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1 UVOD

Podle Narodniho onkologického registru CR bylo v roce 2015 nahlageno celkem 94 462
novych ptipadi zhoubnych novotvart a 26 852 0sob na nadorova onemocnéni zemielo.
Po kardiovaskularnich onemocnéni jsou nadorova onemocnéni v Ceské Republice druhou

nejcastéjsi pricinou umrti.

90-95 % vSech nadorovych onemocnéni se pfisuzuje Zivotnimu prostfedi a Zivotnimu
stylu jedince a pouze 5-10 % piipadi nadorovych onemocnéni je dano geneticky. Mezi
hlavni rizikové faktory zhoubnych novotvari se tfadi koufeni, alkohol, slune¢ni zafeni,
infekce, obezita, nezdravd strava, nedostatecnd pohybova aktivita, zneciSténé Zivotni

prostiedi a stres (Anald a kol., 2008).

K 1é¢bé nadorovych onemocnéni se v dnesni dob¢ nejcastéji vyuziva kromé chirurgie
chemoterapie a radioterapie. Bohuzel oba tyto zpusoby 1éEby jsou velmi nespecifické,
a kromé& zhoubnych bunck poskozuji i zdravé buiky. Vzrista tedy snaha najit zptsob 1écby,
ktery by byl specificky pouze pro nadorové buriky. Velmi vhodnou volbou se zda byt
imunoterapie, kterd vyuziva pfirozenych imunitnich mechanismii a sméfuje 1é¢iva ptimo do

mista nadoru.

Proto je i tato bakalafska prace zaméfena na imunoterapii nadorovych onemocnéni

a hleda vhodné prostiedky, které by mohly piispét k vyvoji terapeutik.



2 PREHLED LITERATURY

2.1 Nadorova onemocnéni

Nadorové onemocnéni, také rakovina ¢i zhoubny novotvar lze charakterizovat jako
abnormalni tkan vyznacujici se nekontrolovatelnym ristem. Rakovinové buiky se vyviji

v urcité Casti téla, nezanikaji a opétovné se déli (Sudhakar, 2009).

Pfi¢inou rustovych odchylek jsou zmény genotypu, ke kterym doSlo postupné
Vv pribéhu nadorové transformace somatické buiniky. Sou€asné je zastavan ndzor, Ze vSechny
nadorové buiiky pochazeji z jedné transformované buiky, se kterou maji spole¢ny alesponi
jeden znak. Dalsi vlastnosti téchto bunék jsou vysledkem vyvoje nadoru (Rejthar a Vojtések,

2002).

2.1.1 Biologie nadorovych bunék

Ve vSech somatickych bunkach jednoho organismu se nachazi stejny genom.
Vyjimku tvofi pouze lymfocyty, u kterych dochazi ke ztraté¢ nékterych genovych tseka pii
somatické rekombinaci genil. V dospélém organismu dochédzi k bunééné homeostaze.
Na té se podili proliferace bun€k, programovand bunéna smrt a termindlni diferenciace

bunék. Tyto tii zakladni d&je jsou geneticky podminéné (Petera a kol., 2005).

Ptfi nadorové transformaci somatické bunky dochéazi k narusSeni této rovnovahy.
Navzdory velké riznorodosti fenotypickych projevi 1ze najit charakteristické znaky, kterymi

se nadorové burnky lisi od bunék zdravych (Petera a kol., 2005).

Jedna se o neomezeny replikacni potencial, sob&stacnost v potfebe rastovych faktora,
neschopnost aktivace apoptézy (programovana bunéénd smrt), necitlivost v0Ci rist
regulujicim signallim, angiogeneze (novotvorba krevnich cév), invazivita a metastazovani
(proristani do zdravé tkané a tvorba sekundarnich lozisek) u malignich nadord (Hanahan

a Weinberg, 2000).



2.1.2 Klasifikace nadorovych onemocnéni

Podle vztahu nadoru k okolni tkani a podle biologického a klinického chovani lze
rozlisit nadory benigni, maligni, nadory potencionalné¢ maligni a semimaligni. Nadory
benigni (nezhoubné) rostou expanzivng, vétSinou pomalu a jsou ohrani¢ené. Nemetastazuji,
daji se snadno chirurgicky odstranit a na své okoli plisobi pouze mechanickym tlakem.
Jedince mohou i pies svou relativni neSkodnost ohrozovat neptiznivou lokalizaci (centralni
nervova soustava) nebo endokrinni aktivitou (toxické nadory Stitné zlazy). Maligni
(zhoubné) nadory rostou vic¢i okolni tkani agresivné a maji schopnost metastazovat. Oproti
okolni tkani byvaji nepfesné ohrani¢ené a jsou chirurgicky obtiznéji odstranitelné. Posledni
skupinou jsou potencionalné maligni a semimaligni nadory, u kterych nelze pfesné urcit

pomoci béznych diagnostickych metod malignitu ¢i benignitu (Rejthar a Vojtések, 2002).

Daéle lze klasifikovat nddorovd onemocnéni podle tkan€, ze které vznikaji. Rozlisuji
se nadory mezenchymové, epitelové, neuroendokrinni, smiSené, nadory z krvetvorné tkané

kostni dien¢, lymfomy, choriokarcinomy a mezoteliomy (Vorlicek a kol., 2006).

Nadory se rozliSuji i1 podle anatomické lokalizace, tedy mista, kde nador u pacienta

vznikl (Vorlicek a kol., 2006).

2.1.3 Sifeni nadoru

Bunééné migrace jsou jednou z dulezitych soucasti bunéfnych procest, jako je
embryogeneze, nebo imunitni odpovéd’ (Kovaiikova a kol., 2004). Siteni nadorovych bunék
je ale spojeno s vytvafenim dcefinych nadorl, zvanych metastaz. Metastazy se mohou
nachazet v tkanich, organech, télnich dutinach ¢i lymfatickych uzlindch. Jejich pfitomnost

souvisi s nepfiznivou prognézou (Adam a Vorlicek, 2004).

Podle zpusobu Sifeni se rozd€luji tfi druhy metastdz. Hematogenni metastazy
vznikaji pfi Sifeni nadorovych bunc¢k krevnim feciStém, Casto tak zaklddaji vzdalena
druhotnd loZiska. Typickym ptikladem je Sifeni karcinomu tlustého stfeva do jater. Nadorové
bunky Sifici se lymfatickymi cestami zakladaji lymfogenni metastazy a dale se vlivem
vyusténi lymfatickych cév do krevniho fecisté rozsifuji hematogenni cestou. Implantacni

metastazy se vyskytuji v seréznich a obdobné preformovanych dutinach (kloubni prostory,
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perikard). Zvlastni typ implanta¢nich metastaz, kdy doslo k $ifeni vyvody v prostiedi epitelu
dutych organti (mocové cesty, délozni dutina), se oznaCuje jako metastazy porogenni

(Rejthar a Vojtések, 2002; Adam a Vorlicek, 2004).

2.1.4 Pankreaticky karcinom

Rakovina slinivky bfi$ni je onemocnéni s velmi $patnou prognézou. Symptomy se
u vétsiny pacientd objevi az v pokro¢ilém stadiu nadoru, kdy jsou pfitomny i metastazy (Luo
a kol., 2012). Nador prorista do okolnich tkani, nasledné metastazuje do regionalnich
a nitrobfisnich uzlin a pozdgji do jater i plic. Chirurgicka 1écba je povazovana za jedinou
potencionalné¢ 1é¢ivou metodu a po operaci obvykle nasleduje chemoterapie (Kamisawa

a kol., 2016; Petruzelka a Konopasek, 2003).

Pouze 15-20 % pacienti od stanoveni diagnozy piezije 5 let, primérné jsou to ale jen
2 roky. Typickou histologickou vlastnosti pankreatického karcinomu je obrovské stroma
obklopujici nddorové bunky, které se dava do souvislosti s podporou rlstu a progrese

nadorové tkané. Stroma tvoii dokonce az 90 % objemu nadoru. (Luo a kol., 2012).

Genetickou zménou je zpusobeno 5-10 % rakovin pankreatu. Nejrizikovéjsim
faktorem pankreatického karcinomu je koufeni, nasleduje obezita a chronicka pankreatitida,

ktera se v Evrop¢ piisuzuje nadmérné konzumaci alkoholu (Ducreux a kol., 2015).

Rakovina pankreatu mize vzniknout z endokrinniho nebo exokrinniho parenchymu
zlazy. Endokrinni nadory pankreatu jsou pomérné vzacné. V naprosté vétSiné pripadi se
jedna o exokrinni nador, ktery mtze vznikat z duktalniho epitelu, acindéznich bunék nebo
pojivové tkan€. Obvykle se nddor vyskytuje v hlavé pankreatu, méné Casto v téle pankreatu
a vyjimecné Vv ocasu. Pouze 2 % nadorti v exokrinni ¢asti pankreatu jsou benigni a nejcastéji

se jedna o maligni duktalni pankreaticky adenokarcinom (Ducreux a kol., 2015).

2.1.4.1 Mysi pankreaticky karcinom Panc02 studovany v této praci

Panc02 predstavuje mysi model duktalniho adenokarcinomu pankreatu. Patii mezi

nejagresivnéjsi nadory viibec (Priebe a kol., 1992).



2.1.5 Lécba nadorovych onemocnéni

Nejstar$im a stale nejbéznéj$im 1é¢ebnym postupem je chirurgicka 1é¢ba (Sudhakar,
2009). Kurativni chirurgicka 1é¢ba spociva v odstranéni ¢asti nebo celé hmoty nadoru spolu
s odstranénim spadovych lymfatickych uzlin, kde mohou byt pfitomny metastazy. Na rozdil
od malignich nddorovych onemocnéni, kdy se po operaci aplikuje radioterapie nebo
chemoterapie je u benignich nadorovych onemocnéni chirurgickd 1écba zasadnim
a kone¢nym feSenim. Paliativni chirurgicka terapie slouzi ke zkvalitnéni a prodlouZeni Zivota

pacienta (Petera a kol., 2005).

Chemoterapie se aplikuje systémové prostfednictvim cytostatik, coz jsou latky
cytotoxické povahy zabijejici vSechny rychle se délici bunky v organismu. Bohuzel tak
krom¢ bunék nadoru dochazi i k poskozeni zdravych tkani se schopnosti rychlé obnovy, jako
jsou napf. vlasové folikuly, zarodeéné burniky nebo bunky kostni diené (Klener, 2008; Petera
a kol., 2005). Jednim z nejcastéji pouzivanym a zarovei i nejuc¢innéj$im chemoterapeutikem
vV 1éEbé pokrocilého pankreatického karcinomu je gemcitabin. Pfi jeho pouziti bylo
U pacientll prokazano zlepseni klinickych ptiznakli a mirné prodlouzeni zivota (Liu a kol.,
2014).

Radioterapie vyuziva vlastnosti fotonového a elektronového zafeni, ptipadné toku
protont, které vedou k nevratnym zméndm v DNA a tim i k destrukci nddorovych bunék.
Bunky jsou na radiologické zafeni nejcitlivéjsi v G2 a M fazi bunééného cyklu (Adam
a Vorlicek, 2004). Stejné jako pii chemoterapii se pii radioterapii nelze vyvarovat poSkozeni
zdravé okolni tkang, proto se tato metoda vyuzivd spiSe k doplnéni chemoterapie nebo
chirurgicke 1écby (Hynkova a Dolezalova, 2008). Citlivost na zafeni se u riiznych nadort
lis$i. Mezi extrémné citlivé patii lymfomy, leukemie a nadory ze zdrodecnych bunék.
Za sttedné citlivé se povazuji karcinomy a radiorezistentni jsou hlavné gliomy a sarkomy

(Adam a Vorlicek, 2004).

Bioterapie je lécba pomoci latek, jez jsou z chemického hlediska totozné nebo
podobné latkam, které fyziologicky produkuji vlastni buiky organismu. Terapeutické
koncentrace téchto latek jsou mnohonasobné¢ vyssi nez hodnoty piirozené tvorené
v organismu (Adam a Vorlicek, 2004). Do bioterapie Ize zafadit i imunoterapii vyuzivajici
sily a specifi¢nosti imunitniho systému v boji proti rakoving€. Imunitni systém se musi

stimulovat do té miry, aby efektorové builky byly schopné zlikvidovat nddorové buiiky
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a doslo k uplnému vyléceni. Identifikace nadorove specifickych antigenti na molekuldrni

urovni umoznila vyvoj antigen-specifické imunoterapie (Palucka a Banchereau, 2012).

