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Piedmétem piedkladané diplomové prace bylo studium
zmén TCR repertodru u pacientll s metastazujicim
karcinomem ledviny a malignim melanomem lécenych anti-
PD1 protilatkou nivolumabem. Nivolumab selektivné
blokuje interakci mezi PD-1 receptorem a jeho ligandem PD-
L1 a umoznuje restartovat imunitni reakci proti nadorovycm
buitkdm. Cilem prace bylo stanoveni zastoupeni
jednotlivych VB rodin TCR repertoaru u pacientli a
porovnani S kontrolnimi vzorky zdravych déarct. Pro
experimentalni ¢ast prace byla vyuzita metoda pritokové
cytometrie s pfimo zna¢enymi protilatkami anti-CD3 Pacific
Blue, anti-CD4 APC/Cy7, anti-CD8 APC a anti-TCR (FITC
a PE). Vysledna data byla podrobena statistické analyze za
vyuziti neparametrického Wilcoxonova testu a analyzy
hlavnich komponent s grafickym zndzornénim. Vysledky
ukazaly, Ze u pacienttl je slozeni V3 rodin zna¢n¢ odlisné nez
u kontrolni skupiny. Byly zaznamenany vyznamné zmény
v nasledujicich TCR rodinach (p<0.001): snizeni CD4" VB
17, CD8" VB5.1, VB5.3, VB 7.1 a VB 22, zvyseni CD4* VB 16
a Vvp20. Vysledky také ukazaly odlisné chovani urcitych Vf
rodin (CD4" VB 7.1, VB4, VB5.1 a VP22) u pacientt
s karcinomem ledviny oproti pacientim s melanomem.
V piipadé rodiny CD4* VB21.3 byl pozorovan vyznamny
narGst u pacientti s karcinomem ledviny, zatimco u pacienti
s melanomem byl pozorovan vyznamny ubytek stejné Vp
rodiny. Na zékladé¢ téchto wvysledki jsme dosli k
nasledujicim zavérim: 1) Byly zaznamenany zmény TCR
repertodru u pacientd s karcinomem ledviny a malignim
melanomem le¢enych nivolumabem. 2) Nivolumab indukuje
proliferaci specifickych klonotypti VB rodin. 3) Narist
klonotypli VP rodin pravdépodobné souvisi s terapeutickou
odpovédi na 1écbu.
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The object of this thesis was to study the changes of TCR
repertoire in patients with metastatic renal cell carcinoma
and malignant melanoma treated with anti-PD1 antibody
nivolumab. Nivolumab selectively blocks the interaction
between the PD-1 receptor and its ligand PD-L1 and enables
to restart the immune response against cancer cells. The aim
of the study was to determine the proportion of individual
VB families of TCR repertoire in patients and to compare
them with healthy donor controls. For the experimental part
flow cytometry was used, with directly labeled antibodies
anti-CD3 Pacific Blue, anti-CD4 APC / Cy7, anti-CD8 APC
and anti-TCR (FITC and PE). The resulting data were
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Wilcoxon test and principal component analysis with
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Seznam zkratek

APC

ASR

CDR

CRC
CT
CTLA-4

IBD
IL-2

irAE

ITAM

MHC

MRI
PD-1

PD-L1/L2

RCC
TCR

TIL

VHL

antigen-presenting cell, antigen prezentujici burnka

Age Standardized Rate, vékove standardizovana incidence - piima
standardizace

hypervariabilni usek urcujici komplementaritu

colorectal cancer, kolorektalni karcinom

pocitacova tomografie

cytotoxic T-lymphocyte—associated antigen 4, cytotoxicky T-lymfocytem
asociovany antigen 4 receptor

inflammatory bowel diseases, zanétliva onemocnéni stiev

interleukin-2

nezadouci G¢inky souvisejici s imunitou

imunoreceptorové aktivaéni motivy bohaté na tyrosin

major histocompatibility complex, hlavni histokompatibilni komplex

magnetickd rezonance

programmed death receptor 1, receptor programované bunééné smrti 1
ligand programované bunééné smrti 1/2

renal cell carcinom, karcinom ledviny

T-bunéény receptor
tumor infiltrujici lymfocyty

Von Hippel-Lindauova nemoc



1 Uvod

T lymfocyty rozpoznavaji své antigenni peptidy prostiednictvim pisobeni heterodimerni
molekuly T-bunééného receptoru TCR. Prostiednictvim TCR receptoru dochazi
k aktivaci T lymfocyti a k jejich proliferaci, diferenciaci a produkci cytokinu. Aktivace
T lymfocytu je dale regulovana receptorem PD-1, ktery hraje zasadni roli pii procesu
zvaném periferni tolerance, coz je proces regulujici aktivaci T lymfocyti mnoha
imunitnimi kontrolnimi drahami. Nadorové buiiky, které by normalné byly rozpoznavany
T lymfocyty, vyvinuly zpisoby, jak se vyhnout imunitnimu systému hostitele vyuzivanim
periferni tolerance. To vedlo k vyvoji novych 1€kl pouzivanych v imunoterapii, k vyvoji
tzv. checkpoint inhibitorti. Nivolumab je jednim z téchto checkpoint inhibitort. Jedna se
0 monoklonalni protilatku proti receptoru PD-1. Piasobi tak, ze blokuje interakci mezi
inhibi¢nim receptorem PD-1 a jeho ligandy nachazejicimi se na nadorovych buiikach
Predpoklada se, Ze proliferace specifickych klont T lymfocyti (VP rodin) miize byt
spojena s odpovédi na anti-PD-1 terapii, tedy na nivolumab.

Hlavnim cilem piredkladané diplomové prace byla analyza TCR repertoari
U pacientd trpcicich nadorovym onemocnénim, u nichz byla vyuzita imunoterapeuticka
metoda 1é€by pomoci nivolumabu. Strategii bylo pak stanoveni procentualniho
zastoupeni jednotlivych V[ rodin u pacientl a porovnani s kontrolnimi vzorky zdravych
darcii. Pro experimentéalni ¢ast byla vyuzita metoda izolace mononuklearnich bunék,
barveni pfimo znaCenymi monoklondlnimi protilitkami a pratokova cytometrie.
Hlavnimi dvéma zkoumanymi skupinami pacientl byli nemocni s diagnézou karcinomu
ledviny a maligniho melanomu.

Diplomova prace byla provadéna na Onkologické klinice Univerzity Palackého
v Olomouci ve spolupraci s Ustavem molekularni a translaéni mediciny, konkrétng ve

skupiné pod vedenim Prof. MUDr. Martina Klabusaye, Ph.D.



2 Soucasny stav FeSené problematiky

2. 1 Karcinom ledviny

2. 1.1 Epidemiologie

Karcinom ledviny (RCC, zangl. renal cell carcinoma) je 10. nejcastéjSim typem
nadorového onemocnéni u dospélych jedinci. Celosvétové podle pohlavi piedstavuje 6.
nejcastéji diagnostikované rakovinné onemocnéni u muzt a 10. u Zen, coz odpovida 5 %
a 3 % vsech onkologickych diagnéz. Globalni incidence je pfiblizné 337 000 ptipada,
kdy kazdy rok zemftelo 143 000 pacientl. Jenom ve Spojenych statech bylo v roce 2016
odhadovano 62 700 ptipadi RCC, z toho 12 200 amrti (Siegel et al., 2018). Prib¢h
incidence a mortality RCC v Ceské republice v letech 1977-2016 je vyobrazen na Obr.
1.

RCC tvoti ptiblizn€ 85 % vyskytu nadori ledvin. RCC se u ¢loveka vyskytuje
vétsinou sporadicky, avsak ve 4 % se vytvari familiarni (dédi¢né) karcinomy. V prubéhu
diagnézy se az u jedné tietiny postizenych jedinct vyskytuje v metastatické fazi.
K progresi pak dochdzi u vice nez poloviny postizenych jedinci s pivodné

lokalizovanym onemocnénim (Kawaciuk, 2005).

C6d = ZN ledviny nino panvicku -#- Incidence
Wiwaj v Gaze - Mortalita
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Obrizek 1. Pribéh incidence a mortality RCC v CR v letech 1977 — 2016. ASR (z angl. age
standardized incidence/mortality rate) — vékové standardizovana incidence/mortalita (pfevzato

a upraveno z Svod.cz)

2. 1. 2 Rizikové faktory
Etiologické faktory vzniku RCC nejsou znamy. Mezi nejcastéjsi rizikové faktory RCC

patii obezita a hypertenze, ale také uzivani tabakovych vyrobka nebo diabetes (Yuan et
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al., 1998). Dalsim rizikovym faktorem mize byt vystaveni ropnym produktim, t€zkym
kovliim, rozpoustédlim, emisim koksarenskych peci nebo azbestu. V disledku toho se
spojuje vyssi vyskyt karcinomu se znecisténim Zivotniho prostiedi ve vychodni Evropé
(Murai et et Oya, 2004). Zajimavym rizikovym faktorem je také konzumace ¢erveného
auzeného masa. Zahrnujeme sem také dietni navyky, jez mohou piimo pisobit
v etiopatogenezi RCC (Kawaciuk, 2005). Dale byl zjistén castéjsi vyskyt RCC u jedinct
S termindlnim stadiem chronické renalni insuficience, s cystickou renalni nemoci
a U pacientd na dialyze, ktefi podstoupili transplantaci ledvin nebo u pacienti se
syndromem tuberdzni sklerozy (Chow et al., 2010). Genetické predispozice hraji také
vyznamnou roli ve vzniku RCC. Ptiblizn€ 2 az 3 % vSech RCC jsou dédi¢né a popisuje
se n¢kolik autozomalné dominantnich syndrom, z nichz kazdy ma odliSnou genetickou
zakladnu a fenotyp. Nejéastéjsi je von Hippelova-Lindauova nemoc (VHL). Markerem
genetické zavislosti u jedincd trpicich VHL a RCC byla zména na 3. chromozomu.
(Escudier et al., 2016). RCC primarné postihuje muze a Zeny v patém a Sestém desetileti
zivota. Jsou ovSem znamy piipady, kdy postihuje 1 mladé a zdravé jedince ve véku 30—

40 let (Rathmell et Godley, 2004).

2. 1. 3 Symptomy a diagnostika

Ve vétsing pripadi byva naddor ledviny asymptomaticky. Jednim z prvnich a nej€astéjSich
priznakt mize byt hematurie. Objevuje se primérné u 60 % pacientt. Jako dalsi ptiznak
se muize objevit bolest bficha (primérné u 45 % pacientll), hmatatelny bfisni nador
a paraneoplastické syndromy nebo ptiznaky zplsobené metastatickym onemocnénim
(Patard et al., 2003).

Mezi paraneoplastické syndromy fadime naptiklad anemii, polycytemii,
hypertenzi, amyloidézu nebo Staufferiv syndrom. V ptipad¢é Staufferova syndromu se
jedna o hepatopatii, pfesnéji reverzibilni paraneoplastickou dysfunkci. Tato dysfunkce
muze ovliviiovat jaterni testy a byva doprovazena horeckami nebo nekrotickymi zénami
na jatrech. Proto je nutné nejdiive vyloucit, zda se nejednd nahodou o metastatické
poskozeni jater. Pfiznakem zpiisobenym metastatickym onemocnénim muize byt bolest
kosti ¢i patologicka fraktura skeletu. V ptipad¢ metastatického poskozeni plic se muze
objevit trvaly kasel (Patard et al., 2003).

Nedostatek v€asnych varovnych signdlii a rozmanitost klinickych projevii u RCC
je disledkem obtizného urceni diagnosy a 1€€by nemoci. Vzhledem k tomu, ze po vétSinu

svého pribéhu ziistavda RCC klinicky skryt, je Casto diagnostikovan az v pokrocilych
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stadiich. Obvykle ndhodnym radiologickym vySetfenim, které s vySetfenim nadoru vitbec
nesouvisi. Pfikladem muze byt vysetieni zZluénikovych problémi, pii kterych se detekuje
nador na ledvinach nebo nadledvinach (Lam et al., 2005).

SouCasnym piistupem pro detekci a charakterizaci ledvinnych nadorti jsou
zobrazovaci metody, jako je ultrazvuk, pocitacova tomografie (CT) nebo zobrazovani
magnetickou rezonanci (MRI). Ultrazvukem detekujeme vétsinou ndhodné a pfi jiném
vysetieni bficha, ale pozdéji mize byt pouzit pro urceni rozsahu Sifeni piipadného
nadorového trombu. Oproti tomu vyuziti metody CT s kontrastni latkou nam poskytuje
informace o rozsifeni primarniho nadoru, jeho vztahu k okolnim strukturam, morfologii
kontralateralni ledviny a hodnoceni metastaz (Israel et Bosniak, 2008).

Pokud jsou vysledky analyzy neur€ité, je tieba vyuzit MRI, ktera nam poskytuje
jesté presnéjsi informace tykajici se rendlni hmoty a lokalniho ristu nadoru. MRI se
bezpeéné pouziva u t€hotnych pacientl a pacientd se zvysenou hladinou kreatininu nebo
majicich alergii na kontrastni latku (Putra et al., 2009).

K diagnéze nadorh se standardné vyuziva rendlni biopsie. VéEtSinou se provadi
pted chirurgickou a systémovou terapii bez piedchozi histopatologie (Shannon et al.,
2008). Cilem biopsie je stanoveni histologie malignity, subtypu a stupn¢ infiltrace renalni
hmoty. Ve vétsin€ piipadt vykazuje biopsie vysokou specificnost a citlivost na
pritomnost malignity. Ve zbylych 10-20 % ptipadi nejsou vysledky biopsie zcela
piesvédCivé. U rozsahlejSich nadort ledviny, které jsou uréeny k nefrektomii (tj.

chirurgickému odstranéni ledviny), Ize od biopsie upustit (Remzi et al., 2009).
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2. 2 Maligni melanom

2. 2.1 Epidemiologie

Melanom je maligni nador, ktery vznikd z nekontrolované proliferace melanocyti —
bunék produkujicich pigmenty. Nejbéznéjsi forma melanomu je kozni, ale mize se
objevit také melanom v mukoéznich povrsich, uvealnim traktu a leptomeningach (Tsatmali
et al., 2002). Melanom kiize tvoii 5 % vSech koznich malignit, ale pfesto byva jednou
Z hlavnich pficin umrti zptusobenych rakovinou kiize. Na rozdil od jinych druht nadora
ktze ma tendenci rychle metastazovat k jinym organtm (Linos et al., 2009).

