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ABSTRAKT

Karcinom prostaty se fadi mezi nejcastéjSi naddorové onemocnéni u muzl
ve vyspélych zemich. Jeho 1écba ve fazi relapsu a v pokrocilejsim stddiu onemocnéni
ma jen velmi omezené moznosti. Z tohoto diivodu se imunoterapie zda byt novou
moznou alternativou v 1écbé nddorovych onemocnéni. Imunitni systém je schopen
dle teorie o imunitnim dohledu rozpoznavat nadorové buiky a eliminovat je pomoci
mnoha mechanisml v ranych stadiich onemocnéni. Imunoterapie je 1écebnd metoda,
kterd vyuziva pfirozené imunitni mechanismy k aktivaci protinddorové imunity.

Preklinické 1 klinické studie protinadorové imunoterapie karcinomu prostaty
nckolika testovanych ptipravkd, o kterych se zminuji v uvodu své prace, vykazuji velice
slibné vysledky. Dikazem toho je prvni FDA schvéleny ptipravek tohoto typu na trhu
s oznac¢enim Sipuleucel-T a fada probihajicich klinickych studii faze II a III.

V laboratofi, kde jsem vypracovala svoji diplomovou praci, se dlouhodobé
zabyvaji vyvojem imunoterapeutického pfipravku na bazi dendritickych bunék
ur¢eného pro terapii karcinomu prostaty s oznacenim DCVAC/PCa.

Cilem mé diplomové prace bylo sledovat imunitni parametry v pribéhu
imunoterapie DCVAC/PCa u dvou skupin pacientl v rizném stddiu onemocnéni
s karcinomem prostaty. V obou skupinach pacientli jsme zaznamenali pfitomnost
antigen specifickych T lymfocytd proti nadorovym antigenim PSA, MAGE-Al
a MAGE-3. Pouze procento antigen specifickych T lymfocytl proti nadorovému
antigenu PSA se v prub¢hu terapie signifikantné zvySovalo. Zaroven jsme u nékterych
pacientll v séru zaznamenali pfitomnost protilatek proti nadorovym antigenim PSA
a MAGE-A3, coz v obou skupinach koreluje s lepSi progndézou pacientli. Sledovani
imunitnich parametri u pacientll 1é¢enych v ramci I/II. faze klinické studie vakcinou
DCVAC/PCa nam piineslo velice cenné data o antigen specifické bunééné 1 humoralni
odpovédi. Studie vSak byla provedena na malé kohorté pacientil bez kontrolni skupiny.
Z tohoto divodu je tfeba data povaZovat za predbézna a je nutné je ovéfit v ramci

probihajici II. a III. faze klinické studie.

Kli¢ova slova: Imunoterapie, karcinom prostaty, T lymfocyty, dendritické bunky,

imunitni parametry, nadorové antigeny



ABSTRACT

Prostate cancer is one of the most common types of cancer in men, in developed
countries. The treatment options for the advanced and relapsed stage of this disease are
very limited. Immunotherapy seems to be a potential new alternative in the treatment
of cancer. According to the theory of immune surveillance, the immune system
recognizes and eliminates tumor cells by various of mechanisms in the early stages
of the disease. Immunotherapy is a treatment method using both innate and adaptive
immune mechanisms to activate anti-tumor immunity.

Several clinical and preclinical studies of tumour immunotherapy illustrate several
promising immunological principles to treat cancer. This is expecially relevant
in the case of prostate cancer, as recent approval of sipuleucel-T by the US Food
and Drug Administration marks the first antigen-specific immunotherapy approved
for cancer treatment.

Scientific team at department of Immunology, 2nd Medical school, hospital Motol
and biotechnology company SOTIO is developing a next generation Active Cellular
Immunotherapy based on activated dendritic cells, focusing on the treatment of prostate
cancer.

The aim of my thesis was to evaluate the presence of antigen specific immune
response induced by immunotherapy by DCVAC/PCa in L/Il. phase of clinical trial
in two groups of prostate cancer patients. In both groups of patients, we noted higher
percentage of antigen specific T-cells against tumor antigens PSA, MAGE-Al
and MAGE-A3 compare to healthy donor group. Only percentage of antigen- specific
T-cells against tumor antigen PSA was significantly increased during the treatment
in tested patients group. We have also recorded the presence of antibodies against tumor
antigens PSA and MAGE-A3 inserum samples of several patients, which in both
groups correlates with a better prognosis. Monitoring of immunological parameters
in patients treated by DCVAC/PCa shows very promising data on antigen-specific
cellular and humoral response. However, the study was performed in a small cohort
of patients without control group. For this reason, it is necessary to verify the data in the
ongoing Il and 111 phases of the clinical trials.

Keywords: Immunotherapy, prostate cancer, T lymphocytes, dendritic cells,

immune parameters, tumor antigens
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SEZNAM NEJCASTEJI UZIVANYCH ZKRATEK

APC antigen prezentujici buniky
BR biochemicky relaps
CRPC hormon refrakterni metastaticky karcinom prostaty (castrate resistant

prostate cancer)

CTL cytotoxické T lymfocyty

CTLA-4 cytotoxicky T lymfocytarni antigen 4

DC dendritické bunky

DNA deoxyribonukleova kyselina

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

DTH reakce precitlivélosti pozdniho typy

ELISA Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay

ELISPOT Enzyme-Linked ImmunoSorbent sPOT

EMA evropska lékova agentura

FDA americka lékova agentura (food and drug association)

GM-CSF faktor stimulujici kolonie granulocyt a monocytt

HLA lidsky leukocytarni antigen (human leukocyte antigen)

IFN interferon

IgG imunoglobulin G

IL interleukin

LNCap nazev pro lidskou nadorovou prostatickou linii

MAGE-A1 s melanomem asociovany antigen 1 (melanome associated antigen 1)

MAGE-A3 S melanomem asociovany antigen 3 (melanome associated antigen 3)

MHC hlavni histokompatibilni komplex (major histocompatibility system)

NK ptirozeny zabije€ (natural killer)

PAP kysela prostaticka fosfatdza

PBMC periferni mononuklearni buniky (peripheral blood mononuclear cells)

PBS fosfatovy pufr (phospho-saline buffer)



PCR
PD-1
Polyl:.C
PSA
PSA-DT
PSMA
RNA
TCR
TGF-B
TLR

Tregs

polymeréazové fetézové reakce (polymerase chain reaction)
programmed cell death protein 1
polyinosinova-polycytidylova kyselina

prostaticky specificky antigen (prostate-specific antigen)
PSA zdvojovaci Cas (PSA doubling time)

prostaticky specificky membranovy antigen
ribonukleova kyselina

T bunécéné receptory (T cell receptor)

transformujici rastovy faktor beta

receptor skupiny Toll (Toll-like receptor)

T regulacni lymfocyty



Teoreticka Cast

1 TEORETICKA CAST

1.1 Karcinom prostaty

Karcinom prostaty patii k nejcastéjSim nadorovym onemocnénim u muza.
Ve vyspélych zemich a ve Spojenych statech americkych v roce 2013 tvotil 28% vSech
nov¢ diagnostikovanych nadorti. Spolecné s karcinomem tlustého stieva a plic patii
karcinom prostaty k nej¢astéjsi pfi¢iné tmrti na nadorové onemocnéni u muzu (Siegel,
Naishadham, and Jemal 2013).

Karcinom prostaty nejcastéji postihuje pacienty ve veéku od 45 let s nejveétsi
incidenci po 70. roce zivota. Jako u vétSiny nadorovych onemocnéni je tfeba vCasna
diagnéza pro lepsi prognézu onemocnéni, které vSak cCasto probiha bezpiiznakové
a pacient jim nevénuje pozornost. Pfi¢ina vzniku karcinomu prostaty zlstava nejasna.
Velkou roli hraji rizikové faktory jako je obezita, koufeni, v€k a rodinnd anamnéza
(Walsh 2000).

Jedna se o velmi heterogenni onemocnéni s riiznorodym biologickym chovanim.
Ve vétsiné piipadli pacienti s v€asnou diagnozou prezivaji i desitky let bez klinickych
projevi. Existuji vSak 1 pfipady agresivnich podob onemocnéni, kdy 1 navzdory lécbé
pacienti nemaji dobrou prognézu. U pacientli se Spatnou prognozou (10-20% pacientd
s karcinomem prostaty) se do 5 let rozvine hormon refrakterni karcinom prostaty,
pro ktery uz neni efektivni 1écba. U vétSiny pacientd (vice nez 80%) s hormon
refrakternim karcinomem prostaty jde jizZ o metastatické onemocnéni (kostni a uzlinové
metastazy) (Geary and Salem 2013).

Pro urceni spravné progndzy a zvoleni vhodné 1é€by je dilezité znat pokrocilost
onemocnéni. Ke zjisténi staddia onemocnéni a klasifikace rozsahu nadorového Sifeni se
nejbéznéji pouziva systém TNM (z anglického jazyka se jedna o zkratku pro oznaceni:
nador, uzlina a metastaza). Sleduje se velikost nddoru a rozsah metastaz v regionalnich
lymfatickych uzlinach i vzdalené metastazy. Zasadni roli pro klasifikaci nadoru hraje
jeho lokalizace (v prostaté ¢i mimo prostatu). T1 a T2 odpovidaji lokalizaci nadoru

v oblasti prostaty a T3 a T4 lokalizaci mimo prostatickou tkan (Heidenreich et al. 2014).
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Teoreticka Cast

1.1.1 Stadia karcinomu prostaty

Karcinom prostaty, podobné jako vétSina nadorovych onemocnéni, prochézi
riznymi klinickymi stadii (Scher and Heller 2000). Casna stidia onemocnéni byvaji
ve vyspélych zemich casto vcas identifikovana diky vyssi hladiné prostatického
specifického antigenu (PSA) v séru pacienta pii pravidelnych zdravotnich prohlidkach.

Pokud je karcinom prostaty omezen pouze na oblast prostaty, mize byt 1éCen
lokélni 1écbou, kterou v soucasné dob¢ predstavuje zejména radioterapie ¢i radikalni
prostatektomie. U velkého procenta pacientli, udava se az 80%, je lokalni 1écba natolik
uspeésnd, ze se nerozviji metastazujici onemocnéni ani v obdobi nasledujicich 15 let
(Pound et al. 1999).

Jestlize se u pacientd po lokalni 1écbé zachyti opét se zvysujici hladina PSA
V séru, oznacujeme tento stav jako recidivu onemocnéni a klinicky stav pacientll se
oznaCuje jako biochemicky relaps (BR) (Freedland and Moul 2007). Pravé v tomto
stadiu onemocnéni podle teorie imunitniho dohledu, nejsou v téle zastoupeny v tak
hojném poctu nadorové buiky a zaroven nejsou dostate¢né vytvoreny imunosupresivni
mechanismy (jako je expanze T regulacnich lymfocyti, supresivnich bunék
myeloidniho ptivodu a produkce TGF-B) aje proto vhodné zahajit protinadorovou
imunoterapii (Drake, Jaffee, and Pardoll 2006). Tito pacienti z imunologického hlediska
predstavuji optimalni skupinu pro imunoterapeutickou 1é¢bu také z toho divodu, ze
imunitni systém je stale velmi funkéni a nezatiZeny probihajici chemoterapii. Faktickym
problémem planovani klinickych studii u pacientll v této fazi onemocnéni je navrZzeni
designu studie. Jako nejcastéji hodnoceny parametr UspéSnosti 1€cby se pouziva
kritérium pfeziti €1 progrese onemocnéni, ty jsou pln€ uzndvané z hlediska 1€kovych
regulacnich autorit jako je americka 1ékova agentura (FDA) a evropska Iékova agentura
(EMA). U této skupiny pacientli by vSak klinické studie trvaly neimérné dlouhou dobu,
vice neZ 10 let, jelikoZ jde o pacienty s dlouhym pieZitim. Jako vhodna alternativa se
jevi sledovani rychlosti vzestupu hladiny PSA (tzv. PSA-DT), tento parametr ma vsak
svoje limity a neni jednoznacné piijiman jako parametr urcujici dobrou prognézu
pacientli. Zejména z praktickych a finan¢énich diivodd je obtizné realizovat klinické
studie pro ¢asnou fazi karcinomu prostaty, a proto o G¢innosti imunoterapie v této fazi
onemocnéni vime stale velice malo.

Rozvoj karcinomu prostaty je zavisly na pfitomnosti androgend v téle pacienta.

Ztohoto divodu je zdkladem I1éCby metastatického onemocnéni tzv. androgen
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deprivacni terapie (ADT), které lze dosdhnout farmakologicky ¢i nehormondlni
alternativou, kterou piedstavuje chirurgicka kastrace. U naprosté vétSiny pacientl
léCenych ADT nastane progrese onemocnéni, kdy naddorové bunky pfestanou reagovat
na hormonalni 1é¢bu. Toto pokrocCilé stadium onemocnéni se nazyva jako hormon
refrakterni metastaticky karcinom prostaty (CRPC z anglického castrate resistant
prostate cancer). V této fazi onemocnéni je testovana vétSina imunoterapeutickych
piipravki zejména diky moznosti sledovat celkové preziti. Primérna doba preziti t€chto
pacientd je kolem 16 mésicl, coZz umoziuje v¢asné dokonceni studii (Tannock et al.
2004). U této skupiny pacientd ma vSak imunoterapie, dle teoretickych predpokladu,
men$i Sanci na Uspéch diky rozsahu onemocnéni, indukci imunosupresivnich
mechanismt a velkému mnozstvi pfitomnych nadorovych bunék (Drake, Jaffee,

and Pardoll 2006).

1.1.2 Diagnostika karcinomu prostaty

Mezi diagnostické metody karcinomu prostaty patii fyzikdlni a laboratorni
vySetfeni, zobrazovaci metody (napf. transrektalni ultrazvuk nebo magneticka
rezonance) a histologické vysetieni (Heidenreich et al. 2011).

Karcinom prostaty je nejCast€ji odhalen pii laboratornim vySetfeni na zakladé
stanoveni hladiny PSA ve vzorku krve. PSA je glykoprotein, ktery je ptfitomny
na epitelidlnich bunkach, které lemuji prostatu. Tvofi se pouze v prostatickych zlazkach
ajednd se o organové specificky parametr. Patologické stavy prostaty (zanét, infekce
¢1 nadorové onemocnéni) vedou k uniku PSA do celkového krevniho obéhu, kde mohou
byt detekovany pomoci krevniho testu (Drake 2010). Pii fyzikalnim vySetfeni se
vySetiuje prostata per rectum — zhodnoceni prostaty pohmatem pies konecnik.
V ptipad€ pritomnosti vétsiho nadoru je prostata tvrdd a uzlovitd. Na zakladé
predchozich vySetfeni se pomoci biopsie vedené transrektalnim ultrazvukem odebira
nékolik vzorkil tkan€ prostaty na histologické vySetieni, které umozni histologické
mapovani celé prostaty. Mikroskopické vyhodnoceni odebranych vzorka je kliCové
pro ur¢eni diagnozy karcinomu, urceni stupné jeho agresivity a ptipadné zahéjeni 1écby.
Popisuje se mimo jiné i tzv. Gleasonovo skore, které vyjadfuje stupen diferenciace
karcinomu a patii mezi vyznamny prognosticky ukazatel. Podle stupné diferenciace se

hodnoti stupeni 1-5. Gleasonovo skore je potom souctem dvou nejvice zastoupenych
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vvvvv

etal. 2011).

1.1.3 Léc¢ba karcinomu prostaty

Lécba karcinomu prostaty zavisi na staddiu onemocnéni (obr. 1). Pii vcasné
diagnoze karcinomu prostaty, ktery je omezeny pouze na prostatu, se Casto voli lokalni
lécba, mezi kterou se tadi prostatektomie nebo radioterapie. Cilem radikalni
prostatektomie je chirurgické odstranéni celé prostaty a semennych vackl. Po tomto
zékroku by méla hladina PSA v krvi klesnout na neméfitelné hodnoty. Bylo prokazano,
ze radikélni prostatektomie prodluzuje pteziti u pacientd s lokalizovanym karcinomem
prostaty oproti pouhému pasivnimu sledovani. Dal$i moznosti 1é¢by u lokalizovaného
karcinomu prostaty je radioterapie. Radioterapie je vnéj$i ozafovani, které vyuziva
k 16€bé nadorti ionizujici zafeni. Moderni vysoce konformni techniky umoziuji
navysSovat davku a pfi tom byt SetrnéjSi k okolnim orgédntim, a tak eliminovat ptipadné
nezéadouci ucinky této 1écby. Dalsi 1éCebnou modalitou je brachyterapie neboli vnitini
ozafeni, kdy je radioaktivni zdroj zafeni zaveden piimo do prostaty (Walsh, DeWeese,
and Eisenberger 2007).

U pacienttl, ktefi progreduji po lokéalni 1é€b€ nebo je onemocnéni diagnostikovano
az ve stadiu metastdz, se nasazuje hormonalni 1écba, kterd ma za cil navodit utlum
androgenti a nasledn¢ zpomalit nebo dokonce =zastavit rist nadorovych bunék.
Hormonalni manipulace je zamétfend na snizeni produkce testosteronu nebo zablokovani
jeho receptort (androgenni deprivace ¢i blokada) pomoci bilaterdlni orchiektomie nebo
potlatenim hypofyzo-gonadalni osy agonisty GnRH (goserelin ¢i leuprorelin)
¢i blokadou androgenovych receptorti. Median do progrese onemocnéni pii androgenni
blokade¢ je 18-24 mésicli u metastatického karcinomu. Hormonalni terapie byva casto
kombinovana s radioterapii u lokaln¢ pokro€ilych typt (stadium T3,T4) (Heidenreich
etal. 2014). Vétsina pacientti 1é¢enych hormonalni 1écbou po urcité dobé prechazi
do stadia, ve kterém nadorové buiiky nereaguji na terapii a dojde tak k progresi
onemocnéni. Pro pacienty s hormon refrakternim karcinomem prostaty (CRPC) je pak
jedinou moznosti 1écba pomoci chemoterapie. Chemoterapie neni v piipadé karcinomu
prostaty hlavni 1é¢ebnou metodou a voli se jen tehdy, jestlize pfedchozi 1écebné postupy

nebyly uspésné. Chemoterapie prodluzuje délku zivota (napt. nejCastéji uzivany lék
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docetaxel z primémych 15 na 18 mésicl) a ve vétSiné piipadi ma celou fadu
nezadoucich vedlejsich ucinkt (Tannock et al. 2004). Piinosem chemoterapie je vSak
zmirnéni bolesti vyplyvajicich zejména z kostnich metastaz, proto se obvykle indikuje
zejména u pacientd se symptomy bolesti.

