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1.  Uvod

Nadorové onemocnéni neboli rakovina je riiznorodou skupinou chorobnych stavi,
které se vyznacuji nekontrolovatelnou a relativné autonomni proliferaci (d€lenim) bunék
tkdni a organl organismu. Tato onemocnéni predstavuji jednu z nejcastéjSich
postupi, které by vedly ke snizeni vyskytu téchto onemocnéni, doposud zlstava zdsadnim
celosvétovym zdravotnim problémem. Dosavadni terapeutické piistupy jsou pro svou
nespecifi¢nost schopny nendvratné nifit a usmrtit i zdravé bunky organismu. Imunitni
systém je vzhledem k pfirozenym imunitnim mechanismtim, které aktivuji protinddorovou
imunitu a také schopnosti nasmérovat terapeuticky zasah do mista nadoru, klicovy pii 1é¢bé
nadort. Pravé proto je imunoterapie vhodnou volbou a moznosti pro nalezeni vyhovujici

16¢by.

1.1  Obecné vlastnosti nadoru

Nédorova onemocnéni se u ¢lovéka mohou objevovat v kazdém véku, a to 1 u déti.
Vyssi riziko je vSak v dospélosti a ve stafi. Velmi casté jsou nadory tlustého stfeva
a kone¢niku, karcinomy plic. U zen ptevazuji dale nadory prsu, vajec¢niktl a délozniho ¢ipku
au muzu karcinomy Zaludku a prostaty. V soucasnosti vlivem riznych 1écebnych piistupti

klesd imrtnost a dochézi k potlaceni a vyléceni nadorit (Macdk a Macakova, 2004).

1.1.1 Nadorové bujeni

Nadorové bujeni je velmi Castou pti¢inou umrti ¢loveka (Krejsek a Kopecky, 2004).
Nédory lze definovat jako skupinu nemoci, jejichZz spoleénym znakem je neomezeny
a nekontrolovatelny rast bunék tkani (Vorlicek a kol., 2012). Proces nadorového bujeni se
tedy nefidi dle kontrolnich mechanismi, které jinak fidi normalni rast tkani (Macak
a Macakova, 2004). V soucasnosti je proces nadorového bujeni oznafovan jako proces,

ktery vede ke hromadéni genetickych poruch (Krejsek a Kopecky, 2004).

1.1.1.1 P¥ic¢iny vzniku nddorového bujeni

Pfi¢iny vzniku nddorovych onemocnéni nejsou dosud znamé, ale nejspiSe maji
komplexni povahu. Podstatou je bunécnd proliferace, jez ma své zakonitosti platici
pro zdravé tkané€. Pro naddorové bunky ale tyto zdkonitosti neplati a zcela se jim vymykaji,

timto unikaji veSkerym kontrolnim mechanismiim (Kubecova a kol., 2011).
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Bunécna proliferace je zcela zasadni pro embryogenezi, riist organismu a spravnou
funkci bunék organismu. Pokud je proliferace nekontrolovand, dochazi ke vzniku a Sifeni
nadorovych bunék. Sled mutaci vede k modifikaci genomu, a tim dochazi ke vzniku
neoplastickych buné¢k. Proliferace téchto bunék vede k pfeméné bunék a vzniku nadoru
(Weinberg, 1989).

Mutace vedouci ke zmén€ normélniho fenotypu na nadorovy postihuji predevsim dva
typy gent — protoonkogeny a supresorové geny (antionkogeny). Produkty téchto genu
vyznamné ovlivituji regulaci proliferace. Jsou to rtizné rastové faktory, které proliferaci
stimuluji, a to jsou produkty onkogent a na druhé stran¢ produkty supresorovych gent (napf.
protein p53), které proliferaci tlumi (Kubecova a kol., 2011).

Oba typy genl také ovliviiuji apoptézu (programovana bunéfna smrt). Onkogeny
tlumi apoptdzu, naproti tomu supresorové geny zvySuji miru apoptoézy. Pii aktivaci
protoonkogeny nebo pii inaktivaci supresorovych gent dochédzi k nerovnovaze
mezi priristkem a zanikem bunék, coz vyustuje v nekontrolovatelnou proliferaci, a tim tedy
V nddorovy rust (Kubecova a kol., 2011).

Mutace supresorovych genii mohou mit pravdépodobné souvislost s resistenci

nadorovych bunék k podavané 1é¢b¢ (Wattel a kol., 1994).

1.1.2 Biologie nadorovych bunék

Hlavnimi rysy nadorovych bunék jsou: neomezeny replikaéni potencial,
sobéstacnosti v podob& rustovych signdlii, necitlivost vaci rast utlumujicim signaltm,
neschopnost apoptdzy (programovana bunééna smrt), angiogeneze (proces novotvorby cév —
krevniho zésobeni), invazivita (prordstani do zdravych tkéni) a metastazovani (tvorba
druhotnych loZisek). Dostupné ditkazy naznacuji, Ze vétSina z nich je ziskanych, at’ uz ptimo
¢i nepiimo, prostiednictvim zmén v genomu nadorovych buné¢k (Hanahan a Weinberg,
2000).

1.1.3 Tridéni nadoru

Nadory lze roztfidit dle histogeneze (tkanovy plivod) a biologickych vlastnosti
(Macak a Macakova, 2004). Podle histogeneze se nadory dé€li na epitelové, mezenchymové,
neuroektodermové, hematopoetické (leukemie a lymfomy), nadory smiSené¢ a germinalni

a vzéacné nadory ostatnich tkani (choriokarcinom, mezoteliom) (Vorlic¢ek a kol., 2012).



V souvislosti s biologickymi vlastnostmi je mozné rozlisit benigni, intermediarni

a maligni nadory (Macak a Macékova, 2004).

Benigni (nezhoubné) nadory zistavaji na mist¢ svého vzniku. Rostou pomalu a pomérné
expanzivne, vytlacuji tedy okolni tkan, ale vyrazné ji nenaruSuji. Jsou to ohranic¢ené utvary
Casto kulovitého tvaru a s vazivovym opouzdienim, diky Cemuz jsou snaze operativné
odstranitelné (Rejthar a Vojtések, 2002). Vyvijeji ale diky expanzi tlak na okolni struktury,
proto mohou zptisobovat bolest a krvacivé stavy, coz je velmi rizikové predev§im u nadort

centralni nervové soustavy (Rejthar a Vojtések, 2002).

Intermediarni nadory jsou na rozhrani mezi benignimi a malignimi nadory.

Mohou metastazovat, ale maji lep$i progndzu nez nadory maligni (Macak a Macakova,

2004).

Maligni (zhoubné) nadory jsou rychle, agresivné a invazivné (pronikaji okolnimi
strukturami) nebo infiltrativné (vristaji mezi okolni bunky) rostouci nadory (Rejthar
a Vojtések, 2002). Tyto nadory velmi snadno vytvareji metastdzy (druhotna loziska

nadorovych bunék) a je tieba zacit s 1écbou vcas, jinak vedou ke smrti organismu (Vorli¢ek

a kol., 2012).

1.1.4 Sifeni nadoru v organismu
Nador se muZe §ifit pfimou cestou nebo metastazovanim, tedy Sifenim do ostatnich
casti organismu. Dé&je se tak u malignich nadort, z nichz kazdy nador vykazuje rtiznou

schopnost metastazovani (Petruzelka a Konopasek, 2003).
Nador se muze $ifit ttemi zdkladnimi zpiisoby:

(] Porogenni metastazovani — maligni buiiky se pohybuji volné v télnich dutinach, $iti
se takto napfiklad karcinom vaje¢niku v bfi$ni duting.

[l Hematogenni metastazovani — Sifeni krevnim feciStém, nadorové buiiky jsou krvi
preneseny na vzdalené misto, kde dochazi k vytvoteni druhotného loZiska, typickym
ptikladem je Sifeni karcinomu tlustého stfeva do jater.

[1 Metastazovani lymfatickymi cestami — dochéazi k zaklddani druhotnych lozisek
v lymfatickych cestach nebo uzlinach, diky usténi lymfatickych cest do krevniho

reCiSté toto fecisté prechdzi v hematogenni Sifeni (Vorlicek a kol., 2012).



1.2  Maligni melanom (melanoblastom)

Melanom je maligni (zhoubny) nador melanocytl, coZz jsou pigment produkujici
buniky neuroektodermového puvodu, které lze nalézt v celém téle (duhovka, sliznice
gastrointestinalniho traktu, konecnik), ale pfedev§im v kozni oblasti (Schadendorf
a Hauschild, 2014).

1.2.1 Patogeneze melanomu

Maligni melanom je jednim z nejzhoubnéjSich nadorti s vysokym potencidlem
metastazovat a stale se zvySujici incidenci (Pizinger, 2003). Kozni forma onemocnéni
je bézna v zapadnim svété a zpusobuje vétSinou (az v 75 %) amrti souvisejicich s rakovinou
kaze (Schadendorf a Hauschild, 2014).

Pravdépodobnost vzniku maligniho melanomu zavisi na genotypu, fenotypu a dalSich
rizikovych faktorech, ovSem jedinym v soucasnosti prokdzanym, zato hlavnim rizikovym
faktorem, je sluneéni zafeni (UV) (Langley a Sober, 1997; Fikrle a Pizinger, 2010).

Melanom je nador rozsifeny piedevsim u osob s bilou barvou ktize, a to diky vysSimu
riziku rychlého spaleni, zejména pokud nejsou pravidelné vytavovany UV zafeni.
U ostatnich ras je vyskyt melanomu niz§i (Roesch a Volkenandt, 2009). Nejvyssi incidence
je u obyvatel Australie, Stiedni Evropy a Severni Ameriky (Rigel a Carucci, 2000). Reakce

na UV zéreni vSak neni u vSech jedinct stejnd a piredem odhadnutelna (Nestle a Kerl, 2003).

1.2.2 Klinické varianty maligniho melanomu

Existuje n€kolik typti melanomu, které se odliSuji dle mista vyskytu a expanze takto:

[ Melanoma in situ — spiSe pocinajici vyvojova faze melanomu, melanocyty
se nachazi pouze v epidermis, 1éze nema specifické klinické znaky ani se nevyvysSuje
nad kozni povrch.

[1 Lentigo maligna melanoma — pomalu rostouci nador vyskytujici se u nemocnych
vy$siho véku, nachdzi se na obliceji a dalSich mistech vystavenych slune¢nimu
zafeni, dochazi k nestejnomérnému zbarveni a cast 1éze se mulze vyvySovat
nad troven kozniho povrchu.

[1 Povrchové se SifFici melanom - nejcastéjsi varianta melanomu, projevuje
se nestejnomérné zbarvenym loziskem, zpocatku je hladkého povrchu, postupnym
rustem dochazi k vyvySovéani pivodni hladké 1éze nad urovenn okolniho koZzniho

povrchu.



[1 Nodularni melanom — druha nejcast¢jSi varianta melanomu, rychle rostouci nador
S horsi prognézou.

[1 AKrolentiginozni melanom — 1isi se lokalizaci, jelikoz postihuje plosky nohou,
dlan¢ a podnehtovou oblast, asto dochazi ke vzniku krvéacivého viedu.

(1 Dal§imi variantami jsou melanomy slizni¢ni, o¢ni amelanotické, desmoplastické — ty

se vyskytuji méné Casto.

Veskeré¢ formy melanomu mohou metastazovat, a to v kiizi, podkozi, lymfatickych

uzlinach a dalSich vnitinich organech (Fikrle a Pizinger, 2010).

1.2.3 Klinicky obraz a diagnostika melanomu
K vyhodnoceni melanocytovych projevil je pouZivano pravidlo ABCDE, zavedené

jiz v roce 1985 (Krajsova, 2006), podle kterého jsou kontrolovany nésledujici zmény:

1 Asymmetry — lozisko je nepravidelné, asymetrického tvaru.
Borderline — okraje 1éze jsou nepravidelné, vyskytuji se zafezy a vybézky.
Colour — zména barvy loziska, nestejnomérné zbarveni loziska — hnédé, Cerné,
Sedomodré, bilé.
[1 Diameter — dochazi ke zvétSovani praméru loziska.
Evolving — vyvoj, celkové zmény velikosti, okraji, tvaru, barvy a povrchu

(Krajsova, 2006; Vorlicek a kol., 2012).

Jako dalsi projev se u nemocnych s melanomem se muize vyskytovat ztrata pigmentu,
pfi které dojde na jinych castech téla k vymizeni hnédého melaninového pigmentu v jinych
Castech téla. Timto nalezem se zlepSuje progndéza onemocnéni, jelikoz se zvySuje doba
preziti (Pizinger, 2003).

Déle je mozné provést dermatoskopii, ktera poskytne pohled na povrch 1 do hlubSich
vrstev podezielé 1éze. Histopatologickym vySetfenim je pak stanovena konec¢na diagnoéza.

Obvykle se provadi také vysetfeni spadovych uzlin (Rigel a Carucci, 2000).

1.2.4 MySi melanom B16-F10 studovany v této praci

Jsou znamy Ctyfi bunééné linie mySiho melanomu B 16 — B16-FO, -F1, -F10 a -BL6.
Melanom B16-F0 je rodicovska bunééna linie a vSechny linie pochéazeji ze syngenniho
myS$iho kmene C57BL/6. Bunééné linie téchto melanomil jsou typické invazivitou

a schopnosti tvorby plicnich metastaz (Fidler, 1975). Tato schopnost se u mysich melanomu
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zvySuje ve vzestupném cCiselném potradi. Bunééné linie -FO a -F1 tedy maji niz8i potencial
tvorby metastaz a linie -F10 a BL6 jsou agresivnéjsi a siln¢ metastazuji. Ke studiu a vyvoji
nadorovych terapii je dnes velmi Casto vyuzivan melanom B16-10 (Taniguchi a kol., 1986;
Nakamura a kol., 2002). K nasim ucelim jsou vyuzivany buiikky mys$iho melanomu B16-
F10. Melanom B16-F10 byl ziskan Fidlerovou metodou (Fidler, 1975) a bunky se velmi
dobte kultivuji a rostou (jejich mitoticky cyklus trva piiblizné okolo 12 hodin) (Nakamura
a kol., 2002).

1.3 Onkologicka lécba

Vzhledem K prudkému naristu nadorovych onemocnéni vV minulém stoleti doslo
ve 2. poloving stoleti k rozvoji medikamentozni 1écby. Jesté diive byla vyuzivana piedevsim
chemoterapie. PfedevS§im v poslednich nékolika letech je ale stale vice rozvijena
imunoterapie a biologicka 1é¢ba. Hojné€ pouZzivana je také hormonalni 1é¢ba.

Pfi terapii nadorti ovSem zustdvaji vyuzivané stale i zakladni 1ééebné postupy,
kterymi jsou chirurgické feSeni, chemoterapie a radioterapie (Altaner, 2008).