Historicky se jednalo o pomérné vzacny druh nadoru, ale v poslednich 50 letech
jeho incidence vzrostla rychleji nez u téméft jakéhokoliv jiného druhu nadoru (Guy et al.,
2015). Nejvice postizenymi jsou obyvatelé zijici v sluneénych zemich, jako je Novy
Zéland a Australie. Toto ma ptimou souvislost i S pfitomnosti populace byvalych
imigrantl bilé barvy kiuze a s vyskytem ozonové diry. Vyskyt melanomu je sice vyssi
v zemich blizkych rovniku, ale mnoho piipadi se vyskytuje i v Evropé. Nejvyssi pocet
piipadd je zaznamenan v Némecku, Nizozemsku, Dansku, Norsku a Svédsku. Zvyseni
miry vyskytu se vyrazné 1isi u obyvatel riiznych etnik, geografickych oblasti, a dokonce
i v ramci populaci skrze v€k a pohlavi. Prevalence melanomu v hispanské populaci
v USA je asi Sestkrat niz$i nez u kavkazského obyvatelstva (Brianstrom et al., 2010).
V afroamerické populaci je prevalence dokonce dvacetkrat nizsi (de Vries et al., 2003).
Epidemiologické tidaje ukazuji konstantni 4—6 % narast ptipadd incidence melanomu
ro¢né (Hollestein et al., 2012). Pribéh incidence a mortality maligniho melanomu

v Ceské republice v letech 1977—2016 je vyobrazen na Obr 2.
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Obrizek 2. Pribéh incidence a mortality maligniho melanomu v CR v letech 1977-2016. ASR
(z angl. age standardized incidence/mortality rate) —vékové standardizovana incidence/mortalita

(pfevzato a upraveno z Svod.cz)

2. 2. 2 Rizikové faktory

Hlavnim rizikovym faktorem vzniku melanomu je expozice slune¢nimu zafeni
(Schadendorf et al., 2018). Podil melanomu piipsaného na expozici sluneénimu zareni
byl v Australii, Kanadg, severskych zemich, Svycarsku a USA odhadovan na vice nez 90
% a mezi 78-90 % v nékolika dalsich evropskych zemich vcetné Velké Britanie
s odhadem 86 % (Parkin et al. 2011). Expozici slune¢nimu zafeni mtizeme bézné rozdélit
na n¢kolik druhd, pficemz kazda nese jinak vysoké riziko vzniku melanomu. Patfi sem
prerusovana (kratkd, intenzivni jako naptiklad opalovani nebo rekreace ve slunecnim
klimatu), chronicka (kontinualni, pracovni) a celkova expozice (dohromady pferusovana
a chronicka) (Elwood et al., 1997). Nicméné nejvétsim rizikem pro vznik melanomu je
prerusovana expozice. Celkova expozice je také spojena se vznikem melanomu, ale riziko
zde neni az tak velké jako u prerusované. Nejmensim rizikem pro vznik melanomu je
chronicka expozice, coz je zpisobeno podporou zhusténi epitelu spole¢né s i¢inkem
opalovani, coz miZze poskytnout mirnou ochranu pied pozdéjsi expozici slunecnimu
zateni (Gandini et al., 2005). Riziko melanomu se li$i nejen podle typu expozice
slune¢nimu zafeni, ale také podle mista na téle, véku a fenotypu hostitele. Melanomy krku
a hlavy se objevuji spise u starSich osob a pfi chronické expozici. Oproti tomu melanomy
trupu a koncetin se objevuji vice u mladsSich osob a pfi pieruSované expozici. Bylo

zjisténo, Ze expozice slunci miiZze zpisobit melanom na vSech mistech téla, avSak rizika
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jsou obvykle cast€jsi u mist ptimo vystavenych slune¢nimu zéfeni nez u pftilezitostné
vystavenych mist (Caini et al., 2009).

Jeden z dalSich hlavnich rizikovych faktord vzniku melanomu je pocet a typ
pigmentovych névi. Névy (lidové znaménka) jsou benigni soubory melanocytt o rtizné
velikosti. Se zvySenym poctem névu se zvysuje riziko vzniku melanomu. Studie ukazaly,
ze jedinci s vice nez 100 névy maji téméi sedmkrat vyssi riziko vzniku melanomu nez
jedinci s méné nez 15 névy. Velikost névu také zvysuje riziko vzniku melanomu, zejména
téch, které maji pramér vétsi nez 2,0 mm. Dale mohou vznikat dysplastické nebo atypické
névy. Tato podskupina névi se vyznacuje cytologickymi abnormalitami jako naptiklad
Spatné definované hranice névu, zména barvy nebo velikost vétsi nez 5 mm. Konkrétnim
ptikladem vySe uvedenych abnormalit je tzv.syndrom dysplastickych néva (téz
familiarni, vicecetny, melanomovy syndrom), jez se vyznacuje vyskytem alespoit dvou
atypickych névi, vétsiho poctu normalnich névti (>100) a névy na neobvyklych mistech
téla (chodidla, hyzd¢, prsa nebo kize na hlavé) (Markovic et al., 2007).

Bylo také prokazano, ze k predikci rizika vzniku melanomu mnohem vice
ptispivaji genetické nez klasické rizikové faktory (Cust et al., 2013). V roce 1994 byly
identifikovany dva geny (CDKN2A a CDK4), které svéd¢i o nachylnosti k melanomu
(Kamb et al., 1994). CDKN2A koduje dva odlisné proteiny p16INK4A a p1l4ARF, jez se
podileji na kontrole bunétného cyklu, potlaceni nadort a starnuti melanocytd. Protein
pl6INK4A se vaze na cyklin-dependentni kindzy CDK4 a CDK®6, inhibuje fosforylaci
proteinu retinoblastomu a progresi buiiky pies kontrolni bod buné¢ného cyklu G1. Protein
pl14ARF indukuje zastaveni bunécného cyklu nebo apoptdzu cestou tumor supresorového
proteinu p53 (Hayward, 2003). Jen asi 2 % vsech ptipadi melanomu v populaci nesou
mutaci genu CDKN2A, avsak pravdépodobnost je mnohem vyssi, pokud je ptitomna silna
rodinnd anamnéza melanomu nebo vice primarnich nadord (Goldstein et al., 2007).
Mutace v genu CDK4 jsou také spojeny s velmi vysokym rizikem vzniku melanomu.
Nicmén¢ CDK4 mutace jsou velmi vzacné a celosvétoveé se nachazeji pouze u nékolika

melanomovych rodin (Hayward, 2003).

2. 2. 3 Symptomy a diagnostika

Kli€¢em zvySeni miry uzdraveni je v€asna vizudlni diagnostika. Ve 20—40 % ptipada se
melanom vyvine z existujicich névu, ale ve zbylych 60—80 % ptipadul se vétSinou vyvine
de novo. Vcasna identifikace melanomu zahrnuje vysetfeni ptfimych vlastnosti

povrchového rozsifujicitho se melanomu, a to podle kritérii ABCDE pro rozpoznavani
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melanomu. Kazdé pismeno znaci jeden druh abnormality névu, A — asymetrie névu
(z angl. asymetry), B — nesrovnalost hranic névu (z angl. border irregularity), C — barevné
variace névu (z angl. color variegation), D — pramér (z angl. diameter), E — vyvoj névu
(z angl. evolving). Jednotlivé druhy abnormalit jsou nazorné zobrazeny na obr 3. (Abbasi
et al., 2004).

Asymetrie névu Nesrovnalost hranic névu

Barevné variace névu Primér névu > 6 mm

Obrazek 3. ABCDE kritéria pro rozpoznani melanomu. Panel 1 ukazuje fotky kozniho
melanomu, které zdliraziuji znaky ABCD. Panel 2 ukazuje vyvoj jednoho névu v kozni melanom
v prubéhu 11 mésict a je zde mozné pozorovat zvySeni pruméru a zménu barvy névu (pievzato

a upraveno od Abbasi et al., 2004).

Jednou z metod, ktera se k diagnostice melanomu vyuziva, je dermoskopie.
Umoziuje nam rychlé a zvétsené (az 10x) pozorovani koznich névu in vivo. Pouziti

dermoskopie snizuje pocet nepotiebnych biopsii. Pro diagnostiku se také vyuziva
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celotélové fotografovani, ale jen v pfipadé€, Ze se u pacientil vyskytuje velké mnozstvi
atypickych névi. Studie ukazaly, ze az 40 % melanoma zjisténych celotélovym
fotografovanim nebylo nalezeno klasickym vysetfenim pomoci dermoskopie. Velmi
obtizné je vsak diagnostikovat nodularni ¢i amelanoticky melanom (tj. bez ptfitomnosti
pigmentu). Jedna se o rychle rostouci druh melanomu, jez narusuje hlubsi struktury ktize
a neprojevuje se varovnymi abnormalitami ABCDE. Klinicky podezielé¢ névy by mély
byt zcela excidovany, véetné nékolika milimetrii od hranice névu, pro histologické

vySetieni (Salerni et al., 2012).
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2. 3 TCR repertoar

2.3. 1T lymfocyty

T lymfocyty jsou centralnimi prvky imunitniho systému obratlovcii a zodpovidaji za
prezentovani vysoce specifické a dlouhodobé bunécné imunitni odpovédi vici
patogeniim. Aby se vyrovnaly obrovské variabilité environmentalnich antigent, zahrnuji
T lymfocyty skupinu bunéénych klont, z nichz kazdy ma schopnost rozpoznat specificky
dany antigen. Fyziologickymi znaky T lymfocytd jsou antigenni specifita, schopnost
pamatovat si a aktivace az po setkani se urCitym antigenem. Tyto vlastnosti jsou
ziskdvany béhem dozravani T lymfocytl, které probiha v brzliku neboli thymu (odtud
nazev T lymfocyty) a pozdéji v sekundarnich lymfatickych organech (slezing,
lymfatickych uzlinach a lymfoidni tkan spojenou s mukéozou) (von Boehmer, 1997).

T lymfocyty jsou odvozeny z lymfoidnich prekurzort, které se produkuji v kostni
dfeni a diferencuji se v thymu, kde se zacnou od sebe odliSovat. Specifita rozpoznavani
antigenu je zprostiedkovana polymorfnim membranovym heterodimerem, T-bunéénym
receptorem TCR (z angl. T cell receptor), ktery je tvofen pti genové rekonstrukci béhem
vyvoje T lymfocytl v thymu a urcuje jim specifitu pro jediny antigen po celou dobu jejich
zivota. Oproti ostatnim protilatkam, které rozpoznavaji volné antigeny, TCR rozpoznéava
pouze ty antigeny, které jsou navazany na molekulu hlavniho histokompatibilniho
komplexu MHC (z angl. major histocompatibility complex) exprimovaného na
plazmatické membrané antigen prezentujici buniky APC (z angl. antigen-presenting cell)
(Viret et Janeway, 1999). Proces prezentace antigenu zajistuji 2 typy MHC molekul;
MHCI (molekuly MHC 1. tfidy) a MHCII (molekuly MHC II. tfidy). Pficemz MHCI
molekuly jsou exprimovany skoro na vSech jadernych buiikach organizmu. Oproti tomu
MHCII molekuly jsou exprimovany pouze na nckolika bunéénych typech, které se
specializuji na prezentaci antigenu (Nossal, 1994). Dulezitou komponentou MHCI
komplexu je B2-mikroglobulin. Je pfitomen na povrchu jadernych bunék a trombocytu.
Strukturné se jedna o polypeptid s molekulovou hmotnosti 11 800 Da (Liabeuf et al.,
2012). U cloveka je P2-mikroglobulin kodovan genem B2M. Patii mezi nadorové
markery. Pro diagnézu napiiklad mnohocetného myelomu je sérovd hladina [2-
mikroglobulinu jednim z prognostickych faktort za¢lenénych do mezinarodniho systému
stagingu. Sérova hladina f2-mikroglobulinu je v dob¢ diagndzy zvysena (>2,7 mg/l) u 75
% pacientt.. Pacienti s vysokymi hodnotami maji kratsi dobu pteziti. U myelomu je
prognosticka hodnota sérovych hladin B2-mikroglobulinu pravdépodobné zpusobena

dvéma faktory; vysoka hladina je spojena s vétsi zatézi nadorem a se selhanim ledvin,
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které nese nepfiznivou prognézu. V ptipadé lymfomu, hladiny B2-mikroglobulinu
obvykle koreluji s fazi onemocnéni a zatézi nadorem u pacientd trpici chronickou
lymfocytarni leukémii. ZvySujici se hladiny jsou spojeny s horSi prognoézou. P2-
mikroglobulin miZze byt alesponn ¢asteCné regulovan exogennimi cytokiny. Nicméné
hladiny B2-mikroglobulinu také vzristaji se zhorSujici se renalni dysfunkci (Dasgupta et
Wahed, 2014).

Vzhledem k tomu, ze jsou MHC komplexy vysoce polymorfni, nezralé
T lymfocyty musi byt béhem vyvoje selektovany pro svou schopnost interagovat s vlastni
MHC molekulou. Tento proces se nazyva pozitivni selekce. Mlize nastat proces zvany
negativni selekce, kdy po ziskani antigen-specifického TCR se vSechny T lymfocyty
reagujici na vlastni antigeny vylou¢i apoptdézou. Tento proces hraje zasadni roli
v centralni toleranci organismu a zabrafuje tak vzniku autoimunitnich onemocnéni

(Nossal, 1994).

2. 3. 1.1 Druhy T lymfocytl
T lymfocyty délime na hlavni dva typy; pomocné T lymfocyty Th (z angl. helper), které
zajistuji celkovou imunitni odpovéd’ a cytotoxické T lymfocyty Tc (z angl. cytotoxic),
které ptimo eliminuji antigeny. Pozdgji byly popsany jesté regulacni T lymfocyty Treg (z
angl. regulation), které¢ reguluji imunitni systém, udrzuji toleranci vuéi vlastnim
antigeniim a zabranuji vzniku autoimunitnich onemocnéni. Th a T¢ rozliSujeme podle
pfitomnosti membranovych molekul CD4 a CD8 (z angl. cluster of differentiation),
pficemz CD4" T lymfocyty patii mezi pomocné a CD8" T lymfocyty mezi cytotoxické.
CD4 a CD8 jsou definovany také jako ko-receptory, protoze urcuji, jaky typ MHC
komplexu bude rozpoznan TCR receptorem. CD4" T lymfocyty rozpoznavaji antigeny
vazané s molekulami MHCII, zatimco CD8* T lymfocyty rozpoznavaji antigeny vazané
s molekulami MHCI (Fabbri et al., 2003).

