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Abstrakt

Imunogenni bunéénd smrt (ICD) je charakterizovana piitomnosti specifickych
molekul, mezi které patii na povrchu exprimovany kalretikulin (CRT) a proteiny teplotniho
Soku HSP70 a HSP90. Dalsim charakteristickym znakem je uvolnéni ATP a HMGBI1 do
extracelularniho prostoru. Pro indukci ICD v plicnich nadorovych buiikach byl pouzit
vysoky hydrostaticky tlak (HHP), HHP indukuje povrchovou expresi imunogennich
markerd CRT, HSP70 a HSP90, a sekreci ATP do extracelularniho prostfedi. Pulzaci
dendritickych bun¢k (DC) nadorovymi bunikami oSetfenymi HHP dochazi k fenotypické
maturaci charakteristické zvySenou expresi maturacni molekuly CD83, kostimulacnich
molekul CD80 a CD86, chemokinového receptoru CCR7 a MHC glykoproteinu II. tiidy
HLA-DR. Pulzované DC soucasn¢ vykazuji zvySenou fagocytézu nadorovych bunék
oSettenych HHP a indukuji vyrazné¢ niz§i procento regulacnich T lymfocytd oproti
nematurovanym DC. V plicnich nddorovych buiikach dochézi po oSetteni HHP k aktivaci
kaspaz (-8, -9, -3) a dalSich proteini (fosforylace elF2a), které hraji klicovou roli v

apoptotické draze spousténé stresem endoplazmatického retikula.

Pomoci Sirokého spektra metod se podatilo potvrdit, ze oSetfeni HHP je schopno
indukovat ICD u bunék plicnich nadorovych linii. Byla popséna fenotypova a funkéni
charakteristika dendritickych bun¢k a prokazana snizend indukce regulacnich T lymfocyth
pulzovanych s dendritickymi bunikami. To ptedstavuje zaklad pro vyuziti pii piiprave

autologni vakciny zaméfené na karcinom plic.

Klicova slova: imunogenni bunécnd smrt (ICD), vysoky hydrostaticky tlak (HHP),
kalretikulin (CRT), dendriticka buiika (DC), protinddorova imunoterapie, nemalobunécny

karcinom plic (NSCLC)



Abstract

Immunogenic cell death (ICD) is characterized by presence of specific molecules
including surface exposed calreticulin (CRT) and the heat shock proteins HSP70 and
HSP90. Release of ATP and high-mobility group box protein 1 (HMGB1) belongs to other
typical characteristics. For induction of ICD in lung cancer cells high-hydrostatic pressure
(HHP) was used. Treatment by HHP induces expression of immunogenic markers CRT,
HSP70 and HSP90 on the cell surface. HHP also induces secretion of ATP to the
extracellular milieu. Dendritic cells (DC) pulsed with HHP-treated tumor cells showed
fenotypic maturation characterized by upregulation of maturation molecule CDS83,
costimulation molecules CD80 and CD86, chemokine receptor CCR7 and MHC class 11
molecule HLA-DR. Pulsed DCs have also higher rate of phagocytosis of HHP-treated
tumor cells and they induce lower numbers of regulatory T cells compared to immature
DCs. Moreover, activation of caspases (-8, -9, -3) and other proteins (phosphorylation of
elF2a) which are crucial in ER-stress mediated apoptotic pathway, was observed after

HHP treatment.

Using wide range of methods it was confirmed that HHP treatment is able to induce
ICD in lung cancer cell lines, fenotypic and functional characteristics were described and
the decreased induction of regulatory T-lymphocytes pulzed with DCs was verified. This
constitutes the basis for functional use in the preparation of autologous vaccines aiming

lung cancer.

Key words: immunogenic cell death (ICD), high hydrostatic pressure (HHP), calreticulin
(CRT), dendritic cell (DC), cancer immunotherapy, non-small cell lung cancer (NSCLC)
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1 Seznam pouzitych zkratek

APC antigen prezentujici bunika (antigen presenting cell)

APS persiran amonny

ATP adenosintrifosfat

BCR B bunécny receptor

BSA bovinni sérovy albumin

CD diferenciacni skupina (cluster of differentiation)

CRT kalretikulin

CTL cytotoxicky T lymfocyt

DAMP molekula nebezpeci (damage-associated molecular pattern)

DAPI 4',6-diamidino-2-phenylindole

DC dendritickd buiika (dendritic cell)

DMSO dimethylsulfoxid

EDTA ethylenediaminetetraacetic acid

ER endoplazmatické retikulum

FBS fetalni bovinni sérum

FDA ufad pro kontrolu potravin a 1é¢iv (Food and Drug Administration)

GAPDH glyceraldehyd 3-fosfat dehydrogenaza (glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase)

GM-CSF faktor stimulujici granulocyty a makrofagy (granulocyte-macrophage
colony-stimulating factor)

H520 plicni nadorova linie- skvamozni karcinom plic

H522 plicni nadorova linie- adenokarcinom plic

HHP vysoky hydrostaticky tlak (high hydrostatic pressure)

HMGB1 amphoterin (high-mobility group box 1)

HSP70 protein teplotniho Soku (heat shock protein 70)

HSP90 protein teplotniho Soku (heat shock protein 90)

ICD imunogenni bunécna smrt (immunogenic cell death)

iDC nematurovana dendritickd buiika (immature dendritic cell)

IFN interferon

IL interleukin

LPS lipopolysacharid

MFI primé&rna intenzita fluorescence (mean fluorescence intensity)

MHC hlavni histokompatibilni komplex (major histocompatibility complex)

NF-xB jaderny faktor-xB (nuclear factor-kB)

NK pfirozeni zabijeci, NK bunky (natural killers)

NSCLC nemalobunéény karcinom plic (non-small cell lung cancer)

PAF faktor aktivujici desticky (platelet-activating factors)

PAMP molekuly charakteristické pro patogeny (pathogen-associated molecular
patterns)

PBMC mononukledrni buniky periferni krve (peripheral blood mononuclear cell)

PBS fosfaty pufrovany fyziologicky roztok (phosphate buffered saline)



poly I:C

PRR
PS
ROS
RPMI
SDS
TBS
TCR
TEMED
TGF-p
TLR
TNF-a
Treg
UNTR

polyinosinova polycytosinova kyselina (polyriboinosinic polyribocytidylic
acid)

receptor rozeznavajici ur¢itou strukturu (pattern recognition receptor
fosfatidylserin (phosphatidylserine)

volné radikaly (reactive oxygen species)

Roswell Park Memorial Institute

dodecylsulfat sodny

Tris pufrovany fyziologicky roztok (Tris buffered saline)

T bunéény receptor

N,N,N',N'-tetramethylethylendiamin

transformujici ristovy faktor B (transforming growth factor p)
receptor podobny genu Toll (Toll-like receptor)

faktor nadorové nekrozy o (tumor necrosis factora,)

regulacni T lymfocyt (regulatory T cell)

neosetiené (untreated)

10



2 Uvod a cile prace

Terapie nadorovych onemocnéni je dilezitym predmétem studia, protoze se tyka ¢im
dal tim vétsiho poctu lidi. Vyuziti tradiéni 1é¢by jako je operativni odstranéni nadoru,
radioterapie a chemoterapie neni zcela u¢inné v eliminaci vSech nadorovych bunck a ma
vazné vedlejsi ucinky, a tak je tieba vyuzit a podpofit potencial vlastniho imunitniho

systému v boji proti nadorovym buitkam.

Soucasné imunoterapeutické vakciny pouzivaji rizné adjuvans ke zvySeni ucinku
skrze stimulaci imunitniho systému. Pomérné novou moznosti je stimulace imunitniho
systému zvySenim imunogenicity nadorovych bunék, ktera je zalozena na aktivaci tzv.
imunogenni bunééné smrti. V prubéhu posledniho desetileti se znacné mnozstvi studii
zacalo zajimat pravé konceptem imunogenni bunééné smrti a od té doby bylo

identifikovano nékolik jejich aktivatori a detailnéji popsana molekulérni charakteristika.

Tato prace se zaméfuje na aktivaci imunogenni bunééné smrti bun€k karcinomu plic
vysokym hydrostatickym tlakem. Jelikoz je toto nadorové onemocnéni jedno
z nejcastéjSich a vyznacuje se velmi vysokou Umrtnosti, pokladame za velmi dulezité
soustiedit se na nové moznosti protinadorové terapie. V naSem piipadé pouzivame
k aktivaci protinddorové imunity autologni DC pulzované nddorovymi buikami
osetfenymi vysokym hydrostatickym tlakem za ptedpokladu aktivace imunogenni bunééné
smrti nadorovych bun€k a aktivace imunitniho systému skrze prezentaci antigenll

dendritickymi butikami naivnim T lymfocytiim.

Cilem této prace je:

e Urcit, zda vysoky hydrostaticky tlak indukuje imunogenni buné¢nou smrt u karcinomu
plic
e Stanovit expresi imunogennich markeri
e Detekovat aktivaci klicovych molekul Gi¢astnicich se translokace kalretikulinu
e Popsat charakteristiku antigen prezentujicich bun¢k po inkubaci s bunikami karcinomu
plic oSetfenymi vysokym hydrostatickym tlakem
e Popsat fenotypovou a funkéni charakteristiku dendritickych bun¢k

e Stanovit indukci regulaénich T lymfocytd pulzovanymi dendritickymi butikami
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3 Literarni prehled

3.1 Karcinom plic

Karcinom plic patii spolu s karcinomem prostaty, prsu a kolorektalnim karcinomem
k nejcastéjSim nadorovym onemocnénim. Co se tykd umrtnosti, karcinom plic se drzi na
prvnim misté. Plicni nadory se déli pfedev§im na zédkladé histologického obrazu, a to na
malobunééné karcinomy plic (SCLC; small cell lung cancer), které predstavuji asi 15-20 %
téchto nadortt a nemalobunécné karcinomy plic (NSCLC; non-small cell lung cancer),
které tvoii 80-85 % vSech plicnich nadord. Toto rozdé€leni je dillezité predevs§im z hlediska
1é¢by, jelikoz nemalobunéény karcinom plic lze v Casnych stadiich 1é¢it chirurgicky,

kdezto malobunéény karcinom plic 1épe odpovida na 1é¢bu radioterapii, nebo chemoterapii.