Hormonalni terapie se vyuziva piedev§im pii 1é€bé nadora zavislych na pusobeni
hormontl, nejcastéji se jedna o karcinom prsu a karcinom prostaty (Adam a Vorlicek, 2004).
Stimulace ristu nadorovych bunék endogennimi hormony je zéavisld na pfitomnosti
hormondlnich receptori v builkdch nadoru. Proto je cilem hormonélni 1écby zamezit
interakci téchto receptord s jejich endogennimi ligandy (Petera a kol., 2005). Toho Ize
dosdhnout zablokovanim navéazani téchto hormonti na jejich receptory, nebo potlatenim

fyziologické tvorby nezddoucich hormontl v téle (Adam a Vorlicek, 2004).

2.2 Imunitni systém

Jednim ze zadkladnich homeostatickych mechanismi organismu je imunitni systém.
Organismus chrani proti §kodlivinam zevniho i vnitiniho ptivodu tim, Ze je dokaze rozpoznat
a zlikvidovat. Mezi jeho tii zdkladni funkce patii obranyschopnost, autotolerance a imunitni
dohled. Obranyschopnost se projevuje jako rozpoznani vnéjSich Skodlivin imunitnim
systémem a ochrana pted toxickymi produkty patogennich mikroorganismi. Autotolerance
umoznuje rozpoznat vlastni tkdn€é a udrzovat vic¢i nim toleranci. Imunitnim dohledem se
rozumi rozpoznani a odstranéni vnitfnich Skodlivin jako jsou mutované, staré nebo
poskozené bunky (Hofej$i a kol., 2017). NaruSenim homeostatické rovnovahy dochazi

k rozvoji zanétlivé obranné reakce (Krejsek a kol., 2016).

Imunitni mechanismy se rozlisuji na dvé kategorie, které spolu vzajemné spolupracuji.
Prvni kategorii je nespecificka, neadaptivni nebo také vrozena imunita. Druhou kategorii
tvofi antigenné specifickd, adaptivni ¢i ziskand imunita. Soucasti obou téchto kategorii jsou
zaroven slozky humoralni zastoupené sérovymi proteiny a sekretovanymi molekulami,
aslozky bunécné, které jsou zastoupeny raznymi typy bun€k (Hofejsi a kol., 2017).
Pti eliminaci nadorovych onemocnéni nemd humordlni slozka adaptivni imunity tak

vyznamnou roli, jako bunécna slozka imunity (Klener a Klener jr., 2013).



2.2.1 Nespecificka (vrozend) imunita

Nespecificka imunita je na rozdil od imunity specifické evolucné starsi a nevyvinula
se u ni imunologicka pamét. Odpoveéd’ na pfitomnost patogenu piichazi velmi rychle, fadove
v minutach. Humoralni slozku nespecifické imunity zastiva komplement, interferony,
lektiny a dalsi sérové bilkoviny. Bunéénou nespecifickou slozku imunity piedstavuji
fagocytujici bunky (dendritické bunky, neutrofily, eozinofily, makrofagy a bazofily)
a piirozen¢ cytotoxické bunky (NK buniky — natural Killers) (Hoiejsi a kol., 2017).

Nejvyznamnéjsi funkci vrozené imunity je ziejmé vyvolani zdnétu (Krejsek a kol., 2016).

Bunky vrozené imunity dokazi rozpoznat struktury, které jsou pfitomny na povrchu
mikroorganismi, jsou to tzv. PAMPs (pathogen associated molecular patterns). Muaze se
jednat napftiklad o lipopolysacharidy (typické pro Gram-negativni bakterie), peptidoglykany
(Gram-pozitivni bakterie) nebo glukany a mannany (kvasinky a plisn¢) (Hofejsi a kol.,
2017).

Poskozeni vlastnich bunék organismu vlivem infekce nebo pfirozenych
fyziologickych procesii je ohlaSeno pomoci signalti vnitiniho poskozeni tzv. DAMPS
(damage associated molecular patterns). Signaly PAMPs a DAMPs jsou identifikovany
prostiednictvim receptori.  PRRS (pattern recognition receptors) nachazejicich se
na bunécnych strukturach obratlovci (Krejsek a kol., 2016; Marabelle a kol., 2014).

Na udrZovani integrity organismu a jeho ochranu proti infekcim maji vliv
| tzv. pfirozené bariéry, které jsou sice svoji povahou mimo imunitni systém, ale predstavuji
prvni obranné bariéry lidského téla (Krejsek a kol., 2016). Psobi na urovni mechanické
(pohyb tasinek a tekutiny v mocovych cestach), chemické (mastné kyseliny na kuzi, enzymy
ve slzach, potu nebo zaludecnich S§tavach) a mikrobidlni (pfirozena bakteridlni fléra

V travicim ustroji) (Hotejsi a kol., 2017).

2.2.2 Specificka (ziskana) imunita

Pro piisobeni bunck ziskané imunity je nezbytna ptedchozi aktivace pomoci bunék
vrozené imunity. Aktivace specifickych mechanismt trva déle, obvykle 4-5 dni od zahéjeni

imunitni odpovédi, zato se ale uplatnuji velice specifické molekuly (Delves a kol. 2012).
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Mezi buiiky ziskané imunity patii T lymfocyty, B lymfocyty a plazmatické buiky.
Typicka je pro né schopnost imunologické paméti. Ta pii opétovném setkani s antigenem
umoziuje zajistit rychlejsi a siln€jsi imunitni odpovéd nez pii primarnim setkani
s antigenem. Mezi dalsi jejich charakteristické vlastnosti patii specifita, ktera zajistuje
rozpoznani inepatrnych rozdili mezi antigeny a diverzita, coz je schopnost umoziujici

vytvofeni fad struktur rozpoznavajici rizné antigeny (Delves a kol., 2012).

Specifickd imunita je evolu¢né mladsi a je zndma az u obratloveii. Humoralni slozka
specifické imunity je zalozena na protilatkach, oproti tomu bunécnd slozka je zalozena

predevsim na T lymfocytech (Hofejsi a kol., 2017).

2.2.3 Protinadorova imunita

Nédorové bunky se od normalnich somatickych bun¢k lisi vice ¢i méné. Teoreticky
by proto mély byt rozpoznany imunitnimi mechanismy a zni¢eny. Problém nastava v tom, ze
odlisnosti od normalnich télnich bunék jsou bud’ piili§ malé, takze je imunitni systém
prehlidne, nebo nadorové buiiky pouzivaji mechanismy, jez jim umoziuji se proti

imunitnimu systému branit (Hofejsi a kol., 2017).

2.2.3.1 Nadorové antigeny

Zakladnim pifedpokladem reakce imunitniho systému s nadorovymi bunkami je
pfitomnost nadorovych antigent, které imunitni systém rozpoznd jako cizi. Za nadorové
specificky povrchovy antigen miZze byt oznacen jakykoli protein produkovany v nadorovych

bunkach majici vlivem mutaci odlisnou strukturu (Delves a kol. 2012).

Nédorové antigeny lze rozdélit do dvou skupin. Antigeny nadorové specifické
(TSA — tumor-specific antigens) se na normalnich buikach nevyskytuji a jsou tedy
charakteristické pro nadorové bunky. Mezi takovymi jsou komplexy HLA (human leukocyte
antigens) — molekul I. tfidy simunogennimi peptidy, vzniklymi Stépenim produkti
mutovanych genli vV nadorové buiice. Jsou typické pro nadory podminéné chemickymi
karcinogeny. Dale komplexy HLA — molekul I. tfidy s imunogennimi peptidy pochéazejicimi

z onkogennich vir a nckteré zménéné formy glykoproteint, které vznikaji pfipojenim



kyseliny sialové na koncové oligosacharidy povrchovych glykoproteinii nadorovych bunék,

tim dochazi k odliseni od normalnich bun¢k (Ferencik a kol., 2005; Hofejsi a kol., 2017).

Druhou skupinou jsou antigeny asociované s nadory (TAA — tumor-associated
antigens), které se vyskytuji i na normalnich buiikkach. Odlisnost je zalozena na zvySené
expresi neboli poctu, ve kterém jsou pfitomny na nadorovych a normalnich buikach,
popf. na abnormalnim c¢asovém vyskytu (Klener, 2013; Hofejsi a kol., 2017). Patii sem
napf. onkofetalni antigeny pifitomné na normalnich embryonalnich bunkéch. V postnatadlnim
obdobi se ale ztraceji a objevuji se znovu na nékterych nadorovych bunkéch. Je to
napf. karcinoembryonalni antigen (CEA) nebo a-fetoprotein (AFP) (Ferencik a kol., 2005).
Tyto antigeny slouzi jako markery vyuzivané k diagnostice nadorovych onemocnéni (Hotejsi

a kol., 2017).

2.2.3.2 Buiiky imunitniho systému vyznamné pri nadorovém onemocnéni

T lymfocyty se vyvijeji v brzliku (thymus) a patii mezi zakladni bunky ziskané
imunity. Thymus opoustéji prekurzory pomocnych T bun€k (Th) majici na svém povrchu
receptor CD4" a prekurzory cytotoxickych T bunék (Tc), které maji na povrchu receptor
CD8". Po setkani s antigen prezentujicimi bufikami (APC — antigen-presenting cell)
rozeznavaji antigen ve spojeni s MHC molekulami (molekuly hlavniho histokompatibilniho
komplexu — major histocompatibility complex) a diferencuji se na zralé efektorové
Th lymfocyty a Tc lymfocyty. Rozpoznani antigenu jim umoziuje T bunéény receptor (TCR
— T-cell receptor) nachazejici se na povrchu T lymfocyti (Hofejsi a kol., 2017). CD4*
lymfocyty (Th) rozpoznavaji antigen v komplexu s MHC Il molekulami a jsou hlavnimi
producenty cytokini regulujici dalsi bunky. CD8+ lymfocyty (Th), téZz zvané CTL
rozpoznavaji antigen ve spojeni s MHC | molekulami a likviduji bunky napadené virem,
nebo nddorové ¢i jiné abnormdlni bunky. K usmrceni vyuZivaji pifimého kontaktu
s napadenou buiikou a vyvoléavaji tak apoptdzu, nebo uvoliuji toxiny do extracelularniho

prostoru (Ferencik a kol., 2005).

NK buiiky se oznacuji jako velké granularni lymfocyty (LGL — large granular
lymphocytes). Patti mezi slozky nespecifické imunity a vyvojove i funkéné se podobaji spise
T lymfocytlim, ale na rozdil od nich NK buiiky postradaji antigenni specifitu a dozravaji

spise v kostni dfeni a v periferni krvi nez v thymu (Ames a Murphy, 2014). Nadorové buiky
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a nekteré viry se brani pted rozpoznanim Tc lymfocyty tim, Ze na svém povrchu exprimuji
velmi malé mnozstvi MHC I molekul. Pravé NK buinky dokazi tyto abnormdlni bunky
rozeznat a odstranit (Hofejsi a kol., 2017). Kromé obranné funkce plni NK buriky i funkci
regulacéni prostfednictvim cytokind, jako je napi. IFN-y, nékteré interleukiny, GM-CSF
(granulocyte-macrophage colony stimulating factor) a TNFa (tumor necrosis factor alfa).
Charakteristickd je pro né také molekula CD56 a CD16 (Krejsek a kol., 2016). Ze svych
granuli doké&zi uvolnovat cytotoxické proteiny — perforiny a granzymy. Perforiny po svém
uvolnéni vytvafeji na membranach cilovych bunék pory, granzymy poté pies pory proniknou

a navodi apoptozu (Ames a Murphy, 2004).

Makrofagy vznikaji diferenciaci z krevnich monocyti. Nachdzeji ve vSech tkénich
a Vv nepiitomnosti zdnétu fagocytuji pozistatky vlastnich bun€k zahynulych apoptoézou. Patii
nejen mezi efektorové bunky vrozené imunity, ale také mezi APC, ¢imz napomahaji
v aktivaci T lymfocyti. Aby makrofag dokazal patogen zni¢it musi pfi setkani s antigenem
dojit k pfeméné¢ na aktivovany makrofag disponujici i dalSimi schopnostmi jako
napt. produkci oxidu dusnatého. K pfeméné dochdzi pod vlivem cytokinl, hlavné IFN-y
produkovaného Thi buitkami. Pfi zanétlivé reakci makrofagy produkuji cytokiny, které dale
stimuluji T bunky k obrané. Pozdé&ji se cytokiny uplatiiuji pii opétovné obnové poskozené

tkan¢. Vyznamni jsou v obrané proti bakteriim, viram i parazitim (Franken a kol., 2016).

