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1 Uvod

V piedchozich experimentech vedenych RNDr. Janem Zenkou, CSc. byl testovan
ucinek TLR agonisti vyvolavajicich zanétlivou infiltraci a PAMPS stimulujicich fagocytozu
nadorovych buné¢k mysiho melanomu B16-F10. Synergie mezi TLR agonisty a agonisty
fagocytarnich receptort vedla k zanétlivé infiltraci a k zmenseni rustu nadoru (Janotova a kol.,
2014; Caisova a kol., 2016; Waldmannova a kol., 2016). Nasledn¢ bylo zji§téno, Ze Géinek
této terapie mize byt zesilen pomoci monoklonélnich protilatek anti-PD1 a agonistické
protilatky anti-CD40. Pti jejich pouziti bylo dosazeno zmenseni ristu nadort a prodlouzeni
preziti mysi. Anti-CD40 byla dokonce schopna sama o sob¢ snizit rust nadort melanomu

(Nedbalova, 2017).

Utinky obou terapii (terapie zalozena na synergii TLR agonistii a agonisti fagocytarnich
receptoru a terapie obohacena navic o monoklonalni protilatku) byly nasledné studovany na

nadorové linii mysiho pankreatického adenokarcinomu Panc02.

T ¥4

Teoreticka ¢ast této bakalarské prace se zaméiuje na shrnuti souc¢asnych poznatkd o
regulacnich T lymfocytech (Tyegs), které potlacuji protinddorovou imunitni odpovéd’ a

ptispivaji k rozvoji imunosupresivniho tumorového mikroprostiedi (TME) (Chaudhary a
Elkord, 2016).

Prakticka c¢ast této bakalaiské prace se zaméfuje na dva experimenty. Prvni
experiment se zabyva ucinkem terapie zalozené na smési TLR agonistt, agonistd
fagocytarnich receptord a anti-CD40 na redukci nadorového ristu pankreatického
adenokarcinomu. Tyto nadory rostly nikoliv 12 dni, ale 16 dni na rozdil od ptedchozich
pokusi. Cilem tak bylo otestovat ucinek této terapie na nadory dosahujici vétsich objemd.
Druhy experiment se zabyva vylepSenim terapie z prvniho experimentu o monoklonalni
protilatku anti-CTLA-4. Divodem pro jeji pouziti bylo zjiSténi, Ze Tyegs exprimuji molekulu
CTLA-4 (Wing a kol., 2008), ktera se podili na jejich supresivnim t¢inku (Buchbinder a
Desai, 2016). Tegs jsou schopny potlatovat protinddorovou imunitni odpoveéd
prostfednictvim inhibice aktivace a proliferace T bun€k a maji vliv také na APC buiky
(Buchbinder a Desai, 2016). Cilem bylo zjistit, zda deplece T,egs prostiednictvim anti-CTLA-
4 vylepsi terapeutickou smés a podpofi vrozenou a ziskanou imunitu, ktera je supresivnim

G¢inkem Tyeg¢ potlacena.



2 Teoreticka cast

2.1 Nadorova onemocnéni

V dnesni dobé 1idé vice umiraji na nddorova onemocnéni nez na infekéni nemoci tak,
jak tomu bylo dfive. Lidé se dozivaji vyssiho véku, a tak riziko vzniku nadorového
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onemocnéni je vy$si. Ve Spojenych statech a fadé evropskych zemi je rakovina druhou
nejcastéjsi piicinnou smrti hned po kardiovaskularnich onemocnénich (Ruddon, 2007). V roce
2016 bylo ve Spojenych stitech odhadnuto 1685210 novych piipadi s nadorovym
onemocnénim. Rakovina slinivky bfisni z toho predstavovala 53 070 ptipadi. Nejhtie na tom
byly americké staty Kalifornie, Florida a Texas. Ve statech Kalifornie a Florida bylo také
odhadnuto nejvétsi timrti na rakovinu slinivky bfisni (Kalifornie — 4 390 ptipadd, Florida —
3080 pripadi) vroce 2016 (Siegel a kol., 2016). Ptehled deseti hlavnich nadorovych

onemocnénich ve Spojenych statech v roce 2016 viz Obr.1.

Estimated New Cases

Males Females

Prostate 180,890 21% Breast 246 660 29%
Lung & bronchus 117,920 14% Lung & bronchus 106,470 13%
Colon & rectum 70,820 8% Colon & rectum 63,670 8%
Urinary bladder 58,950 % Uterine corpus 60,050 7%
Melanoma of the skin 46,870 6% Thyroid 49,350 6%
Non-Hodgkin lymphoma 40,170 5% Non-Hodgkin lymphoma 32410 4%
Kidney & renal pelvis 39,650 5% Melanoma of the skin 29,510 3%
Oral cavity & pharynx 34,780 4% Leukemia 26,050 3%
Leukemia 34,090 4% Pancreas 25,400 3%
Liver & intrahepatic bile duct 28410 3% Kidney & renal pelvis 23,050 3%
All Sites 841,390 100% All Sites 843,820 100%
Estimated Deaths

Males Females
Lung & bronchus 85,920 2% Lung & bronchus 72,160 26%
Prostate 26,120 8% Breast 40,450 14%
Colon & rectum 26,020 8% Colon & rectum 23,170 8%
Pancreas 21,450 7% Pancreas 20,330 ™%
Liver & intrahepatic bile duct 18,280 6% Ovary 14,240 5%
Leukemia 14,130 4% Uterine corpus 10,470 4%
Esophagus 12,720 4% Leukemia 10,270 4%
Urinary bladder 11,820 4% Liver & intrahepatic bile duct 8,890 3%
Non-Hedgkin lymphoma 11,520 4% Non-Hodgkin lymphoma 8,630 3%
Brain & other nervous system 9,440 3% Brain & other nervous system 6,610 2%
All Sites 314,290 100% All Sites 281,400 100%

Obr.1: Odhad novych piipadii a amrti pro deset hlavnich nddorovych onemocnéni ve

Spojenych statech v roce 2016 (Pievzato ze Siegel a kol., 2016).



2.1.1 Obecna charakteristika

Nadorova onemocnéni piedstavuji skupinu chorob, pro kterou je charakteristicky
abnormalni rist bunék a odlisny fenotyp ukazujici na heterogenitu téchto bunék.
Abnormalné proliferujici populace nddorovych bun¢k miize napadat tkan¢ a metastazovat do
vzdalenych mist. V normalni tkani je buné¢na proliferace a smrt bun¢k v rovnovaze. Existuje
vice nez sto typti nadorovych onemocnéni, které se 1iSi rychlosti rastu, schopnosti invaze,
potencialem metastazovat, moznosti diagnostiky, bunécnou diferenciaci a odpovédi na 1écbu

(Ruddon, 2007).

Mezi nékolik mechanismt, diky kterym mohou nadorova onemocnéni uniknout
imunitnimu systému patii napiiklad ¢aste¢na ztrata prezentace nadorového antigenu bunkam
imunitniho systému. Diky nedostateénému mnoZstvi MHC I molekul dochazi ke snizeni
schopnosti detekovat nadorové bunky cytotoxickymi T lymfocyty. Vaskularni endotelialni
rustovy faktor (VEGF) se Uc€astni angiogeneze v tumorovém mikroprostiedi, zabrafiuje
maturaci dendritickych bun¢k (DC) a podili se na pfisunu makrofagli asociovanych s nadorem
(TAM), které maji imunosupresivni ucinek (Levy a kol., 2013). Celkovy ptehled

charakteristickych znakt nadorovych onemocnéni viz Obr.2.

Unik pied ristovymi

inhibitory a

Unik pfed imunitnim

Chronicka proliferace

Reprogramovéni
bunééného
metabolismu

systémem
Neomezena Unik pied bunéénou
replikace smrti
Zanstlivy stav @j
podporujici nddor S Nestabilita genomu a
‘. mutace
Invaze a tvorba Indukce angiogeneze

metastaz

Obr.2: Charakteristické znaky nadorovych onemocnéni (Pfevzato a upraveno z Hanahan a

Weinberg, 2011).



2.1.2 Priciny vzniku

Zminény abnormalni rist bunék, ktery je charakteristicky pro naddorova onemocnéni, je
zpuisoben zménami exprese onkogend a supresorovych geni, kdy dochédzi k naruSeni
rovnovahy mezi bunéénou proliferaci a smrti bun¢k (Ruddon, 2007). Onkogeny vznikaji
mutacemi normalnich gena, proto-onkogent, které kontroluji stupenn diferenciace, a jak ¢asto
se buiikky dé€li (Sudhakar, 2009). Aktivace onkogent tak zplsobuje abnormalni bunécnou
proliferaci (Ruddon, 2007). Supresorové gemy jsou normalnimi geny, které kontroluji
bunécné déleni, opravu DNA a informuji buitku o tom, kdy ma zemfit (Sudhakar, 2009).

Inaktivace a delece supresorovych gent vede k naruseni kontroly bun¢k (Ruddon, 2007).

Existuje fada mechanismu, které zptisobuji pozménéni genové exprese. Jednim z nich
muze byt pitimé poskozeni DNA prostiednictvim genové mutace, translokace, amplifikace,
delece nebo ztraty heterogenity (Ruddon, 2007). Vétsinou je potieba 4-5 mutaci na pfeménu
normalni buriky na buniku neoplastickou (Korniluk a kol., 2017). K poskozeni muze také dojit
prostfednictvim abnormalni genové transkripce nebo translace. Dilezitou ulohu hraji vnitini
a vn¢jsi faktory, které mohou mit vliv na poskozeni DNA. VnéjsSimi faktory jsou naptiklad

chemikalie (arsen, kadmium a o-aminoazotoluen) a zafeni (ultrafialové a ionizujici zafeni).

Vnitinimi faktory jsou defekty imunitniho systému a genetické predispozice (Ruddon, 2007).

K rozvoji nddorového onemocnéni s velkou pravdépodobnosti také ptispivaji faktory,
kterymi jsou naptiklad strava, Zivotni styl, koufeni cigaret a vék. Nékteré virové infekce jsou
také schopny vyvolat vznik nadoru. VIiv ma i oxidativni poSkozeni DNA, proteind, lipidt a

dalsich makromolekul, které se akumuluje s rostoucim vékem (Ruddon, 2007).

Primérny vék, kdy je diagnostikovano nadorové onemocnéni je 67 let. Vyskyt
déti ve véku 1-14 let. Leukémie je u této vékové skupiny nejcastéjSim divodem smrti
(Ruddon, 2007).

2.1.3 Klasifikace

Hlavni rozdéleni nadort je na nadory maligni a benigni. Dale mohou byt rozdéleny podle
tkané, ve které vznikaji. Napiiklad maligni nddory vznikaji nejCastéji z epitelidlni tkané
(karcinomy) (Ruddon, 2007). Nadory se mohou také rozdélovat podle organové lokalizace na

nadory prostaty, prsu, plic, stfeva, slinivky bfisni a dalsi (Siegel a kol., 2016).



Mezi hlavni charakteristiky maligniho nadoru patii rychly rast (fddové tydny az
mésice), schopnost invaze, niceni pfilehlé zdravé tkdné a schopnost metastazovat. Maligni
nadory metastazuji prostiednictvi lymfatického systému a krevnich cév do lymfatickych uzlin
a dalsich tkéni. Plice a jatra jsou nejcastéjSim mistem vyskytu metastaz. Jejich vyskyt je
Vv primarnich nadorech, tak i buniky v metastdzach proliferuji, jsou invazivni a pronikaji do

krevnich cév, coz miize vést k tvorbé sekundarnich metastaz (Friedl a Alexander, 2011).

Benigni nadory nemaji schopnost invaze a tvorby metastaz. Tyto nadory mohou pouze
utlacovat normalni tkan. Ale i tento stav mtize byt zivot ohrozujici, pokud dochazi k utlacovani
nervl nebo krevnich cév. Benigni naddory rostou mnohem pomaleji. Jejich riist mize probihat
1 n¢kolik let. Benigni naddory se velice ¢asto podobaji normélni tkani na rozdil od malignich
nadori. Z pocatku se nékteré maligni neoplastické buniky mohou strukturné a funkéné podobat
normalni tkani, ale pozdéji vlivem vyvoje, invaze a tvorby metastdz dochazi k jejich odliseni
od normalnich bun¢k. Nadorové buriky maji také mnohem variabilngjsi tvar, vétsi jadro a vetsi

pomér jadro — cytoplazma (Ruddon, 2007).

2.1.4 Lécba

2.1.4.1 Terapie
2.1.4.1.1 Chirurgicka lé¢ba

Odstranéni nadoru pomoci chirurgického zdkroku mize byt dostatecné u lokalizovanych
nadori malé velikosti, u kterych nejsou pfitomny metastazy. Chirurgickd lécba muze také
pfispivat k zmenSeni hmoty nadoru a usnadnit tim ucinek chemoterapie nebo radioterapie

(Klener a kol., 2006).

2.1.4.1.2 Chemoterapie

Chemoterapie zlstava stale hlavni soucasti [éCby zejména téch naddorovych onemocnéni,
ktera nelze odstranit chirurgicky (Sawyers, 2004). Chemoterapie je zalozena na podavani
cytostatik, ktera mohou mit pfirodni i synteticky charakter, a maji vliv na déleni buiiky.
Existuje velké mnozstvi cytostatik, ktera pisobi na bunky vyskytujici se v riznych fazich

bunééného cyklu. Cytostatika ovliviiuji jak buriky nadoru, tak i normalni bunky zdravé tkané.



Chemoterapie se tak projevuje fadou neptiznivych vedlejsich tcinki, kterymi jsou napiiklad
naruseni krvetvorby, porucha travici soustavy, nevolnost, poskozeni ledvin a bun¢k folikult

vlast (Klener a kol., 2006).

Po davce chemoterapie dochdzi k opétovnému obnoveni populace nddorovych a
zdravych bun¢k. Populace zdravych bunék je schopna se vratit do ptivodniho poctu pred
chemoterapii mnohem rychleji na rozdil od bunék nadorovych. Piestoze timto zpisobem
dochazi k odstranéni viditelného nadoru a symptomu, tak je potieba v 1€cb¢ neustavat a znicit

nadorové bunky uplné (Klener a kol., 2006).

Béhem 20. stoleti doslo k vyvoji novych metod 1é€by rakoviny kombinujici chirurgii
s chemoterapii a/nebo radioterapii (Sudhakar, 2009). Adjuvantni chemoterapie nasleduje po
chirurgickém zakroku nebo radioterapii. Snahou je odstranit zbytek nadorovych bunék.
Neadjuvantni chemoterapie pfedchazi chirurgicky zakrok nebo radioterapii. Cilem je zmenSit

nador a tim ulehéit operaéni zakrok a vniknuti chemoterapeutika (Klener a kol., 2006).

2.1.4.1.3 Radioterapie

Radioterapie je zalozena na ionizujicim zafeni a je primarni lécbou v fadé
lokalizovanych nadortt (Levy a kol., 2013). Radioterapie nepftiznivé ovliviiuje imunitni
systém. Zpusobuje supresi lymfocytd a hematopoetickych progenitorovych bunck diky

nespecifickému zacileni ionizujiciho zateni (Chaudhary a Elkord, 2016).

Regula¢ni T lymfocyty (T.egs) jsou relativné rezistentni viiCi radioterapii. Jejich
odpovédi na radioterapii je sniZzeny potencial apoptdzy a vyssi proliferace in vivo (Chaudhary
a Elkord, 2016).

2.1.4.1.4 Hormonalni terapie
V 19. stoleti bylo objeveno, ze progrese nékterych nadorovych onemocnéni je spojena
s produkci ur¢itych hormonti. V hormonalni terapii se tak vyuziva fada inhibitord, analogt

hormoni a hormonti, které maji antagonisticky ti¢inek (Klener, 2006).



2.1.4.2 Imunoterapie
Klasickymi metodami 1é¢eni nadori jsou chirurgicka 1é¢ba, chemoterapie a radioterapie.
Tyto metody ale nejsou bohuzel specifické. PoSkozuji zdravou tkan a snizuji odpovéd

imunitniho systému, ktery je u¢inkem chemoterapie a radioterapie také zasazen (Smith a kol.,

2014).

Imunoterapie predstavuje odlisny zptisob 1écby naddorovych onemocnéni. Nezamétuje
se na samotny nador, ale na imunitni systém hostitele (Couzin-Frankel, 2013). Vyuziva sily
a specificnosti imunitniho systému pro 1é€bu nddorovych onemocnéni. Pokroky v bunééné a
molekularni imunologii umoziuji nahlédnout do podstaty interakci mezi nadorovymi buiikami
a buitkami imunitniho systému, a tim se podili na hledani vhodnych imunoterapii pro 1é¢bu

malignit (Blattman a Greenberg, 2004).

V soucasné dobé existuje velké mnozstvi u€innych imunoterapii a kazdy rok se objevuji
nové. Ackoliv n¢které imunoterapie nemaji schopnost redukovat velikost nadoru, tak spousta

z nich vyznamné zvysSuje median pieziti (Smith a kol., 2014).

