imunitni systém vyhodnotit, zda je na ¢ase vyvolat imunitni odpovéd. Ve
skute€nosti je tkanova infekce hlavnim zdrojem informaci pro imunitni systém, ktery

vyvolava zanét a zanét zase aktivuje imunitu (Nathan a kol., 2002).
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Z toho vyplyva jak moc jsou neutrofily pii tvorbé imunitni odpovédi nepostradatelné.
Nejenze se podileji na tvorb¢ zékladni formy imunitni odpovédi tedy na zanétu, ale na tuto
primarni zanétlivou reakci navazuje atak na urovni imunity ziskané. Béhem pocate¢niho
vyvojového stupné tkanového poskozeni ¢i infekce jsou z makrofagl uvoliovany cytokiny.

Granulocytarni a granulocyto-makrofagni kolonii stimulujici faktory, které stimuluji
v kostni dfeni myeloidni prekurzory a uvoliiuji miliony neutrofilnich bun¢k do krevni
cirkulace a zpusobuji tzv. neutrofilni leukocytozu. Jako vétSina bun€k imunitniho systému
nejsou neutrofily statické, ukotvené na jednom misté. Jsou to pohyblivé buiky putujici
celym télem. Pohybuji se volné krvi, nebo se valivym pohybem piesouvaji po endotelu
vaskularniho systému. Z mista jejich pfirozené¢ho vyskytu se k mistu infekce dostavaji
pomoci nékolikastupiiovitého procesu zahrnujicitho prozéanétlivé mediatory, adhesinové
molekuly, chemokiny a chemoatraktanty (Parkin a kol., 2001).

Neutrofily vytvaii obrovské mnozstvi reaktivnich forem kysliku, které jsou pro
mikrobidlni patogeny cytotoxické. Dale enzymy, které se podileji na tkanové obnové a
opravach po zranéni. Neutrofily se akumuluji ve velkém mnoZstvi v mistech bakteridlni
infekce a poskozené tkané, maji prominentni fagocytarni schopnosti, které¢ jim umoziuji
pohltit mikroby a ¢asticové antigeny, nasledn¢ je degradovat a znicit. Je tedy zfejmé, ze hraji
vyznamnou roli pfi odstrafiovani patogent a opravé poSkozenych tkdni (Kennedy a kol.,
2009).

Jak jsem jiz zminila, neutrofily jsou fagocyty, jsou tedy schopny fagocytozy.
Fagocytdza je d& pii kterém neutrofil obklopi patogen, pohlti ho a zneskodni. Obklopi ho
pomoci tzv. pseodopodii, to jsou vybézky tvorené cytoplazmatickou membranou.Vytvoii
vesikl, tzv. fagozom okolo pohlcené ¢astice. Tento fagozom flzuje s granulami obsazenymi
v neutrofilu a vznik4 tzv. fagolyzozom. Nasledné je patogen Stépen pomoci toxickych
kyslikovych radikalti napt. hydrogenperoxidem, hydroxylovymi radikaly aj. Déle jsou v
granulech obsaZeny na kysliku nezavislé toxické latky, jako jsou vysoce toxické proteiny a
enzymy napi. myeloperoxidaza, lyzozymy (Parkin a kol., 2001).

V soucasné dobé je zajem o neutrofily zvySen diky jejich chopnosti regulovat
imunitni odpovéd’ prostiednistvim produkce cytokint, jako je TNF (tumour necrosis factor)
a interleukin (IL-12), chemokiny, tvofi neutrofilni extracelularni pasti (NETs)
(Papayannopoulos a Zychlinsky, 2009).

Ingesce a schopnost zabijeni je u neutrofilti az 100x u¢innéj$i pokud ptedem dojde k
opsonizaci pomoci specifické protilatky, nebo komplementu (C’). Tyto molekuly se vazi na

neutrofilni Fc a C’receptory, zvySuji adhezi mezi fagocytem a patogenem a startuji proces
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fagocytozy. Nékteré patogeny jako je pneumococcus a haemophilus nejsou na neutrofilni
fagocytozu dostatecné citlivy, pokud nedojde piedem ke styku s protilatkou. Tento jev
vysvétluje, proc¢ jsou lidé s deficitem protilatek tolik nachylni a citlivi viic¢i infekcim, ackoli

maji normalni mnozstvi neutrofild v krvi (Parkin a kol., 2001).

Neutrofily a rakovina

Neutrofily hraji obrovskou roli u rakoviny. Nejenze jejich vyskyt v krvi a tkanich
slouzi jako dulezity prognosticky marker, sami se aktivn¢ podili na sile progrese nadoru a
jsou dulezité¢ pro sledovani vysledkd terapie (Treffers a kol., 2016). Jak jiz bylo vyse
zminéno, neutrofily jsou nejvice zastoupené leukocyty v krvi tvoii 50-70% cirkulujicich
leukocytl. Neutrofily vSak infiltruji 1 fadu tumori, pak o nich mluvime jako o tumor-
associated neutrophils (TANSs) (Uribe-Querol a kol., 2015).

Z pocatku se nepiedpokladalo, ze by bunky s tak kratkou zivotnosti mohly mit vétsi
vyznam, pocitalo se s nimi spise jako s divaky. Nicméné se ukdzalo, ze hraji vyznamnou roli

u rakovinnych onemocnéni (Mantovani a kol., 2008).

Efekty protinadorové

Neutrofily mohou ve skute¢nosti byt efektorovymi bunikami, které se podileji na
protinadorovém boji (Gregory a kol., 2011), nebot’ jejich granula obsahuji latky, které jsou
schopné zlikvidovat maligni bunky. Cytokiny a chemokiny, které sekretuji by mohly
rekrutovat ostatni bunky imunitniho systému Gc¢astnici se protinadorové odpovédi (Tecchio a
kol., 2013; Mantovani a kol., 2011).

Fascinujici funkci neutrofild je schopnost brzdit progresi tumori s nizkym stupném
ristu a zpomalit maligni progres onemocnéni prostfednictvim odlouceni nadorovych bunék

od bazalni membrany u karcinogeneze epitelovych bunék délohy (Blaisdell a kol., 2015).

Efekty pronadorové

Nicméné soucasné studie naopak spojuji TANs se Spatnou prognodzou. Nejspis se
ptate jak je mozné, aby builkky vrozené imunity mohly podporovat nadorové bujeni.
Odpovéd’ je takova, ze mikroprostiedi nadorii kontroluje rekrutaci neutrofila tak, aby TANs
podporovaly progresi nadorti. Proto o TANs nemizeme mluvit jen jako o obranné linii
organismu, kterd je pro organismus benefitni, musime pocitat i s jejich moznou Skodlivou

funkei (Uribe-Querol a kol., 2015).
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TANs se od cirkulujicich neutrofil 1i§i, u mySich modelii mohou zobrazovat
promutagenni fenotyp, mechanismy tohoto fenotypu se zacinaji objasiiovat, nicmén¢ jiz ted’
vime, Ze zahrnuji genotoxicitu, angiogenezi a imunosupresi (Gregory a kol.,, 2011).
Tyto dva typy neutrofildi, tedy TANs a cirkulujici neutrofily byly pojmenovany N1 a N2
(Fridlender a kol., 2009), stejné jako pro a protinadorové makrofagy (TAMs) (Galdiero a
kol., 2013).Solidni tumory obsahuji zejména rizné druhy bun¢k, v¢etn¢ bunék stromalnich,
imunitnich, endotelialnich. To neni zcela zardzejici, nebot’ zanét je zndmym aspektem, ktery

je spojovany s primarni nddorovou progresi (Coussens a kol., 2000; Maeda a Akaike, 1998).

5.1.2 Humoralni slozky vrozené imunity

Bunééné slozky nejsou potfebné pro vSechny reakce vrozené imunitni odpovédi.
Proteiny a jiné molekuly jsou sob&staéné pti usmrceni mikrobu, patogenu a cizorodych téles,
kterd nebyla pohlcena buiitkami imunitniho systému. Humordlni slozka vrozené imunity
muze byt rozdélena na aferentni a efektorovou vétev. Nebot latky, které rozpoznaji
cizorodost, jesté nemusi byt t€mi co patogen usmrti.

Mezi humoralni slozky fadime komplement, LPS vazebny protein (LBP), C-reactive
protein, pentraxiny, antimikrobidlni peptidy, vcetn¢ defensinti, proteiny akutni faze,
prozanétlivé cytokiny aj. (Turvey a Broide, 2010).

Nicméné je nutno si uvédomit, Ze ani €lenové humorélni slozky vrozené imunity
nepracuji samostatné. Skvélym piikladem interakce mezi vrozenou a ziskanou imunitou je
ptipad, kdy je patogen oznafen pomoci protilatky, diky niZ ho rozpoznaji slozky
komplementu a zneSkodni jej. Bez pfitomnosti ziskané imunity by nebyla zajisténa tak

vysoka efektivnost imunity vrozené (Beutler a kol., 2004).

Komplement

Komplement je systém skladajici se z husté sité proteind, ktera je regulovana a hraje
vyznamnou roli v imunitni obran¢ a zanétu. Aktivace komplementu vede k opsonizaci
patogenu a jeho odstranéni fagocyty.

Komplement se sklada z vice nez 30 proteinti, které¢ se vyskytuji bud’ rozpusténé v
krvi, nebo jako s membranou asociované proteiny. Aktivace komplementu vede ke kaskade
enzymatickych reakci, které vedou k formaci C3a a CS5a, coz vede k mnoZstvi
fyziologickych imunitnich odpovédi, od chemoatrakce az po apoptdzu (Sarma a kol., 2011).

Pivodné byl komplement povazovan za prostiedek pouze vrozené imunity, nicméné
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posledni studie ukazuji na jeho dilezitou roli pfi adaptivni imunité¢ zahrnujici T a B
lymfocyty a imunitni odpovéd’, kterd chrani organismus pted opétovnou invazi
(Dunkelberger a kol., 2010; Molina a kol., 1996). Podili se vsak i na regeneraci tkani, ristu
nadori (Qu a kol., 2009) a fad¢ onemocnéni (Wagner a kol., 2010).

Hlavnich slozek komplementu je jen devét sérovych proteina (C1,C2,C3...) (Hotejsi
a Bartiinkova, 2009). Komplement je aktivovan alternativni, klasickou, nebo lektinovou
drahou aktivace. Tyto zpusoby aktivace zahrnuji proteiny, které vétSinou existuji v neaktivni
formé, zymogenech. Ty mohou byt postupné uvoliiovany a aktivovany. VSechny tyto cesty
se sbihaji v C3 proteinu, ktery je ustiedni slozkou celého sytému. Z tohoto usttedniho bodu
dale dojde k formaci aktivaénich proteini, C3a, C3b, C5a a C5b-9 (membrane attack
complex) (Sarma a kol., 2011).

Komplement zastava 3 funkce:
1.Opsonizace, kterd je zpostiedkovana pomoci C3b, ktery se kovalentni vazbou vaze
na membranu patogenu.
2.Chemotaxe, zprostiedkovana pomoci C3a, C5b.
3.0smoticka lyza buitkky pomoci komplexu MAC (membrane attack complex),

skladajici se z C5b, C6, C7, C8 a C9 fragmenti (Hofej$i a Bartiinkova, 2009).

Cytokiny

Dals§i neméné podstatnou soucasti vrozené¢ humoralni imunity jsou tzv. cytokiny.
Cytokiny jsou latky s nizkou molekularni hmotnosti pohybujici se od 4000 - 40 000 d.
(Dinarello a kol., 2000).

Zastavaji funkci autokrynniho, parakrynniho nebo endokrynniho messengera (Zhang
a An, 2007). Tyto latky mohou ovliviiovat bunku, jeZ je vyprodukovala, nebo bunky ostatni.
Tyto latky prendSeji signaly, které jsou bunce predany prostiednictvim specifického
receptoru, ktery se vyskytuje na membrané piislusné buiky. Ackoli je vétSina z nich
rozpustnd, nékteré¢ mohou byt vazané na membrané (Parkin a kol., 2001). Cytokiny mohou
byt produkovany prakticky vSemi bunikami nejcastéji vS§ak makrofagy a Th buitkami (Zhang
a An, 2007) a maji velmi riznorodé funkce. VétSina téchto cytokinil vSak zpisobuje bunéény
pfesun, de€leni, apoptézu a zénét (Parkin a kol., 2001). Existuje hned nékolik zpisobil
rozdé€leni cytokind. Mizeme je rozdélit na zakladé funkce pfi tvorb€ zadnétu na prozanétlivé a

protizanétlivé cytokiny (Zhang a An, 2007).
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Cytokiny, které jsou produkovany leukocyty a maji efekt pfedevSim na bunky bilé
fady, se nazyvaji interleukiny (ILs). Cytokiny, které maji funkci chemoatraktantd, se
nazyvaji chemokiny. Ty latky, které ovliviuji bunénou proliferaci a diferenciaci
kmenovych bungk, jsou nazvany kolonii stimulujici faktory (CSFs) a poslednim typem
jsou interferony (IFN), které jsou spojeny s virovou replikaci (Parkin a kol., 2001).
Monokiny produkované monocyty a lymfokiny jejichz zdrojem jsou lymfocyty (Zhang a
An, 2007).

Chemokiny
Chemokiny jsou vyznamnym clenem rodiny cytokint. Hraji kli¢ovou roli pii migraci
leukocytl. Maji chemotaktickou funkci, jsou tedy zodpovédné ze cileni pohybu danych
bunék. Jejich produkce je ovlivnéna ptitomnosti prozanétlivych cytokinti, nebo bakterialnimi
produkty. Receptory pro chemokiny se vyskytuji na vSech leukocytech. Chemokiny, které
zpusobuji rekrutaci leukocytil, se nazyvaji zanétlivé chemokiny (Parkin a kol., 2001).
Lymfoidni chemokiny reguluji umisténi leukocytli v tkdnich imunitniho systému,

jako je napf. slezina aj. (Cyster a kol., 1999).

Mezi vyznamné chemokiny patfi:

1.macrophage chemoattractant protein-1 — tento chemokin je produkovan makrofagy,
fibroblasty a keratinocyty a jeho funkci je chemoatrakce monocytt a pamétovych T bunék
smérem k zanétu.

2. macrophage inflammantory protein-/o, — protein produkovany makrofagy, jeho funkci je

chemoatrakce monocytii a pamét'ovych bunék.

3. MIP-1p (macrophage inflammantory protein- 1) — Chemokin produkovany makrofagy,

monocyty, T a B lymfocyty a bunkami endotelu, jeho funkce je chemoatrakce monocytl a
CD8+ T bungk.

4. RANTES - zptsobuji chemoatrakci monocytt, T bun¢k a eosinofild, jsou produkovany
krevnimi destickami a T buiikami.

5. IL-8 - tento interleukin atrakuje neutrofily a T bunky, produkuji ho makrofagy (Parkin a
kol., 2001).

Interferony
Interferony jsou proteiny, které maji mezi cytokiny hlavni roli v imunité, jsou

rozdéleny do dvou typii. Typl zahrnujici IFNa, IFNB a typ2, ktery zahrnuje IFN v a jiné
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imunitni interferony. Interferony typul maji protivirovou funkci, jsou produkovany zejména
fibroblasty a monocyty. Jejich produkce je fizena na zaklad¢ vzniklé infekce. Jak IFNa, tak
IFNP se vazi ke stejnému receptoru. Chrani neinfikované buiiky pomoci aktivace tvorby
molekul, které jsou schopné narusit, nebo inhibovat produkci virové RNA, nebo DNA
(Parkin a kol., 2001). Interferony typul maji téz protiprolifera¢ni funkci, které je vyuzivano
napt. pti 1écbé leukemie (Brunstein, 2001).

Interferon y aktivuje makrofagy, intracelularni zabijeni pomoci neutrofilti a funkci
NK buné¢k. Zvysuje prezentaci antigenu, zvysenim exprese MHCII molekul na povrchu
APCs (antigen presenting cells). Je produkovan bunikami imunitniho systému, kterymi jsou

T lymfocyty a NK buiiky (Parkin a kol., 2001).

Tumour necrosis factors (TNFs)
Jsou skupinou cytokinovych proteinti, které maji jednak funkci cytotoxickou, tak
regulacni. Jejich regulacni funkce je podobna funkci IFN y (Hotej$i a Barttiikova, 2009).

Tumour necrosis factor o (INFo), t¢Z znamy jako kachektin je cytokin produkovany

makrofagy. Jeho funkce spodiva v aktivaci a stimulaci imunitni odpovédi, kterou je
tumorova nekrdza.

Tumour necrosis _factor f (TNF pf), téz znamy jako lymfotoxin, je protein

produkovyny T bunkami. Stimuluje vaskularni efekt imunitni odpovédi (Parkin a kol.,
2001).
V neposledni fad¢ 1ze do skupiny humoralni imunity zafadit tzv. PRRS, coz jsou

rozpustné receptory rozpoznavajici PAMPs molekulové vzory (Hofejsi a Bartiiikova, 2009).

5.1.3 Zanét

Zanét je vSudyptitomnd forma obrany, kterd vznikd na misté poranéné tkané. Je to
nespecifickd reakce zprostfedkovana nespecifickymi a specifickymi mechanismy imunitni
odpovédi pro boj s patogeny. Za aktivaci zanétu jsou zodpoveédné receptory vrozené imunity,
které ho po jejich styku s patogenem aktivuji.

Zanét je kaskddou imunologickych, fyziologickych a behavioralnich udalosti, které
tvoti komplexni sit. Tato sit’ je koordinovana vySe zminénymi signdlnimi molekulami -
cytokiny. Charakteristickym znakem této imunitni odpovédi oproti ostatnim je fakt, ze pfi
tomto procesu dochdzi k poskozeni i zdravé tkédn€. Zanét, ale nemé nic spolecného s

imunopatologii, nebot’ ta zahrnuje imunitni Gtok vici tkanim, které jiz nejsou povaZovany za
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tkadn¢€ sob¢ vlastni. O tomto jevu pak mluvime jako o autoimunitni patologii (Ashley a kol.,
2012).

Dle Medzhitova, je zanét definovan jako biologicka reakce na naruSeni tkanové
homeostazy (Medzhitov a kol., 2008). Pti tomto naruseni dochdzi k rekrutaci krevnich
slozek, kterymi jsou plazmové proteiny, tekutina, leukocyty. Toho je docileno diky zménam
v krevnim fecisti, které vedou k vazodilataci a zvySené permeabilité¢ cév, diky tomu je ve
vysledku zvySen krevni prutok (Ashley a kol., 2012). Klinickymi projevy zanétu jsou rubor
(z€ervenani), dolor (bolestivost), calor (teplota), tumor (otok) a function laesa (zména
funk¢nosti)(Hoftejsi a Bartinkova, 2009).