Aktivni imunoterapie pifedstavuje v poslednich letech méné toxickou metodu
v 1é€bé karcinomu prostaty, kterd se zkouSi zejména jako doplnck ke stavajicim
léCebnym metodam. Pomoci imunoterapie se aktivuje imunitni systém pacientl
k vytvafeni protinadorové imunitni reakce (Drake 2010). Prvni piipravek tohoto typu
byl schvalen americkou 1ékovou agenturou v roce 2010 a zaregistrovan pod nazvem

Sipuleucel-T (obr. 2) (Kantoff, Higano, et al. 2010).

Metastazujici
onemocnéni (hormon

senzitivini)
Zvyieni t
hladiny Androgenniablace |
PSA
Klinicky l Biochemicky Hormon refrakterni Hormon refrakterni
lokalizované |—= relaps — onemocnéni —» onemocnéni
onemocnéni [ne metastaticky) (metastaticky)
4 4 L) +
*Primarni terapie *Kontrola sSekundarni *Chemoterapie
(radicterapie *Androgenni androgenniablace (docetaxel)
a/nebo operace) ablace simunoterapie
sAndrogenni (Sipuleucel-T)
ablace

Obrazek 1. Schéma lécby karcinomu prostaty v jednotlivych stadiich onemocnéni.

Prevzato a upraveno z (Drake 2010)
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Obrizek 2. Casovi osa vyvoje

lécby karcinomu prostaty. Prevzato a upraveno

z (Denmeade and Isaacs 2002)
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1.2 Imunoterapie

Lécebné postupy podporujici nebo vyuzivajici obranné mechanismy imunity
K ptisobeni proti nadoru nazyvame imunoterapii. Imunoterapie se d€li na pasivni
a aktivni. Oba pfistupy vyuzivaji kboji proti nadorovym buikam specifickou
I nespecifickou imunitni odpovéd’. Pasivni imunoterapiec je zalozena na podavani
piijemci velkého mnozstvi bun¢k imunitniho systému, protilatek nebo jinych faktora,
které¢ jsou piedem piipravené. Naopak u aktivni imunoterapie je do lécby aktivné
zapojeny imunitni systém piijemce. Vakcina musi po aplikaci ptekonat celou fadu
prekazek, zejména imunosupresivni pusobeni nadoru nebo vliv piedchozi 1écby
na imunitni systém pacienta. Cilem imunoterapie u pacientll s pokroc¢ilym nadorovym
onemocnénim nemusi byt kompletni odstranéni nadorovych bun¢k, ale spiSe obnova
dynamické rovnovahy mezi nadorovymi buiikami a imunitni odpovédi (Drake, Jaffee,

and Pardoll 2006; Dunn, Koebel, and Schreiber 2006).

1.2.1 Role imunitniho systému v boji proti nadorovym
bunkam

Podle hypotézy Dunna et al. (Dunn, Old, and Schreiber 2004), Ize v evoluci
nadorového onemocnéni rozlisit tfi staddia boje imunitniho systému proti nddorovym
bunkdm: odstranéni transformované bunky (elimination), nastaveni dynamické
rovnovahy mezi transformovanou bunkou a imunitnim systémem (equilibrium) a Unik
transformované buniky pted kontrolou imunitniho systému (escape). V naprosté veétSing
ptipadli dochéazi k v€asnému rozpoznani nadorové buiiky imunitnim systémem ve fazi
eliminace. Nadorové bunky vlivem genetické nestability prochdzi mnoha mutacemi,
¢imz dochazi ke zméné fenotypu. Nasledné nemohou byt rozpoznavany imunitnim
Systétmem, a proto unikaji kontrole imunitniho systému. Nastava tak dal$i stadium
nadorové evoluce, stddium dynamické rovnovahy. Stddium dynamické rovnovahy je
nejdelsi a mize mit rizné disledky: 1. kompletni zni¢eni nadorovych bun¢k imunitnim
systémem, 2. dlouhodoba dynamicka rovnovaha aktivni imunitni odpovédi s populaci
nadorovych bunék a 3. Ginik nddorovych bunék kontrole imunitniho systému a nésledny

rozvoj klinického onemocnéni (Dunn, Old, and Schreiber 2004).
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1.2.2 Karcinom prostaty jako idealni model pro

imunoterapii

Zakladni podminkou pro interakci imunitniho systému s nadorovymi bunkami je
existence nadorove specifickych povrchovych antigentli, které umoznuji identifikaci
nadorovych bunck. Karcinom prostaty exprimuje vyznamné nadorové asociované
antigeny  (PSA-prostaticky  specificky antigen, PSMA-prostaticky specificky
membranovy antigen, PAP-kysela prostaticka fosfatdza), které lze v malé mite nalézt
ina zdravych bunkach prostatické tkané. Nejcastéji vyuzivanym antigenem
Vv imunoterapeutickych protokolech je prostaticky specificky antigen (PSA). VétSina
pacientli pfed zahajenim imunoterapie podstoupi radikalni prostatektomii, a proto je
PSA exprimovan pouze populaci nadorovych bun¢k. Piipadna exprese PSA na zdravé
epitelialni prostatické tkani proto neni piekazkou pro 1é€bu imunoterapii (Kiessling

et al. 2008; Williams et al. 2007).

1.2.3 Klinicky testované pristupy v imunoterapii

karcinomu prostaty

Imunoterapie karcinomu prostaty prochazi v poslednich letech velice slibnym
obdobim (obr. 3). Dtikazem toho je prvni FDA schvaleny piipravek tohoto typu
s oznacenim Sipuleucel-T a fada probihajicich klinickych studii faze II a III. Pocetné
strategie vyuZivané k indukci protinddorové imunitni reakce jsou testovany na riznych

urovnich klinického testovani.
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1991 Izlili;LLme byl schvaleny na 1&bu
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paciertv s nadory

Obrazek 3. Historicky klicové uddlosti v lécbé nadorii pomoci imunoterapie. Prevzato

a upraveno z http://www.dendreon.com/

Imunoterapie zalozena na bunkach

1.2.3.1 Sipuleucel-T (Provenge)

Imunoterapeuticky pfipravek s nazvem Provenge je zaloZen na pouziti vlastnich
antigen prezentujicich bunék pacienta, které jsou ex vivo oSetiené pomoci
rekombinantniho fuzniho proteinu PA2024 (obr. 4). Sipuleucel-T byl v roce 2010 jako
prvni imunoterapeuticky ptipravek schvalen americkym Ufadem pro kontrolu 1éciv
pro klinické pouziti k 16¢bé karcinomu prostaty (Cheever and Higano 2011).

Ptiprava produktu je zaloZena na provedeni leukaferézy, z které se pomoci
gradientové centrifugace izoluji monocyty. Monocyty jsou posléze ex vivo inkubovany
se specifickym imunogenem PA2024. Protein PA2024 je tvofen fuzi lidského PAP
antigenu (prostatic acid phosphatase) s granulocyty monocyty kolonie stimulujicim
faktorem (GM-CSF). PAP byl zvolen jako cilovy antigen na zaklad¢ preklinickych
studii na krysim modelu (Drake 2010).

Imunoterapeuticky piipravek je vyrabén individudlné pro kazdého pacienta
(Higano et al. 2009) a je uren k IéCbé pacientti S asymptomatickym ¢i minimalné
symptomatickym CRPC. Podava se ve tfech intravendznich infuzich v dvoutydennich
intervalech. Po aplikaci ex vivo oSetfenych autolognich monocyti do téla pacienta se

ocekava jejich aktivace na zralé antigen prezentujici bunky (APC), jejichz hlavnim
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ukolem je aktivace PAP specifickych CD4 a CD8 T lymfocyti. Tyto aktivované
T lymfocyty se dostavaji krvi do nadorového loziska, kde zahdji protinddorovou
odpoveéd’ (Small et al. 2000).

I Monocyty

: @ Krétkodoba inkubace (3644 hodin)

PAP GIV-CSF

Fuzni protein

Obrazek 4. Imunoterapie Sipuleucelem-T:. \ prvnim kroku vyroby jsou pacientovy
monocyty obohaceny pomoci gradientové centrifugace a inkubovdny s fiiznim proteinem
PAP-GM-CSF. GM-CSF ma za ukol maturovat pritomné APC bunky, které nasledné
prezentuji PAP antigeny na MHC molekulach populaci naivnich CD4 a CDS8
T lymfocytit. Prevzato a upraveno z (Drake 2010)

Klinické testovani pripravku
Klinické studie faze I a I/II prokézaly, ze podavani Sipuleucelu-T u pacient

s CRPC je obecné¢ dobfie tolerovano a vede k indukci PAP-specifickych T lymfocytu.
U nekterych 1écenych pacientii zdroven dochézelo ke sniZzeni hladiny PSA v periferni
krvi o vice nez 50% (Small et al. 2000; Burch et al. 2000).

Na zékladé uspésné dokoncenych studii faze 1 a I/II byly zahajeny dvé klinické
studie faze III na neobvykle malé skupiné pacienti. V letech 2000-2003 bylo celkem
127 a 98 pacientli zatfazeno do protokol D9901 a D9902A. Vstupnim kritériem byl
metastaticky CRPC. Po randomizaci pacienti podstoupili leukaferézu na zacatku
nultého, druhého a ¢tvrtého tydne, nasledovanou infuzi Sipuleucelu-T nebo placeba.
Primarnim cilem téchto studii bylo sledovani doby do progrese nadoru podle kritérii
RECIST. Tohoto cile nebylo ve studii dosazeno, avSak souhrnné vysledky naznacuji
Vv prodlouzenou dobu pieziti pacientd 1écenych Sipuleucelem-T oproti skupin€ placebo
(23,2 vs. 18,9 mésicam) (Higano et al. 2009).

Zasadni studii, kterd uvedla pfipravek na farmaceuticky trh, byla rozsahla
multicentrickd studie faze III snidzvem IMPACT (Immunotherapy for Prostate

Adenocarcinoma Treatment). V ramci studie IMPACT bylo v letech 2003-2007 1é¢eno
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512 pacienti s metastatickym CRPC oproti 147 pacientim ve skupiné placebo (Kantoff,
Higano, et al. 2010; Higano et al. 2009). Primarnim cilem provedené studie bylo
celkové preziti. B&hem stfedni doby sledovani 34,1 mésici zemfelo 61,6%
vakcinovanych pacientd a 70,8% ve skupiné s placebem. Pacienti, ktefi dostavali
ptipravek Sipuleucel-T méli o0 22% nizsi riziko Gmrti, bez ohledu na celkové nebo
nadorové specifické preziti. Stfedni doba preziti byla ve sledované skupiné delsi

0 4,1 mésice - 25,8 vs 21,7 mésicu (obr. 5) (Sonpavde et al. 2012).

Obrazek 5. Graf zndzornujici celkové preziti u pacientii s CRPC lécenych pripravkem
Sipuleucel-T oproti placebo skupiné v rozsdahlé klinické studii IMPACT. Prevzato
a upraveno z (Gulley and Singh 2014)

Slibné vysledky studie IMPACT jsou v rozporu s nedavno publikovanou praci,
ktera uvadi, Ze vysledky pozorované mezi skupinou léCenych pacientli a placebo
skupinou mohou byt artefaktem plynoucim z vékového rozdilu sledovanych subjekti
Vv obou skupinach. Ze studie vyplyva, Ze pacienti mladsi 65 let z 1écby téméf neprofituji
(celkové preziti 29,0 vs. 28,2 mesice). Dalsim kontroverznim tématem je fakt, Ze
u pacientll sice dochazi k prodlouzeni preziti, avS§ak u zadného znich nenastala
objektivni odpovéd sledovatelna pomoci radiografickych ¢i biochemickych metod.
Nemén¢ kontroverzni je i cena terapie, v soucasnosti se v USA pohybuje kolem 93 000
USD za tfi cykly imunoterapie (Huber et al. 2012).

V soucasné chvili je ptipravek Sipuleucel-T zkousen v dalSich klinickych studiich
faze II. V klinické studii (NCT00715104) je Sipuleucel-T testovan ve skupiné pacienti
s lokalizovanym karcinomem prostaty pfed radikélni prostatektomii. U téchto pacienti
se imunochemicky hodnoti vzorky naddorové tkang prostaty na pfitomnost T lymfocyti.
Pribézné vysledky prokazaly zvySené procento CD4 ne vSak CD8 T lymfocyth

na rozhrani mezi benigni a maligni tkdni u vzorku tkédné po radikalni prostatektomii.
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Tyto vysledky naznacuji, ze by lécba Sipuleucelem-T mohla zvySovat pfitomnost

lymfocytti v misté nadoru prostaty (tab. 1) (Geary and Salem 2013).

Dokoncené klinické studie Aktivni a probihajici klinické studie

Faze Il: NCT0O0715078
Faze Ill: IMPACT studie: 512 CRPC Faze II: NCTOO715104

pacientl, delsi doba preziti oproti Faze Il: NCT00901342

placebo 0 4,1 mésice Faze IlIB: NCT00779402
Faze Il: NCT01306890
Faze Il: NCT01487863
Faze Il: NCT01431391

Faze Ill: 127 CRPC pacientd, delsi
doba preziti 25,9 versus 21,4 mésice

Tabulka 1. Seznam dokoncenych a probihajicich klinickych studii pripravku

Sipuleucel-T. Prevzato a upraveno z (Geary and Salem 2013)

1.2.3.2 GVAX-PCa

GVAX-PCa predstavuje polyvalentni imunoterapeuticky piipravek k 1écbé
karcinomu prostaty. GVAX-PCa je smési dvou alogennich bunéénych linii PC3
a LNCap, které jsou geneticky modifikované pomoci adenovirového vektoru k produkci
GM-CSF (obr. 6) (Le, Pardoll, and Jaffee 2010). Bunky jsou nasledné ozatrené, aby se
zabranilo jejich dal$imu dé€leni. Po intradermalni aplikaci vakciny, GM-CSF atrahuje
do mista aplikace APC pacienta, které nasledné¢ po migraci do lymfatickych uzlin
aktivuji antigen specifické T lymfocyty (Shi et al. 2006). Prvni klinické studie
GVAX-PCa byly zalozeny na aplikaci autolognich nadorovych bun€k jednotlivych
pacientl, coZ je naprosto jedinecné a ndrocné schéma vyroby imunoterapeutického
ptipravku. Pozdé&ji byly autologni nadorové buiky, zejména kvuli narocné logistice
vyroby ve Ill. fazi klinické studie, nahrazeny nddorovymi liniemi LNCap a PC3.
Prostatické nadorové linie LNCap a PC3 exprimuji fadu nadorovych antigent, jez jsou
exprimovany také primarnimi nadorovymi buiikami lé¢enych pacientli. Nadorové linie

jsou zaroven transdukovany genem, ktery koduje GM-CSF (Drake 2010).
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Obrazek 6. Schéma vyroby pripravku GVAX-PCa. Alogenni bunécné nadorové linie
Jjsou navrzeny tak, aby uvoliiovaly GM-CSF, ktery pritahuje pacientovi APC do mista
aplikace. Aplikované bunky nadorovych linii projdou procesem bunécné nekrozy
a vznikly bunécny debris je pohlcen populaci dendritickych bunék, coz vede k jejich
aktivaci a zahdjeni imunitni odpovedi. U prostatického pripravku GVAX-PCa jsou
pouczite alogenni buniky nadorovych linii LNCap a PC3, tudiz se pripravek spoléha
na zkrizenou prezentaci kvytvoreni CD8 T lymfocytarni protindadorové imunitni

odpovédi. Prevzato a upraveno z (Drake 2010)

Klinické testovdni pripravku
I./11. faze klinické studie, ktera hodnotila bezpe¢nost ptipravku GVAX-PCa, byla

provadéna na pacientech s metastazujicim CRPC bez aplikace chemoterapie. V ramci
studie byla vakcina GVAX-PCa aplikovana intradermalné ve 12 stimula¢nich davkach
S odstupem 2 tydnli po dobu 6 mésicli. Pacienti byli rozdé€leni do tii skupin. Prvni
skupina byla 1é¢ena pouze radioterapii, druhd skupina kombinaci radioterapie s menSim
poctem modifikovanych nadorovych bun&k (1x10°%) a vy$$im poctem modifikovanych
nadorovych bungk ve tieti skupiné (3x10°%). Zaznamenany medidn pieZiti prvni skupiny
byl 26,2 mésice. U skupin, kde byla kombinovana radioterapie s imunoterapii, $lo
024 a 34.9 mésici. Vakcinacni protokol byl dobfe tolerovan a nebyly zaznamenany
zadné autoimunitni projevy toxicity. V navazujici klinické studii faze I/l bylo zahrnuto

80 pacientli s metastazujicim CRPC a bylo prokdzano, ze GVAX-PCa je bezpetny
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a posilujici vysoké davky (3x10%) jsou nejucinn&jsi pro prodlouzeni preZiti pacienta
(Higano et al. 2008; Geary and Salem 2013).

Z teoretickych predpokladl je znamo, ze v ramci usp€sného imunoterapeutického
protokolu je tfeba ufinné tlumit imunosupresivni pusobeni regulacnich T lymfocyti.
Jednim zpuisobem, jak toho dosahnout, je pomoci protilatek ipilimumabu a nivolumabu
namifenych proti imunologickym regulatorim jako jsou molekuly CTLA-4
(cytotoxicky T lymfocytarni antigen 4) a PD-1 (programmed cell death protein 1).
Utinnost kombinace GVAX-PCa a ipilimumabu byla zjistovana v ramci dal$i klinické
studie faze 1. Tato studie byla provadéna na 28 pacientech s metastazujicim hormon
refrakternim karcinomem prostaty bez ptedchoziho podévani chemoterapie. Pacienti
dostavali intradermalné GVAX-PCa spolu s ipilimumabem v kombinaci, ktera byla
bezpe¢na a dobfe tolerovand. Jednim ze sekunddrnich cili studie bylo sledovat pieziti
pacientt. Pacienti 1éCeni GVAX-PCa s ipilimumabem méli stfedni dobu pfeziti
29,2 mésict. Casné studie faze 1 a II prokazaly bezpecnost a Gcinnost GVAX-PCa.
V téchto studiich vSak nebyl GVAX-PCa nikdy aplikovén spoleéné¢ s chemoterapii
a zaroven ani vysledky studie nebyly porovnany s efektem chemoterapie (van den
Eertwegh et al. 2012).