2.1.4.2.1 Klasifikace

Aktivni imunoterapie zahrnuje nadorové vakeiny (vakciny vyuzivajici dendritické
buiky, proteinové, peptidové, DNA/RNA vakciny a dal$i) a checkpointové inhibi¢ni
molekuly. Vakciny nepiimo zasahuji nadorové bunky prostfednictvim aktivace imunitniho

systému, jehoZ buiiky se poté podili na likvidaci nddoru (Yamaguchi, 2016).

Adoptivni imunoterapie vyuzivd molekul nebo buné¢k, které ptimo atakuji nadorove
buiiky s cilem odstranéni nddoru. Adoptivni imunoterapie vyuziva protinadorové protilatky,

lymfocyty a cytokiny (Yamaguchi, 2016).

2.1.4.2.2 Priklady imunoterapii

Nize je zminéno nekolik ptikladi imunoterapii.



Imunoterapie zaloZena na protilatkach

Prvni schvalenou monoklonalni protilatkou v roce 1997 byl rituximab (Smith a kol.,
2014), ktery se pouziva pro 1é¢bu B lymfomu (Pescovitz, 2006). Tato monoklonalni protilatka
se vaze na antigen CD20 a umoznuje depleci B bun¢k prostiednictvim ADCC (antibody-
dependent cell-mediated cytotoxicity), indukce apoptézy a komplementem zprostfedkované
cytotoxicity (Pescovitz, 2006).

Protinadorova uc¢innost monoklonalnich protilatek miize byt zesilena pomoci pfipojeni
radioizotopt, 1é¢iv nebo tvorbou bispecifickych rekombinantnich protilatek, které se soucasné
vazi na nadorové buriky a aktivuji receptory na efektorovych burikach (Blattman a Greenberg,
2004).

Imunoterapie zaloZena na pouZziti onkolytickych viri

Viry pfirozené vyvolavaji silnou imunitni odpovéd’. Diivodem je jejich okamzité
rozpoznani jako cizi prostfednictvim PRR receptort (Smith a kol., 2014). Onkolytické viry se
staly jednou z moznych nadé&ji pro 1é¢bu nadort poté, co se zjistilo, Ze malo nebo nepatogenni
viry vyvolaji infekci, ktera nékdy miize vést k poklesu rstu nddoru. Diivodem je zlyzovéani
nadorovych bunék a uvolnéni jejich antigent, které mohou vybudit imunitni systém bojujici

proti nadoru (Hotejsi a kol., 2017).

Imunoterapie zaloZena na modifikaci bunék

Pro nadorovou imunoterapii mohou byt vyuzity in vitro modifikované NK a T bunky.
Tyto buniky casto obsahuji protilatku a signalni oblast, ktera je schopna NK a T bunky

aktivovat po jejich setkani s bunkou nadorovou (Hoftejsi a kol., 2017).

Imunoterapie zaloZena na vyuziti tumor infiltrujicich lymfocyta

Tumor infiltrujici lymfocyty (TIL) jsou lymfocyty, které se nalézaji uvnitt nadoru. TIL
lymfocyty ale nejsou Géinné v likvidaci nadorovych bunék zejména diky pfitomnosti

Tregs V nédoru a nizkému mnozstvi protinddorovych bunék. U TIL terapie jsou TIL lymfocyty



odstranény z nadoru (Smith, 2014), namnozeny, v pfipad¢ potieby modifikovany a vraceny
zpét do jedince (Hofejsi a kol., 2017). Lécba pomoci TIL terapie je povazovana za jednu

Z nejucinngjSich forem imunoterapie (Smith a kol., 2014).

Imunoterapie zaloZena na vyuziti kmenovych bunék

Pluripotentni charakter umoziiuje kmenovym bunkam se stat prakticky jakymkoliv
typem builky. Nékteré imunoterapie se zamétuji na vyuziti této jejich schopnosti. Existuji
zpravy o uspésné indukei pluripotentnich kmenovych bunék na antigen specifické T bunky,

které mohou rozpoznat epitop antigenu melanomu MART-1 (Smith a kol., 2014).

Imunoterapie vyuzivajici nanomediciny

Nanomedicina, kterd se objevila jiz v roce 1995, miize poskytnout efektivni zacileni
nadoru. Dvoji opouzdieni chemoterapeutické latky umoziuje zacilit vice nez jeden
charakteristicky znak nadoru (Kydd a kol., 2017). Antigeny a cytokiny, které jsou pfitomny
na zlatych nanocasticich jsou chranény pted degradaci (Smith a kol., 2014). Soucasné studie
se zamé&fuji na tvorbu cilenych nanocéstic vii¢i tumorovému mikroprostfedi nebo samotnym

nadorovym bunkam (Kydd a kol., 2017).

Imunoterapie vyuzivajici blokovani inhibi¢nich checkpointovych molekul

Protinddorova terapie zaméfend proti negativnim checkpointovym molekulam je hlavni
soucasti 1é¢by nékterych malignit (Postow a kol., 2015). Blokovani checkpointovych molekul
pomoci antagonistickych monoklonélnich protilatek rusi negativni signaly, které snizuji
aktivaci T bun€k nebo inhibuji aktivitu efektorovych T bunék v mist¢ nadoru. Negativni
signaly pienasené k T bunkam vznikaji interakci CTLA-4 a PD-1 s jejich ligandy (Emens a
Middleton, 2015).

CTLA-4 se vaze ke koreceptorim CD80 (B7-1) a CD86 (B7-2), které se nachazi na
povrchu APC. PD-1 se vaze k ligandim PD-L1 (B7-H1) a PD-L2 (B7-DC), které jsou
pfitomny na APC, stromalnich bunikdch v misté nddoru a na samotnych nadorovych bunikach

(Emens a Middleton, 2015).



Ipilimumab je lidska monoklonalni protilatka 1gG,, ktera blokuje CTLA-4 signal a je
schvalena pro 1écbu pokrocilého melanomu. Pembrolizumab a nivolumab jsou lidské

monoklonalni protilatky IgG, blokujici PD-1 signal (Emens a aMiddleton, 2015).

Pfesny mechanismus ptlisobeni inhibitorti checkpointovych molekul neni plné¢ zndm.
Tyto inhibitory checkpointovych molekul maji pravdépodobné také vliv na depleci a naruseni
funkce Tyegs. Ukazalo se totiz, Ze tumor infiltrujici Tregs (T1 Tregs ) Up-reguluji expresi fady
checkpointovych molekul jako naptiklad CTLA-4, PD-1, LAG-3, TIM-3 a GITR (Chaudhary
a Elkord, 2016). Vice informaci o TI Tyeqs V kapitole 2.1.6.1.

2.1.4.2.3 Regula¢ni T lymfocyty a imunoterapie
Tregs jsou slibnym terapeutickym cilem (Chaudhary a Elkord, 2016). Exprimuji fadu

povrchovych molekul, které mohou byt specificky zacileny protilatkami nebo
farmakologickymi inhibitory (Whiteside, 2015). Rada vyzkumu se tak snaZi najit cestu, jak

depletovat T.egs nebo narudit jejich supresivni funkce (viz Obr. 3). Porozuméni
mechanismii Tregs V nadorovém mikroprostiedi (TME) je dilezité pro vytvofeni cilenych
imunoterapii. Bylo napfiklad zjisténo, ze systémova deplece Foxp3™ Tregs miiZe vest k
nepfiznivym udalostem v imunitnim systému (Chaudhary a Elkord, 2016).

Vsoutasné dobé je velky zijem o vyvoj terapil cilici Tregs V kombinaci
s checkpointovou blokadou, tumorové specifickymi vakcinami, radioterapii a chemoterapii.
Dulezite je vytvofit takovou terapii, kterd naruSuje funkci TI Tpegs, ale neovliviluje periferni

homeostazu imunitniho systému (Liu a kol., 2016).
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Obr.3: Piehled schvalenych a experimentalnich terapii zamétujicich se na Tyegs (Pievzato

z Chaudhary a Elkord, 2016).

Zkratky: ADCC - antibody-dependent cell mediated cytotoxicity, ADPC - antibody-
dependent cellular phagocytosis, ATZB - atezolizumab, BV - bevacizumab, CTX -
cyclophosphamide, CCR4 — C-C motif, DC — dendriticka bunika, DZB — daclizumab, DPT —
diptheria toxin, FDB — fludarabine, IPB — ipilimumab, MGZ — mogamulizumab, NIVO —
nivolumab, ONTAK - denileukin difitox, PTX — paclitaxel, SNB — sunitinib (Chaudhary a
Elkord, 2016).

Metronomicka chemoterapie je chemoterapie zalozena na podavani nizSich davek
chemoterapeutik po delsi dobu. Bylo zjisténo, Ze urcitd 1é¢iva podavana za nizsich davek po

delsi dobu, dosahuji $ir§iho spektra imunostimulaénich G¢inkt (Liu a kol., 2016).

Nize je zminéno nékolik obecnych informaci o pankreatickém adenokarcinomu, ktery

4

byl v praktické ¢asti této bakalarské prace pouzit.
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2.1.5 Pankreaticky adenokarcinom

Pankreaticky adenokarcinom se fadi mezi zavazné nadorové onemocnéni, na které umira
velké mnozstvi lidi. Pfiblizné 90 % pacientd na rakovinu slinivky bfi$ni zemfe a pfitom 70 %
z nich umira v disledku existence metastaz. Divodem tak vysoké tmrtnosti je odolnost
pankreatického adenokarcinomu vuc¢i jakékoliv terapii a také pozdni diagnostika.

Pankreaticky adenokarcinom se vétSinou u pacient odhali az v pokrocilém stadiu (Ryan a

kol., 2014).

2.1.5.1 Obecna charakteristika

U 60 az 70 % piipadi je rakovina slinivky bfisni lokalizovana na hlavé slinivky, 20-25
% na téle a ocasu. Symptomy jsou zavislé na umisténi nadoru. Pacienti s rakovinou slinivky
bfisni trpi Casto bolesti biicha, tbytkem vahy, slabosti a anorexii. Zloutenka je také ¢astym
projevem piitomnosti nadoru v hlavé slinivky. Nejméné u 50 % pacientd dochazi k rozvoji

diabetu (Ryan a kol., 2014).

Genom pankreatického adenokarcinomu je charakterizovan rozmanitymi a rozsahlymi
chromozomalnimi zménami. Pro pankreaticky adenokarcinom je typicky vyssi vyskyt
aktivovanych mutaci v KRAS (>90 %), vétsi sklon k lokdlni invazi a vznik vzdélenych
metastaz. Metastazy vznikaji primarné v jatrech, duting bfi$ni a plicich. Aktivace KRAS je

nezbytna pro udrzeni ristu pokrocilého pankreatického adenokarcinomu (Ryan a kol., 2014).

Rakovina obecné ma zvySeny metabolicky poZadavek na zisobu Zivin. Vzniklé
hypovaskularni, fibrotické tumorové prostiedi vede k extrémni hypoxii a omezené dostupnosti
zivin. Pankreaticky adenokarcinom se tak musi potykat s metabolickym tlakem. KRAS
onkogen ale podporuje ziskani extracelularnich zivin, zejména glukoézy (viz Obr. 4). Bunky
pankreatického adenokarcinomu jsou zavislé na vysokém stupni glykoelyzy, ktera produkuje
energii a poskytuje metabolické intermediaty pro biosyntetické reakce. KRAS se také podili
na nasmérovani sérovych lipida a proteini prostiednictvim makropinocytézy do nadorové
bunky. Nadory s KRAS mutaci jsou charakterizovany vysokym stupném autofagie. Jedna se
0 proces, kdy organely a agregaty proteinti jsou recyklovany pohlcenim pomoci autofagozomu

a degradovany v lysozomech (Ryan a kol., 2014).
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Obr.4: Metabolické reprogramovani v bunikach pankreatického adenokarcinomu (Pfevzato a

upraveno z Ryan a kol., 2014).

2.1.5.2 Rizikové faktory

Castgjsi vyskyt pankreatického adenokarcinomu je pozorovan v rozvojovych zemich a
u muzi. Nejcastéji se s nim miizeme setkat prevazné u jedinct, ktefi dosahli véku 71 let. U
osob mladsich 40 let je vyskyt pankreatického adenokarcinomu ojedinély. Uvadi se, Ze
osobam, jejichz rodinni pfislusnici onemocnéli rakovinou slinivky bfisni hrozi vétsi riziko
rozvinuti této nemoci. Tato geneticka slozka ma asi 5 az 10%-ni vliv (Ryan a kol., 2014).

Ptehled dalsich rizikovych faktort viz. Tab. I.

Tab. I: Rizikové faktory rakoviny slinivky bfi$ni (Pfevzato a upraveno z Miho a kol., 2013).

Rizikovy faktor Kolikrat zvysuje riziko
Rodinna historie: rakovina slinivky bfisni | 1,8-13x
geneticky syndrom 2-132x

Komplikace: diabetes mellitus 1,8-2,1x

obezita 3,5x

chronicka pankreatitida 4-8x

dédi¢na pankreatitida 53x
DalSi: koufeni 2-3x
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2.1.5.3 Mikroprostiedi pankreatického adenokarcinomu

Mikroprostiedi pankreatického adenokarcinomu (viz Obr. 5,6) ma dulezitou tlohu
V ristu nadoru a terapeutické odpovédi. Omezuje imunitni dohled a tvofi zanétlivy program,
ktery podporuje tumorogenezi prostiednictvim komunikace nddorovych bunck a bunék
imunitniho systému. Mikroprostiedi je charakterizovano hustym stromatem, které se sklada
naptiklad z proliferujicich myofibroblasti (Ryan a kol.,, 2014), mezenchymalnich a
epitelialnich stromalnich bunék (D. Xie a K. Xie, 2015). Dale obsahuje kolagen typu I,
hyaluronovou kyselinu, komponenty extracelularni matrix a rozli¢né druhy zanétlivych bunék
jako naptiklad makrofagy, zirné bunky, lymfocyty a plazmatické bunky. Bunky stromatu se
mohou podilet na podpoieni, nebo potlaceni rustu nador a metastazovani (D. Xie a K. Xie,
2015). Bylo zjisténo, ze zredukovani myofibroblasti zrychluje tumorogenezi a vede

k agresivnim histologickym znakiim (Ryan a kol., 2014).

A 2,

E Stroma |
Y
A

Obr.5: Histologické obrazky benigni slinivky bfi$ni, pankreatitidy a adenokarcinomu (zleva

doprava) (Pievzato z Wilson a kol., 2009).

Zkratky: AC — bunky adenokarcinomu se zvétSenym jadrem, WBC — bila krvinka, BPC —
benigni pankreaticka burika (Wilson a kol., 2009).
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Obr.6: Biologicka charakteristika mikroprostiedi pankreatického adenokarcinomu (Pievzato

a upraveno z Ryan a kol., 2014).
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2.1.5.4 Nadorova linie Panc02

Nadorova linie Panc02 byla poprvé indukovdna Corbettem a jeho kolegy aplikaci 3-
metylcholantrenu do slinivky bfisni C57BL/6 mySiho kmene. V soucasné dobé je jednou
z nejvyuzivanéjSich nadorovych bunécnych linii (Partecke a kol., 2011). Pro Panc02
nadorovou linii je charakteristicka odolnost vii¢i jakémukoliv protinadorovému zasahu (Priebe
akol., 1992), agresivni a invazivni chovani spojené s kratkym piezitim (Partecke a kol., 2011).

Z téchto duvodu byla nadorova linie Panc02 pouzita v této bakalatrské praci.

Tato bakalarska prace se zamétuje na shrnuti soucasnych poznatkli o regulacnich T

lymfocytech, které jsou zminény nize.

2.1.6 Regulaéni T lymfocyty a nadorova onemocnéni

Regulacni T lymfocyty (Tregs) U nddorovych onemocnéni potlacuji protinadorovou
imunitni odpovéd’ a pfispivaji k rozvoji imunosupresivniho tumorového mikroprostiedi
(TME). Vétsi podil Tregs: efektorové T buniky (Teff) v tkani tumoru piedstavuje horsi
progndézy u fady nddorovych onemocnéni (rakovina vajecniku, duktalni pankreaticky
adenokarcinom, rakovina plic, Non-Hodgkinuv lymfom a melanom). Infiltrace a akumulace
Tregs mize naopak u nékterych malignit (kolorektalni karcinom a karcinom zaludku)
korelovat s pozitivni prognézou. U téchto nadorovych onemocnéni maji Tyegs OChrannou
ulohu (Chaudhary a Elkord, 2016). Bylo zjisténo, ze indukované regulacni T lymfocyty
(iTregs) jsou schopné down-regulovat nadmémou zénétlivou reakci u nédorovych
onemocnéni, pro Které jsou typické zanétlivé infiltraty. Tim chrani jedince pfed poskozenim

tkan€ a ristem nadoru (Whiteside, 2014). Vice informaci 0 iT.egs V kapitole 2.6.