Dendritické buiiky (DCs — dendritic cells) patfi mezi nejucinngjsi bunky
prezentujici antigen, jsou tedy zasadni pro rozpoznani, tvorbu imunitni odpovédi a také
urceni jeji velikosti a kvality. Zahrnuji velmi heterogenni populaci bunck, které se odlisuji
svou funkci, umisténim a ptivodem (Boltjes a van Wijk, 2014). Stoji na rozhrani specifické
a nespecifické imunity. Vznikaji z prekurzort v kostni dfeni a vyskytuji se ve zralé a nezralé
formé. V nezralé formé zastupuji funkci imunitniho dohledu a koluji mezi krvi a lymfou.
Vyskytuji se ve tkanich, kde jsou v pfimém kontaktu s vnéjsim prostiedim jako v kuzi
(tzv. Langerhansovy burnky), v zaludku, ve stfeve, sliznici Ustni a nosni dutiné. Zralé
dendritické  buiky  postradaji schopnost ~ fagocytovat a  nachazeji se
v sekundarnich lymfatickych organech (slezina, mandle, lymfatické uzliny, lymfatické tkané
organi). DCs naSly své vyuziti v 1é€bé autoimunitnich chorob a pi#i alogennich
transplantacich. Pfi autoimunitnim onemocnéni je snaha o navozeni tolerance vuci vlastnim

tkanim, jez byly chybné napadeny imunitnim systémem. Podobné je to i u alogenni
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transplantace, kdy se jednd o navozeni tolerance vuci antigenim pienesené tkané (Boltjes

a van Wijk, 2014; Obregon a kol., 2017).

2.2.3.3 Imunitni editace nadora

Imunitni editace nadort je dynamicky proces, pii kterém imunitni systém a nador
vzajemné interaguji, ovlivituji se a méni své vlastnosti. Probihd ve tiech fazich: eliminace,

rovnovaha a unik (elimination, equilibrium, escape), tzv. ,,3E* (Cali a kol., 2017).

Ve fazi eliminace dochazi za spoluprace specifické i1 nespecifické imunity
K rozpoznani a likvidaci nadorovych bunék (Cali a kol., 2017). Vrozenou imunitu zde
zastupuji NK buiiky a ziskanou T buiiky. Jsou aktivovany zéanétlivymi cytokiny, které
produkuji stromalni bunky a makrofagy nachazejici se v blizkosti nadoru. Sekreci cytokinii
dochazi k infiltraci dalSich imunitnich bunék, které produkuji dalsi zanétlivé cytokiny jako
IL-12 nebo IFN-y. Dochazi tak k likvidaci bunék nadorovych prostiednictvim NK bungk,
které vyuzivaji perforin a Fas ligand, tim dochazi k aktivaci ziskané imunity (Kim a kol.,
2007). Nador se mezitim stale vyviji a vznikaji dal$i mutace ménici jeho charakter. Mohou
tak vzniknout nddorové buiiky, které imunitni systém uZ nestihne dostate¢né rychle odstranit

a vstupuji do nasledujici faze (Cali a kol., 2017).

Ve fazi rovnovahy sice nedochdzi k tuplnému odstranéni nadorovych bunégk, ale
imunitni systém dokaze rist nddoru stale kontrolovat. Tento stav proto muze trvat i mnoho
let a nijak klinicky se neprojevuje. Pokud v této fazi dojde k transplantaci takto postizeného
organu a posléze dochédzi k poddvani imunosupresivnich 1é¢iv, miize dojit k propuknuti

rakoviny u pfijemce (Kim a kol., 2007).

Vlivem oslabeni imunitniho systému nebo dalSich mutaci nddoru dochazi ke tfeti
fazi, kterou je unik. Nadorové buniky se zacinaji nekontrolovatelné mnozit, imunitni systém
uz neni schopen kontroly nadoru a objevuji se i klinické pfiznaky rakoviny (Cali a kol.,

2017).

2.2.3.4 Cytokiny

Jako cytokiny se oznacuje skupina latek polypeptidové povahy patiici mezi zakladni

regulatory imunitniho systému. Tkéanové hormony jsou produkovany predevsim leukocyty
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ajinymi bunkami a pusobi prostfednictvim specifickych receptori na ruzné buiky
imunitniho systému i mimo n¢j. Lze rozliSit i tzv. membranové formy cytokind, které jsou
zakotveny Vv cytoplazmatické membrané pomoci transmembranovych proteint. Patfi sem
I nékteré signaliza¢ni povrchové proteiny jako napi.CD80, CD86 nebo Fas ligand (Hofiejsi
a kol., 2017; Klener a Klener jr., 2013).

Mezi cytokiny se fadi interleukiny (reguluji rozlicné aspekty vyvoje a aktivaci
leukocyt), chemokiny (maji chemotaktickou aktivitu), lymfokiny, rastové faktory,
interferony (patii mezi vyznamné slozky neadaptivnich antivirovych obrannych mechanismu
a reguluji imunitu), rastové faktory (transformujici rstové faktory, faktory stimulujici
kolonie, hematopoetické rtstové faktory) a death ligandy. Jejich biologické ucinky jsou
obvykle pleitropni (ptisobi na nékolik riznych typl bunck), ¢asto redundantni (jednotlivé
cytokiny mohou byt nahrazeny jinymi) a vétSinou pusobi i v kaskadé. Mohou pusobit
synergicky, antagonisticky nebo indukovat vydej dalSich cytokinti. Vznika tak velmi slozita
a komplikovana cytokinova sit’ signald. Uginky mohou byt také parakrinni, kdy cytokiny
pusobi na bunky v jejich tésné blizkosti ¢i endokrinni, kdy cytokiny plisobici na vzdalené

buriky a §ifi se krevnim Fe¢istém (Hoftejsi a kol., 2017; Klener a Klener jr., 2013).

IFN-a (interferon alfa) ma antivirové a také vyznamné protinadorové ucinky. Ty se
vysvétluji antiproliferativnim plisobenim, kdy INF-a zasahuje do bunééného cyklu (blokada
tranzinu G1-S), stimuluje bunécné diferenciace a také inhibuje angiogenezi. Jeho dalsi
protinddorové ucinky jsou imunomodulacni, kdy INF-a zvySuje aktivitu cytotoxickych
lymfocytl, makrofagh a NK bunék. Dokonce zvySuje i expresi antigenti hlavniho
histokompatibilitniho komplexu (MHC 1 a MHC Il), které jsou nutné pro zahajeni
cytotoxické reakce (Klener a kol., 1997). Uplatiiuje se pfi lécbé hematologickych malignit,
maligniho melanomu a také v kombinaci s IL-2 pii 1écbé karcinomu ledvin. Diive byl
pouzivan za ucelem dosazeni bezptiznakového obdobi u chronické myeloidni leukémie,
nehodgkinskych lymfomi, vlasatobunééné leukémie a mnohocetného myelomu (Klener

a Klener jr., 2013).

IL-2 (interleukin-2) vznika po setkani santigenem v T lymfocytech. Parakrinné
I endokrinné se podili na stimulaci proliferace antigenné specifickych T lymfocytl
a podporuje jejich dalsi sekreci cytokinu (IL-4, INF-y). Vliv ma i na proliferaci NK bun¢k
a B bun¢k. Patii mezi cytokiny, se kterymi jsou v klinické praxi v oblasti nadorové terapie

v

nejhojnéjsi zkusenosti. Rekombinantni forma IL-2 se v kombinaci s interferonem pouziva
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k 1é¢bé adenokarcinomu ledvin. Nadéjna se zda byt i kombinace s INF-a v 1é€bé maligniho

melanomu (Klener a Klener jr., 2013).

GM-CSF (granulocyte-macrophage colony stimulating factor) je faktor regulujici
kolonie makrofagii a granulocyti. Spole¢né s IL-3 se podili i na diferenciaci eozinofili.
Zvysuje produkci adhezivnich molekul napt. LAM (leukocyte adhesion molecules), které
jsou nutné pro pfilnuti neutrofilli k endotelu a jejich priniku do loziska zanétu (Klener

a Klener jr., 2013).

TNF-a (tumor necrosis factor alfa — faktor nekrotizujici tumory) téz zvany
kachektin, je medidtorem zanétlivé reakce. Jeho hlavnim zdrojem jsou makrofagy, NK
bunky, T lymfocyty, B lymfocyty, fibroblasty a buiiky rtiznych nadorti. Pisobi na uvolnéni
dalSich medidtorii (leukotrientl), zvySeni teploty, indukuje expresi nékterych gentl, piisobi
cytotoxicky, lokalné zpusobuje nekrozu nadorovych bunék a poskozuje nadorové cévni

zasobeni (Klener a kol., 1997).

2.2.3.5 Strategie iiniku nadorovych bunék imunitnimu systému

Nadorové bunky vyuzivaji mnoho zpisobi k tniku pfed imunitnim systémem,
spousta z nich se ale podobd strategii uniku infekénich mikroorganismt. Kazdy druh
nadorovych bunék ma svij odlisny zptisob, jak se vyhnout kontaktu s bunkami imunity.
Takovéto mechanismy posléze vytvareji imunosupresivni a tolerogenni prostfedi, ¢imz
dochdzi k aktivni stimulaci mechanisml tolerance naddorovych bunék, které nemohou byt
spravné rozpoznany a odstranény. Mezi tyto mechanismy patii napt. velka variabilita, nizka
exprese MHC I molekul, produkce faktorii inaktivujici T lymfocyty nebo jiné blokujici
faktory a Fas ligand (Hofejsi a kol., 2017).

Vysoka variabilita zna¢i mutantni vznik nadorovych forem, které ztratily svij

antigen (Hofejsi a kol., 2017).

Nizka exprese MHC I molekul, nebo dokonce jejich ztrita zabraniuje rozpoznani
cytotoxickymi lymfocyty a nadorova buiika se pro né stava neviditelnou (Stastny a Rihova,
2015). Zde by mohly najit své vyuziti NK bunky, ale i proti nim jsou nadorové bunky
vyzbrojeny. Zac¢nou exprimovat MHC Ib a NK bunky je poté nerozpoznaji a povazuji je

za svoje vlastni buniky (Haynes-Gilmore a kol., 2014).
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Regula¢ni T lymfocyty (Tregs — regulatory T-cells) hraji také dulezitou roli
Vv protinddorové imunitni odpovédi. Jedna se o skupinu T bunék, které jsou vyznamné pro
udrzeni periferni tolerance vuc¢i vlastnim antigenim, slouzi tedy jako prevence
autoimunitnich chorob. Dale moduluji imunitni odpovéd’ pii infekci a udrzuji imunitni
systém v homeostadze. Mimo to ale i inhibuji ostatni T buiiky produkei cytokinti jako TGF-f,
IL-10 nebo IL-6, ¢imZ mtize také dojit k dal§imu podpofeni ristu nadoru (Stastny a Rihova,
2015; Klasbusay, 2015). Produkci TGF-B Tregs dale autokrinné stimuluji sviij vlastni vznik
a produkce IL-10 navozuje toleranci nadorovych bunék. Tregs podporuji i angiogenezi
nadoru a produkci VEGF (vascular endothelial growth factor) ovliviiuji funkci a zrani DCs
(Facciabene a kol., 2012).

Mezi dal§i mechanismy obrany nddorovych bunck pfed imunitnim systémem patii Fas
ligand. Fas receptor (Fas) je povrchovy protein, ktery je silné produkovan v jatrech, thymu,
srdci a ledvinach a po vazbé na svij Fas ligand spousti apoptozu. Fas je exprimovan
aktivovanymi T bunikami a NK bunkami a vyskytuje Se 1 Vtzv. imunoprivilegovanych
tkanich (varlata, o¢i) (Stastny a Rihova, 2015). Na povrchu T bunék se nachéazi Fas receptor
i Fas ligand. Navazanim Fas ligandu na Fas receptor jsou schopni spustit svou vlastni
destrukci apoptdozou. Toho dokazi ale nadorové bunky zneuzit. Pokud nador nebo jeho
endotelie exprimuji Fas ligand, interaguje s Fas v T buikach a dochazi k jejich likvidaci
(Hoftejsi a kol., 2017; Motz a kol., 2014).