Ptes tento vyznamny fakt firma BioSante zah4jila v letech 2004 a 2005 na zakladé
uspécht v I. a II. fazi klinického testovani dvé nakladné klinické studie faze III,
ve kterych bylo podavani GVAX-PCa kombinovano s chemoterapii (docetaxel).
Do protokolu VITAL-1 vstoupilo 626 pacientii s asymptomatickym metastatickym
CRPC. Vakcina byla testovana proti skupiné pacienti 1écenych chemoterapii
docetaxelem s prednisonem. Po 66 tydnech pribéhu studie byla provedena pribézna
analyza, kterd neprokdzala efekt vakciny na celkové preziti oproti docetaxelu
(20,7 vs 21,7 mé&sict). Druha studie s nazvem VITAL-2 byla zalozena na piedpokladu,
ze kombinace GVAX-PCa schemoterapii by mohla prodlouzit prezivani pacienti
s pokrocilym CRPC. Prubézné vysledky studie VITAL-2 vSak prokazaly vySsi pocet
umrti u pacientii lé¢enych kombinaci GVAX-PCa a chemoterapii a studie byla
Z bezpecnostnich diivodi zastavena. Tyto zavazné udalosti vedly také k predCasné
analyze studie VITAL-1, kterd ukazala, Ze probihajici studie pravdépodobné nezvysuje
u sledovanych pacienti dobu pfeziti astudie byla také pred¢asné ukoncena (Geary
and Salem 2013; Drake 2009).
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Dokoncené klinické studie

GVAX-PCa Faze I/1l: bezpeéna a prodlouzeny median preziti

GVAX-PCa + docetaxel | Faze lll: VITAL-2: ukoncena z bezpecénostnich divodu

GVAX-Pca + ipilimumab Faze I: bezpecéna (az 3mg/kg ipilimumabu)

Tabulka 2. Dokoncené klinické studie pripravku GVAX-PCa. Prevzato a upraveno
z (Geary and Salem 2013)

1.2.3.3 Imunoterapie zalozena na dendritickych
bunkach
Dendritické buniky (DC) byly objeveny v roce 1970 nositelem Nobelovy ceny
Ralphem Steinmanem a jsou povazovany za nejucinnéjsi antigen prezentujici bunky.
Jejich funkci je aktivovat naivni nediferencované T lymfocyty, a tim vytvofit primarni
specifickou imunitni odpovéd’ proti antigenim. Moznost pfipravy dendritickych bun¢k

in vitro umoznila vyuzit tto bunky k imunoterapii nadorovych onemocnéni (Banchereau

et al. 2000; Butterfield 2013).

Typy DC vakcin podle zdroje nadorovych antigent

K zajisténi spravného imunoterapeutického efektu je dilezité vybrat optimalni
nadorovy antigen. Moznosti je pouzit pfimo peptidy z nadorovych antigenti, exosomy,
izolovat RNA z nadorovych bunék nebo plazmidy kédujici nadorové antigeny. Lze také

pouzit lyzat z nddorové buiiky nebo celé vhodnym zpiisobem usmrcené nddorové bunky

(Drake 2010).

Dendritické bunky pulzované peptidy

Dendritické bunky je mozné pulzovat peptidy, které pochéazeji ze znédmych
nadorovych antigentl a jsou schopné se vazat na specifické MHC molekuly 1. tiidy.
Nevyhoda tohoto postupu spociva v tom, Ze zvoleny nadorovy peptid 1ze pouzit pouze
U pacientll se specifickou molekulou HLA. Dalsi nevyhodou je, ze i pfi malé zméné
Vv expresi nddorového antigenu miiZe nastat inik naddorovych bunck imunitnimu dohledu

(Spisek et al. 2010). Tento postup byl pouzit napf. v klinické studii faze I/II, v které
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byly nezralé dendritické bunky pulzovany HLA-A2 specifickymi peptidy z PSMA
(Murphy et al. 1999).

Dendritické buriky pulzované proteiny

V dalsim ptipad¢ se pouziva pro pulzaci dendritickych bun€k cely protein. Ten
musi byt dendritickou buiikou pohlcen, rozstépen na jednotlivé fragmenty a nasledné
prezentovan na povrchu dendritickych bunék v kontextu MHC molekul 1. a II. tiidy
(Spisek et al. 2010). Tento piiklad pulzace bundk se vyuZiva i ve vyse zminéném

ptipravku s oznacenim Provenge firmy Dendreon.

Dendritické bunky pulzované nadorovymi bunkami
Dal$im zdrojem nadorovych antigenit mohou byt celé nddorové bunky. Zdrojem

nadorovych bun€k mohou byt komeréné dostupné nddorové linie nebo primarni
nadorové bunky pacienta. Vyhodou tohoto zpiisobu je, ze nemusi byt ptesné
specifikovany nadorové antigeny a pripravend vakcina muize obsahovat i nadorové
antigeny, které jsou piimo specifické pro nador pacienta. V tomto piipadé jsou
apoptotické nebo nekrotické buiniky pohlceny nezralymi dendritickymi bunikami
a nadorové antigeny jsou nasledné prezentovany v kontextu molekul MHC I. i MHC 1.
t¥idy (Spisek et al. 2010).

V laboratofi firmy Sotio a.s. se jako zdroj nadorovych antigenli pouzivaji
apoptotické nadorové bunky linie LNCap. Apoptotické nadorové bunky poskytuji celé
spektrum nadorovych antigend, proti kterym je nésledné vytvofena protinadorova
odpovéd’. Tato nddorova linie byla vybrana na zakladé exprese nadorovych antigeni
metodou kvantitativni Real-time PCR (obr. 7). Mezi nejvice zastoupené nadorové
antigeny exprimované na nadorové linii LNCap patii PSA, PSMA a MAGE-A3. Mezi

mén¢ zastoupengé, ale klicové a specifické nadorové antigeny patii PAP a MAGE-AL.
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Obrazek 7. Graf relativni exprese mRNA vybranych nadorovych antigenii u nadorové

linie LNCap.

Protokol vakcinace DCVAC/PCa

V laboratofich firmy Sotio a.s. je testovan 1é¢ivy piipravek DCVAC/PCa (obr. 8).
Ptipravek je zaloZeny na podavani velkého mnozstvi autolognich dendritickych bunék,
které se pfipravuji z pacientovych monocyti izolovanych z leukaferetického produktu.
Z monocytll je za pfitomnosti cytokini IL-4 a GM-CSF pfipraveno velké mnozstvi
nezralych dendritickych bunék, které jsou nasledné pulzovany apoptotickymi
nadorovymi bunikami (z bunécné linie LNCap) oSetfenymi vysokym hydrostatickym
tlakem, ktery vyvolava tzv. imunogenni bunéfnou smrt. Usmrcené nadorové bunky
Z bunéénych linii poskytuji dendritickym bunkdm Siroké spektrum nadorovych
antigenti. Dale jsou dendritick¢ bunky aktivovany maturaénim c¢inidlem polyl:C
(polyinosinova-polycytidylova kyselina), ligand TLR-3 receptoru. Takto pfipravené
zralé dendritické buiiky jsou subkutdnné aplikovany pacientovi v n€kolika davkach
(min 10 davek). Po aplikaci 1é¢ivého ptipravku DCVAC/PCa piedpokladdme migraci
DC do lymfatickych uzlin, kde by mélo dochéazet k prezentaci nadorovych antigent
naivnim T lymfocytim. Poté dojde k aktivaci antigen specifickych T a B lymfocyt

a zahajeni protinadorové imunitni reakce (Sotio [online]).
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Obrazek 8. Schéma protinddorové imunoterapie pomoci pripravku DCVAC/PCa

zaloZeného na bazi dendritickych bunék.

Klinické studie planované firmou SOTIO

V letech 2010-2013 probihaly ve FN Motol 2 klinické studie faze I/II ve kterych
byly hodnoceny dv¢ skupiny pacientd s karcinomem prostaty, pacienti ve stadiu
biochemického relapsu apacienti shormonaln¢ refrakternim  metastatickym
karcinomem. Cilem téchto studii bylo prokazat bezpecnost piipravku a schopnost
aktivovat protinadorovou imunitni odpovéd’. Z predbéznych vysledki této studie
vyplyva, Ze u pacientli s biochemickym relapsem dochazi v pribéhu imunoterapie
k signifikantnimu prodlouzeni PSA-DT V porovnani sobdobim pied imunoterapii
(obr. 9).
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Obrazek 9. Graf zndzornujici prodlouzeni PSA-DT u pacientii s biochemickym relapsem

lecenych pripravkem DCVAC/PCa v porovnani s obdobim pred imunoterapii.

U druhé skupiny pacientli s hormonalné refrakternim karcinomem prostaty vysledky

studie ukazuji prodlouzeni medianu preziti oproti Halabi nomogramu (obr. 10).

1.0

n — KM curve
— Halabi KM curve
— MSKCC curve
o
(=]
=
=
=
S w
a o
B
£
z 9 ]
R
=4
(=%
L
(=]
=
=]

time (in month)

Obrazekl0. Kaplan-Meierova krivka zndzornujici prodlouzeni preZiti u pacienti
S hormon refrakternim karcinomem prostaty lécenych pripravkem DCVAC/PCa

Vv porovnani s Halabi nomogramem.

V laboratofich firmy SOTIO a.s. probihd v soucasné chvili pét klinickych studii
faze 11 pro stovky pacientii v riiznych stadiich karcinomu prostaty. Ctyfi klinické studie
faze 11 (SPOO1-SPOO4) probihaji od jara 2012 a pata klinicka studie (SPO10) byla

zahajena v prosinci 2013.
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V téchto studiich jsou zahrnuti pacienti s lokalizovanym karcinomem prostaty
po primarni radikalni prostatektomii (SPOO3) nebo po primarni radioterapii (SPOO4).
Dalsi skupinou jsou pacienti s diagnostikovanym metastatickym karcinomem prostaty
S hormonalni 1é¢bou (SPOO2) a pacienti s kastraéné-rezistentnim karcinomem prostaty
(SPOO1). Do klinické studie (SPO10O) jsou zahrnuti pacienti s lokalizovanym
karcinomem prostaty po primarni radikélni prostatektomii, u kterych po prvnim cyklu
1é¢by pripravkem DCVAC/PCa nedoslo k progresi onemocnéni a jsou léceni druhym
cyklem aktivni bunéné imunoterapie.

V roce 2014 byla zahdjena rozsahld globalni multicentrickd studie faze III —
VIABLE a az vysledky této klinické studie faze III, do které bude zapojena vice nez
tisicovka pacientli v Evropé 1 USA mohou pfinést statisticky vyznamné vysledky, které
urci, zda je imunoterapeuticky ptipravek uc¢inny a mohl by se tak zafadit do komplexni

1é¢by nadorovych onemocnéni prostaty (Sotio [online]),(Bartankova 2013).

Virové vakciny

1.2.3.4 ProstVac VF

Vyhodou virovych vektori pouZzivanych pro imunoterapii je jejich snadna
pfiprava, schopnost pfenaset velké mnoZstvi genetického materidlu a fada predchozich
klinickych zkuSenosti. Nejznadmé&jSim piikladem testovaného vektoru jsou poxviry —
virus vaccinie, celosvétové v minulosti pouzivany jako vakcina proti pravym neStovicim
(Arlen, Kaufman, and DiPaola 2005).

ProstVac VF nebo také PSA-TRICOM firmy BavarianNordic je protinddorova
imunoterapie karcinomu prostaty zalozena na modifikovaném viru vaccinie, ktery byl
navrzen tak, aby kodoval lidsky PSA antigen a kostimula¢ni proteiny CD54 neboli
intercelularni adhezivni molekulul (ICAM-1), CD58 (LFA3) a CDS80, které byvaji
oznacovany jako TRICOM - odsud také oznaceni vakciny PSA-TRICOM (obr. 11)
(Hodge et al. 1999; Kaufman et al. 2004). Aby nedochazelo k neutralizaci podaného
viru protilatkami dfive, nez dojde k expresi nddorového antigenu, pouziva se strategie
semiheterologni vakcinace. Ta je zaloZena na tom, Ze se po prvotni ddvce vakciniového
vektoru podava jesté vektor zalozeny na fowlpox viru, ktery koduje stejné kostimulacni

molekuly a nadorové antigeny (Madan et al. 2009).
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Obrazek 11. Schéma vyroby piipravku ProstVac. Vakcina ProstVac je slozena
Z plazmidove DNA kodujici cilovy antigen TAA (konkrétné PSA) a tri kostimulacnich
molekul (LFA3, B7-1 a ICAM]). Plazmidova kazeta je v nosicové bunécné linii vioZena
do poxviru za vzniku konecného produktu. Virové vektory jsou aplikovany subkutdinne,
kde infikuji pacientovy epitelialni bunky, které prodélaji bunécnou smrt. Nasledné je
bunécny debris obsahujici také cilovy antigen PSA pohlcen populaci APC a poté
prezentovan CD4 a CD8 naivnim T lymfocytiim. Prevzato a upraveno z (Drake 2010)

Klinické testovani pripravku

Bezpecnost piipravku ProstVac VF byla ovéfena v nckolika nezéavislych
klinickych studiich faze I (Gulley et al. 2002; Arlen et al. 2007; DiPaola et al. 2006).

Randomizovand klinicka studie faze II zjistila, ze 82 pacienti s minimalné
symptomatickym CRPC lécenych ProstVac VF vykazovalo prodlouzenou dobu preZziti
(25,1 mésicit) ve srovnani se 40 pacienty, ktefi dostavali kontrolni prazdny vektor
(16,6 mésici, p = 0,006) (Kantoff, Schuetz, et al. 2010).

V podobné, ne vSak randomizované klinické studii faze II, bylo opét prokézano
prodlouzeni doby pfeziti pacientd v porovnani s Halabi nomogramem (26,6 mésict
versus 17,4 mésicti) (Gulley et al. 2010). Za zminku stoji, Ze prodlouzeni doby pieziti
ve studii s vakcinou ProstVac VF bylo patrné zejména u pacientll s méné pokrocilou
nebo méné agresivni formou onemocnéni. Dale se ukazalo, Ze pacienti s vysokym
procentem antigen specifickych T lymfocytd proti PSA maji signifikantné vySs$i miru
preziti (Gulley, Madan, and Schlom 2011).

V dalsi klinické studii fadze I provedené u 30 pacientll s metastazujicim hormon
refrakternim  karcinomem  prostaty byl  ProstVac ~ VF  kombinovany

s ptipravkem ipilimumab (Madan et al. 2012). V prub¢hu 1é¢by se objevila u nékterych
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pacientli fada nezddoucich ucinkill (nejCastéji vyrdzky, dale kolitida nebo prijem
a podobng). Tyto vedlejsi u€inky byly podobné jako v piedchozi klinické studii faze I,
kdy se testovalo podavani samotného ipilimumabu u pacientt s melanomem (Sanderson
et al. 2005; Phan et al. 2003). To naznacuje, Ze aplikace ProstVac VF nezhorSuje vlastni
negativni vedlej$i Gcinky aplikovaného ipilimumabu. Median pfeziti byl pro vSech
30 pacienttl, kteti dostavali ProstVac VF navic s ipilimumabem 34,4 mésice. Pro vétsi
objasnéni pozitivniho synergistického tcinku téchto dvou ptipravkl bude tieba provést
dalsi randomizované klinické studie.

Rada nové publikovanych védeckych studii poukazuje na moznost kombinace
imunoterapie s chemoterapii (Andersen et al. 2010). Pravé dalsi randomizovana klinicka
studie faze II u CRPC pacientd byla provedena s ProstVac VF v kombinaci
S chemoterapii docetaxelem. Tato studie potvrzuje, Ze iU pacienti IéCenych
chemoterapii miize poddvani imunoterapie zlepsit specifickou protinadorovou imunitni
odpoveéd’ (Arlen et al. 2006).

Ptesto, Ze je cytokin GM-CSF obvykle podavan spolecné s vakcinou ProstVac VF
neni dosud plné zndm vlastni efekt cytokinu na pteziti pacientli s karcinomem prostaty.
Proto se Vv probihajici globalni, randomizované klinické studii faze III bude sledovat
vyznam soucCasného podavani GM-CSF s ProstVac VF (NCT01322490) (Geary
and Salem 2013).

v . Aktivni a probihajici klinické
Dokoncené klinické studie studie
udi

Faze II: Zvysend doba preziti

oproti kontrolni skupiné o 8,5 ;
Faze lll: NCT01322490

Faze Il: NCTO0450463

ProstVac VF mésice
Faze Il: Zvysend doba preziti v
porovnani s Halabi nomogramem

ProstVac VF +
ipilimumab Faze I: Bezpecné a tolerované
(nivolumab)
Faze Il: Bezpecné. Docetaxel
ProstVac VF + L. L
nepotlacuje T lymfocytarni
docetaxel

specifickou odpovéd' po vakcinaci

Tabulka 3. Dokoncené a probihajici klinické studie pripravku ProstVac VF a pripravku
ProstVac VF kombinovaného s ipilimumabem a docetaxelem. Prevzato a upraveno
Z (Geary and Salem 2013)
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1.2.3.5 DNA vakciny
DNA-PAP a DNA-PSA

Vyhodou DNA vakcin je jejich bezpe¢nost a snadna vyroba, kterou lze zaméfit
na jakykoliv vybrany antigen (obr. 12) (Rice, Ottensmeier, and Stevenson 2008).
Naopak nevyhodou DNA vakcin je jejich mald imunogenicita. Proto jsou DNA vakciny
kombinovany s riiznymi prozanétlivymi molekulami jako napf. agonisty Toll like
receptorti nebo GM-CSF jako nespecifickym adjuvans (Tsen et al. 2007).

Ne¢kolik DNA vakcin jiz pokrocilo do klinického testovani faze I a II, v nichz
obsahovaly zejména geneticky konstrukt kddujici prostaticky specificky cilovy protein

(Ahmad et al. 2012).
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Obrazek 12. Antigen kodovany DNA vakcinou miuizZe byt predlozen pomoci APC
T bunkam dveéma riiznymi zpiisoby — neprimou a primou cestou. Neprima cesta zahrnuje
expresi antigenu na povrchu myocyti a keratinocytit po podani vakciny podkozné nebo
do svalu a ndslednou prezentaci antigenu pomoci APC populaci CD8 cytotoxickym
T lymfocytiim pomoci zkrizené prezentace. V ramci primé cesty je antigen kodovany
DNA vakcinou prepisovan primo v dendritickych bunkach, které ho prezentuji na MHC
molekulach II. tridy CD4 pomocnym T lymfocytiim. Prevzato a upraveno z (Di Lorenzo,
Buonerba, and Kantoff 2011)
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Klinické testovani pripravku
V Kklinické studii faze I/II bylo vakcinovano plasmidem kodujicim lidsky PAP

antigen (pTVG-HP/PAP) 22 pacientl s karcinomem prostaty s biochemickou recidivou
bez znamek metastaz (McNeel et al. 2009). Pacienti byli ofkovani opakované
plasmidem pTVG-HP/PAP a 200 ug GM-CSF v intervalu 14 dni. Béhem 1é¢by nebyly
zaznamenany zadné vyznamné nezadouci uc¢inky a u 7 pacientd z 22 doslo ke zdvojeni
PSA-DT. U 10 pacientt z 22 byly detekovany antigen specifické T lymfocyty proti PAP
antigenu. U léCenych pacientli vSak nebyla zaznamenana zadna humoralni odpovéd’.
Pozd¢jsi analyza dat prokazala korelaci mezi vys$Sim poctem aplikovanych davek
vakciny a vy$$i pravdépodobnosti indukce PAP-specifické T lymfocytarni odpoveédi
(Becker et al. 2010).