Rizny dopad Tyegs u odlisnych nadorovych onemocnéni je dan typem tohoto
nadorového onemocnéni, stddiem, lokalizaci a jedineécnym TME u kazdého nadorového
onemocnéni (Chaudhary a Elkord, 2016). TME je tvofeno heterogenni populaci bungk.
Kromé Tyegs obsahuje také naptiklad CD4™ T buiiky, CD8* T buriky, B buriky, makrofagy, DC
bunky, NK buiiky a zirné bunky. Zastoupeni a fenotyp téchto bun¢k se lisi v zavislosti na

nadoru. Fenotyp téchto bunék se muze také lisit i mezi pacienty se stejnym typem nadoru (Liu

a kol., 2016).
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Tregs jsou rekrutovany do mista nadoru prostfednictvim chemokini, které jsou
sekretovany nadorovymi buiikami a buitkami vrozeného imunitniho systému. V misté nadoru
jsou aktivovany tumor asociovanymi antigeny (TAA). Aktivované tumor infiltrujici Tregs (T
Tregs) poté down-reguluji protinddorovou aktivitu Teff bunek, cytotoxickych T lymfocytd

(CTL), NK a DC bunek. Mezi dilezité interakce chemokin a chemokinovy receptor patii:
CCL17/22-CCR4, CCL5-CCR5, CCL28-CCR10, CXCL9/10/11-CXCR3 (Chaudhary a
Elkord, 2016). CCL17/22-CCR4 je pravdépodobné jedna z hlavnich interakci, ktera je

zodpovedna za migraci Tyegs do nddoru. Nadorove a myeloidni bufiky jsou primarnim zdrojem

CCL22 a CCL17. CCL22 a CCL17 se vazi k chemokinovému receptoru CCR4, ktery je

exprimovan na Tregs. Bylo zjiSténo, ze CCL5/CCRS interakce je zapojena do migrace Tegs

u mysi s rakovinou slinivky bfi$ni (Liu a kol., 2016).

Preklinick€é mySi modely ukazuji, Ze pfitomnost Tpegs je také dilezitd pro tvorbu
metastaz. Infiltrace metastaz T..qs buitkami je Casto spojena s horSimi vysledky. Pfedpoklada
se, 7e Tregs Zde maji podobnou roli jako v TME. Pravdépodobné podporuji imunitni toleranci

a unik pted imunitnim systémem (Chaudhary a Elkord, 2016).

2.1.6.1 Tumor infiltrujici regula¢ni T lymfocyty
Piedpoklada se, Ze se tumor infiltrujici Tregs (Tl Tregs) 1i8 od perifernich Tpegs
(Liuakol,2016). Pro Tl Tegs je charakteristickda vetSi supresivni aktivita nez pro Tregs

izolované z periferni krve a zdravé tkané. Pfi¢innou je pravdépodobné jejich zvySena aktivace

v TME (Chaudhary a Elkord, 2016). Jedna ze studii pfedpoklada, ze Tegs vstupuji do

bunécného cyklu mnohem rychleji nez konvenéni T buniky v pocatcich tvorby nadord (Liu a

kol., 2016).

Pro Tl T.egs je Casto charakteristickd up-regulace CD44 (marker pamétovych a
aktivovanych T bunék), down-regulace CD62L a CCR7 (markery naivnich T buné¢k). Na
mysich modelech bylo dokazano, ze TI Teqs také exprimuji vysoké hladiny molekul Helios a
Neuropilin-1. Dale exprimuji vysoké hladiny molekul, které jsou zodpovédné za jejich lepsi
supresivni funkce, jsou jimi naptiklad 1COS, CD39 a TIM-3 (Liu a kol., 2016), CTLA-4,
PD-1 a LAG-3 (Chaudhary a Elkord, 2016). CTLA-4 podporuje supresi T bun¢k tim, Ze se
prednostné vaze na CD80/86 signalni molekuly. Dochazi tim tak k zablokovani CD28 ko-
stimulac¢niho signalu, ktery je potfebny pro aktivaci T bun¢k. LAG-3, TIM-3 a PD-1 jsou
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inhibi¢nimi receptory, které negativné reguluji funkci Teff bunék a CD8* cytotoxickych
lymfocytii. Podporuji také tvorbu a funkci Tregs (Chaudhary a Elkord, 2016).

2.2 Regulacni T lymfocyty a zanétlivé prostiredi
Dtvodem pro vyhledéani informaci o zanétu a (lloze Tregs V zanétlivém prostiedi, bylo

pouziti terapie R-848+poly (I:C)+LTA+manan-BAM v obou experimentech. Tato terapie je

zalozena na vyvolani akutniho zanétu v misté nadoru.

2.2.1 Zanét
Zanét predstavuje sled déju, které reaguji na rozlicné antigeny vyvolavajici infekci nebo
na zranéni vznikld v disledku fyzikalnich a chemickych podnétd. Zanét se tak podili na

obnoveni integrity organismu (Hoftejsi a kol., 2017).

Jiz ve starovékém Egypté a Recku doslo kobjeveni a pochopeni zanétlivych
mechanismi. Aulus Cornelius Celsus charakterizoval 4 hlavni znaky zanétu — bolest, otok,
zvySeni teploty a zarudnuti. V roce 1871 zavedl Virchow paty znak zanétu functio laesa
(ztrata funkce). Mecnikov jako prvni dokézal, Ze pfitomnost cizi latky zplsobila migraci
bunék hostitele do mista poSkozeni a fagocytdzu, které vedly k zniceni této cizorodé latky

(Korniluk a kol., 2017).

Vniknuti patogenu aktivuje zanétlivé buiiky, makrofagy a Zirné bunky, které¢ produkuji
a uvolnuji cytokiny a prozanétlivé chemokiny, které spolu s bakteridlnimi toxiny maji vliv na
ptisun cirkulujicich leukocytii do mista zdnétu. V piipadé, Ze nejsou zanétliveé bunky schopny
eliminovat patogen, tak dochazi k preméné akutniho zanétu na zanét chronicky. Tato
chronicka faze je charakterizovana hyperintenzivni infiltraci poskozené tkané leukocyty, coz
vede Kk tvorbé leukocytovych infiltrati. Tyto infiltraty byly poprvé popsany jiz Virchowem a

odrazely pocatek vyvoje nadoru v misté chronického zanétu (Korniluk a kol., 2017).

Na jedné strané mlize zanét pomahat kancerogenezi, maligni transformaci, riistu nadoru,
invazi a metastazovani. Na druhé stran¢ miize zanét naopak stimulovat efektorové
mechanismy imunitniho systému, které mohou potlacovat rist nadoru. Propojeni mezi
kancerogenezi a zanétem je zprostiedkovano prostfednictvim vnéjsi a vnitini cesty. Vnitini

cesta je aktivovana genetickymi zmé&nami, které zptisobuji zanét a neoplasii. Transformované
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bunky poté sekretuji zanétlivé mediatory a tim tvoii zanétlivé mikroprostiedi. Vnéjsi cesta je
fizena zanétem nebo infekci, které zvysuji riziko vyvoje nddoru v organech jako prostata,
slinivka bfisni, stieva, plice a kiize. Ob¢ cesty vedou k aktivaci trankripénich faktort jako je
NF-kB, STAT-3 a HIF-1. Jejich aktivace vede k tvorbé prozanétlivych faktord, kterymi jsou
chemokiny a cytokiny, které rekrutuji a aktivuji rozli¢né populace leukocyti jako jsou
napiiklad makrofagy, zirné builky, eozinofily a neutrofily do tumorového mikroprostiedi

(Multhoff a kol., 2012).

2.2.1.1 Akutni zanét

Akutnimu zanétu se také nékdy prezdiva terapeuticky zanét z davodu jeho
protinadorovému ucinku. Zjisténi dvoji role zdnétu ve vyvoji nddoru bylo pozorovano
v Némecku v 19. stoleti. Bylo popsano n¢kolik ptipadi, kdy infekce streptokokem méla vliv
na regresi neoplastickych onemocnéni. O 20 let pozdéji Coley vytvofil toxin, ktery byl tvofen
suspenzi bunék gramnegativnich bakterii, kterou podal pacientim s nadorovym
onemocnénim. Tato suspenze vyvolala aktivaci imunitniho systému, ktery neato¢il pouze proti

bakterii, ale také se podilel na inhibici nadorového rustu (Korniluk a kol., 2017).

V soucasné dobé je vyvolani akutniho z&nétu vyuZivano v nékterych terapiich
(naptiklad rakoviny mocového méchyie). Dulezité je také zminit, ze patogen se snazi vyhnout
odpovédi imunitniho systému, coz mize vést k chronickému stavu, ktery naopak neoplasticka

onemocnéni doprovazi (Korniluk a kol., 2017).

2.2.1.2 Chronicky zanét

Chronicky zanét je nékdy oznaCovan jako patologicky zanét, ktery se ucastni
neoplastické transformace a stimulace ristu nadori. Jiz v roce 1828 byl zaznamenan
dikaz ucasti chronického zanétu ve vyvoji nadoru. Pfiblizné okolo 25 % nadorovych
onemocnéni je spojeno s chronickym zénétem. Rakovina slinivky bfiSni a prostaty Casto
vznika v disledku chronickém zanétu pravé v téchto organech (Korniluk a kol., 2017).
Chronicky zanét je také jednou z charakteristik nddorovych onemocnéni, jejichz autory jsou
Hanahan a Weinberg, 2011. Rada studii prokazala, ze kromé schopnosti zanétu zvysit riziko

rakoviny, tak také podporuje progresi nadoru a tvorbu metastaz (Multhoff a kol., 2012).
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2.2.2 Uloha regula¢nich T lymfocyti v zanétlivém prostiedi

Kromé pronadorového ucinku Tyegs potlacujicich protinddorovou imunitni odpovéd,
byl za ur€itych podminek zaznamenan také jejich protinadorovy ucinek, kdy byly schopny
potlacit zanét doprovazejici nddorové onemocnéni (Grivennikov a kol., 2010). Dvoji role
Tregs U nadorovych onemocnénich a jejich diverzita zistava bohuzel stale blize nepochopena.
Kromé potlaceni zanétu asociovaného snadorovym onemocnénim, jsou Tpegs také
pravdépodobné nezbytné pro regulaci chronického zanétu a zabranéni tkdnového poskozeni.
(Whiteside, 2015). Tyegs jsOuU schopny v piipadé potieby expandovat do mista tkdfiového
poskozeni. Oprava tkané je zprostiedkovana prostiednictvim suprese produkce
prozanétlivych chemokint, aktivace endotelidlnich bun€k a prozanétlivé odpoveédi bunék

vrozeného a ziskaného imunitniho systému (Arpaia a kol., 2015).

Predpoklada se, Ze Tregs Vystavené zanétlivym podminkam ziskavaji vEtsi supresivni
funkci. Prodélavaji fadu funkénich, transkrip¢nich a epigenetickych zmén v odpovédi na zanét
(Van der Veeken a kol., 2016). Bylo také zjisténo, ze v zanétlivém prostifedi miize mala
subpopulace Ty..q bun¢k ztratit expresi a/nebo funkci transkripéniho faktoru Foxp3 a fungovat
tak jako efektorové T bunky zvané Thl7, které produkuji zanétlivé cytokiny (Li a Zheng,
2015). Pravdépodobné je, Ze zanétlivé prostiedi upfednostiiuje konverzi Tyegs na efektorové T

bunky, a to zejména v ptitomnosti vysokych hladin IL-6 (Littman a Rudensky, 2010).

V piedchozich letech byl velky zajem vénovan interakci mezenchymalnich stromalnich
bun¢k s Tregs (Viz Obr.7). V souvislosti s akutnim zanétem bylo zjisténo, Ze mezenchymalni
stromalni bunky jsou schopny potlacit bufiky imunitniho systému zodpovédné za tkanové
poskozeni. Predpoklada se, ze tato suprese mize byt uskute¢néna piimo nebo prostiednictvim
Tregs- U chronického zanétu dochazi kindukci a aktivaci T.gs makrofigy, které tak
pravdépodobné inhibuji, nebo podporu;ji fibrozu tkané v zavislosti na cytokinovém prostiedi

(Burr a kol., 2013).
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Obr. 7: Interakce mezenchymélnich stromalnich bun¢k a Tpegs V zanétlivém prostredi

(Pfevzato z Burr a kol., 2013).

2.3 Historie regulac¢nich T lymfocyti

Pojem supresorové T bunky byl zaveden na pocatku 70. let 20. stoleti (Workman a kol.,
2009). Jednalo se o T buiky, které¢ byly schopny zvySovani 1 tlumeni imunitni odpovédi
(Sakaguchi a kol., 2007). Tato myslenka existence supresorovych T bunék byla ale pozdgji
zapomenuta. Divodem byl problém s prokazanim jejich existence (Workman a kol., 2009),
nenalezenim vhodného markeru pro odliSeni supresorovych T bunék od ostatnich,
nejednoznac¢ny molekularni princip suprese (Sakaguchi a kol., 2007) a problém s absenci dnes
bézné pouzivanych molekularnich a bunéénych prostiedk (Workman a kol., 2009).

V roce 1995 Sakaguchi spolu se svymi kolegy popsal jedine¢nou CD4+*CD25* T
populaci (Workman a kol., 2009), ktera byla charakterizovana neustalou expresi vysokého
mnozstvi a fetézce receptoru pro interleukin 2 (CD25) (Josefowicz a kol., 2012). Za ucelem
vyhnuti se pfetrvavajicimu skepticismu, ktery stale obklopoval ,,supresorové™ T bunky,
dostala tato subpopulace oznaceni regulacni T lymfocyty (Tregs). Tato pfedstava existence
specifickych subpopulaci bunék, které jsou schopny inhibovat a regulovat imunitni odpovédi,

vyvolala obrovsky zajem (Workman a kol., 2009).

V roce 2003 doslo k obrovskému posunu diky objevu transkripéniho faktoru Foxp3,

ktery je nezbytnym reguldtorem vyvoje Tregs, jejich funkce a homeostazy. Genetické mutace
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Vv genu kodujici Foxp3 byly identifikovany u mysi i u lidi. Dilezitost Tp.eqs byla poprve
objasnéna u pacientli s mutacemi ve Foxp3. U téchto pacientl doslo k rozvoji systematického
autoimunitniho onemocnéni zvané imunitni polyendokrinopatie a enteropatie vazana na X
chromosom (IPEX). Toto onemocnéni zpusobilo zvétseni sekundarnich lymfatickych organd.
Doslo také ke vzniku na inzulinu zavislého diabetu, ekzémt, potravinovych alergii a
doprovodnych infekei. Jedinou moznou lécbou je transplantace kostni diené. Spontanni
mutace Foxp3 u mysi znama jako scurfy vyvolava piiznaky, které jsou velice podobné tém u

pacientii s IPEX. Na zdklad€ t€chto poznatk se doslo k zaveru, ze Tyegs jsou velmi dilezitymi

regulatory periferni tolerance a imunitnich odpovédi (Workman a kol., 2009).

2.4 Regulacni T lymfocyty

Regulacni T lymfocyty (Tregs) jsou vysoce imunosupresivni buiiky (Takeuchi a
Nishikawa, 2016) produkované v thymu jako zrala subpopulace T bunék (Sakaguchi a kol.,
2008). OdliSeni Tyegs 0d ostatnich T bunék je obtizne diky nepfitomnosti markert, které by
byly specifické pouze pro Tyegs. Mezi markery, které jsou charakteristick€ pro Tregs ale i také

pro T buriky patii molekuly CD25, CD127, CTLA-4, LAG-3, GITR a Foxp3 (Corthay, 2009).

Fenotyp a funk¢ni specializace Tregs je urcena jejich lokalizaci ve tkani, aktivaci, Grovni

diferenciace a stadiem onemocnéni (Chaudhary a Elkord, 2016).

Tregs jsou podmnozinou CD4* T bungk (Qiao a kol., 2017) a pfedstavuji pouze okolo 5
% téchto bunck (Whiteside, 2014). Pro T..gs J€ charakteristickd exprese transkrip¢niho
faktoru Foxp3 (Qiao a kol., 2017). Tento transkripéni faktor je kliC¢ovy pro spravny vyvoj,
zachovani a funkci Tregs (Vignali, 2008). Kromé& Foxp3 exprimuji Tegs CTLA-4 a CD25,
které jsou dulezité pro fizeni imunitnich odpovédi, zabranéni nepfiméiené zanétlivé reakci a
zajisténi tolerance vici vlastnim antigentim (Qiao a kol., 2017).