Zakladnimi subtypy nemalobunééného karcinomu plic jsou adenokarcinomy tvofici
asi 40 % vSech plicnich nddort, skvamoézni karcinomy plic tvoftici asi 30 % vSech plicnich
nadord a velkobunécné karcinomy plic. Nemalobunéény karcinom se od malobunééného
li$1 biologickym chovanim, klinickym pribéhem i 1é¢bou, z tohoto divodu se tato prace

zabyva pouze NSCLC, ptedevsim adenokarcinomem a skvamoéznim karcinomem.

Nejcastéjsi pticinou vzniku karcinomu plic je koufeni tabdkovych vyrobki,
vyskytuje se ale i u nekufdki, u kterych se z pfevazné vétSiny jednd o nemalobunécny
adenokarcinom. Kromé koufeni jsou dalSimi rizikovymi faktory vdechovani
karcinogennich latek (Castice azbestu, radioaktivni plyny, slouCeniny azbestu a niklu),
pasivni koufeni, znecisténé ovzdusi, sloZeni stravy a genetické predispozice ke zvySené

vnimavosti karcinogennich latek.

Dlouhou dobu se myslelo, Ze nadory plic nejsou imunosenzitivni a tak se pro jejich
1é€bu pouzivala pouze chirurgicka lécba, chemoterapie, nebo radioterapie v zavislosti na
typu a stadiu nddoru. Vyvoj a testovani aktivnich imunoterapeutickych postupt tak casové
zaostal za podobnymi postupy 1é€by melanomu, karcinomu prostaty a ovarii. Nutnost
zavedeni novych lécebnych postupti prameni z faktu, ze karcinom plic mé za nasledek
nejvice umrti ze vSech nadorovych onemocnéni, kdy po chirurgickém odstranéni nadoru
dochazi zhruba u 40 % pacientd k relapsu. V pokrocilych stadiich onemocnéni se k 1é¢be
pouziva radioterapie a chemoterapie, tato 1é¢ba mé vSak jen maly ucinek pro prodlouzeni
preziti, slouzi spiSe jako paliativni léCba. Pétiletd doba pieziti u pacientli s pokrocilymi

stadii karcinomu plic (stddium IIIB a IV) se pohybuje okolo 3,9 % a 1,3 % (Sugimura et
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al., 2007). Kombinace imunoterapie a standardni 1écby by mohla mit pfiznivy vliv na
preziti pacientd, predevSim diky cirkulaci imunitnich bunék a moznym =zacilenim

vzdalenych mikrometastaz.

Imunoterapie nadorovych onemocnéni vyuziva autolognich bunék imunitniho
systému k eliminaci nddorovych bunék a to pomoci cilovych molekul, kterymi jsou
nadorové antigeny. V pfipad¢ imunoterapie karcinomu plic jsou nejcastéj$imi testovanymi
cili antigeny CEA (carcinoembryonic antigen), ktery je ve vétSi mife exprimovan piiblizné
u 70 % NSCLC (Thompson et al., 1991), MAGE-A3 (melanoma-associated antigen E-A3),
Her-2 (human epidermal growth factor receptor-2) a MUCI1 (mucin-1). Dal§i moznou
variantou je pouziti celobunécnych vakcin, které obsahuji Siroké spektrum nadorovych
antigend a sniZuje se tak riziko, Ze nddorova buiika unikne imunitnimu dohledu potlacenim
exprese urit¢tho antigenu nadorovymi bunkami (Kakimi et al., 2009). Vice o

protinddorové imunoterapii bude uvedeno v kapitole 3.5.1.

3.1.1 Nadorové antigeny

Nédorové antigeny se deli na dveé zdkladni skupiny, specifické nadorové antigeny
(TSA; tumor specific antigens) a antigeny asociované s nadory (TAA; tumor associated
antigens). TSA jsou pfitomny pouze na nadorovych buiikéch a nevyskytuji se u normalnich
bunck. Tyto antigeny vétSinou vznikaji bodovymi mutacemi normélnich genii. TAA jsou
antigeny, které se vyskytuji na naddorovych bunkéch, ale jsou pfitomny i u normalnich
bunck béhem fetalniho vyvoje (onkofetdlni antigeny), nebo ve specifickych tkéanich a
organech. Tato skupina je mnohem ¢ast&j$i neZ TSA. Nadorové antigeny se jesté rozdéluji
do riznych skupin podle molekuldrni struktury a jejich ptivodu na ,.cancer-testis* (CT)
antigeny, onkofetalni a diferenciani antigeny, virové antigeny, Siroce exprimované a
overexprimované normalni antigeny a nakonec antigeny specifické pro urcity nador

(Renkvist et al., 2001).

Mezi nejcastéjsi nddoroveé antigeny vyskytujici se u karcinomu plic patii MAGE-A3.
Tento antigen patii mezi CT antigeny a vyskytuje se ptiblizné u 55 % NSCLC (Gure et al.,
2005). Krom¢ karcinomu plic se tento nadorové specificky antigen vyskytuje u celé fady
nadorovych onemocnéni, jako u melanomu, karcinomu prsu a ovaridlniho karcinomu

(Caballero and Chen, 2009).

Dal8im nadorovym antigenem vyskytujicim se pfiblizn€ u 25 % pftipad karcinomu

(Gure et al., 2005) plic je NY-ESO-1 (New York- esophageal cancer-1), ktery také patii do
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skupiny CT antigen. Vyskyt tohoto naddorového antigenu neni opét omezen pouze na
karcinom plic, ale je pfitomen i u melanomu, karcinomu prsu, karcinomu prostaty,

hepatocelularniho karcinomu a dal$ich (Chen et al., 1997).

Béznym proteinem vyskytujicim se na apikalni strané epitelovych bun€k je mucin-1
(MUCI1). U mnoha néadorovych onemocnéni vcetné karcinomu plic je tento protein
exprimovan ve zvysené mire a je aberantné glykosylovan (Ho et al., 1993). MUC-1 tedy

slouzi jako cil pti vyrob¢ protinadorovych vakcin podobn¢ jako MAGE-A3 a NY-ESO-1.

Zvlastnim typem nadorového antigenu je p53. Tento nddorovy supresor, ktery
v bunice reguluje mnoho déji véetné apoptdzy, opravy DNA a angiogeneze, je u vétSiny
nadori mutovany. Mutace nédorového supresoru p53 se projevuje nekontrolovanym
délenim a akumulaci chyb v DNA. Protein p53 je mutovany zhruba u 75 % NSCLC
(Mitsudomi et al., 1992).

3.2 Imunogenni bunééna smrt

Béhem zivota dochdzi u nekterych bunék k mutacim, které mohou vést ke vzniku
nadorového onemocnéni. Imunitni systém vyviji na nové vznikajici naddorové bunky jisty
selekéni tlak, kterému se diky mutacim snazi tyto nadorové buiiky uniknout. Tento proces
se nazyva editace nadoru imunitnim systémem (,,Cancer immune editing) (Dunn et al.,

2004).

Editace nadoru imunitnim systémem ma tfi stadia- eliminace transformované buiky
(,,elimination*), stav rovnovahy mezi transformovanou builkou a imunitnim systémem
(,equilibrum®) a tunik transformované bunky pfed imunitnim systémem (,,escape‘).
VétsSina zmutovanych nebo poskozenych bunck se vSak k vytvotfeni klinicky vyznamného
nadoru nedostane, protoZze je v Casnych fazich imunitnim systémem rozeznana a
zlikvidovana. Nadorové bunky, které jsou ve stadiu eliminace odstranény imunitnim
systémem, jsou ¢asto velmi imunogenni a tudiZz dobfe rozeznatelné NK bunkami (natural
killer), dendritickymi butikami a T buiikami podilejicimi se na tomto stadiu editace nadoru.
Nékteré nadorové burnky se ale mohou vyvinout ve varianty, které ztraci imunogenicitu, a
které nejsou rozpoznany a eliminovany imunitnim systémem. Tento stav imunitniho
systému a nadorovych bunck se oznacuje jako rovnovaha a imunitni systém zde pusobi
selekénim tlakem na vytvafeni mén€ imunogennich variant nddorovych bunck. Stav
rovnovahy muze trvat velmi dlouho a z klinického hlediska na né&j lze pohlizet jako na

preneoplastické onemocnéni, které nejCastéji zustava nediagnostikované. Pokud jsou
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nadorové builky neimunogenni, uniknou imunitnimu systému a vytvoii solidni nador, ktery

muze dale metastazovat (Dunn et al., 2002; Zitvogel et al., 2006).

Editované nadorové bunky jsou vétSinou odolné vici protinadorové imunité. Mezi
jejich taktiky uniku imunitnimu systému patii: snizeni imunogenicity (aktivace regulacnich
T lymfocytd, variabilita v povrchovych antigenech, ztrata exprese MHC I molekuly),
aktivni imunosuprese (produkce imunosupresivnich cytokint IL-10 a TGF-f) a schopnost
odolat lytickym procesim (proteiny inhibujici granzym B, mutace receptort smrti) (Garg

etal., 2010).

Nizka imunogenicita nadorovych bunck je velkym problémem pro navozeni
dlouhotrvajici protinadorové imunitni odpovédi. V poslednim desetileti se znacné mnozstvi
studii vénuje otazce jak zvySeni imunogenicity nadorovych buné&k. Ukazuje se, Ze
poskozeni a stres nddorovych bunck v nich vyvold uvolfiovani signdlti nebezpeci, tzv.
»,damage associated molecular patterns® (DAMPs), které zvySuji jejich imunogenicitu.
Takto vyvolanad smrt bunék, pfi které dochdzi k uvoliiovani DAMPs, se oznacuje jako
imunogenni bunéénd smrt, nebo imunogenni apoptéza (Krysko et al., 2012). Imunogenni
bunéénd smrt méd biochemické charakteristiky jako béznd fyziologicka tolerogenni
apoptdza. Dochazi zde k vystavovani fosfatidylserinu (PS) na povrch cytoplazmatické
membrany, depolarizaci mitochondrii i aktivaci kaspaz (Casares et al., 2005), ale na rozdil

od fyziologické apoptdzy zde dochéazi k uvoliiovani DAMPs.