2.3 Adoptivni imunoterapie

Pfi adoptivni imunoterapii jsou izolovany pacientovi T lymfocyty, které se nasledné
kultivuji po nékolik tydnii ve specializované laboratofi spolu se specifickymi nadorovymi
antigeny a rustovymi faktory. Posléze se re-infuzné vpravuji jiz tumor specifické
T lymfocyty zpét pacientovi a dochazi Kk imunitnimu ataku i ke vzniku imunologické paméti.
Takto pripraveny 1ék nelze pouzit pro 1écbu jakéhokoliv pacienta v populaci, ale jen pro
daného pacienta, kterému byly odebrany T lymfocyty. K nevyhodam této 1écby patii vyssi
cena a pomérné komplikovany proces ptipravy (Perica a kol., 2015; Kalos a June, 2013).
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2.4 Nadorova imunoterapie zaloZena na stimulaci specifické
imunity

Imunoterapie zaloZzend na stimulaci specifické imunity mlze vyuZivat dendritické
buiiky (DCs), které se pfipravi in vitro derivatizaci monocytii smési cytokini (GM-SCF,
IL-4) a dale se pak kultivuji ex vivo spole¢né s nadorovymi antigeny. PO nasledné maturaci
se DCs zpét injikuji pacientovi a migruji do lymfatickych uzlin, kde dochazi ke stimulaci
T lymfocyti vedouci k protinadorové imunitni odpovédi (Hofejsi a kol., 2017; Radford,
2014).

Dalsi moznosti je terapie pomoci monoklonalnich protilatek (mAbs — monoclonal
antibodies), které jsou produkované jednim ze subtypu B lymfocyta. Protilatky se skladaji ze
dvou identickych Fab fragmentl véazajicich antigen a z jednoho Fc fragmentu. Fab zajist'uje
antigenni specifitu pomoci oblasti urcujicich komplementaritu a Fc fragment se spojuje s FC
receptory a aktivuje efektorové imunitni buiiky jako NK buriky, neutrofily, monocyty, DCs
a eozinofily (Weiner a kol., 2010). Tato vazba protilatky a nadorového antigenu sméiuje
vhodné imunitni buiky do mista nadoru a tim dochazi k vyznamnému narGstu fagocytozy
I apoptozy nadorovych bunék. Tento mechanismus pasobeni monoklonarnich protilatek se
nazyva bunéna cytotoxicita zavisla na protilatkich (ADCC - antibody-dependent
cell-mediated cytotoxicity). Dale lze vyuzivat i dalSich pfirozenych protinadorovych
mechanismu protilatek, jako je napt. aktivace cytotoxicity zavislé na komplementu (CDC —
complement dependent cytotoxicity), opsonizace vedouci k ADP (antibody-dependent
phagocytosis) a indukce adaptivni imunity. Pomoci monoklonarnich protilatek 1ze blokovat
i vazbu ligandu na receptor, kdy dochazi k naruieni pfislusné signalni drahy. Casto se
vyuziva blokace receptoru pro VEGF nebo VEGFR (epidermal growth factor receptor),
které zlepSuji pieziti pacientd s rakovinou prsu nebo tlustého stieva (Kubota a kol., 2009;
Klener a Klener jr., 2013).

2.5 Nadorova imunoterapie zaloZena na stimulaci nespecifické
imunity
Nespecifickd imunita zajiStuje prvni ochranou bariéru proti infekci. Jak uz bylo

zminéno vyse, aby doslo k rozpoznéni a eliminaci ciziho patogenu ¢i vlastnich pozménénych

bunék, musi nejprve dojit k rozpoznani PAMPS prostfednictvim PRRS.
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2.5.1 Pattern recognition receptors (PRRs)

Vyse jiz bylo feCeno, ze PRRs jsou receptory bunék vrozené imunity slouzici
K rozpoznani signali PAMPs ¢i DAMPs. Nasledkem tohoto rozpoznani muize byt
opsonizace, aktivace komplementu, fagocytoza, spusténi koagulaéni kaskady, apoptézy nebo
zanétu (Janeway a Medzhitov, 2002). PRRs se rozd€luji na cytoplazmatické, sekretované

a membranové (Elfeil a kol., 2013).

Cytoplazmatické PRRs funguji jako druhd vlna obrany pii napadeni patogeny. Lze
je rozdélit na RIG-I-like receptory (RLRs) rozeznavajici hlavné virovou DNA a NOD like
receptory (NLR), které rozpoznéavaji bakterialni komponenty (Akira a kol. 2006).

Dalsi skupinou jsou sekretované PRRs uplatnujici se pti aktivaci komplementové
kaskady. Jsou tvofeny v jatrech a do téla se uvoliuji pii akutnich infekcich (Janeway
a Medzhitov, 2002). Patii sem napt. C-reaktivni protein (CRP) a mannan vazajici lektin
(MBL — mannan-binding lectin) (Elfeil a kol., 2013).

Posledni membranové PRRs zahrnuji mannoézovy receptor a dal§i lektinové
receptory typu C (CLRs), scavenger receptory (SR) a toll-like receptory (TLRs) (Gordon,
2002). CLRs rozpoznavaji sacharidy na virech, bakteriich a houbach (Takeuchi a Akira,
2010). SR jsou schopné vazat modifikované lipoproteiny (LPL), endogenni proteiny
a patogeny (Zani a kol., 2015). TLRs jsou velmi vyznamné pii odpovédi na mikrobialni
organismy a jsou také vysoce exprimovany imunitnimi buiitkami z myeloidnich
i lymfoidnich linii, které infiltruji nadorové mikroprostiedi. V lidskych bunkach bylo
nalezeno celkem 10 ¢lenti TLR rodiny. Jsou oznacované jako TLR 1-10 a v membrané se

obvykle vyskytuji jako dimery (Ferencik a kol., 2005; Marabelle a kol., 2014).

2.5.2 NaSe imunoterapie zaloZena na kombinaci TLR agonista

a ligandi fagocytarnich receptort

Tohoto principu vrozené imunity vyuzivame i v nasi terapii pod vedenim dr. Zenky.
Nejvétsiho ucinku dosahuje terapie pii pouziti TLR agonisti spolu s ligandy fagocytarnich
receptort, které jsou zakotveny pifimo na nddorové bunky. TLR agonisté maji signalizacni
ucinek, to vede K infiltraci granulocytl a k zanétlivé reakci. Ligandy fagocytarnich receptori
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se postaraji 0 nasmérovani fagocytii na nadorové bunky. Diive se jako hlavni TLR agonista
pouzival LPS (lipopolysacharid), avsak pro jeho toxické ucinky na ¢loveéka se od né¢ho
upustilo. Soucasné¢ pouzivame pro ¢lovéka bezpeény resiquimod (R-848). Jako ligand
stimulujici fagocytdzu se pouzivd manan ¢i laminarin (Janotova a kol., 2014; Caisova a kol.,

2016; Waldamnnova a kol., 2016).

V této praci byl jako hlavni TLR agonista pouzit resiquimod (R-848). Pro jest¢ vétsi
zesileni signalizace byly jako dal$i TLR agonisté¢ pouzity POLY I:C a LTA. Jako ligand

stimulujici fagocytozu byl vyuzit manan.

2.5.2.1 TLR agonisté pouZziti v této praci

Resiquimod (R-848) je latka s nizkou molekulovou hmotnosti vykazujici silnou
protivirovou a protinddorovou aktivitu. R-848 je hlavni agonista TLR 7 receptoru u mysi
areceptort TLR 7 a TLR 8 u clovéka. U €loveéka jsou tyto dva receptory exprimovany na
DCs, makrofazich, NK bunkach a B lymfocytech. Po vazbé R-848 na zminéné TLR
receptory dochézi k produkci cytokind, jako je napt. IFN-a, IFN-y, INF-o, IL-6, IL-8
a IL-12 (Zhou a Sun, 2015; Dockrell a Kinghorn, 2001).

POLY 1:C (polyinosinicka-polycitidylicka kyselina) je uméle vyrobena latka
podobna dsRNA pouzivana jako agonista TLR 3. Po navazani dochazi k produkci
prozanétlivych cytokind a proteinu 1, ktery spousti tvorbu INF typu 1. Ten ptisobi na aktivitu
NK bunek a zrani DCs (Cheng a Xu, 2010).

LTA (lipoteichova kyselina) se vyskytuje v buné¢né sténé grampozitivnich bakterii
aje agonistou TLR 2. Po navazani LTA na TLR 2 dochazi k produkci prozanétlivych
cytokind, jako je napt. TNF-a a IL-IB. Dale se aktivuje komplement a dochazi i k uvoliiovani

kyslikovych ¢i dusikovych radikalll z neutrofild a makrofagh (Schwandner a kol., 1999).

2.5.2.2 Manan - ligand stimulujici fagocytézu pouzity v této praci

Manan je polysacharid slozeny z nékolika podjednotek D-manoz, které jsou spojené
glykosidickou vazbou. Byl nalezen v bunééné sténé gramnegativnich bakterii a kvasinek

(Lipke a Ovalle, 1998). Manan je antigenni latka a je rozeznavan vrozenou imunitou jako
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PAMPs pomoci dvou receptorti — manan véazajici lektin (MBL) a manézovy receptor (MR)
(Janeway a Medzhitov, 2002).

Manézovy receptor (MR) se nachazi na povrchu makrofagu, DCs a nékterych
endotelidlnich bun¢k. Je schopen rozpoznat cizi mikroorganismy pravé podle piitomnosti

D-mandzy na jejich bunééné sténé (Gordon, 2002).

Manozu vazajici lektin (MBL) je protein schopny zahajovat aktivaci komplementu
lektinovou cestou. To se uskute¢iiuje rozpoznanim opakujicich se sacharidovych struktur na
povrchu patogenu. Funguje i jako opsonin, tim stimuluje pohlceni patogeni fagocyty (Alam
a kol., 2007).

2.5.2.3 Kotveni mananu na nadorové bunky

Manan se na nadorové bunky kotvi pomoci BAM (biocompatible anchor for
membrane — biokompatibilni kotva pro membranu). Jeden konec molekuly BAM, na ktery
se navazuji terapeutické latky, je hydrofilni a nese polyethylenglykol a NHS skupinu. Druhy
konec je hydrofobni s fetézcem kyseliny olejové. Ta umoziuje kotveni do membrany bunék

(Kato a kol., 2004).

2.5.2.4 Anti-CD40

Molekula CD40 patii mezi ¢leny superrodiny TNF. Exprimuji ji APC, dendritické
buiikky, B lymfocyty a monocyty. Byla také ale nalezena na Sirokém spektru nadord,
napf. na melanomu, karcinomu slinivky bfi$ni, plic, ledvin, prostaty nebo vajecnikd.
Agonisticka anti-CD40 protilatka funguje jako agonista receptoru CD40 a obnovuje funkci
APC a dalsich slozek ziskané imunity (Khalil a VVonderheide, 2007).

Nasi stavajici terapii se stale snazime vylepSovat. Jednou z moznosti byla i snaha

0 odstranéni imunosupresivniho adenosinu.
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2.6 Adenosin

Adenosin je endogenni nukleosid slozeny z riboézy a adeninu (Sachdeva a Gupta,

2013). Jeho chemicka struktura je znazornéna na obrazku 1.

NH,

Ny

o, A

HO OH

Obr. 1: Chemicka struktura adenosinu (Sachdeva a Gupta, 2013).

Je to vyznamny neuromoduldtor a homeostaticky reguldtor. V buiikdch tvofii
dilezitou soucast n€kolika molekul a podili se tak na bunééné regulaci. Je soucasti molekul
ATP (adenosintrifosfat), hlavni slou¢eniny energetického metabolismu buriky. Dale se podili
na genové expresi svou pritomnosti v nukleovych kyselinaich nebo na intraceluldrni
signalizaci, kde je soucasti cAMP (cyklicky adenosinmonofosfat). Adenosin sam o sobé
zastavad 1 dal§i fyziologické funkce. Prostiednictvim adenosinovych receptorii pisobi,
podobné jako ATP, jako extracelularni signalni molekula (Sachdeva a Gupta, 2013; Barsotti
a Ipata, 2004).

2.6.1 Adenosinové receptory

Na povrchu imunitnich bun€k byly objeveny celkem ¢tyfi podtypy adenosinovych
receptorl, které jsou asociovany s G-proteinem — adenosin Ai, Axa, Azxg a As receptory
(Piirainen a kol., 2011).

A1 receptor se hojné vyskytuje v rtiznych ¢astech centralni nervové soustavy, méné
Vv tukové tkani, ve svalech, jatrech ¢i zanétlivych bunkach, zejména v neutrofilech (Sachdeva
a Gupta, 2013).