Mezi hlavni funkce Tyegs patii zachovani homeostdzy (Takeuchi a Nishikawa, 2016)
vrozeného i ziskaného imunitniho systému (Lei a kol., 2015), omezeni vzniku chronickych
zanétlivych onemocnéni a udrzeni periferni tolerance (Vignali a kol, 2008). T.egs chrani
zachovanim homeostazy jedince pfed rozvojem autoimunitnich chorob a alergii (Takeuchi a
Nishikawa, 2016). V thymu je umoznén vyvoj pouze t¢m T buikam, které exprimuji TCR
reaktivni vici cizim patogenlim a jsou tolerantni viéi vlastnim antigenim. Selekce v thymu

ale neni dokonald, a tak malé mnozstvi potencialn¢ autoreaktivnich T bunék mutize uniknout
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do periferie, kde jejich autoreaktivni potencial musi byt utlumen mechanismy periferni
tolerance. Tyegs potlacuji aktivaci t€chto autoreaktivnich T buné€k in vivo (Tai a kol., 2012).
Rada studii zjistila, Ze Tregs maji také schopnost zabranit odmitnuti transplantatu (Walsh a
kol., 2004). Tento jejich terapeuticky ucinek je dobie dokumentovan na zvifecich modelech
(Tang a Bluestone, 2013). Bylo takeé zjist€no, ze Tregs zabrafiuji vzniku ,sterilizing imunity*
proti patogenim (Workman a kol., 2009). ,,Sterilizing imunity* chrani hostitele pied virovou
infekci (Dutta a kol., 2016).

Vys8i infiltraci Tregs je mozné€ pozorovat u nadorovych tkani, kde podporuji rist
nadoru prostfednictvim suprese protinddorové imunitni odpovedi. V nadorové tkani se kromé
Tregs nachdzi i imunosupresivni cytokiny a molekuly, které¢ vytvari imunosupresivni sit
(Takeuchi a Nishikawa, 2016). T..gs potlacuji efektorové T lymfocyty (Teff) a antigen
prezentujici buiiky (APC) (Hofejsi a kol., 2013). Nedostate¢né mnozstvi Tregs zplisobené

mutaci v genu pro Foxp3 vede k rozvoji autoimunitnich chorob a alergii u mysi a lidi
(Takeuchi a Nishikawa, 2016). Mezi tyto autoimunitni onemocnéni patii napiiklad diabetes

mellitus | typu (Vignali a kol., 2008).

2.4.1 Exprimované molekuly
Tregs jsou funken€ a fenotypove heterogenni subpopulaci T bunék u mysi a lidi. Nalezeni
spolehlivych povrchovych markerli je nezbytné pro identifikaci Tregs @ také pro odliSeni

jednotlivych podmnozin Tp.gs (Chen a Oppenheim, 2011).

OdliSeni Tpegs 0d ostatnich T bunék je obtizné diky nepfitomnosti markert, které by
byly specifické pouze pro Tyegs. Mezi markery, které jsou charakteristické pro Tpegs alé i také

pro T bunky patii molekuly CD25, CD127, CTLA-4, LAG-3, GITR a Foxp3 (Corthay,
2009).

Také nTyegs @iTregs spolu sdileji markery, kterymi jsou naptiklad CD25, GITR a
CTLA-4 (Lin, 2013). nT;egs na rozdil od iTyegs exprimuji déle i vysoké hladiny molekul
Helios, Neuropilin-1 (Takeuchi a Nishikawa, 2016), CD45RO, CD45RA (Chen a
Oppenheim, 2011), PD-1 a CD73 (Lin a kol., 2013). Mezi dalsi molekuly exprimované Ty.egs
patii CD28, ICOS, TNFR2, OX40, FAS, chemokinovy receptor CCR4 a dalsi (Chen a
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Oppenheim, 2011). Detailn&jsi rozdéleni markerii nTegs typické zvlast pro ¢loveéka a mys

viz Tab. II.

Charakteristika n€kterych molekul exprimovanych Tyegy:

Jako prvni byl identifikovan a fetézec pro vysoce afinitni IL-2 receptor (CD25). U
molekuly CD25 se ptedpokladalo, ze by mohla byt pouzita jako marker Tyegs. Pozd&ji se ale

zjistilo, ze je také exprimovana T burikami aktivovanymi TCR ligaci (Workman a kol., 2009).

Transkripcni faktor FOXp3 je vyhradn€ exprimovan u NTyegs a u urcitych perifernich
ITregs populaci, které maji supresivni schopnost (Workman a kol., 2009). Tento transkrip¢ni
faktor je vyzadovan pro vyvoj, zachovéni a supresivni funkci Tpegs (Lourengo a Cava, 2011).
Jeho exprese je také nezbytna pro diferenciaci tymocytl na Ty linii (Peterson, 2012).
Roncarlo a Gregori pfisli s myslenkou, Ze v zavislosti na podmnoZiné buiiky nebo jejim stadiu
diferenciace, miize exprese Foxp3 vyvolat rizné funkce u bunék, které tento transkripcni
faktor exprimuji. Mlze pisobit jako pozitivni nebo negativni regulator. Tento fakt souvisi
S tim, Ze gen pro Foxp3 je Casto pfedmétem epigenetickych modifikaci, které pravdépodobné
pfispivaji k riznym funkcim Foxp3. Genetické mutace v genu pro Foxp3 jsou fatdlniu lidiiu
mysi. Bylo zjisténo, ze NF-kB signalni draha je klicovym modulatorem Foxp3 exprese béhem

vyvoje NTregs @ TNF-a je schopen inhibovat expresi Foxp3 u nTpeqs (Gol-Ara a kol., 2012).

CTLA-4 je zkratka pro T lymfocyte-associated antigen 4 (Chen a Oppenheim, 2011).
Jedna se o checkpointovou molekulu, ktera inhibuje aktivaci T bunék a jejich proliferaci.
Divodem je zachovani self-tolerance a zamezeni rozvoje autoimunitnich reakci (Bertrand a
kol., 2015). CTLA-4 molekula je nezbytnd pro funkci Tpegq in Vivo. Pfiblizn€ 40 % mysSich
Tregs €xprimuje CTLA-4. Vysoké hladiny CTLA-4 jsou také exprimovany lidskymi Tegs
(Chen a Oppenheim, 2011) a aktivovanymi T bunikami (Wing a kol., 2008).

ICOS je kostimula¢ni receptor exprimovany ve€tSinou mySich Tregs. TYLO Tregs VyuZivaji
IL-10 k potlaceni funkci DC bun¢k a TGF-B k potlaCeni funkci T bun€k. Tyegs neexprimujici
ICOS vyuzivaji ke své supresivni funkci pouze TGF-63 (Chen a Oppenheim, 2011).

Helios je transkripcni faktor, ktery se u lidskych Tpegs vaze na promotor Foxp3 a tim
zesiluje expresi Foxp3 (Elkord a kol., 2015). Neuropilin-1 (NRP1) je transmembranovy

glykoprotein. U mysi je NRP1 exprimovén U thymu odvozenych Tiegs, u kterych zesiluje
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jejich imunosupresivni funkci. U lidi je NRP1 exprimovan na plazmacytoidnich dendritickych

bunkach (pDCs) (Chaudhary a kol., 2014).

Pro v&tSinu mysSich T.egs je také charakteristickda nizsi exprese CD127 v porovnani
s Teff butikami. Hladina CD127 exprimovand mySimi Tp..gs se lisi v zdvislosti na jejich

lokalizaci a aktiva¢nim stavu (Chen a Oppenheim, 2011).

LAG-3 je zkratka pro gen 3 aktivujici [ymfocyty (Chen a Oppenheim, 2011). Oznacuje
se také jako CD223 molekula a hraje diilezitou roli v T,¢g — APC interakci (Sakaguchi a kol.,
2009). LAG-3 se vaze na MHC Il molekulu exprimovanou na nezralé DC bunice (Lourengo a
Cava, 2011) s vysokou afinitou. Timto zpusobem LAG-3 znemoziuje maturaci a schopnost
DC bun¢k aktivovat Teff bunky (Liberal a kol., 2015).

CD45R0O a CD45RA molekuly jsou vyhradné exprimovany urcitymi podmnozinami
lidskych CD4* T bungk. CD45RO je charakteristicka pro klidové nT,.egs. Molekula CD45RA

je typicka pro aktivované nT..gs (Chen a Oppenheim, 2011).

CD103 molekula je exprimovana piiblizn€ 10-30 % perifernich Tyegs u mySi. Exprese
CD103 neni na rozdil od exprese CD25 ukazatelem aktivatniho stavu Tregs (Chen a

Oppenheim, 2011).

GARP je povrchova bunééna molekula, kterd je exprimovéana vice aktivovanymi

lidskymi  Tyegs nez Teff buitkami. Exprese teto molekuly je spojena s expresi Foxp3 a

supresivni schopnosti Tr.gs (Chen a Oppenheim, 2011).

CD39 je integralni membranovy protein hydrolyzujici ATP a ADP. ZvySena exprese
CD39 je u nékterych typti nadora (naptiklad kolorektalni rakovina a rakovina slinivky bti$ni)
a u chronickych lymfatickych leukémii. Molekula CD39 se pravdépodobné ucastni vyvoje a
progrese fady malignit (Antonioli a kol., 2013).
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Tab. II: Markery charakteristick€ pro nTyegs u mysi a lidi (Pfevzato z Chen, 2011).

Markery nT;egs _

Mys Clovék
CD25" ICOS* CD25*high ICOS*
Foxp3* TNFR2* Foxp3™* TNFR2*
CTLA-4% CD39% CTLA-4% CD45R0*
CD103* CD103* HLA-DR*
CCR6™ CCR6" GARP*
CD127/low CD127/low
LAG-3* LAG-3*

2.4.2 Mechanismy suprese
Tregs provadi supresi nékolika zplsoby (viz Obr.8): A) suprese pomoci inhibi¢nich
cytokinti, B) suprese cytolyzou, C) suprese metabolickym narusenim a D) suprese zménou

zrani a funkce dendritickych bun¢k (DC) (Vignali a kol., 2008).
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Obr. 8: Mechanismy suprese regulac¢nich T lymfocytu (Pfevzato a upraveno z Liberal a kol.,
2015).

Zkratky: IDO - indolamin-2,3-dioxygenaza, Teff — efektorova T bunka (Liberal a kol.,
2015).
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A) IL-10 je protein o molekulové hmotnosti 18 kDa, ktery je produkovan monocyty, DC
bunkami, neutrofily, B lymfocyty, T lymfocyty a také T, 1 bunikami. T, 1 buniky jsou jedinymi
regulaénimi bunkami, které IL-10 produkuji (Arce-Sillas a kol., 2016).

Nejznaméjsim molekularnim mechanismem IL-10 je jeho imunosupresivni vliv na Teff
bunky. Kostimulaéni molekula CD28 na Teff buice zprostiedkovava kontakt s APC.
Produkovany IL-10 se vaze na svij receptor na Teff burnice a inhibuje fosforylaci tyrosinu
v molekule CD28. Dochazi k inhibici signaliza¢ni kaskady vedouci k translokaci NF-kB (viz
Obr.9) (Arce-Sillas a kol., 2016). NF-kB rodina transkrip¢nich faktort ovliviiuje fadu
biologickych procesii. NF-kB signalni draha ma vliv na vyvoj T bunék, jejich aktivaci,
diferenciaci a pteziti. Reguluje také transkripci cytokinii a expresi chemokintl, které se ucastni
imunitnich odpovédi (Oh a Ghosh, 2013).

IL-10 u dendritickych bun¢k a T,.1 bunck vyvolava dalsi produkei IL-10. IL-10 také
napiiklad inhibuje produkci zanétlivych cytokind, kterym je IL-12. Tato inhibice zpisobuje
sniZzeni odpovédi Ty, 1 buné€k, snizeni produkce INF-y a zvySeni fagocytarni aktivity, kteréd

odstranuje zbylé ¢asti bunék z mista zanétu (Arce-Sillas a kol., 2016).

IL-10
& APC
T.1 ~
- <

CD28 ’

NF-kB

Y/
20,

Efektorova bunka

Obr.9: Mechanismus u¢inku IL-10.

TGF-8 je protein a multifunkéni cytokin, ktery ma fadu efekti na buniky. Potlacuje
diferenciaci Teff bunck, podporuje diferenciaci naivnich T bun€k na Tyegs Nebo T, 17 buiky
(Arce-Sillas a kol., 2016). Ty17 buinky spousti imunitni odpovéd proti extracelularnim
bakteriim a houbam. Podili se také na tvorbé autoimunitnich onemocnéni (Luckheeram a kol.,
2012). TGF-B dale inhibuje proliferaci T a B bungk, aktivitu makrofagi, DC a NK bun¢k
(Arce-Sillas a kol., 2016).
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IL-35 je neddvno objevenym cytokinem, ktery je produkovéan Tpegs. Jsou znamy jeho
dv¢ funkce. Prvni je schopnost potlacovat proliferaci pomocnych T bunék. Druhou funkci je
podpofeni pfemény naivnich T bunék na vysoce supresivni regula¢ni T bunky (iT,.35). Bylo
také zjisténo, ze IL-35 je schopen indukovat pfeménu B lymfocyti na B regulacni bunky

(Arce-Sillas a kol., 2016).

B) Mezi cytolytické mechanismy patii granzym A, granzym B a perforin (Lourengo a
Cava, 2011). Granzym B je serinova proteaza, kterd umoznuje vyvolani apoptozy u Teff
bunck. Béhem bunécni interakce Tyeg — efektorova butika dochazi k exocytoze granzymu B a
perforinu z granul T, do extraceluldrniho prostoru. Molekuly perforinu se zabudovavaji do
lipidové membrany cilovych bunék (efektorovd builka), kde polymerizuji v pfitomnosti
vapenatych iontll a tvofi transmembranovy valec. Kazdy valec tvoii por, kterym vstupuje
granzym B do cilové buriky, u které je schopny vyvolat jeji apoptozu (Arce-Sillas a kol., 2016).
5-30 % Tyegs J€ SChopno Vv tumorovém mikroprostiedi exprimovat granzym B a potlaCovat
funkci NK bunék a cytotoxickych lymfocytt, které proti nddoru bojuji (Lourengo a Cava,
2011). Granzym A vyvolava cytolyzu stejnym zptsobem zavislym na perforinu (Velaga a
kol., 2015).

C) Tento typ suprese zahrnuje nékolik mechanismu, které vedou k metabolickému naruseni
Teff bunck. T.egs mohou soutézit s ostatnimi T butikami o IL-2, jakmile jsou schopny
exprimovat vysoce afinitni IL-2R (CD25). Nasledkem toho aktivné se dé€lici Teff bunky trpi
nedostatkem IL-2 a podstupuji apoptozu (Liberal a kol., 2015).

Dalsi supresivni mechanismus vyuZivany Tegs souvisi s expresi molekul CD39 a
CD73. Tyto povrchové enzymy katalyzuji degradaci extracelularnich nukleotidi (naptiklad
ATP). Tato degradace vede k tvorbé pericelularniho adenosinu, ktery potlacuje funkci Teff

bunék prostfednictvim aktivace adenosinového receptoru (Liberal a kol., 2015).

D)  Tregs Mohou interagovat s dendritickymi butikami (DC) prostiednictvim CTLA-4. Tato
molekula je charakterizovana vysokou afinitou k molekulam CD80 a CD86 exprimovanych
na DC burikach. Interakce mezi CTLA-4 na T,¢gs a CD80/86 na DC zpiisobuje fadu udalosti.
Jednou z nich je produkce IFN-y, ktery je induktorem exprese indolamin-2,3-dioxygenazy
(Arce-Sillas a kol., 2016). Tento enzym katalyzuje pfeménu aminokyseliny tryptofanu na
kynurenin, ktery je toxicky pro Teff bunky nachazejici se v blizkosti DC bunék
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(Sakaguchi, 2009). Tiegs také negativné ovlivituji schopnost DC bunék zahéjit imunitni
odpovéd’ (Liberal a kol., 2015).

LAG-3 (CD223) hraje také dilezitou roli v T..g — APC interakci (Sakaguchi a kol.,
2009). LAG-3 se vaze na MHC II molekulu exprimovanou na nezralé DC butice (Lourengo a
Cava, 2011) s vysokou afinitou. Timto zptisobem LAG-3 znemoziuje maturaci a schopnost
DC bun¢k aktivovat Teff bunky (Liberal, 2015).

2.4.3 Klasifikace

Regula¢ni T lymfocyty mizeme rozdélit do dvou skupin (Onishi a kol., 2016). Toto
rozdéleni je na zakladé jejich mista vyvoje (Workman a kol., 2009). Prvni skupinou jsou
prirozené regulani T lymfocyty (nT..qs) (Onishi a kol., 2016), které se vyviji v thymu
(Workman a kol., 2009) ze self-reaktivnich tymocytd (Takeuchi, 2016). Jedna se o tymocyty,
které exprimuji TCR receptory sezvysSenou afinitou ke komplexu self-peptid-MHC.
NTyegs (CD4*CD25% Foxp3™) muzeme déle rozlisit na klidové nT,eqs (CD45RA™ Foxp3'°%) a
aktivované NTegs (CD45RO* Foxp3high) (Peterson, 2012). NTregs jsou zasadni pro zachovani
self-tolerance a zabranéni rozvoji autoimunity. Druhou skupinou jsou indukované T
lymfocyty (iTyegs), které se diferencuji z naivnich CD4™ T bunék suboptimalni prezentaci
antigenu v periferii (Chaudhary a Elkord, 2016). Indukované T.egs mizeme rozdélit na
T,1(CD4*CD25"°"Foxp3~), Ty3 Tregs (CD4*CD25 Foxp3~) (Qiao, 2017) a Tregs
indukované IL-35 (iT.35) (Onishi a kol., 2016). Ulohou iTregs j€ zachovat periferni toleranci
(Chaudhary a Elkord, 2016).