T lymfocyty, které se nikdy nesetkaly s antigeny, jsou oznac¢ovany jako ,,naivni‘
T lymfocyty, na rozdil od pamétovych T lymfocyti, které zajist'uji rychlejsi imunitni
odpovéd’ pfi opétovném setkani se stejnym antigenem. Adaptivni imunita zavisi na
kazdém naivnim T lymfocytu nesoucim jedine¢ny prototyp antigenniho receptoru
rozpoznavajiciho antigeny, které jsou piedkladany jinymi bufikami. Témito bunkami
mohou byt naptiklad bunky podilejici se na vrozené imunité (dendritické bunky), jez
pfimo rozpoznavaji ur¢ité molekularni struktury spojené s patogenem tzv. PAMP (z angl.

pathogen-associated molecular patterns) a jsou odpovédné za pocateéni zachyceni
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antigenu na periferii a jeho prezentaci T lymfocytim v proximalnich lymfatickych
uzlinach (Janeway, 2002). Po prvnim kontaktu naivniho T lymfocytu se specifickym
antigenem navazanym na MHC molekulu, dochazi k jeho proliferaci a diferenciaci do
pamétovych nebo efektorovych bunck. Efektorové builkky maji odlisné funkcni
schopnosti (Husmann et Bevan, 1988). Po interakci CD4" T lymfocytu s antigenem
navazanym na MHCII molekulu dojde k jejich aktivaci a vzniknou dvé hlavni podskupiny
Thl a Th2. Tyto podskupiny se lisi na zaklad¢ exprese cytokini. Produkované cytokiny
pak podporuji dalsi buniky tcastnici se imunitni odpovedi (B lymfocyty, makrofagy c¢i
cytotoxické T lymfocyty) (Lanzavecchia et Sallusto, 2000). Tnl lymfocyty produkuji
IFN-y (interferon-y) a TNF-B (z angl. tumor necrosis factor-beta), a tim mobilizuji
buné&¢né rameno imunitniho systému k boji s intracelularnimi patogeny. Th2 lymfocyty
vylucuji interleukiny IL-4, IL-13 a IL-25, které jsou nezbytné pro tvorbu vhodnych tiid
protilatek a pro eliminaci extracelularnich patogenti (Mosmann et Coffman, 1989).
Existuje jeste tieti skupina pomocnych T lymfocytt, kterd je oznaCovéana jako Thl7
lymfocyty. Efektorové funkce Thl7 lymfocyti jsou od Thl @ Tn2 odlisné. Produkuji IL-
17 a zdaji se byt kritické pro zvySeni ochrany hostitele proti extraceluldrnim bakteriim
a houbam, které nejsou efektivné vylu¢ovany odpovéd'mi Thl a Th2. Kromé toho bylo
zjisténo, ze se mohou chovat jako silné induktory autoimunitnich onemocnéni (Korn et
al., 2007).

V piipadé CD8" T lymfocytl se pii interakci s antigenem navazanym na MHCI
molekulu tvoii jedna skupina efektorovych buné¢k, tedy skupina cytotoxickych
T lymfocytd. Cytotoxické T lymfocyty kontroluji bunky organiSmu a pomoci
cytolytickych proteinii odstraiiuji ty, které exprimuji cizi nebo nezadouci antigeny.
Piispivaji tak k eliminaci nadorovych buné€k, virem infikovanych bunék, ale 1 bun&k
transplantované tkané. U téchto bunék vyvolaji apoptdzu za vyuziti proteinu FasL nebo

systému perforin/granzym B (Lanzavecchia et Sallusto, 2001).

2. 3. 2 T-buné&ny receptor, TCR

T lymfocyty rozpoznavaji své antigenni peptidy prostiednictvim pisobeni heterodimerni
molekuly T-bunééného receptoru TCR. TCR je vazan v membrané T lymfocyti. Tento
zpusob adaptivni imunity je charakteristicky pro vétSinu obratlovetu (Hofmann et al.,
2010). U vétsiny zralych T lymfocytl je TCR tvofen ze dvou polypeptidovych fetézci
(o a B). Existuje ale i mala ¢ast (asi 10 %) zralych T lymfocytt, u kterych se vyskytuje

TCR tvofen fetézciy a 0.
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Podle toho je TCR rozdélovan na dva druhy of TCR a yo TCR (Richards et Nelson,
2000). Podobn¢ jako imunoglobuliny je TCR tvofen dvéma extracelularnimi doménami
(Obr. 4a). Jedna se o variabilni (V) a konstantni (C) doménu tvofici netplné prstence
spojené disulfidickou vazbou. Variabilni doména fetézce TCR je tvofena N-koncovou
oblasti a zajiStuje vysokou sekvencni variabilitu, kde se nachazeji tfi useky urcujici
komplementaritu, tzv. hypervariabilni useky — CDR1, CDR2, CDR3 (zangl.
complementarity determining region). Variabilni oblast fetézce TCR pak piimo
interaguje s antigen-MHC komplexem. Nasleduje konstantni doména, ktera se vyznacuje
konzervativni sekvenci. Jeji soucasti je také kratka spojovaci oblast (S), pomoci které se
oba fetdzce TCR spojuji disulfidickou vazbou. Retézec je k membrané T lymfocytd
ptfichycen hydrofobni transmembranovou oblasti (T), kterd je tvofena pozitivné nabitymi
zbytky aminokyselin lysinu a argininu zajistujici interakci TCR s komplexem CD3. Na
karboxylovém konci fetézce se nachazi jesté kratka cytoplazmaticka oblast tvofena 5 az
12 aminokyselinami, ktera plynule navazuje na (T) oblast (Weiss et al., 1995).

Aktivace T lymfocytl zavisi na vazbé mezi TCR/CD3 komplexem a antigen-
MHC komplexem, nasledné na spravné iniciaci, amplifikaci signalu a procesech
zahrnujicich fadu ligandi a receptort. Protoze off heterodimer postrada vlastni
intracelularni signalizaéni doménu, musi se spojit s CD3 komplexem, ktery obsahuje
celkem deset imunoreceptorovych aktivacnich motivii bohatych na tyrosin (ITAMs,
z angl. immunoreceptor tyrosine-rich activation motifs) odpovédnych za ptenos signald
(Harris et Kranz, 2016). Spojeni TCR a CD3 komplexu je nutné, ale neni dostatecné k
uplné aktivaci T lymfocytl a spusténi efektorové funkce (proliferace, diferenciace, pieziti
a produkce cytokini). Je vyzadovan druhy signal, ktery je poskytovan ko-stimulujicimi
molekulami - CD28, CD80 a CD86 (Esensten et al., 2016) (Obr. 4b). K ptevodu
aktivaéniho signalu a interakci mezi T lymfocyty a cilovou burikou pfispivaji svym
pusobenim také CD4 a CD8 koreceptory. Koreceptor CD4 je exprimovan na povrchu
pomocnych Th a regula¢nich Treg lymfocytech a je vyzadovan pro rozpoznani molekuly
MHCII. Oproti tomu koreceptor CDS je exprimovan na cytotoxickych T lymfocytech a
je vyzadovan pro rozpoznani molekuly MHCI. Funk¢ni synergie mezi TCR a koreceptory
je zalozena na vazb¢ S invariantni oblasti MHC molekul a na spojeni cytoplazmatickych
koncu s proteinovymi kinazami (napf¥. Lck z angl. lymphocyte-specific tyrosine kinase),
které se podileji na ITAM zprostiedkované transdukei signdlu, jakmile jsou pfivedeny do

tésné blizkosti TCR/CD3 komplexu (Artyomov et al. 2010).
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Obrazek 4.
a) Schematické zobrazeni molekuly T-bunééného receptoru a jeho o a P fetézce, obsahujici
variabilni (V) a konstantni (C) doménu a spojovaci (S), transmembranovou (T)
a cytoplazmatickou (C) oblast (pfevzato a upraveno od Kindt et al., 2007).
b) Schematické zobrazeni pievodu signalu receptorem TCR. Na obrazku je zobrazena

aktivace CD8"* T lymfocytu. Aktivace T lymfocytu je proces zavisly na antigenu, ktery
vede k proliferaci a diferenciaci naivnich T lymfocyti do efektorovych T lymfocytu.
Tento proces vyzaduje primarni a koaktivaéni signaly spoustéjici intracelularni
fosforylac¢ni kaskady a novou genovou expresi. Signal 1 nastane, kdyZ se TCR vaze na
cizi antigen prezentovany molekulou hlavniho histokompatibilniho komplexu MHCI na
povrchu antigen-presentujici buiiky (APC) / cilové bunky a koreceptor CD8 vaze
molekulu MHCI. Signal 2 vznika koaktivaci molekuly CD28 u T lymfocytu s molekulami
ko-stimulujicich proteinii (CD80 / CD86) na APC / cilové bunce. Kinazy asociované
s koreceptorem CDS8 jsou potom piivedeny do blizkosti CD3 komplexu a dochazi
k fosforylaci ITAM motivi, které pak interaguji s jinymi kinazami, podporujici signalni
transdukci vedouci k produkci cytokint, stejné jako proliferaci a diferenciaci bunck

(ptevzato a upraveno od Tendeiro et al., 2018)

2.3.2.1Diverzita TCR

TCR diverzita je somaticky generovana pomoci genovych ptestaveb, které umoziiuji, aby

z omezené sady genti bylo produkovano nékolik riznych receptorti. Existuji celkem Ctyfi

genové lokusy, které koduji TCR — TRA, TRB, TRD, TRG. Kazdy z nich kéduje jeden ze

¢tyt TCR fetézct a, B, vy a 8. U kazdého lokusu miizeme nalézt tfi nebo Ctyii genové
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segmenty — variabilni (V), spojovaci (J), diverzifika¢ni (D) a konstantni (C). K produkci
funk¢éniho TCR genu dochazi pii brzké diferenciaci T lymfocyt a pii procesu zvaném
V(D)J rekombinace. Jedna se o genové pieskupeni vySe zminénych segmentti na zakladé
rekombinace (Davis et Bjorkman, 1988). Variabilni doména molekuly TCR vznika
pteskupenim V, D, a J segmenti, zatimco konstantni oblast je kodovana C segmenty. Ke
zprostiedkovani V(D)J rekombinace je potieba enzymatického komplexu obsahujiciho 2
specifické proteiny — RAGLl a RAG2 (z angl. recombinase-activating gene), které
rozpoznavaji a $tépi DNA v oblastech rekombinac¢nich signalnich sekvenci. Tyto oblasti
se nachazi na okrajich V, D, J segmentt, konkrétn€ na 3¢ konci V segmenti, 5 konci J
segmentt a obou koncich D segmentd. (Olaru et al., 2005).

V ramci TRA lokusu jsou V a J segmenty rekombinovany a vzajemné srovnany
s C segmentem vedle sebe. Rekombinace u TRB lokusu je obdobna jako u TRA lokusu s
tim rozdilem, Ze je zde pfitomen jesté D segment. D segment je obsazen také u TRD
lokus, ktery se nachazi uvnitt TRA lokusu, a proto se Vv ptipadé¢ TRA lokusu spise uziva
oznaceni TRA/TRD lokus. Variabilita TCR je omezena pfevazné tfemi kratkymi
vlasenkovymi smyc¢kami (CDR1, CDR2, CDR3) na kazdém fetézci. CDR1 a CDR2
smycky jsou kodovany v zarodecné linii variabilnimi segmenty o a p fetézce (TRAV,
TRBV). Naopak CDR3 smycky jsou generovany nahodnou deleci nebo adici
templatovych nukleotid ve spojich mezi rekombina¢nimi genovymi segmenty V, (D) a
J (Gras et al., 2010).

vd TCR jsou také generovany V(D)J rekombinaci. Pfredpoklada se, ze v disledku
zaClenéni vice segmentt D, které 1ze pielozit do libovolného ¢teciho ramce, je fetézec
TCR- 6 nejrozmanitéjSim fetézcem TCR. Z toho vyplyva, Ze teoreticky pocet riznych yd
TCR, ktery by mohl byt produkovan, je potencialné mnohem vétsi nez pro afp TCR (Attaf
etal., 2015).

Ke zvyseni diverzity TCR repertoaru prispiva jednak polymorfismus v TRBV
segmentu a moznost vyuziti vice nez jednoho genového D segmentu soucasné¢ u TRD
lokusu (Girardi, 2006). U lidi muze teoreticky samotna V(D)J rekombinace genovych
segmenti produkovat az 10'® TCR (Sewell, 2012).

2. 3. 2.2 TRB lokus a jeho genové V[ rodiny
Lidsky TRB lokus se v ramci genomu nachazi v oblasti 7935 a dosahuje velikosti 620 kb.
Sklada se ze 64 az 67 gentt TRBYV, které se dale déli do 32 podskupin. Skoro vSechny

TRBV geny jsou umistény po sméru transkripce pted duplikovanym DJC-clusterem,
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ktery se d¢li na dvé ¢asti obsahujici pro prvni ¢ast jeden TRBD gen, Sest TRBJ genti
a jeden gen TRBC1, a pro druhou cast jeden TRBD gen, osm TRBJ genti a jeden gen
TRBC2. Oproti tomu gen TRBV30 je jako jediny lokalizovany v invertovaném sméru
transkripce hned za genem TRBC2. Vétsina TRBV gent zaujima centromerickou pozici,
zatimco TRBV30 gen nachazejici se na 3' konci lokusu je nejvice telomernim genem
v TRB lokusu. Potencialni repertoar se sklada ze 40 az 48 funk¢nich geni TRBV, které
patii do 21 az 23 podskupin, dvou TRBD gend, tfinacti TRBJ genti (6 z prvniho klastru
a7 z druhého klastru) a dvou TRBC genl. Bylo lokalizovano Sest samostatnych
nefunkénich TRBV, které se nachazi na chromozomu 9 v oblasti 9p21. Celkovy pocet
lidskych TRB genti na haploidni genom je 82 az 85, respektive 88 az 91, pokud jsou
zahrnuty geny na 9. chromozomu, z nichz 57 az 65 je funkénich (Lefranc, 2001).

Segmenty Vf gent jsou od sebe odliseny specifickym pojmenovanim podle své
rodiny, a podle toho, jak uzce souvisi s ostatnimi ¢leny rodiny. Tradi¢né 75 % shoda na
urovni nukleotid byla pouzita jako mezni hodnota mezi podrodinami (Toyonaga et Mak,
1987; Wilson et al. 1988). Velké mnozstvi VP genovych segmentii ma za nasledek urcity
pocet nedorozuméni v literature, protoze existuje mnoho piipadi, kdy rizné skupiny
védcu daly stejnému genu rizné nazvy nebo rizné geny pojmenovaly stejnym nazvem.
K vyfeseni téchto problémt byla vytvofena mezinarodni skupina, ktera pfifazuje
konzistentni ndzvy vSem variabilnim genovym segmentiim. Jednim z prvnich zplsobii
pojmenovavani je podle Svétové zdravotnické organizace WHO-IUIS Nomenclature
Sub-Committee on TCR Designation (Kazatchkine, 1995), kdy jsou jednotlivé V[ genové
segmenty a jejich alely oznaceny ¢islem podle potadi objevu. Srovnanim dosavadnich V3
genovych segmentt a odliSenim jejich spole¢nych alel byla ze 138 specifickych sekvenci
ziskana skupina 65 Vf genovy segmenti (Arden et al., 1995). Na zaklad¢ sekvenéni
homologie pak bylo téchto 65 VB genovych segmentl rozdéleno do 34 VP genovych
rodin, pii¢emz kazdy ¢len dané rodiny je z vice nez 75 % homologni na Grovni nukleotida
s alespon jednim dal§im ¢lenem stejné rodiny (Rowen et al., 1996). V jedné VB genové
rodin€ nemusi byt vzdy jen jeden nebo dva typy VP genovych segmentii. Existuji V3
genové rodiny, které jsou viceclenné, naptiklad VP8 a VP13, které obsahuji 5 a 8 Vf
segmentt (Arden et al., 1995).