Jednotlivé druhy protinadorové 1éEby lze rozdélit do dvou skupin. Prvni z nich
je lokalni 1é¢ba, kam patii chirurgicky zakrok a radioterapie. Druhou skupinou je systémova
nadorova terapie, sem se fadi chemoterapie, imunoterapie, hormonalni 1écba a biologicka
terapie. Tyto druhy 1écby jsou zalozeny na cilenych lécich, které prokazatelné zlepsuji

symptomy nemoci a prodluzuji Zivot pacienti (Zenka, ustni sdéleni).

1.3.1 Chemoterapie

K rozvoji chemoterapie doslo jiz v obdobi po prvni svétové valce, kdy byla jako
bojovy plyn pouzita latka s ndzvem bis(2-chlorethyl)sulfid, znamé&;si jako yperit. Sira byla
poté nahrazena dusikem, tim vznikl chloralkylamin neboli dusikaty yperit. Brzy po tom
byla nalezena jeho potencialni protinadorova uc¢innost spocivajici ve schopnosti inhibovat
proliferaci rychle rostoucich tkani (Kubecova a kol., 2011).
Chemoterapie je 1écba provadéna pomoci velkych davek cytostatik, tedy latek toxickych
pro bunky. Jsou to latky, které¢ zastavuji rast nadorového bujeni zdsahem do bunécného
cyklu. Bréani tak dalSimu déleni nédorovych bunéck, které se vyznacuji pravé vyraznou
proliferaci. Hlavnim pfedpokladem tcinnosti tohoto postupu je vyssi citlivost nddorovych

bunék na toxické poskozeni nez u zdravych bunek. To vSak neznamena, ze by nemohly byt

zniceny 1 nékteré zdravé bunky (pfedevSim rychleji se mnozici tkdné jako kostni dien



¢ivlasové folikuly). Cytostatika plsobi riznymi mechanismy a podavanim nékolika
cytostatik, at’ uz soucasné ¢i postupné, Ize ucinek chemoterapie zvysit, a tim také snizit
resistenci bunék na né. Cytostatika maji samoziejmé i nezadouci ucinky, jelikoz inhibuji rast

také nenddorovych bun€k a poskozuji strukturu DNA (Hynie, 2001).

,, Chemoterapie se v léecbé nadorovych onemocnéni pouziva nékdy jako metoda samostatnd,
casto je vsak kombinovina s ostatnimi lécebnymi postupy (chirurgie, radioterapie,
hormonoterapie). Vzhledem k ndrocnosti onkologické lécby a jejim vedlejsim ucinkiim
je podpuirnd lécba nedilnou soucdsti spravné provedené onkologické terapie.” (Kubecova

a kol., 2011).

1.3.2 Radioterapie (ozarovani)

Radioterapie je vyuziti rentgenového zareni jako standartniho lécebného postupu,
ato hlavné¢ diky rychlému vyvoji techniky vyuzivané pro ozafovani a zobrazovacich
technologii (Bernier a kol., 2004). Pfi radioterapii se vyuziva ionizujiciho zafeni. Do nadoru
se dostava urcita davka zareni, ktera ma za cil omezit rist nadoru poskozenim bunék iniciaci
volnych radikali (nepfimy ucinek zatreni) ¢i ho v nekterych ptipadech i Gplné znicit diky
degradaci fetézcti DNA (pfimy ucinek zaieni). Pti tomto 1éCebném postupu by nemélo dojit
k poskozeni zdravé tkané. Kromé proliferujicich bun€k ovSem zafeni poskozuje i cévni
pojivou tkan. Takovy ucinek je Zadouci u nédort, ale na zdravou tkéan to mize mit nezddouci
vliv (Vorli¢ek a kol., 2012).

Spolu s chirurgickym odstranénim a chemoterapii, zlstava radioterapie velmi
dilezitou metodou pouzivanou pii 1é€bé rakoviny diky velké efektivité. Z hlediska
financnich ndkladi tato metoda 1écby jako jedind ptedstavuje ptiblizné pouze 5 %

z celkovych nékladd na onkologickou péci (Ringborg a kol., 2003; Baskar a kol., 2012).

1.3.3 Chirurgicka léc¢ba

Chirurgie je zakladnim typem 1é¢by nadord a hraje velmi zasadni roli v diagnostice,
prevenci a terapii vetSiny nddort. Profylaktické chirurgické vykonu, tedy ukony spiSe
preventivni povahy, se pouzivaji predev§im u rizikovych nezhoubnych nddort. Radikalni
(kurativni) chirurgicky zékrok se voli v ptipad¢ lokalizovaného nadoru, ktery nemetastazuje,
tedy vétSinou v raném stadiu. Pfi Operaci je nador odstranén s ¢asti okolni tkané a velmi

¢asto 1 se spadovymi miznimi uzlinami (lymfadenektomie) (Vorlic¢ek a kol., 2012).



Chirurgicka 1écba ma za cil odstranit nador i kmenové nadorové bunky, a to jeste
pted vznikem metastdz (druhotné loziska nddorovych bunék), které vznikaji presunem bunék
do jinych casti téla. V ptipad€ vyskytu druhotnych lozisek je operativni 1é¢ba kombinovana

s chemoterapii a radioterapii (Altaner, 2008).

1.3.4 Hormonalni terapie

Hormonoterapie je 1é¢ebny pfistup vyuzivajici podobného principu jako biologicka
lécba, tedy pfitomnosti specifického znaku, jez je pfitomen na ndadorové burice.
Timto specifickym znakem je receptor, v tomto pfipad¢ piirovnavan z hlediska funkcnosti
k zamku, ktery interaguje se svym ligandem, ktery funguje jako kli¢. Takovou to interakci
ligandu (hormonu ¢i 1é¢ebné latky) s receptorem se rozbiha kaskada pienosu informaci
a koneCnym vysledkem takové interakce je proliferace nadorovych bunék a rist nadoru
(Kubecova a kol., 2011).

Podminkou pro fungovani této terapie je tedy piitomnost receptoru na nadorové
buiice a zakladem jeji efektivity je obsazeni, zaslepeni receptoru ¢i zplisobeni neexistence
ligandu, ktery by receptor povzbuzoval. Z toho vyplyva, ze hormonalni terapii lze Gispésné
vyuzit pouze u nadorovych bunck s prokazanou ptitomnosti hormonélnich receptori

(Kubecova a kol., 2011).

1.3.5 Nadorova imunoterapie

Nadorova imunoterapie se pokousi vyuzit silu a specifitu imunitniho systému k 1é€bé
nadorovych onemocnéni. Stimulace imunitniho systému musi probéhnout na takové urovni,
aby byly efektové slozky schopny zniéit nador a zaroven doslo ke kompletnimu vyléceni.
Molekularni identifikace lidskych nadoroveé specifickych antigeni umoznila rozvoj
antigenné specifické imunoterapie (Palucka a Banchereau, 2012).

V poslednich letech se nadorova imunoterapie studuje v pokusech in vivo ¢i in vitro
a uplatiluje se také jako 1écebny postup. MlzZe byt podavana samostatné (jako monoterapie)
nebo spole¢né s chemoterapii. Pti tomto typu 1é¢by dochazi k podpoteni ptirozené imunitni
obrany proti nadorim, a to zasazenim do procesu tumorigeneze (vznik nédoru),
pokud mozno bez nezadoucich G¢inkd na organismus (Kralickova a kol., 2011).

Jednim z pfistupil je odbér a rozmnoZeni autolognich antigenné specifickych T bunék

ex Vvivo a nasledné podani pacientovi. Dal$i moznosti je nadorova vakcinace, tedy podani



antigenu spolu s pomocnou latkou pro vyvolani odpovédi terapeutickych T-bun¢k in vivo
(Palucka a Banchereau, 2012).

Vzhledem ke svym vlastnostem jsou vyuzivany dendritické bunky (DCs),
které se fadi mezi antigen prezentujici bunky a diky prezentaci antigenu CD8" T-
lymfocytim dochéazi ke vzniku CTL (cytotoxické T-lymfocyty) (Palucka a Banchereau,
2012). Ty jsou schopny po infiltraci nddoru rozpoznat a znicit nadorové buiiky. Po odbéru
kultur monocyti & CD34" HPCs (hematopoetic progenitor cells) jsou z nich ziskavany DCs,
které jsou poté inkubovany s nddorovym antigenem. Vznikla DCs vakcina je poté poddna

pacientovi (Banchereau a kol., 2001).

1.3.5.1 Experimentdlni nadorové vakciny a adjuvans nadorovych vakcin

Uziti nddorovych vakcin, které vedou k tvorbé imunitni odpovédi specifické
k nadorovym antigentm, je v poslednim desetileti velmi zkoumanou oblasti. Klinické studie
se zam¢fuji na moznosti vyuziti terapeutické nadorové vakcinace U pacientt s melanomem,
lymfomy, mozkovymi nadory, nddory prsu, zaludku, slinivky bfisni, tlustého stfeva
a konec¢niku, ledvin a také nadorti vajecnikli a prostaty. Vakciny casto obsahuji naddorové
antigeny nebo jejich fragmenty a také adjuvans (Fusek, 2012). K dosazeni potiebného
imunogenniho uc¢inku je tfteba pouzivat pravé adjuvancia, coz jsou latky pomahajici pohlceni
antigenu antigen prezentujicimi buiikami (APC) (Hofejsi a kol.,, 2013). Takto novée
pfipravené vakciny, jeZ jsou zaloZené na rozpoznani imunitnich mechanismi, jsou u¢inné;jsi,
selhavaly. Vhodné upravené vakciny obsahuji naptiklad virové ¢i bakterialni vektory jako

jsou ptaci poxviry, adenoviry a BCG (Hoftejsi a kol., 2013).

1.3.5.1.1 Bakterialni adjuvans

Pfi 1é¢bé karcinomu mocového méchyte se vyuziva kmene Bacillus Calmet-Guerin
(BCG). Terapeutické uspéchy byly zaznamenany i pti podavani intratumoralnich injekci
u n¢kolika dalSich typ nadorovych onemocnéni, jakymi jsou napt. melanom (Morton a kol.,
1974; Melvin a kol., 1974; Cohen a kol., 1978; Krown a kol., 1978) ¢i karcinom hlavy
a krku (Bier a kol., 1981). BCG lze vyuzit jako monoterapii, tedy jako samostatnou formu

1é¢by, nebo v kombinaci s chemoterapii (Grange a kol., 2008; Kralickova a kol., 2011).



1.3.5.2 Adoptivni imunoterapie

Adoptivni imunoterapie ptedstavuje vyvoj nového, ale pomérné¢ drahého, Iéku
pro kazdého pacienta, a to diky reinfuzi pacientovi vlastnich lymfocytt. Tyto lymfocyty byly
po nékolik tydni kultivovany se smeési cytokinli, coz jsou mensi signalni proteiny,
jez se ucastni imunitni odpovédi. Kazdy nddor ma specifickou sadu genomickych zmén
a mutaci, na které mize byt zacileno. Kvili tomuto zcela specifickému procesu tvorby 1éCiva
ovSem neni mozné pouziti adoptivni imunoterapie jakozto univerzalniho Iéku
pro jakéhokoliv pacienta v populaci, ale pouze pro pacienta, jehoz lymfocyty byly
kultivovany (Perica a kol., 2015).

1.4 Imunitni systém a principy jeho fungovani

Imunitni systém zajiSt'uje homeostdzu (stalost vnitiniho prostfedi) a jeho hlavni
funkei je branit organismus pied nebezpecim pochéazejicim z vnéjsiho i vnitiniho prostiedi.
Sklada se ze dvou typti obrannych mechanismt — vrozené a ziskané imunity (Bartinkova
a Vernerova, 2002). Diky identifikaci nebezpeénych bunck zalozené na rozpoznavani

novych antigennich struktur mize dojit k likvidaci téchto nezadoucich slozek (Jilek, 2005).

1.4.1 Specificka (ziskana, adaptivni) imunita

K rozvoji specifické imunity doSlo o néco pozdéji nez u nespecifické imunity.
Ziskand imunita je antigenné specifickd, reaguje na cizorodé castice pomoci specifickych
molekul — protilatek a K jejimu aktivovani dochazi po setkani s antigenem (latka navozujici
produkci protilatek). Tyto specifické reakce jsou uloZeny do paméti a pii pfiStim setkani
s antigenem je imunita schopna zareagovat rychleji. Je schopna rozeznavat i velmi malé
rozdily mezi antigeny (Krejsek a Kopecky, 2004).

Ziskana imunita zahrnuje bunécné mechanismy (T-lymfocyty) a humoralni (latkove)
mechanismy zprostiedkovavané B-lymfocyty a zalozené na protilatkach. Pro spravné
fungovani specifické imunity je dalezitd spoluprace s vrozenou imunitou (Hofejsi a kol.,

2013).

1.4.1.1 T-lymfocyty
T-lymfocyty jsou buiiky branici organismus proti nejriiznéjSim infekcim a také proti
nadorovému bujeni. Dozravaji v thymu (brzlik), kam se dostavaji jejich prekurzory z kostni

dfené, které putuji do krve a poté do lymfatickych cest a opét do krevniho feciste.
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Takto putuji, dokud nedojde k setkani s antigenem. T-lymfocyty jsou schopny antigen
poznat pouze ve spojeni s MHC molekulami (molekuly hlavniho histokompatibilniho
komplexu). Po rozpoznani antigenu diky T-buné¢nému receptoru (TCR) nachazejicimu se
na povrchu T-lymfocyti, dochazi ke klonalni expanzi pfisluSnych T-lymfocytu (Krejsek
a Kopecky, 2004).

T-lymfocyty se déli dle své funkce na subpopulace CD4”", coz jsou pomocné buiiky
(Th buiiky, tzv. helpery) a CD8", které funguji jako cytotoxické buiiky (T buiiky).
Cytotoxické CD8" lymfocyty interaguji s MHC molekulami 1. tiidy a CD4" lymfocyty
rozpoznavaji antigeny v komplexu s MHC molekulami II. tfidy (Krejsek a Kopecky, 2004).

Subpopulace CD4" se po setkani s antigenem dale déli na subsety dle produkovanych
cytokint a funkce na Tp1 buiiky (sekrece prozanétlivych cytokini IFN-y a IL-2) a T2 buniky
(sekrece cytokind s protilatkovou odpovédi — IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, 1L-13) (Mossman
a kol., 1986). Tyto dva subsety svou produkci cytokinti vzajemné ovlivituji rozvoj a aktivaci
bunék jednotlivych subsetti. IFN-y produkovany Ty1 buiikami fidi rozvoj dalSich T,1 bunék
a zéroven tlumi proliferaci Th2 bunék (Fitch a kol., 1993). IL-10 produkovany pfedevsim
Th2 bunikami blokuje aktivaci Ti1 bunék (Fiorentino a kol., 1989). T3 je subset T-lymfocyti
produkujicich TGF-f (transforming growth factor B) a IL-10, n¢kdy jsou oznaCovany jako
regulacni T-lymfocyty (Tregs) (Krejsek a Kopecky, 2004). Déle existuje jesté subset bunck
Thl7, které produkuji IL-17, jehoz funkci je stimulace aktivace neutrofilnich granulocyti.
Produkuji také IL-21 aktivujici pfirozené zabijece (NK bunky), ¢imZ jsou zesileny

protizanétlivé ucinky (Hofejsi a Bartiinkova, 2009).