Dalsi klinicka studie faze I hodnotila aplikaci DNA vakciny s plasmidem
koédujicim PSA. V ramci studie byla hodnocena zejména bezpe¢nost, proveditelnost
a imunogenicita pfipravku. Plasmid koédujici PSA (pVAX / PSA) byl podavan
intradermalné (5 x ve 4 tydennich intervalech) deviti pacientim s CRPC (Pavlenko
etal. 2004). Krom¢ plazmidu PVAX/PSA bylo pacientim aplikovano subkutdnné
do mista vpichu GM-CSF (40 ug / den, po dobu 3 dntl, poé¢inaje 2 dny pied ockovanim)
a IL-2 (75 ug / den, po dobu 7 dnti a poc¢inaje prvnim dnem po oc¢kovani). PVAX / PSA
byl schopen indukovat PSA specifickou humoralni a buné¢nou imunitni odpovéd’ (Roos
et al. 2005).

Dokoncené klinické studie Aktivni a probihajici klinické studie

Faze I/1l: Bezpelné. 7/22 pacientd Faze 11:NCT01341652
mélo zdvojndsobeni PSA-DT Faze 11:NCT00849121

DNA-PAP

Faze I: Bezpecné. 2/3 pacientl mélo
vyznamné zvySenou hladinu PSA
DNA-PSA e 1 oy
specifickych IFN-y produkujicich

T bunék

Tabulka 4. Dokoncené a prave probihajici klinické studie vakcin zaloZenych na DNA.
Prevzato a upraveno z (Geary and Salem 2013)
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1.2.3.6 Pasivni imunoterapie — protilatky

Vsechny dosud uvedené imunoterapeutické pfistupy jsou piikladem aktivni
imunizace pacientl s karcinomem prostaty. Piikladem pasivni imunoterapie je aplikace
monoklonalnich protiladtek, zasahujici antigeny nadorovych bunék nebo nadorového
mikroprostiedi (napf. endotelidlni markery) vcetné bunék imunitnich. Imunoterapie

pomoci monoklonalnich protilatek piedstavuje béznou praxi v klinické onkologii.

Ipilimumab

Monoklonalni protilatka ipilimumab firmy Bristol-Myers je piipravkem
schvalenym FDA pro 1é¢bu pokrocilého melanomu. Latka se vaze na molekulu CTLA-4
na povrchu T-lymfocytd, ktery svou aktivaci inhibuje jejich aktivitu. Pomoci blokace
tohoto antigenu protilatkou ipilimumab dochazi k udrzeni stabilni imunitni odpovédi
T-lymfocytil proti nddorovym bunkam.

V klinické studii faze II bylo 45 pacientti s metastatickym CRPC rozdéleno do tii
skupin. Prvni skupina pacientli obdrzela pouze studovanou latku, druhd skupina
bez ptedchozi chemoterapie byla 1é¢ena protilatkou a paliativni chemoterapii a posledni
skupinu tvofili pacienti progredujici po docetaxelu. Primarnim cilem bylo hodnoceni
ucinnosti a bezpecnosti pfipravku. U vice nez 30% pacienti byly zaznamenany
nezadouci autoimunitni reakce, jako je kolitida, hepatitida a exantémy, které byly
tlumeny imunosupresivy (Weber 2009). Antigen specificka odpoveéd’ proti PSA byla
detekovana u 22% pacientd. Dvé randomizované studie faze III zkoumaly vliv
ipilimumabu oproti placebo skupiné¢ a pacientim po 1écbé docetaxelem a vliv
ipilimumabu vs. placebo u asymptomatickych nebo minimalné symptomatickych
pacientli bez piedchozi chemoterapie (May et al. 2011). Obé¢ klinické studie skoncily

S negativnim vysledkem.

J591

V 1écbeé karcinomu prostaty jsou zatim vSechny studie v Casnych stadiich
a soustiedi se predev§im na PSMA, ktery je ve vysoké mife exprimovan na nadorovych
bunkach karcinomu prostaty. Nejvice klinickych testovani bylo provedeno
na humanizované PSMA-specifické monoklonalni protilatce s nazvem J591 (Akhtar

etal. 2012). V prvni fazi klinické studie se testovalo samotné vyuziti monoklonalni
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protilatky (Morris et al. 2005). Vysledky studie ukazuji, ze protilatka vyvolava na davce
zavisly ADCC ucinek, ale aplikace neaktivuje dostateCny protinddorovy efekt
U pacientll. Z téchto diivodu se soucasny vyvoj s imyslem zvysit ucinnost preparatu
zaméfil na kombinace s jinymi latkami. Klinické studie hodnotici *’Lu-zna¢enou J591
(177Lu-J591) prokazala dostatecnou biologickou u¢innost. Na zaklad¢ téchto vysledkt
byly zahajeny dalsi klinické studie faze I/I1 (Bander et al. 2005). V klinickych studiich
je v soucasné dob& Y"Lu-J591 podavan v monoterapii (NCT00195039), v kombinaci
s docetaxelem (NCTO00916123) av kombinaci s ketokonazolem (NCTO00859781).
Nekonjugovany J591 je v soucasné dobé jesté testovan v kombinaci s nizkou davkou

interleukinu - 2 (NCT00040586) (Schweizer and Drake 2014).
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1.3 Monitorovani ucinnosti lécby

1.3.1 Klinické parametry

Postupné zavadéni novych postupti pro 1écbu nadorovych onemocnéni si vyzadalo
potiebu jednotnych a objektivnich kritérii pro hodnoceni Gc¢innosti 1écby, tato kritéria
museji byt jasn¢ definovdna a schvalena Svétovou zdravotnickou organizaci (WHO).
Pro hodnoceni uc¢innosti 1é€by solidnich nadorti se pouzivaji kritéria s nazvem RECIST
(Wolchok et al. 2009). U pacientd s karcinomem prostaty V pozd¢jsim stadiu
onemocnéni je typickym cilovym ukazatelem doba do progrese nadoru (TTP — time to
tumor progression), s progresi stanovenou dle kriterii RECIST (Eisenhauer et al. 2009).
Dalsim vhodnym ukazatelem uspéSnosti 1écby je sledovani celkové doby preziti
pacientii oproti placebo skupiné. Pokud takova skupina ve studii chybi, vyuziva se
porovnani oproti prediktivhimu nomogramu. Jako predikce odhadu ocekévaného pieziti
u pacientil byva nej€astéji pouzivan tzv. Halabiho nomogram, ktery pouzivé historicka
data k odhadu doby pieziti u pacienti s metastatickym kastracné rezistentnim
karcinomem prostaty (Halabi et al. 2003). Parametrem u pacientt, ktefi se nachazeji
Vv ¢asném stadiu onemocnéni, je hodnota PSA zdvojovaciho ¢asu (PSA-DT z anglického
PSA-doubling time), ktera do urcité miry koreluje s progresi onemocnéni (Paller et al.

2014).

1.3.1.1 Ocekavana doba preziti

Prvni rozsédhlé randomizované klinické studie faze II a III na bazi
imunoterapeutickych ptipravkd u Sipuleucelu-T (prvni randomizovana klinicka studie
faze III) (Small et al. 2006) a ProstVacu (studie faze II) (Kaufman et al. 2004) byly
navrzeny s TTP jako typickym ukazatelem Uc¢innosti 1é€by. AvSak ani v jedné uvedené
studii nebyl zaznamenan statisticky signifikantni rozdil v dob& do progrese nddoru mezi
aktivni imunoterapii a placebo skupinou pacientd. Pozorovan byl vSak jasny
a signifikantni rozdil v celkové dob¢ pteziti mezi pacienty s imunoterapii a placebem.

Na zéklad¢ téchto a dalSich vysledkt se piedpoklada, Ze vznik protinddorové
imunitni reakce zpomaluje progresi a mize vést i1 ke stabilizaci onemocnéni, které se
projevi prodlouZenim pieZiti, ale nezpiisobuje zmenSeni ¢i vymizeni nadorové tkané.
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Na zakladé téchto zjisténi byla vytvorena upravend RECIST a WHO kritéria, ktera 1épe
a presnéji hodnoti potencialni klinické vyhody imunoterapie (Wolchok et al. 2009).
Pouziti parametru celkového pieziti jako jediného pro urceni ucinnosti klinického
hodnoceni imunoterapie je omezeno na pacienty CRPC, u kterych je mozné v realném
Case 5 let ziskat informace o sledovaném parametru. Tento fakt je v rozporu
s teoretickym ptfedpokladem, Ze nejvétsi Sanci na Gspéch ma imunoterapie u pacientl
v ¢asnych stadiich onemocnéni (Gulley et al. 2010), u kterych by sledovani kritéria
délky preziti trvalo vice nez 10 let a pfedstavovalo neumérné drahé a logisticky naro¢né
klinické studie. Z tohoto divodu je tieba pro tuto skupinu pacientli hledat jiny hodnotici

parametr 1é¢by jako je PSA zdvojovaci cas.

1.3.1.2 PSA zdvojovaci ¢as (PSA-DT)

Mnozstvi prostatického specifického antigenu (PSA) v periferni krvi se fadi mezi
jeden z klicovych prognostickych faktord karcinomu prostaty. Jednim z parametra
odvozenych od PSA je PSA zdvojovaci ¢as. PSA-DT je ¢as, béhem kterého dojde ke
zdvojnasobeni koncentrace PSA v séru a uvadi se v ¢asovych jednotkach (dny, tydny,
mésice nebo roky). Je to jeden z hlavnich parametrd, ktery se pouziva pro urceni
progndzy pacientd s diagnostikovanym karcinomem prostaty po radikalni
prostatektomii a v prubéhu hormonalni 1é¢by. Daéle je Cas zdvojeni prognostickym
ukazatelem pro pacienty ve stadiu hormon refrakterniho karcinomu prostaty. Vyhodou
PSA-DT je nezavislost na zékladni hladiné¢ PSA, proto mtze byt pouzity k porovnani
jednotlivych pacientd. Hodnota PSA-DT odrazi biologické chovani nadoru a byla
zafazena mezi parametry k aktivnimu sledovéani. U pacientli s biochemickym relapsem
muze kratky PSA-DT (méné nez tfi meésice) znalit vyS$i riziko vzniku metastaz
a zvySenou mortalitu oproti pacientim, ktefi maji dlouhy PSA-DT (nad 12 mésict).
Z téchto diivodl se tento parametr jevi jako vhodny pro pouziti v klinickych studiich,
které hodnoti efekt terapie u pacientt v biochemické recidivé (Paller et al. 2014).
V tomto pfipadé¢ jiné parametry, jako napiiklad celkové pieziti nemohou byt
k hodnoceni klinickych studii pouzity pro dlouhy ¢asovy interval a z toho vyplyvajici

ekonomickou naroénost (Spisek et al. 2010).
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1.3.2 Imunologické parametry

Mnohé ptistupy imunoterapie nadorového onemocnéni se v Soucasné dobé testuji
Vv klinickych studiich. Pro vyhodnoceni u¢innosti téchto studii je dulezité specifikovat,
zda ma 1é¢ba efekt na rozvoj onemocnéni a prispiva ke zlepseni pieziti. Klinicky dopad
vakciny je mozné charakterizovat na zaklad¢ spektra imunologickych vySetieni, které
mohou ukdazat a zjistit, zda nastala pozadovand protinddorové specifickd imunitni
reakce. V dnesni dob¢ stale prevlada nazor, ze nejdilezitéjsi je hodnoceni cytotoxické
odpovédi CD8 T lymfocyti (CTL), které piimo rozpoznavaji nadorové antigeny
v komplexu s MHC molekulami. Nemén¢ dulezité je sledovat pomocné T lymfocyty
CD4, typu Thl, které jsou pro vznik vlastni CTL nezbytné. Z tohoto divodu byla
optimalizovana fada testl, které presné¢ detekuji a kvantifikuji T buiky, které

zprostiedkovavaji antigen specifickou imunitni odpovéd’ (T M Clay et al. 2001).

1.3.2.1 In vivo hodnoceni antigenné specifické imunity

Reakce precitlivélosti pozdniho typu (DTH)

V testu DTH je antigen ve form¢ rozpustného proteinu aplikovan intradermalné
pacientovi. Po 48 az 72 hodinach se méfi priimér zarudnuti nebo indurace. Pomocné
CD4 bunky, které rozpoznaji antigen vystaveny na APC, zprostfedkuji antigenni
odpovéd’. Pomoci produkce cytokintl, které zvysi vaskularni permeabilitu, jsou do mista
aplikace antigenu pfitahovany monocyty a CD4 lymfocyty. Méné Casto muze byt
podobna reakce zprostfedkovana pomoci CD8 T lymfocytd (Puccetti et al. 1994).
Proteinové antigeny jsou vétSinou poddvany v davce 10-50 pg v 0,1 ml. Tato nizka
davka se povazuje za dostaten¢ malou, aby neindukovala syst¢émovou imunitni
odpovéd’ nebo nezplisobila nadmérnou toxicitu pro kiizi, ale ma dostatecnou aktivitu
pro vyvolani viditelné mistni reakce.

DTH test i pfes celou fadu nevyhod zlstava jednim z nejcastéjSich imunitnich
testti provadénych v imunoterapeutickych studiich (Simons et al. 1999; Schreiber et al.
1999; Salgaller et al. 1998). Pro svoji jednoduchost je pouzivany jako piedbézné
vySetfeni, které urci pacienty, pro které bude potieba provést podrobnéjsi vySetfeni
imunitni odpovédi.

Moznost kozni biopsie z mista indurace u DTH testu muze slouzit k pifimé detekci

antigen specifickych T lymfocyti v misté podani vakciny (Waanders et al. 1997).
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1.3.2.2 In vitro fenotypické hodnoceni antigen
specifické bunééné imunitni odpoveédi

Tetramery MHC molekul s peptidy

Tetramery predstavuji relativné novou metodu k urceni antigen specifickych
T lymfocyti na pritokovém cytometru pomoci solubilnich fluorescencné znacCenych
komplexi MHC-antigen (obr. 13). Dochazi tak ke specifické a stabilni vazb¢ komplexti
na T lymfocyty specifické pro navdzany peptid. V ramci cytometrické analyzy jsme
schopni charakterizovat populaci CD8 T lymfocytl s konkrétnim antigen specifickym
TCR receptorem pomoci jednoduchého povrchového barveni (Altman et al. 2011).

Nejcastéji jsou touto metodou charakterizovany periferni T lymfocyty specifické
proti CMV a EBV virim. N¢kolik nejnovéjsich studii také ukazuje vyuziti tetrameri
v kvantifikaci antigen specifickych CD8 T lymfocytd v imunoterapeutickych studiich
(Lee et al. 1999; Romero et al. 1998). Tetramery mohou byt pouzity také k izolaci
antigen specifickych T lymfocyth z periferni krve ¢i lymfatickych uzlin pomoci
separace bun¢k na bunécnych porterech (Dunbar et al. 1998). Tyto antigen specifické
T lymfocyty mohou byt klonovany in vitro pro dal$i eseje a prokdzani antigen
specifického U¢inku. Mezi nevyhody této metody patfi: a) jeji vyuziti na stanoveni
imunitni reakce pouze proti zndmym antigenim a b) potfeba dale charakterizovat
T lymfocyty, které jsou oznaeny tetrametry MHC (na naivni, efektorové, pamétoveé

nebo regulaéni) (Pittet et al. 1999).

Tetramer
Purifikovand biotinylovand @

molekula MHC iy | Q

Bictin A
ucrescencné znacen
B2-mikroglobulin Q ‘ reptavidin
X .+ MHCtFidy | v
peptid {L Le)
Y (q

TCR /DE

Antigen specifickd

CD3'T burika

Specifickd vazha
Bez internalizace ! +/-internalizace
J

Obrazek 13. Princip vyuZiti tetrameri. Tetramery mohou slouzit k detekci antigen
specifickych T lymfocytii na pritokovém cytometru. Prevzato a upraveno z (Klenerman,
Cerundolo, and Dunbar 2002)
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Analyza pouzivanych variabilnich TCR

Charakter antigen specifické imunitni odpovédi mize byt stanoven poctem
T bunék nesouci konkrétni TCR receptor. Charakter TCR receptoru je mozné stanovit
pomoci PCR metody. Variabilni regiony a a B fetézci TCR receptori mohou byt
detekovany i1 pomoci pratokové cytometrie s pouzitim protilatek, které rozpoznévaji
rizné variabilni ¢asti jednotlivych rodin a- a B-fetézcti na TCR (Mackensen et al. 1997).
Metoda ma nékolik omezeni, mezi které patfi: a) pouze malé mnozstvi T bunck
exprimuje konkrétni J-a, J-B, V-0, nebo V-B regiony specifické pro urcity antigen,
b) reakce na vétSinu antigenti je velmi rozmanitda a pouziva vice TCR s riznymi
variabilnimi regiony a c) jelikoz nejsou k dispozici protilatky proti vSem rodinam
variabilnich regionli, nemize byt analyza pomoci prutokové cytometrie kompletni

(Timothy M. Clay et al. 2001).

1.3.2.3 In vitro funkéni analyza antigenné specifické
imunitni reakce

Funkce T bunék mize byt monitorovana testy, které detekuji aktivitu T bunék,

jako je proliferace, produkce cytokinl nebo cytotoxicita (Timothy M. Clay et al. 2001).

Detekce produkovanych cytokini metodou ELISPOT

Test ELISPOT byl plvodné navrzen vroce 1983 pro detekci protilatek
(secernujicich bun€k) a az pozdé&ji byl pfizplisoben pro detekci antigen specifickych
T bunék. Je zaloZen na principu testu ELISA. Pouziva se 96-jamkova mikrotitrani
desticka s nitrocelulozovym dnem, kterd je potazena protilatkou, ke které se vazou
sledované cytokiny. Pro detekci antigen-specifickych T bunék se pouzivaji bud
neoddélené PBMC nebo izolované CD8 nebo CD4 T lymfocyty, které se inkubuji
Vv jamkach potazenych protilatkou spolu s antigenem po dobu 6-48 hodin. Po rozpoznani
antigenu T bunky specificky uvolni sledovany cytokin, ktery je vazan na protilatku
potaZzenou na dné jamky. Nasleduje promyti, které odstrani bunky z jamek a uvolnény
cytokin je nasledné zviditelnén enzymem znacenou protildtkou a jeho odpovidajicim
chromogennim substratem. Vysledkem je soubor barevnych mist, znichz kazdé
predstavuje oblast, ve které byla bunika produkujici sledovany cytokin (detailn&ji

popsano v kapitole materialy a metody) (Timothy M. Clay et al. 2001).
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Manualni pocitani skvrn je pracné a podléha lidské chybé, a to zejména v piipadé,
ze bunky v jedné jamce produkuji vice cytokinii nebo v ptipadé, ze skvrny jsou malé.
Proto bylo zavedeno automatické vyhodnoceni ELISPOT desek pomoci pocitacovych
systémt, které¢ vedou k objektivni analyze skvrn a poskytuji uziteCné parametry
(Vaquerano et al. 1998).