3.2.1 Molekuly definujici imunogenni bunéénou smrt- DAMPs

Termin DAMPs (damage associated molecular patterns) poprvé pouzila v roce
2004 Polly Matzinger (Seong and Matzinger, 2004). Jedn4 se o endogenni molekuly, které
jsou za fyziologickych podminek uvnitt bunky, naptiklad v jadie, endoplazmatickém
retikulu (ER), nebo v cytozolu. Tyto molekuly se v pfipadé poSkozeni nebo smrti bunky
dostavaji na jeji povrch, nebo jsou sekretovany do extracelularniho prostiedi, kde piisobi
riznymi zplsoby na antigen-prezentujici buniky (APC), napf. dendritické bunky (DC).
Sekretované nebo na povrchu vystavené DAMPs napomdhaji maturaci dendritickych
bungk, jejich aktivaci, zpracovani antigenu a jeho néslednou prezentaci efektorovym T
lymfocytim. DAMPs interaguji s tzv. pattern recognition receptory (PRR), které jsou
exprimovany mimo jiné i na dendritickych buiikdch. PoSkozena nebo umirajici nadorova
bunika, kterd na svém povrchu vystavuje DAMPs se tedy stava pro dendritickou buiiku,

exprimujici PRR, viditelnou, a tak mize byt zahdjena protinadorovd imunitni odpovéd'.
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V poslednich letech bylo identifikovano nékolik kli¢ovych DAMPs hrajicich dilezitou roli
pfi imunogenni bunécné smrti. Mezi tyto molekuly patii chaperon kalretikulin (CRT), dva
proteiny teplotniho Soku (HSP70 a HSP90), chromatinovy protein HMGB1 (high-mobility
group box 1, zndmy také jako amphoterin) a ATP (adenosintrifosfat) (Krysko et al., 2012).

3.2.1.1 Kalretikulin

vvvvvv

smrti. Je to multifunkéni protein endoplazmatického retikula, ktery je schopen véazat Ca>* a
tak se vyznamné podilet na signalizaci. Ma také funkci molekularniho chaperonu (vaze se
na Spatn¢ sbalené glykosylované proteiny do doby, nez se spravné zabali). V ER se CRT
podili také na skladdni MHC molekuly I. tfidy a na navazani peptidu na tuto molekulu.
Kalretikulin se v mens$i mife nachazi i mimo ER a to v jadfe, cytoplazmé nebo
extracelularni matrix, odkud reguluje mnoho biologickych procesi. Napft.: zpracovavani
antigenu a jeho prezentaci bunikdm imunitniho systému, pohlcovéani nddorovych bunék-
vystavujicich na svém povrchu CRT- dendritickymi buiikami, fagocytéozu apoptotickych
bun¢k, adhezi a migraci bun¢k nebo bunécnou proliferaci (Gold et al., 2010). Pokud je u
nadorovych bunék vyvolana imunogenni buné¢nd smrt, kalretikulin je z ER translokovan
na vnéjsi cytoplazmatickou membranu, kde slouZzi jako ,,eat-me* signal pro dendritické
buiiky (obr. 3.2.1 a). DC maji na svém povrchu receptor LRP1 (LDL-receptor-related
protein, CDI91), ktery rozeznavda CRT na povrchu umirajicich nadorovych bunck a
podnécuje pohlceni takto oznacenych nadorovych bunék (Garg et al., 2012b; Obeid et al.,
2007).

Translokacni drahy CRT se méni v zavislosti na fazi probihajici apoptozy a na
pouzitém aktivatoru imunogenni bunécné smrti, ale ve vétSiné bodl se tyto drahy
prekryvaji.  Pred-apoptotickd  translokace  kalretikulinu  zplsobend  rlznymi
chemoterapeutiky (mitoxantron a oxaliplatina) a UVC zafenim je zavisla na klasické
sekre¢ni draze (ER-Golgi) (obr. 3.2.1.1), aktivaci PERK (proteinova kinaza v ER; elF2a
kaspazy-8 s naslednou aktivaci pro-apoptotickych proteini BAX (bcl-2 associated X
protein) a BAK (Bcl-2 homologous anthagonist/killer) zprostfedkovanou proteinem
BAP31 (B-cell receptor-associated protein 31) (Panaretakis et al., 2009). Pfi translokaci
CRT vyvolané fotodynamickou terapii (photodynamic therapy; PDT), je nezbytna pouze
sekre¢ni drdha, PERK, BAX a BAK (Garg et al., 2012b). Fosforylace elF2a a aktivace

kaspazy-8 neni v tomto piipade zapotiebi. V obou ptipadech se této translokace ucastni P13
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kinaza (PI3K), ktera je zodpovédna za umisténi CRT na plazmatickou membranu, a to do

mist s LRP1 receptory (Krysko et al., 2012).
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Obr. 3.2.1.1 Pfedpoklddané schéma translokace CRT na povrch buiiky. V odpovédi na rizné
aktivatory ICD (antracykliny, oxaliplatina, UV zafeni) je v bunice aktivovana signalizace, kterou
muizeme rozdelit na tii Casti: stres ER, apoptoza a translokace. Nejprve je aktivovana PERK kinaza,
protein Bap31. Stépeny Bap31 dale aktivuje pro-apoptotické proteiny Bax a Bak. Aktivace téchto
proteinii vede ke klasickému anterogradnimu transportu CRT (ER-Golgi) a jeho exocytdze na
povrch bunky. V pravé Casti schématu jsou vypsany specifické inhibitory inhibujici jednotlivé
kroky translokace CRT (inhibitory snizujici imunogenicitu bunééné smrti in vivo jsou oznaceny
hvézdickou) (ptevzato z (Panaretakis et al., 2009)).
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3.2.1.2 Proteiny teplotniho Soku

Rodina proteinti teplotniho Soku (heat-shock proteins; HSPs) obsahuje proteiny,
které se bézn¢ vyskytuji v buiitkach, ale jejich exprese nartsta pti vysokych teplotach, nebo
za jinych stresovych podminek. Jsou to chaperony, které se ucastni spravného skladani jak
nov¢ syntetizovanych proteind, tak proteind, které byly ovlivnény néjakymi stresovymi
podminkami (vysoka teplota, pH, vystaveni tézkym kovim). V piipadé navozeni
imunogenni bunééné smrti u nadorovych bunék jsou tyto intracelularni proteiny,
translokovany na povrch builky, kde se podili na aktivaci imunitniho systému (Tesniere et

al., 2008).

HSP70 je ATP-dependentni chaperon, ktery reguluje skladani nové
syntetizovanych proteinii a jejich transport do dalSich bunéénych kompartment. Za
fyziologickych podminek tento protein zabrafiuje apoptdéze bun€k na riznych urovnich -
vaze se na Apaf-1 (apoptotic protease activating factor 1) a brani tak vzniku apoptozému,

.....

translokaci Bax do vnéj$i mitochondrialni membrany (Stankiewicz et al., 2005).

HSP90 také patii do rodiny ATP-dependentnich chaperonti a ma podobné funkce
jako HSP70. Podobné jako HSP70 se ucastni spravného sklddani a transportu proteinil
v buiice a signalizanich procest. Stejné¢ jako HSP70 ma i HSP90 anti-apoptotické
vlastnosti (interakce s Apaf-1 a interakce s fosforylovanou Akt kindzou (= protein kindza
B; PKB), coz ma za nasledek jak vznik signal pro pieziti bunky, tak vznik signali pro

inhibici apoptozy) (Pandey et al., 2000).

Proteiny teplotniho Soku, které jsou na povrchu umirajicich nadorovych bunégk,
slouzi k jejich rozeznani bunikami imunitniho systému a pomahaji k jejich nésledné
eliminaci. Oba tyto proteiny teplotniho Soku mohou byt pfi indukci imunogenni apoptdzy
nadorovych bunék translokovany na vnéjSi cytoplazmatickou membranu, kde hraji
dilezitou roli v cross-prezentaci nadorovych antigentt dendritickym bunikdm na MHC
molekulach I. tfidy a nasledné aktivaci specifické CD8" T bunééné odpovédi (obr 3.2.1 a).
Tato interakce je zprostfedkovana komplexem CD14 a TLR4 receptorti na dendritické
burice (Asea et al., 2002). Signal vedouci ptes TLR4 je zodpoveédny za aktivaci imunitniho
systému skrze NF-kB (nuklearni faktor kappa B) signalizacni drdhu doplnénou produkci
prozanétlivych cytokini (TNF-a (faktor nadorové nekrozy o), IL-1B, IL-6, IL-12 a GM-
CSF (faktor stimulujici granulocyty a makrofagy) (obr. 3.2.1 a). HSP70 déale napomaha
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maturaci dendritickych bunék, protoZe u nich zvySuje expresi CD86 a CD40 (Singh-Jasuja
et al., 2000).

3.2.1.3 HMGBI

HMGBI1 neboli amphoterin je dualezity chromatinovy protein, ktery v jadie
interaguje s nukleozémy, transkripcnimi faktory a histony, ¢imz ma vliv na organizaci
DNA a regulaci transkripce. Makrofagy a monocyty aktivované IL-1p, TNF nebo LPS
(lipopolysacharid) a umirajici buiiky (pfevazné nekrotické) mohou produkovat HMGBI1
také jako cytokin s prozanétlivymi ucinky, nikoli jako DAMP. Produkce HMGBI
nekrotickymi bunkami miize mit za nésledek aktivaci imunitni odpovédi proti témto
nekrotickym buitkkdm (obr. 3.2.1 b). Je zde ale tfeba zminit, Zze aktivné sekretovany
HMGBI1 nékterymi imunitnimi buiitkami se molekularné 1isi od toho, ktery je pasivné
vylucovan umirajicimi bunkami. Aktivné sekretovany HMGBI1 protein je acetylovany na

n¢kolika jeho lysinovych zbytcich (Palumbo et al., 2004).

Role HMGBI1 pfi nekroze je znamd jiz delSi dobu, ale v poslednich letech se
ukazuje, ze se extracelularni HMGBI1 nachdzi i u apoptotickych bunck, a to ve fazi
sekundarni nekrézy. Néadorové bunky, u kterych je navozena imunogenni bunéénd smrt
vylucuji v pozdgjsich fazich apoptdzy extracelularni HMGBI1. Ten se vaze hlavné na Toll-
like receptor 4 (TLR4) na povrchu dendritickych bunék (obr. 3.2.1 b) a pfispiva tak ke
zpracovani antigenu a antigenni prezentaci na DC (Apetoh et al., 2007). Vyznam HMGBI
in vivo je stale predmétem diskuzi, protoze se jeho funkéni vlastnosti méni v zavislosti na
oxidacné-redukénich vlastnostech prostredi, ve kterém se nachdzi (Venereau et al., 2012).
Dalsi pochybnosti o HMGBI1 jako o dilezittm DAMP urcujicim imunogenicitu
imunogenni bunééné smrti podporuje fakt, ze ho nadorové builkky usmrcené imunogenni
bunéénou smrti translokuji na sviij povrch v ¢asnych fazich CRT. To ma za nasledek
rychlé pohlceni apoptotickych nadorovych buncék dendritickymi bunkami a tudiz

nepiitomnost sekundarné nekrotickych bunék v tkanich in vivo.