1.4.1.2 B-lymfocyty

B-lymfocyty jsou zakladnimi buiikami specifické humordlni imunity.
Vznikaji z progenitorovych bunék pfitomnych v kostni dfeni a dochazi k jejich ptesunu
a nahromadéni v lymfatickych tkanich. Po dozrani je na jejich povrchu piitomen BCR (B-
buné¢ny receptor), tedy receptor pro antigen. Pro aktivaci B-lymfocytt a tvorbu protilatek je
dalezita spoluprace s T-lymfocyty, a to prostiednictvim pomocnych signali T2 T-lymfocytt
(Krejsek a Kopecky, 2004).

Diferencované B-lymfocyty jsou hromadény v lymfatickych organech, zatimco
naivni B-lymfocyty cirkuluji, dokud nedojde k jejich setkani s antigenem (Krejsek
a Kopecky, 2004).
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1.4.2 Nespecificka (vrozena, pfirozena) imunita

Hlavnimi slozkami pfirozené imunity jsou komplementovy systém, NK buiky
a fagocytarni bunky jako jsou makrofagy a neutrofily. Schopnost fagocytdzy piedstavuje
pohlcovani, niceni arozklad mikroorganismi diky membranovym receptoriim,
které rozpoznavaji nebezpeci (Krejsek a Kopecky, 2004).

Fagocytujici bunky piedstavuji dulezitou bunéénou slozku nespecifické imunity.
Patii mezi n¢ makrofagy, polymorfonukledry (kromé basofilnich granulocyti) a dendritické
buiky (DCs), které jsou antigen prezentujicimi buitkami (APC). Humoralni slozky pfirozené
imunity zahrnuji komplement, interferony a dalsi sérové proteiny (Hofejsi a Barttikova,
2009).

Fagocytéza je kompletni proces rozeznavani a pohlceni cizorodych Ccastic
rozpoznanych pomoci receptori. Chemotaktické faktory uvoliujici se z mista zanétu ptimo

ovlivituji a sméfuji pohyb fagocytarnich buné (Hoftejsi a Bartinkova, 2009).

1.4.2.1 Polymorfonukledrni leukocyty

Granulocyty neboli polymorfonuklearni leukocyty se déli na neutrofilni, eosinofilni
a basofilni granulocyty, z nichz pouze neutrofily a eosinofily jsou schopny fagocytovat.
Obsahuji biologicky aktivni latky uvolfiyjici se pfi imunitnich reakcich (Krejsek a Kopecky,
2004).

Nejpocetn€jsi a nejvyznamnéjs$i skupinou polymorfonukledrnich leukocyti jsou
neutrofilni granulocyty (Krejsek a Kopecky, 2004). Na misto zanétu jsou obvykle
z leukocytli vyslany jako prvni ajsou schopny eliminovat mikroorganismy né¢kolika
mechanismy. Data z nékolika experimentalnich i klinickych vyzkumut prokazuji, Ze vyskyt
neutrofili v misté poranéni ¢i infekce je zédsadni pro odstranéni zanétlivych procesi.
Nedavné vyzkumy také ukazuji a nadale zkoumaji mnohem §ir§i pole piisobnosti neutrofili
(Kolaczkowska a Kubes, 2013). Neutrofily jsou povazovany za buiiky s kratkym polo¢asem
rozpadu, jelikoz pfi cirkulaci ptezivaji kolem 5 dnii a po aktivaci pfezivaji uz jen v fadech
hodin (Pillay a kol.,, 2010; Kolaczkowska a Kubes, 2013). Kromé& pohlcovani
mikroorganismi produkuji napiiklad také prozanétlivé cytokiny TNF-a (tumor necrosis
factor a), IL-1a 1 B, IL-12. Nespecifické granulocytarni plisobeni v§ak muze pisobit i jisté

poskozeni vlastnich struktur (Krejsek a Kopecky, 2004).
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1.4.2.2 Makrofagy

Makrofagy se vyskytuji ve vSech organech, tudiz je u nich velka pravdépodobnost
setkani s antigenem. V kostni dfeni jsou z myeloidnich prekurzori diferencovany monocyty,
které jsou poté vyplaveny do krve, kde cirkuluji. Pozd¢ji putuji do tkdni a méni se
na tkanové makrofagy nesouci molekulu CD68. Maji také funkci antigen prezentujicich
bun¢k a prezentuji tak antigeny fagocytovanych ¢astic v komplexu s molekulami
MHC I. ¢i I1. téidy T-lymfocytim. Navazuji tak spojeni mezi specifickou a nespecifickou
imunitou imunitou (Krejsek a Kopecky, 2004).

Makrofagy také produkuji nckteré cytokiny, jimiz jsou napiiklad IL-la i B, IL-3,
TNF, IL-6, IL-8 a IL-12 (Hofejsi a Bartikova, 2009).

V pribéhu progrese naddort dochazi k jejich infiltraci makrofagy. Na zdkladé funkce
jsou makrofagy rozdélovany do dvou kategorii na klasické M1 makrofagy a alternativni M2
makrofagy. M1 makrofagy se podileji na zanétlivych procesech, odstraniovani patogeni
a protinddorové imunité. Naproti tomu M2 makrofagy ovliviiuji protizanétlivou odezvu,
reparaéni procesy jako je hojeni ran aV neposledni fadé maji i pronadorovy charakter,
kterym podporuji rust nadoru produkci VEGF (vascular endothelial growth factor) a TGF-8
(Chanmee a kol., 2014; Bajciova a kol., 2015).

Makrofagy asociované s nadory — TAM (tumor associated macrophages) se podobaji
M2 makrofaghm, a tudiz klinické studie prokazuji, ze TAM vytvareji piiznivé
mikroprosttedi pro rozvoj a Sifeni nadoru (Chanmee a kol., 2014). TAM podporuji rast
vlastniho nadoru expresi rastovych faktor, ¢imz dochéazi k podpotfe novotvorby cév
a potlaceni ziskané imunity. Velké mnozstvi produkti uvolitovanych do nadorovych bunck

stimuluje jejich rist a Sifeni, a tim 1 tvorbu metastaz (Sica a kol., 2008).

1.4.2.3 Dendpritické buiiky

Dendritické buiniky (DCs) hraji velmi diilezitou ulohu v kontrolovani imunitnich
reakci atoleranci antigeni télu vlastnich. Hlavnimi skupinami jsou myeloidni
a plazmocytoidni DCs (Banchereau a kol., 2009, Ueno a kol., 2011). Dendritické buiky
a makrofagy funguji jako antigen prezentujici buniky (Hofejsi a Bartinikova, 2009).

Plazmocytoidni DCs jsou charakteristické expresi Toll-like receptorit TLR7 a TLRO,
pomoci nichz identifikuji nukleové kyseliny patogeni, ptedevSim virového plvodu.
Produkuji také vyznamné mnozZstvi interferoni (IFN) jako reakci na virové infekce (Kaisho,

2010). Myeloidni DCs se déli dle svého umisténi v téle na DCs v perifernich tkanich, DCs
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v lymfoidnich organech a DCs v krvi. Jejich hlavni funkci je rozpoznavani, pohlceni
a prezentace antigent mikrobt (Klechevsky a kol., 2009).
Diky Sirokému vyuziti jsou DCs vyuzivané v imunoterapeutickych studiich, a to jiz

od roku 1996 (Hsu a kol., 1996).

1.4.2.4 NK buiiky (Natural Killers)

NK bunky (pifirozeni zabijeCi) jsou lymfocyty patfici do systému nespecifické
imunity, které se nefadi k B- ani k T-lymfocytim. Jejich hlavnim ukolem je cytotoxicka
likvidace bunék infikovanych virem nebo nadorové zménénych bunek (Medzhitov, 2007).

NK buiikky rozeznavaji bunky, které neexprimuji vlastni molekuly tkéanové
slucitelnosti (MHC molekuly). Pro tyto buniky existuji na NK bunikdch receptory tlumici
bunécné funkce (Bartiikova a kol., 2011). NK buiiky se pomoci membranovych receptori
navazuji na ligandy cilovych bun¢k a vyhodnoti, zda maji byt zniceny (Krejsek a Kopecky,
2004).

Po rozpoznani buiiky nesouci na svém povrchu vlastni MHC se NK buiiky neaktivuji.
Pokud MHC na bufice neni, dojde k aktivaci NK bun¢k a z cytoplazmy jsou uvolnéna
granula s perforiny, které bunku prodéravi a je umoznén i prunik enzymu kaspaz, ¢imz je
spusténa apoptoza. Pro NK buriky je charakteristicka molekula CD56 a také molekula CD16
(Barttinkova a kol., 2011).

Aktivita NK bun¢k také vyvolava produkci interferont typu I, a to bud’ pfimo
¢1 nepiimo prostfednictvim exprese IL-15. Interferony typu I stimuluji NK bunky a zvysuji
expresi MHC I molekul, a tim i prezentaci antigenli cytotoxickym T-lymfocytim. IL-15
zodpovida za proliferaci a diferenciaci jak NK bunék, tak 1 cytotoxickych lymfocytl, ¢imz

se vyrazn¢ uplatituje v protinadoroveé imunité (Ma a kol., 2006).

1.4.2.5 Komplementovy systém

Komplement je latkova ¢ast vrozené imunity a funguje jako enzymatickd kaskada,
ktera vede klikvidaci patogeni (Ramm a kol., 1982). Je to systém piiblizné
30 plazmatickych bilkovin, které jsou produkované jaternimi bufikami a z Casti také
makrofagy. Devét zakladnich slozek (C1 — C9) vreakci na podnéty aktivuje jednotlivé
slozky, dochazi tak ke kaskadovité aktivaci (Bartiiikova a kol., 2011). Mezi hlavni funkce
komplementového systému patii opsonizace (C3b), chemotaxe (C3a, C5a) a osmoticka lyza

(komplex C5b — C9) (Hofejsi a kol., 2013).
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Slozky komplementu jsou pfitomné v neaktivni podobé a aktivuji se tfemi riznymi
zpusoby (Bartinikova a kol., 2011). Klasickou cestou je aktivace vazbou slozky ClI
na komplex antigen — protilatka. K aktivaci slozky C1 sérovym lektinem vazajicim mandsu
(MBL) dochazi pti druhém zpasobu — Ilektinové cesté. Treti cesta, nazyvana jako
alternativni, je vyvolana kontaktem slozky C3 s patogennim povrchem, napiiklad enzymy

uvolnénymi z posSkozenych tkani (Hotejsi a Bartiinkova, 2009).

1.4.2.6 Cytokiny

Cytokiny jsou zakladnimi regulatory imunitniho systému. Jsou to pifedevs§im proteiny
sekretované leukocyty a jinymi bunikami pilisobici prostfednictvim specifickych receptora,
dale to mohou byt membranové formy, jez jsou zakotvené v cytoplazmatické membrané
hydrofobni sekvenci aminokyselin. Mezi membranové cytokiny patii téz vyznamné
kostimula¢ni molekuly CD80, CD86, CD40L a také FasL (Hofejsi a kol., 2013).

Obecné jsou cytokiny oznacovany jako latky polypeptidové povahy, mezi néz se fadi
interleukiny (IL-1 — IL-38), chemokiny (IL-8 a fada pfibuznych molekul s chemotaktickou
aktivitou), lymfokiny, interferony (IFN-a, -B, -y — slozky antivirovych mechanismi), ristové
faktory (TGF — transformujici rustové faktory; faktory stimulujici kolonie; hematopoetické

rastové faktory) a smrtici ligandy (Hofejsi a kol., 2013; Klener a Klener jr., 2013).

1.4.2.6.1 Klasifikace cytokini dle funkce

V nésledujicim pfehledu jsou uvedeny né€které skupiny cytokini, a to dle své funkce.

(1 Prozanétlivé cytokiny: TNF, IL-6, IL-1a 1 B, IL-8, IL-12, IL-18, IL-19, IL-22, IL-
33, IL-36, MIF

[1 Protizanétlivé cytokiny: IL-1Ra, IL-4, IL-10, IL-25, IL-32, IL-35, IL-37, IL-38,
TGF-B

[J Cytokiny s aktivitou ristovych faktori hematopoetickych bunék: IL-2, IL-3, IL-
4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-9, IL-11, IL-14, IL-15, IL-21, IL-34, CD70, GM-CSF,
erytropoetin

[1 Cytokiny uplatiiujici se v bunééné slozce imunity (Tn1): IL-1, IL-2, IL-12, IL-15,
IL-16, IL-23, IL-27, IL-31, CD70, IFN -y, GM-CSF, TNF

(1 Cytokiny uplatiiujici se v humoralni (latkové) imunité (T,2): IL-4, IL-5, IL-9, IL-
10, IL-13, IL-21, CD40L, TGF-B
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[1 Cytokiny s antivirovym u¢inkem: IL-28, IL-29, IFN-a, IFN-B, IFN -y (Hofejsi
a kol., 2013).

K jednotlivym funkénim skupinam je uvedeno nékolik zastupci cytokint.
e GM-CSF (granulocyte-macrophage colony stimulating factor):

GM-CSF je ristovy faktor, jenz byl nejprve objeven jako induktor
diferenciace a proliferace granulocyti a makrofagi. GM-CSF se podili
na Siroké skale biologickych procesii, jez jsou soucasti vrozené i ziskané
imunity a jeho produkce je spojena s reakci na signdly oznamujici nebezpeci
(Wicks a Roberts, 2015).

e IFN-y (interferon gamma):

IFN-y ma zasadni vyznam v boji proti patogenim a nadortim.
Je produkovan ptfedev§im NK buitkami a NK T-lymfocyty (NKT buiiky),
jakozto soucast odpovédi vrozené imunity a T1 buiikami, jakmile se rozvine
antigenn¢ specifickd imunita (Schoenborn a Wilson, 2007).

e IL-2 (interleukin 2):

IL-2 vznikda v T-lymfocytech po setkani s antigenem a stimuluje
proliferaci antigen specifickych T-lymfocytt. Také podporuje sekreci dalsich
cytokinti T-lymfocyty (napt. IFN-y) a aktivitu NK buné¢k (Liao a kol., 2013;
Klener a Klener jr., 2013).

e IL-12 (interleukin 12):

IL-12 je kliCovym reguldtorem imunitnich reakci zacilenych
proti intracelularnim patogeniim. Tvofi spojeni mezi vrozenou a ziskanou
imunitou (Trinchieri, 2003). Zdrojem IL-12 jsou pfedev§im makrofagy
a dendritické bunky. Mezi jeho funkce patfi také stimulace aktivace NK
bunék, podpora produkce IFN-y aktivovanymi T-lymfocyty a NK bunikami.
IL-12 je velmi Casto vyuzivéan jako imunomodulator v nddorové imunoterapii
diky antiangiogennim u¢inkiim, tedy tlumeni novotvorby cév v nadoru
(Klener a Klener jr., 2013).

e TGF-p (transforming growth factor):

Transformujici ristovy faktor B (TGF-B) je zasadni pro udrzeni stalosti
vnitiniho prostfedi epitelidlnich, endotelialnich a hematopoetickych bunck
(Connolly a kol., 2012). Je produkovan nékolika druhy bun¢k a zastava velké

mnozstvi funkci. Mezi tyto funkce patii regulace proliferace bunék,
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a to zabranénim riistu bun¢k a aktivaci programované bunéné smrti bunck.
Tim dochazi k celkovému ovlivnéni reakei imunitniho systému (Kehrl, 1991;
Connolly a kol., 2012).