Primérni funkci zanétu je rychle zachytit a znic¢it zdroj naruseni tkané, odstranit
zni¢enou tkan a znovu nastolit stav tkanové homeostazy (Medzhitov a kol., 2008; Soehnlein
a kol., 2010). Toho je dosazeno pomoci detekce tzv. PAMPs. PAMPs jsou pathogen-
associated molecular patterns, tedy molekulové vzorce, které jsou exprimované na povrchu
patogenii nikoli na buiikach hostitele, proto jsou pro buiiky imunitniho systému lehce
rozpoznatelné. PAMPs mohou byt pro patogeny zZivotné dulezité. Alarminy téz DAMPs
(damage-associated molocular patterns) jsou endogenni molekuly vyplavované z bunék, u
nichz dochazi napt. k nekréze. Jsou téz rozpoznavany vrozenou imunitnou, ale tyto signaly
naopak omezuji napadeni hostitelské tkan& vrozenou imunitou (Ashley a kol., 2012).

RozliSujeme zanét akutni a chronicky. Akutni zanét neni dlouhodoby, dochéazi k
uplnému zhojeni tkang, ktera je bez nasledkd. Chronicky zanét je Casto patologicky, trva
delsi dobu a nedochézi k Giplnému zahojeni tkang, ¢ast tkdn¢ je nahrazena vazivem (Hoftej$i a

Bartiinkova, 2009).

Hlavni prozanétlivé cytokiny

cytokiny jsou cileny na misto zanétu, kde zabranuji jeho nadbyte¢nému vzniku (Jaffer a kol.,
2010). Pii jeho zvySené tvorb& dochazi ke ztrat€ lokalni kontroly, kterd mize vést az k
systémovému zanétu a potencialnim nasledkiim jako je SIRS (sepse), nebo MODS (multi-
organ dysfunction syndrome), k Soku a dokonce az k smrti (Wajant a kol., 2003).
Cytokiny jsou z buné€k uvolfiovany stupniovité, prvotnimi prozanétlivymi cytokiny jsou
TNFa a IL-1B. Tyto dvé latky stimuluji produkci ostatnich cytokind. Hlavnimi
prozanétlivymi cytokiny jsou TNFa, IL-1, IL-6, IL-8 a MIP-1a (macrophage inflammatory
protein-1a) (Jaffer a kol., 2010).
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TNFa - protein o velikosti 17kDa je primarn¢ produkovan monocyty. Podani
vétstho mnozstvi tohoto rekombinantniho proteinu u lidi zplGsobuje sepsi s horeckou,
hemodynamické abnormality, leukopenii, zvySenou produkci enzymu jater a koagulopatii
(Spriggs a kol., 1987).

Mnoho studii zahrnujici infuzovany endotoxin ukazuje, Ze nejvyssi hladiny TNFa je
dosazeno po 60-90 minutach (Socha a kol , 2006). Objevuje se velmi rychle v plazm¢ a ma

vyhradni roli pfi usnadnéni aktivace ostatnich mediatorii zanétu (Jaffer a kol., 2010).

IL-1 - interleukin-1 tvoii dvé formy, prvni formou je IL-1a a druhou formou je IL-
1B. Obé dvé tyto formy sdili jeden receptor pro IL-1. Je téZ jako TNFa uvoliiovan monocyty,
navic vsak jesté¢ neutrofily a jinymi buiikami. U lidi zptisobuje horecku, hemodynamické

zmeény, anorexii, nevolnost, artralgii, bolest hlavy a neutrofilii (Jaffer a kol, 2010).

IL-6 - je 21 kDa velky glykoprotein syntetizovany velkym mnozstvim bunéénych
typl. Je pocateCnim mediatorem pii vzniku horecky, zvySuje uvolilovani proteini akutni

faze a podporuje chemotaxi prostiednictvim toll-like receptorti (TLRs) (Jaffer a kol., 2010).

11-8 — interleukin-8 (t¢z znam jako CXCLS8) je prozanétlivy chemokin. Je
produkovan monocyty a makrofagy. Jeho exprese je regulovana aktivaCnim proteinem
a/nebo faktorem-yB (NF- ¢B). Tento IL je regulovan na zakladé stimuld, kterymi jsou napft.
TNFa, IL-1B, chemickymi vlivy i vlivem prostfedi a steroidnimi hormony (androgeny,
estrogeny aj.). Je spojovan s podporou chemotaxe neutrofili a degranulaci (Waugh a Wilson,
2008).

IL-17 - je protein zodpovédny za produkci G-CSF (granulocyte colony-stimulating
factor) a chemokini jako je CXCL1 a CXCL2. Je to cytokin, ktery je prozanétlivym
mediatorem. Béhem infekce se podili na zneSkodnéni patogenu (extracelularni bakterie a
fungi) produkei antimikrobidlnich peptida jako je napt. defensin. Hraje téz vyznamnou roli
pii chronickém zanétu, ktery nastava béhem autoimunitni choroby, jako je napf. RA
(revmatoidni artiritida), nebo pii alergiich. Béhem této nemoci je IL-17 produkovan Th
bunikami, které jsou stimulovany IL-1B a IL-6, které jsou produkovany makrofagy a

buiikami tkani (Kuwabara a kol., 2017).
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5.2 Ziskana (specificka) imunita

Jak jiz bylo vySe zminéno, ziskand imunita je evoluéné mladsi, jeji reakce je
pomalejsi, avSak presnéjsi a tvoii se béhem ni pomoci pamét'ovych bunc¢k imunitni pamét.
Organismus pak po znovuobnoveni zndmého nepfitele reaguje rychleji a s vétsi silou.
Bunéénymi slozkami vrozené imunity jsou B a T lymfocyty. Flexibilita a pamét této
imunitni odpovédi je zprosttedkovana pomoci toho jak T a B lymfocyty rozpoznavaji
povrchové antigeny.

Vrozena imunita vyuziva stale stejny repertoar receptorud, ktery zdédila, na rozdil od
T a B lymfocyti jejichZ receptory neustale prochazeji fadou rekombinaci geni, které koduji
receptory pro Ag (antigen). Tak se neustale tvoii nové a unikdtni receptory, které jsou

schopny rozpoznat v podstat¢ jakykoli antigen (Clark a Kupper, 2005).

B lymfocyty na svém povrchu nesou receptory, v tomto piipadé protilatkové
molekuly, které jsou koédovany tézkymi a lehkymi fetézci imunoglobulinu (Ig). Tyto
receptory jsou vazany na povrchu B bun¢k, nebo mohou byt sekretovany. Jsou klasifikovany
na zaklad€ izoforem jejich tézkého fetézce na IgM, IgG, IgE a IgA. Ze vSeho nejdiive B
buiikky produkuji IgM, ale diky vlivim cytokind a jinych faktorGi mohou byt nésledné
geneticky rekombinovany, coz mé za nasledek vznik IgE subtypt, IgE a IgA.

Pokud dojde k vazbé mezi protilatkovou molekulou (receptorem) a antigenem (Ag),
B bunky se zacnou délit a proliferovat, jejich potomci se diferencuji na pamétové a
plazmatické buniky. Plazmatické buiiky jiZ neobsahuji receptory a produkuji protilatky

(Krejsek a Kopecky, 2004).

T lymfocyty na rozdil od B bunék obsahuji pouze vazané povrchové receptory. T
bunky rozpoznavaji proteolytické Stépy antigenidl, coZ je pifesny opak k rozpoznavani
pfirozenych (native) proteini B buiikami. T lymfocyty rozpoznavaji antigenni peptidy
pouze, kdyZz jsou prezentovany povrchovymi MHCI a MHCII histokompatibilnimi
molekulami (Clark a Kupper, 2005).

Efektorové T buiky

Po rozpoznani Ag se T builky zac¢nou diferencovat na bunky cytotoxické (Tc) a

buiniky pomocné (Th).
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Pomocné Th (CD4+) bunky organizuji imunitni odpovéd’, rozpozndvaji antigen a

aktivuji bunkami zprostfedkovanou imunitni odpovéd’ vedouci k vymyceni patogenu. Také
hraji roli v aktivaci B lymfocytt (Parkin a kol., 2001). Jsou funkéné rozdéleny na zakladé
vzorud cytokini, které produkuji na ThO, Th1 a Th2 bunky (Swain a kol., 1991).

Thl produkuji IL-2, ktery indukuje T bunécnou proliferaci, stimuluje CD8+ T
bunécné déleni a cytotoxicitu. Déale produkuji IFN v, ktery aktivuje makrofagy k likvidaci
nitrobuné¢nych patogeni a aktivuje cytotoxicitu zprostfedkovanou NK burikami. Cytokiny
produkované Thl buinikami déle zprostfedkovavaji na buitkach zavislou zanétlivou odpovéd'.
Th2 bunky produkuji IL-4, IL-5, IL-6 a IL-10 (Parkin a kol., 2001). Déle zname i Th9, Th17
a Th22 bunky (Araujo-Pires a kol., 2014).

Cytotoxické Tc (CD8+) bunky jsou zaclenény v obrané a zneSkodnéni viri i nadort.

Tyto bunky jsou piimo toxické vic¢i buitkam nesouci Ag specificky pro jejich receptor. Po
navazani tohoto antigenu na specificky receptor dochdzi k k uvolnéni perforintt z Tc
aktivovanych bunék. Tento princip je shodny s NK bunkami. Vzniklymi poéry jsou do
perforovanych bunék uvoliiovany granzymy, které aktivuji kaspazové enzymy, coz vede k
fragmentaci DNA a apoptdze. Tc buiiky se téz vazou pomoci jejich Fas ligandu (FasL) k Fas

molekulam na povrchu cilovych bun¢k, ¢imz se téz aktivuje programovand bunétna smrt

(Parkin a kol., 2001).

B lymfocyty — nesmime zapominat na B bunky, které produkuji protilatky. Ty slouzi k
neutralizaci toxinl, k prevenci adherace mikroorganismid k mukozni sliznici, aktivuji
komplement, opsonizuji bakterie pro fagocytozu a hlavné zvysuji citlivost nadorovych a
infikovanych bunék va¢i na protilatkach zavislém cytotoxickém ttoku, ktery je
zprostfedkovany bunéénymi zabijeci. Tyto protilatky hraji roli ve zvySeni mnoZstvi elementil
vrozené¢ imunity. B lymfocyty také obsahuji receptorovou molekulu, diky niz mohou

prezentovat Ag T bunkam (Parkin a kol., 2001).
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5.3 Dendritické bunky

Dendritické buiiky by spravné mély byt fazeny mezi bunéfné soucasti vrozené

imunity. Nakonec jsem se je rozhodla zaclenit sem, nebot” jejich funkce spociva ve tvorbé
pomysiného mostu (spojovaciho ¢lanku) mezi imunitou vrozenou a ziskanou.
Jejich funkce spociva ve stimulaci T bunécéné odpovédi proti antigenu (Banchereau a kol.,
1998). Dendritické bunky jsou jediné buiky, které jsou schopné aktivovat naivni T
lymfocyty a mohou prezentovat endocytované antigenni peptidy ve spojitosti s MHCI i
MHCII molekulami cytotoxickym 1 pomocnym T buitkdm (Rescigno a kol.,1998;
Guermonprez a kol., 2003).

Dendritické buniky se tvoii v kostni dfeni a jako nezralé migruji do tkani, nezralé
buiky jsou i tak schopné zachycovat antigeny, neposkytuji kostimulaéni signaly, které by
vedly k aktivaci T bunék. Aktivnimi se stdvaji aZ po vystaveni urCitému mnoZzstvi
nebezpecnych signali véetné PAMPs motivi, fady cytokinil a tkanovych faktorti (Chain,
2003). Diky kostimulaénim molekulam, které jsou uvoliiovany béhem maturace naivnich
dendritickych bun¢k se DCs stavaji extrémné vyznamnymi aktivatory T bunécné odpovédi

(Clark a Kupper, 2005).

6 Zpusoby uniku rakovinnvch bunék pred imunitnim systémem

Nejenze jsou nadorové buiiky pro imunitni systém Spatné rozeznatelné od bunck
normalnich, diky nizké specificit¢ antigenti (viz niZe), ale dokonce existuje cela fada
mechanismt diky nimz nddorové buniky unikaji imunitnimu systému a v téle hostitele
pretrvavaji. Nadory vyuZzivaji postupy diky nimz, potlacuji funkci imunitniho systému. Napf.
se zam¢iuji na regulaci funkce T lymfocyti a na jejich sekreci, ovliviiuji prezentaci antigenu,
prispivaji k produkci medidtort, které potlacuji imunitni odpovéd’ aj. Dal§imi faktory jsou
metastdze, kdy zménou své lokace opét znesnadnuji zacileni imunitnim systém, jejich

riznorodost také znesnadiiuje cileni a podporuje rist nddoru (Vinay a kol, 2015).

Regulacni bunky

Jednim z faktord, ktery ovlivituje vznik a pribé&h nadort jsou tzv. regulacni buiiky,
které poskytuji nddorovym buitkdm unikové strategie.

Mezi regulacni buiiky patii Tregs (regulacni T bunky), napt. CD4+ CD25+ FoxP3+
regulacni T bunky (Tregs), které exprimuji tedy CD4, CD25 a FoxP3. Tregs, které jsou
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odvozeny od nador, maji vyssi potlacujici t€inek na imunitni odpoveéd’ nez ostatni bézné se
vyskytujici Tregs (Yokokawa a kol., 2008; Gasparato a kol., 2010). Do nadorti jsou Tregs
sméfovany chemokiny produkovanymi nadorovymi buiikami (Curiel a kol., 2004). Tvofi 5-
10% vSech T bungk, které negativné ovliviiuji funkce ostatnich T buné¢k. Dalsi jejich funkce
spoc¢iva v toleranci vii¢i antigeniim, které jsou organismu vlastni (Kretschmer a kol., 2006).
U mysich nadorovych modeli bylo prokazano, Ze pokud omezime mnozstvi Tregs, dojde ke
zvyseni protinadorové odezvy. A na druhou stranu, pokud posilime mnozstvi Tregs, dojde k
jejimu omezeni (Abbas a kol., 2012).

Mezi dals$i buiiky potlacujici imunitni odpovéd’ patii buniky myeloidni, pfedevsim
MDSCs (myeloid-derived supressor cells), tolerogenni DCs (dendritic cells) a M2
makrofagy, ktefi tvofi zanétlivé mikroprostfedi nadoru a také hraji roli jako mediatory pii
zahajeni tvorby nadoru, angiogenezi a pii tvorbé metastaz (Murdoch a kol., 2008). MDSCs
jsou, jak jsem jiz vySe zminila, myeloidniho ptvodu. Ve skute¢nosti jsou to myeloidni
prekurzory, které se mimo nadory vyskytuji i v lymfoidnich tkdnich a krvi, vznikaji v kostni
dfeni a potlacuji jak specifickou, tak i nespecifickou imunitu (Parker a kol., 2015).
MDSc potlacuji nespecifickou imunitu produkei IL-10, ktery potlacuje zanétlivé reakce, na
kterych se podileji DCs a aktivované M1 makrofagy. Specifickd imunita je mimo jiné jimi
potlacovéana, ptedev§im v oblasti T bunécné odpovédi napt. produkci volnych radikald.
Poskozuji 1 protinddorovou T bunéénou odpovéd’ tim, Ze podporuji produkci Tregs a
ovliviiujyi proliferaci Th bunék k Th2 buikam, které¢ maji oproti Thlbuiikdm omezenou
protinadorovou funkci (Perez-Gracia a kol., 2014).

Mezi dalsi regulacni bunky patii makrofagy M2, coz jsou makrofagy spojované s

nadorovym onemocnénim. Podobné jako Tregs a MDSCs podporuji mikroprostiedi nadoru
smérem k jejich progresi a to tak, Ze negativné ovlivituji T bunééné odpovédi. T bunéénou
odpovéd ovliviiuji M2 makrofagy jejich produkci TGF-B, 1L-10, VEGF (vascular
endothelial growth factor)(Mantovani a kol., 2010; Sica a kol., 2008) a prostaglandin E2
(Italiani a kol., 2014).

SniZenda exprese MHCI

DalSim zndmym mechanismem, kterym nadorové bunky unikaji imunitnimu dohledu
je snizena exprese MHCI molekul, které jsou pro rozpoznani Ag pomoci CTLs zasadni
(Stastny a kol., 2015), dale také latentnich proteinovych podjednotek membranovych
bilkovin (LMP) a to konkrétné¢ LMP2 a LMP7, transporter spojeny s proteinem pro
zpracovani antigenu (TAP) a tapasin (Hicklin a kol, 1999; Johnsen a kol., 1999; Restifo a
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kol., 1993; Rotem-Ychudar, 1996; Seliger a kol., 1997). To vede ke sniZzené expresi
rakovinnych antigeni, které¢ nejsou nadale Gcinné rozpoznavany cytotoxickymi T lymfocyty

(CTLs), coz vede ke zvySenému vyskytu tumord a metastaz (Maeurer a kol., 1996).

Maskovani antigenu

Tento mechanismus spociva v piekryti antigenu molekulami glykokalixu napf. kys.
sialova v mukopolysacharidech. Casto je oproti normalnim buiikim v buiikach nadorovych

exprimovano vétsi mnozstvi téchto molekul (Stastny a kol., 2015).

Inhibic¢ni molekuly (kontrolni body imunitni reakce)

Mimo existenci stimulujicich molekul a receptorti stimulujicich pfeménu naivnich T

lymfocytt v aktivni CTLs, existuji i molekuly a receptory inhibi¢ni. Ty zabranuji pfehnané
stimulaci této premény a zabranuji napf. autoimunitnim porucham, udrzuji imunologickou
homeostdzu a zabrafiuji nadmérnému poSkozeni tkdni v mistech, kde se vyskytuje zanét.
AvSak nadory vyuzivaji funkci téchto inhibicnich struktur ve svij prospéch a znovu tak
unikaji imunitnimu dohledu tim, Zze zabranuji tvorbé aktivnich CTLs (Hanahan a kol, 2011).
Tyto inhibitory jsou produkovany nadorovymi buitkami, ale i builkami okolnich tkani
sahajicich do mikroprostfedi nadoru (Vinay a kol., 2015).
Hlavnim inhibitorem pomoci kterého je tohoto uniku docileno je TGFE-£ (transforming
growth factor PB). Tento mediator kromé regulace vyvojovych procest tkani a organt
ovliviiuje karcinogenezi a imunitni odpovéd’ (Stastny a kol., 2015). TGF-f ma vyznamné
protinadorové vlastnosti, ty ale nddorové builky dokaZou potlacit a vyuzit pouze jeho
protiimunitni a prometastatické vlastnosti (Massagué, 2008).

IL-10 byl probran v kapitole o cytokinech. Nejdulezitéjsi informaci v souvislosti s
unikem je schopnost nadorovych bunék v pokrocilém stddiu exprimovat na svém povrchu
receptor pro tento cytokin, ktery pak funguje opacné neZ na zafatku a zvySuje proliferaci
nadorovych bunék (Mannino a kol., 2015).