3.2.1.4 ATP

Adenosintrifosfat (ATP) je dllezity nukleotid vyskytujici se uvniti bunék, kde
slouzi jako zdroj energie pro nescetné bunééné pochody, jako napiiklad membranovy
transport, syntézu RNA a proteint a celou fadu dalSich. V rdmci jednotlivych bunéénych
typt se jeho koncentrace méni, ale plati, Ze intracelularni mnozstvi ATP je mnohonasobné

vy$§i nez extracelularni. Extraceluldrni ATP se védZze na purinoreceptor P2X; na
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dendritickych bunkach a spousti tak agregaci a aktivaci NLRP3 inflamazomu a
naslednou produkci prozéanétlivého cytokinu IL-1p. Tento cytokin je zapotiebi ke vzniku
nadorové specifickych CD8" T lymfocytd produkujicich interferon y (IFNy). IFNy
podporuje specifickou protinddorovou odpovéd takto aktivovanych T lymfocytl.
Ghiringhelli a kol. poukazuje na moznou interakci extracelularniho ATP a HMGBI pfi
aktivaci NLRP3 inflamazému a produkei IL-1 dendritickymi buitkami (Ghiringhelli et al.,
2009).
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Obr. 3.2.1 Piehled hlavnich znakii imunogenni bunééné smrti. (a) Charakteristické membranové
molekuly pfi ICD. Po vyvoléni ICD nadorové buiiky je na jeji povrch translokovan CRT, ktery
podporuje fagocytézu dendritickymi buiikami. Na povrch plazmatické membrany jsou také
translokovany proteiny teplotniho Soku HSP70 a HSP90, které crossprezentuji nadorové peptidy
CDS8" T lymfocytiim, coZ vede k cytotoxické odpovédi. HSP70 a HSP90 déle stimuluji NK buiiky
pies NKG2A (inhibi¢ni receptory na NK bunkach) ligandy a podporuji maturaci a produkci
prozanétlivych cytokinti dendritickymi bunikami. (b) Uvolnéni prozanétlivych cytokinu
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z umirajicich nadorovych bunck. Nekrotické bunky do svého okoli vylévaji velké mnozstvi
molekul s prozanétlivym ucinkem, jako HSPs a kyselinu mocovou, které stimuluji DC a zvySuji
cytotoxickou odpoveéd, IL-6, IL-8, IL-10 a TNF-a, dale HMGBI, které se vaze na TLR4 a reguluje
zpracovani antigenu a jeho prezentaci na povrchu DC. Neékteré ztéchto molekul, jako napf.
HMGBI, jsou vylévany i béhem apoptotické smrti nadorové buriky a vyvolavaji imunitni odpovéd'.
(c) Aktivace p53 v nadorovych buikach a jeho imunologické nasledky. Poskozeni DNA vyvola
v buiice rizné signalizacni drahy, mezi které patii i signalizace pfes p53, kterd vede k apoptdze
nadorové bunky a zaroven k lyzi bunky zprostfedkovanou NK bunkami (pfes expresi NKG2D
(aktivacni receptor na NK buiikach) ligandu). Aktivace p53 také vede k bunécné senescenci, ktera
je doprovazena sekreci riiznych chemoatraktantti a zvySenou produkci prozanétlivych cytokini. (d)
Koncové degradacni produkty s prozanétlivymi ucinky. V pozdnich fazich bunécné smrti se
z buné¢ného debris uvolnuji molekuly s prozanétlivymi ucinky. Mezi tyto molekuly patii RNA,
ktera je rozpoznavana TLR3 receptory na DC a tim je stimuluje, molekuly DNA a nukleotidy, které
interaguji s TLR9 receptory na DC a zvySuji tak jejich maturaci. Béhem pozdnich fazi apoptozy
dochazi také k indukci pentaxinu-3 (PTX3), ktery moduluje imunitni odpoveéd’ proti apoptotické
buiice (pfevzato z (Tesniere et al., 2008)).

3.2.2 Aktivatory imunogenni bunééné smrti

Do dnesniho dne bylo identifikovano nékolik aktivatorti imunogenni bunééné smrti,
které se daji rozde¢lit do dvou skupin, a to na chemoterapeutika a fyzikalni modality.
Vysledkem ptisobeni vSech téchto faktorti je vyvolani imunogenni bunécné smrti u
nadorovych bunék a naslednd aktivace imunitniho systému. Tyto drahy ptisobeni se vSak

lehce méni.

3.2.2.1 Chemoterapeutika vyvolavajici ICD

Mezi prvnimi objevenymi chemoterapeutiky vyvolavajicimi ICD byly antracykliny
(Casares et al., 2005; Fucikova et al., 2011; Obeid et al., 2007). Tato 1é¢iva, pouzivajici se
pii 1écbé leukémii, lymfomi, sarkomi, ovarialnich nadord a dalSich malignit, zahrnuji
napiiklad doxorubicin a idarubicin. Hlavnim mechanizmem u¢inku antracyklind je jejich
vcletiovani mezi parové baze na DNA a inhibice topoizomerazy II. Mezi antracykliny se
nékdy fadi jejich analog, mitoxantron, ktery méa podobné Uc¢inky a pouziti. Antracykliny
vyvolavaji v nadorovych buitkach produkci HMGBI a rychlou translokaci kalretikulinu,
HSP70 a HSP90 na bunécny povrch, coz méd za nasledek fagocytozu téchto bunck
dendritickymi bunikami a naslednou prezentaci nddorovych antigenii specifickym T

lymfocytim.

Dal$im vyznamnym chemoterapeutikem vyvoldvajicim ICD je bortezomib
(Demaria et al., 2005; Spisek et al., 2007). Tento specificky inhibitor proteozomalni
podjednotky 26S indukuje v primarnich myelomovych buiikéch expresi HSP90 na jejich
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povrch a naslednou specifickou aktivaci dendritickych bun¢k bez nutnosti pouziti dalSich

adjuvantnich latek.

Také oxaliplatina patii mezi vyznamna chemoterapeutika vyvolavajici ICD
(Tesniere et al., 2010). Tento ¢k se vyuziva predevsim k 1é¢be kolorektalniho karcinomu a
to ve vSech stadiich tohoto onemocnéni. Oxaliplatina blokuje v buiikdch syntézu DNA a

vyvolava translokaci kalretikulinu a sekreci HMGBI.

Vsechna vySe zminénd chemoterapeutika piisobi na specifické cile v buince a
vyvolavaji tak apoptéozu nadorové builky. VedlejsSim efektem je aktivace stresu
endoplazmatického retikula (ER) a produkce volnych radikalu (reactive oxygen species;
ROS), coz je ptedpoklad pro vyvolani ICD (Ghiringhelli et al., 2009; Tesniere et al., 2010).
Pokud chemoterapeutika nejsou schopna v buitkach aktivovat stres ER a produkci ROS,
nedochdzi k indukci imunogenni bunééné smrti, jako je tomu v piipad€ pouZiti cisplatiny

(Tesniere et al., 2010), nebo etoposidu (Fucikova et al., 2011).

3.2.2.2 Fyzikdlni modality vyvolavajici ICD

Zajimavym pfikladem indukce imunogenni bunééné smrti je fotodynamicka terapie
(photodynamic therapy; PDT) (Garg et al., 2012b; Moserova and Kralova, 2012). PDT je
znama jiz vice nez stoleti a pouziva se k 1é€bé malych nadort (Abulafi and Williams,
1992). Tento pfistup je zaloZen na aktivaci specifické fotosenzitivni latky, napt. hypericinu
(extrakt z tfezalky teCkované) dopravené do ER (Garg et al., 2012b). Po aktivaci
hypericinu svételnym paprskem dojde v ER k produkci volnych radikald, poskozeni
ATPazové SERCA (sarco/endoplasmic reticulum Ca®” ATPase) pumpy a naruSeni Ca*"
homeostdzy v ER a nésledné aktivaci vnitini apoptotické drahy. PDT tedy oproti vySe
zminénym chemoterapeutikiim cili pfimo ER a efektivnéji tak indukuje ICD (Garg et al.,

2012a).

Také specifické druhy zafeni mohou vést k indukci ICD v nadorovych buikéach
(Obeid et al., 2007), a to jak UVC zéteni, tak predev§im ionizujici gama zafeni, pouZzivajici
se v radioterapii (Weiss et al., 2012). Ackoli se radioterapie pouzivd zejména k 1écbé
lokalizovanych nadorti, ukazuje se, ze také pusobi systémové a podporuje signalizaci mezi
buiikami imunitniho systému (Frey et al., 2014). UVC a gama zéfeni plisobi podobnou
cestou jako chemoterapeutika, primarné cili jadro, kde zplsobuje poSkozeni DNA a teprve

vedlej$im efektem je aktivace stresu ER a tedy méné uc¢innd aktivace ICD.
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3.2.2.2.1 Vysoky hydrostaticky tlak

Nejnovéjsi objevenou modalitou indukujici v nddorovych buinikdch imunogenni
bunéénou smrt je vysoky hydrostaticky tlak (high hydrostatic pressure; HHP), jehoz
pouziti bylo patentovdno nasi laboratofi a momentalné zkoumame jeho ucinky na rtizné
nadorové linie (Fucikova et al., 2014). Prozatimni vysledky na nadorovych liniich
(prostatické nadorové linii LNCap, ovaridlni nédorové linii OV-90 a linii akutni
lymfoblastické leukémie REH) a primarnich nadorovych bunikach poukazuji na schopnost
vysokého hydrostatického tlaku (v rozmezi 150-250 MPa) indukovat v nadorovych

bunikach imunogenni bunéénou smrt.
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Obr. 3.2.2.2.1 Vliv HHP na eukaryotickou butiku. HHP o hodnot€ niz8i nez 100 MPa (fyziologicky
HHP) ptisobi v eukaryotickych buiikach reverzibilni stres. HHP v rozmezi 100-200 MPa zptsobuje
bud’ reverzibilni stres, jako v ptipadé fyziologického HHP, nebo mize v bunkach vyvolavat
apoptozu. Utinek HHP v rozmezi 100-200 MPa zavisi na Zivo¢isném druhu a typu bunék
vystavenych HHP. Pti HHP nad 300 MPa dochazi k nekrotické smrti bunék jiz béhem osetieni.
Tato nekrdza ma ale specialni znaky, které mohou zvySovat imunogenicitu (pfevzato z (Frey et al.,
2008)).
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3.3 Typy bunééné smrti