DalSim zplisob pojmenovavani je podle Rowen et al., kdy jsou pfifazovana Cisla
jednotlivym V[ genovych segmenti podlé svého poradi v TRB lokusu. Za vyuziti této

nomenklatury jsou VB genové segmenty rozdéleny do 30 VP genovych rodin. Vychazi

24



Z ni genomova databédze genti pro TCR a imunoglobuliny vyvinuté za i¢elem organizace
znalosti o genech a jejich klasifikace, IMGT (Folch et Lefranc, 2000).

65 VP genovych segmentl Ize snadno rozdélit na funkéni geny a pseudogeny
vypoctovou analyzou na trovni DNA. Pseudogenni 1éze mohou vzniknout z chyb
v genové expresi (selhdni transkripce, sestfihu RNA, translace nebo pteskupeni DNA)
nebo proteinové struktury (pfed¢asné ukonceni, nespravné pieklady ¢teciho ramce nebo
substituce kompromitujici funkci proteinu). Podle téchto kritérii se 46 V[ genovych
segmentu jevi jako funk¢ni a 19 z nich piedstavuji pseudogeny (Rowen et al., 1996).

Diversitu VB genovych segmentl zvysuje jejich polymorfismus. Na rozdil od
vysokého stupné polymorfismu MHC antigend, je polymorfismus detekovany ve V[
genovych segmentech TRB lokusu omezeny. Existuji omezené pocty alel pro jednotlivé
VP genové segmenty, fadoveé do 10 alel. Tyto alely se liSi v jednom nebo nékolika mélo

nukleotidech (Day et al. 1994).
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2. 4 Imunoterapie

2. 4.1 Receptory PD-1 a CTLA-4

Klicovym pozadavkem imunitniho systému je odliSit sebe od ostatnich. I kdyz je tento
koncept jednoduchy, jeho implementace je velice slozita. V centru tohoto procesu je
rozpoznavani a vazba TCR na antigen pfipojeny k MHC komplexu na povrchu APC
bunck. Mnohé dalsi faktory pak ovliviuji, zda tato vazba vede k aktivaci T lymfocyti
nebo anergii (tj. nedostate¢na imunitni reakce na antigen). Diferenciace T lymfocyti
zaCind v brzliku, kde nezral¢ buiiky proliferuji a vytvareji Siroky repertoar TCR
prostfednictvim rekombinace genovych segmenti TCR. Poté zacina selekéni proces a T
lymfocyty se silnou reaktivitou vici vlastnim peptidim jsou v brzliku odstranény, aby se
zabranilo autoreaktivité v procesu nazyvaném centralni tolerance (Goldrath et Bevan,
1999). T lymfocyty s nedostatec¢nou vazbou s MHC komplexem podléhaji apoptoze, ale
ty, které mohou slabé reagovat na molekuly MHC a vlastni peptidy, nejsou eliminovany
a jsou uvoliovany jako naivni butiky pro cirkulaci krvi, slezinou a lymfatickymi organy.
Jsou zde vystaveny profesionalnim APC, které vykazuji cizi antigeny (v ptipadé infekce)
nebo mutované vlastni proteiny (v pifipadé¢ malignity). Nékter¢ TCR mohou mit
specificitu, ktera je zktizené reaktivni s vlastnimi antigeny. Aby se zabranilo autoimunit¢,
béhem imunitni reakce dochazi v né€kolika krocich k regulaci aktivace T lymfocyti
mnoha imunitnimi kontrolnimi drahami, coz je proces nazyvany periferni tolerance (Fife
et Bluestone, 2008). Patii sem draha receptoru CTLA-4 (z angl. cytotoxic T- lymphocyte—
associated antigen 4) a draha receptoru PD-1 (z angl. programmed death receptor 1)
(Greenwald et al., 2005). Predpoklada se, ze CTLA-4 a PD-1 drahy pasobi v riznych
stadiich imunitni reakce. CTLA-4 je povazovan za ,vidce” inhibitorGi imunitniho
kontrolniho bodu, protoZe zastavuje potencialné autoreaktivni T lymfocyty v pocateénim
stadiu aktivace naivnich T lymfocytd v lymfatickych uzlinach (Krummel et Allison,
1995). PD-1 draha reguluje diive aktivované T lymfocyty v pozdéjsich stadiich imunitni
reakce, pfedevsim v perifernich tkanich (Fife et Bluestone, 2008). Klicovym konceptem
v imunoterapii nadord je, ze nadorové bunky, které by normaln¢ byly rozpoznavany T
lymfocyty, vyvinuly zptisoby, jak se vyhnout imunitnimu systému hostitele vyuzivanim
periferni tolerance (Dunn et al., 2004). Inhibice drah imunitniho kontrolniho bodu vedla
k vyvoji nékolika novych 1€kt ipilimumab (anti-CTLA-4), nivolumab a pembrolizumab
(anti-PD-1). Existuji klicové podobnosti a rozdily v téchto cestach, coz ma dopad na

terapii zhoubnych nadort (Buchbinder et Desai, 2016).
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2.4.1.1Draha CTLA-4

Aktivace T lymfocyti je komplexni proces, ktery vyzaduje vice nez jeden stimula¢ni
signal. Vazba TCR na MHC poskytuje specificitu k aktivaci T lymfocytu, ale jsou
zapotiebi dalsi kostimulaéni signaly. Ty jsou zprosttedkovany vazbami molekul B7-1
(CD80) nebo B7-2 (CD86) vyskytujicimi se na APC s molekulami CD28 vyskytujicimi
se na T lymfocytu. Dostatecné hladiny vazby CD28:B7-1/2 vedou k proliferaci a zvysSeni
preziti T lymfocytu, diferenciaci a produkci cytokind, jako je naptiklad IL-2 (Buchbinder
et Desali, 2016).

CTLA-4 (CD152) je homolog CD28 s mnohem vys$i vazebnou afinitou pro B7;
na rozdil od CD28 vsak vazba CTLA-4 na B7 nevyvolava stimula¢ni signal. Tato
kompetitivni vazba tak muze zabranit vzniku kostimula¢niho signalu normalné
poskytovanym vazbou CD28:B7 (Obr. 5) (Chambers et al., 2001). Relativni velikost
vazby CD28:B7 versus vazba CTLA-4:B7 urcuje, zda bude T lymfocyt podroben aktivaci
nebo anergii (Krummel et Allison, 1995). Dale nékteré dikazy naznacuji, Ze vazba
CTLA-4 na B7 muize ve skutecnosti produkovat inhibi¢ni signaly, které plsobi proti
stimulaénim signalim poskytovanych vazbami CD28:B7 a TCR:MHC. Navrhované
mechanismy pro takové inhibi¢ni signdly zahrnuji ptimou inhibici TCR, inhibici CD28
nebo jeho signalni drahy nebo zvySenou mobilitu T lymfocyti vedouci ke snizené
schopnosti interakce s APC buiikami (Masteller et al., 2000). CTLA-4 samotny podléha
regulaci, zejména podle lokalizace v bunce. V klidovych naivnich T lymfocytech se
CTLA-4 nachazi primarné v intracelularnim kompartmentu. Stimulacni signaly vzeslé
jak z vazby TCR:MHC, tak CD28:B7, indukuji upregulaci CTLA-4 na bunécném
povrchu exocytéozou vezikuli obsahujicich CTLA-4 (Linsley et al., 1996). Silngjsi
signalizace TCR vyvolavd vice CTLA-4 translokaci na bunéény povrch. V pfiipadé
Cistého negativniho signalu prostfednictvim vazby CTLA-4:B7 je plIné aktivaci
T lymfocytd zabranénéno inhibici produkce IL-2 a progresi buné¢ného cyklu (Krummel
et Allison, 1996).

CTLA-4 se také podili na dalSich aspektech imunitni kontroly. Regulacni
T lymfocyty (Treg) kontroluji funkce efektorovych T lymfocytt a jsou kliCovymi hraci pii
udrzovani periferni tolerance. Na rozdil od efektorovych T lymfocytl, Treg podstatné
exprimuje CTLA-4, coz je povazovano za dulezité pro jejich supresivni funkce. Ve
zvifecich modelech geneticky deficit CTLA-4 u Treg zhorsil jejich supresivni funkce.

Jednim z mechanismd, o kterych se predpoklada, ze jimi Treg reguluji efektorové T bunky,
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je downregulace B7 ligandti na APC, coz vede ke sniZeni kostimulace CD28 (Wing et al.,
2008).

A

Produkce IL-2
Proliferace
Zvysené preziti T lymfocyta

SniZena produkce IL-2
SniZena proliferace
Snizené pieziti T lymfocyta

Cisty
negativni

signal

Obrazek 5. Inhibice T lymfocyti zprostfedkovana CTLA-4. T lymfocyty jsou aktivovany, kdyz
TCR vaze antigen, ktery je predstaven MHC komplexem na APC bunkach spolecné s kostimulaci
zprostifedkovanou vazbou CD28: B7.
a) V pfiipadé¢ slabého stimulu TCR, pievazuje vazba CD28:B7, coz ma za nasledek Cisty
pozitivni aktivacni signal a produkci IL-2, proliferaci a zvySené preziti T lymfocyti.
b) V ptipadé silného stimulu TCR je zvySena exprese CTLA-4. To je zapfi¢inéno zvySenym
transportem CTLA-4 na bunéény povrch z intracelularnich zasob a sniZzenou internalizaci
(tj. presun molekuly z vn&jsiho povrchu buiky do nitra burniky). CTLA-4 soutézi s CD28
o0 vazbu B7 molekul. Zvyseni vazby CTLA-4: B7 ma za nasledek ¢isty negativni signal,
ktery omezuje produkci IL-2, proliferaci a preziti T lymfocytl (pfevzato a upraveno
od Buchbinder et Desai, 2016).
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2.4.1.2 Draha PD-1

PD-1 (CD279) je ¢lenem skupiny kostimulacnich receptorti B7/CD28. Reguluje aktivaci
T lymfocytt prostifednictvim vazby na vlastni ligandy, ligand programované bunééné
smrti 1 (PD-L1, CD274) a ligand programované bunécné smrti 2 (PD-L2, CD273).
Podobn¢ jako signalizace CTLA-4, vazba s PD-1 inhibuje proliferaci T lymfocyti
a produkci IFN-y, TNF-o (z angl. tumor necrosis factor-a), IL-2 a snizuje pieziti
T lymfocyta (Obr. 6) (Keir et al., 2008). Pokud T lymfocyt vykazuje soubézné vazani
TCR a PD-1, signaly generované PD-1 zabranuji fosforylaci klicovych meziprodukta
signalizace TCR, coz ukoncuje jeho Casnou signalizaci a snizuje se aktivace T lymfocytl
(Bennett et al., 2003). Exprese PD-1 je charakteristickym znakem ,,vyCerpanych®
T lymfocyth, které vykazovaly vysokou urovefi stimulace nebo sniZzenou pomoc CD4*
T lymfocytd. Tento stav vycerpani, ke kterému dochdzi béhem chronickych infekci
a nadorového onemocnéni, je charakterizovan dysfunkci T lymfocytta, coz vede

k suboptimalni kontrole infekci a nador (Buchbinder et Desai, 2016).
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T lymfocyt

PD-1 PD-L1
upregulace upregulace

PD-L1

Proliferace

Produkce cytokini
\ [FN'Y
PD-1 PD-1
Snizeni proliferace T lymfocyt

Snizeni produkce cytokini
Snizené pieziti T lymfocytu

Obrazek 6. Inhibice T lymfocytd zprostiedkovana PD-1. T lymfocyty rozpoznavajici nadorové
antigeny mohou byt aktivovany pro proliferaci, vyluovani zanétlivych cytokind a odolavani
bunééné smrti. Prodlouzena stimulace TCR béhem probihajici imunitni reakce mize zpisobit
zvySeni exprese PD-1. Nadorové builkky mohou exprimovat PD-L1 a PD-L2 jako disledek
zanétlivych cytokinli nebo onkogennich signalnich drah. PD-1:PD-L1 vazba inhibuje pozitivni
signalizaci zprostfedkovanou TCR, coz vede ke snizené proliferaci, snizené¢ sekreci cytokinii

a snizenému pieziti T lymfocytl (pfevzato a upraveno od Buchbinder et Desai, 2016)

CTLA-4 i PD-1 ma podobné negativni u¢inky na aktivitu T lymfocytl. Nicméné
casovani downregulace, odpové€dné signalni mechanismy a anatomickd mista imunitni
inhibice se lisi. Na rozdil od CTLA-4, ktery je omezen na T lymfocyty, je PD-1 vice
exprimovan na aktivovanych T lymfocytech, B lymfocytech a myeloidnich bunkach.
CTLA-4 funguje béhem primarni faze aktivace T lymfocytt, naopak PD-1 funguje béhem
faze efektoru, ptevazné v perifernich tkanich (Keir et al., 2008). Distribuce ligandt PD-1
se také 1i8i od distribuce ligandi CTLA-4. Ligandy B7 pro CTLA-4 jsou exprimovany
profesiondlnimi APC bunikami, které se obvykle nachdzeji v lymfatickych uzlinadch nebo

sleziné (Fife et Bluestone, 2008). PD-L1 je exprimovan na leukocytech, na
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nehematopoetickych bunikach a v nelymfoidnich tkanich. Dale miZze byt indukovan na
parenchymalnich bunkach pomoci zéanétlivych cytokind (IFN-y) nebo nadorovych
signalnich drah (Chen, 2004). K expresi PD-L1 také dochazi na mnoha riznych typech
nadort, a to byva spojovano se zvySenym mnozstvim lymfocytt infiltrujicich nador (TIL,
zangl. tumor-infiltrating lymphocytes) (Taube et al., 2014). PD-L2 je primarné
exprimovan na dendritickych bunkach a monocytech, ale mize byt indukovan i u jinych
imunitnich a neimunitnich bun¢k v zavislosti na mistnim mikroprostfedi (Rozali et al.,
2012). PD-1 ma vyssi vazebnou afinitu pro PD-L2 neZ pro PD-L1 a tento rozdil mize byt
zodpovédny za rozdilné efekty téchto ligandi k imunitni odpovédi. Vzhledem k tomu, ze
ligandy PD-1 jsou exprimovany v perifernich tkanich, ptedpoklada se, ze jejich interakce
s PD-1 udrzuji toleranci v lokaln¢ infiltrovanych tkanich (Fife et Bluestone, 2008).

Rozmanitost ligandt pro PD-1 vede k riznym biologickym u¢inktim v zavislosti
na tom, ktery ligand je vdzan. Tyto rGzné biologické tc€inky pravdépodobné piispivaji
K rozdilim v aktivité a toxicité¢ mezi protilatkami namifenymi proti PD-1 (zabranujici
vazbé na oba ligandy), na rozdil od protilatek namifenych ptimo proti PD-L1 (Buchbinder
et Desali, 2016).