Dale mezi inhibi¢ni molekuly patii IL-1, 1L-6, CSF-1, IL-8, IL-10, typ | IEN, TNF-«
(Lin a Dibling, 2002; Matsuda, 1994).

VEGEF, ktery je produkovany nadorovymi buitkami inhibuje diferenciaci progenitori
DCs (Gabrilovich a kol., 2004).VEGF spolu s IL-10 a TGF-B inhibuji maturaci DCs, tyto
nematurované DCs jsou tolerantni viici Ags a neprezentuji je na svém povrchu T buitkdm
(Gabrilovic, 2004). Mezi dalsi velmi dulezité inhibi¢ni molekuly patii CTLA-4 (cytotoxic T-
lymphocyte antigen-4), receptor PD-1 (programmed death-1), LAG-3 (lymphocyte
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activation gene-3), TIM-3 (T-cell immunoglobulin and mucin-domain containing-3) a dalsi
(Perez-Gracia a kol., 2014). Tyto inhibi¢ni molekuly jsou i checkpointy imunitni reakce.

Nesmime zapominat ani na unikovy mechanizmus zprostiedkovany pomoci FasL.

/ Rakovinné antigeny

Zakladem vyvolani imunitni reakce je rozpozndni antigenu imunitnim systémem. U
jako bunky pfiliS§ podobné bunkdm normdalnim a imunitni reakce pak neni dostatecna.
Uginnost imunitni odpovédi je potlatena i velmi silnym imunosupresivnim prostiedim okolo
nadoru (Hoftej$i, 2015). Nadorové buiiky jsou pak imunitnim systém vice mén¢ tolerovany a
dochdzi i k ochrané téchto buné¢k imunitnim systémem, podobné jako u semialogenniho
Stépu tak, aby nedoslo k potratu zarodku (Holtan a kol., 2009).

Nadorové antigeny lze rozdélit do dvou skupin. Prvnimi jsou tzv. tumor-specific-
antigens (TSAs), které jsou pro nadorové bunky specifické a v souvislosti s jinymi bunikami
se nevyskytuji. Dalsi skupinou jsou TAAs (tumor-associated-antigens), tyto antigeny jsou
specifické pro nddorové bunky, ale vyskytuji se 1 v souvislosti s buiikami jinych, normalnich
tkani (Hotejsi, 2015). TSAs a TAAs jsou predevSim prezentovany molekulami MHCI a
MHCII komplexu (Vigneron a kol., 2015).

TSAs jsou tedy antigeny, které se vyskytuji pouze na buitkach rakoviny. Patii mezi
né komplexy HLAs (human-leucocyte-antigen) a to hlavné HLA-A a HLA-B molekul I.
ttidy s produkty abnormalniho Stépeni proteind, ke kterému doSlo v nadorovych bunkéch.
Tyto komplexy tedy nesou abnormalni proteinové fragmenty. Prikladem muze byt fazni
protein Brc-Abl, ktery vznika transkripci fuzniho genu. Dal§im piikladem TSA je molekula
EPCAM, coz je ahezivni molekula epitelidlnich bunék. CALLA (common acute
lymfoblastiod leukaemia antigen), té¢Z znamy jako CD10, ktery je exprimovan na buiikéach
akutni lymfoblastické leukémie (Hofejsi, 2015). Antigeny s vysokou nadorovou specificitou
vyvolavaji nadorové specifickou T bunécnou odpovéd’. To je umoznéno jejich zobrazenim
specifickych vzorct exprese (Coulie a kol., 2014).

MHC molekuly dale mohou prezentovat fragmenty onkogennich vird (SV40, EBV) a

neobvyklych glykoproteinti, které vznikly napt. pfipojenim kyseliny sialové. Mnohé
povrchové glykoproteiny nddorovych bun€k se odliSuji od ostatnich buné€k normalnich tkani.
Dalsi skupinou antigend jsou tzv. neoantigeny, ty jsou kédovany tumor-specifickymi

mutantnimi geny. Tyto antigeny vznikaji prostfednictvim mutaci, které méni potadi
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kodujicich sekvenci aminokyselin, nékteré z téchto mutaci mohou byt zpracovany a
prezentovany na bunééném povrchu a nésledné rozpoznany T bunikami. Vzhledem k tomu,
ze normdlni tkdné nemaji tyto somatick¢ mutace, neoantigenné specifické T lymfocyty
nepodléhaji periferni ani centralni toleranci ani nevykazuji nedostatecnou schopnost vyvolat
tkanovou destrukci. Z tohoto divodu jsou neoantigeny idealnim cilem pro imunoterapii,

ktera je zalozena na T buiikach (Lu a Robbins, 2016).

8 Nadorova imunoterapie

8.1 Protinadorové zbrané imunitniho sytému

Jak jiz bylo né€kolikrat feCeno bunky nddorové vznikaji z bun¢k normalnich, neni
proto prekvapenim, Ze nesou stejné povrchové antigeny, tyto antigeny jsou imunitnim
systémem rozpoznavany, avSak tolerovdny jako antigeny sob¢ vlastni. Pokud dojde k
rozpoznani cizorodého antigenu, na jeho likvidaci se mohou podilet prakticky vSechny
efektorové slozky imunitniho sytému, jako jsou slozky vrozené imunity (neutrofily, NK
bunky, aktivované makrofagy) a slozky imunity ziskané (opsonizacni protilatky aktivujici
komplement, fagocytézu a CTLs s prozanétlivymi Thl buinikami, které zptisobuji bunécnou

cytotoxicitu) (Hotejsi, 2015).

8.2 Imunoterapie zaloZena na principech vrozené imunity

Vrozend imunita tvoii prvni obranou linii imunitniho systému, jeji funkce spociva v
rozpoznani PAMPs a DAMPs motivli pomoci bunéénych receptorli patterns recognition
receptors (PRRs). Tyto receptory se vyskytuji pfedev§im na buitkach imunitniho systému,
kterymi jsou neutrofily, makrofdgy, monocyty, dendritické buiiky, ale 1 bunky epitelidlni

(Beutler a kol., 2004).

Pattern recognition receptors a jejich vyuziti vimunoterapii

Tyto receptory jsou nezbytné pro vznik imunitni odpovédi, jsou prvnim krokem
obranné linie, kdy rozpoznavaji to, co je bunce cizi, tedy PAMPs. Po rozeznani tohoto
cizorodého agens dojde k fagocytdze, pfi niZ jsou tyto patogeny zneSkodnény a produkty
fagocytdzy jsou nasledné prezentovany APC buiikami (antigen prezentujici buiiky).

Tyto bunky prezentuji antigeny jak CD4+ prekurzorim Th bun&k ve spojeni s
MHCII molekulami, tak crossprezentuji antigeny s MHCI molekulami CD8+ prekurzortim
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Tc bunék. Nositelé takto prezentovanych antigenli jsou poté rozpoznany bunkami ziskané
imunity a cytotoxickymi mechanismy, nebo protilatkami a jsou nésledné zneskodnény.

PRRs jsou tedy pro imunitni odpovéd’ zéasadni, pfi imunoterapii se vyuziva vazby
nejriznéjsich ligandl (ve vakcindch) na tyto receptory, ¢imz dojde k nastartovani imunitni
odpovédi organismu. PRRs muzeme na zakladé jejich lokalizace rozdéli do tii skupin;

membranové PRRs, cytoplazmatické PRRs a PRRs sekretované.

membranoveé PRRs

Toll-like receptors (TLRS)

Patfi mezi PRRs slozky vrozené imunity rozpoznavajici PAMPs motivy. Je to rodina
receptorovych proteinii PRRs, kterd je ze vSech druhli nejvice prozkoumana a v poslednich
letech roste zdjem o jeji zaclenéni do nédorové imunoterapie. Jsou to transmembranové
proteinu typu | obsahujici motivy bohaté na leucin ve svych extracelularnich doménach,
ktery je podobny motiviim ostatnich PRRs. Maji konzervovany intraceluldrni motiv
Existuji jednotlivé typy TRLs, které jsou specializované na konkrétni PAMPs motivy.
Existuje hned 10 typta lidskych TLR (TLR 1-10) receptorti u mysi je jich dokonce 12 (TLR
1-9a TLR 11-13) (Takeda a Akira, 2005).

Po vazbé ligandu (PAMPs motivu) k tomuto receptoru dojde k aktivaci bunck
vrozené imunity. TLR1, TLR2 a TLR6 na sebe vazi ligandy ve formé& bakterialnich
lipoproteinti, kyseliny lipoteichoové a fungalniho zymosanu. TL3 na sebe vaze vzor
dvouvlaknové RNA, TL4 liposacharidy (LPS) z Gram-negativnich bakterii. TLR5 na sebe
vaze bakteridlni flagelin, TLR7 a TLR8 jednovldknovou RNA, TLR9 nemetylované Cpg
motivy v DNA a ligand pro TLR10 neni dosud znam (Maruyama a kol., 2010). Jelikoz
nadorové builkky neobsahuji PAMPs vyuziva se vazby téchto ligandi pomoci kotev na
nadorové bunky a to proto, aby doSlo k rozpoznani téchto bun€k imunitnim systém a

vyvolani imunitni odpovédi.

C- lektinové receptory (CRP)

Jsou obrovskou proteinovou superrodinou, jez je definovana schopnosti vazat na sebe
sacharidy. Mezi CRPs patii dectin-1, jehoz ligandem je B-glukan. Dectin-2 receptor vaze
vysokomolekuldrni mannézové oligosacharidy. DC-SIGN vazici mannin, Langerin vazici
mannozu, fukdzu a N-acetylglukdzamin atd. Nejvice pozornosti se vénuje dectin-1 a dectin-

2 receptoru a jejich protifungalni imunité (Hollmig a kol., 2009).
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Mezi dal$i pro nas vyznamné receptory patii FPRS (S G-proteinem spicZzené formyl-
peptidové receptory), nebo membranoveé vazané scavengerové receptory (Le a kol., 2002;
PrabhuDas a kol., 2014).

Cytoplazmatické PRRs

Mezi cytoplazmatické PRRs patii napt. NLR (NOD like receptory), které vazi ligandy
bakterialniho RNA plvodu. Dal§im zastupcem jsou tzv. RIG-1-like receptor, ktery

rozpoznava narozdil od NLR virovou RNA. Oba tyto typy receptoru slouzi az jako druha
linie obrany za membranovymi receptory a chrani organismus pied patogennimi

mikroorganismy (Akira a kol., 2006).

Sekretované PRRs

Poslednim typem jsou sekretované PRRs, mezi néz patéi napi. CRP_(C-reaktivni
protein), nebo MBL (manézu vazajici lektin). Tyto PRRs iniciuji komplementovou kaskadu,

jez vede k opsonizaci patogenu a urychleni fagocytozy (Janeway a kol., 2002).

8.3 Imunoterapie zaloZena na principech ziskané imunity

Ziskana imunita se do celého procesu protinadorové imunitni odpovédi zapojuje az
nasledné po rozpoznani PAMPs pomoci PRRs bunék IS a naslednou prezentaci antigenu ve
spojitosti s MHCI a MHCII molekulami. MHCI molekuly jsou neseny na vSech jadernych
bunkach, MHCII molekuly pouze v souvislost s APC buiikami (antigen prezentujici buiky).
Mezi nejvyznamngj$i APC buiky patii dendritické buniky a makrofagy a hned za nimi B
lymfocyty a neutrofily. Cytotoxické T lymfocyty jsou schopny rozpoznavat Ag pouze ve
spojitosti s MHCI molekulami.

Monoklondalni protilatky

Protinadorové monoklonalni protilatky (mAb) jsou jiz delsi dobu ve fazi
preklinickych vyzkumi a klinickych studii. Jejich funkce spociva napt. v blokaci receptorti
rustovych faktori nadorovych buné€k, v opsonizaci, v aktivace bun¢k schopnych fagocytozy
a NK bunék a to prostfednictvim Fc-receptorti, v aktivaci komplementu a bunéné smrti.
Aktivace cytotoxickych bunék prostiednictvim Fc-receptorti se nazyva antibody-dependent

cellular-cytotoxicity (ADCC). Kromé mAb, které jsou pouzivany samostatné existuji jesté
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jejich konjugaty s radioizotopy (radioimunotoxiyn), nebo s ufinnymi toxiny (imunitoxiny)

(Horejsi, 2015).

Bispecifické protilatkové konstrukty

Tyto uméle konstruované bispecifické mAbs, jsou velmi nadéjnym terapeutickym
pristupem. Obsahuji dvé vazebna mista, z nichZ jedno na sebe vaze nadorovy Ag a druhé
nekterou z molekul na povrchu NK a T bun¢k, napi. CD2 molekulu, CD3, nebo CD16. Tyto
vazby mohou pfivést do tésného kontaktu nadorové buiky s velkym poétem NKs, nebo T
bunék. Tyto NKs a T buiiky nemusi na svém povrchu nést receptory, které by byly schopné
rozeznat nadorové Ags. Prekvapivé dojde k cytotoxické odpovédi téchto "nespecifickych"

lymfocytl a k zneSkodnéni napadené nadorové buiiky (Hotejsi , 2015).

Vakciny zaloZené na DCs

DCs (dendritické bunky) jsou profesiondlnimi APCs (antigen prezentujici buiiky)
diky jejich schopnosti prezentovat antigen T buiikdm a poskytnout jim veskeré signaly
potiebné k jejich aktivaci (Cools a kol., 2007). Pro optimalni aktivaci musi T bunky piijmout
nejméné 3 koordinované signaly (Zinkernagel a kol., 2011; Reis e Sousa, 2006). Prvni signal
je zprostiedkovan pomoci MHC molekul, které prezentuji antigenni peptidy TCR (T
bunéénym receptortim). Druhy signdl je zajiStén vazbou kostimulacnich molekul s jejich
pfisluSnymi ligandy na T buiiky. Hlavnim kostimalénim signalem je vazba mezi CD28
receptorem na povrchu T bunék a ligandy B7 rodiny, mezi néz patii napt. CD80 a CD86, ty
jsou exprimovany DCs. Tietim signdlem jsou cytokiny a jejich kombinace, které urcuji
vyvoj imunitni odpovédi smérem Thl, Th2, Th9, Th17 a Th22 ptipadné indukuji tvorbu
Tregs.

Pii nadorové imunoterapii se velmi efektivné osvédCilo vyvolani TH1 bunécné
odpovédi, kterd podporuje ucinek CTL (cytotoxickych T lymfocytit) schopnych rozpoznat a
ni¢it nadorové bunky antigen dependentnim zpusobem (Anguille a kol., 2012). Mimo
aktivaci CTLs jsou DCs schopny aktivovat 1 NK bunky, které jsou hlavnimi hrdiny vrozené
imunitni odpovédi (Degli-Esposti a kol., 2005). NK bunky maji nejen cytotoxickou funkci,
ale 1 regulacni. K dosazeni jejich efektorového potencidlu potiebuji stimulaci fadou
cytokind, kterymi jsou; IL-12, IL-15, IL-18 a typ I IFN. Tyto cytokiny jsou produkovany
pravé DCs (Moretta a kol., 2006).

Pti tvorbé vakcin byly podstatné dve zjisténi a to sice, Ze DCs hraji kli¢ovou roli pfi

zahdjeni imunitni odpovédi na cizi antigeny a adjuvants, které hraji primérni roli, nebot’ jsou
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aktivatory DCs (Diamond a kol., 2011). Terapeutické vakciny pro chronické infekce, nebo
rakovinu maji dva cile; prvnim je priming, dal§im modulace a reprogramace pamétovych
bun¢k vedoucich k pfechodu z jednoho typu imunity na druhy (to znamena z regula¢niho na
cytotoxicky)(Meiliana a kol., 2016).

Existuji dalsi mechanizmy vyuzivajici vrozené imunity, kterymi je napt. adoptivni T
bunééné terapie, kterd spociva v namnozeni a aktivaci predem ziskanych pacientovych T
lymfocyti ex vivo a nasledném navraceni zpét do organismu nitrozilni infuzi (Rosenberg a
kol., 2015), nebo metoda vyuzivajici chimerické antigenni receptory (CAR) (Hortejsi,
2015).

8.4 NasSe imunoterapie

Jak jiz bylo vyse naznaCeno, nase imunoterapie spociva ve dvou vlnach. Prvni vina,
ktera je pro nas zasadni, funguje na principech vrozené imunity. Nadorové buiikky na svém
povrchu nesou jen malé mnozstvi antigenli a zddné¢ PAMPs. Proto je imunitni systém
toleruje a neni schopny proti témto buiikdm zattoc€it. Proto jsme se rozhodli, Ze takové
buiky mizeme oznacit. Nejprve kolektiv Terezy Janotové v roce 2014 vyzkousel znaceni
nadorovych bun¢k mysiho melanomu B16-F10 pomoci agonistti stimulujicich fagocytézu;
laminarin, molekuly s terminalni manézou a N-Formyl-methioninyl-leucyl-phenylalanin (f-
MLF).

Tyto agonisté byly navazani pomoci kotev na povrch nadorovych bunék. Mezi
pouzit¢ kotvy patiily; BAM (Biocompatible Anchor for cell Membrane), N-
(Succinimidyloxy-glutaryl)-L-a-phosphatidylethanolamine, Dioleoyl (DOPE) a SMCC
(cyklohexanecarboxilic-acid N-hydroxysuccinimide ester). Jako stimulator zanétlivé
infiltrace byl pouzit lipopolysacharid (LPS). TLR agonisté jsou rozpoznavany TLR
receptory a receptory pro fagocytdozu zase rozpoznavaji specifické motivy fagocytarnich
agonistl (Janotova a kol., 2014).

V tomto pokusu byl jako prvni agonistou fagocytarnich receptorti zvolen laminarin.
Laminarin je nizkomolekuldrni B-glukan, jehoz protinddorové schopnosti byly jiz v
poslednich 40 letech prokdzany (Vetvicka, 2011), nicméné jeho vysokomolekularni formy se
v praxi vyuzivaji daleko castéji. Jejich mechanizmus U¢inku spocivd ve stimulaci
granulocytd, monocyti a Vv aktivaci makrofaglh (Chan a kol., 2009). Oralni aplikaci
vysokomolekularnich B-glukanti jsme schopni dosahnout az 50% redukce nadorového ristu,

avSak intratumoralni administrace nevykazovala Zadny efekt, stejné¢ jako intratumoralni
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aplikace laminarinu. Rozplstny laminarin je pouzivan jako inhibitor Dectin-1 receptoru
(Frasnelli a kol., 2005), tato jeho funkce je pro nas nezadouci, nebot nam jde pravé o
aktivaci tohoto fagocytarniho receptoru, ktery je nesen na povrchu nékterych bunék
imunitniho systému, kterymi jsou napt. makrofagy, neutrofily a dendritické bunky (Janotova
a kol., 2014). Proto jsme laminarin navazali pomoci kotvy BAM na povrch melanomovych
bunék. Toto navazani laminarinu na povrch bun¢k v dostatecné hustoté vede k tomu, ze je
prostiednictvim Dectin-1 vniman jako fagocytarni ligand. Bunky melanomu tvoiily
pfevaznou ¢ast tumoru, proto byl fagocytarni utok smétfovan proti nim. Po ptidani LPS doslo
k mnohonédsobnému zesileni tohoto utoku, doslo tedy k silné synergii, bez ohledu na
¢astec¢nou inhibici Dectin-1 pod vlivem LPS (Willment a kol., 2003).