Smrt eukaryotické bunky muze probihat riznymi zptisoby. Podle klasifikace z roku
1973 se podle morfologickych znaki d€li bunécna smrt na 3 typy - na apoptozu (typ L.),
autofagii (typ IL.) a nekrozu (typ IIl.) (Schweichel and Merker, 1973). Apoptdza je
charakteristickd kondenzaci chromatinu, fragmentaci buné¢ného jadra, ztratou objemu
cytoplazmy a formovanim tzv. apoptotickych télisek. Autofagie se vyznacuje formovanim
vakuol a autofagozomi, které pozdé¢ji splyvaji s lysozomy a dochazi tak k degradaci
vlastnich cytoplazmatickych komponent. Pii nekréze dochazi k degradaci DNA,
zvétSovani bunck, kolapsu cytoplazmatické membrany a vyliti cytoplazmy do
extracelularniho prostfedi. Od tohoto ptvodniho rozdéleni, zalozeného na morfologii
bunck, se pomalu opousti, protoZze v dnesni dobé existuji nové technologie monitoringu a
rizné biochemické eseje, a tak se dnes bunécnd smrt klasifikuje podle biochemickych
znakd a dochazi tak k definovani dalSich specifickych typt a podtypu (Galluzzi et al.,
2012).

3.3.1 Apoptoza

Apoptéza je hlavnim typem fyziologické bunécné smrti bézné probihajici
v organizmu, a tak je povaZovana za imunologicky ,tichou® nebo dokonce tolerogenni
bunécnou smrt. Fyziologickd apoptoza patii k dilezitym a béznym procesim. Napiiklad
pfi embryonalnim vyvoji mozku prod€la apoptozu az 50 % vzniklych bunék, podobné je
tomu pii vyvoji prstl, nebo vyvoji T lymfocyti v thymu a B lymfocyti v kostni dfeni.
V dospélém zZivoté je apoptéza nezbytnd pii obnové tkdni a udrzovani homeostazy
organizmu. Apoptotické buniky jsou vétSinou rychle rozpoznany a odstranény fagocyty
(makrofagy, nezralé DC, endotelidlni buiiky, fibroblasty). Fagocyty rozpoznaji apoptotické
buiiky podle riznych signalii, které jsou uvoliiovany do prostfedi apoptotickymi buitkami
(,,find me* signély), nebo vystavovany na jejich povrchu (,,eat me* signaly). Zaroven také
dochdzi k potlaceni exprese tzv. ,,don’t eat me* signali. Apoptotické buiky vylucuji
nebo faktory aktivujici desticky (platelet activating factor; PAF). Pti jejich fagocytoze tak
neni aktivovana imunitni odpovéd, coz je pii fyziologické tolerogenni apoptéze velmi
dilezité (Tesniere et al., 2008). Jak se ale ukazuje, apoptotické nadorové bunky zabité
riznymi chemoterapeutiky nebo fyzikalnimi modalitami jsou schopné vyvolat imunitni

odpovéd’ in vivo (viz kapitola 3.2.2), a tak se puavodni oznaceni apoptdzy jako
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neimunogenni bunééné smrti méni v zavislosti na aktivované biochemické draze. Bézn¢ se

apoptdza déli podle mista aktivace na vnitini a vnéjsi drahu.

3.3.1.1 Vnéjsi apoptoticka draha

Vnéjsi apoptoticka draha je iniciovana aktivaci tzv. receptor smrti (death receptors;
DRs). Na tyto receptory se vazi rizné extracelularni ligandy jako naptiklad TNF, nebo
FasL (Fas ligand). Po navazani ligandu na extracelularni doménu receptoru dojde ke
konformac¢ni zméné intracelularni ¢asti receptoru, kterd vede k sestaveni multiproteinového

komplexu obsahujiciho adaptorové proteiny. Tento komplex se nazyva DISC (death-

.....

.....

nezéavisle na mitochondriich (= bunky typu I, napf. lymfocyty), nebo dale proteolyticky
Stépit Bid protein za vzniku fragmentu tBid, ktery vede k aktivaci pro-apoptotickych
proteini Bax a Bak, permeabilizaci vnéj$i mitochondridlni membrany a aktivaci vnitini
apoptotické drahy blize popsané v dalsi kapitole (= buiiky II. typu, které potiebuji k plné
aktivaci apoptoézy spusténi vnitini signalizac¢ni drahy, napt. hepatocyty) (Galluzzi et al.,

2012) (obr. 3.3.1.1).
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Obr. 3.3.1.1 Zékladni drahy aktivace apoptdzy. Vné&jsi apoptoticka draha je aktivovana navazanim
ligandu ( CD95L=FasL, TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand)) na receptor smrti, po
kterém nasleduje vytvoieni DISC komplexu, na ktery se vaze pokaspaza-8, ¢imz vznika aktivni
kaspaza-8. Aktivni kaspaza-8 miize bud’ aktivovat efektorovou kaspazu-3, nebo §tépenim proteinu
Bid na tBid aktivovat vnitini drahu apoptotické signalizace iniciované permeabilizaci vné&jsi
mitochondridlni membrany (MOMP). Uvolnény cytochrom c se dostava do cytozolu, kde se vaze
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na Apaf-1 a indukuje tak vznik apoptozému a aktivaci kaspazy-9, ktera dale aktivuje efektorové
kaspazy a spousti tak apoptotickou signalizaci (pfevzato z (Calvino Fernandez and Parra Cid,
2010)).

3.3.1.2 Vnitini apoptoticka draha

Aktivace vnitini apoptotické drahy neni na rozdil od t€¢ vnéjsi spousSténa vazbou
ligandu na receptor, ale je zavisla na intraceluldrnich stresovych podnétech, jako naptiklad
poskozeni DNA, oxidativnim stresu, nadbytku Ca®*, akumulaci nesbalenych proteinti v ER
a dalSich d¢&jich. Po aktivaci wvnitini apoptotické drahy dochazi k aktivaci pro-
apoptotickych proteini Bcl-2 rodiny (Bax a Bak), které zptisobuji permeabilizaci vnéjsi
mitochondrialni membrany (mitochondrial outer membrane permeabilization; MOMP). Po
MOMP dochazi k vyliti riznych proteini z mezimembranového prostoru do cytoplazmy,
proteinem ucastnicim se této signalizace je cytochrom c (cyt c), ktery se za ptfitomnosti
dATP vaze na adaptorovy protein Apaf-1 (apoptotic protease-activating factor 1) a
indukuje tim jeho oligomerizaci a vznik apoptozoému. ApoptozéOm na sebe vaze
prokaspazu-9, ¢imz zapficini jeji aktivaci. Pro-kaspaza se méni na aktivni kaspazu-9, ktera
dale aktivuje efektorové kaspazy-3 a -7 a spousti tak apoptézu bunky (Tait and Green,

2010) (obr. 3.3.1.1).

Regulace apoptozy probihd na nékolika trovnich. V cytozolu se nachazeji proteiny
inhibujici apoptdézu (inhibitor of apoptosis family proteins; IAPs), coz jsou vysoce
konzervované proteiny, jejichz BIR doména (Baculovirus IAP repeat) inhibuje kaspazy.
Nejlépe popsanym IAP je XIAP, ktery se vaze na kaspdzu-3, -7 a -9 a inhibuje tak
apoptozu (Deveraux and Reed, 1999). Po MOMP se z mezimembranového prostoru kromée
cytochromu c dostavaji dal$i proteiny a multienzymové komplexy, které se ucCastni
regulace apoptézy (DIABLO, HTRA2, AIF, ENDOG). Apoptézu indukujici faktor
(apoptosis-inducing factor; AIF) a endonukledza G (ENDOG) se po vyliti do cytozolu
translokuji do jadra, kde ptsobi fragmentaci DNA nezavislou na kaspazach. Proteiny
Smac/DIABLO (second mitochondria-derived activator of caspases/direct [AP-binding
protein with low pI) a HTRA2 (high temperature requirement protein 2) usnadiiuji aktivaci

kaspaz tim, ze degraduji IAPs, a tak napomahaji k rozvoji apoptdzy (Galluzzi et al., 2012).

3.3.2 Nekroza

Dlouhou dobu byla nekréza klasifikovana jako ndhodnd bunécna smrt, kterd muize

vést k zanétim, protoZe se intracelularni obsah dostava do extracelularniho prostfedi. To
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vede k chemoatrakci riznych bunék s fagocytarni aktivitou, které dale produkuji
prozanétlivé cytokiny jako TNF-a a IL-8. Nekrotick¢ bunky také samy produkuji
prozanétlivé cytokiny IL-1a a IL-6 (obr. 3.2.1 b), ¢imz podporuji chemoatrakci a aktivaci
fagocytarnich bun¢k (Garg et al., 2010). Je popsan i regulovany poddruh nekrozy, tzv.
nekroptoza, kterd probihd u bunék se zablokovanou kaspazou-8, kdy po navazani ligandu
na DR dojde k aktivaci RIP1/RIP3 (receptor-interacting serine/threonine-protein kinase)
kinaz (tato aktivace mutize byt specificky inhibovana necrostatinem 1) a dalsi signalizaci
vedouci k nekréze buiiky (Vandenabeele et al., 2010). Nekr6za bunék muize byt za urcitych
podminek vyvolana alkyla¢nimi ¢inidly, fotodynamickou terapii (PDT), excitotoxiny, nebo
navazanim ligandu na DR. Po aktivaci nekrotick¢é drahy dochazi k produkci ROS,
uvolnovani katepsinu, destabilizaci lysozomii a vyCerpani energie z bunikky (Hou et al.,

2013) (obr. 3.3.2).
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Obr.3.3.2 Zékladni drahy nekrozy. Nekroza mize byt aktivovana celou fadou stimuld, pfedevS§im
stresového charakteru, nebo navdzanim ligandu na DR, po kterém se aktivuji RIP1 a RIP3 kinazy.
Nekroza mize byt aktivovana i pies PARP-1 (poly ADP-ribose polymerase) a dale pokra¢ovat bud’
ptes aktivaci RIP kindz, nebo ptes dalsi signalizani drahu. Aktivace nekrézy pies RIP kindzy,
nebo PARP-1 se dé&je za soucasného uvolnéni Kkatepsinu z lysozomu, zvysSené produkce ROS,
vyCerpani ATP a aktivace kalpainu (pfevzato z (Hou et al., 2013)).