Pti procesu vzniku nadoru své chovani TGF-f méni dle faze vyvoje
nadoru. Na pocatku potlacuje jeho vznik, pozdé€ji se preméiuje na podpulrce
vzniku nddorového onemocnéni. Soucasné potlacuje reakce vrozené i ziskané

imunity (Muraoka a kol., 2002).

1.5 Nadorova imunologie (Imunitni systém a nadorova onemocnéni)

Imunitni systém hraje zasadni roli i v boji s nadorovym onemocnénim. Imunologicky
dohled (tumor immune-surveillance) je pfedpoklad, Ze jednou ze zasadnich roli imunitniho
systému je likvidace transformovanych bun¢k jesté pred unikem téchto bunck imunitnimu
systému a vytvofenim shlukl nadorovych buné¢k ¢i metastaz (Klener a Klener jr., 2013).

Rozdily mezi nadorovymi buiikami a zdravymi builkami, znichz ty nadorové
vznikly, mohou byt vétsi ¢i mensi. Imunitni mechanismy by je mély rozpoznat a zlikvidovat.
Neékdy jsou rozdily tak malé, Ze imunitni systém neni schopen na nadorové bunky u¢inné
zacilit, nebo jsou imunitni reakce pozastaveny mechanismy, kterymi nadorové bunky
pred reakci imunitniho systému uniknou (Hofejsi a Bartiiikova, 2009). K rozpoznani
nadorovych buné¢k mohou slouzit antigeny nadorovych bunék, které jsou rozeznany
imunitnim systémem jako cizi. Rozdily ale nejsou natolik velké, proto je mnohdy imunitni
systém nerozezna (Hofej$i a Bartinkova, 2009).

Zasadnim pokrokem v oblasti vyuziti imunitniho systému jako ucinného nastroje
v boji s nadorovym onemocnénim se stalo objeveni schopnosti vrozené imunity identifikovat
a zniCit nadorové bunky. Profesor Cui provadél pokusy na mySich BALB/c
S transplantovanym sarkomem S-180. U jedné takové mysi byla objevena mutace SR/CR,
jez zapftiCinila vyléceni mySi. Vznikl tak kmen se schopnosti spontanni regrese nadorovych
bunék (SR) nebo tplnou rezistenci viuci transplantovani nadort (CR). Tento objev poukazal

na schopnost vrozené imunity nalézt a zlikvidovat nadorové buniky (Cui a kol., 2003).

1.5.1 Nadorové antigeny
Nadorové bunky jsou vysledkem procesu premény zdravych bunék a télu vlastnich
bun¢k na nadorové. Na svém povrchu buiiky vylucuji antigeny, které mohou byt imunitnim

systémem oznaceny jako cizi (Klener a Klener jr., 2010). Imunitni systém muze na nadorové
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bunky zareagovat prostfednictvim antigenli dvéma zplsoby, a to dle druhu nadorovych
antigend (Graziano a Finn, 2005).

Témito druhy antigend jsou: tumor specifické antigeny — TSA (tumor-specific
antigens) a tumor asociované antigeny — TAA (tumor-associated antigens) (Klener a Klener
jr., 2010).

7 Tumor specifické antigeny (TSA)

TSA se nachézeji pouze na nadorovych buinikdch a na normalnich bunkach se tim
padem nevyskytuji. Vznikaji procesem piemény zdravych bunc¢k na nadorové buiky,
ktery je zpisoben genovymi mutacemi. Mezi TSA patii peptidy schopné navozeni
imunitni reakce (imunogenni peptidy) mutacemi pozménénych onkoproteind,
nebo tumor-supresorovych bun€k (napi. BCR-ABL, RAS, protein p53) a dale virové
proteiny onkogennich DNA vira (EBV - Epstein-Baarové virus; HPV — lidsky
papilomavirus). Velmi Casto se také jedna o proteiny mutovanych gent, které v procesu
pfemény nddorové buiky nehraji zddnou roli, ale vznikaji zcela ndhodnym zplsobem
jako vedlejsi produkty genomické nestability nadorovych bunék (Klener a Klener jr.,
2013).

(1 Tumor asociované antigeny (TAA)

TAA se nachazeji na nddorovych i na normélnich bunkdach, ale u nadorové populace
jsou vyrazné produkovany. ZvySeni produkce daného antigenu v nadorové populaci
mize vyvolat imunitni odpovéd. Mezi TAA patii napt. MAGE (melanoma antigen
genes), které se nachazeji pouze ve tkanich varlat, u melanomu ale dochazi k jejich
mohutné epxresi. Dadle TAA zahrnuji onkofetalni antigeny produkované pouze v urcitém
stadiu embryondlniho vyvoje. Mezi onkofetalni antigeny patii napt. CD66/CEA
(carcinoembryonic antigen) a AFP neboli a-fetoprotein (Klener a Klener jr., 2013).

Ptfedevs§im onkofetalni antigeny jsou vyuZzivany v diagnostice jako nadorové markery

— laboratorné prokazatelné latky vylu¢ované nadorovymi buinkami (Wepsic, 1983).

1.5.2 Protinadorova imunitni odpovéd’

Zékladem protinadorové imunity jsou T-lymfocyty, predevsim CTL (cytotoxické
lymfocyty), antigen prezentujici buiikky (APC), z nichZ hlavng dendritické buiiky (DCs) a NK
buniky (pfirozeni zabijeci). Antigen prezentujici bunky nesou toll-like receptory (TLR),

jejichz  funkei je rozeznavat molekularni struktury nejrizngjSich  patogennich
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mikroorganismi (PAMPs neboli pathogen-associated molecular patterns). Rozpoznavaji
I molekularni signaly spojené s poskozenim organismu (DAMPs neboli damage-associated
molecular patterns) (Chow a kol., 2012).

Nador produkuje cytokiny a chemokiny, jez pfitahuji buniky imunitniho systému
do mist, kde sidli nadorové bunky a do blizko lezicich lymfatickych uzlin. Ptitahuji praveé
I APC, které¢ pak pohlcuji a zpracovavaji DAMPs a antigeny nadorem produkované.
Dana interakce, ktera je zaroven doprovazena kostimulacnimi signaly diky receptoru CD40
aruznym cytokinim, vede k aktivaci a dozravani APC, které na svém povrchu prezentuji
antigeny patogenti a nadorti. Prezentovany jsou peptidy antigeni odvozené z molekul TA
(tumor antigens) a jsou prezentovany pies molekuly hlavniho histokompatibilniho komplexu
(MHC). Vznikly komplex mezi peptidem endogenniho antigenu a molekulou MHC 1. ttidy
je rozeznavan na povrchu T-lymfocyti, ze kterych se postupné vyviji CD8" cytotoxické T-
lymfocyty (CTL). Peptid exogenniho antigenu se vaze na molekuly MHC II. tidy a ty zase
stimuluji CD4" T-lymfocyty (Borghaei a kol., 2009; Whiteside, 2010).

Vytvotené CTL se krevnim feciSt€ém dostavaji do tkani, ve kterych rhst nadort
a poskozeni tkani vyvolal zanét. Pomoci TCR (T-bunéény receptor) a pomocnych molekul
rozpoznaji komplex MHC a peptidu na povrchu nadorové buniky a dochazi k aktivaci
cytotoxickych mechanismi a naslednému zniceni identifikovanych bunék (Cullen a Martin,

2008; Pardo a kol., 2008).

1.5.3 Zpisoby uniku nidori pied imunitnim systémem

Nadorové bunky se 1i8i zplsoby, kterymi unikaji imunitnim mechanismim, a to dle
typu nadorovych bunck, avSak velké mnozstvi Unikovych mechanismi se shoduje
s mechanismy infekénich mikroorganismti. Tyto mechanismy pracuji tak, ze vytvoii
tolerogenni prostiedi, které stimuluje mechanismy tolerance nadorovych bunék. Ty pak
napf. vysoka variabilita nddorovych bunck, nizkd hustota exprese MHC I molekul, produkce

faktort inaktivujicich T-lymfocyty a jinych blokujicich faktorti (Hotejsi a kol., 2013).

[ Variabilita
Variabilita nddorovych bunck je jednim ze zpiisobll vyhnuti se zdsahu imunitni
obrany. Dochazi tak napt. ke vzniku mutantnich forem, které jiz nemaji nadorovy

antigen (Hofejsi a kol., 2013).
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[1 SniZena exprese MHC I molekul

Snizend hustota exprese nadorovych antigenti miize vést k ignoraci imunitnim
systémem. K tomu dochazi snizenim citlivosti k IFN-y, jez zvySuje prave expresi MHC 1,
nebo se tak déje mutaci, pii které dochazi ke ztrat¢ alely MHC I, ktera prezentuje
nadorovy antigen (Hotejsi a kol., 2013). Pokud je exprimovano jen malé mnozstvi MHC
I, CTL bunky nemaji Sanci ptitomnost MHC I zaznamenat (Reinis, 2010). Toto pro CTL
malé mnozstvi MHC I molekul jsou schopny odhalit NK bunky, které rozpoznavaji
| buriky, jez maji na svém povrchu velmi malo MHC gp | molekul. NK bunky tudiz

nadorové bunky povazuji za télu vlastni (Hotejsi a kol., 2013).

[1 Produkce faktoru inaktivujicich T-lymfocyty a dalSi blokujici faktory

Nékteré nadory mohou potladovat imunitu produkci faktort inaktivujicich T-
lymfocyty ¢i pomoci jinych blokujicich faktort. Mezi tyto faktory patii rozpustné formy
nadorovych antigenti odvrzené z povrchu ¢i cytokiny s tlumicim G¢inkem, napt. TGF-§
(Transforming growth factor ) a IL-10 (Hofejsi a kol., 2013). Pravé diky produkci TGF-
B dochézi ke vzniku T-regulaénich lymfocytli (Tregs) Z CD4" bunék (Fu a kol., 2004).

Tregs diky TGF-B potlacuji CTL bunky, diky ¢emuz nadorové buiky unikaji
imunitnimu systému. Navic Tregs vylucuji TGF-B, ¢imz dale autokrinné podporuji svij
vlastni vznik. Tregs taktéz produkuji IL-10 (interleukin 10), ktery je zodpovédny
za toleranci nadorovych bunék (Facciabene a kol., 2012). Dale IL-10 a TGF-B tlumi
zrani DCs (Hoftejsi a kol., 2013).

(1 Fas ligand

Fas ligand (FasL) je transmembranovy protein podobny cytokinim skupiny TNF,
exprimovany na povrchu riznych transformovanych bunéénych linii. FasL se vaze
na Fas receptor (CD95), ktery se vyskytuje na povrchu mnoha typi bunék, véetné bunék
imunitniho systému (Yonehara a kol., 1989; Itoh a kol., 1991; Owen-Schaub a kol.,
1992).

Signaly prendsejici se ptfes Fas receptor do bunky, aktivuji reakce vedouci
K programované bunécné smrti cilové bunky (O Connell a kol., 1999).

Fas ligand i Fas receptor se nachazi také na povrchu T-lymfocytt. T-lymfocyty jsou
tedy schopné sebedestrukce tim, ze na povrchu téze bunky se FasL navaze na Fas
receptor, a tim dojde k aktivaci programované bunécné smrti (Hofejsi a kol., 2013).

Pfitomnosti Fas ligandu a Fas receptoru na povrchu T-lymfocytl vyuzivaji nadorové
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bunky, které snizi expresi Fas receptoru, aby unikly lymfocytlim, jez na svém povrchu
maji Fas ligand a zaroven zvysi expresi Fas ligandu. Tim nadorové buiky naldkaji T-
lymfocyty do pasti, jelikoz T-lymfocyty se navazi na ligandy nadorovych bunék, ¢imz je

zahajena aktivace programované bunécné smrti T-lymfocytt (O Connell a kol., 1999).

1.6 Nadorova imunoterapie zaloZena na stimulaci specifické imunity

Cilem nadorové imunoterapie je vyuziti specificnosti imunitniho systému, diky niz
lze nalézt ucinnéjsi a méné toxické formy 1é¢by ve srovnani s bézné uzivanymi terapiemi
(Gray a kol., 2006).

Jednim z vyuzivanych pfistupl je pasivni imunoterapie, tedy zaloZeni imunoterapie
na specifické imunit¢ pomoci monoklonalnich protilatek (Bajéiova a kol., 2015).
Monoklonalni protilatky (mAbS) jsou pouzivany pro zvySeni pfirozené slabé protinadorové
imunitni odpovédi az na terapeutickou uroven. Takové agonistické nebo antagonistické
monoklonalni protilatky se vazi na klicové systémy imunitniho systému, které zvySuji
prezentaci antigent a bunéénou cytotoxicitu (Gray a kol., 2006).

Monoklonalni protilatka je slozena ze dvou identickych casti Fab (F(ab)), které
slouzi k vazbé nddorového antigenu a jednoho fragmentu Fc zprostfedkovavajiciho vazbu
a aktivaci bun€k imunitniho systému jako jsou makrofagy, NK buiky, cytotoxické T-
lymfocyty. Navdzani protilditky na nddorovy antigen sméfuje pomocné builky do mista,
kde sidli nador, a tim dochazi k velkému nartstu fagocytozy a indukce programované
bunéné¢ smrti nadorovych bunék cytotoxickymi latkami, které jsou sekretovany
cytotoxickymi T-lymfocyty a NK bunkami (Klener a Klener jr., 2013). Takto je aktivovana
bunéénd cytotoxicita zavisla na protilditkich (ADCC) (Seidel a kol.,, 2013). DalSim
podobnym mechanismem monoklondlnich protilatek je cytotoxicita zavisla na komplementu

(CDC) (Klener a Klener jr., 2013).

1.7 Nadorova imunoterapie zaloZena na stimulaci nespecifické imunity
Nespecifickd imunita je evoluéné konzervovana a pfedavana do dal§i generaci
prostiednictvim lidského genomu (Baj¢iova a kol., 2015).
Imunitni odpovéd’ organismu lze zvysit nespecifickou stimulaci imunitniho systému
latkami vyvolavajicimi zanétlivou odpovéd’, nebo latkami vedoucimi k polyklonalni aktivaci
lymfocyti (Klener a Klener jr., 2013). Mezi latky vyvolavajici zanétlivou odpoveéd’ patii

napiiklad PAMPs (pathogen associated molecular patterns).
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1.7.1 Pathogen associated molecular patterns (PAMPS)

Slozka vrozené imunity je i v nespocetném mnozstvi podnétii z vnéj$iho a vnitiniho
prostiedi schopna identifikace mikrobialnich signalti nebezpec¢i (Baj¢iova a kol., 2015).