Jako dal$i agonista byl pouzit mannan jehoz termindlni manndza se vaze na MR
receptor, ktery je exprimovan predevsim na povrchu makrofagli. Pomoci mannan vazajiciho
lektinu (MBL) dochazi téz k aktivaci komplementu a opsonizaci na trovni C3b a tvorb¢
cytotoxickych termindlnich komplexti. Ukazalo se, Ze rozhodujicim pro eliminaci
nadorovych bunck je tvorba C3b a iC3b na povrchu nadorovych bunck, ktera stimuluje
krom¢ fagocytarniho ataku i atak NK bunék. Oboji je dano vyskytem CR3 receptorii na
téchto bunkach.

Poslednim  fagocytdrnim agonistou byl f-MLF, ktery stimuluje FPRS
(formylmethionine phagocytic receptors). Osm FPRs bylo popsano u mysi a tii u lidi (Le a
ko., 2002). Kombinace LPS s vazanym f-MLF vedla k silnému potlac¢eni naddorového ristu.
LPS je agonistou TLR 4, LPS (dtlezita slozka stény gramnegativnich bakterii) je pro lidsky
organismus velmi nebezpecné, proto je tfeba zamyslet se nad davkovanim LPS, nebo
nejlépe nad lepSim kandidatem pro agonistu TLR receptorli, jakym je napi. LTA, nebo
flagelin (Janotova a kol., 2014).

Pii kombinaci TLRs ligandi a fagocytarnich ligandii bylo u kombinace mannan-
BAM a LPS dosazeno 80% dlouhodobého pieziti (vice nez 100 dni), u kombinace f-
MLFKK-DOPE a LPS jen 60%. K dlouhodobému pieZiti je kromé vhodné kombinace TLR
ligandti a kotvenych agonistli fagocytarnich receptori nezbytny vhodny timing. Pulzni rezim
a zvySovani intenzity na zacatku terapie se ukazalo jako wvelice efektivni zpisob.
Z riznych zpasobu kotveni (ndbojové interakce, hydrofébni kotvy BAM a DOPE,
kovalentni vazby SMCC) se nejlépe osvédCila kotva BAM (Janotova a kol., 2014).
Pokusy in vitro prokazaly, ze agonisté fagocytarnich receptord, ktefi jsou vazani na nadorové
buiky zvySuji cytotoxickou odpovéd aktivovanych fagocytli, piedev§im neutrofill

(Janotova a kol., 2014; Waldmannova a kol., 2016).
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Pomoci prutokové cytometric bylo v pokuse in vivo dokazano, Ze pritomnost
agonisti pro fagocytarni a TLR receptory ma za nasledek rychlej§i zahajeni zanétlivé
infiltrace (Janotova a kol., 2014). Synergie mezi TLR a fagocytarnimi agonisty je podpoiena
fakty, ze TLR ligandy zahajuji brzkou a obrovskou zanétlivou infiltraci naddoru. Efekt
bunécné infiltrace je smefovan k nadoru, na jehoz bunky jsou navazany fagocytarni agonisté.
Celkova efektivnost utoku je zvysena interakcemi mezi TLR a fagocytarnimi receptory
(Underhill a Gantner, 2004).

Témito pokusy Janotova a kol. dokdzala, Ze vazba agonistl pro fagocytarni receptory
soubézné se stimulaci TLR receptorti je vhodnym kandidatem pro cileni imunitni odpovédi.
Existence synergie mezi témito receptory, sila vazeb agonistll na povrch nddorovych bunék,
druh kotvy a spravné nacasovani je pro tuto metodu podstatné. Jak bylo zminéno, LPS jako
TLR ligand je vhodné pfi pokusech na mysich, nicméng¢ je tfeba uvazovat nad jeho moznymi
toxickymi u€inky v lidském organismu a peclivé zvazit jeho davkovani, nebo nahrazeni
jinym TLR agonistou, kterym miiZe byt napf. LTA (Janotova a kol., 2014).

DalSich vyznamnych pokusii se ucastnil kolektiv okolo Evy Waldmannové, ti se
zabyvali kotvenim usmrcenych mikroorganismtii na povrch nadorovych bunék. Pouziti
mikroorganismli v nddorové imunoterapii ma dlouhodobou historii, nicméné otadzka jejich
kotveni na nadorové bunky nebyla dosud feSena. Pokusy byly provadény na mySim

melanomu B16-F10 (Waldmanova a kol., 2016).

PredesSla studie Janotové a kol. byla zaloZzena na kombinaci rozpustnych TLR
agonistll a vazanych fagocytarnich ligandii na povrchu nadorovych bunék. Aktivace TLR
vyvolanou opsonizaci nadorovych bunék a jejich zabiti (Janotova a kol., 2014).

Waldmannova a kolektiv se diky témto vysledkiim rozhodli pouzit pfirodnéjsi formy
PAMPs, jednak Zymosan A tak i Gram negativni a Gram pozitivni usmrcené bakterie.
Pouzitim Zymosanu A-SMCC doslo k silné synergii s LPS a ke zmenseni nddorti a jejich
docasné, nebo stalé eliminaci. Sila imunitni odpovédi byla zavisld na sile ukotveni
Zymosanu A na povrchu nddorovych bunék, data byla podobnd s ptfedeslym pokusem, v
némz byl pouzit kotveny laminarin a manan v synergii s LPS, coZz vzhledem ke sloZeni
Zymosanu A je logické. Jako uc¢inné se ukédzalo i navazéani teplem usmrcenych bakterii
Mycobacterium tuberculosis, ¢i opsonizace bakteriemi Strenothromonas maltophilia, které

byly kotveny pomoci ndbojovych interakci (Waldmannova a kol., 2016). Zde bylo dalezitym
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momentem potvrzeni U¢innosti komplementu, k findlnimu zneskodnéni naddorovych bunék
nedochazelo pomoci terminalniho komplexu, ale pisobenim neutrofili, makrofagii a NK
bun¢k. Tyto bunky vzajemné plsobily s opsonizovanymi nadorovymi buiikami na drovni
C3b/iC3Db signalizaci (Janotova a kol., 2014; Waldmannové a kol., 2016; Caisova a kol.,
2016).

vychézeli z vysledki Janotové a Waldmannové. Stejné jako v predeSlych pokusech byl
vyuzit mys$i melanom B16-F10. Vyuzili stimulace fagocyt6zy pomoci agonistii; mannan,
nebo N-formyl-methionyl-leucyl-phenylalanin, vazanych hydrofobnimi vazbami na povrch
nadorovych bunék. Vyzkouseli 1 dalsi TLR agonisty; MPLA (monophosphoryl lipid A), R-
837 (imiquimod), R-848 (resquimod), poly(l:C) a teplem usmrcené Listeria monocytogenes.
Jako nejucingjsi kombinace vyzkousenych ligandd se ukazala kombinace R-848, poly(l:C),
LTA a mannan-BAM (Caisova a kol., 2017).

Daéle se tesil spravny timing zaloZeny na terapeutickych pulzech a to hlavné proto,
aby nedoslo k resistenci viici TLR agonistim tak i spravnému zaclenéni ziskané imunity. Ta
je aktivovana diky prezentaci antigeni T lymfocytim. Hlavni APC, dendritické bunky musi
pro splnéni své ulohy maturovat, coz slozky terapeutické smesi (TLR agonisti) zabezpecuji.
R-848 a poly (I:C) vyvolavaji silnou produkci IL-12, coz vede k nastoleni pozadované
protinddorové Thl odpovédi a tvorb& IFN-y.

Dale jsme zaclenili do smési protilatky, z nichz se nejlépe osvéd¢€ila protilatka anti-
CD40. Ta nahrazuje funkci Th bun¢k, dochazi k podpoie fagocyti a zrani DCs. Finalni
podoba smési pouzivané v soucasnosti pro intratumoralni imunoterapii je tedy: mannan-
BAM + poly(l:C)+ R-848+ LTA+ anti-CD40 (Caisova a kol., in prep.).

Do tohoto finalniho sloZeni tym vedeny Dr. Zenkou vklada nejvétsi nadéje. Dochazi
k ucinné redukci nadoru, dlouhodobému pieziti, potlaceni nddorového riistu a Uplnému
vyléceni nejen u melanomu, ale i u 80% mysi s pankreatickym adenokarcinomem Panc02
(Zenka ustni sdéleni). Navic ziskana imunita organismus ochranila i po nasledné
retransplantaci po 120 dnech od prvni transplantace (Caisova a kol., in prep.). Organismus je
tedy nejen schopen zlikvidovat nador, ale zaroven je naimunizovan pro piipadny vyskyt
metastaz. Dulezitou soucasti imunity jsou jiz nékolikrdt zminéné pamétové bunky, které
jsou pfi znovuobjeveni rakoviny a pii tvorbé metastdz nepostradatelné k rychlému a
ucinnému utoku proti nddorovym bunkam.

Boj proti metastazam je v sou¢asnosti v centru pozornosti tymu Dr. Zenky. Primarni

nador se ndm dafi vylécit, ale problém stale zlstava u metastaz, které ne vzdy lze 1éCit
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intratumoralni aplikaci vakcin, jak tomu bylo u primarnich nadord. Snazime se nasi terapii
rozsifit o systémové podani nasi smési latek, tak aby doslo k odstranéni 1 metastéz, které
nejsou vzdy snadno dohledatelné. Proto v poslednim pokusu podavame dvojitou davku
Panc02 a to na kazdou stranu mysiho modelu (dvounadorovy model).

Bylo by vhodné nasi vakcinu rozsifit o latku, postup, mechanizmus, ktery nutné
nemusi souviset s imunoterapii a ktery by byl schopny sekundarni naddory oslabit a znicit.
Samoziejmé se nabizi RT, nebo klasicka chemoterapie, nicméné¢ mé napadlo nasi terapii
rozsirit o blokaci jednoho proteinu z IAPs (proteiny inhibujici apoptdzu) rodiny proteinil.
Jako vhodny adept se mi jevil survivin, nize se podivime zda je ma teorie spravna, zda je
vhodnym kandidatem. Zda je vhodné kombinovat jeho blokaci s imunoterapii a jaky dopad
by to mohlo mit jak na 1écbu, nadory a té€lo samotné, tak na buiiky imunitniho systému.
Nejdiive vSak zacnu s jeho charakteristikou, funkcemi, lokalizaci, vlivem na nadorové bunky

a moznostmi jeho blokace, v diskuzi si shrneme nésledné benefity a nevyhody jeho cileni.
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9 Inhibitory apoptozy (IAPs)

IAPs jsou vyznamnou skupinou antiapoptickych proteind, které jsou zapojeny do
regulace apoptdzy. Maji dulezitou ulohu v regulaci T bunéénych odpovédi a v protinadorové
imunité (Garg a kol., 2016). IAPs vazi a inhibuji kaspazy 3,7 a/nebo 9, ale ne kaspazu 8.
NarGst poznatki naznacuje, ze IAPs také formuji bunééné dé€leni, pribéh a progresi
bunécného cyklu a signalni transduk¢ni drahy (Schimmer a kol. , 2004).

Vzhledem k objeveni vyznamu a funkci IAPs, dochazi stale vice k jejich pfeneseni
do klinického vyzkumu. Jsou vyuzivany k efektivnéjSimu stanoveni diagnozy a 1écbé
malignit. IAPs jsou atraktivnimi terapeutickymi cili, pfi tvorbé chemickych a antisense
inhibitortt IAPs, které mohou byt ucinné pii 1é¢bé rakoviny (Schimmer a kol., 2004).
Nadmérna exprese IAPs je signalem zavazné progndzy solidnich i1 hematologickych

malignit.

Funkce IAPs tedy nespociva pouze v inhibici apoptdzy, proto je nutné Fadné
promyslet, jak jejich blokaci vyuzit k 1é¢bé tak, aby nedoslo k poskozeni jinych
mechanismi, které jsou pro organismus nezbytné napi. aby nedoslo k poskozeni bunécného
cyklu zdravych bunék, nebo k deformaci T bunééné odpovédi. IAPs se tedy jevi jako velmi

atraktivni cil pfi 1écbé malignit, avSak otdzkou zlstava, jak ho zaclenit do klinické praxe.

9.1 Struktura a rozdéleni IAPs

V soucasné dobé¢ existuje 8 ¢lenti IAPs s fadou jejich homologt, které se vyskytuji
napf. u hmyzu. IAPs proteiny jsou do jednotlivych skupin roz¢lenény na zéklad¢ poctu BIR
domén, jejichz pocet se pohybuje od jedné do tii a na zakladé zinc-binding oblasti o velikosti
~ 70 AK. Ne vSechny skupiny obsahujici BIR doménu jsou zodpovédné za antiapoptické
ucinky (Uren a kol.,2000; Fraser a kol., 1999; Li a kol., 2000). Prvnim nevirovym savéim
bunéénym inhibitorem je NAIP (BIRCI; neuronal apoptosis inhibitory protein), dalSimi
sedmi ¢leny IAPs jsou: clAP1 (BIRC2; cellular IAP), clAP2 (BIRCS; cellular IAP), XIAP
(BIRC4; X-linked IAP), survivin (BIRCS), apollon (Bruce, BIRC6), livin (BIRC7; znamy
také jako melanoma IAP (ML-IAP)), ILP2 (BIRCS; IAP-like protein 2). Téchto 8 IAPS je
dale rozdéleno do tii tfid na zaklad¢ jejich struktury, funkce a exprese (Schimmer a kol.,

2004). Ptevazné se budeme vénovat Clenovi treti tiidy, kterym je survivin.
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9.2 IAPs a inhibice kaspaz

Nadorové buiiky c¢asto neodpovidaji na klasickou lécbu jako je chemoterapie,
radioterapie, nebo imunitni terapii, kterd je zalozend na endogennich cytotoxickych T
buiikach a NK bunikéch (natural killer). Proc se to ale d&je?

Na tom, Ze bunka neodpovida na signaly, které by vedly k pfirozené programované
buné¢né smrti se podili procesy, pii kterych dochazi k naruseni, nebo zabranéni nékteré z
apoptickych ¢i kaspazovych drah. Inhibitory apoptickych proteint (IAPS) jsou skupinou
proteind, které blokuji bunéfnou smrt inhibici dolni c¢asti (downstream) kaspazovych

aktivacnich drah (Schimmer a kol., 2004).

9.2.1 Cesty aktivace kaspaz

Z molekularniho hlediska je apoptéza u nenddorovych bunck zptsobena aktivaci
kaspaz. Kaspazy jsou intracelularni cysteinové protedzy, které $tépi substraty na zbytcich
kyseliny aspargové (Cryns a kol., 1998; Thornberry a kol., 1998).

Kaspazy se v bunikdch vyskytuji v latentnim stavu, aktivuji se v reakci na Sirokou
Skalu stimuld vedoucich k programované bunééné smrti. Kaspdzy jsou navzajem funkéné
aktivuji efektorové (downstream) kaspazy (Salvesen a kol., 1997).

IAPs inhibuji alespont dvé z hlavnich cest pro iniciaci aktivace kaspaz a to za prvé:
mitochondrialni drahu s cytochromem c¢ a za druhé: drahu receptoru smrti s TNF (tumor
necrosis factor), coz je skupina receptori smrti. [APs také ovliviiuji jesté tieti malou drahu,

ve které granzym B pifimo aktivuje kaspazu 3 (Zapata a kol, 1998; Barry a kol., 2000).

Vnitini (mitochondrialni) aktivace kaspazy

Vnitini cesta vedouci k aktivaci kaspaz je iniciovana uvolnénim cytochromu C z
mitochondrii. Cytochrom ¢ se normalné¢ vyskytuje mezi vnéj§i a vnitini membranou
mitochondrie. Na rGzné proapotické stimuly bunika reaguje uvolnénim cytochromu c¢ do
cytosolu (Kluck, 1997). Cytochrom c pak vaze a aktivuje Apaf-1. Apaf-1 aktivuje
prokaspazu 9 na kaspazu 9, ktera zase aktivuje efektorové kaspdzy, napt. prokaspazu 3 na

kaspazu 3 (Saleh a kol., 1999; Zou a kol., 1997).
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Vnéjsi aktivace kaspazy (death receptor)

Vnéjsi cesta aktivace kaspaz pres Fas receptor vede k aktivaci prokaspazy 8. Je
iniciovana NK burikami, nebo aktivovanymi T-lymfocyty, které obsahuji ve své membrané
Fas ligand (Khosravi-Far a White, 2008). Tato cesta vedouci k aktivaci kaspazy zacina TNF
rodinou cytokinovych receptorti, mezi které patii Fas (CD95), DR4 (Trail-R1) a TNF-R1
(CD120a).

Death receptory se aktivuji vazbou ligandu na extracelularni doménu receptoru.
Jakmile jsou tyto receptory aktivovany, ziskaji proteinovou doménu Fadd/Mort-1. Pti vazbé
k death receptoru se Fas doména naopak vaze na kaspazu 8 (Chang a kol., 1999; Berglund a
kol., 2000), ¢imz vznikd smrt indukujici signalni komplex (DISC). Protoze kaspaza 8 se
koncentruje na DISC, dimeruje a tim se stava aktivni. Stépenim kaspazy 8 dochazi k jeji
stabilizaci v dimerové form¢ (Boatright a kol., 2003). Aktivovana kaspaza 8 se uvoliuje z
DISC do cytosolu, kde §tépi a aktivuje downstream efektorové kaspazy (Kang a kol., 1999;
Stennicke a kol., 1998).

Ac oba zpisoby aktivace existuji jako samostatné jednotky, dochazi mezi nimi ke
komunikaci a sbihani, ptikladem je aktivace downstream efektorovych kaspaz napt. kaspazy
3. Tyto dvé jednotky spolupracuji ve snaze zvysit apoptdzu prostiednictvim Bid. Protein Bid
je ¢lenem skupiny proapotickych BH3 proteind, je Stépen a aktivovan kaspazou 8. Po jeho
Stépeni dochazi k presunu Bid do mitochondrie, kde aktivuje permeabilizaci mitochondrialni
membrany, uvolnéni cytochromu c a iniciuje aktivaci mitochondrialni cesty aktivace kaspéaz

(Gross a kol., 1999; Kulik a kol., 2001; Tang a kol., 2000).