3.3.3 Autofagie

Autofagie je evolutné konzervovany proces, pii kterém eukaryotické bunky

degraduji intraceluldrni komponenty za ucelem udrzeni homeostdzy, a to tfemi zdkladnimi

27



zpusoby, mezi které patii makroautofdgie, mikroautofagie a autofagie zprostfedkovana
chaperony (Klionsky and Emr, 2000). NejbéznéjSim typem autofigie je makroautofagie,
pii které je slozka v cytozolu urcena k degradaci pohlcena fagoforem, ¢imz vznikne
autofagozém. Autofagozom dale splyne s lysozomem za vzniku autofagolysozomu, ve
kterém jsou pohlcené slozky rozlozeny lysozomalnimi enzymy na aminokyseliny a mastné
kyseliny. Autofagie vSak neslouzi pouze jako odpovéd’ na hladovéni bunky, ale reguluje

také likvidaci patogenti, debris a starych a poskozenych organel.

Autofagie je regulovana Atg geny (autophagy-related genes) a u savct je iniciovana
ULK1 komplexem (Unc51-like kinase 1), ktery je pod kontrolou mTORI1 kinazy
(mammalian target of rapamycin complex 1). mTORI1 funguje jako negativni regulator
autofagie, ktery je za normdlnich podminek aktivovany. Pokud nastane hladovéni buiiky,
hypoxie, nebo plisobeni rapamycinu, dojde k inaktivaci mTOR1 a indukci autofagie skrze

aktivaci ULK1 komplexu a formovani autofagozému (Jung et al., 2009).

V nédorové transformaci ma autofagie dvoji funkci. V casnych fazich onkogeneze
funguje jako supresor a v pokrocilych stadiich spiSe podporuje rist nadorovych bunék.
Antionkogenni funkce autofagie byla demonstrovana na mysich modelech s deletovanym
genem esencialnim pro autofagii (beclin-1), kde u téchto mysi doslo k vys$simu vyskytu
nadord (Yue et al., 2003). V pozd¢jsich stadiich nadorové transformace vSak vznika
v nddorovém mikroprostiedi ischemie (nedostatek kysliku a Zivin) a nadorové bunky diky

autofagii ptezivaji (Degenhardt et al., 2006).

Autofagie vétSinou doprovazi jak apoptotickou, tak nekrotickou smrt bunky a
zajistuje tak preziti téchto bunék ve stresovych podminkach. Pii vSech téchto typech
bunécné smrti jsou v jisté mife uvolilovany signaly nebezpeci (DAMPs), které napomahaji
stimulovat imunitni odpovéd’. Imunogenicita bunétné smrti tedy zavisi na zplsobu

aktivace bunécné smrti a signalnich drahéach, které se ji ucastni (Hou et al., 2013).

3.3.4 DalSi typy bunécné smrti

Jak jiz bylo zminéno vySe, mizeme rozliSit vice typl bunéCnych smrti nez jen
apoptozu, nekrozu a autofagii. V kapitole 3.3.2 byla zminéna nekroptéza jako podtyp
nekrozy, ktera ale na rozdil od nekrézy probihd regulované a podobné jako apoptoza je
oznacovana za programovanou bunécnou smrt. Nekroptoza se ucastni fady patologickych

déja jako ischemie, virové infekce a neurodegenerativnich onemocnéni (Vandenabeele et

al., 2010).
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3.3.4.1 Mitoticka katastrofa

Dals$im typem buné¢né smrti je mitoticka katastrofa. V buiikach dochazi k mitotické
katastrofé v piipad¢ abnormalni mitézy. Mitoticka katastrofa byla doposud definovana
jako onkosupresivni mechanizmus, ktery je vyvolan poruchou mitotického aparatu bunky
(napf. nespravnou segregaci chromozomu) v pribéhu M faze, je doprovazen uritym
pozastavenim bunécéného cyklu a vede k bunééné smrti, nebo bunécné senescenci (buiika

se jiz dale ned¢li) (Galluzzi et al., 2012).

3.3.4.2 Pyroptoza

Pyroptéza byla pivodné popsana jako smrt makrofagii napadenych bakteriemi
Salmonella typhimurium (Brennan and Cookson, 2000). Dnes se ale vi, ze pyroptdza neni
specificka jen pro makrofagy, ale déje se i u jinych bunék v odpovédi na jiné stresové
situace, neZ jen bakteridlni infekce. Klicovym prvkem pyroptotické drahy je kaspaza-1,
tato kaspaza je aktivovana multiproteinovym komplexem zvanym inflamazém.
Inflamazém je sestaven z adaptorového proteinu ASC, NOD-like receptoru a prokaspazy-
1. Kaspaza-1 muze byt alternativné aktivovana i tzv. pyroptozémem, ktery se skldda
zdimeru ASC proteini a prokaspazy-1. V obou pfipadech zpisobuje kaspaza-1
proteolytické St€peni a maturaci prozanétlivych cytokinti IL-1B a IL-18 (Galluzzi et al.,
2012). V nékterych ptipadech miize vést aktivace kaspazy-1 k aktivaci kaspdzy-7 a
nasledné signalizaci vedouci ke smrti buiniky. Stdle ale neni jisté, pro¢ v nckterych
ptipadech dojde pouze k sekreci prozanétlivych cytokinll a v jinych k bunééné signalizaci

vedouci ke smrti buniky.

3.3.4.3 Anoikis

Zajimavym typem bunécné smrti je anoikis. Anoikis je zpiisobena ztratou interakce
buniky s extracelularni matrix (ECM). Normalni netransformované buiiky jsou totiz zavislé
na signalech ptichazejicich z ECM, a to napftiklad na ristovych faktorech pfijimanych ptes
EGFR (epidermal growth factor receptor). Pokud butika tyto signaly nedostava, dochézi ke
spusténi signalizace vedouci ke smrti buniky a to pfedev§im vnitini apoptotickou drahou.
Rozdilné chovani maji epitelidlni nddorové bunky, které jsou viici anoikis rezistentni, coz
je podstatou jejich invazivity a tvorby metastazi. Vyzkum molekul ucastnicich se iniciace
této signalizace je tedy dulezity k pfipadnému potlaceni invazivity nddorovych bunék

(Reginato et al., 2003).
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Galluzi a kol. navrhli v roce 2012 nejnové;jsi klasifikaci riznych typii bunééné smrti,
mezi které patii vSechny vySe zminéné a jesté n€kolik dalSich jako entosis, parthanotos a
kornifikace (Galluzzi et al., 2012). V této praci jsou ale tyto typy bunétné smrti

nevyznamné a tak se jimi dale nebude zaobirat.

3.4 Aktivace imunitniho systému

Hlavni funkci imunitniho systému je obrana proti infekcim. Obratlovci maji k tomuto
ukolu dvé slozky, a to pfirozenou (nespecifickou) a adaptivni (specifickou). Mezi
nespecifické slozky imunity patii bunééné (fagocyty, NK buiiky, granulocyty) a humoralni
(komplement, antimikrobidlni peptidy, cytokiny) komponenty a jejim ukolem je rychla
detekce a nespecifickd eliminace patogeni, tvoii tak prvni obrannou linii v organizmu.
Reakce nespecifické imunity mé vétSinou za nasledek eliminaci patogenu, ale pokud tomu
tak neni, aktivuje se specifickd imunitni reakce, kterd je namifend presné na urcity druh
patogenu. Nevyhodou nespecifické imunitni odpovédi je, ze pfi ni nevznika imunologicka
pamet’.

Specificka imunita je aktivovana skrze nespecifické slozky a jejim klicovym
mechanizmem je vznik antigen-specifickych T a B lymfocyti a nasledna produkce
specifickych protilatek. V téle je pfipravena obrovska diverzita antigenné specifickych
receptori TCR (T cell receptor) na T lymfocytech a BCR (B cell receptor) na B
lymfocytech (fadové 10'" réiznych variant). Takové obrovské mnozstvi réiznych receptort
ma ale za nasledek jejich nizkou frekvenci pro uréity antigen (pfiblizng 107). Je tedy
potieba, aby doslo ke klonalni expanzi bun¢k s poZzadovanym specifickym receptorem. To
maji za ukol pravé bunky nespecifické imunity a to antigen prezentujici bunky (APC).
APC jsou schopny zpracovat pohlceny antigen, ktery néasledné vystavi na svém povrchu
v komplexu s MHC (major histocompatibility complex) molekulou II. tfidy (v ptipadé
crossprezentace s MHC molekulou 1. tfidy). Tento komplex je poté spolu s kostimula¢nimi
molekulami rozeznavan TCR, ¢imz dojde k proliferaci a diferenciaci na klon zralych
efektorovych T lymfocyt. Klonalni expanze vSak trva piiblizn€ 4-7 dni a tak je potieba,
aby do t¢ doby fungovaly slozky nespecifické imunity. APC tak predstavuji spojovaci

¢lanek mezi pfirozenou a adaptivni imunitou (Hotej$i a Bartikova, 2009).

3.4.1 Dendritické buiiky

Dendritické bunky patii stejné jako makrofagy a B lymfocyty mezi bunky
prezentujici antigen (APC), ale jako jediné APC mohou aktivovat naivni T lymfocyty
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(Steinman et al., 1983). Prvni zminka o DC pochazi zroku 1868, kdy byly popsany
Langerhansovy bunky v kizi, charakterizace DC vSak probéhla az vroce 1973, kdy
Steinman a Cohn nalezli a definovali novy bunécny typ v perifernich lymfoidnich
organech mysi, ktery podle vybézkii (dendriti) pojmenovali ,,dendritic cell” (Steinman and

Cohn, 1973).

DC se v téle vyskytuji jak v nezralé, tak ve zralé formé. Nezralé DC se vyskytuji
témet ve vSech tkanich, ale nejvice jich je v kiizi a sliznicich traviciho a dychaciho traktu
(na rozhrani s vnéjSim prostiedim), kde fagocytuji vse ze svého okoli, predevsim odumielé
buniky. Nezralda DC neni schopné aktivovat T lymfocyty, ale naopak je tlumi a vytvafi
regulacni T lymfocyty, aby nedochézelo k reakci proti vlastnim antigentim. Jakmile ale DC
pohlti n¢jaké molekuly typické pro patogeny (pathogen-associated molecular patterns;
PAMPs), které rozeznava skrze urcité receptory (pattern recognition receptors; PRR),
dochdzi ke zrani (maturaci) DC a jejimu pfesunu z tkdni do lymfatickych uzlin, nebo

jinych sekundarnich lymfatickych organt, kde dochézi k aktivaci T lymfocytu.