Fagocyty jsou schopné rozeznat struktury nachazejici se na povrchu patogennich
mikroorganismi. Tyto struktury jsou nezbytné pro zivot téchto mikroorganismii a jsou
oznacovany jako pathogen associated molecular patterns (PAMPs). Pro tyto charakteristické
mikrobialni ¢i apoptotické struktury jsou na fagocytech piitomny ruzné druhy receptort
oznacované jako pattern recognition receptors (PRRs). Tyto komponenty jsou rozpoznavany
také latkovymi slozkami nespecifické imunity (napt. komplementem) (Hofejsi a kol., 2013).

Rozpoznani PAMPs podle PRRs velmi rychle spousti celou fadu antimikrobialnich
imunitnich odezev, a to indukei riznych zanétlivych cytokini, chemokint a interferonti typu
I. Tyto odpovédi rovnéz iniciuji rozvoj patogenné specifické a dlouhotrvajici ziskané
imunity pomoci B- a T-lymfocytt. Je zndmo, ze n¢kolik tfid PRRs hraje zcela kli¢ovou roli
V obran¢ imunitniho systému napadeného organismu (Kumar a kol., 2011).

Piikladem PAMPs mohou byt endotoxiny (lipopolysacharidy) gramnegativnich
bakterii, peptidoglykany charakteristické pro grampozitivni bakterie, glukany a manany

typické pro kvasinky a plisné (Hotejsi a kol., 2013).

1.7.2 Pattern recognition receptors (PRRS)

Pattern recognition receptors (PRRS) jsou neustale se rozrustajici skupinou receptord,
které rozpoznavaji PAMPs jako jsou molekuly bakteridlni stény bakterii nebo DNA virl
a DAMPs uvolnujici se po smrti buiiky, ve stresovych situacich nebo pfi poranéni tkané
(Marabelle a kol., 2014).

Vsechny PRRs mohou odhalit ptfitomnost a typ mikrobidlni infekce a aktivovat
vhodnou odpovéd vrozené imunity, ktera hraje zasadni roli Vv prvni linii obrany,
dokud nedojde k zapojeni ziskané imunity a ziskani specifické odpovédi (Akira a kol., 2006;

Palm a Medzhitov, 2009). Piehled nejvyznamnéjsich PRRs je zaznamenan v tabulce (Tab. I).
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Tab. I: Prehled PRRs, véetné jejich lokalizace a pfislusnych ligandt (pfevzato z Takeuchi
a Akira, 2010).

PRRs Lokalizace Ligand Pivod ligandu
TLR
TLR1 Plazmatickd membrana T_rlacylov:cl né Bakterie
lipoproteiny
TLR2 Plazmatickd membrana Lipoproteiny Bakterie, viry, parazité,
TLR3 Endozomy ds RNA Viry
TLRA4 Plazmatick4 membrana LPS Bakterie, viry,
TLR5 Plazmaticka membrana Flagellin Bakterie
TLR6 Plazmatickd membrana | Diacylované lipoproteiny Bakterie, viry
TLR7/TLRS (lidé) Endozomy SSRNA Viry, bakterie,
TLR9 Endozomy CpG-DNA Viry, bakterie, prvoci,
TLR10 Endozomy Nezndmy Neznamy
TLR11 Plazmaticka membrana Profilin Prvoci
RLR
Kratka dsRNA,
RIG-1 Cytoplazma 5'trifosfatova forma RNA viry, DNA virus
dsRNA
MDAS5 Cytoplazma Diouh4 dsRNA (pi;':'rgv‘g'r%’ae)
LGP2 Cytoplazma Neznamy RNA viry
NOD1 Cytoplazma iE-DAP Bakterie
NOD2 Cytoplazma MDP Bakterie
Dectin-1 Plazmatickd membréna Betaglukan Houby
Dectin-2 Plazmatickd membréana Betaglukan Houby
MINCLE Plazmaticka membrana SAP130 Houby

1.7.2.1 Cytoplazmatické PRRs
Cytoplazmatické PRRs jsou rozd€leny do dvou tfid, a to na zdkladé mechanismu jejich

aktivace (Meylan a kol., 2006; Takeuchi a Akira, 2007).

[0 RIG-I-like receptory (RLRs)

Stimulace imunitniho systému miZze byt dosazeno zacilenim na RIG-I-like receptory
(RLRs). Ty rozeznavaji zejména virovou DNA. Po navazani odpovidajicich liganda
vyvolavaji RLRs uvolnovani interferonu typu I hostitelskou bunkou, coz miize nakonec

vést k jeji programované bunééné smrti (Besch a kol., 2009).

[J NOD like receptory (NLRs)
NLR jsou jednou ze skupin cytoplazmatickych receptorii a tvoii ji vice nez 20

cytoplazmatickych receptorii rozpoznavajicich patogeny a nebezpeci (Fritz a kol., 2006).



1.7.2.2 Sekretované PRRs
[1 C-reaktivni protein (CRP)

C-reaktivni protein odrazi miru odpovédi na akutni fazi infekce (Ramamoorthy
a kol., 2012). Je syntetizovan jaternimi bunkami a na zakladé zvyseni jeho koncentrace
Vv plazmé je identifikacnim znakem probihajiciho zanétu a infekce (Pepys a Hirschfield,
2003).

Hlavni funkci CRP, jakozto slozky vrozené imunity, je jeho schopnost vazat
fosfocholin a rozpoznavat nékteré cizi patogeny a fosfolipidy z posSkozenych bunck.
To aktivuje komplementovy systém a fagocytadrni buiky, které iniciuji odstranéni
zacilenych bun€k. Dalsi protizanétlivé ucinky zahrnuji indukci zanétlivych cytokint

a tkanového faktoru v monocytech (Gabay a Kusher, 1999).

[ Lektin vazajici manésu (MBL)
Lektin vazajici mandsu spolu s rozpustnymi mediatory a slozkami komplementu
vyznamné piispiva k vrozené imunitni obrané (Ip a kol., 2009). Nizka hladina tohoto

PRR v krvi mize vést k opakované¢ se vyskytujicim infekcim (Chumchalova a kol.,
2004).

1.7.2.3 Membranové PRRs
Membranové PRRs rozpoznavaji PAMPs v extracelularnim prostoru, nebo také

ve fagozomech ¢i endozomech (Palm a Medzhitov, 2009).

[1 C-typ lektinové receptory (CLRs)

CLRs jsou receptory vyznacujici se pfitomnosti domény vazajici sacharidy.
Nejvyznamnéj$im zastupci CLR receptord jsou Dectin-1 a Dectin-2 (Willment a Brown,
2008; Sato a kol., 2009; Kumagai a Akira, 2010). Po rozpoznani PAMPs dochazi
k zahajeni nitrobuné¢nych signalnich drah, ¢imz je regulovana genova exprese (Figdor
a kol., 2002).

[1 Scavengerové receptory (SRS)

Scavengerové receptory jsou schopné vazat nejen modifikované lipoproteiny (LDL)
o nizké hustoté, ale rozpoznavaji a vazi dalsi ligandy, vcetné endogennich bilkovin
a patogent. Schopnost vazat rizné typy ligandi se odviji od biologickych funkci jako je

vyluCovani modifikovanych lipoproteini a patogent. SRs také reguluji mnohé
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patologické stavy, vCetné aterosklerdzy, patogennich infekci a imunitni dozor souvisejici

s rakovinou (Zani a kol., 2015).

1 Formylpeptidové receptory (FPRs)

Formyl peptidové receptory se fadi mezi transmembranové receptory a jsou piitomné
zejména na leukocytech (VanCompernolle a kol., 2003). Tyto receptory jsou schopné
vazat formylové peptidy, které se nachazeji na povrchu mnoha patogenii (predevSim
bakterii), a které jsou silnymi chemoatraktanty podporujicimi migraci leukocytii do mista

infekce (Honeycutt a Niedel, 1986; Le a kol., 2000).

[1 Toll-like receptory (TLRs)

Klic¢ové jsou pii rozpoznani cizorodych struktur receptory skupiny TLR (Toll-like
receptor, odvozeno od receptoru Toll), jez rozezndvaji mnoho molekul
charakteristickych pro nejruznéjsi patogeny — lipopolysacharidy (TLR4), lipoproteiny
(TLR2), prokaryotické a virové nukleové kyseliny (TLR7 a TLR9) dalsi (Hoftejsi a kol.,
2013).

1.7.2.4 Toll-like receptory

Toll-like receptory byly objeveny u octomilek, a to jako prvni PRRs (Dembic, 2000).
Lidské TLR zahrnuji rostouci rodinu deseti piibuznych proteini zapojenych do piirozené
imunity (TLR1 — TLR10) (Muzio a kol., 2000), mysich Toll-like receptorti je dvanact
(Kawasaki a Kawai, 2013).

Nekteré TLR jsou lokalizovany na bunéném povrchu, dal§i v intracelularnich
membrandch (TLR3, TLR7, TRL8 a TLRY), kde jsou vhodné podminky pro setkani
s ligandy uvoliiovanymi z pohlcenych mikroorganismi (Hotejsi a kol., 2013).

Toll-like receptory jsou ve vysoké mife exprimovany butikami imunitniho systému,
ato jak z myeloidnich, tak i zlymfoidnich linii, které infiltruji mikroprostiedi nadoru

(Marabelle a kol., 2014).

1.8 Terapeuticka protinadorova vakcinace

Nadorové vakciny spadaji spolu s elektrokoagulaci a kryochirurgickymi zakroky
do oblasti aktivni imunoterapie. Prvni pokusy o aktivni imunoterapii mély za cil vyvolavat
nespecifickou systémovou ¢i nespecifickou nadorovou stimulaci imunitniho systému

pacienta pomoci navozeni zanétu. Mezi n¢ patii pouziti bakterie BCG (Bacillus Calmette-
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Guérin) vyuzivané pii 1é¢be karcinomu mocového méchyte nebo Corynebacterium parvum.
Soucasné technologie umoziuji pravé u vakcin rozpoznani a klonovani geni kontrolujicich
syntézu nadorovych antigenti a vyuziti jejich peptida k identifikaci nddorové specifickych

CTL. Vakciny se pouzivaji profylaktické a terapeutické (Klener a Klener jr., 2013).

1.8.1 Profylaktické vakciny

Profylaktické ¢i preventivni vakciny nalézaji své uplatnéni predev§im u nadord,
najejichz vzniku maji podil viry. Mezi tyto typy vakcin patii vakcina proti hepatitidé B,
ktera zaroven snizuje riziko vzniku hepatoceluldrniho karcinomu. Dale sem patii vakciny

proti papilomavirim (HPV) (Klener a Klener jr., 2013).

1.8.2 Terapeutické vakciny

Cilem terapeutickych vakcin je indukovani diferenciace a rozSifeni tumor
specifickych cytotoxickych T-lymfocytt za Gcelem likvidace nadorovych bunék (Klener
a Klener, jr., 2013). Lze toho dosahnout vakcinaci indukovanou prezentaci nadorovych
antigend nebo ¢i zaroven indukovanou prezentaci MHC Il a kostimula¢nich molekul
obvykle se nachazejicich na antigen prezentujicich buiikach (CD80 a CD86) (Li a kol., 2007,
Le Mercier a kol., 2013). V soucasné dobé¢ jsou testovany jakozto nadorové vakciny i Fc-
fazni proteiny (Klener a Klener, jr., 2013).

Dosavadnim problémem terapeutickych protinadorovych vakcin je absence MHC gp
Il. ttidy nebo skutecnost, ze kostimulaéni molekuly neprodukuji cytokiny nezbytné
pro aktivaci pomocnych CD4" T-lymfocytd, ¢imz nedochazi ani k aktivaci efektorovych
CD8" cytotoxickych T-lymfocyti. Dal§im problémem mize byt produkce cytokint
a bioaktivnich latek nddorovymi buiikami ¢i exprese molekul s imunosupresivnim G¢inkem
(napt. TGF-B, IL-10, FasL) na povrchu nadorovych bun¢k. Tim mize dochéazet ke vzniku
a roz$ifeni imunosupresivnich bunék (Tregs) €1 myeloidnich supresorovych bunék (MDSC)
(Klener a Klener jr., 2013). Vakcinaéni piipravky mohou byt zaloZzeny naptiklad na pouziti
dendritickych buné€k (Palucka a Banchereau, 2012).
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Na schématu (Obr. 1) je uveden rozdil mezi preventivni a cilenou terapeutickou

protinadorovou vakcinaci.

PREVENTIVNI VAKCINACE

vysoka aktivita DC

1 nizkd aktivita Tregs

ﬂvakci nace

expanze CTL a pamétovych
T-lymfocytt

2. setkéani s patogenem

7N\

expanze CTL
migrace CTL do mista zanétu

va

eliminace patogenu

—

zané&tliva reakce

TERAPEUTICKA PROTINADOROVA VAKCINACE

ﬂvakcinace

&

Obr. 1: Rozdily v preventivni a terapeutické vakcinaci (Klener a Klener jr., 2013).

1.8.2.1 Vakciny na bazi dendritickych bunék

Dendritické bunky (DCs) maji jakozto antigen prezentujici buniky kli¢ovou roli

v fad¢ imunitnich procesti. Diky svym vlastnostem antigenni prezentace a piredevsim diky

prezentaci antigenu CD8" T-lymfocytim vznikaji cytotoxické T-lymfocyty, které

po infiltraci nadoru rozpoznavaji a ni¢i nadorové buriky (Palucka a Banchereau, 2012).

Nejcastéji jsou dendritické bunky vystavené lyzatu nadorovych bunék nebo

kultivované za ptitomnosti nddorového antigenu ¢i peptidu. Nasledné je pacientovi podana

vznikld DCs vakcina (Banchereau a kol., 2001).

1.8.2.2 DNA vakciny

DNA vakciny byvaji tvofeny piedev§im bakteridlnimi plazmidy, které maji

zabudovan gen, ktery kéduje nadorovy antigen. Dale mohou byt soucasti téchto vakcin geny,
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které koduji kostimulacni ¢i imunomodula¢ni molekuly. Tyto molekuly maji za cil posilit

proces imunizace (Klener a Klener jr., 2013).

1.8.2.3 Uziti ligandii PRRs pro nadorovou imunoterapii

Jednim ze zpusobl vakcinace je pouziti ligandi PRRs (zejména TLRs) jakozto
intratumoralnich terapeutik. Mechanismus Ié¢ebného tcinku protinadorovych PRRs se riizni,
a to v zavislosti na typu nadorovych buné¢k, mikroprostiedi nadoru a pouzitych ligadi PRRs
(Marabelle a kol., 2014). Napiiklad Imiquimod, agonista TLR7 ma lécebny ucinek
pfi aplikaci do subkutannich mySich melanomi pfimym zabijenim nadorovych bun¢k

pomoci plazmocytoidnich dendritickych bun¢k (pDCs) (Drobits a kol., 2012).