10 Survivin

Survivin je nejmens$im c¢lenem skupiny inhibitorli apoptézy. Je to antiapopticky
protein o molekulové hmotnosti 16,5 kDa (Ryan a kol., 2009), ktery obejvila Grazia
Ambrosini a Dario C. Alltieri v roce 1997 (Ambrosini a kol., 1997). Jedna se o unikatni
protein, ktery se s ostatnimi ¢leny IAPs podili na fadé¢ odlisnych funkci, kterymi jsou;
inhibice programované bunééné smrti a regulace bunééného cyklu (Chen a kol., 2016). Ve
skute€nosti se survivin podili 1 na regulaci neurogeneze a hematopoéze (Delvaeye a kol.,
2009; Jiang a kol., 2005). Pravé pii blokaci survivinu, ktera by vedla k naruSeni
hematopoézy, by mohlo dojit k problému pii tvorbé nejen neutrofilli, ale i ostatnich bun¢k

imunitniho systému, které jsou pro nasi imunoterapii zasadni.
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Survivin zajistuje preziti nadorovych bunék pomoci interference s fadou proteinti
bunécného cyklu jako je INCENP (inner centromere protein) a Aurora B kinaza. Survivin
také inhibuje, jak na kaspaze zavislou, tak i nezavislou aktivaci apoptoézy. Zajimavé je, ze
nyn¢jsi studie ukazuji na roli survivinu v regulaci bunééné autofagie (Cheung a kol., 2013).
Pii pokusu Uren a kol., bylo dokazano, ze pti homozygotni deleci survivinu u gravidnich
mysi doSlo diky naruseni mikrotubulti, k polyploidii a k ¢asné smrti embryi, coz jen
potvrzuje vyznam survivinu (Uren a kol., 2000). Pfi poskozeni survivinu u HeLa bun¢k
doslo k aberantni mitéze a tvorbé polyplodie (Li a kol., 1999). Tyto dvé studie jasné
potvrzuji funkcei survivinu v regulaci bunééného déleni.

Vzor genové exprese je také charakteristicky, survivin je vyjimkou z rodiny proteina
IAPs. Jako jediny je vysadné exprimovan béhem embryondlniho a fetadlniho vyvoje, ostatni
IAPs jsou hojné exprimovany bézn€ v normalnich tkanich (Johnsen a kol., 2009). Chybi u
vétsiny zdravych, terminalné diferenciovanych tkani, ale jeho exprese je zvySena u riznych
druhi lidské rakoviny (Ambrosini a kol., 1997).

Je nutné v8imat si rozdild na zakladé, kterych dojde k ulehéeni targetingu pii
imunoterapii, survivin se ze vSech IAPs diky své rozdilné expresi da nejlépe cilit a tim se
vyhnout moznym nezadoucim u¢inkiim u zdravych tkéni a bunek. Navic je u nadorovych
bunck exprimovan ve velkém mnozstvi oproti ostatnim I[APs. To je dalsi rys, ktery
podporuje survivin jako vhodného adepta pro cileni.

Exprese survivinu v nadorech koreluje nejen s inhibici apoptézy a snizenou
schopnosti rakovinnych bun€k podléhat signalim vedoucim k bunécéné smrti, ale také s
resistenci vic¢i chemoterapii a agresivitou nadorl. Survivin se téZ vyhradné exprimuje V
kmenovych bunikach, at” uZ embryondlnich, tak i u riznych typt somatickych kmenovych
kol., 2016).

Detekce survivinu v télnich tekutinach by mohla slouzit jako diagnostiky marker a
umoznit tak ¢asné&jsi detekci malignity (Schimmer a kol., 2004). V pokusu Smith a kol., byla
hladina survivinu méfena a kontrolovana u pacientt trpicich rakovinou mocového méchyie.
Moc¢ byla filtrovana pfes nitrocelul6zovou membranu obsahujici anti-survivin protilatky. U
celych 100% testovanych pacientd s malignitou mocového méchyie byl zjistén vysoky obsah
survivinu, stejné vysledky byly obdrzeny pomoci reverzni PCR (Smith a kol., 2001).

Survivin by mohl byt pouzit jako univerzalni antigen nadoru, nebot’ se vyskytuje u

vetsiny lidskych malignit a ma potencial spoustét imunitni odpoved.
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Vyse zminéné skute¢nosti €ini ze survivinu velmi zajimavy cil, jehoz blokaci a v kombinaci
s mechanismy vrozené imunity, kterym se budeme vénovat predevsim, tak i pomoci principt
ziskané¢ imunity, zajistit snizenou proliferaci nddoru a jeho zvySenou citlivost na

imunoterapii a signaly vedouci k apoptoze.

10.1 Molekularni struktura survivinu

Sklada se z jediné BIR domény a neobsahuje RING (really interesting new gene)
finger doménu. Survivin je exprimovan ve fetdlnich ledvinach, jatrech, plicich,
gastrointestindlnim traktu, ale neni exprimovan ve vétSin€ zdravych, dospélych tkani
(Ambrosini a kol., 1997). Survivin je kodovan bakuloviralnim opakovanim zahrnujicim
BIRCS oblast, diky niz je survivin nékdy nazyvan téz BIRCS a jeho molekulovd hmotnost je
rovna 16.5 kDa (Ryan a kol., 2009).

Gen survivinu je pozitivné regulovan transkripénimi faktory, kterymi jsou napf. p-
catenin/TCF-Lef (T cell factor/ lymphoid enhancer factor), HIF 1o (Hypoxia-inducible factor
1-a), Spl (specificity protein) a STAT 3 (signal transducter and activator of transcription).
Negativné je ovliviiovan pfitomnosti supresorového genu p53, Rb (retinoblastoma protein) a
PTAN (phosphatase and tensin homolog) (Guha a kol., 2009). BIRC5 gen se sklada z 4
exont a 3 intrond pokryvajicich 14,796 nukleotidii na chromozomu 17q25 tvoftici transkripty
s riznymi funkénimi doménami. BIRCS gen koduje divoky (wild) typ survivinu (WT, ¢tyfi
exony,142 aminokyselin) a 5 znamych dodate¢nych druhi setiihti (splicings) jako je; AEx3
(survivin s deleci exonu 3; 137 AK), 2B (survivin s pfidanym exonem; 165 AK), 3B (5
exont; 120 AK), 2a (2 exony; 74AK), 3a (2 exony; 78 AK)(Mahotka a kol., 2002; Caldas a
kol., 2005; Sampath a kol., 2007). Razné survivinové izoformy sdileji uplnou identitu
sekvenci v N- termindlnim konci, zahrnujici nékteré nebo vSechny BIR domény, které se
vsak lisi v C-terminalnim konci (Necochea-Campio a kol., 2013).

Pokud porovname jednotlivé izoformy divokého typu survivinu, mizeme pozorovat
odli$né vzory exprese a lisi se i v bunééné lokalizaci. Survivin-AEx3 je pfevazné lokalizovan
v jadtfe, Survivin-2B se nachézi v cytoplazmé.

Byla nalezana znac¢nd souvislost mezi jednotlivymi druhy alternativnich sestfihi
survivinu a ruznymi studiemi zabyvajicimi se aktivitou riznych onemocnéni.
Survivin WT, 2B a AEx3 formy byly rozsahle studovany v klinickych a prognostickych
studiich zabyvajicich se rakovinou (Garg a kol., 2016). Pfitomnost AEx3 formy je spojovana

s nepiiznivymi klinickymi vysledky a progndézou (Necochea-Campion a kol., 2013).
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Rozporuplna data existuji i pro souvislost mezi piitomnosti B2 a rakovinou, n¢které studie
demonstruji souvislost mezi B2 formou a agresivni formou onemocnéni a s Spatnou
progndzou (Antonacopoulou a kol., 2010), zatimco jiné studie spojuji pfitomnost B2 formy s
mén¢ zdvaznymi chorobami (Suga a kol., 2005). Nicmén¢ existuji i studie, které¢ demonstruji
AEx3 formu jako anti-apoptickou a B2 formu jako pro-apoptickou. Tyto dvé varianty mohou
hrat svymi protichtidnymi funkcemi velikou roli v nddorové proliferaci a mohou mit vliv i na
prabeéh nadorové terapie (Li a kol. , 2005).

Pfitomnost riznych izoforem survivinu ma téz vliv na angiogenezi. Ve studii od
Doucette a kol., pfitomnost izoformy survivinu typu 2 podporuje progres, maligni zvrat,
komplikuje angiogenezi u mysiho modelu s vyskytem gliomu a zkracuje dobu bez
nadorového nalezu (Doucette a kol., 2014).

Stale zGstava nejasné, zda alternativni sestiih survivinu je adaptaci rakovinné buiiky,
ktera podporuje jeji proliferaci a je jednim z jejich tinikovych mechanismi pfed imunitou.
Riizné formy alternativniho sestfihu survivinu s riznymi patologickymi vysledky a nadéji na
pteziti hraji vyznamnou roli pfi urCeni dalS§iho vyvoje onemocnéni. Ptispévek téchto
alternativnich sestfihli survivinu na vyvoji rakoviny, mechanismus tUniku pfed imunitnim
systtmem a na celkovou reakci nadoru na terapii neni zcela jasny a je nutno tyto

mechanismy a souvislosti nadale zkoumat (Garg a kol., 2016).

10.2 Bunécna lokalizace survivinu

Survivin v jednolivych okrscich buiiky disponuje odlisSnymi funkcemi. A¢ se survivin
u nadorovych bun¢k vyskytuje v cytosolu, byl také objeven v mensich jadernych frakcich na
kinetochorech metafaznich chromozomi (Dohi a kol., 2004; Li a kol., 2005).

Survivin, vyskytujici se v cytosolu, je uvoliovan z mitochondrie, kde predchazi
aktivaci kaspaz, inhibuje apoptdzu a zvySuje tumorgenezi in Vivo.

Jaderny survivin reguluje bunécné déleni (Garg a kol., 2016), kdezto cytoplazmaticky
survivin se na proliferaci nepodili, ale na bunééném pteziti bunky (Li a kol., 2005).
Konkrétné zasahuje do preziti buiiky interakci a stabilizaci fosforylovaného X-linked 1APs
(XIAPs), a inhibuje kaspazu-3 a kaspazu-9 (McKenzie a Grossman, 2012).

Mimo cytosol a jadro se survivin nachazi i v mitochondriich, odkud je vlivem
stresovych stimulil uvoliiovan do cytosolu (Dohi a kol., 2004). Byla navrzena teze, Ze prave

mitochondrialni frakce survivinu, namisto cytosolovych frakei inhibuji apoptozu interferenci
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s kaspazami. Navic podporuje tumorgenezi (Shin a kol., 2001; Tamm a kol., 1998; Dohi a
kol., 2004).

Dal$im mistem vyskytu jsou exozémy, vacky (40-100 nm) uvolnéné z naddorovych
buné¢k, které jsou posléze pfijaty okolnimi buitkami (Khan a kol., 2015). Exozémy jsou
schopny znovuvstoupeni do bunék a tim podporuji rist nadoru.

Khan a kol. dokazali, ze extracelularni vyskyt survivinu zvySuje odolnost okolnich
rakovinnych bunék vuéi G¢inkim nadorové terapie, zvysuji prolifera¢ni potencial a in vitro

ziskavaji vyssi potencial k invazi (Khan a kol., 2009).
Je tedy zfejmé, Ze survivin disponuje odliSnymi funkcemi v zavislosti na misté jeho

vyskytu, ma dokonce jiny vliv i na pribeh onemocnéni. Vedle jeho riiznych forem je jeho

bunécny vyskyt dal$im rysem, ktery by mohl usnadnit targeting.

10.3 Survivin a rakovinné kmenové bunky

Survivin se exprimuje mimo jiné i u riznych typt kmenovych bunék, neni tedy
ptekvapenim, ze ma kli¢ovou roli i u naddorovych kmenovych bunék. Kmenové rakovinné
buiky jsou zodpovédné za Castou ndvratnost onemocnéni, predpoklada se, ze nadory jsou
udrzovany praveé touto podskupinou kmenovych bunék, které maji svou vlastni obnovovaci
schopnost podobnou ndm dobfe znamym kmenovych bunkam (Oliveira a kol., 2011).

Role survivinu byla prokazana v regulaci fyziologie dospélych kmenovych bunék,
jako jsou napt. hematopoetické kmenové buniky, neuronalni kmenové buiiky, nebo kmenové
bunky stiev (Fukuda, 2006; Feng a kol., 2003). Kmenové buniky i nddorové kmenové buiky
maji spolecné rysy, da se predpokladat, ze jejich regulace také spociva v expresi survivinu.

Byla zkoumana soub&zna exprese survivinu a proteint specifickych pro kmenové
buniky u pacientl trpicich ESCC (esofagelni dlazdicovy karcinom jicnu), pacienti vykazovali
vysokou expresi survivinu i specifického proteinu Oct-4 (octamer-binding transcription
factor) u kmenovych bun¢k ESCC, tato kombinace vedla k nejvice zavazné prognoze.
Korelace mezi vysokou expresi survivinu a Oct-4 u ESCC naznacuje, Ze by mezi survivinem
a Oct-4 mohlo dochazet k jejich vzajemné regulaci, nebo interakci (Li a kol., 2012). Tento
mechanismus vSak neni zcela znam, je potieba vykonat dalsi pokusy a pozorovani, které by
tuto tezi potvrdily. V pokusu Fukuda a kol., bylo zjisténo, Ze je survivin odpovédny za

regulaci geni LCSC (stem cells of leukemia), to vSak neni potvrzeno u HSC (normal
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hematopoetic stem cells) (Fukuda a kol., 2011). Tato odlisnost by mohla byt rozhodujicim

markerem pfi cileni 1éCby.
Je nutné uvédomit si a zvazit, Ze sice blokaci survivinu dojde k naruseni kmenovych

bunék nadort, ale je vice nez pravdépodobné, Ze to bude mit za nasledek poskozeni i

ostatnich kmenovych bunék hostitele, nebo pro imunoterapii nezbytnych kmenovych bunék.

10.4 Vyskyt survivinu u ruznych typi malignit

Jak jiz bylo zminéno, survivin je vysoce exprimovan u ruznych typii lidskych
malignit. Po objeveni survivinu jako vhodného adepta k detekci, byla provedena fada pokust
vedoucich k jeho potvrzeni. U vySe zminéného pokusu Smith a kol., byli pacienti trpici
malignitou mocového méchyte testovani na obsah survivinu v moci. Survivin byl prokdzen u
100% testovanych pacientd. Ve studii Muzio a kol. byla dokdzadna pomoci
imunochemickych metod zvySend exprese survivinu u 94% pacient trpicich ordlnimi
prekanceréznimi lézemi, z nichz 66% propuklo v maligni zvrat (Muzio a kol., 2003).

Survivin tedy nemusi slouzit pouze k detekci malignich onemocnénich, ale i1 k
rozeznani prekarcendznich stavll u nichz jiz logicky dochazi ke zvySené expresi survivinu.
Ve studii Lin a kol. byl survivin exprimovan u 60 pacientl trpicich peroralni dysplazii z 62
pacientd, coz €ini 97%. U pacientll s karcinomem skvamoéznich bunck doSlo ke zvySené
expresi survivinu u 94 pacientit z 96, coz ¢ini 98%, avSak u prilehlé zdravé Gstni sliznice k
nadmérné expresi nedoslo (Lin a kol., 2005). Tato studie tedy potvrzuje, Ze je survivin
nadmérn€ exprimovan pouze u rakovinnych bunck. Nadmérna exprese survivinu byla
pozorovana i u pacientl trpicich kolorektalnim karcinomem a lymfomy (Gu a kol., 2005).

V dalSich dvou studii byla vysokd hladina survivinu pozorovana u adenomatoznich
polypl a pankriatického adenokarcinomu, ve srovnani s normalni sliznici. Jeho exprese
korelovala i se Spatnou prognozou pacientti ve stadiu II onemocnéni (Sahasrabuddhe a kol.,
2009; Sarela a kol., 2002).

Na druhou stranu, to vypada, ze survivin hraje roli v prechodu mezi adenomem s
nizkou dysplazii a adenomem s vysokou dysplazii béhem kolorektdlni tumorgeneze
(Kawasaki a kol., 2001).

Survivin tedy mutze slouzit jako prognosticky marker, vyskytuje se i u
prekarcendznich stavi, pokud by doslo k jeho blokaci v tomto stadiu, mohlo by to pfinést

velmi pozitivni progndzu.
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10.5 Survivin-prognosticky marker

Survivin slouzi téz jako prognosticky marker. Tedy ¢im vyssi exprese survivinu tim
téz81 progndza onemocnéni.

Ve studii, ktera se zabyvala detekci a méfenim mnozstvi survivinu u 144 pacientii
trpicich rakovinou tlustého stfeva, ktefi byli 1éceni resekci, a celkovou prognézou se
ukdzalo, Zze zvySené mnozstvi survivinové mRNA je spojené s celkovym poklesem preziti
(Sarela a kol., 2002). Ve studii pacientl s astrocytdrnim mozkovym tumorem, bylo opét
potvrzeno, ze zvySena exprese survivinu je spojena se zvySenym stupném malignity a
snizenim celkové Sance na preziti (Kajiwara a kol., 2003).

Dalé byla vysokd exprese survivinu prokdzana jako faktor zvySujici S$patnou
prognozu malignit u hepatocelularniho karcinomu (Ikeguchi a kol., 2002), urothelidlniho
karcinomu (Schultz a kol.,, 2003) a u karcinumu zaludku (Miyachi a kol., 2003).
Snizenim hladiny survivinu u nadorovych bun¢k, by mohlo byt dosaZeno zlepSeni prognézy

u pacientd.

10.6 Funkce survivinu

Jak jiz bylo vySe nastin€no, survivin se podili a je zodpovédny za Siroké spektrum
funkci, at’ uz u nadorovych nebo zdravych bunék. Mezi jeho hlavni funkce patii regulace

bunééného cyklu, bunécna proliferace a regulace programované bunécné smrti.

10.6.1 CPC komplex

Vyhradni funkci survivinu mimo regulaci apoptézy v bunééném cyklu je regulace
bunééného déleni. Zdravé bunky vykazuji zavislost na syntéze, expresi a degradaci survivinu
(Garg a kol., 2016). Survivin tvoii nedilnou soucéast chromozomalniho passenger komplexu
(CPC), ktery zajistuje spravné fungovani segregace chromozomi a cytokinosinii béhem
bunécéného déleni (Li a kol., 1999). Béhem bunééného cyklu prochazi vSechny buiky zivych
organismi kontrolnimi body. Ruzné kontrolni body zajiStuji bunécné déleni, pfipojeni k
mitotickému vieténku a cytokinezi.