Pfeména na zralou DC, prezentujici antigen je doprovazena ztratou fagocytarni
aktivity, zvySenou expresi MHC molekuly II. tfidy, zvySenou expresi kostimulacnich
molekul (hlavné¢ CD80, CD86), zvySenou expresi adhezivni molekuly CD83, zvySenou
expresi chemokinového receptoru CCR7 (receptor pro chemokin MIP-3f, ktery se
vyskytuje v lymfatickych uzlindch) a dalSich (Banchereau et al., 2000). Pouze zralé DC
jsou schopny aktivovat naivni T lymfocyty.

3.4.1.1 Subpopulace dendritickych bunék

Existuji dvé zakladni subpopulace lidskych DC, myeloidni DC (mDC) a
plazmacytoidni DC (pDC). Ob& tyto populace pochazeji z CD34+ hematopoetické
kmenové buiiky z kostni dfen¢. Z myeloidniho prekurzoru vznikaji mDC, pro které jsou
hlavnimi ristovymi faktory GM-CSF a IL-4 a z lymfoidniho prekurzoru vznikaji pDC,
které se morfologicky 1 funkéné 1i§i od mDC a vnikaji za pfitomnosti CD40L a IL-3.
Hlavni llohou mDC je stimulace a aktivace antigen-specifickych T lymfocytt, kdezto pDC
se ucastni hlavné obrany proti virovym infekcim skrze rozpoznani endogennimi receptory
TLR-7 a TLR-9 a produkci interferonu o (IFN-a). Plazmacytoidni DC také v souvislosti
s obranou proti virim a produkci IFN-a aktivuji NK a NKT bunky, které napomahaji
v obran¢ proti t€émto infekcim. Hlavnimi identifikaénimi znaky téchto subpopulaci je

exprese CD11c u mDC a exprese receptoru pro IL-3 (CD123) u pDC. Langerhansovy
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bunky ptedstavuji subpopulaci mDC a vyznacuji se expresi molekuly CD1a, langerinu a E-
cadherinu. Mezi nejpocetnéjsi subpopulaci mDC patii intestinalni DC, které se nejvice
podobaji dendritickym bunkdm pfipravenym in vitro diferenciaci z monocyti za

piitomnosti GM-CSF a IL-4 (Shortman and Liu, 2002; Spisek a kol., 2009).

3.4.1.2 Maturace a migrace dendpritickych bunék

Jak jiz bylo zminéno vySe, nezralé DC vyskytujici se v perifernich tkdnich a na
sliznicich pohlcuji vse, co najdou ve svém okoli. Tyto fagocytarni buniky na svém povrchu
exprimuji nejriznéjsi receptory, kterymi rozpozndvaji mikrobidlni komponent a dalsi

signaly nebezpeci.

Hlavni skupinou téchto receptori jsou Toll-like receptory (TLR), které jsou
specifické pro Sirokou Skalu ligandt. Bakteridlni komponenty jako LPS, peptidoglykan a
flagelin jsou rozpoznavany TLR4, 2 a 5. Molekuly specifické pro plisn¢ a houby jako
zymozan a manan jsou rozpoznavany TLR 2 a 4 a virové komponenty jako ssRNA,
dsRNA a proteiny obalu jsou rozpoznadvany TLR7, 8, 3 a 4. Toll-like receptory na DC jsou
ale schopné rozpoznat i endogenni signdly, coz je ptedpokladem indukce imunogenni
bunécné smrti. Napiiklad HMGBI uvoliovany z nekrotickych a apoptotickych nadorovych
bunck je rozeznavan TLR4 na DC a kontroluje tak zahijeni imunitni reakce skrze
zpracovani a prezentaci nadorovych antigenli (Apetoh et al., 2007) (obr. 3.2.1 b). HSP70 a
HSP90 jsou dalSimi endogennimi proteiny vazajici se na TLR, konkrétné na komplex
TLR4/CD14, kterému crossprezentuji nadorové antigeny v asociaci s MHC molekulou 1.
tiidy (Asea et al., 2002). Tato signalizace pfes TLR4 vyvolana proteiny teplotniho Soku
také aktivuje v dendritickych bunikach NF-xB signaliza¢ni drdahu a naslednou produkci
prozéanétlivych cytokinl (TNF-a, IL-1B, IL-6 a IL-12) a aktivaci imunitni odpovédi
(Lehner et al., 2004) (obr. 3.2.1 a). Krom¢é TLR exprimuji DC jesté dalsi receptory, jako
intracelularni NOD-like receptory (NLR), Fc receptory pro rozeznani imunokomplexi,

nebo podplirné cytokinové receptory, kterymi DC detekuji ptitomnost nebezpeci na dalku.

Maturace DC je vyvoland matura¢nim signdlem (obr. 3.4.1.2), nejcastéji navazanim
ligandu na TLR, ktery spusti signaliza¢ni kaskadu, ktera vede k transkripci riznych gend.
Signalizace pfes TLR spousti podobné signaliza¢ni kaskady, kdy po navazani ligandu
dojde k dimerizaci receptorli, na jejichZ intraceluldrni domény se navazi adaptorové
proteiny (nejcastéji MyD88), které kaskadovité aktivuji dalsi proteiny a kindzy az dojde

k aktivaci transkripénich faktori (nejcastéji NF-xB), které v jadfe indukuji expresi
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cilovych geni. Vysledkem této signalizace je tedy mimo jiné i produkce prozanétlivych
cytokinti, chemokinti a indukce exprese kostimula¢nich molekul jako CD40, CD80 a CD86
(Kaisho and Akira, 2006).

Migrace DC je zavisld na expresi chemokinovych receptori na jejich povrchu.
Béhem maturace DC dochézi ke zméné exprese povrchovych chemokinovych receptort, a
jako dominantni se na jejich povrchu objevuje receptor CCR7, jehoz ligandem je MIP-3f3
(ELC) a 6Ckine (secondary lymphoid-tissue chemokine; SLC). ELC a SLC jsou
exprimovany v lymfatickych uzlinach a pfitahuji jak zralé DC, tak naivni T lymfocyty,
¢imz zajist'uji jejich setkani (Banchereau et al., 2000).
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Obr. 3.4.1.2 Zivotni cyklus DC pii protinadorové imunité. Nezralé DC vstupuji do tkani, kde se
setkdvaji s nadorovymi bunikami a jejich produkty. Pokud DC rozpoznd svymi receptory signaly
nebezpeci (DAMPs), zacind dochazet k maturaci a migraci DC do lymfatickych uzlin. DC
produkuje mnozstvi cytokint, které aktivuji slozky pfirozené¢ imunity (eozinofily, makrofagy a NK
buiiky). Zralé DC poté v sekundarnich lymfoidnich organech prezentuji pohlcené peptidy
v komplexu s MHC gp 1. a II. tfidy a aktivuji tak antigen specifické T lymfocyty. Aktivované T
lymfocyty dale podporuji DC v aktivaci B lymfocytl s naslednou produkci protilatek. Nadorové
mikroprostfedi a umirajici nadorové buiiky vSak mohou potlacit maturaci DC, a tim indukovat
vznik regulacnich T lymfocytt (pfevzato z (Dhodapkar et al., 2008)).
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3.4.1.3 Zpracovdni a prezentace antigenu

DC prezentuji na svém povrchu fragmenty peptidt, které pohltily, a to na MHC
glykoproteinech I. a II. tfidy. Na MHC molekulach jsou vétSinou vystavovany endogenni
peptidové fragmenty, ale DC jsou schopné tzv. crossprezentace exogennich peptidi na
MHC gp I. tiidy, ¢imZ jsou schopny aktivovat cytotoxické CD8+ T lymfocyty (CTL).
Crossprezentace je umoznéna tim, ze nckteré fagocytované proteiny mohou piestoupit
z fagozému do cytoplazmy a dale je s nimi nakladano jako s endogennimi proteiny, coz
znamena, ze jsou proteazomem degradovany a transportovany do ER, kde jsou navazany
na MHC gp 1. tfidy a anterogradnim transportem piesunuty na plazmatickou membranu.
Existuje jesté jeden zplsob crossprezentace, kdy jsou endocytované peptidy naStépeny
endozomalnimi protedzami a k navazani na MHC gpl. tfidy dojde piimo v endocytickém
kompartmentu (Rock and Shen, 2005). Prezentace peptidovych fragmentu na MHC gp 1I.
ttidy probihd tak, Ze endozomalni vacky s endocytovanymi proteiny splynou s vacky
z Golgiho aparatu, ve kterych jsou pfipraveny MHC gp II. tfidy. Po této fuzi dojde
k navazani rozstépenych endocytovanych proteini na MHC gp II. tfidy, které jsou
nasledné opét presunuty na cytoplazmatickou membranu, tento komplex poté aktivuje
pomocné CD4+ T lymfocyty (Th). V organismu se MHC gp . tfidy vyskytuji na vSech
jadernych bunkach a MHC gp II. tfidy pouze na antigen prezentujicich buiikach.

3.4.1.4 Aktivace a typ imunitni odpovédi

Dendritické buniky reguluji jak pfirozenou (makrofagy, granulocyty a NK buiky),
tak adaptivni (T a B lymfocyty) sloZku imunity (Banchereau et al., 2000) (obr. 3.4.1.2). Pii
aktivaci adaptivni imunity dochéazi k prezentaci antigenid v komplexu s MHC gp I. a Il
tiidy T lymfocytim a jejich nasledné diferenciaci do funkéné odlisSnych populaci.
Prezentace antigenll nezralymi dendritickymi buikami T lymfocytim bez kostimula¢nich
molekul, vede ke vzniku tolerance. Pokud ale DC podstoupila maturaci a migraci do
lymfatickych uzli, mize zde aktivovat naivni T lymfocyty, které mohou dale diferencovat

v efektorové a pamét'ové buiky.