Rozdéleni regulacnich T lymfocytl je znazornéno v Tab. I1I. na zaklade€ vyse uvedenych

informaci.

Tab. III: Rozd¢€leni regula¢nich T lymfocytu.

Regulaéni T lymfocyty vznikajici z CD4* bunék

Prirozené regula¢ni T lymfocyty (nTpegs) Indukované regulaéni T lymfocyty (iTpegs)
CD4+CD25*Foxp3+
Klidové Aktivované T, 1 Tn3 Tregs indukované IT.-35

CD45RATFoxp3'®¥ | CD45RO*Foxp3™eh | cD4*CD25Y"Foxp3~ | CD4*CD25 Foxp3~
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Ukazalo se, Ze krom& CD4% regulaénich T lymfocytl existuje jesté dalsi dilezita
podmnozina Tygs, kterou jsou CD8* supresorové buiiky (CD8*CD25*Foxp3™ T buiiky). Tato
populace bunék byla nalezena u mysi i lidi (Churlaud a kol., 2015).

2.5 Prirozené regulacni T lymfocyty

Piirozené regulacni T lymfocyty (NTyegs ) jsou CD4*CD25% Foxp3* T buiiky vznikajici
vthymu v ¢asnych stadiich fetdlniho vyvoje (14. tyden vyvoje) (Peterson, 2012). NTyegs SE
diferencuji ze self-reaktivnich tymocytt (Takeuchi a Nishikawa, 2016). Jedna se o tymocyty,
které exprimuji TCR se zvySenou afinitou ke komplexu self-peptid-MHC (Peterson, 2012).
NTyegs tvoii 5-10 % populace CD4* T bunék u mysi a 1-2 % populace CD4™ T bunék u lidi
(Lourengo a Cava, 2011). Fenotyp NTegsje diky expresi molekul CD25 a CTLA-4 velice
podobny aktivovanym T lymfocytim (Hoftejsi a kol., 2013).

NTregs jsou dileZité pro inhibici efektorovych bun€k béhem infekce a v nadorech. Maji
schopnost suprimovat nasledujici butiky: CD4* T buiiky, CD8* T buiiky, dendritické buiky,
NKT bunky, NK buiiky, monocyty/makrofagy, B bunky, zirné bunky, bazofily, eozinofily a

osteoblasty a dalsi (Peterson, 2012). nTegs jsou také zasadni pro zachovani self-tolerance a
zabranéni rozvoje autoimunity (Chaudhary a Elkord, 2016). Je také dokazéno, Ze nTyegs

mohou ptenést svoje supresivni vlastnosti na T lymfocyty v kultufe. Pfenos téchto

supresivnich vlastnosti je zprostiedkovan faktory jako IL-10 a TGF-B (Gol-Ara a kol., 2012).

2.5.1 Rozdéleni

NTregs mliZeme rozliSit na klidové nTyegs (CD45RA*Foxp3!°%) a aktivované NTregs
(CD45RO*Foxp3Meh) (Peterson, 2012). Lidské CD4*CD25% T,egs mohou byt déle také
rozdéleny na zakladé exprese urcitého integrinu. CD4*CD25% T,e.s exprimujici o,f3;
integrin konvertuji CD4" T buiiky na T,1 bufiky produkujici IL-10. CD4*CD25% Tiegs
exprimujici integrin a4f3; pfeménuji CD4* T buiky na T,3 buiiky produkujici TGF-B
(Jonuleit a Schmitt, 2003). T, 1 a T3 bufiky jsou podmnozinou indukovanych Tregs (iTregs)
(Workman a kol., 2009). Vice informaci 0 iT.egs V kapitole 2.6.
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2.5.2 Vyvoj
NTregs se diferencuji z tymocytt, které exprimuji TCR se zvySenou afinitou ke komplexu

self-peptid-MHC (Peterson, 2012).

Vyvoj T bunék vthymu (tymocytd) zahrnuje nékolik déju (viz Obr. 10). Nejprve
dochazi ke vstupu lymfoidni progenitorové buiiky do thymu (Takahama, 2006). Tyto
lymfoidni progenitorové bunky vznikaji v kostni dfeni (Germain, 2002). Vstup téchto bun¢k
do thymu neni nepfetrzitou udalosti. Jedna se o nesouvislou a kontrolovanou udalost, ktera se
dé&je béhem embryogeneze a v dospélosti (Takahama, 2006). Casné T buiiky postradaji expresi
TCR, CD4 a CDS a jsou oznacovany jako dvojité negativni tymocyty (DN). Tyto dvojité
negativni tymocyty mohou byt rozdéleny do ¢tyf stadii diferenciace (DN1: CD44+CD257,
DN2: CD44*CD25%, DN3: CD44~CD25", DN4: CD44~CD25"). B&hem vyvoje témito stadii
exprimuji tymocyty pre-TCR. Tento T bunécny receptor je tvoien nepieskupenym pre-TCRa
fetézcem a preskupenym pre-TCRB fetézcem. Usp&na pre-TCR exprese vede k bunééné
proliferaci a nahrazeni pre-TCRa fetézce nové preskupenym TCRa fetézcem. Dochazi tak
k vytvofeni oy T bunééného receptoru. aB-TCR*CD4*CD8* dvojité pozitivni tymocyty poté
interaguji s epitelidlnimi buitkami kary kostni dien¢. Epitelidlni buiiky exprimuji MHC | a
MHC II molekuly asociované se self-peptidy. Osud dvojité pozitivnich tymocytt zavisi na sile
signalu (viz Obr.11), ktery je zprostiedkovan interakci TCR s komplexem self-peptid-MHC.
Bé&hem pozitivni selekce se pouze ty tymocyty, které exprimuji TCR vazajici se ke komplexu
self-peptid-MHC I stavaji CD8" buiikami. Ty tymocyty, které exprimuji TCR vazajici se ke
komplexu self-peptid-MHC 1I se stavaji CD4* pozitivnimi buiikami (Germain, 2002).
Nasleduje negativni selekce, ktera se podili na odstranéni tymocytl, jejichz TCR se vaze
s vysokou afinitou ke komplexu self-peptid-MHC (Palmer, 2003). Proces negativni selekce
pfispivd k odstranéni self-reaktivnich T bunck, a tak zabranéni vzniku autoimunity
(Takahama, 2006). Vzniklé pozitivni buiiky jsou pfipraveny k exportu z diené do periferie
(Germain, 2002).

NTyegs se diferencuji z takto vzniklych CD4* T bungk. Vyvoj nTregs je ovlivnén ko-

stimula¢nimi molekulami, cytokiny, TCR, antigenni afinitou a konkrétnim mistem v thymu,

kde dochézi k setkani s antigenem. Pro vyvoj nTyegs jsou diilezit¢ molekuly IL-2 a v mensi
mife TGF-B (Workman a kol., 2009). IL-2 je nezbytny pro vyvoj, funkci a homeostizu nT¢gs

(Peterson, 2012). TGF-B je vyzadovan pro udrzeni Foxp3 exprese a supresivni funkce

perifernich nT.egs in vivo a in vitro (Workman a kol., 2009).

30



Komunikace mezi stromalnimi buiikami thymu a vyvijejicimi se thymocyty je velice
dualezita. Poskytuje vhodné mikroprostredi, které podporuje a reguluje dalsi vyvoj tymocytu.
Stromalni buiikky mikroprosttedi thymu také produkuji chemokiny, které hraji dilezitou roli
Vv nasmérovani migrujicich tymocyti (Takahama, 2006). Interakce mezi vyvijejicim se
tymocytem a medularnimi epitelidlnimi buikami thymu (MTECS), které exprimuji Aire,
pravdépodobné fidi vyvoj tymocytii na Tyeg bunétnou linii (Nomura a Sakaguchi, 2007). Aire
je zkratka pro autoimunitni regulacni gen, ktery ma dulezitou Ulohu v expresi tkanové
specifickych self-antigent v thymu (Anderson a Su, 2011). Mutace v Aire vede ke vzniku
autoimunitniho onemocnéni APECED (autoimmune polyendocrinopathy candidiasis
ectodermal dystrophy). Defekt Aire pravdépodobné ovliviiuje negativni selekci self-
reaktivnich T bunék (Nomura a Sakaguchi, 2007).
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Obr.10: Vyvoj T lymfocytii a nTregs (DN — dvojité negativni, DP — dvojité pozitivni).
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Obr.11: Sila signalu TCR (Ptevzato z Josefowicz a kol., 2012).

Sila signalu TCR #idi osud CD4™" tymocyti a diferenciaci regulaénich T bunék. Nezralé
CD4™" tymocyty ziskavaji signal rozdilné sily prostiednictvim interakce TCR s komplexem
peptid-MHC na APC. Silny TCR signal u v&tsiny CD4*% tymocytl zpiisobuje apoptézu
(programovana bunééna smrt). Stredné silny signal umoziiuje CD4*buiikam uniknout deleci

(Josefowicz a kol., 2012).

2.6 Indukované regula¢ni T lymfocyty
Indukované regulacni T lymfocyty (iTyegs) jsou periferné indukovanymi regula¢nimi T
lymfocyty (Zhang a kol., 2014), které piedstavuji dal$i podmnozinu CD4* T regulacnich

bunék (Jonuleit a Schmitt, 2003). iTegs se diferencuji z naivnich CD4* T bunék suboptimalni
prezentaci antigenu v periferii (Chaudhary a Elkord, 2016). iT,gs mohou byt také pfipraveny

in vitro izolaci CD4* T bungk, které jsou nasledné aktivovany za pfitomnosti IL-2 a TGF-B1.
Takto pfipravené bufiky exprimuji transkripéni faktor Foxp3 in vitro (Schmitt a Williams,
2013).

Schopnost suprese iTyegs neni na rozdil od nTyegs z4avisla na bunééném kontaktu, ale je
zprostiedkovana supresivnimi cytokiny IL-10 a TGF-B (Jonuleit a Schmitt, 2003). Funkci
iT.egs je zachovat periferni toleranci (Chaudhary, 2016). Pfedpokladd se, ze
CD4"CD25" Tyegs a buiiky produkujici IL-10/TGF-B (T.1a T,3) uzce spolupracuji, aby

zabranily vzniku autoimunitnich reakci in vivo (Jonuleit a Schmitt, 2003). iT;cgs pfedstavuji
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mocny terapeuticky ndstroj pro autoimunitni onemocnéni, zanéty a také protinddorovou lécbu

(Workman a kol., 2009).

V soucasnosti je velka nadéje vkladana do transkripéniho faktoru KLF2 (Kruppel-like
factor 2). Kromé¢ toho, Ze reguluje chronicky zanét a je nezbytny pro vyvoj iT.egs (Nikoliv

NTegs), tak by mohl byt vhodnych markerem (Whiteside, 2015).

Porovnéani nTyegs @ iTpegs Viz Tab. IV.

Tab. IV: Porovnani charakteristiky nTr.egs @ iTregs lymfocytl (T, 1, T, 3) (Pfevzato z Jonuleit a

Schmitt, 2003).

CD4*CD25" Tyegs T.1 T,3
Fenotyp:
CD25 ++ + +
GITR ++ - ?
CTLA-4 +++ + ++
Foxp3 ++ ? ?
Sekrece cytokinii:
IL-10 +/- +++ +
TGF-8 +/- + +++
Diferenciac¢ni faktory ? 11-10, IFN-a TGF-83, IL-4
Supresivni mechanismus:
In vitro bunécny kontakt IL-10, TGF-B TGF-
In vivo bunéény kontakt, IL-10, TGF-B IL-10, TGF-B TGF-

2.6.1 Rozdéleni

Na zékladé cytokinti zpusobujici jejich indukci rozliSujeme dvé hlavni podmnoZiny
iTregs, kterymi jsou buiiky typu 1 (T1) a pomocné T bufiky typu 3 (T, 3). Tyto podmnoZiny
jsou tvofeny v pritomnosti odlisSnych cytokind. Svoji supresivni aktivitu uskuteciuji
prostiednictvim sekretovani stejnych cytokini, které jsou zodpovédné za jejich indukci.
Témito cytokiny jsou IL-10 a TGF-B (Workman a kol., 2009). T,1 bunky jsou
charakteristické pro svoji obrovskou produkci IL-10 a nizkou tvorbou TGF-B. T,,3 bunky
naopak pievazné produkuji TGF-B (Jonuleit a Schmitt, 2003).
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2.6.2 Regulaéni lymfocyty typu 1

Regula¢ni lymfocyty typu 1 (T.1) jsou bufikami, které produkuji velké mnozstvi 1L-10
a malé mnozstvi TGF-B (Jonuleit a Schmitt, 2003). Dale produkuji stfedni mnozstvi IL-5 a
nizké hladiny IL-2 a IFN-y. Od nT,¢gs se lisi odliSnym cytokinovym sekre¢nim profilem,
odpovédi na antigen, supresivnimi mechanismy a s nejvétsi pravdépodobnosti 1 nékterymi
bunéénymi markery. nTp.egs jsou rekrutovany a aktivovany b&hem casnych imunitnich
odpovédi. T,1 bunky jsou indukovany opakovanou antigenni stimulaci a zasahuji
pravdépodobné pozdé&ji, aby snizily imunitni odpovéd’, obnovily a zachovaly toleranci.
Mechanismy suprese T.1 bun€k nejsou zalozeny na bunéfném kontaktu, ale jsou
zprostiedkovany prostfednictvim cytokint, kterymi jsou IL-10 a TGF-B (Gol-Ara a kol.,
2012).

T-1 bunky také kontroluji aktivaci pamétovych a naivnich T bungk in vivo a in vitro.
Potlac¢uji imunitni odpovéd’ zprostiedkovanou Th1 a Th2 bunikami vici patogentim, nadorim

a aloantigentim (Jonuleit a Schmitt, 2003).

T.1 bunky jsou pravdépodobné schopny exprimovat nékteré chemokinové receptory
na svém povrchu, které jsou bézné exprimovany Thl (CXCR3 a CCRS5) a Th2 buiikami
(CCR3, CCR4 a CCR®8). Za marker T,1 bunék je povazovan receptor GATA 3 (ROG), ktery

je ale také exprimovan aktivovanymi T butikami (Gol-Ara a kol., 2012).

Transkripéni faktor FOxp3 neni exprimovan T, 1 buinkami neustale. Jejich aktivace vede
K up-regulaci Foxp3 exprese, ktera dosahuje hladiny exprese tohoto transkripéniho faktoru
jako u aktivovanych T bunék. Toto zjiSténi souvisi s tim, Ze T, 1 buiiky nepottebuji Foxp3 pro
svoji supresivni funkci. Je zaznamenano, Ze T,1 mohou suprimovat konvenéni T buiky
nezavisle na Foxp3 expresi. Bylo dokonce prokazano, Ze se T, 1 buitky mohou diferenciovat
znaivnich T bunék pacientli s onemocnénim IPEX, ktefi maji nedostatek transkripéniho

faktoru Foxp3 (Gol-Ara a kol., 2012).

T 1 buniky mohou byt vytvoteny in vitro TCR stimulaci v pfitomnosti vysokych hladin
IL-10. Pfedpoklada se, Ze pfitomnost IFN-a je nezbytna pro u¢innou diferenciaci T.1 bunck
spolu sIL-10. Opakovana stimulace naivnich CD4* T bunék nezralymi alogennimi

dendritickymi bunkami také vede k indukci T, 1 bunék (Gol-Ara a kol., 2012).

Identifikovany byly také CD8* T, 1 bufiky, které produkuji IL-10 a vznikaji stimulaci

naivnich CD8* bunék aktivovanymi plazmacytoidnimi dendritickymi bufikami nebo
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myeloidnimi dendritickymi buiikami in vitro. Supresivni funkce téchto bunck je

zprostiedkovana prostfednictvim IL-10 (Gol-Ara a kol., 2012).

2.6.3 Pomocné lymfocyty typu 3
Pomocné Imfocyty typu 3 (T,3) jsou dal$i podmnozinou iTyegs. Tyto buiiky sekretuji
zejména TGF-B, ktery je dulezity pro diferenciaci téchto bun¢k. Prostfednictvim TGF-f3 také

uskuteciuji svoji supresivni funkci (Gol-Ara a kol., 2012).