19


https://cs.wikipedia.org/wiki/Adenosindifosf%C3%A1t
https://cs.wikipedia.org/wiki/Adenosinmonofosf%C3%A1t

Aoa exprimovan v monocytech, zirnych buiikach, granulocytech, lymfocytech, DCs,
NK bunkach a T bunkach (Fredholm a kol., 2007). Jeho aktivace vede ke zvysené tvorbé
intracelularniho cAMP. Nadorem produkovany extracelularni adenosin poté mtze potlacovat
aktivitu T lymfocytd pravé kvuli zvySené produkci CAMP vyvolané prostiednictvim Aoa
(Gessi a kol.,, 2011; Ohta, 2006). ZvySena produkce CAMP zvysuje i produkci
imunosupresivnich cytokind, napt. TGF-B, IL-10 (Leone a kol., 2015). Tento receptor je

zodpovédny i za snizenou imunitni odpovéd’ DCs (Pacheco a kol., 2005).

Az receptor je velmi exprimovan v gastrointestinalnim traktu, mo¢ovém méchyii
a Vv zirnych bunkach. Ze vsech adenosinovych receptori ma pravé tento receptor nejmensi
afinitu k adenosinu, pfedpoklada se tedy, Ze k jeho aktivaci dochazi az pii velmi zvySené
hladin¢ extracelularniho adenosinu. Oproti tomu A1 a Aza receptory maji nejvétsi afinitu
k adenosinu (Sachdeva a Gupta, 2013). Aktivovany receptor Azs podporuje proliferaci
nadorovych bunék, Sifeni a tvorbu metastdz. Reguluje angiogenezi pomoci VEGF. Dale
dokaze ovlivnit diferenciaci a funkci dendritickych bunék i aktivaci makrofagi (Sun

a Huang, 2016).

As receptor byl nalezen hlavné v zirnych bunkach, eozinofilech, neutrofilech
a Vv ledvinach (Sachdeva a Gupta, 2013).

Mnozstvi adenosinu urcuje, jaky receptor bude aktivovan. Napiiklad na neutrofilnich
granulocytech byly objeveny vSechny typy adenosinovych receptort. K aktivaci A1 a Az
dochdzi pfi uz malé koncentraci adenosinu na pocatku imunitni odpovédi, coz vede
k chemotaxi a fagocytdze neutrofili. Neustale zvySujici se hladina adenosinu zapfi¢ini
aktivaci Aza a Azg receptord, které spusti produkci zanétlivych mediatort a neutrofily uvolni
granula (Barletta a kol., 2012).

Na obrazku 2 je znazornéno schéma adenosinovych receptord a jejich signalizace na

imunitnich bunkach.
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Obr. 2: Adenosinové receptory a signalizace na imunitnich buikach. AC — adenylatcyklaza,
ADO - adenosin, PLC — fosfolipaza C, Gg/Gs, Gs/Golf, Gi/Go, Gi/Gq — G proteiny,
CAMP — cyklicky adenosinmonofosfat, A2aR, AzsR, AsR, AiR — adenosinové receptory
(Muller-Haegele a kol., 2014).

A1 a As receptory snizuji intracelularni hladiny cAMP. Oproti tomu Aca a Azs
hladiny cAMP zvySuji (Young a kol.,2014). To probihéd inhibici nebo aktivaci enzymu
adenylatcyklazy. Signalizace na imunitnich buinikdch se uskuteciiuje pies vapenaté kanaly

a fosfolipazu C (Muller-Haegele a kol., 2014).

2.6.2 Adenosin a jeho tvorba v nadorech

Adenosin vznika v bunkach pfi zvySené spotiebé energie, nejcastéji z rozpadu ATP
v bunikach pti hypoxii (Gessi a kol., 2011). Dale vznika i pii zanétu ¢i pii apoptoze
(Whiteside, 2017).

Pravé pro nadorové mikroprostiedi je charakteristickd hypoxie, kterd nastava pfti
nedostatecném zasobeni tkané kyslikem a zptsobuje neschopnost bunky pokryt své

energetické potieby (Ohta, 2016).
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V této situaci dochazi k inhibici oxidativni fosforylace a naddorové buiiky se snazi
pfizpusobit aktivaci glykolyzy, kdy se glukéza metabolizuje na laktat. K tomu dochazi
aktivaci hypoxickych gent, které jsou fizeny transkripénim faktorem HIF-1 (hypoxia
inducible factor 1). Ten nasledné aktivuje PDK-1 (pyruvate dehydrogenase kinase 1)
a glykolytické enzymy. Dale vznika ROS (reactive oxygen species) a dochazi k poskozeni
mitochondrii, ¢imz je podporovana proliferace bun€k. Bylo prokazano, Ze rakovinové bunky
vyuzivaji glykolytického mechanismu 1 pifi dostatku kysliku. Tento jev se nazyva
Warburgiv efekt (Upadhyay a kol., 2013).

HIF-1 se mimo jiné zvySuje i1 expresi CD39 a CD73, tim podporuje dalsi tvorbu
imunosupresivniho adenosinu (Synnestvedt a kol., 2002). ZvySuje i expresi adenosinového
receptoru Azg a snizenou expresi adenosinovych transportérit ENT 1 a ENT 2 (equilibrative
nucleoside transporter) podporuje hromadéni a pusobeni adenosinu (Kong a kol., 2006;
Eltzschig a kol., 2005).

Produkci laktatu dochazi k okyselovani prostiedi a nadorové buriky jsou tak chranény
pted atakem imunitniho systému. Takovy zpisob ziskavani energie ale neni energeticky
vyhodny (Upadhyay a kol., 2013). Glykolyza poskytuje 18nasobné niz$i produkci ATP nez
mitochondrialni oxidativni fosforylace. Nadorové bunky tuto skutecnost musi kompenzovat
zvySenym poctem glukoézovych pienaSecli, zeyména GLUT-1. Jsou proto charakteristické

velkym piisunem glukézy (Hanahan a Weinberg, 2011).

2.6.2.1 Metabolismus adenosinu

Adenosin  je v extracelularnim  prostoru generovan pii  rozpadu ATP

(adenosintrifosfat) prostfednictvim ektoenzymu apyrazy (CD39) a 5'-nukleotidazy (CD73).

ATP je nejprve defosforylovano na ADP (adenosindifosfat) a poté na AMP
(adenosinmonofosfat) prostfednictvim CD39. Nasledné defosforylizaci AMP za pomoci

CD73 vznika adenosin (Whiteside, 2017).

Koncentrace adenosinu je V extracelularnim prostoru kontrolovana mechanismy
zpétného vychytavani. Tyto specifické nukleosidové transportéry poté uvniti buniky adenosin

fosforyluji na AMP pomoci adenosin kindzy nebo adenosin degraduji adenosin-deaminazou
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(ADA) na inosin (Gessi a kol., 2011). Inosin muze byt dale odbouran na hypoxantin a dale

az na kyselinu mocovou (Barsotti a Ipata, 2004).

Hladiny extracelularniho adenosinu jsou za homeostatickych podminek udrzovany
v rozmezi od 10 do 200 nM, pii hypoxickém ¢i stresovém prostiedi mohou byt zvysSeny

na 10-100 uM (Sun a Huang, 2016).

Adenosin lze detekovat i intracelularné. Jeho tvorba probiha hydrolyzou AMP

5-nukleotidazou nebo hydrolyzou S-adenosyl-homocysteinu (Gessi a kol., 2011).

Metabolismus extraceluarniho adenosinu je pro vétsi prehlednost zndzornén

na obrazku 3.

) -2 ENE Gp)
NTT

Adenosin
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A2A @

Obr. 3: Schéma metabolismu extracelularniho adenosinu. ATP — adenosintrifosfat, CD39
a CD73 — ektonukleotiddzy, AMP — adenosinmonofosfat, Al, A2A, A2B, A3 — specifické
adenosinové receptory, NT — nukleosidové transportéry, ADA — adenosindeaminéza, Ino —

inosin, PNP — fosforylaza purinovych nukleosidt, Hyp — hypoxantin (zdroj: vlastni).

2.6.2.2 CD73aCD39

Enzymy CD39 a CD73 uplatiujici se pii rozpadu ATP zde maji velmi dilezitou roli.

Signalizace extracelularnim ATP vyvolava prozéanétlivou imunitni odpovéd’, oproti tomu

-----

-----
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jako je rakovina, je tato rovnovéaha narusena ve prospéch adenosinu a sméfuje k jeste veétsi

progresi. CD39 a CD73 jsou tedy klicové pro rovnovahu ATP—adenosin (Whiteside, 2017).

CD39 je exprimovan ve slezin¢, thymu, plicich a placenté. V téchto organech je také
asociovan s imunitnimi bunkami jako jsou NK bunky, DCs, monocyty, makrofagy,
neutrofily a Tregs. ZvySena exprese CD39 byla prokazana u n¢kolika druht pevnych nadord,
jako je napft. karcinom pankreatu ¢i karcinom kolorekta (Antonioli a kol., 2013; Hu a kol.,
2017).

CD73 bylo nalezeno v mnoha tkanich jako je tlusté stievo, mozek, ledviny, jatra,
plice a srdce. Dale také na leukocytech v periferni krvi, slezin€, lymfatickych uzlinach,
thymu akostni dfeni. K jeho zvySené expresi dochazi v ptitomnosti nékterych cytokini
(TGF-B, INF, TNF-a, IL-B) (Antonioli a kol., 2013; Colgan a kol., 2006). Zvysena hladina
CD73 byla nalezena u pacienti srakovinou prostaty a vaje¢nikt (Leclerc a kol., 2016;
Turcotte a kol.,, 2015). U rakoviny prsu je spojena i snadorovou vaskularizaci,
metastazovanim a krat$i dobou pteziti (Zhang, 2010). ZvySena exprese CD73 zpusobuje

dokonce i rezistenci vi¢i antracyklinovym chemoterapeutikim (Loi a kol., 2013).

2.6.2.3 ADA a PNP

ADA je ektoenzym, ktery se vaze na bunécny povrch prostifednictvim CD26, nebo
pomoci A1 a Azg adenosinovych receptort. Jeho nedostatek je u postizenych jedinct spojen
s tézkou imunodeficienci a S absenci funkénich T a B lymfocyti (Pacheco a kol., 2005). Ve
sledu reakci pfi metabolismu purind na enzym ADA navazuje enzym PNP (fosforylaza
purinovych nukleosidit), ktery je také spjat s nedostatkem T buné€k u postizenych jedincu.

Deficit ADA je vsak zavazné&jsi (Grunebaum a kol., 2012).

2.6.2.4 Inosin

Inosin vznika pii rozkladu adenosinu pomoci ADA. Podobné jako adenosin,
disponuje inosin schopnosti vazat se na Aza receptor na T buikach a aktivovat zvySenou
produkci cAMP a potlacit funkce imunitniho systému. V porovnani s adenosinem, ktery ma

kratky polocas rozpadu, je inosin stabilni metabolit. To umozituje déletrvajici obsazeni Aza
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ucinky jesté dlouhou dobu po degradaci adenosinu (Whiteside, 2017).

2.6.3 Adenosin a vrozena (nespecificka) imunita

Jak jiz vySe bylo fecCeno, nespecifickou bunécnou slozku imunity ptedstavuji
fagocytujici bunky (dendritické bunky, neutrofily, eosinofily, bazofily a makrofagy)
a prirozen¢ cytotoxické bunky (NK buiiky). Pro nadorové mikroprostiedi jsou vyznamné

pfedevsim makrofagy, neutrofily, dendritické buniky a NK buriky.

2.6.3.1 Vliv adenosinu na fagocyty
Akumulace extracelularniho adenosinu vyrazné¢ snizuje funkci fagocytujicich bunék.

V makrofazich adenosin inhibuje fagocytozu, produkci nékterych cytokini (TNF-a,
IL-12), superoxidi a oxidu dusnatého (Hasko a kol., 1996; Hasko a kol., 2000). Déle zvySuje
produkci IL-6 a IL-10 (Young a kol.,2014).

U neutrofill snizuje degranulaci, adhezi k buitkdm endotelu a produkci superoxidi

a oxidu dusnatého (Cronstein a kol., 1990; Firestein a kol., 1995; Bouma a kol., 1997).

Adenosin v nezralych lidskych DCs vyvolava zvySenou chemotaxi, coZ je zpisobeno
expresi A1 receptoru. Zralé DCs tento receptor ztrdci a exprimuji receptor Aza, jehoz
aktivace snizuje produkci IL-12 a zvysuje produkci IL-6, 1L-10, TGF- a VEGF (Schnurr,
2003; Novitskiy a kol., 2008).