1.8.2.4 Intratumordlni imunizace (in situ vakcinace)

In situ vakcinace ptredstavuje alternativni pfistup Vv 1é¢bé nadorového onemocnéni.
Vakcina proti nadorovému onemocnéni je generovana in vivo, aniz by bylo nutné piedem
urcit a izolovat TAA (tumor asociované antigeny). Ty jsou béZzn¢ uvolniovany po usmrceni
nadorovych bun¢k a mohou byt nasledné zpracovany a prezentovany antigen prezentujicimi
bunkami ziskané imunité. Celému procesu uvolnéni TAA a prezentaci napomadhaji
ve vakcing obsazené imunomodulatory (Hammerich a kol., 2015).

In situ vakciny by tedy v idedlnim pfipadé mély byt schopny vyvolat imunogenni
smrt nadorovych buné€k, usnadnit uvolnéni TAA a zachyceni a prezentaci antigenu antigen
prezentujicim bunkam pro indukci protinadorové odpovédi T-bun€k, ¢imz je dosazeno
systétmové protinadorové odpovédi ziskané imunity a navakcinovani celého organismu
(Hammerich a kol., 2015). To by také mélo umozZnit napadeni vzdalenych nadorovych 1ézi
(Siva a kol., 2013; Marabelle a kol., 2014).

Uziti nadorovych bunék jako imunomoduldtoru, jenZ je soucasti protinddorové
vakciny, mtze aktivovat vrozenou imunitu a vést k imunizaci pacientd (Singh a Overwijk,
2015). Kromé& utvafeni nddorové specifické imunity diky zdsobeni T-buiikami, muze
intratumoralni imunoterapie umoznit atak nadoru potlaéenim supresivnich slozek vrozené
imunity, jakymi jsou napf. myeloidni supresorové buiky (MDSC) a M2 makrofagy,
a polarizovat imunitni odpovéd” smérem k tvorbé protinadorovych M1 makrofagi (van den
Boorn a kol., 2013; Singh akol.,, 2014). Takova modifikace mikroprostiedi nadoru

asystémova protinadorovd odpovéd u intratumordlni imunoterapie je vhodna nejen
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ke zniceni injikovaného nadoru, ale ovliviiuje téZ metastazy (Marabelle a kol., 2014; Singh
a Overwijk, 2015).

1.9 Nadorova imunoterapie zaloZena na kombinaci TLR ligandi

a ligandu fagocytarnich receptorii — studovana v této praci

Zéakladnim principem nadorové imunoterapie studované v laboratofi J. Zenky je
vyuziti mechanismii vrozené imunity. Pouziva se intratumoralni aplikace smési TLR
agonisti (LPS, resiquimod, POLY I:C, Listeria monocytogenes atd.) a ligandt stimulujicich
fagocytozu (nejcastéji na nadorové buinky kotveny manan, dale pak laminarin, f-MLF)
(Janotova a kol., 2014).

Uelem TLR agonistii je vyvolat zanétlivou infiltraci nadorti, ucelem ligandt
stimulujicich fagocytézu je zacilit atak na nadorové buiky. Ukolem této prace bylo zjistit,

zda dochazi k zapojeni i imunity ziskané a jaké jsou projevy tohoto zapojeni.

1.9.1 TLR agonisté vyuziti v této praci

1.9.1.1 Resiquimod (R-848)

Resiquimod je nizkomolekularni a selektivni ligand, ktery je agonistou TLR7 u mysi
a agonistou TLR7 a TLR8 v lidském téle. Resiquimod po navédzani na piislusné TLR
indukuje sekreci protilatek a cytokint (INF-a, IL-1B, IL- 6, TNF-a), aktivaci makrofagt
a dendritickych bunék (Burns a kol., 2000; Bernstein a kol., 2001, Dockrell a Kinghorn,
2001, Bowie, 2007).

1.9.1.2 POLY I:C (polyinosinickd-polycitidylicka kyselina)

Polyinosinicka-polycitidylickd  kyselina (POLY I:C) je synteticky analog
dvouvldknové RNA (ds RNA) a agonista TLR3. U¢inek POLY I:C pro vyuziti v nadorové
imunoterapii je uspéSné¢ zkouman po néckolik dekad. Nashroméazdéné dlikazy potvrzuji,
ze latka POLY I:C miZe byt pouZita pfi vakcinaci pro zvySeni imunitni reakce vrozené
a ziskané imunity a pro zménu mikroprostfedi nadoru. Nedavné studie také ukézaly,
ze aktivaci TLR3 a RLR signalt latkou POLY I:C lze ptfimo vyvolat programovanou
bunécnou smrt u nékterych nddorovych bunék (Cheng a Xu, 2010; Chin a kol., 2010).

Po navazani TLR3 dochazi k zahajeni signalni drahy pifes adaptorovou molekulu

TRIF, a tim je spusténa aktivace transkrip¢nich faktord prozanétlivych cytokint a proteinu 1,
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ktery zapficinuje tvorbu interferonového induktoru typu I. Tim jsou aktivovany NK buiky
a je ovlivnéno také dozravani dendritickych bunék (Cheng a Xu, 2010).

POLY I:.C je nejac¢inngjsi interferonovy induktor typu I rozpoznany TLR3 (Tissari
a kol., 2005, Matsumoto a Seya, 2008).

1.9.1.3 Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes, puvodce listeridzy, je drobnd grampozitivni bakterie, jeZ je
vyuzivana predevSim jako agonista TLR2 (Torres a kol., 2004). Jeji vyuziti v nddorové
imunoterapii spociva v uziti jakozto vektoru pro cilené navazani peptidovych a proteinovych

antigenti (Wallecha a kol., 2009). V této praci byly pouzity teplem usmrcené bakterie.

1.9.2 Manan - ligand podporujici fagocytézu

Manan je biologicky odbouratelny a bioaktivni polysacharid, ktery je diky svym
vlastnostem pfedmétem zajmu v rtiznych odvétvich (Mikkonen a Tenkanen, 2012; Yildiz
aOner, 2014). Nachazi se Vvbunééné sténé¢ mikroorganismi, jako jsou kvasinky
a gramnegativni bakterie. Tento polysacharid se skladd z n€kolika podjednotek D-mandz,
které jsou spojeny glykosidickou vazbou (Lipke a Ovalle, 1998). Manan se nachazi
ve vakcinac¢nich ptipravcich, které se jiz pouzivaji v klinické praxi. (Apostolopoulus a kol.,
2006; Pashov a kol., 2011, Yildiz a Oner, 2014). Vyuzit byl manan napiiklad v DNA
vakcinach podanych mys$im k zacileni antigen prezentujicich bunék a doslo Kk vyvolani
mnohem silnéj$i imunitni odezvy ve srovnani s prostou DNA imunizaci. (Tang a kol., 2009).
Manan je totiz antigenni latkou slouzici jako PAMPs (pathogen-associated molecular
patterns) pro vazbu PRRs (pattern recognition receptors). Tato vazba je zprostfedkovana
receptorem zvanym lektin vazajici mandésu — MBL (mannose nebo manan-binding lectin)
a manosovym receptorem — MR (mannose receptor) nachazejicimi se na povrchu makrofagu.
(Yeeprae a kol., 2006). Dochazi tak k aktivovani vrozené imunity pomoci komplementu

(Hofejsi a Bartinikova, 2009).

[1 Mannan-Binding Lectin (MBL)

Mannan-Blinding Lectin neboli také lektin vazajici manosu je protein, ktery
se podili na aktivaci komplementové kaskady, jez je soucdsti vrozené imunity.
Jeho nedostatek ma dulezitou roli pii opakovanych infekcich. Hladina mannan-binding
lectin v krvi je pomérné stabilni, nicméné jsou velké rozdily mezi riznymi jedinci.

Riaznorodost hladin se odviji od alotypt spojenych s mutaci v prvnim exonu genu

30



pro MBL v kodonech 52, 54, 57 a s polymorfismy v promotoru. Dilezité je, ze praveé
nizkd hladina MBL v krvi mize vést k opakovanym infekcim nékterych vaznych
onemocnéni, naopak u intracelularnich parazitii byl prokazan ochranny ucinek spojeny
s nizkymi hladinami MBL (Chumchalova a kol., 2004).

MBL aktivuje komplementovy systém lektinovou cestou. Tato aktivace poc¢ina
navazanim sérového lektinu MBL na sacharidové struktury nachazejici se na povrchu
mikrobt. Nasledné je utvofen komplex MBL se serinovou proteazou (MASP-2), ktera
Stépi C4 a C2 na C3 konvertdzu. MBL je také schopen pfipojit se na infekéni ¢astici
a stimulovat jeji fagocytézu (pohlceni), funguje tedy jako opsonin. (DeFranco a kol.,

2007). Jak jiz bylo zminéno, MBL patii mezi sekretované PRRs.

[1 Mannose Receptor (MR)

Manodsovy receptor (MR) je proteinem nachazejicim se na povrchu makrofagt
a na nezralych dendritickych bunkach. Funguje jako PRR a zprostfedkovava fagocytacni
aktivitu patogeni obsahujicich manézu. MR patii mezi multilektinové receptory
a sestava se z péti typtt domén — série 8-10 lektinovych domén (CTLDs), N-terminalni
na cystein bohata doména, fibronektinova doména typu II, transmembranova a lektinova
doména. Lektinova doména je esencialni pro rozpoznani mnoha druht antigent (Stahl

a Ezekowitz, 1998).

1.9.2.1 Latky uZité ke kotveni terapeutik na nadorové buriky
Nejlepsich 1écebnych ucinkt je doposud dosahovéano pouzitim motivi stimulujicich
fagocytozu — TLR agonista v kombinaci s ligandy podporujicimi fagocytdozu — které jsou
kotvené na nadorové buiky piimo.
V predchozich studiich Janotové a kol. (Janotova a kol., 2014) byla takova vazba

zprostiedkovana pomoci bifunkéniho crosslinkeru SMCC, ktery byl pouzit i v této praci.

1 Kotveni pomoci SMCC (sukcinimidyl-4-(N-maleimidomethyl)cyklohexan-1-
karboxylat)

SMCC je heterobifunkénim (na kazdém konci je jina reaktivni skupina)
crosslinkerem na jednom konci obsahujicim maleimidovou skupinu, ktera vaze
sulfhydrylové skupiny (Williams a Caput, 2010). Na druhém konci SMCC obsahuje
NHS skupinu, jez umoznuje navazani terapeutické latky (Mattson a kol., 1993).
Toto navazani na nadorové bunky je jest¢ podpoieno hodinu pied aplikovanim
terapeutika aplikaci TCEP (tris(2-karboxyethyl)fosfin.
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1 Podpora kotveni pomoci TCEP (tris(2-karboxyethyl) fosfin)
TCEP redukci cysteinti uvolfiuje sulfhydrylové (—SH) vazby, ¢imZz umoziuje

kovalentni vazbu SMMC nesouci terapeutika (Janotova a kol., 2014).

Diky takové vazbé agonisti dochazi k podpofeni napadeni nddorovych bunék,

coz vede k likvidaci nadorovych bun¢k (Janotova a kol., 2014).
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2.  Cile prace

Tato prace je soucasti cesty za nalezenim vhodné odpovédi na otazku nadorové
imunoterapie, jiz se zabyva tym vedeny RNDr. Janem Zenkou, CSc. Konkrétng tato prace
se zamé&fuje na studium propojeni dvou typi imunitnich odpovédi a ovéfeni terapeutické
vakcinace, ktera vyustuje ve vyvoj vhodnych protinddorovych vakcin.

Cile této bakalarské prace:

ReserSe zaméfend na nadorovou imunoterapii vcetné otazky protinddorové

vakcinace, ktera bude doplnéna prvnimi experimenty:
[1 Hledani vhodné nadorové imunoterapie pouzitelné v humanni mediciné a jeji
optimalizace.

[1 Nadorova imunoterapie primarniho nadoru a ovlivnéni rstu paralelniho nelécené¢ho

nadoru.

Ovéteni moznosti terapeutické vakcinace.
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3.

3.1

Materialy a metody

Chemikalie

V pokusech byly pouzivany tyto chemikalie:

O

o 0o o000 o000 o0o0oQ0gogo oo gooog

3.2

Aditiva — antibiotickd/antimykoticka smés (amphotericin B, penicilin G,
streptomycin) (Biosera)

DMSO - dimethylsulfoxide (Sigma-Aldrich, USA)

EDTA — ethylenediaminetetraacetic acid (Sigma-Aldrich, USA)

FCS — fetal calf serum (Sigma-Aldrich, USA)

GM-CSF — granulocyte-macrophage colony stimulating factor (Sigma-Aldrich)
Listeria monocytogenes (heat killed Listeria monocytogenes) (InvivoGen)
Manan — ze Saccharomyces cerevisiae (Sigma-Aldrich, USA)

PBS — Phosphate buffered saline (Sigma-Aldrich, USA)

POLY I:C — polyinosinic:polycytidylic acid (Sigma-Aldrich, USA)

Resiquimod (R-848) (Tocris, UK)

RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, USA)

SMCC - Succinimidyl-4-(N-maleimidomethyl) cyklohexane-1-carboxylate (Thermo)
N-hydroxysuccinimide ester (Thermo, USA)

TCEP — Tris(2-carboxyethyl)phosphine hydrochloride (Sigma-Aldrich, USA)
Trypanova modf (Sigma-Aldrich, USA)

Trypsin (Sigma-Aldrich, USA)

Laboratorni zvirata

Pro praci byly pfi pokusech pouZity samice inbrednich mysi kmene C57BL/6N

od spolecnosti Charles River Laboratories. Pii zahajeni terapie byly mysi 8 tydni a jejich

vaha se pohybovala vrozmezi 18 — 20 g. Byly chovany za standardnich podminek

v prostiedi o konstantni teplot€¢ 22°C arelativni vzdu$né vlhkosti 65 % v mistnosti

S nastavenou fotoperiodou 12/12. UloZeny byly v plastikovych klecich s podestylkou

z dfevénych hoblin a stalym piisunem potravy (granulovana smeés) a sterilni vody.
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3.3 Bunécna linie melanomu B16-F10

Pti vSech experimentech byly pouzity nadorové buiky z bunécné linie melanomu
B16-F10. Bunky byly kultivovany v RPMI 1640 s 10% FCS a s aditivy o téchto vyslednych
koncentracich: Amphotericin B 0,25 pg/ml, Penicilin G 100 j./ml, Streptomycin 100 pg/ml
a L-glutamin 292 pg/ml. Tato kultivace probihala Vtermostatu pii teplot¢ 37°C

a v atmosféie nasycené vodnimi parami s 5 % oxidu uhli¢itého.