Ty 3 regulaéni buiiky byly identifikovany béhem zkouméni mechanism asociovanych
s oralni toleranci. Po pfijmu ciziho antigenu oralni cestou jsou T,3 bunky schopny se
diferencovat z naivnich CD4* T bunék (Gol-Ara, 2012). Oralni tolerance je stav, kdy
imunitni systém neodpovida na antigeny pfijaté ve stravé a na antigeny mikroflory (Dubois a
kol., 2003).

Ty, 3 buiiky maji pravdépodobné vyznamnou roli v fad¢ aspektu tykajicich se modulace
imunitniho systému a T bunééné homeostazy. T, 3 bunky poskytuji pomoc pii sekreci IgA a

maji supresivni ucinek vaci Th1 a Th2 bunkam (Gol-Ara a kol., 2012).

Exprese transkripéniho faktoru Foxp3 je spornd. Nekteré studie detekovaly Foxp3 u
Ty 3 bunck. Dalsi studie naopak navrhuji, ze Ty, 3 buiikky neexprimuji tento transkripéni faktor

(Gol-Ara a kol., 2012).

2.6.4 Teqs indukované IL-35

Cytokin IL-35 je schopen vyvolat pfeménu naivnich T bunék u mysi a lidi na populaci
regulacnich bunék iT,35, které jsou novym a jedineCnym clenem rodiny regulac¢nich T
lymfocytli. Tato populace bun¢k neni schopna supresivni funkce prostfednictvim IL-10 a
TGF-B, ale prostiednictvim IL-35. Tyegs indukovane IL-35 (iT.35) neexprimuji transkripcni
faktor Foxp3. Tyto regulacni buiiky jsou pravdépodobné klicovym medidtorem infek¢ni

tolerance a také pravdépodobné ptispivaji k progresi nadoru (Collison a kol., 2010).
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2.6.5 Vyvoj
ITegs se diferencuji z naivnich CD4*% T bunék suboptimalni prezentaci antigenu

v periferii (Chaudhary a Elkord, 2016).

Vyvoj T bunék vthymu (tymocytd) zahrnuje nékolik déju (viz Obr. 12). Nejprve
dochazi ke vstupu lymfoidni progenitorové buiiky do thymu (Takahama, 2006). Tyto
lymfoidni progenitorové bunky vznikaji v kostni dieni (Germain, 2002). Vstup téchto bunck
do thymu neni nepfetrzitou udalosti. Jedna se o nesouvislou a kontrolovanou udalost, ktera se
dé&je béhem embryogeneze a v dospélosti (Takahama, 2006). Casné T buiiky postradaji expresi
TCR, CD4 a CDS a jsou oznacovany jako dvojit€¢ negativni tymocyty (DN). Tyto dvojité
negativni tymocyty mohou byt rozdéleny do ¢tyf stadii diferenciace (DN1: CD44+CD257,
DN2: CD44*CD25%, DN3: CD44~CD25%, DN4: CD44~CD257). B&hem vyvoje témito stadii
exprimuji tymocyty pre-TCR. Tento T bunécny receptor je tvoien nepieskupenym pre-TCRa
fetézcem a preskupenym pre-TCRB fetézcem. Usp&na pre-TCR exprese vede k bunééné
proliferaci a nahrazeni pre-TCRa fetézce nové preskupenym TCRa fetézcem. Dochazi tak
k vytvofeni a3 T bunééného receptoru. aB-TCR*CD4*CD8* dvojité pozitivni tymocyty poté
interaguji s epitelidlnimi buitkami kary kostni dien¢. Epitelidlni buiiky exprimuji MHC | a
MHC Il molekuly asociované se self-peptidy. Osud dvojité pozitivnich tymocytt zavisi na sile
signalu, ktery je zprostfedkovan interakci TCR s komplexem self-peptid-MHC. Béhem
pozitivni selekce se pouze ty tymocyty, které exprimuji TCR vazajici se ke komplexu self-
peptid-MHC | se stavaji CD8* bufikami. Ty tymocyty, které exprimuji TCR vézajici se ke
komplexu self-peptid-MHC |l se stavaji CD4* pozitivnimi buikami (Germain, 2002).
Nasleduje negativni selekce, ktera se podili na odstranéni tymocytl, jejichz TCR se vaze
s vysokou afinitou ke komplexu self-peptid-MHC (Palmer, 2003). Proces negativni selekce
pfispivd k odstranéni self-reaktivnich T bunck, a tak zabranéni vzniku autoimunity
(Takahama, 2006). Vzniklé pozitivni buiiky jsou pfipraveny k exportu z diené do periferie
(Germain, 2002).

Interakce takto vzniklych naivni CD4" T bunék s dendritickou buiikou v periferii vede
k indukeci odlisnych typu efektorovych bunék (Thl, Th2 a Th17) a indukovanych regula¢nich
T lymfocytt (T.1, T, 3) Vv zavislosti na cytokinech, které jsou produkovany v mikroprostiedi
(Basset a kol., 2010).
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Obr.12: Vyvoj T lymfocytl a iTregs (DN — dvojité negativni, DP — dvojité pozitivni).

2.7 CTLA-4

CTLA-4 (T-lymphocyte associated antigen 4) je checkpointova molekula (Winograd a
kol., 2015), ktera inhibuje aktivaci T bun¢k a jejich proliferaci. Divodem je zachovani self-
tolerance a zamezeni rozvoje autoimunitnich reakci (Bertrand a kol., 2015). CTLA-4 je
neustdle exprimovana Tregs (Wing a kol., 2008) intracelularn€ a také na jejich povrchu
(Chaudhary a Elkord, 2016). Exprese CTLA-4 je U T.egs kontrolovana prosttednictvim

transkrip¢niho faktoru Foxp3. Bylo zjistno, ze CTLA-4 je také exprimovana aktivovanymi T

bunkami (Wing a kol., 2008).

Exprese CTLA-4 je nezbytna pro supresivni schopnost T.cgs in Vivo @ in Vitro. Tpegs
jsou schopny down-regulovat CD80 a CD86 na APC bunkach (Wing a kol., 2008). Dochazi
tak ke sniZzeni kostimula¢niho signalu CD28, ktery je potfebny pro aktivaci T bun¢k
(Buchbinder a Desai, 2016). T.egs mohou také interagovat s APC bufikami prostfednictvim
CTLA-4, ktera je charakterizovana vysokou afinitou k CD80/CD86 (viz Obr 11). Interakce
mezi CTLA-4 na Tpegs a CD80/86 na APC zpiisobuje fadu udalosti (Arce-Sillas a kol., 2016).
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Tregs tak mohou napfiklad negativné ovliviiovat schopnost DC bun¢k zahgjit imunitni

odpovéd’ (Liberal a kol., 2015) aktivaci T bunék (Wing a kol., 2008) (viz Obr.13).

Nedostate¢na exprese CTLA-4 U T.egs vede k lymfoproliferaci, autoiumunitnim
onemocnénim a nadprodukci IgE u mysi (Wing a kol., 2008). Exprese CTLA-4 U Tyegs j€
proto nezbytna pro zabranéni vzniku autoimunity in vivo (Tai a kol., 2012). U 60 % pacientd
1écenych pomoci ipilimumabu dochazi k rozvoji irAEs (immune related adverse events), které
se projevuji naptiklad poskozenim kiize, gastrointestindlniho traktu, neurologickymi a

hematologickymi autoimunitnimi chorobami (Bertrand a kol., 2015).

Inhibice CTLA-4 pomoci monoklonalnich protilatek (Winograd a kol., 2015) zesiluje
protinadorovou imunitu diky podpofeni aktivace T bunék (viz Obr.13) a proliferace
cytotoxickych T lymfocytd (Bertrand a kol., 2015). Bylo zjisténo, ze anti-CTLA-4 vede k
pozménéni poméru efektorovych T bunék:T..es (Wolchok a Saenger, 2008). Schvalenymi
monoklonalnimi protilatkami, které blokuji CTLA-4 jsou ipilimumab (Buchbinder a Desali,
2016) a tremelimumab (Chaudhary a Elkord, 2016). Ipilimumab a tremelimumab jsou
monoklonalnimi protilatkami typu IgG1 a IgG2 (Chaudhary a Elkord, 2016). Ipilimumab je
schvaleny pro 1écbu pokrocilého melanomu (Buchbinder a Desai, 2016). U mySich modeld
bylo zjisténo, Ze monoklondlni protilatka anti-CTLA-4 uskuteciiuje protinddorovou aktivitu

prostfednictvim deplece Tyegs (Chaudhary a Elkord, 2016). Deplece Tyegs miZe byt zesilena

kombinaci imunoterapie S chemoterapii (Curiel, 2007).

A T-cell activation B T-cell downregulation C Restoration of T-cell
activation
Signal 1 Signal 2 Signal 1 Signal 2 Signal 1 Signal 2
R -cell (= — T-cell —_— e T-cell —
TCR TCR TCR
| -.'r:.n[ 0T lr [ I cpE J |' |CU-‘-’3
[ d B7 | h BY I H
MHC - MHC N
—  APC — apc - — APC

Obr.13: Schéma aktivace T bunék, down-regulace T bun¢k a G¢inku anti-CTLA-4 (zleva

doprava) (Pievzato a upraveno z Bertrand a kol., 2015).
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A — Aktivace T bun¢k vyzaduje interakci T bunécného receptoru s komplexem MHC-antigen
a vazbu CD80/CD86 (B7) na APC s CD28 receptorem na T bunkach. B— CTLA-4 je schopna
inhibovat proliferativni odpovéd’ T bunék tim, Zze s nimi soutézi o vazbu s ligandem B7. C —
Anti-CTLA-4 protilatka inhibuje CTLA-4 a tim umoziuje aktivaci a proliferaci T bunék
(Bertrand a kol., 2015).

2.7.1 Vyuziti checkpointové blokady v 1é¢bé pankreatického
adenokarcinomu

Pankreaticky duktalni adenokarcinom (PDA) je smrtelné a agresivni onemocnéni, které
je bohaté na fibroblasty, extracelularni matrix, zanétlivé leukocyty a je pro né&ho
charakteristické husté stroma. Odhaduje se, Ze toto onemocnéni se stane druhou nejcastéjsi

pti¢innou smrti ve Spojenych statech v roce 2025 (Winograd a kol., 2015).

Pankreaticky adenokarcinom je odolny vii¢i monoklonalnim protilatkam. Agonisticka
monoklonalni protilatka anti-CD40 spolu s chemoterapii je ale schopna indukovat T
bunéénou imunitu a zvratit rezistenci pankreatického adenokarcinomu k anti-PD-1 a anti-
CTLA-4. (Winograd a kol., 2015) PD-1 je také checkpointovou molekulou, ktera down-
reguluje aktivaci T bunék (Buchbinder a Desai, 2016). Schéma ucinku anti-PD-1 a anti-
CTLA-4 viz Obr.14.

Lymph node

Tumor site

Activation, proliferation

anti-PD-1

Migration to

tumor site
Antigen

presenting

Tumork Activation, proliferation

uptake tumor elimination

Obr.14: Schéma uc¢inku anti-CTLA-4 a anti-PD-1(Pfevzato z Buchbinder a Desai, 2016).
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Inhibice CTLA-4 umoznuje aktivaci, proliferaci T bun¢k a také snizeni supresivni
schopnosti Tyegs. Inhibice PD-1 umoZiiuje obnoveni aktivity protinddorovych T bunck.

Soucasna inhibice CTLA-4 a PD-1 s velkou pravdépodobnosti vykazuje synergii a vede k delsi
protinadorové imunitni odpovédi. (Buchbinder a Desai, 2016).

Winograd se svymi kolegy testoval vliv anti-CTLA-4 a anti-PD-1 na rust PDA nadort
(viz Obr.15). V tomto pokusu bylo zji$téno, Ze 1é¢ba pomoci pouze anti-PD-1 nebo pouze anti-

CTLA-4 ma minimalni protinadorovy u¢inek (Winograd a kol., 2015).
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Obr.15: Vlevo — Lécba PDA nadorG pomoci monoklonalnich protilatek blokujici PD-1 a
CTLA-4, vpravo — Graf pfeziti v zavislosti na pouZitych terapeutikach (Pfevzato z Winograd
a kol., 2015).

Winograd se svymi kolegy déle provedI dalsi pokus béhem kterého zjistil, Ze kombinace
anti-CD40+chemoterapie+anti-PD-1/nebo anti-CTLA-4 a terapie zaloZzena na anti-
CD40+chemoterapie+anti-PD-1+anti-CTLA-4 zpusobuje regresi subkutannich nadortt PDA
u mysiho kmene KPC, zlepsuje preziti (viz Obr.16) a také chrani pted opétovnym vyskytem
nadort. S pouzitim CD4* a CD8* knockout mysi bylo zjisténo, ze protinadorovy ¢inek byl
zprostfedkovan T bunikami. V jejich nepfitomnosti nedosSlo k inhibovani riistu nadort.
Nasledné byla analyzovana infiltrace T bun€k v nadorech. Nadory mysi 1écené anti-PD-
1+anti-CTLA-4+anti-CD40+chemoterapie mély 7x vy3si podil CD8* T bunék: Tyegs
V porovnani s kontrolou. Mysi, které byly 1é¢eny pouze s anti-PD-1+anti-CTLA-4, nebo s anti-

CD40+chemoterapie nedosahly takového zvyseného podilu CD8* T bunék: Tregs jako mysi

lécené s anti-PD-1+anti-CTLA-4+anti-CD40+chemoterapie. K testovani imunologické
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paméti bylo mys$im nasledné aplikovano stejné mnozstvi bunék PDA linie, ale na opa¢ny bok.
U 67 az 86 % mysi nedoslo k uchyceni nadoru. Tento pokus ukazuje, ze kombinovana 1é¢ba
u PDA vede Kk indukci protinadorové odpovédi s 1é¢ebnym potencidlem. Naopak samotna
checkpointova blokada je dostacujici naptiklad u mysich modela rakoviny stieva, melanomu
a mocového méchyte, kdy dochazi k inhibici ristu nadort a zlepseni preziti (Winograd a kol.,
2015).

800 4 —— Isotype alone
—— CD40/GInP
= CD40/G/nP + PD-1
6004 = CD40/G/nP + CTLA-4
=+ CD40/GInP + PD-1 + CTLA4

100

TELL,

50] P<0.0001

0 ]

T T T 1

8 16 24 32 0 20 40 60 80
Days after tumor injection Days after tumor injection

% e |

4004 P<0.0001 koo [k

Percent survival

200 4

Tumor volume (mm3)

Obr.16: Vlevo — Lécba PDA nadorG pomoci monoklonalnich protilatek blokujici PD-1 a
CTLA-4 v kombinaci s chemoterapii (G - Gemcitabine, Np — nab-paclitaxel), vpravo — Graf

preziti v zavislosti na pouzitych terapeutikach (Pfevzato z Winograd a kol., 2015).
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3 Cile prace
e Studium regulaénich T lymfocytt, jejich Giloha v nddorovém onemocnéni a moznosti

jejich zacileni v nadorové imunoterapii.

e Studium G¢inku terapie R-848+poly (I:C)+LTA+manam-BAM+anti-CD40 na nadory

pankreatického adenokarcinomu dosahujici vétSich objemu.

e Studium ucinku terapie R-848+poly (I:C)+LTA+manan-BAM-+anti-CD40+anti-

CTLA-4 na rGst nadora pankreatického adenokarcinomu.
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4 Prakticka cast

4.1 Chemikalie

Anti-CD40 (BioXCell, USA, clone FGK 4.5/FGK45)

Anti-CTLA-4 (BioXCell, USA, clone 9H10)

BAM, Biocompatible anchor for cell membranes (NOF Corporation, USA)
D-MEM, Dulbecco’s modified eagle medium (Sigma-Aldrich, USA)
EDTA, Ethylendiamineteraacetic acid (Sigma-Aldrich, USA)

FCS, Fatal Calf Serum (Sigma-Aldrich, USA)

HCI, kyselina chlorovodikova (Sigma-Aldrich, USA)

LTA, Lipoteichoic acid from Bacillus subtilis (Sigma-Aldrich, USA)
Manan (Sigma-Aldrich, USA)

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

Poly (I:C), Polyinosinic:polycytidylic acid (Sigma-Aldrich, USA)
R-848, Resiquimod (Torcis Bioscience, UK)

Trypanova modi (Sigma-Aldrich, USA)

Trypsin (Sigma-Aldrich, USA)

4.2 Laboratorni zvirata

V téchto pokusech byly pouzity samice kmene C57BL/6N z chovu Charles River
Laboratories. Mysi byly ¢tyfi tydny staré pii ptichodu do laboratote. K pokustim byly pouzity
ve véku 8 tydnl s hmotnosti 18-20 g. Mysi byly chovany za standartnich podminek ve
sterilnich boxech s podestylkou z difevéné drt€¢ ve zvétinci Parazitologického ustavu, BC
AVCR. Mysi mély neustaly piijem sterilni vody a stravy ve formé suchych pelet. V mistnosti

byla udrzovana konstantni teplota 22 °C, relativni vlhkost 65 % a fotoperioda 12/12 hodin.
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4.3 Nadorova bunécéna linie

Buniky mysiho pankreatického adenokarcinomu Panc02 byly kultivovany v D-MEM
s 10 % FCS obsahujicim penicilin (100 j/ml), streptomycin (100 pg/ml), amfotericin B (0,25
ug/ml), L-glutamin (2,2 mM) a merkaptoethanol (50 uM). Nadorové bunky, které vénoval
darem prof. Lars Ivo Partecke (Greifswald, Némecko), byly uchovany v termostatu za teploty

37°C v atmosféfe nasycené vodnimi parami a 5% CO,.