2.6.3.2 Vliv adenosinu na NK burnky

Utinek adenosinu na NK buiiky neni piesné definovan. Aktivace Aza receptoru
adenosinem zpusobuje u mysi potlaceni cytotoxicity 1 produkce INF-y. Oproti tomu aktivace
mySiho receptoru As zvySuje aktivaci NK bunék. Receptory na lidskych NK bunikach ale
jesteé nebyly prozkoumany (Hoskin a kol., 2008).
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2.6.4 Adenosin a ziskana (specificka) imunita

Vyse jiz bylo uvedeno, Ze mezi bunky ziskané imunity patii T lymfocyty,
B lymfocyty a plazmatické buinky. V nddorovém prostiedi jsou dualezité predevsim

T a B bunky.

2.6.4.1 Vliv adenosinu na T bunky

Vysoké hladina cAMP vznikajici v disledku aktivace Aca receptoru na T bunkach
zpusobuje utlumeni funkce téchto bunck v riznych stadiich jejich maturace, aktivace,
migrace i efektorové funkce (Whiteside, 2017; Zhang, 2010). Dochazi ke snizZeni jejich
cytotoxicity i ke snizené produkci cytokinti INF-y, IL-2 a TNF-a (Ohta a kol., 2009; Young
a kol.,2014).

Bylo také prokazano, ze aktivace Aza receptoru na Tregs, vede K jejich proliferaci
a zvySuje jejich imunosupresivni schopnosti. Bylo i zjisténo, Ze lidské Tregs nadmérné
exprimuji CD39 1 CD73 a vznikajici adenosin se poté vaze na Aza receptor efektorovych
T bun€k. Tregs jsou typické i nizkou expresi ADA (Mandapathil a kol., 2010). Ring
a kolektiv nedavno oznacily ATP jako molekulu, ktera ptimo aktivuje Tregs (Ring a kol.,
2010).

2.6.4.2 Vliv adenosinu na B buiiky

U pamétovych B bun€k bylo nalezeno mnohem vice genu pro signalizaci
adenosinem, vcetné genu pro receptor Aza, nez u naivnich B bungk, které jsou prekurzory
bun¢k pamétovych. B bunky obecné exprimuji ektonukleotidazy CD73 i CD39, ale jeden ze
subtypit pamétovych bunék exprimuje zvySené mnozstvi CD73. Pamétové B bunky tak

mohou regulovat naivni B bunky i dal§i imunitni bunky (Tomayko a kol., 2008).

Mala subpopulace B lymfocytt, tzv. B regulaéni lymfocyty (Bregs), kontroluji funkci
CD4+ T lymfocytid pomoci produkce IL-10, TGF-B, nebo zvySenou expanzi Tregs. Bregs
stejné jako Tregs exprimuji CD73 1 CD39 a velmi malo ADA. Pravé tyto regulacni

schopnosti Bregs jsou zvySené v nadorovém mikroprostiedi a mohou potlacovat funkci
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T lymfocytt i ostatnich imunitnich bun¢k exprimujicich adenosinové receptory (Saze a kol.,
2013).

Na obrazku 4 je souhrn u¢ink adenosinu na buiky specifické a nespecifické

imunity.
Snizeni SniZzeni
. fagocytazy . produkce IL-12
. produkce TNF-a, IL-12 Zvyieni
. produkce superoxidi . produkce IL-6, IL-10, TGF-B, VEGF
. produkce oxidu dusnatého /',___ - . chemotaxe
Zvyseni f Lo / .
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NS -~
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Obr. 4: Vliv adenosinu na burnky specifické a nespecifické imunity (zdroj: vlastni).

2.6.5 Adenosin a nadorova imunoterapie

Dosavadni strategie zabrafnujici imunosupresivnim uc¢inkiim adenosinu 1ze rozdélit do
tii kategorii. Prvni se zaméfuje na zamezeni syntézy adenosinu vV tkanich, nadorech
a imunitnich bunikdch. Druhd hovoii o zablokovani ¢i znemoznéni signalizace pomoci

adenosinovych receptorti na povrchu bunék. Tteti navrhuje snizit G¢inek adenosinu uvnitf

bun¢k (Whiteside, 2017).

Pro vétsi prehlednost je uveden obrazek 5 s nékolika moznostmi likvidace adenosinu

a jeho imunosupresivnich ucinki. Jednotlivé zplisoby budou popsany nize.
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Obr.5: Ptehled moznosti likvidace adenosinu a imunosuprese (Sitkovsky a kol., 2014).

2.6.5.1 Zamezeni syntézy adenosinu

Zamezeni vzniku adenosinu v tkanich, nadorech a imunitnich bunikach lze dosahnout
inhibici CD73 ¢i CD39 (Whiteside, 2017). U mysi s melanomem postradajicich CD73 byl
zna¢né oslaben rist primarniho nadoru i metastaz (Yegutkin a kol., 2011). Podobn¢ byl
pozorovan mensi vyskyt jaternich metastdiz u melanomu u mysi s deficitem CD39 (Sun

akol., 2010).

Molekularni inhibice CD73 pomoci farmakologickych latek nebo mAb vyznamné
zpomaluje rust nadoru prsu in vivo u mysi a inhibuje tvorbu plicnich metastaz (Stagg a kol.,

2010).

MEDI9447 je lidska vysoko afinitni monoklonalni protilatka, ktera je specificka pro
ektoenzym CD73. Méni nadorové mikroprostiedi tim, Ze blokuje pfeménu neaktivni formy
CD73 na aktivni enzym. Zabratiuje supresi CD4" T, zvySuje se prezentace antigenii pomoci
DCs, zlepSuje se schopnost aktivace lymfocytl a zajiStuje ivylouceni prozanétlivych
cytokini (INF-y, IL-1B, TNF-a). V soucasnosti prochazi klinickymi studiemi faze 1,
samostatné i v kombinaci s MEDI4736, pro ovéfeni bezpe¢nosti, snasenlivosti a klinické

aktivity (Hay a kol., 2016).

28



K inhibici 1ze vyuzit i nanocastice naplnéné siRNA, které pti aplikaci in vitro snizily
expresi CD73 na buikach rakoviny prsu (Jadidi-Niaragh a kol., 2016). Dale je mozné

inhibovat i hypoxii, a to potlacenim HIF-1 v T a NK buikach, coz ma za nasledek také
snizenou expresi CD73 (Sitkovsky a kol., 2014).

Terapeuticky Ize cilit pomoci monoklonalnich protilatek i na CD39, které obnovily
funkci CD4" i CD8" lymfocyt pfi pokusu in vitro na modelu melanomu. Ne&které studie
upiednostiuji cileni na CD39 pifed CD73. Pii inhibici CD39 totiz dochazi nejen K Gtlumu
nadorovych bungk, ale i k tlumeni schopnosti imunosupresivnich Tregs a Bregs (Bastid

a kol., 2013).

2.6.5.2 Blokace adenosinovych receptori

Adenosinové receptory jsou predmétem mnoha védeckych vyzkumu a zdaji se byt
nadéjnym terapeutikem u velkého spektra onemocnéni. Kromé rakoviny jsou to

napft. kardiovaskularni poruchy, onemocnéni ledvin, Parkinsonova choroba, Alzheimerova

choroba, astma nebo zanétliva a alergickd onemocnéni (Sachdeva a Gupta, 2013).

ProtoZe nékteré signaly mohou byt odliSnymi adenosinovymi receptory na riiznych
bunkach zpracovany odlisné a mohou tak bud’ potlacovat nebo zvySovat protinadorovou
imunitni reakci, pro nadorovou terapii jsou soucasné vyuzivany pouze Aza a Azs receptory.
Blokace se provadi pomoci farmakologickych latek nebo pomoci protilatek (Whiteside,
2017).

Mysi postradajici receptor Aza vykazuji iplné odmitnuti nadoru (lymfom, melanom)
¢1 vyznamne¢ sniZzenou rychlost nadorového ristu oproti mysSim s timto receptorem. Soucasné
u nich byla prokazana i lep$i imunitni odpovéd na lymfomové a melanomové vakciny,
zvySeni exprese nadorové specifickych CD8" T lymfocyti a delsi doba pieziti (Waickman
a kol., 2012; Sitkovsky a kol.,2008). Stejn¢ tak Ryzhov a kolektiv zjistili, ze u mysi bez
receptoru Azs byl prokazateln¢ pomalejsi riist Lewisovo karcinomu plic ve srovnani
s geneticky divokym typem mySi. Nadory deficitnich mysSi mély i niz$i hladiny VEGF
(Ryzhov a kol., 2008).

Blokace A:a adenosinového receptoru pomoci antagonisty CPI-444 a to samostatné
nebo v kombinaci s protilatkou anti-PD-L1 dosahovala uspésnosti 1é¢by 90 % na mySim
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nadorovém modelu MC38. Pfi opétovné transplantaci nddorovych bunck se u zadné mysi
nador neujal, c0z naznaCuje vytvofeni imunologické paméti. CPI-444 je v klinickém

testovani faze 1/1b pro 1é¢bu pokro¢ilych nadora (Willingham a kol., 2016).

Dalsim velmi zajimavym antagonistou Aa receptoru je i kofein obsazeny piedevs§im
v kaveé. Dokaze blokovat receptor v buiikdch mozku i v T buiikach. Nékteré norské studie
z roku 1994 a 1997 uvadély nizsi vyskyt imunogenniho maligniho melanomu pfi konzumaci
kavy u Zen. Nizsi protirakovinové ucinky u muzu se davaji do souvislosti s produkci
testosteronu (Sitkovsky a kol., 2008). Eini a kolektiv v roce 2015 prokazaly piiznivy vliv na

melanom u mysi, které pily 0,1 % roztok kofeinu ve vod¢ (Eini a kol., 2015).

2.6.5.3 SnizZeni produkce adenosinu

Snizeni produkce adenosinu je mozné dosahnout pomoci upravy mnoZzstvi adenylat

cyklazy a fosfodiisterazy, to jsou enzymy zodpovédné za tvorbu cAMP (Whiteside, 2017).

Dalsi moznosti je degradace adenosinu pomoci ADA, protoZze Aoa receptor je
zodpovédny za snizenou imunitni odpovéd DCs i T lymfocyti. Nasledné je nutné zajistit
i degradaci inosinu pomoci PNP, aby také nemohl blokovat Aza. Degradace adenosinu
pomoci ADA anasledné inosinu pomoci PNP by tedy mohla vést ke zlepSeni imunitnich
funkci T lymfocytti i DCs. Ptesné o tento postup jsme se pokusili obohatit nasi dosavadni

nadorovou imunoterapii.
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3 CILE PRACE

e Studium plsobeni adenosinu v nadorovém mikroprostfedi a jeho inhibi¢ni vliv

na imunitu, reSerse.

e Studium moznosti blokace imunosupresivniho ptisobeni adenosinu (resp. inosinu) pii

nadorové imunoterapii, reserse.

e Oveéfteni zlepSeni imunitni odpovédi po odstranéni adenosinu i inosinu pomoci

enzymi ADA a PNP, experimentélni prace.

e Ov¢reni vhodnosti ukotveni anti-CD40 na nadorové buiiky, experimentalni prace.
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Chemikalie

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

e Resiquimod (R-848) (Tocris, UK)

e Manan (Sigma-Aldrich, USA)

e Resiquimod (R-848) (Tocris, Velka Britanie)

e  BAMuao00, Biocompatible anchor for cell membranes, Mw 4000 (NOF Corporation,
Japonsko)

e Anti-Mouse CD40 (BioXCell); FGK4.5/ FGK45 (BioXCell, USA)

e LTA, Lipoteichoic acid from Bacillus subtilis (Sigma-Aldrrich, USA)

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

e ADA, Adenosine deaminase (Sigma-Aldrich, USA)

e PNP, Nucleoside phosphorylase (Sigma-Aldrich, USA)

e EDTA, ethylenediaminetetraacetic acid (Sigma-Aldrich, USA)

e D-MEM, Dulbecco’s modified eagle medium (Biowest, Francie)

e FCS, Fetal calf serum (Biowest, Francie)

4.2 Laboratorni zvirata

V experimentech byly pouZity samice inbrednich kment mysi CS57BL/6N od
spole¢nosti Charles River Laboratories ve véku 8 tydni a hmotnosti 18-20 g. Chovany byly
v prostfedi o konstantni teploté¢ 22°C a relativni vzdusné vlhkosti 65% s nastavenou 12/12
fotoperiodou. Byly ulozeny v plastikovych klecich s dfevénou podestylkou, kde mély

neomezeny pfistup ke sterilni vodé a krmnym peletam.

4.3 Nadorové bunécéné linie

V pokusech byly pouzity bunky pankreatického adenokarcinomu Panc02. Kultivovany
byly v D-MEM s 10 % FCS obsahujicim penicilin (100 j/ml), streptomycin (100 pg/ml),
amfotericin B (0,25 pg/ml), L-glutamin (2,2 mM) a merkaptoethanol (50 pM) pfi stalé
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teploté 37 °C, v atmosféfe nasycené vodnimi parami a 5 % podilem CO». Nadorové bunky

vénoval prof. Lars Ivo Partecke (Greifswald, Némecko).