2. 4. 2 Checkpoint inhibitory

Checkpoint inhibitory jsou novou tfidou protinadorovych 1é¢iv. Tyto protilatky se
zamé&fuji na normalni imunitni buiiky, aby stimulovaly protinadorovou odpovéd’. Pracuji
tak, ze blokuji interakce mezi inhibi¢nimi receptory exprimovanymi na T lymfocytech
a jejich ligandy. V onkologii jsou dvé hlavni tfidy checkpoint inhibitord, které jsou
v klinickém vyvoji nejpokrogilejsi, anti-CTLA-4 a anti-PD-1/PD-L1 protilatky. Sest
z téchto protilatek (ipilimumab, nivolumab, pembrolizumab, avelumab, atezolizumab
a durvalumab) bylo schvaleno ufadem pro kontrolu potravin a 1é¢iv FDA (z angl. Food
and Drug Administration) pro klinické pouziti. Checkpoint inhibitory mtzou mit u¢innost
u celé fady typi nadort. Na tyto 1éky vSak reaguji pouze urcité podskupiny pacientt.

Navic mohou vyvolat toxicitu podobnou autoimunité (Manson et al., 2016).

2.4.2.1CTLA-4 blokada (Ipilimumab)

Inhibice drdhy CTLA-4 je typem imunoterapie, ktera indukuje nebo zvySuje
protinadorové imunitni reakce. Ipilimumab je prvnim checkpoint inhibitorem
schvalenym ufadem FDA (Azoury et al., 2015). Jedna se o monoklonalni protilatku

rekombinantniho lidského imunoglobulinu IgG1l zaméfenou na receptor CTLA-4.
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Ipilimumab je tim, Ze se vaze na receptor CTLA-4, schopen blokovat jeho interakci
s molekulami CD80 nebo CD86 a umoznuje tak optimalni interakci mezi molekulami
CD28 na T lymfocytech s molekulami CD80/86 na APC buiikach, coz vede k optimalni
aktivaci T lymfocytu (Obr. 7) (Patel et Woodman, 2011).

A CD28 ligace s CD80/CD86 B CTLA-4 kompetuje s CD28 o vazbu s CDS0/CD86 C ipilimumabem zprostfedkovand blokdda CTLA-4

f/ CTLA-4 //‘ C:Bof\(ﬂ CTLA-%\ / \{pﬁnmcf—ab CTLAf—

nadorovi y \ [ idorov: H ( nadorova | T lymfocyt
& o) (it T ooy (B ) -
\ + ﬂ\_i_ \ / H i — ""_

Cpsoicpss| | €D28 o @ co2s CDBO/CDS6

podpora funkece T lymfocytu inhibice funkce T Iymfoytu podpora funkce T lymfocytu

cD28

Obrazek 7. CTLA-4 blokada pii 1é¢bé melanomu (pievzato a upraveno od Jazirehi et al., 2016).
a) Zanormalnich podminek ligace CD28 s CD80 nebo CD86, jsou T lymfocyty aktivovany.
Negativni regulacni signalni molekula CTLA-4 soutézi s CD28 ve vazbé na ligandy
rodiny B7.
b) CTLA-4 ligace ligandt rodiny B7 inhibuje funk¢énost T lymfocytt (proliferace, aktivace,
sekreci cytokint).
c) Protilatka namifena proti receptoru CTL-4 inhibuje jeho vazbu k ligandim rodiny B7,

¢imz podporuje funkcénost T lymfocyti.

Ipilimumab prokézal vyznamny piinos ve zlepSovani celkového pieZiti u pacientli
postiZzenych metastatickym melanomem ve dvou studiich faze III, a to ve studii MDX010-
20, ktera porovnavala ipilimumab s vakcinou proti glykoproteinu 100 a studii CA184-
024, ve kterém byla standardni 1é¢ba (dakarbazin) srovnéna s lécbou, pii které byl
dakarbazin podavan spole¢né s ipilimumabem. V ramci studie MDX010-20 bylo 676
pacientti randomizovano do 3 skupin, které se liSily uzivanim jednotlivych 1é¢iv. V prvni
skupin¢ dostavali ipilimumab v davce 3 mg/kg v kombinaci s gp100 vakcinou, ve druhé
skupiné 3 mg/kg ipilimumabu samotn¢é a ve tieti skupiné¢ samotné¢ gpl00 vakciny.
Ipilimumab prokazal, ze median doby celkového pieziti je 10 mésicu. Pacienti, ktefi méli
progresi onemocnéni a vykazovali dlouhodobou odpovéd’ nebo casteCnou/tplnou
odpoveéd’ byli nasledné 1éCeni reindukei ipilimumabu (Scarpati et al., 2014). V ramci
studie CA184-024 byli pacienti randomizovani do dvou skupin. V prvni skupiné dostavali
ipilimumab v kombinaci s dakarbazinem, ve druhé kontrolni skupiné byl podavan jen
dakarbazin. Ipilimumab byl podavan v davce 10 mg/kg v podobé 4 infuzi a v intervalu
3 tydnt, nasledné po dobu 12 tydnti do progrese onemocnéni. Tato studie podpotila

myslenku, Ze ipilimumab je zavisly na ddvce a Ze zvysujici se davky od 0,3 do 10 mg/kg
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zvySuji procento odezvy u pacientd. Pfidani ipilimumabu k dakarbazinu tak zlepsilo
celkové preziti pacienti. Median doby celkového preziti byl zvySen na 11,2 mésice
(Robert et al.,, 2011). Ipilimumab dale prokazal neobvykle dlouhodobé odezvy
u jednotlivych pacienti a relativné vyssi miru odezvy (od 10 % do 15 %) neZ u tradi¢nich
1é¢iv nebo inhibitord BRAF (Tarhini, 2013).

Piesny mechanismus, kterym ipilimumab indukuje protinadorovou odpovéd, je
nejasny, 1 kdyz vyzkum doposud naznacuje, ze blokada CTLA-4 ovliviiuje fazi
imunitniho primingu podporou aktivace a proliferace vyssiho poctu efektorovych
T lymfocyti bez ohledu na TCR specificitu, a snizenim Treg-zprostfedkované suprese
odpovédi T lymfocyta (Buchbinder et Desai, 2016). Bylo ovSem zjisténo, ze CTLA-4
blokada u pacientll s melanomem, zvySuje diverzitu perifernich T lymfocytt (Robert et
al., 2014). Studie s ipilimumabem u pacientti s melanomem nebo karcinomem prostaty
poskytla diikkazy, ze zakladni profil T lymfocyti mlze byt také dulezity. Pii pocatecni
1é¢b¢ a nasledné dalsim pokraovani 1éCby byl prokazan okamzity obrat repertoaru
T lymfocytd. Byly identifikovany jak expanze, tak i ztraty jednotlivych klonotypl
T lymfocytl, ovSem stale dochazelo k ¢istému zvyseni diverzity TCR repertoaru (Cha et
al., 2014). Celkové preziti vSak bylo spojeno s udrzovanim klonu ptitomnych ve vysoké
frekvenci na vychozich hodnotach. U pacientii s kratSim celkovym pfezitim se pocet
téchto nejvyssich frekvenci klont snizil spole¢né pii aplikovani 1é¢by. Tato zjisténi
naznacuji, Ze €¢innd blokdda CTLA-4 mlZe zaviset na schopnosti zachovat jiz existujici
T lymfocyty s vysokou aviditou (Buchbinder et Desai, 2016).

Lécba plné humanni anti-CTLA-4 monoklonalni protilatkou ipilimumabem je
typicky spojena s nastupem nezadoucich ucinkl souvisejicich s imunitou (irAE, z angl.
immune-related adverse events), které silné souviseji s jeho mechanismem ucinku
zalozenym na imunité. CTLA-4 blokada odstraniuje ochranu zprosttedkovanou CTLA-4
pred autoimunitou a je zodpovédnd za Siroké spektrum autoimunitné-zanétlivych
vedlejsich ucinkt (Di Giacomo et al., 2010). Ackoli davky 3 mg/ kg produkuji slabsi
reakce nez davky 10 mg/kg, vyssi davky vedou k vyssim arovnim toxicity (Simeone et
al., 2014). Retrospektivni analyza nékolika studii lécby ipilimumabem u pacientti
S pokroc¢ilym melanomem ukazala, ze irAE se vyskytly u pfiblizné 64,2 % lé€enych
pacientd z ¢ehoz z 1 % vyustily v umrti (Scarpati et al., 2014). Nejbéznéjsi irAE jsou
vyrazka, kolitida, hepatitida a hypofyzitida. Tyto irAE se projevily zejména béhem
indukéni faze. Vice nez 50 % pacienti melo tézké vyrazky, které byly spojeny

S hlubokymi dermalnimi a perivaskularnimi infiltraty lymfocytd. V 16 % ptipadech se
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U pacientd objevila také enterokolitida 3.—4. stupné. Piestoze jsou irAE nevyhnutelné,
mohou korelovat s regresi tumoru u pacienti S nadorovym onemocnénim. U pacientl
1é¢enych ipilimumabem, u kterych se vyskytly irAE 3.—4. stupné, bylo hlaseno, ze maji
vyznamné vys$§i miru regrese tumoru nez pacienti bez irAE (36 % oproti 5 % pacientt).
U pacientt s diagnézou melanomu, kteti byli 1é¢eni ipilimumabem bylo zjisténo, ze mira
objektivni odezvy byla vyznamné vyssi neZ u pacientt, u kterych nedoslo k enterokolitidé

(36 % oproti 11 %) (Luke et Ott, 2015).

2. 4. 2.2 PD-1 blokada (nivolumab a pembrolizumab)

Blokada PD-1 (Obr. 8) funguje béhem efektorové faze a dochazi k obnoveni imunitni
funkce T lymfocytii na periferii, které byly vypnuty po prodlouZzené nebo vysoké hlading
expozice antigenu, jako tomu je u pokro¢ilych nadort. Ligandy pro PD-1 mohou byt
exprimovany nadorovymi bunikami. Exprese PD-L1 v nadorovych burikach se 1isi podle
typu nadoru. Avsak zda se, ze exprese je zvlasté vysokd u melanomu, nemalobunééného
karcinomu plic (NSCLC, zangl. non-small cell lung cancer) a nadoru vaje¢nika.
Ukézalo se, Ze exprese PD-L1 na nadorovych bunikdch je vyznamné asociovana s expresi
PD-1 na TIL a byla lokaln¢ asociovana s expresi PD-L2, kdy byl tento ligand také
exprimovan (Taube et al., 2014). Mezi monoklonalni protilatky, které cili na PD-1

mizeme zahrnout nivolumab a pembrolizumab (Tsai et al., 2014).

A interakce PD-1 a2 PD-L1 B blokada ligandu PD-L1 zprostredkovana protilitkou (C blokada receptoru PD-1 zprostiedkovana protilatkou

— — — -~
- B

- -~ ~

2 “\PD- PDA4 z NPD-L1  PD-1—_
nidorovi Iymfocy nadorova } - T lymfocy
buiika buiika protilatka

' - g™ g~

rezistence nadorovych buiiék vici apoptoze T lymfocyty pieZivaji a zabiji nadorové buikky T lymfocyty preZivaji a zabiji nidorové buiiky

nadorova
buiika

Obrazek 8. PD-1 blokada pfti 1¢¢bé melanomu (pievzato a upraveno od Jazirehi et al., 2016).
a) Zanormalnich podminek ligace PD-1 s PDL-1 nebo PDL-2 dochazi k negativni stimulaci
T lymfocytt, takze i v pfitomnosti TCR, ktery rozpoznava peptid/MHC komplex jsou
T lymfocyty neaktivni k usmrceni nadorovych bunék.
b) Protilatka namifena proti receptoru PD-1 nebo c) ligandu PD-L1 navazanim podporuje

funk¢nost T lymfocyti a eradikaci nadorovych bunék.

Nivolumab je plné¢ humanni 1gG4 monoklonalni protilatka proti receptoru PD-1.
V roce 2010 byly publikovany vysledky prvni studie faze I u ¢lovéka s anti-PD-1 latkou,
ktera hodnotila jeho bezpecnost a snaSenlivost v souboru 39 pacientil s pokrocilymi

refrakternimi (tj. nereagujicimi na 1é¢bu) solidnimi nadory. Nivolumab byl pacientim
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podavan ve zvySujicim se davkovani od 0,3 mg/kg az po 10 mg/kg. Vysledky ukazaly, ze
nivolumab byl velice dobie tolerovan az na jeden ptipad, kdy se u pacienta objevil
zavazny nezadouci u¢inek (kolitida). U¢innost nivolumabu byla posuzovana podle kritérii
RECIST (z angl. Response Evaluation Criteria in Solid Tumors). U jednoho pacienta
doslo k uplné remisi nemoci, nasledné u dvou dalsich pacientt k ¢aste¢né remisi a u dvou
jinych pacient bylo pozorovano jen zmenseni nadoru (Brahmer et al., 2010). V roce
2014 byly publikovany vysledky vétsi studie faze I, do které bylo zatfazenou 296 pacientd,
z toho 107 pacientu s melanomem. Byl testovan vicedavkovy rezim s davkami v rozmezi
0,1 az 10 mg/kg podavanymi jednou za 2 tydny v 8tydennim lééebném cyklu. Celkova
mira odezvy na nivolumab u pacientti s melanomem byla 31 %, avsak pfi davce 3 mg/kg
byla pozorovana az 41 % mira odezvy. Median doby pieziti bez progrese nemoci byl 3,7
mésictu (9,7 mésice pii davce 3 mg/kg), median doby trvani odezvy u 33 reagujicich
pacientl byl 24 mésict (17,3 mésict pii davce 3 mg/kg) a median doby celkového preziti
byl 16,8 mésictu (20,3 mésice pii davee 3 mg/kg) (Topalian et al., 2014). Co se tyce
toxicity, mezi nejbéznéjsi nezadouci ucinky patfila tinava (32 %), vyrazka (23 %)
a prujem (18 %), pticemz u 22 % pacientl doslo vyvinuti irAE 3. az 4. stupné. U pacientl
s melanomem nebyla pozorovana zadna iimrti souvisejici s nivolumabem, ale v celkové
populaci pacienti byla zaznamenana 3 umrti, ktera byla spojena s pneumonitidou, a to
u dvou pacientti s NSCLC a jednoho s kolorektalnim karcinomem (Topalian et al., 2012).