4.4 Priprava nadorovych bunék Panc02

Po odstranéni média z kultiva¢ni nadobky byly nadorové bunky Panc02 3x proplachnuty
sterilnim PBS. Po proplachnuti byla provedena trypsinizace po dobu 5 minut v termostatu za
teploty 37 °C (0,02% trypsin a 0,02% EDTA v PBS). Po uplynuti této doby byla trypsinizace
ukonéena pridanim malého mnozstvi D-MEM s 10% FCS. Nasledné¢ byly bunky
centrifugovany 5 minut pii pretizeni 1609 a teploté 4 °C. Po centrifugaci doslo k odstranéni
média od peletu. K peletu bunék bylo pfidano D-MEM médium bez séra na objem 3 ml. Bunky
byly nasledné rozvolnény pomoci Pasteurovy pipety. Z takto rozvolnéné bunétné suspenze
bylo napipetovano 30ul do zkumavky. Do této zkumavky bylo dale pfidano 30ul trypanové
modfi, umoziujici rozliSeni mrtvych a zivych bunék. Pocet bun€k byl néasledné spocitan v

Biirkerové pocitaci komirce a jejich mnozstvi bylo upraveno na pozadovanou koncentraci.

4.5 Transplantace nadorovych bunék
Do ptedem vyholeného pravého boku mysi bylo subkutanné aplikovéano 0,1 ml D-MEM
bez séra obsahujici 400 000 nadorovych bun€k Panc02.

4.6 Meéreni a vypocet velikosti nadori

Velikost nadorti byla métena obden po dobu 30 dni pomoci kaliperu. Po ukonceni terapie
byla velikost nadori kontrolovéna jednou za 14 dni. Nasledné byl spocitan objem nadort

pomoci vzorce V=m/6 AB?2. A piedstavuje nejvétsi rozmér v mm a B nejmensi rozmér v mm.
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4.7 Slozeni terapeutickych latek

Smés R-848+poly (1:C)+LTA+manan-BAM

0,5 mg R-848 (s 5,6 ul 3,5% HCI+50 ul PBS) + 0,5 mg poly (1:C)+0,5 mg LTA/ml 0,2 mM
manan-BAM v PBS

Smés R-848+poly (1:C)+LTA+manan-BAM+anti-CD40

0,5 mg R-848 (5 5,6 ul 3,5% HCI+50 ul PBS) + 0,5 mg poly (I:C)+0,5 mg LTA + 0,4 mg anti-
CD40/ml 0,2 MM manan-BAM v PBS

Anti-CD40+anti-CTLA-4
0,4 mg anti-CD40 + 0,4 mg anti-CTLA-4/ml PBS
Smés R-848+poly (1:C)+LTA+manan-BAM+anti-CD40+anti-CTLA-4

0,5 mg R-848 (s 5,6 ul 3,5% HCI+50 ul PBS) + 0,5 mg poly (1:C)+0,5 mg LTA + 0,4 mg anti-
CD40 + 0,4 mg anti-CTLA-4/ml 0,2 mM manan-BAM v PBS

4.8 Statistické vyhodnoceni dat

Data pro prumérny objem nadoru (AUC%) byla statisticky vyhodnocena v programu
Statistica 13.2 pomoci jednocestné analyzy variance (ANOVA). Pro analyzu pteziti byl pouzit
Kaplan-Myeruv test. Data pro primérny objem nadoru (AUC%) a vliv terapie na velikost
nadoru byla graficky vyhodnocena v programu MS Excel 2016. V grafech je vyznaéena

stfedni chyba praméru (SEM).

4.9 Experimenty

4.9.1 Studium terapie pankreatického adenokarcinomu pomoci smési R-848+poly
(I1:C)+LTA+manan-BAM+anti-CD40

V tomto pokusu bylo pouzito 18 mysi, kterym bylo transplantovano 4x10° nadorovych
bunek Panc02 do vyholeného pravého boku. Po 16 dnech byly mysi ndhodné rozdéleny do 3
skupin (A, B a K) (viz Tab. V) po 6 a byla zahajena terapie (den 0). Ve dnech 0, 1, 2, 8, 9, 10,
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16, 17, 18, 24, 25 a 26 bylo aplikovano 50 pl terapeutika intratumoraln€. Méteni nadora
probihalo kazdy druhy den pied aplikaci terapeutika az do dne 30. Nasledné¢ bylo
zaznamenavano pieziti mysi a kazdych 14 dni byl kontrolovan piiblizny stav velikosti a vzhled

nadoru.

Tab. V: Rozd¢leni mysi do skupin podle aplikovaného terapeutika.

Skupina Terapeutikum
A 0,5 mg R-848 (s 5,6 ul 3,5% HCI+50 ul PBS) + 0,5 mg POLY
R-848+poly [:C+0,5 mg LTA + 0,4 mg anti-CD40/ml 0,2 mM manan-BAM v

(I.C)+LTA+manan- PBS
BAM+anti-CD40

B 0,5 mg R-848 (s 5,6 ul 3,5% HCI+50 ul PBS) + 0,5 mg POLY
R-848+poly I:C+0,5mg LTA + 0,4 mg /ml 0,2 mM manan-BAM v PBS
(I:.C)+LTA+manan-

BAM

K PBS

PBS

4.9.2 Studium terapie pankreatického adenokarcinomu pomoci anti-CTLA-4

v kombinaci se smési R-848+poly (1:C)+LTA+manan-BAM+anti-CD40

V tomto pokusu bylo pouzito 24 mysi, kterym bylo transplantovano 4x10° nadorovych
bunek Panc02 do vyholeného pravého boku. Po 16 dnech byly mysi ndhodné rozdé€leny do 4
skupin (A, B, C a K) (viz Tab.VI) po 6 a byla zahajena terapie (den 0). Ve dnech 0, 1, 2, 8, 9,
10, 16, 17, 18, 24, 25 a 26 bylo aplikovano 50 ul terapeutika intratumoralné. Méteni nadort
probihalo kazdy druhy den pted aplikaci terapeutika az do dne 30. Nasledné bylo
zaznamenavano pieziti mysi a kazdych 14 dni byl kontrolovan pfiblizny stav velikosti a vzhled

nadoru.
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Tab. VI: Rozd¢leni mysi do skupin podle aplikovaného terapeutika.

Skupina

Terapeutikum

A
R-848+poly (I:C)+LTA-manan-
BAM +anti-CD40

0,5 mg R-848 (s 5,6 ul 3,5% HCI+50 pl PBS) + 0,5
mg POLY 1:C+0,5 mg LTA + 0,4 mg anti-CD40/ml
0,2 mM manan-BAM v PBS

B
Anti-CD40+anti-CTLA-4

0,4 mg anti-CD40 + 0,4 mg anti-CTLA-4/ml PBS

C
R-848+poly (I:C)-LTA+manan-
BAM +anti-CD40+ anti-CTLA-4

0,5 mg R-848 (s 5,6 pul 3,5% HCI+50 ul PBS) + 0,5
mg POLY I:C+0,5mg LTA + 0,4 mg anti-CD40 + 0,4
mg anti-CTLA-4/ml 0,2 mM manan-BAM v PBS

PBS

PBS
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5 Vysledky

5.1 Studium terapie pankreatického adenokarcinomu pomoci smési R-848+poly

(I:C)+LTA+manan-BAM+anti-CD40

Cilem tohoto pokusu bylo otestovat ucinek terapeutické smési R-848+poly
(I:C)+LTA+manan-BAM+anti-CD40 na nadory dosahujici vétSich objemi. Na Obr.17 je
znazornén prumérny objem nadoru pankreatick¢ho adenokarcinomu (AUC%) vii¢i kontrolni
skupiné. Z grafu je patrné, Ze terapeuticka smés R-848+poly (I:C)+LTA+manan-BAM+anti-
CD40 ma oproti terapeutické smési R-848+poly (I:C)+LTA+manan-BAM vétsi vliv na

redukci nadorového rustu.

B R-848+poly (I:C+LTA+manan- BAM+anti-CD40
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Obr.17: Pramérny objem nadoru (AUC%).

Hladiny statistické vyznamnosti:

e p <0,05 000 p<0,005
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Na Obr.18 je graficky zobrazen vliv vy$e zminénych terapii na objem nadoru (mm3)
Vv pribéhu terapie trvajici 30 dni. Odchylka hodnoty (den 18) pro kontrolni skupinu je
s nejvetsi pravdépodobnosti zplisobena charakterem pankreatického adenokarcinomu. Pro
pankreaticky adenokarcinom je charakteristickd nekréza tkané ajeji nasledné odpadavani

(Zenka, tistni sdélent).

" R-848+poly (I:C)*+LTA+manan-BAM+anti-CD40
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Obr.18: Vliv terapie na velikost nadoru.

Po skonéeni terapie bylo sledovano pteziti mysi do dne 120 (viz Obr.19). Terapie R-
848+poly (I:C)+LTA+manan-BAM+anti-CD40 vedla k vylééeni 4 mysi z 6. Oproti tomu
terapie zalozena na stejném slozeni bez anti-CD40 vedla k umrti vS§ech 6 mysi do 78. dne

terapie.
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Obr.19: Vliv terapie na pieziti mysi.

Hladiny statistické vyznamnosti:

e p<0,05

Pfeziv§im mysim bylo ndsledné aplikovdano 10° bungk Panc02 do pravého boku.
Uspésnost retransplantace byla sledovana do 145. dne. U mysi lé¢enych terapii R-848+poly
(I:C)+LTA+mana-BAM+anti-CD40 nedoslo K uchyceni nadorovych bun¢k. Tato odolnost

ukazuje na zapojeni ziskané imunity a tvorbu imunologické paméti.
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5.2 Studium terapie pankreatického adenokarcinomu pomoci anti-CTLA-4
v kombinaci se smési R-848+poly (1:C)+LTA+manan-BAM+anti-CD40

Cilem tohoto pokusu bylo vylepsit ucinek terapeutické smési R-848+poly
(I:C)+LTA+manan-BAM+anti-CD40 v piedchozim pokuse o anti-CTLA-4. Bohuzel terapie
obohacena o anti-CTLA-4 nedosahla G¢inngjsi redukce nadorového ristu oproti R-848+poly
(I:C)+LTA+manan-BAM+anti-CD40. Nadory 1é¢ené smési R-848+poly (I:C)+LTA+manan-
BAM-+anti-CTLA-4 dosahly 78% redukce objemu nadoru vici kontrolni skuping. Terapie
zalozena pouze na anti-CD40 a anti-CTLA-4 dosahla jen 28% redukce primérného objemu
nadoru vuci kontrolni skuping. Naopak terapie bez anti-CTLA-4 dosahla 87% redukce objemu

nadoru viici kontrolni skuping.

Nize je na Obr.20 graficky zobrazen primérny objem nadori (AUC%).

B R-848+poly (I:C)+LTA+manan-BAM+anti-CD40

B anti-CD40+anti-CTLA-4
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Obr.20: Primérny objem nadoru (AUC%).
Hladiny statistické vyznamnosti:

e p<0,05 eee p<0,005
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Obr. 21 ukazuje vliv vySe uvedenych terapii na objem nadoru (mm?3) v priib&hu terapie
trvajici 30 dni. Odchylka hodnoty (den 18) pro kontrolni skupinu je S nejvétsi
pravdépodobnosti zptisobena charakterem pankreatického adenokarcinomu. Pro pankreaticky
adenokarcinom je charakteristickd nekréza tkané a jeji nasledné odpadavani (Zenka, uistni
sdeleni). Ptidavek anti-CTLA-4 Kk terapeutické smési R-848 + poly(l:C) + LTA +manan-
BAM v prvnich 18 dnech ucinnost terapie mirné snizoval, pak jeho vliv byl zanedbatelny.
Terapie pouze pomoci anti-CD40 a anti-CTLA-4 nevedla k vyrazné&jsi redukci nadorového

rustu ve srovnani s kontrolou.

—— R-848+poly (I:C)+LTA+manan-BAM+ant1-CD4()
v anti-CD40+anti-CTLA-4
R-848+poly (I:C)+manan-BAM+anti-CD40+anti-CTLA-4
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Obr.21: Vliv terapie na velikost nadoru.

Tticaty den byla ukoncena terapie a zahajeno sledovani preziti mysi do dne 120. Vliv
terapie na preziti mysi je zobrazen na Obr.22. Z grafu je patrné, Ze terapie pomoci R-848+poly
(I:C)+LTA+manan-BAM-+anti-CD40 vedla k preziti 4/6 mysi. Terapie, ktera byla obohacena
jesté o anti-CTLA-4 vedla k preziti 3/6 mysi. Terapie zalozena pouze na anti-CD40 a anti-
CTLA-4 se od kontrolni skupiny nelisila.

52



~ R-848+poly (I.C)+LTA+manan-BAM+anti-CD40 . ‘
anti-CD40+anti-CTLA-4 ‘
R-848+poly (I.C)+LTA+manan-BAM-anti-CD40-+anti-CTLA-4

— PBS

[ 1 ]

100%

90% r

80%

T0%

650%

Preziti

50%

40%

30%

20%

10%

0% : : : : : : : : : : : : :
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140
Denterapie

Obr.22: Vliv terapie na pieziti mysi.

Hladiny statistické vyznamnosti:

e p<0,05 00 p<0,01

Pieziv§im mys$im bylo nasledn& aplikovano 10° bun&k Panc02 do pravého boku.
Uspé&snost retransplantace byla sledovana do 145. dne. U mysi 1é¢enych terapii R-848+poly
(I:C)+LTA+mana-BAM+anti-CD40 nedoslo k uchyceni nadorovych bun¢k. U mysi 1é¢enych
R-848+poly (I:C)+LTA+mana-BAM+anti-CD40+anti-CTLA-4 doslo k uchyceni nadorovych
bunék u 1/3 mysi. Tato odolnost ukazuje na zapojeni ziskané imunity a tvorbu imunologické

pameéti.
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6 Diskuze

Tym vedeny RNDr. Janem Zenkou, CSc. se jiz n&kolik let zabyva otazkou nadorové
imunoterapie se zamé&fenim se na mechanismy vrozené imunity. CD8 cytotoxické T buiiky
Jsou povazovany za hlavni vykonavatele imunitnich odpovédich vii¢i nadorim u mysi a lidi.
Zjisténo ale také bylo, Ze nejenom buriky ziskané imunity, ale i buniky vrozeného imunitniho
systému se mohou ucastnit rozpoznani a destrukce nadort (Hamai a kol., 2010). Z bunék
vrozené imunity maji pravdépodobné nejdulezitéjsi ulohu NK bunky, které jsou schopny
nadorové bunky rozpoznat a zlyzovat. NK buiky také tuzce spolupracuji s APC buikami a
napomahaji tak indukci T bunétné protinadorové imunitni odpovédi (Jacobs a kol., 2012).
Velikost odpovédi ziskaného imunitniho systému je zavisld na Casnych signalech vrozené
imunity vici patogenim. Z toho vyplyva, ze ziskany a vrozeny imunitni systémem jsou uzce

propojeny (Le Bon a Tough, 2002).

Tym vedeny RNDr. Janem Zenkou, CScC. se zabyva aktivaci vrozeného imunitniho
systému prostiednictvim terapie R-848+poly (I:C)+LTA+manan-BAM, kterd je neustale
vylepSovana, na redukci nadorovych buné¢k B16-F10 a Panc02. Ale u i této terapie je potieba

zvazovat mozny Vliv ziskané imunity diky jejich izkému propojeni.

Cilem této bakalafska prace bylo studovat Gc¢inek terapie na nadory dosahujici vétSich
objemu a pokusit se vylepsit u¢inek terapie na modelu pankreatického adenokarcinomu, u
kterého nebylo zatim dosazeno vyléceni vSech mysi v experimentalni skupiné. Snahou tak

bylo ptispét k problematice spojené s imunoterapii pankreatického adenokarcinomu.

V teoretické ¢asti této bakalaiské prace byla studovana iloha regula¢nich T lymfocyti,
jejich role v nadorovém onemocnéni a moznost jejich zacileni v nadorové imunoterapii. Na
zakladg zjisténych informaci je vhodnou kombinaci anti-CTLA-4 s monoklonalni protilatkou

anti-CD40 a chemoterapii v 1é¢bé pankreatického adenokarcinomu.