4.4 Priprava bunék Panc02

Po sliti kultivacniho média byly buiikky 3x proplachnuty dostateCnym mnozstvim
fyziologického roztoku (PBS). Poté bylo pfidano 0,5 ml trypsiniza¢ni smési (0, 25 % trypsin,
0,02 % EDTA v PBS) a buiikky byly 2 min inkubovany v termostatu pii 37 °C, aby doslo
k jejich uvolnéni. Proces trypsinizace byl ukoncen ptidanim 5 ml D-MEM s 10 % FCS.
Nésledné byly bunky rozsuspendovdny pomoci Pasteurovy pipety, spocitany
a centrifugovany (10 min/150 g/4 °C). Supernatant byl slit a bunky byly natfedény
na pozadovany objem pfidanim D-MEM. Bunky byly spo¢itany v Biirkerové komirce a byla
stanovena jejich koncentrace v 1 ml média. Ta nakonec byla upravena na pozadovanou

koncentraci 4 x 106 bunék v 1 ml média.

4.5 Transplantace bunék Panc02

Transplantace nadorovych bun¢k Panc02 byla provedena subkutanné (S.c.) do pfedem
oholeného pravého boku. Injikovany byly buiiky v mnozstvi 4 x 10° bunék Panc02 v 0,1 ml
D-MEM bez séra na mys.

4.6 Meéreni velikosti nadoru

Nédory byly méfeny kazdy druhy den pomoci kaliperu. Namétené hodnoty byly

dosazeny do vzorce pro vypocet objemu nadoru.

v="Cap?
6

Kde A je nejvétsi naméteny rozmér nadoru a B je nejmensi naméteny rozmér. Oba

rozmery jsou uvedeny v milimetrech.
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4.7 Priprava terapeutickych latek

4.7.1 Syntéza manan-BAM

Po dobu péti dnti byl roztok mananu redukovan kyanoborohydridem sodnym pti pH
7,5 a 50° C. Nasledn¢ byl roztok dialyzovan proti PBS, a to pomoci dialyzaéni trubice
MWCO 3500 (Serva—Heidelberg, Némecko) pies noc pfi teploté 4 °C. Molekula BAM byla
na aminoskupinu mananu navazana pii pH 7,3 metodou podle Kato (Kato a kol., 2004).
K reakci N-hydroxysukcinimidové skupiny (NHS), navazané k BAM a aminoskupiny
aminované¢ho mananu do$lo za jednu hodinu pfi pokojové teploté. Poté byla pfes noc za
stdlého michani provedena dialyza v dialyzacni tubici MWCO 3500 proti PBS pii teploté
4 °C. Nakonec byl ziskan 0,2 mM roztok manan-BAM 4000 v PBS.

4.7.2 Priprava ADA-BAM, PNP-BAM, anti-CD40-BAM

Tyto latky byly ziskany reakci ADA, PNP, resp. anti-CD40 s ekvimolarnim
mnozstvim BAM 4000 v prostiedi PBS pH 7,4 po dobu jedné hodiny pti pokojové teploté.

4.7.3 Priprava imunoterapeutik

K 0,2 mM manan-BAM v PBS byl pifidan resiquimod na vyslednou koncentraci
0,5 mg/ml roztoku. Jelikoz je resiquimod ve vodé Spatné rozpustny, byl z né nejprve
ptipraven pomoci HCl hydrochlorid. Dale bylo pfidino POLY I:C a LTA, oboji na
vyslednou koncentraci 0,5 mg/ml roztoku. Roztoky pouzité v pokusech byly ptipraveny bud’
pridanim anti-CD40 protilatky (0,4 mg/ml roztoku), ADA-BAM (20U/ml), PNP-BAM
(5U/ml), nebo anti-CD40-BAM (0,4 mg/ml)

4.8 Statistické vyhodnoceni dat

Ziskana data byla zpracovana v programech MS Excel 2016 a Statistica 12.
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5> EXPERIMENTY

5.1 Terapie pankreatického adenokarcinomu pomoci enzymiu

ADA a PNP

Pokus byl proveden na 24 mysich, které byly rozdéleny do 4 skupin po 6 mysich podle
druhu pouzitého terapeutika (Tab.I). Mysim bylo transplantovano 4 x 10° bun&k Panc02.
Lécba byla zahajena Sestnacty den po transplantaci (,,den 0°) a byla podavana dvanactkrat
ve Ctyfech pulzech, tzn. ve dnech 0, 1, 2, 8, 9, 10, 16, 17, 18, 24, 24, 26. Terapeuticka latka
byla podavana intratumoralné v mnozstvi 50 ul. Méteni probihalo kazdy druhy den az do
tiicatého dne a vzdy pied aplikaci terapeutika. Od 30. dne bylo sledovano imrti mysi dalsi

tf1 mésice.

Tab. I: Rozd¢leni mysi do skupin podle aplikované latky v pokusu 1.

Skupina | Terapeutikum

A R-848 + POLY I:.C + LTA + anti-CD40 v 0,2 mM manan-BAM v PBS
R-848 + POLY I.C + LTA + anti-CD40 + ADA-BAM + PNP-BAM v 0,2

5 mM manan-BAM v PBS

C anti-CD40 + ADA-BAM + PNP-BAM v PBS

D PBS
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5.2 Terapie pankreatického adenokarcinomu pomoci Kkotveni
anti-CD40

Pokus byl proveden na 18 mysich, které byly rozdéleny do 3 skupin po 6 mysich podle
druhu pouzitého terapeutika (Tab.II). Mysim bylo transplantovdno 4 x 10° bun&k Panc02.
Lécba byla zahajena Sestnacty den po transplantaci (,,den 0*) a byla podavana dvanactkrat
ve Ctyfech pulzech, tzn. ve dnech 0, 1, 2, 8, 9, 10, 16, 17, 18, 24, 24, 26. Terapeuticka latka
byla poddvana intratumoralné¢ v mnozstvi 50 ul. Métfeni probihalo kazdy druhy den az do
tficatého dne a vZdy pied aplikaci terapeutické latky. Od 30. dne bylo sledovano umrti mysi

dalsi tf1 mésice.

Tab. I1: Rozdéleni mysi do skupin podle aplikované latky v pokusu 2.

Skupina | Terapeutikum

A R-848 + POLY I:C + LTA + anti-CD40 v 0,2 mM manan-BAM v PBS

5 R-848 + POLY I:C + LTA + anti-CD40-BAM v 0,2 mM manan-BAM v
PBS

C PBS
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6 VYSLEDKY

6.1 Terapie pankreatického adenokarcinomu pomoci enzymii

ADA a PNP

Cilem tohoto pokusu bylo odstranit z nadort adenosin i inosin pomoci enzymi

a pokusit se tak zlepsit protinddorovou imunitni odpovéd'.

Obr.6 znazornuje rustovou kiivku nadort jednotlivych skupin a jejich hodnoty SEM
(standard error of the mean). Skupiny s manan-BAM + R-848 + POLY I:.C + LTA + PBS
+ anti-CD40 a manan-BAM + R-848 + POLY I:.C + LTA + PBS + anti-CD40 + ADA-BAM
+ PNP-BAM prokazaly mnohem mensi narast nadoru oproti kontrolni skupiné. Tyto dveé
skupiny si byly rastem nadori ale velmi podobné, pii pouziti enzymi tedy nebyl prokazan
zasadni vliv na terapii. Skupina dostavajici pouze samotné enzymy ADA-BAM, PNP-BAM
a anti-CD40 do dvacatého dne také vykazovala pomalejsi rist, ale nakonec byly nadory jesté

vEtsi neZ u kontrolni skupiny, které byl podavan pouze fyziologicky roztok (PBS).

2000 A
1800 A —8— manan-BAM+R-848+POLY |:C+LTA+PBS+anti-CD40
1600 - =—t—manan-BAM+R-848+POLY |:C+LTA+PBS+anti-CD40+ADA-BAM+PNP-BAM

=—dr— ADA-BAM+PNP-BAM+anti-CD40

1400 -

—m— PBS (kontrola)

1200

1000

800

600

Primerny objem nadoru (mm3)

400

200

Den

Obr. 6: Vliv terapie na rast nadort za pouziti enzymi ADA a PNP.

37



Obr.7 uvadi primérny objem nadoru (AUC %). Statistickd vyznamnost byla

hodnocena pomoci testu one way ANOVA, ale nebyla prokazana.

160% A
O manan-BAM+R-848+POLY I:C+LTA+PBS+anti-CD40+ADA-BAM+PNP-BAM
140% A
O manan-BAM+R-848+POLY |:C+LTA+PBS+anti-CD40
120% 4 @PBS (kontrola)

W ADA-BAM+PNP-BAM+anti-CD40

100% A

80% A

bjem nadoru (AUC%)

60% -

Gamérny o

o

40% A

Pri

20% -

0%

Obr. 7: Primérny objem nadori AUC % pfi pouziti enzymti ADA a PNP.
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Po ukonceni terapie byla sledovana doba pteziti mysi az do 120 dne. Zjisténé
hodnoty byly vyneseny do obr. 8. Ze skupiny C se hranice 120 dnt dozila pouze jedna mys,
rozdil ve srovnani s kontrolni skupinou D neni statisticky vyznamny. Terapeutika podavana
skupindm A a B vykézaly vyznamnéjsi vliv, jelikoz 120. dne se dozily z kazdé skupiny
2 my$i. Statisticky byla hodnocena vyznamnost (hodnota p) pomoci Log-Rank testu vici

kontrolni skupiné D.

T T T T T T

-, | NN PR ————
90% |
80% |

70%

60% |

Preziti

l
:
50% ® @ ‘..__E_.-.__.

40% | |-

30% t

20%

10% |

0% i i i . H 3 i i A N . '" B
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120

Den - D

Obr. 8: Vliv 1é¢by na pieziti pti pouziti enzymid ADA a PNP.
A —manan-BAM + R-848 + POLY I:C + LTA + PBS + anti-CD40;

B — manan-BAM + R-848 + POLY I:C + LTA + PBS + anti-CD40 + ADA-BAM + PNP-
BAM;

C — ADA-BAM + PNP-BAM + anti-CDA40;
D - PBS.

* * p <0,01 vzhledem ke skupiné¢ D
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6.2 Terapie pankreatického adenokarcinomu pomoci kotveni
anti-CD40

Cilem tohoto pokusu bylo zjistit, zda ma smysl anti-CD40 kotvit ¢i nikoli.

Obr. 9 znazornuje rustovou kiivku nadort jednotlivych skupin a jejich hodnoty SEM.
Skupiny lé¢ené manan-BAM + R-848 + POLY I:C + LTA + PBS + anti-CD40 a manan-
BAM + R-848 + POLY I:C + LTA + PBS + anti-CD40-BAM ukéazaly vyrazn¢ pomalejsi
nadorovy rust oproti kontrolni skuping, ktera dostdvala pouze PBS. Skupina dostavajici
manan-BAM + R-848 + POLY I:.C + LTA + PBS + anti-CD40-BAM mé¢la od 6. dne

do 28. dne nadory nepatrné mensi, ale 30. den byl objem nadort srovnatelny.

900 -

800 - ==@==manan-BAM+R-848+POLY |.C+LTA+PBS+anti-CD40

e=¢==manan-BAM+R-848+POLY |:C+LTA+PBS+anti-CD40-BAM

~

o

o
1

=== PBS (kontrola)

Primérny objem naddoru (mm?3)
w B S =]
o o o o
o o o o

N
o
o

100 o

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

Obr. 9: Vliv terapie na rast nadort pii pouziti anti-CD40 a anti-CD40-BAM.
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Obr. 10 uvadi primérny objem nadoru (AUC %). Statistickd vyznamnost byla
hodnocena pomoci testu one way ANOVA.

140% 1 [Jmanan-BAM+R-848+POLY I:C+LTA+PBS+anti-CD40-BAM

B manan-BAM+R-848+POLY |:C+LTA+PBS+anti-CD40
120% -

H PBS (kontrola)
100% -

80% -

60% -

Primérny objem nadoru (AUC %)

20% A

0%

Obr. 10: Primérny objem nadora AUC % pfi pouziti anti-CD40 ¢i anti-CD40-BAM.