CPC je hetero-tetramerni komplex, ktery se vyskytuje béhem mitézy na rtznych
mistech v rizném Case. Slouzi k regulaci klicovych udalosti v bunééném dé€leni jako je napi.
pfipojeni chromozomii k mikrotubullim, spravna struktura déliciho vieténka a cytokineze
(Garg a kol., 2016). Béhem profaze/metafaze mitdzy se survivin vyskytuje na para-polarnich
osach centromer, béhem anafaze/telofaze je premistén do stfedové faze de€liciho vieténka a

na konci telofaze vymizi (Uren a kol., 2000).
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Prvni slozku CPC tvofi enzym Aurora B kinaza, druhd slozka je tvofena tfemi
komponenty; INCEP, coz je vnitini centromerni protein, survivin a Borealin (t€Z znamy jako
Darsa). INCEP, Survivin a Borealin maji specifické funkce a schopnost cileni (Garg a kol.,
2016). Zména v jedné ze Ctyf komponent mize vést k defektu chromozomalni segregace
a/nebo k defektu cytokineze (Ruchaud a kol., 2007; Ruchaud a kol., 2007; Stauber a kol.,
2007; Kitagawa a Lee, 2015). Jak je znamo za segregace chromozomu béhem mitdzy i
meiodzy je regulovana pomoci kinaz a fosfatdz. Aurora B kinaza je spojovana s mikrotubuly
béhem pohybu chromozoml a pfi jejich segregaci. Aurora B kindza se vyskytuje na
mikrotubulech pobliz, konkrétné na mikrotubulech K-fibres a Aurora kindza A na
centrozomech (Liu a kol., 2009).

Analyza piispévkl jednotlivych komponent CPC ukazuje, Ze enzymaticka slozka
Aurora B kinaza je cilena na mitotické buiikky ostatnimi tfemi proteiny CPC komplexu.
INCEP slouzi jako strukturni bilkovina a stabilizuje cely CPC komplex. Borealin podporuje
vazbu mezi survivinem a INCEP. Survivin hraje rozhodujici roli v centromerni lokalizaci
CPC (Vader a kol., 2006; Lens a kol, 2006).

10.6.2 Survivin- inhibitor apoptozy

Nadmérna exprese survivinu inhibuje jak vnéjsi tak vnitini drahu apoptozy (viz vyse
kapitola o IAPs). Pokud dojde u lidskych bunék k vycerpani zasob survivinu, mizeme
sledovat vznik chyb v prubehu apoptodzy, ale jesté vice chyb pii bunééném déleni (Li a kol.,
1999; Adams a kol., 2001).

Pfesny mechanismus toho, jak dojde k inhibici neni zcela znam. Predpoklada se, ze k
dojde k inhibici apoptozy (Cheung a kol., 2013).

S odkazem na né¢které studie (Shin a kol., 2001; Tamm a kol., 1998), se survivin vaze
pomoci nanomolérni afinity na aktivované kaspazy 3,7, ale nikoli na kaspazu 8. Jiné zase
nepotvrzuji interakci mezi survivinem a kaspazou 3 (Bank a kol., 2000). Tuto tezi podporuje
1 studie Eckelman a kol., kterd zpochybiiuje vznik piimé vazby mezi survivinem a kaspazou
3, nebot” prave survivin na rozdil od osatnich IAPs, neobsahuje strukturni skupinu, ktera by
byla schopna vytvoftit vazbu mezi BIR doménou a kaspazou 3 (Eckelman a kol., 2006). Dalsi
studie popisuje pfimou vazbu mezi survivinem a kaspazou 9, jejiz aktivita je tak inhibovana

(Johnson a kol., 2004).
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Studie Marusawa a kol., zjistila, Ze survivin neinhibuje rekombinantni kaspazy 3,7,
nebo 9 v enzymatickych reakcich ani v extraktech z cytosolu bunék, které byly predtim
stimulovany cytochromem c¢ a dATP. Pokud je, ale survivin do tohoto extraktu ptidan pied
aktivaci kaspazy 9 pomoci piidavku cytochromu c a dATP, nedojde k aktivaci kaspazy 3/7.

Tyto vysledky napovidaji, Ze survivin inhibuje aktivovanou kaspazu 9, ale ne
aktivovanou kaspazu 3 a 7. Inhibice kaspazy 9 vyzaduje kofaktor (Marusawa a kol., 2003).
V naésledujici studii Marusawa a kol., byl jako kofaktor objeven HBXIP(hepatitis B virus X-
interacting protein), ktery v kombinaci se survivinem inhibuje kaspazu 9 (Marusawa a kol. ,
2000).

Dalsim navrhovanym mechanismem je, Ze survivin inhibuje vnitini drahu aktivace
kaspaz (apoptdzy) vazbou na pro-apoptické proteiny nazyvané sekundarni aktivatory kaspaz,
které jsou odvozeny od mitochondrie (SMAC/DIABLO), SMAC/DIABLO se uvoliuje
béhem vnitini cesty z mitochondrie a aktivuje kaspazu 9, aby doslo k apoptoze. Pokud dojde
k navazani survivinu na SMAC/DIABLO, nedojde k aktivaci kaspazy 9 a tak dojde k
zabranéni programované bunécné smrti (Johnson a kol., 2004).

DalSim pohledem na tuto problematiku je zaméteni se na terminalni konce survivinu.
Podle studie Wheatley a kol., je C-terminalni konec survivinu potiebny pro bunééné déleni.
N- termindlni konec neni nezbytny pro apoptdézu. Dale se piedpokladd, Ze N-termindlni
konec slouzi k ochrané pted IR (irradiation) (Wheatley a kol., 2015).

V nedavnych studii byla nalezena spojitost mezi regulaci pomoci survivinu a na
kaspazach nezavislé apoptdzy. Napt. byla nalezena souvislost mezi survivinem a translokaci
AIF (apoptosis-inducting factor). AIF je flavoprotein, jehoZ vyskyt je béZné omezen pouze
na oblast mezi mitochondridlnimi membranami. Spousti kondenzaci chromatinu a
fragmantaci DNA do vysokomolekularnich forem (o velikosti > 50kb), kdyz je ptfesunut do
jadra (Candé a kol.,, 2002; Wang a kol., 2002). Down-regulace survivinu zpisobuje
translokaci AIF u fady malignit (Cheung a kol., 2009; Okuya a kol.,, 2010; Croci a
kol.,2008).

Z vyse zminénych studii je jasné, Ze mechanismus inhibice apoptézy neni zcela

znam. Existuje fada rozporuplnych dat, avSak vétSina se shoduje v inhibici kaspazy 3,7 a 9.
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10.6.3 Survivin a drug resistence

Sance na preziti nadorovych bunék by méla byt zvySena na zakladé interakci
survivinu s fadou molekul ucastnicich se mitdzy i1 apoptodzy. Jednim z mechanismii Uiniku
nadori pted apoptdzou je tzv. drug-resistence, kdy s nadmérnou expresi survivinu koreluje i
schopnost nadorovych bun¢k byt chemoresistentni (Kojima a kol., 2006; Pennati a kol.,
2007; Zhang a kol., 2005).

Byla sledovéna chemoresistence vici cisplatinové 1€¢b¢, pomoci nadmérné exprese
survivinu, coz mélo za nasledek inhibici apoptézy u rakoviny plic a rakoviny zaludku
(Nomura a kol., 2005; Tkeguchi a kol., 2002). Stejna rezistence byla pozorovana in vitro u
rakoviny Zaludku, bunééné linie MKN-45. EXistuje korelace mezi silou chemoresistence a
mnozstvim exprimovaného survivinu, tedy ¢im vys§i hladina survivinu, tim vysSsi
chemoresistence (lkeguchi a kol., 2002). Tato schopnost byla podpofena i opacnym
mechanismem, tedy blokaci survivinu pomoci shRNA, ktera indukovala na kaspazach
zavislou apoptozu a zvysila citlivost na cisplatinu u skvamoznich rakovinnych bunék jazyka
(Xu a kol., 2010).

Exprese survivinu také narusuje citlivost viici fad¢ antimitotickych sloucenin a pro-
apoptickych chemokinti u rakovinnych bun¢k. Ve studii Zaffaroni a kol. bylo prokazano, ze
stald transfekce lidskych bunék rakoviny vajecnikli pomoci survivin-cDNA &tytikrat az
Sestkrat zvysuje resistenci téchto rakovinnych bunék vici taxatorové a taxolové chemoterapii
(Zaffaroni a kol., 2002).

Survivin hraje vyznamnou roli v indukci resistence vuci endokrynni 1€¢bé rakoviny
prsu a prostaty. V endokrynni 1é€bé rakoviny prsu s estrogen pozitivnim receptorem se hojné
vyuzivd tamoxifen. Blokaci survivinu pomoci siRNA dojde ke zvySené apoptdze

prostfednictvim tamoxifenu u MCF-7 buné¢k rakoviny prsu in vitro (Moriai, 2009).

Survivin nemusi byt nutné kombinovan pouze s imunoterapii, na tuto kombinaci se
zamétuje moje studie, jeho SirSi uplatnéni je vice nez ziejmé ze studii vyse. Je mozné pouZzit
jeho blokaci jako doplné€k klasické chemoterapie, kde diky inhibici survivinu dojde k vyssi
citlivosti ne chemoterapeutika a cytostatika. Je vSak nutné vzit v potaz relativné pomaly

nastup inhibice survivinu a spravn¢ ji nac¢asovat.
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10.6.4 Survivin-podpora angiogeneze, metastaz a chemoresistence

Survivin podporuje angiogenezi, cozZ je jedna z cest, kterd je zodpovédna za progresi
nadord. Survivin zvySuje expresi VEGF a podporuje proliferaci endotelovych bun¢k (ECS)
(Fernandez a kol., 2014).

Survivin tvofi zpétnovazebnou smycku, kdy zvySenim transkripéni aktivity [-
catenin-TCF/LEF dojde ke zvySeni exprese cilovych gent a tim ziskani vlastnosti, které jsou
spojeny s vyvojem, piezitim a progresi nadoru. Toho je dosazeno pomoci PI3K/Akt zavislé
signalizace v bunkach stejného druhu.

Survivin funguje po down-streamu VEGF signalizace, zahrnuje angiogenezi, ktera je
spojena s progresi a rustem nadoru. Studie Fernandez a kol. ukazuje, ze survivin aktivuje
transkripci VEGF, jeho expresi a akumulaci v podminéném médiu a upiednostiiuje
angiogenezi ve VEGF-zavislém prostfedi (Fernandez a kol., 2014). Ve studii Wang a kol.
mélo vypnuti survivinu u gliomu za nésledek inhibici angiogeneze (Wang a kol., 2012).
Indukce exprese VEGF pomoci survivinu ma nejen vliv na angiogenezi, ale také na
chemoresistenci a to tak, Ze stimuluje organizaci tubulinu do odli$nych vlaken (Tran a kol.,
2002).

Survivin je zejména zvySen u nadorovych vaskularnich endotelovych bunck v
porovnani s buitkami ostatnich tkéni, ¢imzZ se zvySuje chemoresistence téchto bunck (Virrey
a kol., 2008). Blokaci survivinu by tedy nedoslo jen k usmrceni nadorovych buné¢k, doslo by
1 k pozitivimu zvratu u chemoresistentnich vaskulo-endoteliarnich nadora.

Intermolekularni interakce mezi survivinem a XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis,
také znam jako IAP3(inhibitor of apoptosis protein 3)) podporuje invazi nadorovych bun¢k
in vitro a jejich rozsev in vivo u rakoviny prsu mysiho modelu a insulinomu u potkaniho
modelu. Tato cesta funguje nezavisle na roli IAP v bunécném pieziti. Transdukce touto
cestou vedla k aktivaci NF-xB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B
cells), ke zvySené transkripci fibroenktinu, autokrynni/parakrynni signalizaci pomoci 1
intergind a konstitutivni fosforylaci, coz je aktivace bunéénych pohybovych kinaz jako je
FAK (focal adhesion kinase) a Src (proto-oncogene tyrosine-kinase), véetné¢ piimého
zapojeni IAPs do podpory metastaz (Garg a kol., 2016).

NejpodstatnéjSim faktem je, Ze signalni transdukce touto cestou nevyvolava
klasickou epitelo-mezenchymalni tranzici (EMT)(Mehrotra a kol., 2010). EMT je proces, pii
kterém jsou epitelidlni buniky schopné zménit svlij fenotyp a migrovat (Thiery a kol., 2009).
Vyvolava vsak adhezivni genovy podpis a mnohokrat zvySuje expresi genu pro fibroenktin v
nadorovych bunikdch (Mehrotra a kol., 2010).
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Dalsi studii podporujici funkci survivinu béhem metastazovani nadorti vypracoval
McKenzie a kol., jejimz zavérem je survivin, ktery hraje hlavni roli v metastazovani
melanomu prostiednictvim zvySené regulace integrini (McKenzie a kol., 2013). Studii
dokladajici spolupraci mezi survivinem a VEGF-C (vaskularni endotelovy rustovy faktor)
podporujici lymfatické Sifeni rakoviny prsu vypracoval Cai a kol. (Cai a kol., 2012).

I mnoho dalsich studii potvrzuje pfimou korelaci mezi zvySenou invazi a metastazovanim

nadorti a nadmérnou expresi survivinu.
Je tedy vice nez ziejmé, ze survivin ma daleko $irs$i pole pilisobnosti nez je regulace

apoptozy a déleni rakovinnych bunék. Ma vliv i na expanzi nadori, pomoci upregulace

angiogeneze a zvySeni chemoresistence.
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10.7 Targeting a blokace survivinu

Z vySe zminénych funkci survivinu je zfejmé, pro¢ jsem si ho jako zastupce IAPS pro
svou terapii vybrala. Vedlejsi Gc¢inky jeho disrupce by mohly mit vliv na proliferaci bun¢k
imunitniho systému, které jsou pro nasi imunoterapii nezbytné, proto si jeho benefity a
naopak nevyhody shrneme v diskuzi.

Pro jeho naruSeni, blokaci a cileni existuje hned né¢kolik piistupli, mezi néz patii;
imunoterapie cilend proti antigenu-survivinu, malé¢ molekuldrni inhibitory/antagonisti,

princip zalozeny na nukleovych kyselinach.

1. Imunoterapie, ktera cili survivin, je zalozena pfedevS$im na principech imunity

ziskané, je zde potfeba prezentace pomoci APCs, piedevsim DCs cytotoxickym buitkam tak,
aby doSlo k vyvolani cytotoxické odpovédi. Survivin je u lidi 4. nejrozSifenéj$im antigenem
u vSech typt rakoviny, proto jeho cileni davd smysl a dochézi v klinickych a preklinickych
vyzkumech k znacnym uspéchiim (Garg a kol., 2016).

Normalni vakciny, které jsou vyuzivany v imunoterapii obsahuji peptidy, nebo celé
rekombinantni proteiny spolu s adjuvanty, rekombinantni viry kédujici pozadovany antigen,
nebo jiné rekombinantni mikroorganismy, pouzivaji se DNA vakciny, cytokinni a
kostimulaéné navysujici vakciny, usmrcené nadorové bunky, pulzované DCs s proteiny a
peptidy. Adjuvanty zvysuji antigenni prezentaci a aktivaci efektorovych mechanismi, coz
vede k indukci silné CTL odpovédi proti antigenu (Garg a kol., 2016).

Duivody, pro¢€ je survivin idedlnim antigenem mimo jeho vysokou expresi na riiznych
druzich rakovinnych bunék, jiz byly zminény. Bylo dokéazéno, Ze survivin je vhodnym
proteinem, ktery indukuje CTL odpovéd’, pokud dojde k jeho prezentaci pomoci DCs
(Diestelkoetter a kol., 2000) a u mySiho modelu melanomu i u peptidd odvozenych od
survivinu (Hofmann a kol., 2009). Generace survivin specifickych CTLs zplisobuje lyzu
nadorovych bunék ve spojeni s HLA komplexem u pacienti s rakovinou (Andersen a kol.,
2001). Dale byla potvrzena u pacientti s melanomy, rakovinou prsu a leukemii pfitomnost
spontanni CTL odpovédi proti peptidiim odvozenych od survivinu a prezentovanych s MHCI
molekulami (Reker a kol., 2004).

Dale byla studovéna kombinace lokalni a systémové imunitni odpovédi, kdy doslo ke
spojeni u¢inné CTL odpovédi s cilenim specifickych CTLs na nador in situ u melanomu a
rakoviny prsu, kdy byl potvrzen survivin jako vhodny kandidat pfi tvorbé vakcin (Andersen
a kol., 2001). Nyni jsou v preklinickych a klinickych studii vakciny zalozené na DCs, DNA
vakciny, peptidové vakciny ¢i VLP (virus-like-particle) vakciny (Garg a kol., 2016).
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Mimo CTL odpovéd je v imunitni odpovédi podstatnd i1 pfitomnost protilatek a
CD4+ T bun¢k (Aarntzen a kol., 2013). CD4+ bunky jako pomocné bunky hraji kritickou
roli pfi nastartovani a zesileni funkce CTLs a zvySeni proti-survivinové odpoveédi (Tanaka a
kol., 2011).

Survivinové peptidy byly prokazany jako vhodné epitopy MHCII molekul
stimulujici Th bunécnou odpoveéd’ (Ohtake a kol., 2014). Vakciny obsahujici survivin tez
ukazaly na roli CD4+ T buné€k pii udrzeni prvotni a pamétové protinadorové odpovédi
(Sharma a kol., 2013).

Krom¢€ moznosti pouzit survivin jakozto vyrazn€ univerzalni antigen v nadorové
imunoterapii existuji zcela odlisné ptistupy vedouci k posSkozeni jeho funkce. Jednou

Z téchto moznosti jsou nizkomolekularni inhibitory survivinu.

2. Nizkomolekularni latky jsou jiz n¢jakou dobu vytvarené malé molekuly, které 1ze

pfesné cilit na survivin, jejich efekt je jiz zkoumén v fad¢ preklinickych a klinickych studii.
Z té&chto latek je nejrozsifené;si tiida YM155 (Nakahara a kol., 2007).

YM155 agents pusobi jako inhibitor vazici se na promotor survivinu a tim narusuje
funkci promotoru (Nakahara a kol., 2007; Garg a kol., 2016). Jeho efekt byl sledovan na
preklinickych modelech a ukazal se jako inhibitor specificky pro gen survivin (Nakahara a
kol., 2007). Je to molekula, ktera vyhradné potlacuje expresi survivinu a indukuje apoptozu
u nadorovych bunék s deficitem p53 in vitro (Nakahara a kol., 2007). Gen p53 je
transkripnim faktorem, ktery =zabranuje vzniku nadoru (Aschroft a kol., 1999).
YMI155 se ukazal jako vhodny kandidat pii blokaci survivinu i v pokusech in vivo u
rakoviny prostaty (Nakahara a kol., 2007), pankreatického adenokarcinomu (Na a kol., 2012)
a rakoviny plic (Giaccone a kol., 2009). YM155 je nyni v II. fazi klinickych pokust u
pacienti s difiiznim velkobunéénym lymfomem (Mobahat a kol., 2014).