Existuji riizné zpisoby, jak analyzovat vysledky z ELISPOTu. Casto se odegita
mnozstvi IFN-y produkujiciho nestimulovanymi T builkami od T bunék, které
reagovaly Vv piitomnosti antigenu. Vyhoda pouziti metody ELISPOT u protokoli
detekce antigen specifickych T lymfocytl spociva v tom, ze nestimulované PBMC
IFN-y nevylucuji (Keilholz et al. 2002). Uplatnéni metody ELISPOT v monitorovani
antigen specifickych T lymfocytl v ramci protinddorové imunoterapie je stale velmi
bézné, i piesto, ze neposkytuje jednozna¢nou informaci o tom, ktera bunééna populace

dany cytokin produkuje (Timothy M. Clay et al. 2001).

Proliferace lymfocyti

Schopnost T bun¢k proliferovat po stimulaci antigenem se povazuje za prikaz
pritomnosti antigen specifickych pomocnych CD4 T lymfocyti a cytotoxickych CDS8
T lymfocytd. Test proliferace se Casto pouzival v klinickych studiich k porovnani
odpovédi T bungk pfed a po imunizaci.

Jako zlaty standart k testovani prolifera¢ni kapacity se v laboratofich vyuziva
inkorporace 3H-thymidinu tzv. blasticka transformace. Po kultivaci 3H-thymidinu se
sledovanou populaci T lymfocyti Ize kvantifikovat proliferaéni aktivitu bunck
po stimulaci testovanymi aktivatory pomoci inkorporace 3H-thymidinu do novotvoiené
DNA proliferujicich bunék. Detektorem beta-zafeni tzv. B-counterem je nasledné
méfena radioaktivita obsazend v jednotlivych buiikdch. Vyhodou tohoto stanoveni je
vysoka citlivost, naopak nevyhodou je nutnost vybaveni laboratofe pro praci s izotopy,
pomérné nakladné pfistrojové vybaveni a nutnost vztaZeni vysledkli ke zdravé kontrole
(Kainthla et al. 2006; Timothy M. Clay et al. 2001).

Mezi nové€j$i metody detekce proliferace T lymfocytl jsou fazeny techniky
méfitelné na pritokovém cytometru bez negativniho vlivu radioaktivity. Mezi tyto
metody patii obarveni cytoplazmy nebo membrany délenych bun€k pomoci barev
CFSE, Oregon Green ¢i CellVue Claret atd. Mezi nejcastéji pouzivané patii

carbocyfluorescein diacetate, succinimidyl ester (CFDA-SE = CFSE). CFSE je lipofilni
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molekula, kterd pronikd do buiky pasivni diftzi. V buiice nastava klicové Stépeni
molekuly pomoci esterdz a CFSE se stava siln¢ fluorescen¢ni. Vazba CFSE probiha
kovalentn¢ k volnym aminoskupindm na makromolekuldch v cytoplazmé. Nenavazana
barvicka se z buniky vylou¢i. Komplexy CSFE ziistavaji v buiice béhem celého vyvoje
a déleni, barva mize byt detekovana jesté po 8 tydnech. Polovina CFSE se vzdy dostava
do dcetinych bunék pii kazdém déleni nebo bunécéné fuzi (Givan et al. 1999).

Dalsi technikou aplikovanou na pritokovém cytometru je méfeni intracelularnich
aktiva¢nich markert jako je Ki-67. Ki-67 je jaderny protein hrajici vyznamnou roli
v regulaci bunééné¢ho déleni a exprimovany béhem vSech aktivnich fazi bunécného
déleni, kromé& klidové faze. Velkou vyhodou pouziti barveni Ki67 je jednoduché
provedeni pomoci bézného intracelularniho protokolu a moznost soucasného barveni
dalsich antigend.

Déle lze métit proliferacni kapacitu buné¢k nepiimo, a to detekci povrchovych
molekul, které se pti proliferaci exprimuji. Jde o molekuly jako je CD69, CD71, CD25
a HLA-DR znak. CD69 je Casny aktivani znak, naopak CD25 (alfa podjednotka
receptoru pro IL-2), CD71 (transferinovy receptor) a HLADR byvaji exprimovany
az po 72 hodinach (Timothy M. Clay et al. 2001).

Detekce intracelularnich cytokint

Na mysich modelech bylo poprvé dokazano, Ze profil produkovanych cytokinli
nam umoznuje rozliSovat mezi pamétovymi a efektorovymi T lymfocyty s rozli¢nymi
funkcemi (Paul and Seder 1994). V lidském systému se uplatituje podobny princip, kdy
typicky profil Thl lymfocyth odpovida produkci cytokint IL-2, IFN-y, TNF-a a u Th2
lymfocyta jde o produkci IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 a IL-13 cytokini. Diky tomuto
principu jsme schopni pomoci kombinace intracelularniho s povrchovym barvenim
na pratokovém cytometru, odlisit jednotlivé podtypy T lymfocytl v krvi, lymfatickych
uzlinach nebo tkanich a sledovat imunitni odpovéd” (Maino and Picker 1998). VétSina
metod spociva v kratké, a to 4-6 hodinové stimulaci T lymfocytl s pouZitim antigenu
nebo mitogenu a antigen prezentujicich bunék nebo PBMC. V poslednich 3-4 hodinach
je pfidanim brefeldinu A, monensinu ¢i GolgiStop zabranéno uvoliovani
produkovanych cytokinli do extraceluldrniho prostoru. Po uplynuti doby stimulace se

bunky znaci protilatkou proti zvolené povrchové molekule jako naptiklad CD4, CD8
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nebo CD69. Nasledné se buiky fixuji a permeabilizuji, aby mohly byt obarveny
protilatkou proti sledovanému cytokinu (napt. IFN-y nebo IL-2).

Na zavér je vzorek méfen na pratokovém cytometru, ktery umozni stanovit
mnozstvi a typ bunék produkujicich sledovany cytokin (Timothy M. Clay et al. 2001).
Podobn¢ jako ELISPOT je tato metodika hojné pouzivana pfi sledovani antigen
specifické odpovédi u pacientli léCenych imunoterapii. Vysledky nékterych studii
ukazuji na korelaci urcitych markert imunitni reakce s prognézou pacienti. Ve studii
faze I/II pro maligni melanom (Maraveyas et al. 1999) byla nalezena korelace mezi
produkci cytokinu IL-2 s lepsi prognézou sledovanych pacientd. Je pirekvapivé, ze
produkce cytokinti IFN-y nebyla asociovana s lepSim pfezivanim u stejné skupiny

pacientd (Scheffold et al. 2000).

Cytotoxickeé testy

Princip cytotoxickych testli spo¢iva v méfeni schopnosti CD8 cytotoxickych
T lymfocyti zabijet nédorové buiky. Test zahrnuje inkubaci cilovych bunck
oznaenych *'Cr s populaci T bunék nebo PBMC a nasledné méfeni mnozstvi >'Cr
uvolnéného do supernatantu pfti lyze cilové buiky. Jako cilové buiiky je mozné pouzit
autologni nadorové buiiky. JelikoZ je v mnoha ptipadech obtizné ziskat pro provedeni
testovani autologni nddorové buiikky, mohou byt pouzity HLA shodné alogenni
nadorové linie, nebo autologni buiniky s navazanym nadorovym antigenem. Jako test
nespecifické lytické aktivity jsou ¢asto pouzivany bunky citlivé k lyze NK bunék jako je
nadorova linie K562. Nevyhodou cytotoxického testu je jeho nedostate¢na citlivost.
V nékterych piipadech je obtizné ziskat dostatecny pocet autolognich Zivych
nadorovych bun¢k a jsou misto nich pouzivany nédhradni cilové buiiky, které ale nemusi
spolehlivé odrazet situaci in vivo. Napiiklad nadorové bunky mohou mit snizenou
expresi MHC molekul a nemusi byt CTL rozpoznany. Néhradni cilové buiiky také asto
exprimuji vice antigenii a muze tak dochéazet k zabijeni snadnéji neZ s autolognimi
buinikami. Cytotoxické testy jsou narocné a chybi korelace s klinickou odpovédi.

Ve vyvoji jsou modifikované cytotoxické testy, které se vykazuji jednoduSSim
provedenim a aplikovatelnosti na pritokovém cytometru bez pouziti radioaktivniho *'Cr

(Timothy M. Clay et al. 2001).
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2 PRAKTICKA CAST

2.1 Cile prace

Predchazejici teoreticka c¢ast mé diplomové prace nastiiuje problematiku
imunoterapie karcinomu prostaty testované v ruznych féazich klinickych studii.
Karcinom prostaty je druhé nejéastéj$i nadorové onemocnéni u muzi a piedstavuje
idealni model pro imunoterapii. Jeho jedinecnost spociva zejména v expresi nadorove
specifickych antigend, které lze cilit imunoterapii bez vétSiho rizika autoimunitniho
poskozeni, a v pomalé progresi onemocnéni, které umoznuje dostatek ¢asu pro indukci
imunitni reakce pomoci imunoterapie. V laboratofi, kde jsem vypracovala svoji
diplomovou praci, na Ustavu imunologie 2. LF UK a FN Motol a v laboratofich firmy
Sotio a.s., se jiz vice neZ 15 let zabyvaji vyvojem piipravku na bazi dendritickych bunék
s nazvem DCVAC/PCa. Vakcina je zalozena na aplikaci velkého mnozstvi autolognich
dendritickych bunék pulzovanych nadorovymi bunikami linie karcinomu prostaty,
osetfenych UV nebo vysokym hydrostatickym tlakem, jako zdrojem néadorovych
antigenll. Takto pfipravené a aktivované dendritické bunky jsou aplikovany zpét
pacientovi v 3-6 tydennich intervalech po dobu piiblizné jednoho roku.

V ramci I/1I. faze klinické studie, ktera byla uskute¢néna v letech 2011-2013
vV nemocnici Motol, bylo 1é¢eno témét 50 pacientu s karcinomem prostaty. Pacienti byli
rozdéleni do dvou skupin podle stddia onemocnéni. Prvni skupinu predstavovali
pacienti s biochemickym relapsem po radikalni prostatektomii. Do této skupiny byli
zatazeni pacienti s postupné se zvySujicimi hodnotami PSA. Pravé v této skupiné
pacienti ocekavame na zaklad¢ teorie o protinadorovém dohledu nejsilngjsi efekt
na pribéh onemocnéni. Druhou skupinu tvofili pacienti s hormonalné refrakternim
karcinomem prostaty. Pacienti jiz neodpovidaji na 1é¢bu hormonalnimi preparaty a jsou
léCeni pomoci chemoterapie (docetaxel), ta je vtomto pfipadé kombinovana
s imunoterapii vzhledem k pfedpokladu, Ze samotnd imunoterapie by méla v tomto
pfipad¢é malou Sanci na tGspéch.

Vysledkem kazdé klinické studie je hodnoceni definovanych parametrti, které se
nazyvaji primarni a sekundarni cile a jsou vzdy charakterizovany pied zahijenim
klinického testovani. V ptipad¢ studii faze I je primdrnim cilem vzdy bezpecnost.
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Utinnost miize byt ve fazi klinického zkouseni I/II cilem sekundarnim. U nadorovych
onemocnéni se ucinnost hodnoti bud’ dobou do progrese nadoru (TTP z anglického time
to tumour progression), celkovym prezitim nebo eventuelné urcitymi laboratornimi
nahradnimi parametry. V piipad¢ karcinomu prostaty lze pouzit misto kontrolni skupiny
(faze VIl byvéa jednoramennd) srovnani celkového pteziti s predpoklddanym podle
tzv. Halabiové nomogramii. Tato hodnotici kritéria mohou byt pouzita ve skupiné
pacienti s pokroCilym karcinomem prostaty. AvSak ve skupin¢ pacientl
s biochemickym relapsem, ktefi se nachéazeji ve stadiu Casné faze onemocnéni, je
obtizné hodnotit délku prezivani zejména z logistickych a finan¢né narocnych divodi
vyplyvajicich z délky trvani piipadné klinické studie. Proto zejména u této skupiny
pacientli se k hodnoceni Ucinnosti 1é€by pouziva tzv. surrogate marker (nihradni
ukazatel), kterym je PSA zdvojovaci Cas. Tento parametr do ur¢it¢ miry koreluje
S progresi a prognézou onemocnéni.

Pro uc¢inné hodnoceni uc¢innosti imunoterapie vSak stale chybi charakterizace
klicovych biomarkerii pouzivanych k monitorovani odpovédi pacientli na léCbu.
Vyzkum vhodnych biomarkert je védecky velice aktudlni téma, kterému se vénuji

ve své diplomové praci.

V diplomové praci jsem sledovala imunitni parametry u dvou skupin pacientl
zatazenych v /1. fazi klinického testovani. U 23 pacienti ze skupiny biochemicky
relaps a 23 pacientt ze skupiny hormon refrakterni jsme se zaméfili na sledovani téchto

imunologickych parametr:

e Detekci antigen specifickych T lymfocytii proti nddorovym antigenim PSA,
NY-ESO-1, MAGE-A1 a MAGE-A3 pomoci priitokové cytometrie

e Piitomnost IgG protilatek proti naddorovym antigenim PSA a MAGE-A3
pomoci metody ELISA v séru pacientii

e Sledovani cytokinového profilu PBMC metodou Luminex - IL-6, IL-10, IFN-y,
TNF-o, IL-13, IL-17, IL-2, IL-4 a IL-5
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2.2 Material

2.2.1 Vzorky

e Zamrazené PBMC (periferni mononuklearni buiiky) z krve pacientii S nadorem
prostaty zatazenych do klinického hodnoceni piipravku DCVAC/PCa
e Zamrazené sérum pacient odebrané v jednotlivych ¢asovych bodech

e Supernatant odebrany pii kultivaci mononuklearnich bunék v kompletnim médiu

2.2.2 Pripravované roztoky

e T lymfocytarni médium
kompletni médium RPMI 1640, 10% lidské sérum AB, 1% Glutamax,
1% Pen/strep, 1% NEAA (non-essential amino acid mix), 1% Sodium pyruvate,
0,1% B-ME

e Zamrazovaci médium
70% kompletni médium RPMI 1640, 20% FBS, 10% DMSO
e Fixacni pufr natedit 1:3 s diluentem (eBioscience)

e Permeabiliza¢ni pufr (eBioscience) natedit 1:9 v destilované vod¢

2.2.3 Dodavané roztoky

e Dimethyl sulfoxide - DMSO (Sigma-Aldrich)

e Ficoll — Pague (GE Healtheare Bio-Sciences AB)
e Ethanol 96% P.A. (Penta)

e Trypan blue stain 0.4% (Gibco)

e PBS (fosfatovy pufr) pH 7,2 (Lonza)

e PBSs2mmol/l EDTA (Lonza)

o Brefeldin (Biolegend)

e Anti-CD3 (Exbio)
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e ViViD (Invitrogen)

e protilatka proti CD8 PD590 (Exbio)

e protilatka proti CD4 Pe-Cy7 (eBioscience)

e protilatka proti CD3 Pe-Cy5,5 (eBioscience)

e IFNc FITC (BD biosciences)

e protilatka proti CD154 PE (Becton Dickinson)

e Kirysi sérum (Sigma)

e IL-2 APC (Becton Dickinson)

e Trypan blue (Invitrogen)

e (CD28/CD49D (Becton Dickinson)

e Premixy pepmixi (jpt):
o CEF - sklada se z 32 peptidi z Cytomegaloviru, Epstein-Barr viru a viru

chiipky, s ¢istotou > 90%

o PSA —sklada se z 63 peptidd, s Cistotou > 70%
o NY-ESO-1 — sklada se ze 43 peptidd, s Cistotou > 70%
o MAGE-AL - sklada se ze 75 peptidi, s Cistotou > 70%
o MAGE-AS3 - sklada se ze 76 peptidi, s Cistotou >70%

e RPMI 1640 (Lonza)

e Penicilin (Lonza)

e Glutamin (Lonza)

e FBS (Biochrom AG)

e MAGE-A3 (lidsky) rekombinantni protein (Abnova)

e PSA (lidsky) rekombinantni protein (ORIGENE)

e Kozi protilatka proti lidskému IgG s navazanou kienovou peroxidazou (Abcam)

2.2.4 Komeréni sady

e MILLIPLEX Map Kit (Millipore)
e kit od Diaclone (IFN-y ELISpot Kit)
e Antibody Pair Buffer Kit (Invitrogen)
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2.2.5 Pouzité pristroje a pomucky

96 jamkové desti¢ky (Nunclon)

Automatické pipety (Nichipet EX II)

Multikandlové pipety 20-200 pl (Discovery comfort)
Spi¢ky (Neptune)

Serologické pipety 2, 5, 10, 25 ml (NUNC)
Biirkerova komtirka

Svételny mikroskop (Nikon E TS100)

Zkumavky (Neptune)

Centrifuga (Megafuge 16R)

Termostat (SteriCycle 371)

V desticky (Nunclon)

Laminarni box (HeraSAFE KS 12-biohazard)
Pratokovy cytometr (BD LSR Fortessa)

Vortex Mixer PV-1 (P-LAB)

Luminex® 100™ Instrument

Vakuovy odsava¢ (NOSHOK)

Ttepacka mikrotitracnich desticek PMS-1000 Grant-bio (P-LAB)
Sunrise — ELISA spektrofotometr TECAN (Schoeller)

2.2.6 Software

BD FACSDiva Software (BD)
FlowJo 8.5.2 (BD)

GraphPad Prism 6 (Trial)
Luminex 1.7 software

Bioreader Software Generation 16
Magellan 7.1
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2.3 Metody

2.3.1Separace PBMC z periferni krve sledovanych
pacientl pomoci gradientové centrifugace

a jejich zamrazeni

Periferni krev sledovanych pacientl jsme natedili v PBS v poméru 1:1 a navrstvili
na 15 ml Ficollu-Hypaque v 50 ml zkumavce. Buinky jsme centrifugovali (30 min,
1800 rpm) pii laboratorni teploté. Mononuklearni bunky, tj. monocyty a lymfocyty,
tvoii prstenec na povrchu vrstvy Ficoll-Hypaque, protoze maji niz$i hustotu. Bunky
Ssvyssi denzitou, jako jsou erytrocyty a granulocyty, se nachdzi pod vrstvou
Ficoll-Hypaque. Trombocyty ziistavaji v séru a kontaminuji frakci mononukledrnich
bunék na povrchu ficollového gradientu. Z tohoto divodu jsme builkky sebrané
z prstence PBMC ptenesli do 50 ml zkumavky a tfikrat promyli PBS pfi postupné se
snizujici rychlosti centrifugace (10 min 1200 rpm, 1000 rpm, 800 rpm), abychom
odstranili nezddouci desticky. PBMC izolované z periferni krve jsme spocitali pomoci
Biirkerovy komirky a zamrazili. Bunky jsme dlouhodobé skladovali v Dewarovée
nadobé¢ s tekutym dusikem pro dlouhodobé uchovani vzorkd.