** p < 0,01 vzhledem ke skupiné 1écené pomoci PBS; *** p < 0,005 vzhledem ke skupiné

1é¢ené pomoci PBS.
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Po ukonceni terapie byla sledovana doba pteziti mysi az do 120 dne. Zjisténé
hodnoty byly vyneseny do obr. 11. U skupin A i B je vidét mnohem vé&tsi vliv na preziti
I prodlouzeni zivota oproti kontrolni skupiné C. Z obou skupin se 120. dne dozily dvé mysi.
U skupiny A doslo jesté k vyraznéjsimu prodlouzeni Zivota, nez u skupiny B. Statisticky

byla hodnocena vyznamnost (hodnota p) pomoci Log-Rank testu viici kontrolni skupiné C.

100% N —

90% |

80% |
70% |

60% | i

Preziti

50% t o - p

40% |

30% ¢t

20% |

10% |

0%

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
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Om>r

Obr. 11: Vliv 1é¢by na pieziti pti pouziti anti-CD40 ¢i anti-CD40-BAM.
A —manan-BAM + R-848 + POLY I:C + LTA + PBS + anti-CD40;

B — manan-BAM + R-848 + POLY I:C + LTA + PBS + anti-CD40-BAM,;
C - PBS.

* p < 0,05 vztazeno ke skupiné C; ** p < 0,01 vztaZeno ke skupiné C.
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7 DISKUSE

Nase terapie skladajici se z manan-BAM, R-848, POLY I:C a LTA je velmi uspés$na
Vv terapii melanomu (Masakova, 2016). Pankreaticky adenokarcinom je v nékolika ohledech
napif. pritomnosti Tregs, MDSCs (myeloid derivated suppressor cells — myeloidni
supresorové bunky), stumorem asociovanych makrofagi (TAM — tumor-associated
macrophages) ¢i vysokou denzitou nadorové tkané (Kunk a kol., 2016; Jandova, 2017).
Z tohoto diivodu bylo provadeno nékolik pokust o vylepSeni terapie. Jako vhodna cesta se
ukazalo ptidani anti-CD40 ke smési manan-BAM, R-848, POLY I.C a LTA, které vedlo
K aplnému vyléceni 80-83 % mysi. Téchto vysledk bylo dosazeno u relativné mensSich
nadord, které pfi zahdjeni terapie (12. den od aplikace mySich bunék pankreatického
adenokarcinomu Panc02) dosahovaly objemu 30-40 mm?® (Zenka, ustni sdéleni).
V experimentalni Casti této bakalarské prace byla terapie zahajena az 16. den po aplikaci
mySich bun€k adenopanreatického karcinomu Panc02, kdy byly nddory mnohem vétsi

a k uplnému vyléceni doslo u 2 ze 6 mysi (33 %).

Za celem dalsiho vylepSeni byly pouzity enzymy ADA a PNP vazané na kotvu BAM,
které likviduji adenosin a inosin, coZ jsou imunosupresivni latky. Ptfidani ADA-BAM
a PNP-BAM ke smési manan-BAM, R-848, POLY I:C a LTA prokazalo v pokusu Karoliny
Kvardové asteéné zlepSeni imunoterapie (Zenka, tstni sdéleni). V prvnim experimentu
provedeném v této praci byla enzymovda smés ADA-BAM + PNP-BAM piidavéna
k terapeutiku manan-BAM, R-848, POLY I:C a LTA obohaceném o anti-CD40. Nicmén¢
tato snaha o vylepSeni terapie na zakladé odbouravani adenosinu a inosinu nevedla K cili.
Ani na urovni redukce nadorového ristu, ani na Grovni nadorového pieziti nebylo
zaznamenano, ze by pfidavek enzymu terapii vylepSil. Naopak po uplynuti 120. dne byl
ujedné z vylécenych mysi zaznamenan novy nador. Plsobeni adenosinu a inosinu, které
vznikaji v nadorech pii ¢astecné hypoxii a nektorizaci je jednim z mnoha imunosupresivnich
mechanismi a ukazuje se, ze v tomto piipad¢ ovlivnéni tohoto systému nebylo rozhodujici.
Mizeme uvazovat o tom, ze vlastni terapie (manan-BAM, R-848, POLY I.C, LTA, anti-
CDA40) ptedchazela vzniku adenosinu i inosinu. Anti-CD40 vede k aktivaci makrofagu, to

vede ke snizovani denzity nadort (Vonderheide a Glennie, 2013). Pravé vlivem snizeni
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denzity se mohly vytvofit ptiznivéj§i podminky pro vstup kysliku a adenosin se tedy

nemusel tvofit.

Zajimavé je, Ze pii samostatném pouziti enzymt ADA-BAM a PNP-BAM s anti-CD40
doslo u jedné z mysi k uplnému vyléceni v n€kolika mélo dnech od zahajeni terapie, ptfestoze
tato skupina po uplynuti 22. dne terapie méla nadory vétsi nez kontrolni skupina. Tuto
vyjimku je obtizné vysvétlit. Ziejm¢ v tomto piipadé hral adenosin vétsi roli, coz bylo

zpusobené anatomickou stukturou nddoru v nepfitomnosti kysliku.

Anti-CD40 pusobi jak na vrozenou, tak i na ziskanou slozku imunity. Uginek
na vrozenou imunitu se tyka podpory fagocytt, zejména makrofagti. Na ziskanou slozku
imunity pusobi anti-CD40 tak, Ze zastava funkci Th lymfocyti. V pankreatickém
adenokarcinomu se Th lymfocyty nenachazeji kvili velké hustoté bunék, proto se pouziva
anti-CD40, které napodobuje jejich roli na tirovni vrozené i ziskané imunity. Anti-CD40 tedy
nahrazuje funkci Th lymfocytd a provadi tzv. licencing DCs pro crossprezentaci antigenu
naivnim CD®" buiikam, které dévaji vznik CTL (Vonderheide a Glennie, 2013; Gottschalk
akol., 2015). Druhy pokus se zabyval moznosti kotvit anti-CD40 pomoci BAM, ktery
umoziuje reverzibilni vazbu do membran po dobu 1-2 hodin (Kato, 2004). Timto zpisobem
navazani a nasledného uvolnéni a nasledného opakovani mélo hypoteticky dojit k delSimu
pasobeni anti-CD40 v nadorové tkani. Ukazalo se ale, ze mezi u¢inkem anti-CD40 a anti-

CD40-BAM neni rozdil.

Jednim z cil bylo i provedeni reserSe popisujici G€¢inky adenosinu na imunitni systém
a moznosti jeho likvidace. V boji proti adenosinu se vyuziva mnoho strategii, nejcastéji je
to blokace jeho receptort a inhibice enzymu CD73 nebo CD39. Vsechny tyto cesty vedou
K odstranéni imunosupresivnich ucinkti adenosinu a pfispivaji K obnoveni pfirozenych
schopnosti imunitniho systému. Cileni jak na samotny adenosin, tak i kombinace s jinym

vhodnym terapeutikem je velmi nadéjnym piistupem v 1é€b€é mnoha druhii rakoviny.

Rozpadem adenosinu vznikd inosin, kterému neni vénovana dostate¢nd pozornost.
| kdyZ jsou uc¢inky adenosinu blokovany, inosin se mize vazat na adenosinovy receptor Aza
na T buiikéch, a také potlacovat funkce imunitniho systému. Na zakladé provedené reserse
vznikla hypotéza, ze odstranéni adenosinu (pomoci enzymu ADA) a nasledné i inosinu
(pomoci enzymu PNP) by mohlo nas8i imunoterapii podpofit. Ukazalo se, Ze pouziti enzymu

k odstranéni adenosinu a inosinu je jedna z cest, ktera za uritych okolnosti funguje.
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Naznacuje to pokus Karoliny Kvardové, bez pouziti anti-CD40 i prvni pokus popsany V této
praci, kdy pti pouziti samotnych kotvenych enzymi ADA a PNP doslo k rychlému vyléceni
jedné z mySi. Domnivame se, Ze odstranovani adenosinu a inosinu by mohlo mit smysl tam,
kde je jejich produkce vysoka a je vysoky podil téchto latek na celkovém imunosupresivnim
pusobeni nadord a jejich schopnosti se branit vic¢i imunitnimu ataku. Mlzeme uvaZovat
o0 velkych vnitfnich nadorech, ale jen dal$i experimenty mohou potvrdit ¢i vyvratit tuto

domnénku.
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8 ZAVER
e Byla provedena reSerSe popisujici imunosupresivni ucinky adenosinu a inosinu

na builky imunitniho systému spolu s navrhy jejich likvidace.

e Pfidani smési enzymi ADA-BAM + PNP-BAM K terapeutické smési R-848,
POLY I:C, LTA, manan-BAM + anti-CD40 pfilécbé adenopankreatického

karcinomu Panc02 nevedlo ke zlepseni terapeutického efektu.

e Kotveni anti-CD40 pomoci BAM neprokazalo lepsi efekt terapie ve srovnani

s volnou protilatkou.

e Jsou diskutovany otdzky vyznamu a pouzitelnosti enzymatického odstranovani

adenosinu a inosinu v nadorové terapii.
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9 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AC — adenylatcyklaza (adenylate cyclase)
ADA — adenosindeaminaza

ADCC - bunééna cytotoxicita zavisla na protilatkach (antibody-dependent cell-mediated
cytotoxicity)

ADO — adenosin

ADP — adenosindifosfat

AFP — a-fetoprotein

AMP — adenosinmonofosfat

APC — antigen prezentujici burika (antigen-presenting cell)

ATP — adenosintrifosfat

BAM — biokompatibilni kotva pro membranu (biocompatible anchor for membrane)
CAMP — cyklicky adenosinmonofosfat

CEA — karcinoembryonalni antigen (carcinoembryonic antigen)

CLRs — lektinové receptory (C-type lectin receptors)

CPR — C-reaktivni protein

DAMP — molekuly uvolnéné z poskozenych bunék (damage associated molecular patterns)
DCs — dendritické buiiky (dendritic cells)

D-MEM - Dulbecco s modified eagle medium

DMSO - dimethyl sulfoxid (dimethylsulfoxide)

DNA — deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucleic acid)

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

ENT — adenosinovy transportér (equilibrative nucleoside transporter)

FCS — fetalni bovinni sérum (fetal calf serum)

GLUT — gluk6zovy prenasec
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GM-SCF - faktor stimulujici vznik kolonii granulocytit a makrofagh (granulocyte

macrophage colony-stimulating factor)

HIF-1 — transkripéni faktor indukovany hypoxii (hypoxia inducible factor 1)
HLA — hlavni lidsky histokompatibilni antigen (human leukocyte antigen)
IFN — interferon

IL — interleukin

LAM — adhezni molekuly leukocytu (leukocyte adhesion molecules)

LGL — velké granularni lymfocyty (large granular lymphocytes)

LPS — lipopolysacharid

LTA — lipoteichova kyselina (lipoteichoic acid)

MADb — monoklonalni protilatka (monoclonal antibody)

MBL — lektin vazajici manézu (mannan-binding lectin)

MDSC — myeloidni supresorové bunka (myeloid derivated suppressor cell)
MHC — hlavni histokompatibilni komplex (major histocompatibility complex)
MR — mano6zovy receptor (mannose receptor)

NK — piirozeny zabije¢ (natural killer)

NLRs — NOD-like receptory (NOD-like receptors)

PAMPs — struktury charakteristické pro patogenni mikroorganismy (pathogen-associated

molecular patterns)

PBS — sterilni pufrovany fyziologicky roztok (phosphate buffered saline)

PDK-1 — (pyruvate dehydrogenase kinase 1)

PLC — fosfolipaza C (phospholipase C)

PNP — fosforylaza purinovych nukleosidli

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

RLRs — RIG-I-like receptory (RIG-I-like receptors)
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ROS - reactive oxygen species

SEM - standardni chyba praméru (standard error of the mean)

s.c. — subkutanni aplikace injekce (subcutaneous)

siRNA — small interfering ribonucleic acid

SRs — scavengerové receptory (scavenger receptors)

TAA — antigeny asociované s nadory (tumor associated antigens)

TAM — s tumorem asociované makrofagy (tumor-associated macrophages)
Tc — cytotoxicky T lymfocyt (cytotoxic T-cell)

TCR —receptor T lymfocytu pro antigen (T-cell receptor)

Th — pomocny T lymfocyt (helper T-cell)

TLRs — receptory skupiny toll (toll-like receptors)

TNF — tumor nekrotizujici faktor (tumor necrosis factor)

Treg — regulacni T lymfocyt (regulatory T-cell)

TSA — antigeny specifické pro nadory (tumor specific antigens)

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

VEGFR — (epidermal growth factor receptor)
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