Pembrolizumab je humanizovand monoklonalni IgG4 protilatka proti PD-1.
Pocatecni studie faze | hodnotici pembrolizumab zahrnovala 135 pacienti
S metastatickym melanomem a lé¢ila je ddvkami v rozmezi od 2 mg/kg kazdé 3 tydny do
10 mg/kg kazdé 2 tydny. Byla pozorovana slibna protinddorova aktivita (celkova mira
odezvy byla 38 % ve vSech davkach) a piijatelna bezpeénost (Hamid et al., 2013). Hlavni
klinicky pfinos byl vSak zaznamenan az v nasledné kohortové studii, kdy bylo
randomizovano 173 pacientl s progresivnim, neresekovatelnym melanomem, ktefi
dostali alesponl pfedchozi 2 davky ipilimumabu a pak kazdé 3 tydny nasledné 2 nebo 10
mg/kg pembrolizumabu (Tsai et al.,2014). Celkova mira odezvy u obou davek byla 26
%. Median doby pteziti bez progrese nemoci byl pro davku 2 mg/kg 22 tydnti a pro davku
10 mg/kg 14 tydnt. Pembrolizumab byl dobfe snasen a profily nezadoucich ucinku byly
podobné mezi obéma davkovymi skupinami. Nezadouci Uuc¢inky souvisejici
s pembrolizumabem se objevily u 82 % pacientti v obou davkovych skupinach. Nejcasté;ji
se objevila unava, svédéni a vyrazka. irAE 3.—4. stupné se vyskytly pouze u 3 pacient,

a to autoimunitni hepatitida, makulopapularni vyrazka a pankreatitida (Tsai et al.,2014).
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V ramci dvou studii faze |, u pokro¢ilého melanomu byla také prokdzana slibna
aktivita protilatek anti-PD-L1, i kdyz s obecné niz§i mirou odpovédi nez protilatky anti-
PD-1. Patfi sem protilatka MDX-1105, ktera je vysoce afinitni, pIné¢ humanni, PD-L1-
specificka, imunoglobulinova IgG4 monoklonalni protilatka, ktera také inhibuje vazbu
PD-L1 na PD-1. Dalsi ptikladem je lidsk& monoklonalni protilatka zndma jako
atezolizumab, ktera ma geneticky upravenou Fc-doménou cilici PD-L1 (Tsai et al., 2014)
ama schvalenou terapeutickou indikaci. Dalsi 1é¢iva proti PD-L1 durvalumab a avelumab
jsou piedmétem vysledki klinickych studii a také maji schvalené terapeutické indikace.
V soucasné dob& se vyviji i jedna protilatka proti PD-L2 (AMP- 224), ktera je zatim

pouzivana vV ramci monoterapie (Tsai et al.,2014).
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3 Material a metody

Pristroje:

centrifuga

prutokovy cytometr BD FACSverse (BD Biosciences, EU)

vortex

pocitaC se specializovanym programem pro priutokovy cytometr (program - BD

FACSuite)

Pomiicky:
automaticka pipeta (5 pl, 200 pl, 1 ml), sterilni $pi¢ky k pipetam, 10 ml sterilni zkumavky,

1,5 ul sterilni mikrozkumavky

Chemikalie:

PBS pufr (1x tedény; 7,4 pH, Thermo Fisher Scientific, USA), Histopaque-1077 (Sigma-
Aldrich, USA), piimo znaené protilatky anti-CD3, anti-CD4, anti-CD8 (SONY,
Japonsko) viz tab. 1, Beta Mark TCR V3 Repertoir Kit (Beckman Coulter, USA) viz tab.
2.

Tabulka 1: Seznam pfimo znac¢enych protilatek anti-CD3, anti-CD4, anti-CD8

Nazev Fluorochrom | Katalogové | Klon Isotyp (druh)
¢islo

Pacific Blue™ anti-human CD3 Pacific Blue 2102155 UCHT1 | IgG1, x (mouse)

APC/Cy7 anti-human CD4 APC/Cy7 2102590 RPA-T4 | IgGl, x (mouse)

APC anti-human CD8 APC 2323610 SK1 IgG1, « (mouse)

APC — alophycocyanin
Cy7 —cyanin 7
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Tabulka 2: Seznam piimo znacenych protilatek TCR V[ Repertoir Kitu

Testova lahvi¢ka VB rodina Fluorochrom Klon Isotyp (druh)
A 5.3 PE 3D11 IgG1 (mouse)
7.1 PE+FITC ZOE 1gG2a (mouse)
3 FITC CH92 IGM (mouse)
B 9 PE FIN9 1gG2a (mouse)
17 PE+FITC E17 .5F3 IgG1 (mouse)
16 FITC TAMAYAL.2 | 1gG1 (mouse)
C 18 PE BA62.6 IgG1 (mouse)
5.1 PE+FITC IMMU157 1gG2a (mouse)
20 FITC ELL1.4 IgG (mouse)
D 13.1 PE IMMU222 IgG2b (mouse)
13.6 PE+FITC Ju74.3 IgG1 (mouse)
8 FITC 56C5.2 1gG2a (mouse)
E 5.2 PE 36213 IgG1 (mouse)
2 PE+FITC MPB2D5 IgG1 (mouse)
12 FITC VER2.32 1gG2a (mouse)
F 23 PE AF23 IgG1 (mouse)
1 PE+FITC BL37.2 IgG1 (rat)
21.3 FITC 1G125 1gG2a (mouse)
G 11 PE Cc21 1gG2a (mouse)
22 PE+FITC IMMU546 IgG1 (mouse)
14 FITC CAS1.1.3 IgG1 (mouse)
H 13.2 PE H132 IgG1 (mouse)
4 PE+FITC WIJF24 IgM (rat)
7.2 FITC Z1Z0U4 1gG2a (mouse)

Nomenklatura od Wei et al. (1994)

PE — phycoerythrin

FITC - fluoresceinisothiokyanat

3. 1 Krevni vzorky

Odbéry krevnich vzorki pro vyzkum byly provadény specializovanou sestrou pii
normdlnim rutinnim vySetfeni na onkologické klinice Fakultni nemocnice Olomouc.
Pacienti i dobrovolnici podepsali protokol informovaného souhlasu s vySetienim. Krevni
vzorky byly odebirany v ¢asovém obdobi od tnora 2018 do unora 2019. Pro zabranéni
koagulace byly krevni vzorky odebirany do antikoagula¢nich zkumavek
s ethylendiamintetraacetatem tridraselnym (K3EDTA). VSechny krevni vzorky byly

zpracovany do 24 hodin po odebrani. Celkové bylo pro analyzu zmén v TCR repertoaru
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méteno 9 vzorki pacientd ve vékovém rozmezi 53 az 72 let, ktefi byli 1é¢eni pro karcinom
ledviny, 12 vzorkt pacientu ve v€kovém rozmezi 26 az 89, ktefi byli 1éCeni pro maligni
melanom 2 vzorky pacienti ve vékovém rozmezi 24 az 54 let, kteii byli 1é¢eni pro
kolorektalni karcinom. VSichni pacienti byli 1é¢eni nivolumabem, jako 2. az 5. linie po
ptedchozim podani INF-a, sunitinibu, pazopanibu, everolimu nebo axitinibu. Krevni
vzorky v§ech pacientll byly hodnoceny a porovnavany s 14 kontrolnimi vzorky zdravych

darcu.

3. 2 Priprava vzorku pro prutokovou cytometrii

3. 2. 1 Izolace leukocytii

Pro izolaci mononuklearni bun¢k (lymfocyty, monocyty, granulocyty) z periferni krve
byl pouzit Histopaque-1077 (Sigma-Aldrich, USA). Izolace probéhla podle nasledujiciho
postupu: Do sterilni plastové zkumavky (10 ml) byl napipetovan 1 ml nesrazlivé periferni
krve pacientd s diagnozou karcinomu ledviny, maligniho melanomu nebo kolorektalniho
karcinomu. Nasledné v poméru 1 : 1 byl pfidan 1 ml PBS pufru. Nafedéné 2 ml roztoku
krve byly ptepipetovany do druhé sterilni plastové zkumavky (10 ml), ktera obsahovala
2 ml Histopaque, a to tim zptsobem, Ze bylo nutné opatrné nadvrstvit nafedénou krev na
Histopaque tak, aby nedoslo ke smiseni obou roztokii (smiseni roztokli by mélo za
nasledek Spatné rozseparovani vzorku krve na jednotlivé faze — erytrocyty,
mononuklearni buriky, plasma, Histopaque). Nasledné byla provedena gradientova
centrifugace pii 400xg po dobu 30 minut pii teploté 22 °C. Rozseparovani na jednotlivé
faze po centrifugaci je zobrazeno na Obr. 9. Nasledné byl proveden sbér mononuklearnich
bun¢k; do dalsi sterilni plastové zkumavky (10 ml) byl piepipetovan prstenec
mononuklearnich bunék (cca 0,5 ml). Tento objem byl doplnén PBS pufrem do 4 ml
a byla provedena opétovna centrifugace pii 200xg po dobu 10 minut pfi teploté 22 °C.
Po centrifugaci byl odpipetovan piebyte¢ny PBS supernatant a peleta mononuklearnich

bunék byla nafedéna a dopInéna ¢istym PBS pufrem do 0,5 ml.
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Obrazek 9. Rozseparované faze periferni krve pomoci Histopaque (pfevzato a upraveno od

Reeves et Sinclair, 2014)

3. 2. 2 Aplikace pfimo zna¢enych protilatek na T lymfocty

K obarveni bunék byly pouzity pfimo znacené protilatky anti-CD3, anti-CD4, anti-CD8
(viz tab. 1) a Beta Mark TCR V[ Repertoir Kit (Beckman Coulter, USA), ktery obsahoval
24 ptimo znaéenych protilatek anti-TCR seskupenych do 8 testovych lahvicek (test
A- H). Kazda ze 24 protilatek byla specificka pro ur¢itou VP rodinu (viz tab. 2). Tento
kit kvantifikujici 24 riznych VP rodin pokryva piiblizn€ 70 % normalniho lidského TCR
VB repertoaru (Brewer et Ericson 2005). Aplikace protilatek probéhla podle nasledujiciho
postupu: Byla vytvofena fada osmi 1,5 ml mikrozkumavek (kazda pro jinou testovou
lahvicku). Do kazdé z nich bylo z pfedem vyizolované a nafedéné suspenze bunék
napipetovano 50 pul suspenze bungk, ke které bylo ptidano 2,5 ul anti-CD3 Pacific Blue,
2,5 pul anti-CD4 APC/Cy7, 2,5 pul anti-CD8 APC protilatky a 5 ul anti-TCR protilatky
(test A-H). Celkové bylo pfipraveno 8 mikrozkumavek pro 1 vzorek krve 1 pacienta
(darce). Nasledné byly vzorky inkubovany ve tmé po dobu 20 minut pfi laboratorni
teploté (25 °C). Po inkubaci bylo do kazdé z 8 mikrozkumavek ptfidano 0,5 ml PBS pufru.

Takto ptipravené vzorky byly nasledné méfeny na pritokovém cytometru.

3. 3 Priitokova cytometrie

Celkové bylo analyzovano 24 Vp rodin CD4" a CD8" subpopulace u kazdého pacienta
I zdravého darce. Analyza probihala pomoci prutokového cytometru BD FACSverse (BD
Biosciences, EU) a programu BD FACSuite. Pritokovy cytometr byl pravidelné kazdy
tyden kalibrovan pomoci mikrosfér BD FACSverse CS&T Research Beads. Pred
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analyzou byly provedeny kompenzace jednotlivych fluoresce¢nich barev podle

standardniho protokolu.

3. 3. 1 Gating

Gating probihal podle nasledujiciho postupu: Nejdiive byla ve forward/side scatter
(FSS/SSC) modu vyselektovana oblast vyskytu mononukledrnich bunc¢k oznacend
V naSem piipadé jako gate P1 (Obr. 10). Nasledn¢ byla vyselektovana oblast lymfocytt
jako podmnozina gatu P1 oznacena jako gate P2 (Obr. 10). Na Obr. 10 jsou také uvedeny
pozice vyskytu ostatnich skupin leukocytt (granulocytd a monocyta).
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Obrazek 10. FS/SS Dot plot zobrazujici vyselektovanou populaci lymfocyti a ostatni podskupiny

leukocytu

Nasledné byl =zgatu P2 odvozen histogram intenzity fluorescence
CD3" T lymfocyti obarvenych anti-CD3 Pacific Blue protilatkou, kde byla zobrazena
pozitivni a negativni populace bunék, ptfi¢emz pozitivni populace byla znacena gatem

CD3 (CD3* T lymfocyty) (Obr. 11).
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Obrazek 11. Histogram intenzity fluorescence CD3* T lymfocytd. V450 na ose x znadi

fluorescenéni barvu Pacific Blue. Gate CD3 znadi intenzitu fluorescence pozitivni populace

CD3" T lymfocyti.

Z gatu CD3 byly nasledné odvozeny 2 histogramy intenzity fluorescence. Prvni
zobrazoval intenzitu fluorescence pozitivni populace CD4" T lymfocyti obarvenych
protilatkou anti-CD4 APC/Cy7, kde byla zobrazena pozitivni a negativni populace bunék,
pti¢emz pozitivni populace byla znacena gatem CD4 (Obr. 12) a druhy intenzitu
fluorescence pozitivni populace CD8* T lymfocytl obarvenych protilatkou anti-CD8
APC, kde byla také zobrazena pozitivni a negativni populace bunék, pficemz pozitivni

populace byla zna¢ena gatem CD8 (Obr. 13).
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Obrazek 12. Histogram intenzity fluorescence CD4" T lymfocyti. Gate CD4 znadi intenzitu

fluorescence pozitivni populace CD4" lymfocytu.
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Obrazek 13. Histogram intenzity fluorescence CD8" T lymfocytid. Gate CD3 znaci intenzitu

fluorescence pozitivni populace CD8" T lymfocytu.

Nasledné byly z gati CD4 a CD8 odvozeny 2 dot-ploty, které zobrazovaly
individualni reprezentaci V rodin. Na Obr. 14 je zobrazeno procentualni zastoupeni V3
rodin CD4" T lymfocytd (VB 8, VP 13.6, VB 13.1). Na Obr. 15 je zobrazeno procentualni
zastoupeni VP rodin CD8" T lymfocyti (VB 8, VB 13.6, VB 13.1).
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Obriazek 14. Dot-plot zobrazujici individualni reprezentaci CD4" V3 rodin (VB 8, VP 13.6, VB
13.1)
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Obrazek 15. Dot-plot zobrazujici individualni reprezentaci CD8* V[ rodin (VB 8, VB 13.6, V[
13.1)

3. 4 Metody statistické analyzy

Naméfend data pomoci prutokové cytometrie byla podrobena statistické analyze. Byla
vyuzita analyza pomoci zakladniho neparametrického testu metodikou bootstrap piistupu
(jednovybérovy Wilcoxoniyv test) a dale byla data analyzovana vicerozmérnou metodou
vybéru hlavnich komponent.