Veskerou praci s builkami jsme provadéli v lamindrnim boxu a sterilnich

rukavicich, abychom zabranili kontaminaci bungk.

Plazma

PEMC

Ficoll Hypague

Granulecyty

Ficoll Hypaque

Obrazek 15. Schéma izolace PBMC (perifernich mononuklearnich bunék) z periferni

krve pacientu.
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2.3.2Detekce antigenné specifickych T lymfocytu

Prvni den protokolu jsme rozmrazili jednotlivé alikvoty PBMC odebrané béhem
terapie pacienta v nékolika ¢asovych bodech a spocitali jsme pomoci trypanové modii
pocet zivych bunck v Biirkerové komurce. Na zakladé vypoctu jsme buiiky napipetovali
do 96 jamkové U desti¢ky po 0,5M v celkovém objemu 100 pl T lymfocytarniho média
na jamku.

Druhy den protokolu jsme jednu jamku v destice u dané stanovované davky
kazdého pacienta ponechali jako negativni kontrolu (bez stimulace) a do zbylych jamek
jsme pridali pepmixy PSA, NY-ESO-1, MAGE-A1 a MAGE-A3 v koncentraci
2,5 ug/ml. Do posledni jamky jsme ptidali pepmix CEF, ktery nam slouzil jako
pozitivni kontrola. Pepmixy stimulované PBMC jsme inkubovali po dobu 10 dnii (37°C,
5% CO,). V priubéhu desetidenni kultivace PBMC s pepmixy jsme piidavali 20U/ml
IL-2 kazdy druhy den protokolu. Devaty den jsme buniky restimulovali stejnou smési
pepmixu, jako jsme pouzili v den 2 protokolu. Po 2 hodinach inkubace s pepmixy
(37°C, 5% CO,) jsme k buitkdm piidali brefeldin v koncentraci 1:1000 a inkubovali
jsme desti¢ku do druhého dne (37°C, 5% COy).

Posledni, desaty den protokolu jsme buiiky napipetovali do 96j V desticky,
centrifugovali (5 minut, 1500 rpm) a dvakrat promyli PBS. Po promyti jsme buiky
povrchoveé barvili pomoci protilatek anti-CD3 Pe-Cy5,5 1:20, anti-CD4 Pe-Cy7 1:25,
anti-CD8 PE-Dy590 1:20 a ViViD 1:200 v PBS inkubovali jsme (20 min, 4°C). Buiky
jsme dvakrat promyli PBS apfidali jsme 100 pl fixaéniho pufru nafedéného 1:3
s diluentem na jamku a inkubovali jsme ve 4°C po dobu 30 minut. Po inkubaci jsme
buiiky promyli pomoci nafedéné¢ho permeabiliza¢niho pufru (1:9 do destilované vody)
a poté jsme bunky barvili smési intracelularnich protilatek fedénych v permeabilizaénim
pufru - anti-IFN-y FITC 1:100, anti-IL-2 APC 1:30, anti-CD154PE 1:20 a krysi sérum
1:25. Inkubovali jsme opét po dobu 30 minut ve 4°C. Po inkubaci jsme buiiky promyli
a na zavér resuspendovali ve 100 pul PBS azméfili na pritokovém cytometru BD

Fortessa.
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2.3.2.1 Detekce pomoci prutokové cytometrie

Princip prutokové cytometrie

Pratokovy cytometr je zafizeni, které se pouziva pro analyzu bunék i jinych ¢astic
V suspenzi. Suspenze bunék je v pratokovém cytometru hnana pretlakem skrze maly
otvor ve kterém vznikne proud bunécné suspenze, ve kterém jsou buniky uspotadany
za sebou. Bunécnou suspenzi protind laserovy paprsek, ktery se po setkani s ¢astici
odrazi a rozptyli. V ptipadé, Ze je na ¢astice navazana molekula fluorochromt, vyzaii se
excitované (fluorescencni) svétlo. Diky pouziti rGznych protilatek konjugovanych
s mnoha fluorochromy lze detekovat soucasné piitomnost nékolika antigenti v kazdé
bunce. U kazdé bunky detektory zaznamenavaji bez zavislosti na fluorochromech dva
parametry — Side scatter (SSc) neboli svétlo odrazené a Forward scatter (FSc)
odpovidajici rozptylu svétla do malého odrazené¢ho thlu. VSechny tyto parametry jsou
zaznamenavany do pocitace ve form¢ matice nazvané listmode data pro pozdéjsi
analyzu. Tato data se dale analyzuji pomoci specidlniho softwaru. Pfikladem je program

FlowlJo, ktery je pouzivan béZné€ v nasi laboratofi.

odraZené
a excitované svétlo

Obrazek 16. Princip priitokové cytometrieii. Prevzato z (Bartinkova and Paulik 2005)
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Analyza dat z prutokového cytometru

Na pratokovém cytometru BD LSR Fortessa jsme zméfili ptiblizn¢ 100 000
bungk, které byly dale hodnoceny pomoci programu FlowJo 8.5.2 a analyzac¢ni strategie
na obrazku 17.

Pomoci parametru SSC (Side scatter) — granularita a FSC (Forward scatter) —
velikost bunky jsme vybrali zcelkové populace bunck piedpoklddanou populaci
T lymfocyti. Nasledn¢ jsme na zakladé znaku CD3 a ViViD urcili populaci zivych
T lymfocyti a ztéto populace jsme dale hodnotili populaci pomocnych CD4
a cytotoxickych CD8 T lymfocytt u kterych jsme déle sledovali intracelularni produkci
IFN-y (FITC).

VIVID 2
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Obrazek 17. Analyzacni strategie dat z prutokového cytometru.
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2.3.3Detekce antigen specifickych T lymfocyta
pomoci metody ELISPOT

Alternativni metodou k urceni antigen specifickych T lymfocyti je metoda
ELISPOT. Prvni den protokolu jsme do 96 jamkové desticky, ktera je soucasti
komeréniho kitu, napipetovali 25 pl 35% ethanolu a poté jsme inkubovali po dobu
30 sekund pfti laboratorni teploté. Po inkubaci jsme desticku 3x promyli 100 ul PBS
a nasledn¢ jsme pridali protilatku proti IFN-y 1:100 v PBS. Desticku s protilatkou jsme
inkubovali pies noc pii teploté 4°C. Druhy den jsme desticku 1x promyli 100 ul PBS
najamku a nasledn€¢ 2 hodiny blokovali pomoci 100 pl RPMI s 10% FBS pfi
laboratorni teploté. Do jamek potazenych protilatkou proti IFN-y jsme pipetovali
rozmrazené PBMC pacientd v mnozstvi 0,5M/jamku. Desticku jsme inkubovali po dobu
36 hodin pti 37°C a 5% CO,, dilezité bylo po celou dobu inkubace s destickou nehybat.

Posledni, ¢tvrty den pokusu jsme do desticky napipetovali 100 pul PBS s 0,05%
roztokem Tweenu a inkubovali 10 minut pii teploté 4°C. Po inkubaci jsme desti¢ku
3X promyli 100 pl PBS s0,05% roztokem Tweenu a pfidali jsme biotinylovanou
detek¢ni protilatku fedénou v PBS s 1% BSA 1:100 na jamku, a poté jsme desticku
inkubovali 1,5 hodiny pfi laboratorni teploté. Po inkubaci jsme desticku 3x promyli
100 ul PBS s 0,05% roztokem Tweenu. Pfidali jsme 100 ul HRP-FITC (horseradish
peroxidase-Fluorescein isothiocyanate), ktery jsme fedili 1:500 v PBS s 1% BSA
a desticku jsme inkubovali 1 hodinu pfi laboratorni teploté. Desticku jsme 3x promyli
100 pl PBS s50,05% roztokem Tween. Do desticky jsme napipetovali 100 pl
chromogenniho substratu AEC (3-amino-9-ethylcarbazole) a vyvolavali jsme reakci
po dobu 5-20 minut pfi laboratorni teploté. Substrat AEC je specificky §t€épen pomoci
HRP. Vysledkem této reakce je tvorba Cervenych spotl, které odpovidaji bunkam
produkujicim detekovany IFN-y. Na zavér jsme desticku oplachli destilovanou vodou

a po ususeni v lednici jsme desti¢ku méfili na ELISPOT readeru Bioreader 6000 E-o.
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Do 96 jamkové desticky se napipetuje 35% etanol a poté se dno
YUY YY) | jamky potahne protilatkou proti IFN-y.

i = Bunky se inkubuji v pFitOllInOSti antigenu. Po stimulaci uvoliuji

OP' Q{j t kYII které J Azi tilatky na dné jamk J
2 Cytokiny, Ktere se vazi na protila a e ja .

:gj @ y y y J y

Bunky jsou lyzovany. Detekéni protilatka proti IFN-y FITC je
pfidana a vaze se na zachycené cytokiny.
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Detekéni protilatky jsou pak vazané k anti-FITC-HRP na IFN-y.

i gp g

Nakonec jsou po inkubaci s AEC vyvinuty barevné
spoty. Bunky produkujici IFN-y davaji ¢ervené
spoty.

Obrazek 18. Zjednodusené schéma detekce antigen specifickych T lymfocytii pomoci
metody ELISPOT.

Princip a analyza dat pomoci metody ELISPOT

Metoda ELISPOT slouzi k identifikaci a stanoveni poctu bun¢k produkujicich
cytokiny. Na jejim konci nastdva vizualizace sekre¢niho produktu jednotlivych
aktivovanych nebo reagujicich bunék (obr. 19). Kazdé misto, které vizualné vznikne pii
testu, predstavuje jednu reaktivni buiiku. Test ELISPOT nam poskytuje kvalitativni

a kvantitativni analyzu.

Obrazek 19. Ukadzka jamek s negativni kontrolou, pozitivni kontrolou a vzorkem.
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2.3.4Detekce protilatek metodou ELISA

K detekci protilatek pomoci metody ELISA jsme pouzivali roztoky z Kitu
Antibody Pair Buffer kit od Invitrogen.

Vzdy den piedem jsme potahli dno jamek 96 jamkové desticky antigenem PSA
nebo MAGE-A3. Do desticky jsme pipetovali 50 ul antigenu v uhli¢itanovém pufru
na jamku v koncentraci 1 pg/ml a poté jsme desticku inkubovali pies noc pfi 4°C.

Druhy den jsme desticku 3x promyli promyvacim pufrem (Wash buffer) a ptidali
jsme na blokovani nespecifickych vazeb 200 ul blokovaciho pufru (Assay buffer)
najamku a desticku jsme inkubovali po dobu 1 hodiny pii laboratorni teploté.
Po inkubaci jsme desticku 3x promyli promyvacim pufrem a pridavali jsme 100 pl séra
konkrétnich pacientli na jamku v duplikatech a dvou koncentracich 1:100 a 1:200.
Pokud jsou v séru piitomné protilatky proti konkrétnim nadorovym antigeniim, mélo by
dojit k vazbé na antigen na dné jamky.

Desticku se vzorky jsme inkubovali po dobu 2 hodin pii laboratorni teploté
a na tiepacce. Desticku jsme promyli 5x promyvacim pufrem a poté jsme ptidali 100 pl
dete¢ni sekundarni protilatky IgG s navazanym enzymem kienova peroxiddza fedéné
1:50000 v blokovacim pufru. Desti¢ku jsme po piidani sekundarni protilatky inkubovali
po dobu 1 hodiny pii laboratorni teploté. Po inkubaci jsme desticku 7x promyli
promyvacim pufrem a nasledné jsme ptidali 100 pl substratu TMB (3,3
5,5;-tetramethylbenzidin) na jamku na zviditelnéni reakce. Desti¢ku jsme inkubovali
po dobu 20 minut pfi laboratorni teploté. Po inkubaci jsme reakci zastavili ptidanim
100 pl kyseliny chlorovodikové a desticku jsme méfili na ELISA readeru pfi vinové
delce 450 nm.

Jako negativni kontroly jsme pouzivali sérum zdravych darcii, od kterych jsme

potom stanovovali pozitivitu nebo negativitu pacientskych vzorki.
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2.3.58tanoveni cytokinlt pomoci technologie

Luminex

Na stanoveni cytokinového profilu pomoci metody Luminex jsme pouzivali
MILLIPLEX MAP kit od MILLIPORE. Pfi stanoveni jsme se drzeli postupu, ktery je
uveden v Kitu.

Nejprve jsme do 96 jamkové desticky dodavané spole¢né s kitem napipetovali
200 pl PBS a nechali desticku 10 min na tfepacce pii laboratorni teploté. PBS jsme
odstranili pomoci vakuové odsavacky. Poté jsme do pfislusnych jamek desticky ptidali
25 ul standardi (ze kterych se pocitd kalibracni kiivka) nebo kontrol a 25 pl
kultivaéniho media. Do jamek urcenych pro vzorky jsme napipetovali 25 pl vzorku
a25ul Assay Bufferu. Do vSech jamek jsme poté pridali 25 pl mixu kulicek
pro jednotlivé cytokiny. Desti¢ku jsme inkubovali po dobu 1 hodiny pfi laboratorni
teploté¢ na tfepacce. Po inkubaci jsme roztok odstranili pomoci vakuové odsdvacky
a desticku jsme 2x promyli promyvacim pufrem. Poté jsme do kazdé jamky ptidali
25 pl detekéni protilatky a inkubovali jsme 30 minut na tiepacce pfi laboratorni teplot¢.
Poté jsme ptidali 25 pl Streptavidin-phycoerythrinu a nasledovala dalsi 30 minutova
inkubace pfi laboratorni teplot¢ na tfepacce. Roztok jsme odstranili vakuovou
odsavackou. Na zavér jsme desticku 2X promyli promyvacim pufrem a ptidali jsme
150 pl hemasolu do kazdé jamky a 5 minut pfed méfenim dali desticku na tfepacku.
Mgfili jsme destidku na pristroji Luminex® 100™ Instrument. Naméfena data byla

vyhodnocena softwarem, ktery je soucasti celého systému.

Princip metody Luminex

Luminex je flexibilni analyzator zaloZeny na principu pritokové cytometrie.
Technologie je zajimava tim, Ze jako nosi¢e sond zde slouZzi polystyrenové
mikrokulicky o priméru 5,6 pm. Jednotlivé mikrokulicky jsou inertné znaceny
smichanim rtznych pomért dvou fluorescencnich barev (obr. 20). To umozZiuje
stanoveni az 100 analytl v jedné jamce s pouzitim velmi malého objemu vzork.
Mikrokulicky s navazanym vzorkem protékaji detekénim kandlem, skrze ktery

prochazeji dva laserové paprsky (obr. 21). Zde je snimana fluorescence uvnitf
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mikrokuli¢ek (identifikace mikrokuli¢ek) a na jejich povrchu (méfeni fluorescence

navazaného vzorku).

5.6 Microns

Bead Set 26

The bead is
impregnated
with the dye
mixture

Bead Set 21

Obrazek 20. Pouzivaji se polystyrenové kulicky, které jsou vnitiné obarveny cervenym
a infracervenym fluoroforem. Kazda kulicka ma riizné mnozstvi obou barviv a pomoci
riizného poméru mnozstvi jednotlivych barviv v danych kulickach je mozné stanovit
az 100 testii v jednom reakcnim objemu.

Prevzato z http://www.viracoribt.com/Learning-Lab/Luminex
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Obrazek 21. Luminex reader stanovi jednotlivé kulicky pomoci priitokové cytometrie.

Prevzato z http://www.viracoribt.com/Learning-Lab/Luminex
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2.4 Vysledky

2.4.1Detekce antigen specifickych T lymfocyta

v periferni krvi

U dvou sledovanych skupin pacient (biochemicky relaps a hormon refrakterni
pacienti), 1é¢enych ptipravkem DCVAC/PCa v ramci L/II. faze klinické studie, jsme
stanovili procento antigen specifickych T lymfocyti v periferni krvi. Jako vhodnou
a optimalizovanou metodu jsme zvolili intracelularni barveni INF-y produkujicich
CD4aCD8 T Ilymfocytt pomoci pratokové cytometrie. Tato metoda byla
optimalizovana V ramci mé bakalaiské prace (Bilkova 2012).

Periferni mononuklearni buiikky (PBMC) pacientl byly po rozmraZeni
stimulovany smési pepmixu, které odpovidaly konkrétnim testovanym nadorovym
antigenim (PSA, MAGE-A1, MAGE-A3, NY-ESO-1). Po desetidenni kultivaci byly
buiikky restimulovany pomoci stejného antigenniho pepmixu a barveny pomoci
intracelularniho protokolu na detekci IFN-y produkujicich bunék. Oproti teoretickym
predpokladiim vyplyvajicich z charakteru pouzivanych pepmixi jsme nezaznamenali
signifikantni odpovéd’ CD4 pomocnych T lymfocytd. Z tohoto divodu jsme se v dalsi
analyze zaméfili pouze na charakterizaci cytotoxickych CD8 T lymfocyti.

Hodnotili jsme procento antigen specifickych T lymfocyt v pribéhu celé terapie
v Sesti nezavislych davkach — pired aplikaci vakciny, v pribéhu aplikace (pfiblizné

vV 3mésic¢nich intervalech) a na jejim konci u vSech sledovanych pacient.