3.4 Priprava bunék melanomu B16-F10 pro transplantaci

Po naristu bun¢k v dostateéném mnozstvi bylo slito kultivaéni médium a buiiky byly
3% proplachnuty dostatenym mnozstvim sterilniho pufrovaného fyziologického roztoku
(PBS). Nasledné bylo piidano 0,5 ml trypsiniza¢ni smési (0,25% trypsin, 0,02% EDTA
v PBS) a buiky byly inkubovany 5 minut v termostatu pfi 37°C. Po té€chto né&kolika
minutach doslo k odpoutani bunék. Proces trypsinizace byl ukoncen ptidavkem 5 ml RPMI
1640 s 10% FCS. Pomoci Pasteurovy pipety byly buiiky rozsuspendovany a nasledovala
centrifugace (10min/150G/4°C). Poté byl slit supernatant, pfidano RPMI 1640 bez FCS a byl
rozsuspendovan bunécny pelet. Vzorek suspenze byl déale nafedén v poméru 1:1 trypanovou
modii (0,5% trypanova modf), aby mohl byt stanoven aktualni pocet bun¢k (doslo
K rozpoznani mrtvych a zivych bun¢k). Pomoci Biirkerovy byla stanovena koncentrace
bun€k v I ml média, ta pak byla upravena na potiebnou koncentraci 4 x 10° bun&k v 1 ml

média.

3.5 Transplantace bunék melanomu B16-F10

Transplantace mySiho melanomu byla provadéna na mySich oholenych ve spodni
¢asti zad. Subkutdnné (s.c.) jim byla do pravého oholeného boku (ptipadné do obou bokl
v piipadé dvou soub&znych nadori) vpravena suspenze obsahujici 4 x 10° bunék B16-F10

v 0,1 ml RPMI 1640 bez séra na mys.

3.6 Méreni velikosti nadori

Velikost naddoru byla méfena pomoci kaliperu a z namétenych hodnot byl vypocitan
objem nadoru podle vzorce V = T/6AB? kde A vyjadfuje nejvétsi rozmér nadoru a B
nejmensi (Inaba a kol., 1986). Oba rozméry jsou uvadény v milimetrech. Nadory byly béhem

experimentll méfeny obden.
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3.7 Prumérna redukce nadorového rustu

Vypocet primérné redukce nadorového ristu od pocatku terapie v porovnani

s kontrolni skupinou byl proveden dle nasledujiciho vzorce:

(primérny objem nadort v kontrole) — (primérny objem nadort v 1é¢ené skuping€) x 100

prumérny objem nadort v kontrole

Redukce byla stanovovana ve dnech 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28
a 30. Z vyslednych hodnot byla ziskdna hodnota primérné redukce nadorového rastu, ktera

je vyjadiena v %.

3.8  Pocitani plicnich metastaz

Po usmrceni mysi byly vypitvdny mysi plice, které¢ byly po né€kolik dni uchovany
ve 4% roztoku formaldehydu. Nasledné¢ byly prohlizeny pod binolupou, pfi ¢emz se pocitala
vSechna metastaticka loziska — ta vypadaji jako cerné tecky raznych velikosti (Vétvicka
a kol., 2007). Plicni tkai v dobé fixace ve formaldehydu zesvétlala a metastazy tak byly diky

barevnému kontrastu viditelng;si.

3.9 Priprava terapeutik

3.9.1 Syntéza manan-SMCC

Roztok mananu v prostfedi octanu amonné¢ho a kyanoborohydridu sodného byl
piipH 7,45 a pokojové teploté redukéné aminovan po dobu 40 minut. Poté byl roztok
dialyzovan za pouziti dialyzaéni trubice MWCO 3500 (Serva-Heidelberg, Némecko)
proti PBS pti 4°C. Dale bylo potieba zkontrolovat pH mannanu-NH; (poZadovana hodnota
musi byt 7,4). Poté byl ptipraven roztok SMCC v DMSO a jeho ekvimolarni mnozstvi bylo
piidano k manan-NH,. Takto pfipravena smés byla pti pH 7,4 a pokojové teploté nechana
reagovat po dobu 40 minut. Nasledné byla smés pies noc dialyzovana za pouziti dialyza¢ni
trubice MWCO 3500 (Serva-Heidelberg, Némecko) proti PBS pti 4°C. Po dialyzaci byl
ziskan 0,2 mM roztok manan-SMCC v PBS.

3.9.2 Priprava roztokii Resiquimodu (Resiquimod.HCI)
Resiquimod je ve formé baze, a tudiz je ve vodé tézko rozpustitelny, proto byl

nejdiive pripraven hydrochlorid. 1,5 mg Resiquimodu bylo smichano se 4,2 pl 3,5 % HCI.
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Koncentrace R-848 byla upravena na 0,5 mg v 1 ml PBS. Roztoky pouzité v nasledujicich
experimentech byly dale pfipraveny bud’ pfidinim samotného PBS, nebo piidanim PBS
obsahujiciho dalsi latky (0,2 mM roztok manan-SMCC v PBS, Listeria monocytogenes,
Listeria monocytogenes-SMCC, POLY I:C).

3.9.3 Priprava Listeria monocytogenes-SMCC (v 0,2 mM manan-SMCC)

1 x 10" tepelnd usmrcenych bakterii Listeria monocytogenes bylo rozsuspendovéano
v 1 ml PBS. Z toho bylo odebrano 500 pl suspenze bakterii, ke kterym bylo ptidano 5 ml
0,2 mM roztoku manan-SMCC v PBS (pH 7,4) pfipraveného vySe uvedenym postupem.
Dale bylo piidano 1,25 mg SMCC (62,5 ul roztoku 2 mg SMCC bylo rozpusténo ve 100 ul
DMSO). Takto ptipravena smés byla inkubovana 40 minut pti pokojové teploté a nasledné
dialyzovéna v dialyza¢ni trubicic MWCO 3500 proti PBS pii 4°C pies noc ze stalého

michani.

3.10 Statistické vyhodnoceni dat

Vyslednd data byla ovéfena a statisticky vyhodnocena pomoci parametrickych
(ANOVA doplnéna post-hoc Tukey testem a Unequal testem) a neparametrickych metod
(Friedman test a Wilcoxon test) v programu STATISTICA 12. Ptezivani mysi bylo
hodnoceno pomoci Kaplan-Meierovy kiivky v programu STATISTICA 12. Ve vsech
grafech je pouzita sttedni chyba priméru (SEM).
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4.  Experimenty

4.1 Studium vlivu kotveného mananu ve spojeni s R-848 a Listeria
monocytogenes na rust terapeuticky ovliviiovaného i soubézného

nelé¢eného melanomu
V pokusu bylo pouzito 30 mysi, kterym byly subkutdnné transplantovany
melanomové buniky do pravého i levého boku. Dvanacty den po injikaci melanoma byly

mysi rozdéleny do 5 skupin (A, B, C, D, K) po 6 mysich.
Kazda skupina byla 1é¢ena jinym terapeutikem, a to dle nasledujiciho schématu:

Skupina A: i.t. aplikace 50 ul roztoku 0,5 mg R-848.HCI/ml + 0,2 mM manan-
SMCC

Skupina B: i.t. aplikace 50 pl roztoku 0,5 mg R-848.HCI/ml + 0,2 mM manan-
SMCC + Listeria monocytogenes-SMCC, 1000 mil./ml

Skupina C: i.t. aplikace 50 ul roztoku 0,5 mg R-848.HCI
Skupina D: i.t. aplikace 50 ul roztoku 0,2 mM manan-SMCC
Skupina K: i.t. aplikace 50 ul PBS (kontrola)

Skupinam A, B, C, D, K bylo hodinu pted aplikaci jednotlivych latek injikovano i.t.
vzdy 50 pl 50mM roztoku TCEP v PBS.

Terapie byla zahajena v den terapie 0, tedy dvanacty den po transplantaci
melanomovych bunék. Terapeutika byla podana celkem dvanactkrat ve ¢tyfech pulzech (dny
0,1,2,...8,9,10,...16, 17, 18,...24, 25, 26), a to intratumoraln¢ a pouze do pravého nadoru.
Obden (vzdy v sudy den) az do 30. dne od zahdjeni terapie byla méfena velikost vSech

nadorid. Po ukonceni 1é¢by byla sledovana doba pteziti mysi.

38



4.2 Vakcinace buiikkami B16-F10 s navazanym mananem ve smési s TLR
agonisty
K provedeni tohoto pokusu bylo pouzito 30 mysi (randomizovany po 6 mysich do 5
skupin - A, B, C, D, K). Mysim bylo 8. den po transplantaci nadoru subkutanné (s.c., levy

bok bez nadorti) vpraveno 50 ul terapeutik:

Skupina A: s.c. aplikace 50 ul suspenze 4 x 10° mrazem zabitych B16-F10 + manan-
SMCC + R-848 + POLY I:.C

Skupina B: s.c. aplikace 50 pl suspenze 4 x 10° mrazem zabitych B16-F10 + manan-
SMCC + R-848 + POLY I:C + Listeria monocytogenes

Skupina C: s.c. aplikace 50 pl suspenze 4 x 10° mrazem zabitych B16-F10 + R-848
+ POLY I.C

Skupina D: s.c. aplikace 50 ul suspenze 4 x 10° mrazem zabitych B16-F10 + R-848
+ POLY I:C + Listeria monocytogenes

Skupina K: PBS

Terapeutika byla podana celkem dvanactkrat ve ¢tyfech pulzech (dny 0, 1, 2,...8, 9,
10,...16, 17, 18,...24, 25, 26), a to vzdy s.c. do levého boku bez nadord. U mysi byla obden
(vZzdy v sudy den) aZ do 30. dne od zahajeni terapie méfena velikost naddorii. Po ukonceni
1éEby byla sledovana doba preziti mysi.

Po skonceni terapie byly ptezivsi mysi pro vyhodnoceni plicnich metastaz usmrceny
cervikalni dislokaci (zlomeni vazu) a jejich plice byly vypitvany a uloZzeny do 4% roztoku
formaldehydu. Nésledné byly plice prohlizeny pod binolupou, pfic¢emz se pocitala vSechna

metastaticka loziska.
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5. Vysledky

51 Studium vlivu kotveného mananu ve spojeni s R-848 a Listeria
monocytogenes na rust terapeuticky ovliviiovaného i soubéZného

neléceného melanomu

Cilem tohoto experimentu bylo studium synergie dvou TLR agonisti (R-848
a Listeria monocytogenes) s vazanim mananu na nadorové bunky pomoci linkeru a efekt této
terapie na soub&zny neléceny nador. Z grafu (Obr. 2), kde jsou znazornény objemy pravych,
léCenych nadorh, je patrné, ze V prvnich 16 dnech terapie nebyl zasadnéjsi rozdil
mezi jednotlivymi terapeutiky. Ke konci terapie nejvice fungovaly komplexni smési s TLR

agonisty a vazanym mananem.
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Obr. 2: Vliv jednotlivych terapii na velikost melanomu.

A — R-848.HCI + manan-SMCC, B - R-848.HCI + manan-SMCC + Listeria
monocytogenes-SMCC, C — R-848.HCI, D — manan-SMCC , K — kontrola PBS.

Hladiny statistické vyznamnosti:
skupiny A ve srovnani s kontrolni skupinou: *P < 0,05
skupiny B ve srovnani s kontrolni skupinou: o P < 0,05

skupiny C ve srovnani S kontrolni skupinou: A P < 0,05
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V tomto pokusu byly implantovany nadorové buiiky melanomu B16-F10 na oba boky
mysi. LéCen byl vSak vzdy jen pravy nador. Graf (Obr. 3) ukazuje miru ovlivnéni paralelniho
levého nadoru terapeutiky aplikovanymi pouze do pravych nadord mysi. Z tohoto grafu
(Obr. 3) je patrné, Ze pii terapii dosahuje nejvyssi redukce nadorového rustu levého nadoru
pouziti roztoku samotného terapeutika manan-SMCC (skupina D). Hodnota této redukce je
53,84 %. V dalsi skuping, kde byla pouzita terapie R-848.HCI, dosahuje redukce
nadorového rastu redukce o 45,61 %. Ve skuping, kde byla testovana terapie R-848.HCI
+ mannan-SMCC + Listeria monocytogenes-SMCC (skupina B), ¢ini primérna redukce
nadorového rastu 35,86 %. Pii pouziti terapie R-848.HCI + manan-SMCC ¢inila redukce
pouhych 28,69 %.

EA B eCmD =K

8500 -
8000 -
7500 -
7000 -
6500 -
6000 -
5500 - _1
5000 -
4500 - T
4000 - T
3500 - .
3000 -
2500 -
2000 -
1500 -
1000 -
500 -

Objem niadoru [mm?]

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
Den terapie

Obr. 3: Vliv terapie na rist levého neléceného nadoru.

A — R-848.HCI + manan-SMCC, B - R-848.HCI + manan-SMCC + Listeria
monocytogenes-SMCC, C — R-848.HCI, D — manan-SMCC, K — kontrola PBS

Hladina statistické vyznamnosti:
skupiny B ve srovnani s kontrolni skupinou: o P < 0,05

skupiny D ve srovnani s kontrolni skupinou: 3t P < 0,05
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Po skonceni terapie byla pozorovdna a zaznamenavana doba pieziti mysi, aby bylo

zjisténo, jaky vliv ma terapie na prodlouzeni zZivota mysi. Ze zaznamenanych dat (Obr. 4)

vyplyva, Ze dané terapie nemély zasadni vliv na pieziti mysi. Skupina A piezila v praméru

34,5 dne, skupina B 21,8 dne, skupina C 31,3 dne, skupina D 30,7 dne a kontrolni skupina
K 24,3 dne. Posledni mys§ pokusu (Iécena kombinaci R-848.HCI + manan-SMCC) ptezila

do 49. dne od pocatku terapie. U zadné z mysi v tomto pokusu tedy nebylo docileno hranice

preziti 100 dni a vice. Z vysledkt vyplyva, Ze zatizeni organismt mysi bylo velmi vysoké.
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Obr. 4: Vliv 1é¢by na preziti.
A — R-848.HCI + manan-SMCC, B - R-848.HCI + manan-SMCC + Listeria

monocytogenes-SMCC, C — R-848.HCI, D — manan-SMCC, K — kontrola PBS
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5.2 Vakcinace buikkami B16-F10 s navazanym mananem ve smési s TLR

agonisty

Hlavnim cilem tohoto experimentu bylo zjistit, zda je mozné vyuzit suspenzi
mrazem usmrcenych nadorovych bunék opsonizovanych navazanym mananem v kombinaci
s ligandy TLR receptort jako vakcinacni terapeutikum. Vysledky pokusu jsou zaznamenany
v nasledujicim grafu (Obr. 5). Ve skupin& A bylo uZito terapie 4 x 10°> mrazem zabitych
B16-F10 s navazanym manan-SMCC + R-848 + POLY [:C a primérna redukce nadorového
rastu Cini 46,15 %. Ve skupiné B, kde byla ke stejné smési pridana Listeria
monocytogenes, doslo k primérné redukei ristu o 57,89 %. Nejvyssi redukce nadorového
ristu dosahla skupina C s redukci o 60,84 %. Kombinace 4 x 10° mrazem zabitych B16-
F10 + R-848 + POLY I:.C + Listeria monocytogenes vykazovala nejmensi redukci

nadorového rastu s hodnotou 25,72 %.
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Obr. 5: Vliv terapie na rast nadort pomoci R-848, mrazem zabitych nadorovych bunék

a kombinaci dalSich TLR agonist.