Zakladni soubor, ktery byl analyzovan, obsahoval udaje 0 individudlnim
zastoupeni VP rodin CD4" a CD8" T lymfocytd u pacientli 1é¢enych nivolumabem.
U nékterych pacienti byla provedena opakovana méteni, celkem bylo zahrnuto 26 méfeni
u 23 pacientti. U kazdého pacienta bylo sledovano celkem 48 Vf rodin, z toho 24 ze
subpopulace CD4 a 24 subpopulace CD8. Dohromady ur¢ené rodiny tvoii ptiblizn¢ 70 %
z dané subpopulace (Brewer et Ericson, 2005), coz je ve shod¢ s nami naméfenymi daty.
Soubor nemocnych zahrnoval pacienty s karcinomy ledviny (12 méfeni/9 pacientl),
s kolorektalnim karcinomem (2) a s malignim melanomem (12). Shodné udaje byly
zjistovany u anonymni kontrolni skupiny zdravych darcii, obsahujici 14 méfeni.

Vzhledem k charakteru dat, které jsou jednak vzajemné zavisla, a nepftilis velkému
souboru, byla zvolena analyza pomoci zakladniho neparametrického testu metodikou
bootstrap pfistupu a dale byla data analyzovana metodou hlavnich komponent. Zavislost
dat v souboru mezi sebou vychazi z toho, Ze ubytek jedné hodnoty Vf rodiny implikuje
nartst jiné — po doplnéni fiktivnim udajem do 100 procent lze na data nahliZet jako na

uzavieny 48rozmérny simplex v 49rozmérném prostoru pozorovani. Rovnéz opakovani
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udajii méfenych na stejném subjektu je pfic¢inou zavislosti jednotlivych pozorovani.

Statistické analyzy byly zpracovany softwarem R-language verze 3.3.

3. 4. 1 Jednovybérovy neparametricky Wilcoxontiv test
Pro porovnani hodnot Vf rodin mezi nemocnymi a kontrolni skupinou bylo zvoleno
neparametrické porovnani dané hodnoty VP u pacienta s mnozinou hodnot naméfenych
u kontrol. Toto uspofadani experimentu testu odstrafiuje ob¢ zminéné zavislosti dat
vstupujicich do testu uvedeného v predchozim odstavci. Pro testovani, zda hodnota
pacienta by mohla zapadnout mezi namétené hodnoty kontrol, byl pouzit jednovybérovy
Wilcoxonuv test (Bauer, 1972). Tento pfistup je robustni vici situaci, kdy ze 14 hodnot
si nejsme jisti samotnym statistickym rozlozenim hodnot dané veli¢iny ve zdravé
populaci, takze nejsme schopni vérohodné pouzit nékteré znamé statistické rozlozeni, jak
by vyzadoval parametricky pfistup. Prostou analyzou souboru lze nahlédnout, Ze u fady
hodnot je vyskyt konkrétni VB rodiny znac¢né individualni, takze tato hodnota bude vzdy
u nezanedbatelného mnozstvi jedinch naptiklad pod trovni detekce. Pro testovani byla
zvolena hladina s p-value=0.001. Testovala se vzdy nulova hypotéza, Ze hodnota
U konkrétniho pacienta je v souladu s vysledky kontrolni skupiny.

Pro kazdé p-value bylo provedeno 48x26 takovych statistickych testd. Byla
pouzita oboustrannd verze testu — pokud test zamitl nulovou hypotézu, je v pfisluSném
policku udaj o tom, zda hodnota byla vyrazné¢ pod (down) nebo nad (up) vysledky

kontrolni skupiny.

3. 4. 2 Metoda vybé&ru hlavnich komponent

Jiny analyticky pfistup spocéival v pokusu o vizualizaci vicerozmémého prostoru dat
vhodnou projekci. Byla vyuzita metoda vybéru hlavnich komponent (z angl. principal
component analysis). Byl vytvorfen biplot, ktery zobrazoval jak porovnani TCR spekter
pacientl v rAmci diagnéz, tak i odli§né chovani jednotlivych VP rodin. Cim byla hodnota
pacienta nebo urcité Vp rodiny vzdalenéjsi od stiedu biplotu a ostatnich hodnot, tim byla

vice odli$na.
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4 Vysledky

Cilem experimentalni ¢asti bylo stanovit TCR repertoar jak CD4" T lymfocyti, tak
CD8'T lymfocyth u pacientd 1éenych nivolumabem pii 1é¢bé karcinomu ledviny
a maligniho melanomu. K tomu byla vyuzita metoda prutokové cytometrie a gatovaci
strategie viz kapitola Gating. Celkové bylo analyzovano 24 Vf rodin z kazdé subpopulace
T lymfocytd u kazdého pacienta. Pro pojmenovani jednotlivych VB rodin byla vyuzita
nomenklatura podle Wei et al. (1994) viz kapitola Material a metody (tab. 2).

4. 1 Primérné zastoupeni jednotlivych Vf rodin u zdravych darci
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Graf 1. Porovnani pramérnych hodnot zastoupeni (osa y) jednotlivych VB rodin obou
sledovanych subpopulaci T lymfocyti (osa x) u zdravych kontrolnich darci. Chybové Gsecky zde

znadi standardni chybu.

Nejprve byly analyzovany V[ rodiny u 14 kontrolnich vzorkd, které byly ziskany od
zdravych darct. Bylo hodnoceno primérné zastoupeni jednotlivych VP rodin. Jednotlivé
hodnoty VP rodin jsou procentualni hodnoty z celkového poctu T lymfocyti. Celkovy
soucet se u kontrol pohyboval kolem 66,3 % v ramci CD4" subpopulace a 74 % CD8"
subpopulace, u pacientii pak 69,5 % CD4" subpopulace a 65,6 % CD8"* subpopulace.
U kontrol je tedy sledovany vybér CD8" zastoupen o néco silné&ji nez u pacientii, u CD4*
je rozdil celkového souctu neznatelny. Vysledky grafu 1 ukazuji, Ze v rdmci subpopulace
CD4" T lymfocyti se hodnoty primérného zastoupeni jednotlivych VB rodin pohybuji
mezi 0,48-8,78 %. Vysledky dale dokumentuji, ze vramci subpopulace CD8"
T lymfocytd se primérné hodnoty zastoupeni jednotlivych Vf rodin pohybuji mezi 0,59-
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6,41 %. Na zaklad¢ téchto vysledkt ziskanych u kontrolnich vzorkt zdravych darcii byla

hodnocena diverzita zastoupeni V[ rodin u obou subpopulaci T lymfocytt u pacientu.

4. 2 Prumérné zastoupeni jednotlivych VP rodin u pacienti s diagnozou karcinomu

ledviny

Hodnoty v grafu 2 ukazuji rozdily primérnych hodnot zastoupeni jednotlivych VB rodin
obou subpopulaci CD4/CD8 T lymfocytl, u 10 pacientti, ktefi byli diagnostikovani

s karcinomem ledviny a nasledné 1é¢eni nivolumabem.

Karcinom ledviny
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Graf 2. Porovnani pramérnych hodnot zastoupeni (osa y) jednotlivgych VB rodin obou
sledovanych subpopulaci T lymfocyt (osa x) u pacientti s diagnézou karcinomu ledviny 1é¢enych

nivolumabem. Chybové tise¢ky zde znaéi standardni chybu.

Oproti zdravym kontrolnim vzorkiim, v rdmci subpopulace CD4" T lymfocytu,
byly nejvétsi rozdily prumérnych hodnot pozorovany v zastoupeni rodiny VB16 (7,58 %)
a VP17 (1,97 %) (Graf 3).
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Graf 3. Primérné hodnoty zastoupeni (osa y) jednotlivych VB rodin CD4" T lymfocytt (osa x)
U pacientti s doagnozou karcinomu ledviny v porovnani se zdravymi kontrolnimi darci. Chybové

usecky zde znaci standardni chybu.

Oproti zdravym kontrolnim vzorkdm, v rdmci subpopulace CD8" T lymfocyti,
byly nejvétsi rozdily pramérnych hodnot pozorovany v zastoupeni rodiny V16 (5,96 %),
VB7.1(0.25 %) a VP17 (0,91 %) (Graf 4).
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Graf 4. Primérné hodnoty zastoupeni (osa y) jednotlivych Vf rodin CD8" T lymfocytt (osa x)
u pacientu s diagnozou karcinomu ledviny v porovnani se zdravymi kontrolnimi darci. Chybové

usecky zde znaci standardni chybu.

48



V individualnich ptipadech pacientti byly pozorovany nejvétsi rozdily v ramci
CD4" subpopulace u rodiny VB9 (25,63 %) a VP16 (20,80 %) a v ramci CD8"
subpopulace u rodiny VB3 (25,74 %), VB5.1 (29,46 %), VB13.1 (29,53 %), VP14 (24,5
%) a VP16 (33,90 %).

4. 3 Prumérné zastoupeni jednotlivych VP rodin u pacienti s diagnozou maligniho

melanomu

Hodnoty v grafu 5 ukazuji rozdily primérnych hodnot zastoupeni jednotlivych Vf rodin
obou subpopulaci CD4/CD8 T lymfocytl, u 11 pacientii, ktefi byli diagnostikovani

s malignim melanomem a nasledn¢ lé¢eni nivolumabem.
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Graf 5. Porovnani pramérnych hodnot zastoupeni (osa y) jednotlivych VB rodin obou
sledovanych subpopulaci T lymfocytd (osa x) u pacientii s diagnézou maligniho melanomu

1é¢enych nivolumabem. Chybové usecky zde znaci standardni chybu.
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Oproti zdravym kontrolnim vzorkim, v rdmci subpopulace CD4" T lymfocyta,
nebyly pozorovany vyznamné rozdily priimérnych hodnot v zastoupeni jednotlivych V3
rodin (Graf 6).
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Graf 6. Primérné hodnoty zastoupeni (osa y) jednotlivych Vp rodin CD4" T lymfocytl (osa x)
U pacientli s diagnozou maligniho melanomu v porovnani se zdravymi kontrolnimi darci.

Chybové usecky zde znaci standardni chybu.
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Oproti zdravym kontrolnim vzorklim v rdmci subpopulace CD8" T lymfocyti
byly nejvétsi rozdily praimérnych hodnot pozorovany v zastoupeni rodiny V16 (5,78 %),
V5.2 (0.28 %) a V5.3 (0,60 %) (Graf 7).
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Graf 7. Primérné hodnoty zastoupeni (osa y) jednotlivych Vp rodin CD8" T lymfocytl (osa x)
U pacientu s diagnozou maligniho melanomu v porovnani se zdravymi kontrolnimi darci.

Chybové usecky zde znaci standardni chybu.

V individudlnich pfipadech pacientli byly pozorovany nejvétsi rozdily v ramci

CD8" subpopulace u rodiny VB3 (31,03 %), VB8 (20,0 %) a V16 (25,0 %).

4. 4 Statisticka analyza dat

4. 4. 1 Jednovybérovy neparametricky Wilcoxonlv test

Vysledky testu jsou uvedené v tabulce 3 a 4 (viz ptilohy). Vysledky ukazaly, Ze u pacientt
je slozeni populaci znaéné odlisné nez u kontrolni skupiny. Hodnoty V3 rodin u pacientt
vyznamné kolisaji na ob¢ strany — Casto je patrny nartst Ci zietelny ubytek dané Vp
rodiny. Nékteré VP rodiny jsou prakticky pro vSechny pacienty vyznamné niz§i (CD4*
VB 17, CD8* V5.1, VB5.3, VP 7.1 a VB 22) a jiné vyznamné vyssi (CD4* VB 16, CD4*
VB20), nekde jsou vSak rozdily individualni. Vysledky také ukéazaly odlisné chovani
urcitych VB rodin pro pacienty s karcinomem ledviny versus pro pacienty s melanomem.
V piipadé rodiny CD4" VB 7.1 byla u pacienti s karcinomem ledviny ve vétsing piipadi
vyznamné niz8i nez u pacienti s melanomem, u kterych nebyly hodnoty vyzmamné

rozdilné od kontrolni skupiny. Podobné tomu tak bylo i u CD4" VB4, VB5.1 a Vp22.
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V piipadé rodiny CD4" VB21.3 bylo pozorovano, Ze u pacienti s karcinomem ledviny
byly hodnoty vyznamné vyssi nez u kontrolni skupiny, oproti tomu u pacientd

s melanomem byly vynamn¢ niz§i nez u kontrolni skupiny.

4. 4. 2 Metoda vybéru hlavnich komponent

Metoda vybéru hlavnich komponent vedla k vizualizaci vicerozmérného prostoru dat
vhodnou projekei. Obr. 16 zobrazuje rozmisténi objektt v projekci po nalezeni prvnich
dvou komponent (tj. vektory s nejvetsi variabilitou) — jsou oznaceny na ploSe textem
diagnézy Eerné. Cervend oznadené trendy s popisem subpopulace a VP rodiny lze chapat
jako sméry, které posouvaji dany objekt od stiedu biplotu (sttedové soutadnice 0; 0,0). Z
tohoto pohledu je zajimava CD4" VB 21.3 rodina ve srovnani s kontrolami — u nékterych
pacienti s karcinomem ledviny byly extrémné vysoké hodnoty. Dale napi. CD4* VB 17 —
zde naopak pacienti (zejména pacienti s karcinomem ledviny) tuto rodinu m¢li pod
hladinou detekce, ale u kontrol byla relativné stabilni. Rovnéz je patrny systematicky
rozdil mezi pacienty s diagn6zou karcinomu ledviny a malignim melanomem — objekty

vesmes zaujimaji odlisné umisténi.
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Obrazek 16. Biplot analyzy dvou hlavnich komponent. Cervené jsou oznadené

principal component 1

02

trendy

s popisem subpopulace a VB rodiny. Pozice vektorti pacientii jSOU na ploSe oznadeny textem

diagnozy (Ca kidney, melanoma) ¢erné. Pozice vektor kontrol jsou na plose oznaceny malym

pismenem C Cerné.
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5 Diskuze

Monitorovani diverzity T lymfocytarni populace se ukdzalo jako uzitecné v mnoha
klinickych podminkach, které jsou charakterizovany bud’ zvySenou nebo snizenou
aktivitou T lymfocyti. To zahrnuje rizné typy aktivnich nadorovych onemnocnéni,
autoimunitu, infekéni onemocnéni, transplantace kostni diené nebo perifernich
hematopoetickych kmenovych bunék, protinadorovou imunitu, ockovani atd. Analyzy
variabilnich genovych rodin receptori T lymfocytd (VB rodin) jsou nejc¢astéji provadény
za UcCelem zkoumani této rozmanitosti. Detekuje se klonalni diverzita VB rodin TCR
repertoaru. (Tesatova et al. 2011). Normalni hodnoty TCR repertoaru dobie popsali van
den Beemd et al. (2000).