2.4.1.1 Skupina pacientu s biochemickym relapsem

Ve skupiné 23 pacientll jsme hodnotili procento antigen specifickych T lymfocyth
Vv periferni krvi proti nddorovym antigenim PSA, MAGE-A1, MAGE-A3 a NY-ESO-1.
Sledovali jsme piitomnost IFN-y produkujicich CDS8 cytotoxickych T lymfocyti
Vv priibéhu roc¢ni terapie v ramci Sesti nezavislych odbéra perifernich mononuklearnich

bun&k (PBMC).
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V priubéhu terapie jsme zaznamenali pfitomnost antigen specifickych T lymfocyti
proti antigenim PSA, MAGE-Al1 a MAGE-A3 v periferni krvi pacienti (obr. 22).
V piipadé nadorového antigenu NY-ESO-1 jsme nezaznamenali signifikantné zvysené
procento antigen specifickych T lymfocytt oproti skupiné zdravych darca. V piipadé
nadorového antigenu PSA jsme zaznamenali signifikantni zvySeni procenta antigen
specifickych T lymfocytl oproti skupiné zdravych darci u 10 pacienti (obr. 22).
U néddorového antigenu MAGE-A1 jsme zaznamenali signifikantni narGst antigen
specifickych T lymfocytt oproti skupiné zdravych kontrol u 6 pacientl, v piipadé
nadorového antigenu MAGE-A3 u 9 pacientt (obr. 22).
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Obrazek 22. Zastoupeni antigen specifickych T lymfocyti proti nadorovym antigeniim
PSA, MAGE-A1l, MAGE-A3 a NY-ESO-1 v periferni krvi u 23 pacientii ve skupiné

biochemicky relaps v priibéhu rocni terapie a skupiné 19 zdravych darcii.
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Pomoci neparametrického parového Wilcoxonova testu jsme u 23 pacientl
s biochemickym relapsem hodnotili pfitomnost antigen specifickych T lymfocyti proti
nadorovym antigenim PSA, MAGE-Al1 a MAGE-A3 pied zahajenim terapie
a po skonceni terapie (obr. 23). Pouze v piipadé nadorového antigenu PSA jsme
zaznamenali signifikantni nartst antigen specifickych T lymfocytd v periferni krvi pred
zahajenim terapie a po ukonceni terapie (**p<0.01). U zbyvajicich dvou nadorovych
antigeni MAGE-A1l a MAGE-A3 jsme nezaznamenali signifikantni narGst antigen

specifickych T lymfocyti v periferni krvi béhem imunoterapie (obr. 23).
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Obrazek 23. Procento antigen specifickych IFN-y produkujicich CD8 T lymfocytit proti
nadorovym antigeniim PSA, MAGE-Al a MAGE-A3 pred zahdjenim a po ukonceni

rocni terapie u 23 sledovanych pacientii ze skupiny biochemicky relaps.
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Procento antigen specifickych T lymfocytii proti nddorovym antigenim PSA,
MAGE-A1 a MAGE-A3 jsme porovnavali s procentem antigen specifickych
T lymfocyti v periferni krvi 19 zdravych darcti (obr. 24). Antigen specifické
T lymfocyty proti nddorovému antigenu PSA >4% jsme zaznamenali u 4 zdravych
déarct, proti nadorovému antigenu MAGE-A1l >4% u 5 zdravych darci a proti
nadorovému antigenu MAGE-A3 >4% pouze u jednoho zdravého darce. Procento
antigen specifickych T lymfocytt v periferni krvi sledovanych pacienti je signifikantné
zvyseno oproti procentu antigen specifickych T lymfocytd v krvi zdravych darci
v ptipadé T lymfocytl reagujicich s antigenem PSA (*p<0.05) a MAGE-A3 (*p<0.05).
V piipad¢ antigenu MAGE-AT1 rozdil neni statisticky signifikantni.
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Obrazek 24. Porovnani Zastoupeni antigen specifickych CDS8 IFN-y produkujicich
T lymfocytit proti nadorovym antigeniim PSA, MAGE-1 a MAGE-A3 ve skupine
23 sledovanych pacientii pred zahdjenim terapie a po ukonceni terapie se skupinou

19 zdravych darcil.
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Zastoupeni antigen specifickych T lymfocytt v periferni krvi u 23 sledovanych
pacientd jsme korelovali s klinickym parametrem PSA-DT. Jak bylo uvedeno v tvodu
mé diplomové prace, ve skupin¢ pacientli s biochemickym relapsem nemame
k dispozici kli¢ovou informaci o pfezivani pacientl. Proto jako parametr hodnotici
prubéh jejich onemocnéni pouzivame hodnotu PSA-DT. Skupinu 23 pacientli jsme
rozdélili pomoci medianu na pacienty s pozitivni a negativni odpovédi proti sledovanym
nadorovym antigentim (obr. 25). Ve skupiné 23 sledovanych pacientl jsme zaznamenali
statisticky signifikantni korelaci (*p<0.05) mezi pfitomnosti antigen specifickych
T lymfocytd proti nadorovému antigenu PSA a MAGE-3 a vys$s$i hodnotou PSA-DT
(obr. 25).
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3001 * p<0,05 200 * p<0,05
e — P
200-
| eee
- 150 eo0e
= 100- =
a 100 n o
< < 100- °
» 2
o . o
50+ . = 50- ..
® o —— s aa®
[ ] ° = = I | ® o : ® ‘-'.'.'.'.'-
G T 1 c L) L)
Pos Neg Pos Neg

Obrazek 25. Korelace zastoupeni antigen specifickych T lymfocytii proti nadorovym
antigeniim PSA a MAGE-A3 s hodnotou PSA-DT u 23 pacientii ve skupiné biochemicky

relaps
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2.4.1.2 Skupina pacientd s kastracné rezistentnim
karcinomem prostaty

Ve skupin¢ 23 pacientl jsme hodnotili procento antigen specifickych T lymfocytt
Vv periferni krvi proti nadorovym antigenim PSA, MAGE-Al a MAGE-A3. Sledovali
jsme ptitomnost IFN-y produkujicich CD8 cytotoxickych T lymfocytl v prabéhu ro¢ni
terapie v ramci Sesti odbéri perifernich mononukledrnich buné¢k (PBMC)
Vv cca 3mésicnich intervalech.

V pribehu terapie jsme zaznamenali piitomnost antigen specifickych T lymfocytt
proti antigenim PSA, MAGE-A1 a MAGE-A3 (obr. 26). Z divodu nedostatku
materialu jsme u této skupiny pacientii nestanovovali antigen specifické T lymfocyty
proti nddorovému antigenu NY-ESO-1.

V ptipadé¢ nadorového antigenu PSA jsme zaznamenali signifikantni zvySeni
procenta antigen specifickych T lymfocyt oproti skupiné zdravych darct u 11 pacientli
(obr. 26). U nédorového antigenu MAGE-A1 jsme zaznamenali signifikantni narist
antigen specifickych T lymfocytd oproti skupiné zdravych kontrol u 6 pacientt
a U nadorového antigenu MAGE-A3 u 3 pacientt (obr. 26).
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Obrazek 26. Zastoupeni antigen specifickych T lymfocytii proti nadorovym antigeniim
PSA, MAGE-A1 a MAGE-A3 v periferni krvi u 23 pacientii ve skupiné hormon
refrakternich pacienti v pribehu rocni terapie a skupiné 19 sledovanych zdravych

darcu.
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Pomoci neparametrického parového Wilcoxonova testu jsme u 23 pacientl
S hormon refrakternim karcinomem prostaty hodnotili pfitomnost antigen specifickych
T lymfocyta proti nadorovym antigeniim PSA, MAGE-Al a MAGE-A3 pied zahajenim
terapie a po skonceni terapie (obr. 27). Ve skupiné pacientii s kastracné rezistentnim
karcinomem prostaty jsme zaznamenali podobny trend jako u piedchozi skupiny
pacientd. Ve skupiné¢ 23 sledovanych pacienti dochazi k signifikantnimu zvyseni
procenta antigen specifickych T lymfocyti pouze proti nadorovému antigenu PSA
(*p<0.05). Procento antigen specifickych T lymfocytu proti MAGE-Al a MAGE-A3

nadorovym antigentim se signifikantné neméni.
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Obrazek 27. Rozdil procenta antigen specifickych T lymfocytu pred a po ukonceni
lécby proti nadorovym antigeniim PSA, MAGE-A1 a MAGE-A43 u 23 pacientii s hormon

refrakternim karcinomem prostaty.
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Procento antigen specifickych T lymfocytl proti nadorovym antigenim PSA,
MAGE-A1 a MAGE-A3 jsme porovnavali s procentem antigen specifickych
T lymfocyti v periferni krvi 19 zdravych darcii (obr. 28).

Procento antigen specifickych T lymfocytt v periferni krvi sledovanych pacientt
je signifikantné zvySeno oproti procentu antigen specifickych T lymfocytd v krvi
zdravych darci v ptipadé PSA specifickych T lymfocyti (¥p<0.05) a MAGE-Al
(*p<0.05). V piipad¢ nadorového antigenu MAGE-A3 rozdil neni statisticky

signifikantni.
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Obrazek 28. Porovnani procenta antigen specifickych T lymfocytu proti nadorovym
antigeniim PSA, MAGE-A1 a MAGE-A3 u 23 pacientii s hormon refrakternim

karcinomem prostaty pred lécbou a PO ukonceni terapie s 19 zdravymi darci.

Zastoupeni antigen specifickych T lymfocyti v periferni krvi u 23 sledovanych
pacientli jsme korelovali s délkou ptezivani konkrétnich 1écenych pacienti. Jak bylo
uvedeno v ivodu mé diplomové prace, ve skupiné pacientl s kastracné rezistentnim
karcinomem prostaty je klicovym klinickym parametrem ke sledovani G¢innosti 1écby
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délka prezivani, kterou mizeme pouzivat ke korelaci se sledovanymi imunologickymi
parametry. Skupinu 23 pacienti jsme pomoci mediant statisticky rozd¢lili na pacienty
S pozitivni a negativni odpovédi proti sledovanym nadorovym antigenim PSA,
MAGE-A1 a MAGE-A3. Vynesenim hodnot délky preziti do Kaplan-Meierovy kiivky
pro jednotlivé nadorové antigeny jsme ziskali grafy (obr. 29) zndzornujici korelaci
jednotlivych parametrt s délkou prezivani ve skupiné 23 sledovanych pacientt.
U hodnocenych pacientii jsme zaznamenali statisticky nesignifikantni trend znazornujici
horsi prognozu pacienti s vysSim procentem antigen specifickych T lymfocyth proti

PSA, MAGE-Al1 a MAGE-A3 v periferni krvi.
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Obrazek 29. Kaplan-Meierova kfivka zobrazujici zavislost zastoupeni antigen
specifickych T lymfocytii proti nadorovym antigeniim PSA, MAGE-Al1 a MAGE-A3
S hodnotou OS (overall survival) u 23 pacientit s kastracné rezistentnim karcinomem

prostaty.
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2.4.1.3 Porovnani dvou metod detekce antigen
specifickych T lymfocyta v periferni krvi

Ziskana data jsme se rozhodli ovéfit pomoci metody ELISPOT, k detekci antigen
specifickych T lymfocytl, pouZivané v ramci né€kterych klinickych studii. Kontrolni
meéfeni jsme provedli na skuping 12 pacientl, u kterych jsme znali procento antigen
specifickych T lymfocyti proti PSA, MAGE-Al a MAGE-A3 v periferni krvi. Tyto
pacienty jsme zaroven analyzovali pomoci metody ELISPOT.

Nejvétsi odpovéd’ ve skupin€ 12 sledovanych pacientli jsme zaznamenali proti
nadorovym antigenim PSA, MAGE-Al1 a MAGE-A3, coz odpovida vysledkiim
ziskanym pomoci pratokové cytometrie (obr. 30). Pomoci korelaéni matice jsme
porovnavali vysledky ziskané pomoci dvou sledovanych metod (obr. 32). V ptipadé
nadorového antigenu PSA (*p<0.05) a MAGE-A3 (*p<0.05) jsme zaznamenali piimou
korelaci mezi procentem antigen specifickych T lymfocyti detekovanych pomoci
pratokové cytometrie a poftem spotl zméfenych pomoci metody ELISPOT. Tyto
vysledky dokazuji, Ze nami zvolend metodika prutokové cytometrie je relevatni

a vhodné optimalizovana.
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Obrazek 30. Reprezentativni obrazek zobrazujici spoty na ELISPOT desticce
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Obrazek 31. Korelacni zavislost mezi procentem antigen specifickych T lymfocytu proti

nadorovym antigeniim PSA a MAGE-A3 detekovanych pomoci cytometrické analyzy

a poctu spotii detekovanych metodikou ELISPOT u 12 sledovanych pacientii.
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2.4.2 Sledovani humoralni odpovédi - detekce

protilatek proti nadorovym antigeniim

V dalsi casti mé diplomové prace jsme charakterizovali humoralni odpoveéd
pacientd z obou sledovanych skupin 1é¢enych v ramci I./II. faze klinické studie
DCVAC/PCa. Pomoci metody ELISA jsme sledovali pfitomnost IgG protilatek proti
nadorovym antigenim PSA a MAGE-A3 Vv séru pacientil.

2.4.2.1 Skupina pacientu s biochemickym relapsem

Ve skupiné 23 pacientli jsme hodnotili pfitomnost specifickych IgG protilatek
proti nadorovym antigenim PSA a MAGE-A3 v séru pacientli. V pribéhu terapie jsme
zaznamenali pfitomnost IgG protilatek proti nddorovému antigenu PSA u 15 pacientt

a pfitomnost IgG protilatek proti MAGE-A3 u 11 pacient (obr. 32).
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Obrazek 32. Detekce IgG protilatek proti nadorovéemu antigenu PSA a MAGE-A3

ve skupiné 23 sledovanych pacienti.
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Pritomnost protilatek proti nadorovym antigenim v séru pacientd jsme korelovali
s parametrem PSA-DT (obr. 33). Ve skupiné 23 pacientil jsme zaznamenali statisticky
signifikantni korelaci mezi pfitomnosti protildtek proti nddorovému antigenu PSA
a vy$$i hodnotou PSA-DT (*p<0,05). Korelace mezi pfitomnosti protilatek proti
nadorovému antigenu MAGE-A3 a hodnotou PSA-DT neni statisticky signifikantni.
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Obrazek 33. Graf znazornujici korelaci protilatek IgG proti nadorovym antigeniim PSA
a MAGE-A3 a hodnotou PSA-DT.

Dale jsme korelovali pfitomnost protilatek proti nddorovym antigenim PSA
a MAGE-A3 v séru s procentem antigen specifickych CD8 T lymfocytt v periferni krvi
sledovanych pacientd (obr. 34). Ani v jednom piipad¢ jsme nezaznamenali statisticky
signifikantni zavislost mezi procentem antigen specifickych T lymfocytl a pfitomnosti

protilatek proti konkrétnimu nadorovému antigenu.
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Obrazek 34. Graf znazornujici korelaci mezi pritomnosti IgG protilatek v séru pacientii
a procentem antigen specifickych T Ilymfocytu proti nadorovym antigenum PSA
a MAGE-A3.
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2.4.2.2 Skupina pacientd s kastracné rezistentnim
karcinomem prostaty

Ve skupin¢ 20 pacientli jsme hodnotili pfitomnost specifickych IgG protilatek
proti nddorovym antigentiim PSA a MAGE-AS3 v séru pacientl. V pribchu terapie jsme
zaznamenali pfitomnost IgG protilatek proti nddorovému antigenu PSA u 6 pacientl

a pritomnost IgG protilatek proti MAGE-A3 u 8 pacientt (obr. 35).
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Obrazek 35. Detekce IgG protilatek proti ndadorovému antigenu PSA a MAGE-A3

ve skupine 20 sledovanych pacientii.

Dale jsme i v této skupin€ pacientl korelovali pfitomnost pozitivnich protilatek
proti nddorovym antigenim PSA a MAGE-A3 Vv séru s procentem antigen specifickych
CD8 T lymfocytti v periferni krvi sledovanych pacienti (obr. 36). Opét jsme
nezaznamenali statisticky signifikantni zavislost mezi procentem antigen specifickych

T lymfocyti a pfitomnosti protilatek proti konkrétnimu nadorovému antigenu.
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Obrazek 36. Graf znazornujici korelaci mezi pritomnosti IgG protilatek v séru pacientit
a procentem antigen specifickych T lymfocytiim proti nadorovym antigeniim PSA
a MAGE-AS.

Déle jsme korelovali pfitomnost IgG protilatek proti nddorovym antigenim PSA
a MAGE-A3 s hodnotou OS (overall survival) u pacientti v této skupiné (obr. 37).

Vynesenim hodnot délky pteziti do Kaplan-Meierovy kiivky jsme ziskali grafy
znazornujici korelaci pfitomnosti IgG protilatek na délce prezivani ve skupiné
20 sledovanych pacientt.

V ptipadé IgG protilatek proti nddorovému antigenu PSA jsme zaznamenali
statisticky signifikantni zavislost mezi pfitomnosti protilatek a lepsi prognézou pacientt
(*p<0.05). V ptipadé IgG protilatek proti nadorovému antigenu MAGE-A3 jsme

zaznamenali podobny trend, vtomto piipadé vSak bez statisticky signifikantni

zavislosti.
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Obrazek 37. Kaplan-Meierova kiivka zndzornujici zavislost pritomnosti protilatek 19G
proti nadorovym antigeniim proti PSA a MAGE-A3 a hodnotou prezivani sledovanych

pacientii.
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2.4.3Produkce cytokinu

U 23 pacientli ze skupiny biochemicky relaps jsme sledovali pomoci metody
Luminex cytokinovy profil perifernich mononukledrnich bunék. Pomoci kitu
MILLIPLEX MAP jsme hodnotili produkci 9 cytokinid IL-6, IL-10, IFN-y, TNF-a,
IL-13, IL-17, IL-2, IL-4 a IL-5 u jednotlivych pacientl ve tiech sledovanych nabérech
V pribéhu ro¢ni terapie — pied terapii, v prib¢hu terapie (3. davka) a po dokonceni
terapie.

U kazdého pacienta jsme porovnavali hladinu konkrétniho cytokinu
U nestimulovanych buné¢k a u bun€k stimulovanych pepmixem PSA. Supernatant jsme
u téchto podminek odebirali ve dvou ¢asovych intervalech po 24 a 72 hodinach. Mezi
témito Ctyifmi podminkami jsme nezaznamenali signifikantni rozdily. Z tohoto divodu
v grafech uvadime pouze vysledky ziskané stimulaci PBMC pomoci PSA pepmixu
a supernatantu odebiraného po 72 hodinach.

Pomoci metody Luminex jsme zaznamenali u 23 sledovanych pacientll pouze
ptitomnost cytokini IFN-y, TNF-a, IL-6 a IL-10 (obr. 38). U ostatnich méfenych
cytokinti (IL-13, IL-17, IL-2, IL-4 a IL-5) jsme nezaznamenali signifikantné¢ méfitelnou
hodnotu.