V prvnim experimentu je pouzita terapie zalozena na TLR agonistech (R-848+poly
(I:C)+LTA) vyvolavajicich zanétlivou infiltraci nadoru a PAMPs stimulujicich fagocytozu
nadorovych bunék (manan) (Janotova a kol., 2014; Caisova a kol., 2016; Waldmannova a kol.,
2016). Je znamo, ze aktivace TLR receptori vyvolava odpovéd’ vrozeného i ziskaného
imunitniho systému. Béhem aktivace dochazi K transkripci genti IFN typu I a prozanétlivych

cytokind jako naptiklad TNF-a, IL-1 a IL-6 (Adams, 2009). Ze studovani G¢inku této terapie
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na melanomu je znamo, ze kombinace TLR agonistt a agonistti fagocytarnich receptort vede
k synergii vyvolavajici zanétlivou infiltraci a aktivaci lektinové cesty komplementu. Dochazi
tim tak k redukci nadorového rustu (Waldmannova a kol., 2016). Aktivované zanétlivé bunky
jsou schopny rozpoznat nadorové bunky diky jejich opsonizaci prostiednictvim agonistti
fagocytarnich receptorti. Ze zanétlivych bunék hraji pravdépodobné nejdilezitéjsi tlohu

neutrofily (Caisova a kol., 2016).

U lé¢by pankreatického adenokarcinomu pomoci R-848+LTA+manan-BAM-+poly (I:C)
byl pozorovan pozitivni vliv na redukci nadort a nizsi vyskyt metastaz. Terapie ale nedosédhla
takovych vysledkd jako u melanomu (Jandova, 2017), u kterého bylo dosazeno dokonce
vylé€eni 83 % mysi (Caisova a kol., 2016). Ukdazalo se tak, Ze tato terapie miize byt pouzita i
Vv 1é¢bé jinych nddorovych onemocnéni (Masakova, 2016), ale s nutnosti vylepsit jeji slozeni

(Nedbalova, 2017).

Vyssi odolnost pankreatického adenokarcinomu vici terapii vedla k vyuziti inhibitort a
aktivatori checkpointovych molekul. V1iv monoklonalnich protilatek anti-PD-1 a anti-CD40
byl nejprve studovan u melanomu B16-F10. Bylo zjisténo, ze samotna anti-PD-1 neméla na
rozdil od anti-CD40 vliv na redukci nadorového ristu a ani vliv samotné anti-CD40 nebyl
vyrazny. Kombinace R-848+LTA+manan-BAM-anti-CD40 vedla k 85% primérné redukci
nadorového rlstu u melanomu. Bylo tak navrZeno obohaceni terapie o monoklondlni
protilatku anti-CD40, kdy bylo zjisténo, Zze kombinace anti-CD40 a smési TLR agonistt
s kotvenym mananem vede k zesileni uc¢inku terapie. Cytotoxicky uc¢inek vici nadorovym
bunkam B16-F10 a Panc02 vykazovaly NK buiiky a neutrofily pouze v pfitomnosti
kotveného mananu v in vitro pokusech. Tento cytotoxicky u¢inek u pankreatického

adenokarcinomu byl v porovnani s melanomem o néco nizsi (Nedbalova, 2017).

V této bakalaiské praci vedla terapie zalozena na R-848+LTA+poly (I:C)+manan-
BAM+anti-CD40 k vyléceni 4 mysi z 6. Nadory primémné dosahovaly 13,2 % objemu
kontrolni skupiny. Terapeuticky u€inek byl niZ§i nez u terapie melanomu, kdy bylo vyléc¢eno
5 z 6 mysi (Nedbalova, 2017). Co se tyCe srovnani s terapii totoznych Panc02 nadord, je
mozno konstatovat, Ze i€innost terapie s poc¢atecni velikosti nadort klesé. V ptipadé nadort o
30 mm® je dosahovano 83% vylé¢eni, 40 mm? 80% (Jan Zenka, dstni sdéleni) a v tomto
experimentu, kdy nadory pied zahéjenim terapie dosahovaly primérné velikosti 79 mm?3 bylo
dosazeno 66% vyléCeni. Moznym diivodem je piftomnost Tyegs potlacujici protinadorovou

imunitni odpovéd’ (Chaudhary a Elkord, 2016) a také zvySend odolnost pankreatického
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adenokarcinomu vuci terapiim. Tato odolnost fadi pankreaticky adenokarcinom mezi jedno

wev

Co se tyce ulohy jednotlivych slozek terapeutické smeési pouzité v prvnim pokusu, jedna

se 0 tyto aktivity:

Manan-BAM se podili na opsonizaci nadorovych bun¢k (Caisova a kol., 2016) a

aktivaci lektinové cesty komplementu (Waldmannova a kol., 2016).

R-848 je TLR7 agonista u mysi a TLR7 a 8 agonista u lidi, ktery vykazuje synergii
s manan-BAM. V ptedchozich letech byl studovan vliv TLR4 agonisty, lipopolysacharidu
(LPS), ale z duvodu jeho schopnosti vyvolat septicky $ok u lidi byl nahrazen R-848. R-848 je
schopen indukovat zrani plazmacytoidnich DC bunék (pDCs), podporovat produkci protilatek
a zesilovat Thl odpovéd u mysi. (Caisova a kol., 2016). Maturace DC bunék je
charakterizovana up-regulaci MHC 1II a kostimula¢nich molekul (CD80/86), které poskytuji
signaly nezbytné pro aktivaci naivnich T bunék (Pasare a Medzhitov, 2003). R-848 také
v synergii s poly (I:C) indukuje velmi vyraznou tvorbu IL-12 (Napolitani a kol., 2015).

Poly (1:C) je TLR3 agonista ktery kromé vyse popsané indukce tvorby IL-12 stimuluje
zrani DC bunék u mysi a lidi, ¢imz miiZe zesilit prezentaci antigenu bunikdm ziskané imunity.
U poly (I:C) bylo zjisténo, Ze také zvysuje odolnost mysi viéi retransplantaci (Caisova a kol.,

2016).

LTA je TLR2 agonista (Takeuchi, 1999). LTA indukuje aktivaci makrofagt, které
produkuji IL-12. LTA se kromé¢ indukovani tvorby IL-12 podili také na produkci fady dalSich
cytokinii makrofagy jako naptiklad TNF-a, IL-6, IL-10 (Cleveland a kol., 1996). IL-12 je
cytokinem zesilujicim aktivitu NK bungk (Cleveland a kol., 1996) a T bunék (Hessle a kol.,
2000). IL-12 dale zvySuje produkci IFN-y u NK a T bun¢k (Cleveland a kol., 1996) a
podporuje vyvoj CTL a Th1 bunék (Cleveland a kol., 1996). IL-12 je tak dtlezitym cytokinem

spojujici vrozeny a ziskany imunitni systém (Hessle a kol., 2000).

CD40 molekula je clenem rodiny TNFR, ktera je exprimovana DC bunkami, makrofagy
a B buntkami. CD40 je nezbytna pro T a B bunécnou odpovéd’. Bylo zjisténo, Ze synergie mezi
anti-CD40 a TLR7 vede k expanzi CD8* T bunék produkujicich IFNy a tvorb& pamétovych
bunék. Tato synergie vede k 10-20x vyssi odpoveédi neZ pii pouziti samotné monoklonalni
protilatky anti-CD40 (Ahonen a kol., 2004). Monoklonalni protilatka anti-CD40 je obecné
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schopna aktivovat APC bunky a podpofit protinadorovou odpovéd’ zprostiedkovanou T
bunkami (Vonderheide a Glennie, 2013).

V druhém experimentu jsme se piidanim protilatky anti-CTLA-4 ke smési R-848+poly
(I:C)+LTA+manan-BAM-+anti-CD40 pokusily zvysit terapeuticky ucinek smési na redukci
ristu pankreatického adenokarcinomu. Monoklonalni protilatka anti-CTLA-4 byla zavedena
do terapeutické smési diky ptitomnosti Tyegs V néddoru, které jsou schopny molekulu CTLA-4
exprimovat (Wing a kol., 2008). CTLA-4 se podili na supresivnim u¢inku T..gs (Buchbinder
a Desai, 2016), které jsou schopny ovlivnit APC buiiky a inhibovat aktivaci a proliferaci T
buné¢k (Buchbinder a Desai, 2016). Monoklonalni protilatka anti-CTLA-4 zesiluje
protinadorovou imunitu prostfednictvim podpoieni aktivace T bun¢k (viz Obr.12), proliferace
cytotoxickych T lymfocytu (Bertrand a kol., 2015) a vede k pozménéni poméru efektorovych
T bunek:T.gs (Wolchok a Saenger, 2008). Cilem bylo zjistit, zda deplece Tegs
prostiednictvim anti-CTLA-4 vylepsi terapeutickou smés a podpoii vrozenou a ziskanou

imunitu, ktera je supresivnim a¢inkem Ti.egs potlacena.

Terapie santi-CTLA-4 vedla k vyrazné redukci nadorového ristu viéi kontrolni
skupiné. Lepsich vysledki v porovnani s terapii bez anti-CTLA-4 dosazeno ale nebylo.
Redukce nadorového ristu nebyla nizsi nez u terapie bez anti-CTLA-4. Piesny dtivod neni
znédm. Mozny je Vliv zanétlivého prostiedi na Tyegs, které je terapii vyvolano. Uloha Tregs
V misté zanétu zlstava stale sporna. Nékteré studie tvrdi, ze prozanétlivé prostfedi vede ke
snizeni suprese Tyegs, Naopak nektere studie tvrdi, Ze supresivni G¢inek Tpegs naruSen neni
(Zhao a kol., 2012). Je mozné, ze vysledny ucinek terapie je zaloZzen na kombinaci ucinku
anti-CTLA-4, ktera ma schopnost zesilit protinadorovou imunitu, a na u¢inku IL-6 a 1L-12,
které vznikaji v pribéhu terapie. V tivahu je potieba brat, jak jejich mozny supresivni G¢inek,
ktery je popisovan nékterymi studiemi, tak i jejich vliv na diferenciaci Tyegs Na Th17 bunky.

Tyto informace jsou popsany nize.

Terapie pouzita v této bakalaiské praci je zaloZzena na smési TLR agonistl. Je znamo,
ze pouziti agonistu TLR (TLR 3, TLR 7/8 a TLR 9) vede naptiklad k zvySeni fagocytozy, up-
regulaci MHC a kostimula¢nich molekul (CD80, CD86 a CD40), produkci IFN typu |
plazmacytoidnimi DC bunkami (pDC), IL-12 myeloidnimi DC buiikami (mDC) a produkci
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IL-6 (Adams, 2009). U IL-12 byla zjisténa jeho schopnost zesilit aktivaci a proliferaci
konvencnich T bunék i v piitomnosti Tyegs. Zhao se svymi kolegy pfedpoklada, ze 1L-12 je
schopen indukovat tvorbu IFN-y U T.egs , inhibovat proliferaci T..qs a expresi Foxp3. IL-12 je
tak pravdépodobné schopen snizit supresivni schopnost regulacnich T lymfocytti. Mozna je

tak¢ konverze Tregs na konvencni T buiiky (Zhao a kol., 2012).

IL-6, ktery je také produkovan aktivaci TLR, pravdépodobné hraje dulezitou roli
vaktivaci T bunck prostfednictvim piekonani suprese zprostiedkované T.egs (Pasare a
Medzhitov, 2003). Bylo také zjisténo, ze IL-6 spolu s TGF-B indukuje diferenciaci naivnich T
buné€k na Th17 buiiky a inhibuje diferenciaci iT.egs (Kimura a Kishimoto, 2010) (viz Obr.23).
Nékteré studie se domnivaji, Ze i aktivované Tyegs jsou schopny diferenciace na Th17 bufiky
v ptitomnosti IL-6 (Xu a kol., 2007). Tyto efektorové T buiky (Li, 2015) jsou schopny
produkovat zanétlivé cytokiny (Li a Zheng, 2015) a tcastnit se indukce autoimunitnich

onemocnéni a obrany proti bakteriim (Kimura a Kishimoto, 2010).

Vysledek druhého experimentu podporuje predstavu, Ze primarné zanétlivé prostiedi
vyvolané aplikaci terapeutika se tfemi agonisty TLR receptori samo o sobé potlacuje
imunosupresivni u¢inek Tyegs a tudiz jejich deplece prostiednictvim anti-CTLA-4 nema jiz na

ucinek terapie vliv.

Th17

TGF-B .
Naive T cells RORy
IL:6 RORa
TGF-B Foxp3
Treg

Obr. 23: Uginek IL-6 na rovnovahu Th17 bungk a Tregs (Pievzato z Kimura a Kishimoto,

2010).
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[ Zavér
o V teoretické Casti této bakalafské prace bylo zjisténo, ze vhodnou terapii v 1é¢bé
pankreatického adenokarcinomu je kombinace anti-CTLA-4, anti-CD40 a

chemoterapie.

e Utinnost terapie R-848+poly (I:C)+LTA+manan-BAM-+anti-CD40 u Panc02 nadort
vétSich pocatecnich objemil klesd, nicméné i u rozvinutych nadori je dosahovéno 66%

uplného vyléceni.

e Terapie zalozena na R-848+poly (I:C)+LTA+manan-BAM+anti-CD40+anti-CTLA-4

nevede k vyrazné&jsi redukci nadorového rustu vaci terapie bez anti-CTLA-4.

e K opétovnému uchyceni nadorovych bunék u terapie R-848+poly (I:C)+LTA+manan-
BAM+anti-CD40  pii  retransplantaci nedoslo. U  terapie  R-848+poly

(I:C)+LTA+manan-BAM+anti-CD40+anti-CTLA-4 doslo k uchyceni nadorovych
bunék u 1/3 mysi.

e IL-12 a IL-6, produkované touto terapii, maji na zakladé¢ zjisténych informaci vliv na

funkci Tpeqs a jejich vliv by mohl vysvétlit neucinnost pidavku anti-CTLA-4 K terapii.

e Je potieba provést odpovidajici experimenty zamétujici se na bliz8i pochopeni vlivu

cytokinti, vznikajicich v pribéhu terapie, a zdnétlivého prostiedi na funkci Tregs.
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8 Seznam pouzitych zkratek

AC — bunka adenokarcinomu (adenocarcinoma cell)

ADCC — bunééna cytotoxicita zavisla na protilatkach (antibody dependent cellular
cytotoxicity)

ADP — adenosindifosfat (adenosine diphosphate)

Aire — autoimunitni regulator (autoimmune regulator)

APC — antigen prezentujici bunka (antigen presenting cell)
APECED - autoimmune polyendocrinopathy-candidiasis-ectodermal cystrophy
ATP — adenosintrifosfat (adenosine triphosphate)

BAM — bicompatible anchor for membrane

BPC — benigni pankreaticka burika (benign pancreatic cell)
CCL - chemokine (C-C motif) ligand

CCR — chemokine (C-C motif) receptor

CD - diferenciac¢ni skupina (cluster of differentation)

CTL — cytotoxicka T bunka (cytotoxic T cell)

CTLA - cytotoxic T-lymphocyte-associated protein

CXCL — C-X-C motif chemokine ligand

CXCR — C-X-C motif chemokine receptor

DC — dendriticka buika (dendritic cell)

D-MEM - dulbecco 's modified eagle medium

DNA — deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucleic acid)

EDTA — ethylendiamidtetraoctova kyselina (ethylendiamineteraacetic acid)

60



FAS — first apoptosis signal

FCS — fetalni bovinni sérum (fatal calf serum)

HCI — kyselina chlorovodikova (hydrochlorid acid)

HIF — hypoxia inducible factor

HLA-DR — human lekocyte antigen-antigen D related

ICOS - inducible co-stimulatory molecule

IL — interleukin (interleukin)

KRAS — K-ras

LAG — lymphocyte-activation gene

LTA — lipoteichoova kyselina (lipoteichoic acid)

MART — melanoma-associated antigen recognized by T cells

MHC — hlavni histokompatibilni komplex (major histocompatibility complex)
NF-xB — nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells
NK — pfirozeny zabije¢ (natural killer)

NKT — NK T-lymfocyt (natural killer T cell)

NRP — neuropilin

PBS — fosfatovy pufr (phosphate buffered saline)

PD — programmed cell death protein

POLY (I:C) — polyinosinic:polycytidylic acid

PRR — pattern recognition receptor

R-848 — resiquimod
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RNA — ribonukleova kyselina (ribonucleic acid)

STAT —signal transducer and activator of transcription
TAA —tumor associated antigen

TAM - tumor-associated macrophage

TCR — T-bunéény receptor (T-cell receptor)

Teff — efektorova T bunka (effector T cell)

TGF — transforming growth factor

TIM — T cell immunoglobulin and muci-domain

TLR —toll like receptor

TME — tumorové mikroprostiedi (tumor microenvironment)
TNF — tumor necrosis factor

TNFR — tumor necrosis factor receptor

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

WBC - bila krvinka (white blood cell)
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