Vyuziti monitoringu diverzity T lymfocyti se zabyval Postow et al. V jejich
studii, ktera zahrnovala 12 pacientli s diagn6zou metastatického melanomu, byla
hodnocena diverzita TCR repertoaru ptred 1é¢bou anti-CTLA-4 protilatou
(ipilimumabem). Diverzita TCR byla hodnocena pomoci polymerazové fetézové reakce
(PCR), ktera métila TCR kombinatorni diverzitu mezi V a J geny z genomové DNA.
Rozmanitost TCR repertoaru byla studovana prostiednictvim bohatosti (pozorované
pfesmyky V-J) a rovnomérnosti (podobnost mezi frekvencemi specifickych V-J
presmykut). Bohatost i rovnomérnost byla porovnavana jako kontinualni proménna mezi
pacienty s klinickym piinosem a bez klinického pfinosu pomoci Wilcoxonova testu. Mezi
pacienty s klinickym pfinosem a bez klinického piinosu byl signifikantni rozdil
v bohatosti a rovnomérnosti. Pacienti, u kterych byl zjistén klinicky pfinos ipilimumabu,
méli ve srovnani s pacienty, ktefi nedosahli klinického ptinosu, vyssi stupen jak bohatosti,
tak rovnomérnosti V-J gentl. Analyza také ukazala, ze zadny z pacientti s nizkou bohatosti
ani nizkou rovnomeérnosti nedosdhl klinického pfinosu. Bylo zjiSténo, ze vychozi
repertoar TCR obsahujici mnoho riznych VI pteuspotadani (bohatost) reprezentovanych
na rovnomérn¢ rozlozenych frekvencich (rovnomérnost) mize byt ptiznivy, protoze by
mohl indikovat zvySenou pravdépodobnost pfitomnosti urc¢ité imunologicky ,,relevantni*
protinadorova populace T lymfocyti, kterd, jakmile se uvolni blokddou CTLA-4, mtze
expandovat a prispét k odezvé na nador (Postow et al. 2015).

Nasledné v dalsi studii Cha et al. hodnotili TCR diverzitu béhem CTLA-4 blokady
u pacientd s kastracné rezistentnim metastatickym karcinomem prostaty, kdy byl podavan
ipilimumab, a u pacientd S metastatickym melanomem, kdy byl podavan

trememlimumab. Pro stanoveni u¢inkt blokady CTLA-4 na repertoar T lymfocytd autofi
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pouzili technologie sekvenovani nové generace, diky ¢emuz byla méfena frekvence
jednotlivych  preuspofadanych gend T lymfocytd receptoru TCR (TRB)
a charakterizovana tak diverzita ur¢itych klonotypa T lymfocyti. Autofi zjistili, ze
CTLA-4 blokada indukuje vyvoj a diverzifikaci repertodru T lymfocyti. Kromé toho,
zlepsSené klinické vysledky jsou spojeny s mensi ztratou klonotypu, coz je v souladu
s udrzovanim vysokofrekvencnich klonotypiit TCR béhem 1écby. Tyto klony mohou
predstavovat piitomnost jiz existujicich T lymfocytt s vysokou aviditou, které mohou byt
relevantni v protinadorové odpovédi (Cha et al. 2014).

Dale u pacientli s metastatickym melanomem Tumeh et al. zjistili, ze klinicka
odpovéd’ na anti-PD1 terapii (pembrolizumab) korelovala s vice klonalnim (tj.
omezenéjSim, méné riznorodym) repertoarem TCR u vzorkd nddort pted 1écbou
a zvySenou klonalni expanzi T lymfocytli u nadoru po zavedeni anti-PD1 terapie. Pro
analyzu TCR repertoaru vyuzili technologie sekvenovani nové generace. Dale také
zjistili, ze konkrétn¢ Klonalni CDS8 repertoar v mist¢ nadoru muze byt prospé$ny
u melanomu, nebot’ k regresi tumoru po terapeutické blokadé PD-1 je zapotiebi jiz
existyjicich CD8 T lymfocyt, které jsou negativné regulované adaptivni imunitni
rezistenci zprostiedkovanou PD-1/PD-L1 (Tumeh et al. 2014).

Analyzou aktivity T lymfocyti v mist¢ nadoru ovlivnénou anti-PD1 terapii
(nivolumabem) u pacientli s metastazickym melanomen se také zabyvali Inoue et al.
Studovali hladiny exprese imuno-piibuznych molekul (napt. PD-L1) a zjistili, Ze 1écba
nivolumabem obnovila aktivitu cytotoxickych T lymfocytti v misté nadoru. Nasledné pak
provedli sekvenovani TCR repertoaru v misté nadoru pomoci sekvenacnich technlogii
nové generace. Prostiednictvim sekvenovani P fetézce TCR ziskali 1,040,729 sekvenci
a 32,880 unikatnich klonotypt Vv jednotlivych tkanich. V disledku toho zjistili, Ze 1é¢ba
nivolumabem indukovala oligoklonalni obohacovani urcitych klonotypi TCR Vf rodin
v nadorovych tkanich respondentti, coz bylo v souladu s ptfedchozi zpravou o 1é¢bé
melanomu 1é¢eného anti-PD-1 (pembrolizumab) protilatkou ve vySe zminéné studii
(Inoue etl al., 2016).

V piedkladané diplomové praci byly pomoci metody prutokové cytometrie
hodnoceny zmény zastoupeni VB rodin mononukledrnich bunék CD4" a CD8"
T lymfocyti. Klasickda metoda analyzy V rodin, jako je pritokova cytometrie, pokryva
ptiblizné¢ 70 % vsechn VP rodin lidského TCR repertoaru (Brewer et Ericson, 2005).
Pritokova cytometrie je vhodnou metodou pro analyzu TCR repertoaru periferni krve,

jelikoz je zde ptitomno dostatek bun€k pro znaceni mnonoklondlnimi protilatkami
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s navazanym fluorochromem, které se v pritokové cytometrii vyuzivaji. Z hlediska
prutokové cytometrie se hodnoti celkové spektrum TCR repertodru. Oproti tomu, pro
analyzu TCR repertoaru v misté nadoru jsou vhodnéjsi rizné metody sekvenovani (napf.
deep segencing), jelikoz v misté¢ nadoru byva zpravidla méné vitalnich bun¢k, které by
mohly byt obarvené ptimo znacenymi protilatkami pro pritokovou cytometrii. V ptipadé
pouziti metod sekvenovani se nehodnoti spektrum celého TCR repertoaru, ale pouze to,
jaké klonotypy se v mist¢ nadoru nachazeji (Kabelitz, 2009). V nasi praci byly
analyzovany vzorky periferni krve pacientii s diagn6zou karcinomu ledviny a maligniho
melanomu léCenych anti-PD1 protildtkou nivolumabem. VSichni pacienti byli 1éc¢eni
nivolumabem (jako 2. az 5. linie 1é¢by) a vSichni pacienti vykazovali pozitivni odpoveéd’
na tuto terapii pomoci zobrazovacich metod (CT, PET/CT). Jako kontrolni vzorky
slouzily vzorky periferni krve zdravych darci. Naméfené hodnoty pritokovou cytometrii
byly zpracovany pomoci statistickych analyz: jednovybérovym neparametrickym
Wilcoxonovym testem a vicerozmérnou analyzou vybéru dvou hlavnich komponent.
Vysledky statistickych analyz ukazaly, ze zastoupeni jednotlivych Vf rodin
U pacientd bylo zna¢né odlisné od zdravych darci. Byl zaznamenan jak zjevny narust, tak
i ubytek urcité¢ VP rodiny. Z toho mizeme dedukovat, ze ptisobeni nivolumabu miize mit
vyznamny vliv na sniZzeni nebo i zvySeni zastoupeni uréitych VP rodin T lymfocytd.
Vysledky dale ukazaly, Ze v ramci provonani diagnéz karcinomu ledviny a maligniho
melanomu dochézelo k rozdilnému chovani uréitych VB rodin (CD4* VB 7.1, VB4, VB5.1
a VB22). U vétsiny pacientti S karcinomem ledviny dochazelo k vyraznému snizeni
zastoupeni vySe zminénych VB rodin v porovnani s kontrolami, zatimco u vétSiny
pacientl s malignim melanomem nebyla zaznamenana vyrazna zmeéna zastoupeni téchto
rodin. Dale bylo zjisténo, Ze u jedné VP rodiny (CD4* VB 21.3) dochézelo k vyraznému
zvySeni jejiho zastoupeni u pacientll s karcinomen oproti vyraznému snizeni zastoupeni
u pacientt s malignim melanomem. To naznacuje, Ze nivolumab ma pravdépodobné vliv
na rozdilnost TCR spektra u pacientd s riznymi diagnézami. Z uvedenych dat nemizeme
vSak soudit, ktery z klonotypli VP rodin ma pozitivni vliv na likvidaci nddorovych bunék
jednoho nebo druhého typu nadoru. Miizeme vsak fici, ze proliferace klonotypi Vf rodin

pravdépodobné souvisi s protinddorovym efektem 1éCby nivolumabu.
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6 Zavér
Cilem piedkladané diplomové prace bylo stanovit zmény TCR repertoart u pacientti
s diagn6zou karcinomu ledviny a maligniho melanomu, ktefi byli 1éceni plné¢ humanni
IgG4 monoklonalni protilatkou proti receptoru PD-1 — nivolumabem. Bylo vyuzito
analytické metody prutokové cytometrie za pouziti pfimo znaCenych monoklonalnich
protilatek, pii které se stanovovalo procentualni zastoupenni 24 VB rodin CD4* a CD8*
subpopulace T lymfocytli. Nasledné¢ byla data statisticky zpracovana pomoci
neparametrického jednovybérového Wilcoxonova testu a dale vicerozmérnou analyzou
hlavnich komponent.

Vysledky statistickych analyz vedou k témto zavérim: Byly zaznamenany zmény
TCR repertodru u pacientll s karcinomem ledviny a malignim melanomem lecenych
nivolumabem oproti zdravym jedincim. Jednalo se o zvyseni zastoupeni nebo o snizeni
zastoupeni jednotlivych VP rodin. Z toho je mozné usuzovat, Ze nivolumab ovliviiuje
procentudlni zastoupeni individualnich Vf rodin T lymfocytt. Nasledné bylo zjisténo, ze
pii porovnani obou diagndz se zdravymi jedinci, muze dochazet k odlisnému chovani
jednotlivych VB rodin v zavislosti na diagnéze. Nivolumab pravdépodobné miize
zvySovat zastoupeni jedné V[ rodiny u skupiny pacientt s karcinomem ledviny, zatimco
u druhé skupiny pacientii s malignim melanomen muize sniZovat zastoupeni stejné V3
rodiny. Nivolumab indukuje proliferaci specifickych klonotypt VP rodin. Nartst
klonotyptt VB rodin pravdépodobné souvisi s terapeutickou odpovédi na 1écbu

nivolumabem.
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Tabulka 3. Vysledky neparametrického Wilcoxonova testu jednotlivych Vf rodin subpopulace CD4* T lymfocytu.

CD4
Pacient Diagnéza VB3 VB7.1 VP53 VP16 VP17 VPO VP20 V5.1 VP18 VP8 VP13.6 VP13.1 VP12 VB2 V5.2 VB21.3 VB1 VP23 VP14 VP22 VP11 VP72 VP4  VP13.2
Kontroly (priimér v %) 513 1,59 1,02 1,1 487 3,39 293 561 1,93 425 163 346 166 878 092 1,99 3,11 048 2,12 3,36 091 1,2 1,9 2,97
1 Ca ledviny down down up down down down down
2 Ca ledviny down up down up down down down up down down
3 Ca ledviny up down up down down up down down down
4 Ca ledviny down up down up down up up up up down
5 Ca ledviny down up down down up down
6 Ca ledviny down up down up down down up up up down down
7 Ca ledviny up down up down up down up down up down down
8 Ca ledviny up down up down up down down down down up down down
9 Ca ledviny down up up up
10 Ca ledviny down up down up down down up
11 Ca ledviny up down down up up down
12 Ca ledviny down up down down down up
13 Cacolon up down up down up down up up up
14 Cacolon down down down down up down down down up
15 melanom down up down
16 melanom down down up up down up
17 melanom up down down down up up down down
18 melanom
19 melanom up down up
20 melanom down up up down up
21 melanom down down up up down down down
22 melanom down up down down up down down down
23 melanom up up down down up
24 melanom down up up down up up up down up
25 melanom up down up down up down down
26 melanom choroidei down up down up up up

Vyznamny nartst VP rodiny je vyzna¢en slovem ,,up“ a vyznamny ubytek slovem ,,down*“. Sloupce uréuji VP rodinu. Radky uréuji pacienty s uréitou
diagnzou. Jako vyznamny narQst je hodnocena tiroven p <0.001 pomoci Wilcoxonova testu.
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Tabulka 4. Vysledky neparametrického Wilcoxonova testu jednotlivych Vf rodin subpopulace CD8* T lymfocytu.

CD3

VB3 VB7.1 VP53 VP16 VP17 VPO VP20 VPS.1 VP18 VS VB13.6 VB13.1 VP12 VB2 VB5.2 VB2L3 VB1 VB23 VP14 VB22 VP11 V7.2 VBA VB132

Pacient Diagndza
Kontroly (primér v %)

1 Ca ledviny
2 Ca ledviny
3 Ca ledviny
4 Ca ledviny
5 Ca ledviny
6 Ca ledviny
7 Ca ledviny
8 Ca ledviny
9 Ca ledviny
10 Ca ledviny
11 Ca ledviny
12 Ca ledviny
13 Ca colon
14 Ca colon
15 melanom
16 melanom
17 melanom
18 melanom
19 melanom
20 melanom
21 melanom
22 melanom
23 melanom
24 melanom
25 melanom
26 melanom choroidei

61 4,41
up down
down
down
down
down
down
down down
down
down
down down
down
down down
down
up
down down
down down

down
up down

down
down

up down

1,73
down
down

down
down
down
down

down
down
down
down
down

down
down
down

down
down
down

3,71

down

down

down

down

up
down

down

up

2,41 3,59

down

down

down
down

down

down
down

down

down

2,21

down
up

down
down
down
down
down

down
down
up
up

down

down
down
down

down
down
down

1,05 4,75 1,39
dowr
dowr

up up

dowr up

dowr

dowr

upup
down

dowr
up
dowr
up  dowr
down
dowr
dowr
dowr

dowr up

up
dowr

4,36

up

down
down

up

down

up
down

up

down
up

1,28

6,05
down

down
down

up

down

down

down

down

up

down

down
down

1,15

2,08

3,88 1,54 6,41 3,23
dowr down down down

up
dowr
dowr
up
up
up
up
up up
dowr
up
up

down
down down
down down
down
down
down
down down
up  down
down
down
down down
down
down down
down
down
down
up down
down down
down
down
down up
down
down

3,51

down

up

down

down
down
down
down

up
up
up
down

up

up

1,42 5,67

down

down

down
up

down

Vyznamny narust VP rodiny je vyznacen slovem ,,up* a vyznamny ubytek slovem ,,down®. Sloupce urcuji Vf rodinu.

diagnzou. Jako vyznamny narust je hodnocena troven p <0.001 pomoci Wilcoxonova testu.
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