Do skupiny Thl sledovanych cytokinii patii IFN-y a TNF-a, které jsou
produkované aktivovanymi T lymfocyty. V ptipadé cytokinu IFN-y jsme zaznamenali
nesignifikantni nartist produkce v pribéhu terapie. V piipadé¢ cytokinu TNF-a jsme
zaznamenali produkci tohoto cytokinu ve vSech sledovanych casovych bodech (pted,
Vv pritbéhu a po skoceni terapie), avsak bez vlivu imunoterapie.

V ptipadé cytokinu IL-6, ktery je produkovany zejména Th2 lymfocyty
a B lymfocyty, jsme zaznamenali v pribéhu terapie nesignifikantni narust, zatimco
Vv pfipad€ imunosupresivniho cytokinu IL-10 jsme zaznamenali nesignifikantni pokles

produkce béhem rocni terapie.

Z diavodu nedostatku materialu jsme u druhé skupiny pacientd s hormon

refrakternim karcinomem prostaty cytokinovy profil PBMC nestanovovali.
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Obrazek 38. Grafy znazornujici kinetiku produkce cytokinu IFN-y, TNFa, IL-6 a IL-10

PBMC ve skupiné 23 pacientii s biochemickym relapsem v prithéhu rocni terapie.
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3 DISKUZE

Karcinom prostaty je nejrozsifenéjSi nadorové onemocnéni u muzi a tieti
nejcastej$i nddorové onemocnéni po nadoru plic a tlustého stieva v celkové populaci.
Z divodu omezenych moznosti 1é€by pokrocilého stadia onemocnéni je tfeba hledat
nov¢ terapeutické moznosti jak pokrocilych stadii, tak ¢asnych s cilem zabranit nebo
zpomalit progresi onemocnéni. Pomala progrese onemocnéni a existence specifickych
nadorovych antigent (PSA, PAP a PSMA) tvofi karcinom prostaty idealnim
pro testovani imunoterapeutickych ptipravka. Pravé z téchto divodu byla provedena
U karcinomu prostaty fada klinickych studii fdze II arandomizovanych studii faze
Il s riznymi imunoterapeutickymi preparaty. Viibec prvni imunoterapeuticky ptipravek
schvaleny americkou FDA snazvem Sipuleucel-T, se jiz 4 roky pouziva v terapii
karcinomu prostaty.

Imunoterapie na bazi dendritickych bunék testovana firmou Sotio a.s. pfedstavuje
unikatni technologii. K vyvolani komplexni imunitni odpovédi v téle pacienta jsou
pouzity vlastni dendritické bunky aktivované Sirokym spektrem nadorovych antigend.
Timto se vyznamné zlepSuje jejich schopnost zah4jit imunitni odpovéd’ organismu proti
nadorovym bunkam. Aplikace vakciny je provadéna opakované v né€kolika davkach
vV pribe¢hu jednoho roku terapie, ¢imz dochazi k dlouhodobé aktivaci imunitniho
systétmu. V pfipadé¢ pacienti s kastracn€é rezistentnim karcinomem prostaty je
imunoterapie kombinovana s chemoterapii, kde na zakladé teoretickych ptedpokladi
ocekavame podplrny efekt obou pfistupli. Imunoterapeuticky ptipravek byl testovan
vramci L/II. faze klinické studie na skupiné 23 pacientd s biochemickym relapsem
a 23 pacienti s kastracné rezistentnim karcinomem prostaty. V soucasné chvili probihaji
4 studie faze II a nové byla zahajena III. faze randomizované multicentrické studie

s nazvem VIABLE, ktera bude probihat v ramci EU a USA.

Pro hodnoceni u¢innosti imunoterapie dosud neexistuje idedlni parametr. Snahou
vyzkumniki 1 farmaceutickych firem je nalézt jednoduSe stanovitelny laboratorni
,biomarker”, ktery by koreloval s klinickymi nebo jinymi G¢innymi parametry. Cilem
mé prace bylo hodnoceni UCinnosti terapie z hlediska sledovani kli¢ovych

imunologickych parametri pacientd 1écenych vakcinou DCVAC/PCa. Cilem
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imunoterapeutick¢é vakciny DCVAC je aktivovat populaci antigen specifickych
T lymfocytd, které budou schopné odhalit a ni¢it nddorové builky v téle pacienta
a zabranit tak progresi onemocnéni. Tento proces by mohl stabilizovat a zpomalit rozvoj
nadorového onemocnéni, a tak prispét k lepsi progndze pacientt.

U pacienti ze skupiny biochemického relapsu a s kastracné rezistentnim
karcinomem prostaty, 1é¢enych vakcinou DCVAC, jsme nejprve sledovali procento
antigen specifickych T lymfocyti proti naddorovym antigenim PSA, MAGE-A1,
MAGE-A3 a NY-ESO-1 v periferni krvi béhem roc¢ni terapie. V soucasné dobé je
k dispozici fada testi monitorujicich procento antigen specifickych T lymfocyti
Vv periferni krvi pacienttl. Mezi nejbéznéjsi techniky pouzivané
V monitorovani klinickych studii patfi metoda ELISPOT, cytometrickd analyza IFN-y
produkujicich T lymfocytl a pouZziti nddorove specifickych tetramerli. Ze zminénych
technik jsme po dlouhodobé optimalizaci zvolili metodu detekce IFN-y produkujich
T lymfocytd pomoci pritokové cytometrie. Metoda je sice Casové narocna, avSak
podava jasnou informaci o fenotypu méfenych bunék, na rozdil od zminéného
ELISPOTU a je aplikovatelna pro vSechny pacienty bez ohledu na MHC restrikci
na rozdil od zminénych tetramerii. Ve skuping pacientti s biochemickym relapsem jsme
zaznamenali zvySené procento antigen specifickych T lymfocytli proti naddorovym
antigenim PSA, MAGE-A1l a MAGE-AS3 vV periferni krvi oproti skupiné zdravych
kontrol. V pfipadé¢ nadorového antigenu NY-ESO-1 jsme nezaznamenali piitomnost
protinadorovych T lymfocytl v periferni krvi. Tato skute¢nost nejspis souvisi s nizkou
expresi tohoto nddorového antigenu na povrchu nadorové linie LNCap, jak bylo
popsédno v avodu mé prace. Ve skupiné 23 sledovanych pacientii jsme detekovali
antigen specifické CD8 T lymfocyty proti nddorovym antigenim PSA, MAGE-Al
a MAGE-A3 vrozpéti od 3 do 25%. Navzdory teoretickym piredpokladim, které
vyplyvaji z vlastnosti pouzivanych pepmixu se specifitou k MHC molekulam
I. i Il. tfidy, jsme v8ak nezaznamenali CD4 T lymfocytarni odpovéd’.

Ve skupiné 23 pacientil s biochemickym relapsem jsme zaznamenali signifikantni
nartst procenta antigen specifickych T lymfocytd proti PSA antigenu po ukonceni 1écby
ve srovnani s obdobim pted zahdjenim. V ptipadé¢ nddorového antigenu MAGE-Al
a MAGE-A3 jsme nezaznamenali signifikantni néardst procenta antigen specifickych
T lymfocytd. V druhé skupiné sledovanych pacientli s kastraéné rezistentnim
karcinomem prostaty jsme zaznamenali obdobné vysledky. V periferni krvi jsme

detekovali pfitomnost antigen specifickych CD8 T lymfocytl pouze proti nddorovym
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antigenim PSA, MAGE-Al a MAGE-A3. Op¢t jsme zaznamenali signifikantni narist
antigen specifickych T lymfocyti po ukonceni 1écby ve srovnani s vySetienim pied
zahajenim 1écby pouze u nadorového antigenu PSA. V pfipadé antigeni MAGE-Al
a MAGE-A3 nebyla odpovéd’ signifikantni.

Z publikovanych studii o monitorovani imunologickych parametri v ramci
klinického testovani vime, Ze procento antigen specifickych T lymfocyti miize
korelovat s lepsi progndzou 1é¢enych pacientd. Tento trend byl zaznamenan v prub&hu
III. faze klinické studie piipravku Provenge firmy Dendreon publikované v Casopise
Cancer Immunology Immunotherapy v roce 2012 a k obdobnému zavéru dosla i studie
ptipravku ProstVac firmy Bavarian Nordic z roku 2010. Sheik NA et al popisuji, Ze
Sipuleucel-T ve skupiné pacientti s CRPC indukuje procento PAP antigen specifickych
T lymfocytl, jejichZ ptitomnost koreluje s lepsi prognoézou 1é€enych pacientli. Podobné
Gulley JL et al poukazuji na statisticky vyznamnou korelaci mezi pfitomnosti antigen
specifickych T lymfocytd proti PSA v krvi pacientli a prodlouzenou dobou pfteziti.
Z tohoto divodu jsme se rozhodli korelovat zastoupeni procenta antigen specifickych
T lymfocyt s klinickymi parametry, jako jsou PSA-DT u pacientii s biochemickym
relapsem a délkou pfezivani u pacienti s CRPC. V piipadé prvni zminéné skupiny
pacientdi jsme nalezli pomoci korela¢niho testu statisticky signifikantni zavislost mezi
vy$§im procentem antigen specifickych T lymfocytl a vy$si hodnotou PSA-DT. Tato
skutecnost by odpovidala teoretickému ptredpokladu, Ze pacienti s vy$§im procentem
antigen specifickych T lymfocyti 1épe kontroluji naddorovy riist, coz se mize odrazit
v parametru PSA-zdvojovaciho Casu. V ptipad¢ druhé skupiny sledovanych pacientt
S CRPC jsme korelovali pfitomnost antigen specifickych T lymfocytlh s délkou
prezivani. V tomto pfipad¢ jsme nezaznamenali statisticky signifikantni vysledek, ktery
muze vyplyvat z malého mnozstvi subjekti pfitomnych ve studii. Data o pfitomnosti
antigen specifickych T lymfocytt v periferni krvi u obou skupin pacientli naznacuji
pozitivni vliv vakcinace pomoci DCVAC. Nicméné potvrzeni téchto vyznamnych
vysledkii ndm pfinese teprve rozséhlé testovani na vétSim poctu subjektd v ramci
I1. a Ill. faze klinické studie, které byly zahajeny v letech 2013 a 2014.

Z diivodu ovéfeni spravnosti naméfenych dat jsme vysledky ziskané pomoci
cytometrické analyzy korelovali s alternativni a bézné vyuzivanou metodou ELISPOT.
Ve skupiné 12 pacientll jsme zaznamenali pfimou korelaci mezi procentem antigen
specifickych T lymfocytl a poctem spotli detekovanych proti konkrétnimu nddorovému

antigenu (PSA a MAGE-A3). Tento test nam ovéfil vysledky ziskané pomoci prutokové
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cytometrie a potvrdil spravnost naSi analyzy. Pouziti této metodiky, diky jeji
spolehlivosti a pfesnosti, planujeme v rozsahlé kohorté pacienti v ramci II. a III. faze

klinické studie.

Dale jsme se zaméfili na sledovani protinddorové specifické humoralni odpovédi
v séru pacientl, pomoci detekce IgG protilatek proti nddorovym antigenim PSA
a MAGE-A3. Ve skupiné¢ pacientli s biochemickym relapsem jsme zaznamenali
pritomnost pozitivnich IgG protilatek proti nadorovému antigenu PSA u 15 pacienta
a proti nddorovému antigenu MAGE-A3 u 11 pacientl. V pifipadé¢ druhé skupiny
pacienti s CRPC jsme detekovali pfitomnost pozitivnich protilatek v mensi mite. IgG
protilatky proti PSA byly detekovany u 6 pacientd a proti nadorovému antigenu
MAGE-A3 u 8 pacientll. Opét jsme provedli statistickou analyzu korelace ptitomnosti
protilatek v séru s vhodnym klinickym parametrem. Higano C. a kolektiv v Casopise
Cancer popisuji pozitivni korelaci mezi pfitomnosti protilatek proti nadorovym
antigenim a lepSi prognézou pacientii lécenych v radmci I/II faze klinické studie
ptipravkem GVAX.

V piipad¢ pacienti s biochemickym relapsem jsme zaznamenali statisticky
signifikantni zavislost mezi pfitomnosti protilatek proti PSA a MAGE-A3 antigenu
a vyssi hodnotou PSA-DT. U pacientti s CRPC jsme zaznamenali signifikantni zavislost
mezi pritomnosti pozitivnich IgG protilatek proti PSA a delSi dobou preZiti.
U nédorového antigenu MAGE-3 jsme zaznamenali podobnou zévislost bez statistické
signifikance.

Dalsi aplikovanou metodou z technickych diivodd provedenou pouze ve skupiné
pacientt s BR bylo sledovani cytokinového profilu PBMC pomoci metody LUMINEX.
Metodou jsme sledovali ptitomnost 9 aktivacnich i supresivnich cytokina (IL-6, IL-10,
IFN-y, TNF-a, 1L-13, IL-17, IL-2, IL-4 a IL-5) pted, v prubéhu terapie a po ukonceni
terapie. Ze skupiny méfenych cytokinli jsme detekovali pritomnost 2 aktiva¢nich Thl
cytokini IFN-y a TNF-a, jejichz hlavni funkci je aktivace APC. V ptfipad¢ IFN-y jsme
zaznamenali nesignifikantni nartist produkce cytokinu v pribéhu terapie. MnoZstvi
produkovaného cytokinu TNFa se v prub€hu terapie neméni. Stejné tak mnozstvi IL-6
cytokinu produkovaného populaci Th2 lymfocytlh a B lymfocyti se v priabehu terapie
signifikantné neméni. Mnozstvi produkovaného imunosupresivniho cytokinu IL-10 se
Vv pritbéhu terapie nesignikantné sniZzovalo. Tento fakt mlze souviset se skutec¢nosti, Ze

pred aplikaci imunoterapie dochézi k redukci populace T-regula¢nich lymfocyti pomoci
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metronomického cyklofosfatu poddvaného v davce 50mg po dobu jednoho tydne.
Sledovani cytokinového profilu ve skupin€é 23 pacienti ndm nepodalo statisticky
signifikantni informace o odpovédi pacienti na lécbu pripravkem DCVAC. Mozné
vysvétleni pfinasi sledovani cytokinového profilu v celé populaci PBMC bez ptedchozi
izolace T-lymfocytl, jez by mohlo zvysit specifitu provadéného meéteni. Tento krok
vSak nebyl ztechnickych divodi mozny. Z divodu malého mnozstvi dostupného
materidlu a financni nérocnosti provadéného testu LUMINEX, nebudeme tento test
rutinné provadét v ramci I1. a I11. faze klinické studie.

Sledovani imunitnich parametrd, pacienti léCenych v ramci L/II. faze klinické
studie ptipravkem DCVAC/PCa nam piineslo velice cenna data o aktivaci antigen
specifické bunécné 1 humoralni odpovédi pomoci imunoterapie. Vzhledem k tomu, zZe
studie byla jednoramenna, nemame srovnani, jak se imunitni parametry méni v prib&hu
onemocnéni v kontrolni skupiné bez imunoterapie. Odpovédi na tyto otdzky nam
pfinese analyza vzorkll ziskdvanych v pribéhu klinického hodnoceni faze II a III
klinické studie pacientli léCenych piipravkem DCVAC/PCa, kterou planujeme

Vv nésledujicich letech.
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4 ZAVER

Cilem mé diplomové prace bylo sledovat imunitni parametry u dvou skupin
pacient s karcinomem prostaty (pacienti s biochemickym relapsem a hormon
refrakternim stadiem), zatazenych Vv I/Il. fazi klinickych studii a 1é¢enych
imunoterapeutickym pfipravkem DCVAC/PCa. Pomoci tfi metod zamétenych
nasledovani bunécné a humordlni imunity jsme u pacienti sledovali aktivaci
protinadorove specifické odpovédi.

Zaznamenali jsme pritomnost zvySeného procenta antigen specifickych CDS8
T lymfocytd proti nddorovym antigenim PSA, MAGE-Al a MAGE-A3 v periferni krvi
pacientli obou sledovanych skupin oproti skupiné zdravych kontrol. Pouze v ptipadé
testovaného nadorového antigenu NY-ESO-1 jsme nezaznamenali signifikantné
zvySené procento antigen specifickych T lymfocyti oproti skupiné zdravych kontrol.
V obou skupinach sledovanych pacientli jsme zaznamenali signifikantné se zvysujici
procento antigen specifickych CD8 T lymfocyti proti nddorovému antigenu PSA pied
lécbou a po ukonceni lécby. Pfitomnost vyS§iho procenta antigen specifickych CD8
T lymfocytd proti antigenu PSA a MAGE-A3 pozitivn¢ korelovala s vyssi hodnotou
PSA-DT pacientii ze skupiny biochemicky relaps. U pacientli s hormon refrakternim
karcinomem prostaty jsme nezaznamenali statisticky signifikantni korelaci mezi délkou
preziti a procentem antigen specifickych T lymfocytii v periferni krvi.

Zaroven jsme v séru nekterych pacientli zaznamenali pfitomnost protilatek IgG
proti antigenu PSA a MAGE-A3. Ve skupiné pacient s biochemickym relapsem jsme
zaznamenali statisticky signifikantni zavislost mezi pfitomnosti protilatek proti antigenu
PSA a vyssi hodnotou PSA-DT, tuto korelaci jsme nezaznamenali Vv ptipadé
nadorového antigenu MAGE-A3. U hormon refrakternich pacientd piitomnost
pozitivnich protilatek proti nddorovému antigenu PSA v séru signifikantné korelovala
Slepsi prognézou pacienti (u nadorového antigenu MAGE-A3 byl tento trend
nesignifikantni).

U pacientli s biochemickym relapsem jsme sledovali pfitomnost nékterych
cytokinli produkovanych PBMC v pribéhu terapie a zaznamenali jsme nesignifikantni
nartst cytokinu IFN-y anesignifikantni pokles imunosupresivniho cytokinu IL-10.

MnozZstvi cytokinu IL-6 a TNF-a se v pribéhu terapie signifikantn€ neménilo.
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Sledovani imunitnich parametri u pacientii lé¢enych piipravkem DCVAC/PCa
v ramci L/I1. faze klinické studie ndm piineslo velice cennd data o antigen specifické
bunécné 1 humoralni odpovédi. Pouze klinické testovani téchto parametrii na veétsi
kohorté¢ pacientii oproti skupiné placebo vSak piinese potvrzeni téchto vysledki
a statisticky cenna data, kterd by mohla vést k registraci tohoto ptipravku. Na zaklad¢
téchto dat planujeme rozsahlé testovani zminénych parametrt v ramci II. a III. faze
klinické studie pacientti 1éCenych ptipravkem DCVAC/PCa v nasledujicich letech. Tato
diplomova prace pfispéla mj. k vybéru spektra metod, relevantnich pro sledovani

protinadorové imunitni reakce u pacientd s karcinomem prostaty.
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