Terameprocol  (tetra-O-methyl  nordihydroguaiaretic  acid  (M(4)N)) je
malomolekularni inhibitor, ktery funguje podobné jako ptedesly zéstupce, stejn¢ jako
YMI55 je transkripénim represorem, ktery se vaze na oblast promotoru. Tato latka je
nazyvana Terameprecol (EM-1421) a je ziskdvana z rostlin (Chang a kol., 2004).

UC112 je znam jako potencialni selektivni inhibitor survivinu (viz diskuze)(Wang a
kol., 2014).

Shepherdin je antagonistou survivn-Hsp90 komplexu (Plescia a kol., 2005).
Shepherdin je ve skutenosti sekvenci survivinu konkrétné¢ K79-L82. Tento inhibitor byl

nazvan po shepherdin chaperonu Hsp90.
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Purvalanol A je specifickym CDK inhibitorem p34°*?, inhibuje nejen aktivitu Cdc2,
ale taktéz zabraiuje expresi survivinu (lizuka a kol., 2008).

Piperine je alkaloidem z ¢erného pepie, u né¢hoz bylo zjisténo, ze potlacuje rist u
nékolika bunéénych linii rakoviny tlustého stieva. Téz je schopny zvysit citlivost nadoru
vuci chemoterapeutikim diky inhibici survivinu (Stella a kol., 2013).

Panepoxydone je sekundarnim metabolitem izolovanym z jedlych hub, je dlouho
znam pro své antibakteridlni uc¢inky. Panepoxydone interferuje s NF-kB, coz vede k
potlaceni nadoru (Erkel a kol., 1996; Arora a kol., 2014). U bun¢k, které byly léceny timto
agents, doslo k poklesu hladiny survivinu (Arora a kol., 2014).

NU6140 je novym CDK inhibitorem, ktery byl vytvofen Deviesem a kolektivem v
roce 2002. Tento inhibitor potlacuje expresi a fosforylaci survivinu a v kombinaci s taxolem
u HeLa bun¢k zpiisobuje synergicky efekt vedouci k potlaceni ristu nadoru (Pennati a kol.,
2005).

MK-2206 je alosterickym inhibitorem Akt a ma neobycejny protinddorovy efekt v
fad¢ nadorovych bunéénych linii (Chung a kol., 2017; Liu a kol., 2012). Bylo dokézano, Ze
fosforylace Akt je spojena s formaci survivinu/XIAPs komplexu, zabranéni fosforylace Akt
vedlo ke snizeni exprese survivinu (Chowdhury a kol.,, 2011). Diky inhibici Akt tedy
dochazi k potlaceni survivinu.

Lapatinib je inhibitorem ErbB1 a ErbB2 tyrosine kinazy, touto inhibici dochazi k
potladeni exprese survivinu a naslednému vyvolani programované bunécné smrti (Xiao a Li.,
2015).

KPT-185 je inhibitorem nuklearniho exportu, u néhoZz bylo prokazano, Ze ma
pomérné veliky Uspéch u nekolika druht rakovin napt. rakoviny pankreatu (Azmi a kol.,
2013). Znaéné vyvolava potlaceni rastu nadoru a apoptdézu nadorovych bunék, dochazi k
down-regulaci survivinu (Wang a kol., 2014).

ICG-001 je inhibitorem TCF (B-catenin/T cell factor). Bylo prokazano, Ze gen
survivinu je zprostfedkovan pravé TCF. Pti 1écbé rakoviny tlustého stieva bylo objeveno, ze
pravé ICG-011 ma vliv na snizenou expresi survivinu, coZz opét vedlo k potlaceni
nadorového rustu a apoptdze (Emami a kol., 2004).

Flavopiridol ma siroké pole plisobeni na cyclin-dependentni kinazy (CDKSs), je jejich
inhibitorem. Tento inhibitor vyuziva naruseni Thr34 fosforylace survivinu, jez je nezbytna
pro spravnou funkci survivinu (O Connor a kol., 2000).

FL118 je velmi vykonnym inhibitorem survivinu, jez funguje na principu navazani

se na promotor survivinu a tim zabrani jeho expresi. Funguje tedy na podobném principu
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jako YM155, nebo Terameprocol. Je G¢inny jiz pii koncentraci mensi nez 1nM (Ling a kol.,
2012).

Cephalochromin je latka izolovanda =z fermentované Cosmospora vilior,
YMJB905150 a je vyuzivan jako antibakteridlni agent. Tento inhibitor potlacuje nejen
survivin, ale i ostatni IAPs (Hsiao a kol., 2014).

Arctigenin je ligand izolovany ze semen Arctium lappa, potlacuje proliferaci u
riznych druhii rakovin. Jeho protinadorovy ucinek spociva v potlaceni fosforylace STAT 3 a
exprese survivinu (Wang a kol., 2014).

AICAR je poslednim ze zastupct nizkomolekularnich inhibitord survivinu, je novym

inhibitorem Hsp90 (Meli a kol., 2006).

3. Molekuliarni antagonisté jsou dal$i moznosti pfi blokaci u¢inku survivinu. Down-

regulace survivinu pomoci liposomalni/adenovirdlni siRNA se ukézala jako efektivni postup

indikujici apoptdzu u riiznych druhii rakoviny (Cheung a kol., 2011). Mal¢ interferujici RNA
(SIRNA) jsou pouzivany k akutnimu sniZzeni hodnoty survivinu v rakovinnych bunkach.
Nyni v preklinickych studii tyto agents vykazuji vysokou protinddorovou aktivitu, pokud
JSOu pouzivany samostatné, nebo v kombinaci s chemoterapii, ktera samoziejmé zptisobuje
méfitelnou toxicitu (Pennati a kol., 2008).

Pokusy in vivo, kde byly pouzity siRNA napovidaji, ze utiSeni (silencing) survivin
genu muiZze hrat na urcité urovni velikou roli u pacientd s rakovinou (Davis a kol., 2010).

Vedle siRNA jsou dalsim ptikladem molekularnich antagonistd anti-sense oligonukleotidy,

které jsou také Uspésné pii vyvolani programované bunécné smrti u rakovinnych bunék.
Mezi zastupce antisense-nukleotidii patii napi. SPC3042 (Cheung a kol., 2011).

SPC3042 patii do skupiny LNA (locked nucleic acid) oligoneukleotidi, byl vytvoten
jako pln¢ fosforothioylovany gapmer, ktery po stranach obsahuje 7 LNA nukleotidi. Tyto
nukleotidy zajiSt'uji stabilitu nukledz a vyssi Sanci k inhibici mRNA survivinu ve srovnani s
regulaci Bcl-2, zastaveni cyklu a apoptozu (Hansen a kol., 2008).

Mechanizmy zaloZzené na bazi oligonukleotidd, ¢i malych interferujicich RNA
(SIRNA), nebo antisense-oligonukleotidii jsou zaloZeny na cileni mRNA survivinu, ¢imz
dojde k zastaveni (silence) jeho exprese. SPC3042 je na mRNA survivinu cilen na oblast
zahrnujici stop kodon otevieného ¢teciho ramce v exonu 4 tranksriptu survivinu. Preklinické
studie odhalily, ze SPC3042 je schopné snizit mnoZzstvi vyskytu proteinu survivinu

vyskytujiciho se v bunkach PC3 rakoviny prostaty a nasledné¢ vyvolat bunécnou
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programovanou smrt a navic ve té stejné studii byla zjiSténa spojitost se zvySenim citlivosti
bunék rakoviny prostaty viuci taxolové 1é¢bé in vivo. Mezi dalsi anti-sense latky patii napf.

LY21811308/1S1S523722 (Hansen a kol., 2008).

4. Dominant-negative constructs jsou poslednim druhem cileni survivinu pomoci

genové transfekce napt. T34A, nebo C84A mutanta, dochazi k vyvolani apoptdzy napf.
melanomu (Liu a kol., 2004).

C84A dominant-negative mutantni forma survivinu byla navrzena na zakladé objevu,
kdy mutace pfi niz dojde ke zmén¢ Cys84 na Ala v krajni C-terminalni oblasti BIR domény,
coz rozru§i koordinaci Zn®** iontd a naslednd dojde ke ztraté apoptické funkce survivinu
(Cheung a kol., 2011).

T34A je dalsim piikladem dominant-negative konstruktu, bylo zjisténo, ze
fosforylace survivinu na Thr34 je nezbytné ke stabilité¢ survivinu a tudiz hraje roli pii
podpoie progresu bunécného cyklu a pfi inhibici kaspadz. Mutace Thr34 na Ala zcela zrusi
fosforylaci survivinu, coZ ma za nasledek disociaci komplexu survivin-caspase-9 (O"Connor
a kol., 2000). Survivin-T34A ma bohatou historii, nejdiive byl pouzit jako napodobenina
nefosforylovaného survivinu a nyni se pouziva jako mozné terapeutikum rakoviny. V
molekularni terapii mé vysoky potenciadl diky své nizké toxicit€é a schopnosti vyvolat
apoptozu a imunitni modulaci zatimco je sniZena angiogeneze, tvorba metastdz a progrese

bunécného cyklu v bunkach, které exprimuji survivin (Wall a kol., 2012).
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11 Diskuze

Pan doktor Zenka se jiz nékolik let se svym tymem zabyva problematikou nadorové

imunoterapie. Cilem mé prace bylo zvazit moznosti kombinace naSi imunoterapie s dalsim
lécebnym postupem, diky némuz by byla naSe smésice ucinnych latek: mannan-BAM +
poly(1:C)+ R-848+ LTA+ anti-CD40 rozsitena o slozku, nebo mechanismus, ktery by mél
za nasledek oslabeni nddorovych bunék a tim i zesileni terapeutického vysledku. Terapie,
ktera je zalozena na intratumoralni aplikaci imunomodulatord, sice dosahuje pomérné velmi
dobrych vysledkl, ale ucinek na metastazy je nizSi a vznikla tedy potfeba ho vyrazné
podpofit nezavislou terapii.

Za tento pfidany postup jsem zvolila manipulaci se survivinem. Survivin miize
slouzit jako univerzalni nadorovy antigen (Garg a kol., 2016), nebo muize byt cilen jako
funkéni protein obsazeny ve vSech nddorovych bunkdch, jehoz blokace, jak bude dale
rozvedeno, vede k fadé¢ protinadorovych, ale i vedlejSich ucink. Atak obojich principt
vedeny nutné naprosto odliSnymi zplsoby by vedl k jednotnému cili, jimz je potla¢eni
nadorového rlstu a eliminace nadorovych bunék.

Prvni mechanismus nadorové terapie cilené na survivin vyuziva skuteCnosti, Ze je
survivin 4. nejrozsifenéjSim antigenem na povrchu vsSech rakovinnych bunék. Tato
skute¢nost €ini ze survivinu velmi zajimavy univerzalni antigen na némz je mozné celou
imunoterapii postavit (Garg a kol., 2016). Timto postupem bychom se zcela vyhnuli
vedlej$im ucinkim, které jsou spojeny s blokaci survivinu, ale zaroven bychom neziskali ani
vyhody blokace. Tato terapie je cilena na povrchové fragmenty survivinového proteinu,
které jsou prezentované ve spojitosti s MHC molekulami. Terapie spociva v piipravé DCs,
tedy antigen prezentujicich bunék, které na svém povrchu ponesou pravé zminény survivin a
budou ho nasledné in vivo prezentovat efektorovym cytotoxickym lymfocytim
(Diestelkoetter a kol., 2000). Tento mechanismus je jakousi vyjimkou mezi v§emi ostatnimi,
nejednd se o blokaci a inhibici survivinu, ale jeho cileni, které vede k vyvolani CTL
odpovédi. Pokud by se naSel mechanismus, kterym by §la dokonce prezentace tohoto
antigenu na nadorovych bunkach zvysit tak, aby byl imunitni systém schopny vypatrat i
nejodlehlejsi metastazy, byl by to opravdovy zlom v nddorové imunoterapii zaloZené na
prezentaci survivinu nadorovymi bunkami.

NaSe nadorova imunoterapie zaloZzena na primarni likvidaci nddord intratumoralni
aplikaci imunomodulétorii s naslednou vakcinaci organismu se DC terapii v mnohém
podoba. Hlavni rozdil je pifedevsim v tom, Ze veSkeré procesy probihaji v redlném case in

situ. Survivin se bezpochyby stava jednim z antigenti, kterym vakcinujeme a atak jeho
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fragmentd s MHCI pomoci vytvofenych CTL urcité nastava. Pro antigenni prezentaci
vytvatime idealni podminky, celkovy vakcina¢ni ucinek bychom vSak mohli zesilit
soub&znou aplikaci survivinu pii intratumordlni vakcinaci. Za zvéazeni by stdlo pouzit
survivin ve form¢ umoziujici jeho interakci s bunéénymi membranami, coz by jeho pohlceni

APCs a naslednou prezentaci mohlo zesilit.

Co se tyce blokovani survivinu, survivin je velmi atraktivnim cilem pii tvorbé
ruznych protinddorovych postupi. Bohuzel podobné jako vSechny mechanismy ma své
vyhody a nevyhody. Jeho cileni ndm ptinese fadu vyhod, které by se jiste¢ projevily ve
vysledku, nicméné 1 zde je tfeba uvédomit si mozna rizika spojena s jeho cilenim.

Mezi vyhody cileni a likvidace survivinu jakozto biologicky aktivni latky jisté patii
fakt, ze po jeho potlaceni dojde k omezeni jeho pocetnych funkci. Mezi jeho funkce patii
napft. inhibice na kaspazach zavislé i nezavislé apoptdzy, diky niz se nadorové bunky stavaji
nesmrtelnymi. Dal$i funkei je zajisténi chemoresistence a radioresistence nadorovych bunék
vici chemoterapii a RT (Cheung a kol., 2013). Survivin hraje podstatnou roli pii regulaci
bunécéného cyklu, je schopny ho potlacit podobné jako apoptozu (Wall a kol., 2012). Dale
jeho funkce spociva v regulaci bunééného déleni, zasahuje do proliferace nadorovych bunék,
tim ze podporuje jejich schopnost se délit, nebot” je soucasti CPC komplexu, ktery zajist'uje
spravnou segregaci chromozomil a cytokinli béhem bunécného cyklu (Li a kol., 1999).
Podporuje progresi, angiogenezi a jeho pfitomnost je zpravidla spojovdna se Spatnou
prognozou (Chen a kol., 2016).

Potlacenim funkci survivinu by byly splnény vSechny cile, jeZ jsme si pro tuto praci
polozili. DoSlo by k vyvolani apoptdzy, kterd byla zablokovana survivinem, k potlaceni
proliferace, progrese a angiogeneze nadorovych bunék. To v§e by mélo za nasledek zlepSeni
celkové progndzy pacientli a nadory by prestaly byt chemoresistentni vic¢i cytostatikim a
radioresistentni vii¢i RT terapii. DoSlo by k oslabeni primérnich nadori, ale i metastaz, diky
potlaceni angiogeneze, kterd je nezbytna pro budouci zasobeni vzdéalenych loZisek
nadorovych bunék, navic by byla omezena i progrese nadorového onemocnéni, kterd je pfi
tvorbé metastdz klicova. Oslabenim nadoru a metastdz by doslo k ubytku celkové naddoroveé
masy, diky ¢emuz by naSe terapie byla zase o néco siln€jsi. VSechny vySe zminéné
skuteCnosti €ini ze survivinu opravdu zajimavy terapeuticky cil. Nicmén¢ musime pocitat i s
pfipadnymi negativy.

Mimo to, ze survivin ovliviiuje bunécny cyklus nddorovych bunék, ovliviiuje jej i u

bunck ostatnich. Napft. reguluje pfechod G3-S T lymfocytt (Song a kol., 2005), normalnich
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hematopoeticky progenitorovych bunék (Fukuda, 2002). Dale je survivin exprimovan a
reguluje funkce v embryonalnich kmenovych bunkach, totipotentnich kmenovych burkach,
v tzv. rakovinnych kmenovych buiikdch (Mull a kol., 2014), dale pak v hematopoetickych
kmenovych buikach, neuronalnich kmenovych bunkach ¢i intestindlnich kmenovych
bunkach(Fukuda a kol., 2004; Feng a kol., 2013; Nakay a kol., 2014). Blokace by v tomto
piipadé pfinesla vysledky pouze v piipadé¢ rakovinnych kmenovych bun¢k. Survivin ma téz
regulacni funkci u vaskularnich endotelialnich buncék (Mesri a kol., 2001),
polymorfonuklearnich bun¢k (Altznauer a kol.,, 2004), T bunék (Xing a kol., 2004),
erytroidnich bun€k (Gurbuxani a kol., 2005). U lidi a mysi je exprese survivinu v T bunikach
regulovana pfitomnosti IL-2, ConA (concanavalin A), anti-CD3, phytohemagglutinin
(PHA). Je exprimovéan v dospélych perifernich T buiikach, tymocytech, tak bohuzel i v
pamétovych bunkach, neutrofilech a megakaryocytech (Fukuda, 2006).

Zasahuje tedy do regulace bunék vrozené i ziskané imunity. Zasahuje do proliferace
neutrofildi, které jsou nezbytné pii vyvoldni vrozené imunitni odpovédi, makrofagi,
megakaryocytd a jinych bunék imunitniho systému, do nasledné klonalni expanze a funkce T
lymfocytt, proliferace efektorovych tak i pamétovych bunék a ostatnich bunék lymfoidni a
erytroidni fady. Tyto buiiky jsou pro nasi imunoterapii zdsadni, proto si nemizeme dovolit
naSi kombinaci latek rozsifit napf. o inhibitor, ktery by mohl funkci bun€k imunitniho
systému ohrozit. Tyto latky nemohou byt pouZity soucasné, to by se dalo obejit spravnym
nacasovanim inhibice survivinu pomoci blokatoru, viz nize.

Proberme tedy jednotlivé skupiny latek blokujicich survivin a jeho funkce z hlediska
kombinovatelnosti s nadorovou imunoterapii obecné a naSim pfistupem  zvIast.
Zacneme molekuldrnimi antagonisty mezi nez patii liposomdlni/adenoviralni siRNA a
antisense oligonukleotidy, které bych k zajiSténi uvedenych cili nepreferovala a pokusim se
objasnit proc.

Obé¢ tyto podskupiny vedou k utiSeni genu pro survivin. Liposomélni/adenoviralni
siRNA jsou malé interferujici molekuly siRNA, které slouzi k akutnimu snizeni hladiny
survivinu (Pennati a kol., 2008). Antisense oligonuklotidy se navazuji na mRNA survivinu a
tim zabranuji jeho translaci.