A — 4 x 10° mrazem zabitych B16-F10 + manan-SMCC + R-848 + POLY I:C

B — 4 x 10° mrazem zabitych B16-F10 + manan-SMCC + R-848 + POLY I:C + Listeria
monocytogenes

C — 4 x 10° mrazem zabitych B16-F10 + R-848 + POLY I:C
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D — 4 x 10° mrazem zabitych B16-F10 + R-848 + POLY I:C + Listeria monocytogenes
K — kontrola PBS

Hladiny statistické vyznamnosti:

skupiny C ve srovnani s kontrolni skupinou: 3t P < 0,05

Z grafu na obrazku 6 je patrné, Ze terapie pomoci 4 x 10° mrazem zabitych B16-F10
Si bez navdzaného mananu méla vyznamny vliv na redukci metastazovani, coz svédci

0 predani informaci ziskané imunit¢.
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Obr. 6: Vliv terapie na primérny pocet metastaz ve skuping (intenzita metastazovani).

A — 4 x 10° mrazem zabitych B16-F10 + manan-SMCC + R-848 + POLY I:C

B — 4 x 10° mrazem zabitych B16-F10 + manan-SMCC + R-848 + POLY I:C + Listeria
monocytogenes

C — 4 x 10° mrazem zabitych B16-F10 + R-848 + POLY I:C

D — 4 x 10° mrazem zabitych B16-F10 + R-848 + POLY |:C + Listeria monocytogenes

K —kontrola PBS
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Na obrazku 7 je pak znazornéna prevalence metastaz.
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Obr. 7: Vliv terapie na prevalenci metastaz.

A — 4 x 10° mrazem zabitych B16-F10 + manan-SMCC + R-848 + POLY I:C

B — 4 x 10° mrazem zabitych B16-F10 + manan-SMCC + R-848 + POLY I:C + Listeria
monocytogenes

C — 4 x 10° mrazem zabitych BI16-F10 + R-848 + POLY I:C

D — 4 x 10° mrazem zabitych B16-F10 + R-848 + POLY |:C + Listeria monocytogenes

K —kontrola PBS
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6. Diskuze

Cilem imunoterapie je navozeni a posileni bunécéné i latkové slozky protinadorové
imunity, a tim co nejSetrnéji bojovat proti nddorovym onemocnénim. Proto je pravé
imunoterapie povazovana za dosud nejvhodnéjsi mozny postup 1écby.

Tato prace se v navaznosti na predchozi prace vedené RNDr. Janem Zenkou, CSc.
zamétuje na objasnéni otazek souvisejicich s podpofenim imunitniho systému, terapeutickou
protinddorovou vakcinaci a také na nalezeni dalSich metod zdokonalujicich dosud uzivané
uspesné metody 1éCby zalozené na kombinaci TLR signalizace a rozpoznavajicich

mechanismech fagocytt.

Underhill a Gantner (Underhill a Gantner, 2004) ve své praci popsali synergii TLR
signalizace se stimulaci fagocytdzy vedouci k silné imunitni odpovédi na urovni vrozené
imunity. Tuto ideu potvrdila prace Janotové a kol. (Janotova a kol., 2014), diky ¢emuz jsou
rozvijeny dal$i experimenty zaméfujici se na kombinaci TLR signalizace s podporou
fagocytdzy. Zejména agonisté TLR2, TLR3, TLR4 a TLR9 jsou vhodni ke zvySeni zanétlivé
imunitni odpovédi, kterd napomaha 1écbé nddorového onemocnéni. Tyto stimulanty, zvané
také jako adjuvans, podporuji Gc€innost terapeutickych vakcin, a to predevS§im zvySenim
aktivity myeloidnich bun¢k jakou jsou makrofagy, monocyty a dendritick¢ bunky.
Jako prvni TLR agonista byl v nasi laboratofi testovan lipopolysacharid (LPS), agonista
TLR4, jez byl identifikovan a ziskan z gramnegativnich bakterii (Garay a kol., 2007;
Borghaei a kol., 2009).

V praci Janotové a kol. (Janotova a kol., 2014) se LPS prokazal jako vhodny TLR
agonista. LPS vsak neni kvili jeho toxicité mozno pouzit jako lécebny prostiedek pro lidsky
organismus. Proto je nutné za né&j hledat vhodnou nahradu. Tato prace se tedy zaméiuje
na nalezeni vhodnych funkénich kombinaci resiquimodu.HCI a dalsich ligandi schopnych

stimulovat proces fagocytozy.

Prace Kumzdkové (Kumzakova, 2015) ukazala, Ze ucinnost terapie zaloZené
na synergii resiquimodu s kotvenym mananem je mozno vyrazn¢ zlepsit piidavkem dalSich
TLR agonistl, jako je drobnd grampozitivni bakterie Listeria monocytogenes ukotvena

na nadorové buiiky. Proto byla pouzita i v této praci.
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Historie pouziti bakterii Vv nadorové terapii se datuje jiz od 19. stoleti.
Tehdy americky chirurg William Coley 1é¢il neoperabilni sarkomy intratumoralni injikaci
smési tvofené inaktivnimi bakteriemi Streptococcus pyogenes a Serratia marcescens (v té
dobé Bacillus prodigiosus) (Coley, 1891). S timto preparatem, pozdé€ji nazvanym jako
Coleyho toxiny, dosdhl okolo 10% uspéSnosti vyléceni. Od té doby se datuji pocatky
nespecifické imunoterapie zalozené na poddvani extraktli patogennich mikroorganismu
(Coley, 1910).

N¢kolik let poté byla zjisténa vhodnost pouziti pro 1€cbu nadorovych onemocnéni
I extraktl z jinych bakterii, kterymi jsou naptiklad Mycobacterium Bovis, Corynebacterium
parvum a Listeria monocytogenes (Borghaei a kol., 2009; Bedognetti a kol., 2010; Mellman
a kol., 2011). Posledni zminovana bakterie vykazovala diky sekreci prozanétlivych cytokint

(napf. IL-12) pomérné silnou nespecifickou imunitni odpoveéd’ (Flo a kol., 2000).

V prvnim experimentu bylo snahou zjistit vliv u€inku terapie na druhy paralelni
neléceny nador. Doposud se ukazalo (Kumzakova, 2015), Ze specificka imunita ptsobici
systémové muize byt zapojena i do procesu nddorové imunoterapie, kterd je zalozena
na kombinaci TLR agonistl a ligandt aktivujicich fagocytézu. Mysi vylécené touto terapii
vykazovaly totiz rezistenci vii€i retransplantaci melanomovych bunék, a to stodvacaty
i pétisty den od zahdjeni terapie (Zenka, Ustni sdéleni). To samo ukazuje na nutnou
spolutcast imunologické paméti charakteristické pro ziskanou imunitu. Pro priikaz tohoto
zjisténého jevu byl pouzit model postaveny na dvou paralelnich nadorech, z nichz je lokalné
lé€en pouze pravy nador a vliv na levy neléCeny nador byl sledovan. Timto postupem
dochazelo 1écbou pravého nadoru k vakcinaci organismu proti druhému nadoru diky
postupnému zabijeni nddorovych bungk, fagocytdze a prezentaci antigenli ziskané imunite.
Sledovanim vlivu na vyvoj levého nelé€eného nadoru bylo mozné analyzovat G€inek terapie.

Terapie pravého nadoru se odrazela v ristu paralelniho neléeného nadoru.
Jeho vyvoj byl vyrazné zpomalen. Je zajimavé, Ze nejvétSiho efektu (vice nez 50%
zpomaleni riistu) bylo dosaZeno ve skupiné lécené kotvenim samotného mananu. Vyznam

tohoto pozorovani bude vsak tfeba potvrdit dal§imi experimenty.

Experiment potvrdil zavéry Kumzakové (Kumzakova, 2015) tykajici se vhodnosti
pouziti kombinace resiquimodu/mananu pro nddorovou terapii zejména pak pfi terapii
primarniho nadoru. Nicméné terapeuticky vysledek byl vyrazné¢ slabsi. To lze vysvétlit tim,

ze se jednalo o dva nadory, které nejen organismus vycerpavaji, ale také Stépi imunitni
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odpovéd. Pro studium zapojeni ziskané imunity a potlaovani metastdz intratumoralni

imunizaci (vakcinaci vlastnim nddorem) bude proto tfeba, aby paralelni nddor byl mensi.

Bylo zjisténo, Ze nadorova imunoterapie zalozend na synergii TLR agonistl
a podpory fagocytozy je funkéni i zpohledu pouziti jako intratumoralni vakcinace,
kdy terapii primarniho nadoru se dosahuje navakcinovani celého organismu (Marabelle

a kol., 2014; Hammerich a kol., 2015; Singh a Overwijk, 2015).

Ve druhém experimentu bylo hlavnim cilem vyzkouset moznost pouziti mananem
opsonizovanych melanomovych bunék v kombinaci s TLR agonisty, tentokrat i vcetné
POLY [:C, jehoz pfiddni mé& na uCinnost terapie pozitivni dopad (Glaserova, 2015).
Byl zaznamenan terapeuticky efekt kolem 60% redukce nadorového ristu, a to pfi pouZiti
melanomovych bunék s i bez navazaného mananu. Vliv byl zaznamenan i v oblasti redukce
vyskytu metastdz. Do budoucna se tedy nabizi moznost konstrukce takto zalozenych
protinadorovych terapeutickych vakcin tam, kde neni mozna intratumoréalni aplikace
terapeutika. Bude to vSak vyzadovat optimalizaci terapie a to jak ddvek, poctu nadorovych

bun¢k, tak i vhodného ¢asovani.

I druhy experiment prokédzal systémovy efekt terapie a podporuje tedy nazor,
Ze na imunoterapeuticky zasah na Grovni vrozené imunity navazuje vakcinace organismu
azapojeni ziskané¢ imunity. Tento nazor podporuji 1 neddvné studie provedené
na imunodeficientnich mysich ¢i analyzy tvorby antigen specifickych CD4" a CD8"

lymfocytil (Zenka, ustni sdélent).
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Zavéreény souhrn

Byla vypracovéna reSerSe na téma nadorové imunoterapie véetné otazek terapeutické

nadorové vakcinace.

Byly potvrzeny zavéry tykajici se vhodnosti pouziti resiquimodu Vv synergii

s kotvenym mananem pro nadorovou imunoterapii.

Bylo zjisténo, ze imunoterapie primarniho nadoru brzdi rist paralelniho nadoru.

Byla zji$téna U¢innost terapeutickych vakcin zalozenych na kombinaci TLR agonistii

S mrazem zabitymi nadorovymi bunikami.
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8.  Seznam uzitych zkratek

ADCC - bunécna cytotoxicita zavisla na protilatkach (antibody dependent cellular
cytotoxicity)

AFP — alfa-fetoprotein

APC — antigen prezentujici bunika (antigen presenting cell)

BCR — B-buné&ény receptor (B-cell receptor)

BCR-ABL — breakpoint cluster region-Abelson tyrosine kinase - fizni gen u chronické
myeloidni leukemie

C1 — C9 - slozky komplementu

CDC — cytotoxicita zavisla na komplementu (complement dependent cytotoxicity)

CEA — karcinoembryonalni antigen (carcinoembryonic antigen)

CLRs — C-typ lektinové receptory (C-type lectin-like receptors)

CRP — C-reaktivni protein

CTLDs — C-typ lektinové domény (C-type lectin-like domains)

CTLs — cytotoxické T-lymfocyty (cytotoxic lymphocytes)

DAMPs — molekulové vzory spojené s poskozenim (damage-associated molecular patterns)
DCs — dendritické bunky (dendritic cells)

DMSO - dimethyl sulfoxid (dimethylsulfoxide)

DNA — deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucleic acid)

dsRNA — dvouvlaknova ribonukleova kyselina (double-stranded ribonucleic acid)

EBV — Epstein-Baarové virus

EDTA — kyselina ethylendiamintetraoctova (ethylenediaminetetraacetic acid)

FCS — fetalni bovinni sérum (fetal calf serum)

GM-CSF - faktor stimulujici vznik kolonii granulocytd a makrofagi (granulocyte
macrophage colony-stimulating factor)

HPC — hematopoetic progenitor cells

HPV — lidsky papilomavirus

IL — interleukin

IFN (alfa, beta, gamma) — interferon

I.t. — intratumoralni aplikace injekce (intratumoral)

MAD — monoklonalni protilatka (monoclonal antibody)

MAGE — melanoma antigen genes

MASP2 — mannan-binding lectin serine protease 2
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MBL — lektin vazajici mandzu (mannan-binding lectin)

MDSC — myeloidni supresorové bunky (myeloid-derived supressor cells)

MHC — hlavni histokompatibilni komplex (major histocompatibility complex)

MIF — faktor inhibujici migraci monocyti/makrofagti (macrophage/monocyte migration
inhibitory factor)

NK bunky — pfirozeni zabijeci (natural killers)

NKT bunky — NK T-lymfocyty (natural killers T-cells)

NLRs — NOD like receptory (NOD-like receptors)

PAMPs — molekulové vzory spojené s patogeny, struktury charakteristické pro patogenni
mikroorganismy (pathogen-associated molecular patterns)

PBS — sterilni pufrovany fyziologicky roztok (phosphate buffered saline)

pDCs — plazmocytoidni dendritické bunky (plasmocytoid dendritic cells)

POLY I:C — polyinosinicka-polycitidylicka kyselina (polyinosinic:polycytidylic acid)
PRRs — receptory rozpoznavajici molekulové vzory (pattern recognition receptors)
R-848 — Resiquimod

RLRs — RIG-I-like receptory (RIG-I-like receptors)

s.c. — subkutanni aplikace injekce (subcutaneous)

SMCC - sukcinimidyl-4-(N-maleimidomethyl)cyklohexan-1-karboxylat (Succinimidyl-4-(N-
maleimidomethyl) cyklohexane-1-carboxylate)

SRs — scavengerové receptory (scavenger receptors)

TAA — antigeny asociované s nadory (tumor associated antigens)

TAM — makrofagy asociované s nadory (tumor associated macrophages)

Tc — cytotoxické bunky

TCEP - tris(2-karboxyethyl) fosfin (tris(2-carboxyethyl) phosphine hydrochloride)
TCR — T-bunéény receptor (T-cell receptor)

TGF — transformujici ristovy faktor (transforming growth factor)

Th — pomocny T lymfocyt (helper T cell)

TLRs — Toll-like receptory (Toll-like receptors)

TNF — tumor nekrotizujici faktor (tumor necrosis factor)

TRIF — TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-

TSA — antigeny specifické pro nadory (tumor specific antigens)

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