Mezi nejvyznaméjsi antisense oligonukleotidy patii napt. SPC3042. Dlivodem, pro¢
bych tuto latku nezvolila, je zbytena slozitost tohoto postupu, bala bych se zde negativni
interakce s nasi imunoterapii (napf. zasahu do proliferace bun€k imunitniho systému), nebo
jinymi pro nas dilezitymi proteiny, zarovén nejsou k dispozici informace, které by vznik

negativnich interakci vyvratily (Cheung a kol., 2011). DalSim zéastupcem antisense
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oligonukleotidi je napt. LY21811308/ISIS23722 u jehoZ pouziti mam stejné obavy jako u
SPC3042 (Hansen a kol., 2008).

Dalsi skupinou inhibitori jsou tzv. dominant negative-constructs. Tato skupina je ze
survivin svou genovou transfekci (Cheung a kol., 2011), mechanismus jejich ptsobeni je
nastinén v kapitole o targetingu a cileni survivinu. Velmi zajimavy je predevsim T34A
zastupce, ktery je velmi slibnym kandidatem této skupiny, nebot’ mimo jiné funkce, které
maji 1 ostatni kandidati jako je inhibice survivinu nebo vyvolani apoptézy, ma dokonce
imunomodula¢ni schopnosti, snizuje angiogenezi, tvorbu metastdz aj. (Wall a kol., 2012).
Nicméné 1 tento zastupce ve me vyvolava strach z mozného vzniku negativnich dopadt na
naSi imunoterapii. JiZ naSe imunoterapie imunitni systém moduluje, podporuje smérem
jakym potiebujeme. Piedstava pozitivni koexistence takto slozitych principi ve me vyvolava
obavy a je nutné pokracovat ve studiich, které by mou neduvéfivost zvratily.

Antisense oligonuklotidy, liposomalni/adenoviralni siRNA a negative-constructs
jsou, jak jiz jsem vySe zminila, pro nasi imunoterapii ptehnané slozité. Chybi studie, které by
podpotily jejich koexistenci s imunoterapii a imunitnim systémem. My potiebujeme najit
latky, které jsou rychlé, ucinné a jistym benefitem je i cena a postup, ktery by byl co
nejjednodussi kvili negativnim G¢inkim spoluucasti dvou odliSnych postupti, také nemame
neomezené laboratorni podminky, které by nam takto sloZity postup umoZznovaly. Neni to
nemozné, ale snazim se nalézt postup, ktery by byl co nejefektivnéj§i a zaroven nés
nepiijemné neomezoval.

Potiebujeme postup na bazi chemické latky, kterou mizeme aplikovat kratkodobé a
rychle, takové podminky nejlépe splituji zastupci nizkomolekularnich inhibitord. Bude pro
nas kli¢ovy timing-naCasovani, tak abychom se co nejvice vyhnuli negativnim ucinkiim
inhibice survivinu a jejich dopadu na buiiky imunitniho systému.

Z tohoto hlediska mi pfijdou nejschliidnéjsi tfi moZnosti. Tento nizkomolekuldrni
inhibitor bych aplikovala bud’ pfed zahajenim imunoterapie, tak aby doslo k co nejvétSimu
oslabeni nadoru spojeného s inhibici pronddorovych funkci survivinu. Dojde k ubytku
nadorové masy, buniky budou citlivéjsi k latkaim obsazenym v naSi imunoterapii a dojde
K tomu, co je velmi vyzadovano a to je tzv. uvolnéni nadorovych antigent. Bylo by velmi
vhodné se pokusit najit inhibitor, ktery atakuje nadory, ale v pomérn¢ kratké dobé dojde
k jeho odplaveni a vyloudeni tak, aby neovliviioval tvorbu imunitnich bunék a zejména

klonalni expanzi lymfocytu.
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Druhou moznosti je inhibovat survivin az po nasi imunoterapii v dob¢, kdy jsou jiz
vytvofené pamétové builkky a kdy je ukonfeno navakcinovdni organismu primarnim
nadorem. V piipad¢ nutnosti boje s metastazemi piipadné s nddorovou rekurenci se jevi
blokace survivinu jako velmi vyhodna, nebot” zminéné nadory si budou znovu budovat
systémy protiimunitniho ataku a blokace survivinu by mohla byt cestou, jak tyto nadory
rozhodujicim zptsobem oslabit. Jelikoz bude nasledné dochazet k nutné prolifera¢ni expanzi
T lymfocyt(, je opet nutné, aby ucinek blokace survivinu a oslabeni nadora byl kratky a tyto
procesy neovlivitoval.

Posledni moznosti je zaclenit blokaci survivinu jako mezistupen, aplikovat ho po
imunoterapii tak, aby doSlo k oslabeni nadoru a rozvoji protinadorovych vlastnosti
spojenych s inhibici, z nichz by byla nejefektivnéjsi v tomto ptipad€ inhibice
chemoresistence, nebo radioresistence a ucinit tak nador citlivy na tuto terapii. Po ubytku
nadorové hmoty, naruSeni angiogeneze, vyvolani apoptozy a dalSich protinddorovych funkci
zaClenit dalsi terapii a to nejlépe radioterapii, kterd by nas zbavila veskeré zbyvajici
rakovinné hmoty, kterd by se v organismu vyskytovala. BohuZzel radioterapie opét neni v
nasich laboratornich podminkdch mozn4, ale do této trojkombinace bych vkladala nejvetsi
nadgji. Cilena chemoterapie vyvinuta tymem prof. Rihova je v na$i laboratofi testovana,

takZe tato kombinace imuno/survivin/chemo je redlna.

Nejlépe podminky koordinace s nadorovou imunoterapii spliiuje posledni skupina
inhibitorti, v kterou vkladam nejvétsi nadéje a kterou bych vybrala pro nasi terapii a to je
skupina nizkomolekularnich inhibitord. Tyto inhibitory jsou na bazi chemickych latek a
nejlépe by spliiovaly podminky, které v nasi kombinaci s imunoterpii vyZadujeme.

Nicméné vyvoj téchto inhibitorti je naro¢ny, piedevsim kviili pozadavku na naruseni
interakce protein-protein. Stale je mnozstvi téchto inhibitorti limitujici a bohuzel velka fada z
nich interaguje s jinymi biomolekulami nez je survivin a tak snizuje jeho mnozstvi neptimo
(Xiao a Li, 2015). U téchto inhibitord bych se opét bala nezadoucich interakci, které by nasi
imunoterapii mohly ohrozit. Patfi mezi né€ napt. AICAR, Arctigenin, Cephalochromin,
Flavopiridol, ICG-001, MK-2206, NU6410, Panepoxydone, Purvanol A, Shepherdin a
Lapatinib, ktery je jiz dokonce ve III. fazi klinického vyzkumu a ze vSech kandidati ma
nejslibnéjsi vysledky (Xiao a Li., 2015).

Ackoli by bylo mozné pouzit vSechny zastupce nizkomolekuldrnich inhibitord,
ptiklonila bych se k zastupciim, kteti jsou jiz v klinickych fazich pokusu a maji vyvraceny

toxické ucinky, nebo zastupci ktefi plsobi na gen survivinu nebo protein survivinu piimo.
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Mezi jedinné zastupce, které maji vyhradné survivinovou specifitu patii napt. UC112 (Wang
a kol., 2014). Navic bylo prokazano, ze inhibuje specificky survivin a nijak neovliviiuje
ostatni ¢leny IAPs a nema vedlejsi Gc€inky. Je jakymsi startovnim mustkem pro tvorbu
specifickych inhibitort cilenych vyhradné vii¢i survivinu (Wang a kol., 2014).

Dalsim zastupcem, ktery inhibuje expresi survivinu navazanim na jeho promotor je
FL118, tento zastupce je schopny redukovat nddorovy rust jiz pii koncentraci mensi nez 1
nM, muze téz inhibovat dal$i zastupce IAPs jako je Mcl-1, XIAP nebo cIAP2, coz téZ vede
ke snizeni pronadorové aktivity. Jeho in vivo studie navic potvrdily tyto excelentni
protinadorové vlastnosti bez vyznamné toxicity. Jeho efektivnost a selektivita slibuje velky
uspéch pro jeho nastupce FL188 (Zhao a kol., 2014).

Poslednimi dvémi nejzndméjSimi zdszupci jsou Terameprocol a YMI155.
Terameprocol, neboli meso-tetra-O-methyl nordihydroguaiaretic acid, téZ znamy jako M4N,
byl nejdiive znamy pro své inhibi¢ni G¢inky HIV transaktivace (Hwu a kol., 1998). Nasledné
studie vSak ukézaly, ze je schopnym transkripéim inhibitorem, ktery je schopny zabranit
nadorovému rustu pomoci inhibice exprese Cdc2 a survivinu (Chang a kol., 2004). Neni
tedy vyhradnim inhibitorem survivinu jako je napt. UC112, nebo YM155, ale nyni je ve fazi
I klinickych testt, jejichz vysledky ukazuji na jeho excelentni bezpecnostni profil, z tohoto
divodu bych se nebéla pouzit ani tohoto kandidata.

Poslednim zastupcem je YMISS, tento imidazolium bromid je typickym a
nejznaméj$im zastupcem nizkomolekuldrnich inhibitorG survivinu, ktery vykazuje dobré
selektivni vysledky pro survivin vic¢i ostatnim IAPs. Nicmén€ ve studii Nakahary a
kolektivu vykazovala suprese survivinu jisté nepatrné vedlejSi U¢inky 1 na ostatni IAPs,
navic zvysuje citlivost vii¢i chemoterapeutikim podobné jako ostatni zastupci (Xiao a Li,
2015; Nakahara a kol., 2007). Mechanizmus jejich G¢inku je nastinén v podkapitole o
nizkomolekularnich inhibitorech.

Réda bych upozornila, Ze vSechny zastupce by bylo mozné pro nasi terapii pouZit,
bohuzel neexistuji data, kterd by potvrzovala, nebo vyvracela mé¢ domnénky ani data
shrnujici koexistenci nasi imunoterapie s blokaci survivinu. Snazila jsem se pouze
vyzdvihnout zastupce, u nichz by vedlejsi efekty mély byt, dle mého nédzoru minimalni.
Kombinovatelnost konkrétnich inhibitori snaSi imunoterapii muze ukdzat pouze
experiment.

Co se tyka vakcinace samotné doporucovala bych z hlediska snahy odstranéni i

vzdalenych metastdz vakcinaci systémovou s pouzitim smési mrtvych nadorovych bunék s
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naSimi imunomodulatory, nebo kombinaci vakcinace systémové zaméfené proti metastazam

a vakcinaci intratumoralni pro soucasné odstranéni primarniho nadoru.

Zavérem bych shrnula, Ze je mozné pouzit blokaci survivinu s nasi imunoterapii, ale
je nutné snazit se vyhnout vedlej$im ucinkim, které jsou spojené s blokaci survivinu. Témto
neduhtim se da predejit spravnym a kratkodobym pusobenim nizkomolekularnich inhibitort
ve spravnych ¢asovych intervalech popsanych vyse.

Cilem do budoucna je jisté vytvafeni dalSich nizkomolekularnich inhibitort, které by
meély co nejvyssi specificitu na survivin. Tato vyzva je velmi obtiznd, nebot’ je survivin
soucasti raznych komplexii a inhibitory Casto interferuji s jejich molekulami jako je Hsp90,
Borealin, INCENP, aurora B kinaza a riizné kaspazy. Navic je nutné dale provadét studie,
které objasni vedlejsi G¢inky na normdlni tkané a slozky imunitniho systému, které jsou
nezbytné pro naSi imunoterapii a studie zabyvajici se kombinaci inhibice survivinu s

imunoterapii.
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12 Zavér
* Survivin je diky svym funkcim velmi slibnym kandidatem pro targeting pii tvorbé

protinadorovych mechanizmti.

* Nejcastéji je spojovan s radioterapii a chemoterapii, které vyuzivaji ptinost spojenych s

inhibici survivinu a to predevs§im zvysené citlivosti na chemoterapeutika a RT zafeni.

* Kombinace s nadorovou imunoterapii neni pfili§ znama a pfedevSim je tfeba zvazovat
vedlej$i ucinky, které by vznikly pii spoleném spoluptisobeni, nebot’ survivin svymi
funkcemi zasahuje nejen do bunééného cyklu, proliferace a regulace nadorovych bun¢k, ale i
bunc¢k normalnich véetné bunék imunitniho systému. Musime tedy pocitat nejen s velmi

pozitivnimi pfinosy, ale zaroveil moznymi negativnimi vlivy spojenymi s blokaci survivinu.

* Kombinace s na$i imunoterapii je moznd, vedlejSim efektim spojenych s inhibici se da
pfedejit spravnym nacasovdnim a kratkodobym piisobenim. Tyto dvé metody nemohou
pusobit soucasné, riziko vzniku negativnich efekti u bun€k imunitniho systému je pfilis

veliké, pfedevsim proliferace je pro nas klicova.

* Jako nejvhodnéjsi kandidati pro nasi imunoterpii se mi jevi nizkomolekularni inhibitory s
co nejkrat§i dobou pusobeni, s co nejvétsi survivinovou specificitou a o co nejmensi
velikosti, diky niz by byly schopny difundovat celym télem a tak zacilit 1 ty nejvzdaleng;si

metastazy.

*Vakcinaci, ktera blokaci survivinu bude bud’ ptedchédzet, nebo ji nésledovat, bych
doporucovala systémovou, aby co nejlépe plsobila na likvidaci metastaz. Zde je ale dle
mého ndzoru nutno pocitat s vétsSim vyskytem nezadoucich G¢inkii postihujici i normalni
tkan¢, nez u vakcinace intratumoralni postihujici zejména primarni nador. Moznd je i1

kombinace obou druhu vakcinaci.

* Za cil do budoucna vidim pfedevsim studie, které by minimalizovaly negativni U¢inky
spojené s inhibici survivinu v kombinaci s imunoterapii. U nizkomolekulérnich inhibitora
survivinu, které se pro tuto kombinaci jevi jako vhodné, je tfeba se zaméfit na vyvoj latek
vysoce specifickych a usilovat o dosaZzeni maximalni synergie s plisobenim imunitniho

systému.
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13 Seznam zkratek

Ab
ADCC
AFP

Ag
AICAR
AlF
AK

Ala
APCs
BAM
BCR
BIR domain
c’
CALLA
CAR
CD

CD8+
CD4+
CDK
CEA
CNS
CPC
CRPs
CSFs
CTLs
Cys
DAMPS
DAPI
dATP
DCs
DISC

protilatky

antibody-dependent cellular-cytotoxicity
alfa-feto-protein

antigen

5-Aminoimidazole-4-carboxamide ribonucleotide
apoptosis-inducting factor

aminokoyselina

alanin

antigen presenting cells

biocompatible anchor for cell membrane

B cell receptor

baculovirus inhibitor of apoptosis protein repeat
komplement

common acute lymfoblastiod leukemia antigen
chimerické antigenni receptory

clusster of differentiation (ozn. molekul na bunkach, které maji stejnou
antigenni determinantu)

cytotoxické buiky

pomocné bunky

cyklin dependentni kinaza
carcino-embryonic-protein

centralni nervova soustava

chromosomal passenger complex

C- lektinové receptory

colony stimulating factors

cytotoxic T lymphocytes

cystein

damage-associated molecular patterns

4’ 6-diamidino-2-phenylindole dihydrochloride
deoxyadenosine triphosphate

dendritic cells

death inducting signaling komplex
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DOPE
DTT
ECS
EMT
EPCAM
ESCC
Fadd
FAK
FasL
FcR
Fc.RII
f-MLF
FPR
FRPs
G-CSF
HBXIP
HLAs
HSC
Hsp
1APs
IFN

Ig

IL
INCENP
IR

IS
LAG
LBP
LCSC
LMP
LNA
LPS
LTA

Dioleoyl

dithiothreitol

endothelial cells
epitelo-mezenchimalni tranzice

epithelial cell adhesion molecule

esofagelni dlazdicovy karcinom jicnu (esophageal squamous cell carcinoma)

Fas-associated protein with death domain, také zvany MORT 1
focal adhesion kinase

Fas ligand

imunoglobulinové receptory

receptory IgE s nizkou afinitou (také CD23)
N-Formyl-methioninyl-leucyl-phenylalanin
formylmethionine phagocytic receptor
formyl peptidové receptory

granulocyte colony-stimulating factor
hepatitis B virus X-interacting protein
human-leucocyte-antigen

normal hematopoetic stem cells

heat shock protein (napi. Hsp90)
antiapoptické proteiny

interferon (napt. IFN-y)

imunoglobulin (napft, IgE)

interleukin (napft. IL-1, IL-2 atd.)

inner centromere protein

irradiation

imunitni systém

lymphocyte activation gene (napt. LAG-3)
LPS binding protein

stem cells of leukemia

latent membrane protein

locked nucleic acid

lipopolysacharidy

lipoteich acid
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mADb monoklonalni protilatky

MAC membrane attack complex

MAGE cancer testis antigen

MBL manozu vazajici lektin

MDSCs myeloid-derived supressor cells

MHC major histocompatibility complex

MIP macrophage inflammantory protein (MIP-1)
MM maligni melanom

MODS multi-organ dysfunction syndrome

MORT1 Fas-associated protein with death domain

MPLA monophosphoryl lipid A

MR mineralocorticoid receptor

NETs neutrophil extracellular traps

NF nuclear factor (napt.NF-B) nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of

activated B cells

NK natural Killer

NLR NOD like receptors

NOR narodni onkologicky registr

Oct octamer-binding transcription factor (napt. Oct-4)
PAMPs pathogen-associated molecular patterns

PCR polymerase chain reaction

poly (I:C)  Polyinosinic:polycytidylic acid

PRRs pathogen-recognition receptors
PTAN phosphate and tensin homolog
R-837 imiquimod

R-848 resquimod

RA revmatoidni artritida

Rb retinoblastoma protein

RO resekce  uplné odstranéni nadoru na konci vykonu

receptor PD receptor programmed death (napt. receptor PD-1)

RING really interesting new gene

RT radioterapie

shRNA short hairpin RNA

SIRS systemic inflammatory response syndrome
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SMAC
SMCC
Sp

Src
STAT
TAAs
TANSs
TAP
Tc
TCEP
TCF/LEF
TCR
TGF
Thr
TIM
TLRs
TNF
TREGs
TSAs
UVR
UZIS
VEGF
XIAPS

second mitochondria-derived activator, téZ znam jako DIABLO)
cyklohexanecarboxilic-acid N-hydroxysuccinimide ester
specificity protein (napf. Sp1)

proto-oncogene tyrosine-kinase

signal transducter and activator of transcription (Napt. STAT3)
tumor asociated antigens

tumor-associated neutrophils

transporter associated protein

cytotoxicky T lymfocyty

Tris(2-carboxyethyl)phosphine hydrochloride

T cell factor/lympohid enhancer factor

T cell receptor

transforming growth factor

threonin

T-cell immunoglobulin and mucin-domain (napt. TIM-3)
toll like receptors

tumor necrosis factor

regulatory T cells

tumor specific antigens

UV-radiation

Ustav zdravotnickych informaci a statistiky

vascular endothelial growth factor

X-linked 1APs
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