3.4.1.4.1 Aktivace CD4+ T lymfocyti

Aktivace pomocnych CD4+ T lymfocyti je zprostfedkovana vazbou MHC gp IL.
tftidy s navazanym antigenem na T bunécny receptor (TCR) a kostimula¢nimi signély
vedouci pies kostimulacni molekuly CD28 na T lymfocytu a CD80 (B7.1), nebo 86 (B7.2)

na DC. Diferenciace T lymfocytl je poté zavisla predevSim na cytokinovém prostiedi,
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které polarizuje T bunéénou odpovéd’. Zakladnimi typy pomocnych CD4+ T lymfocyt
jsou Thl, Th2, Th17 a regula¢ni T lymfocyty (Treg).

Pokud aktivované DC produkuji IL-12 a IL-18 vznikaji Th1 bunky, které¢ produku;ji
IFN-vy, ktery je nadale potfebny pro aktivaci makrofagi. Thl odpovéd’ se uplatituje hlavné
pfi napadeni intracelularnimi parazity. Thl buiky dale produkuji IL-2, ktery slouzi jako

autokrinni ristovy faktor.

Pti produkci IL-4 aktivovanymi DC vznikaji Th2 buiky, které se uplatiuji pii
aktivaci B lymfocyti. Th2 lymfocyty aktivuji B lymfocyty skrze pifimy kontakt, kdy na
svém povrchu exprimuji molekulu CD40L , coz je ligand pro kostimula¢ni receptor CD40
na povrchu B lymfocytu. Dulezitd je také produkce cytokinti (IL-4, IL-5 a IL-6) Th2
lymfocyty, které napomahaji aktivaci B lymfocytd.

Diferenciace v Th17 buiiky probihd hlavné za ptitomnosti IL-6, 1L-23 a TGF-.
Th17 bunky dale produkuji IL-17 a IL-22 a ucastni se pfilakéni neutrofili a produkce

antimikrobialnich peptidi pii obrané proti extracelularnim bakteriim a houbam.

CD4+ T lymfocyty mohou za ptitomnosti IL-10 a TGF-B diferencovat také
vregulaéni T lymfocyty (Treg). Tyto regulacni T lymfocyty byvaji oznaCovany jako
CD4+CD25+FoxP3+ bunky (Fontenot et al., 2003), protoze exprimuji transkripcni faktor
FoxP3, ktery je pro jejich vznik esencidlni a o podjednotku IL-2 receptoru. Treg dale
produkuji tlumivé cytokiny IL-10 a TGF-B, které potlacuji aktivaci imunitni odpovédi a

zabranuji tak vzniku autoimunitnich onemocnéni (Brock, 2012; McKee et al., 2010).

3.4.1.4.2 Aktivace CD8+ T lymfocyti

Jak bylo feceno v kapitole 3.4.1.3, DC jsou schopny crossprezentovat exogenni
peptidy na MHC gp L. tfidy, a skrze TCR tak aktivovat CD8+ T lymfocyty. Pro efektivni
diferenciaci CD8+ T lymfocyti v efektorové cytotoxické T lymfocyty (CTL), je vSak
zapotiebi 1 Th bunék, které poskytuji dendritickym bunikdm dalsi kostimulaéni signal, aby
mohly efektivné stimulovat diferenciaci CTL. Interakce Th buiikky a DC probiha pftes
CDA40 receptor na DC a CD40L na aktivované Th, tato interakce stimuluje DC k expresi
kostimulac¢nich molekul CD80/86 a produkci IL-1 a IL-12, které jsou dilezité pro
diferenciaci CTL. Th buiiky dale poskytuji CD8+ T lymfocytim IL-2, ktery slouzi jako

dilezity riistovy hormon (Hofejsi a Bartinkova, 2009).
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3.5 Terapie nadorovych onemocnéni

Zakladni 1éc¢bou v terapii nadorti stale ztstdva chirurgicky zakrok, chemoterapie,
ozafovani, nebo jejich kombinace. Eliminace solidnich nadorG byva za pouziti téchto
metod uspesna, avsak pokud jiz doslo k metastazim je progndza pacienti horsi. Je tedy
potieba nejen eliminovat buiiky primarniho nadoru, ale i posilit imunitni systém pacienta
v boji proti metastazujicim buiitkam, a tak navodit dlouhotrvajici protinadorovou odpovéd'.
Této potiebé dobie odpovida protinddorova imunoterapie. Nejenze eliminuje primarni
nador, ale také predchazi rekurentni chorobé a rozvoji metastdzi tim, Ze povzbuzuje
imunitni systém k protinddorové imunitni odpovédi (Sharma et al., 2011). Imunoterapie je
v porovnani s chemoterapii méné toxicka vici zdravym tkanim, a tak je pacienty lépe
snaSena. Jako nejslibnéjsi variantou pro lé€bu nadorovych onemocnéni se vSak jevi

kombinace tradi¢ni 1é¢by s modernim imunoterapeutickym piistupem.

3.5.1 Protinadorova imunoterapie

Imunoterapeutické pfistupy miizeme rozdelit na aktivni a pasivni. Pfi pasivni
imunoterapii jsou pacientovi podavany nadorové specifické monoklondlni protilatky (Scott
et al., 2012), nebo cytokiny aktivujici imunitni systém (Dranoff, 2004). V dne$ni dob¢ je
na trhu nékolik monoklonalnich protilatek uplatiujicich se v 1écbé rliznych typa nadora,
napiiklad rituximab pouzivajici se pifi 1€cbé B bunécnych lymfomt (Pescovitz, 2006),
ipilimumab aplikovany pii 1é¢bé melanomi (Hodi et al., 2010), nebo trastuzumab vhodny
pro 1écbu nadorti prsu (Hudis, 2007). Pasivni imunoterapie se ale vzhledem k jeji nizké

ucinnosti pouziva jako dopliikova 1é€ba pro tradi¢ni terapie.

Lepsi G¢innost ma aktivni imunoterapie, kdy se pacientovi podava vakcina, ktera
aktivuje jeho imunitni systém a idealné€ 1 imunologickou pamét. Dochazi zde k aktivaci jak
vrozené, tak adaptivni ¢asti imunitniho systému, coz ma za nasledek ucinné;si eliminaci
nadorového bujeni a pfetrvani beznddorového stavu. Protinddorové vakciny mohou byt
bud’ celobunécné, které obsahuji celé spektrum nadorovych antigend, nebo mohou
obsahovat pouze urcity peptid kodovany v plazmidové DNA vnesené do pacienta pomoci
virového vektoru (Madan et al., 2009). Vyvoj protinadorovych vakcin zazil v poslednim
desetileti velky rozvoj, kdy bylo publikovano mnoho preklinickych studii prezentujicich
rizné vakcinacni strategie. Bohuzel ale u vétSiny téchto strategii nedoslo k pozadovanému
uspéchu v randomizované fazi III klinickych studii (Klebanoff et al., 2011; Rosenberg et

al., 2004). Jakymsi pterodem bylo v roce 2010 schvéleni Sipuleucelu-T (vakcina zaloZzena
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na autolognich dendritickych buiikach) pro 1é€bu karcinomu prostaty americkym ufadem
pro kontrolu 1é¢iv FDA (Cheever and Higano, 2011). Od té doby vznikaji nové vakcina¢ni

strategie pro 1€cbu nadorového bujeni.
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Obr. 3.5.1 Aktivace imunitni odpovedi pii aktivni protinddorové imunoterapii. Aktivni imunizace
je zalozena na prezentaci nadorovych antigent antigen prezentujicimi buiikami. Zralé DC aktivuji
efektorové T a B lymfocyty, které dale bojuji proti naddoru rtiznymi zplsoby. Aktivované B
lymfocyty produkuji specifické protilatky, CD4+ T lymfocyty pomahaji aktivovat B lymfocyty a
produkuji cytokiny, chemokiny a rtstové faktory pro dalsi aktivaci slozek nespecifické imunity
(NK buiiky, makrofagy). CD8+ T lymfocyty pfimo zabiji nadorové bunky skrze Fas/FasL a
perforiny/granzymy. Protinddorové vakciny idealné vyvolavaji imunologickou pamét a
dlouhotrvajici beznadorovy stav v organismu (pfevzato z (Winter et al., 2011)).

3.5.1.1 Proteinové a peptidové vakciny

Proteinové a peptidové vakciny obsahuji definované nadorové antigeny ve formé
rekombinantnich proteinii nebo peptidli. Spolu s témito rekombinantnimi antigeny se do
vakcin pfidavaji rtiznd adjuvancia ke zvySeni imunogenicity. V soucasné¢ dobé je fazi

klinického testovani zhruba desitka proteinovych a peptidovych vakein.
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Jedna zvakcin, ktera je pravé testovana ve III. fazi klinickych studii je
GSK1572932A (NCT00480025), ktera cili nadorovy antigen MAGE-A3. Tato vakcina by
méla slouzit jako podplrnd lécba po chirurgickém odstranéni nadoru a ptedchazet
vytvoreni nového nadoru u téchto pacienti. Nova klinicka studie faze I a II pravé zarazuje
pacienty s NSCLC k testovani peptidové vakciny ktera cili MUC-1 (NCT01720836). Dalsi
klinické studie prave probihaji pro mnoh¢é vakciny, které cili rizné nddorové antigeny jako

NY-ESO-1 a p53.

3.5.1.2 Celobunécné nadorové vakciny

Celobunécné vakciny necili pouze jeden nadorovy antigen, ale celé spektrum
nadorovych antigent, které nddorova builka exprimuje. Tyto vakciny mohou byt bud
autologni, které obsahuji pacientovy vlastni nadorové bunky, nebo allogenni obsahujici

nadorové linie izolované z jiného ¢lovéka.

Zatim nejdéale ve vyzkumu a klinickych studiich celobunéénych vakcin pokroéil
ptipravek GVAX®. Tato vakcina se skladd z ozarenych autolognich nadorovych bunek,
které jsou transfekci adenovirovym vektorem pieprogramovany k produkci GM-CSF
(Salgia et al., 2003). Tento imunostimulac¢ni cytokin pak v téle zajiStuje proliferaci a
diferenciaci hematopoetickych bunck, podporuje antigenni prezentaci a zvySuje
protilatkami zprostfedkovanou cytotoxicitu. Na zéklad¢ pozitivnich vysledkii z klinickych
studii faze 1 byla spusténa rozsahlejsi studie faze I/II (Nemunaitis et al., 2004), ktera
zahrnovala 43 pacientil s riznymi stadii NSCLC. U téchto pacientii bylo zjisténo, ze jejich
stav koreloval s mnozstvim sekretovaného GM-CSF, tudiz vysledky této studie
predpokladaly, Ze je s vySS$i davkou vakciny spojené delSi pieziti pacient. S timto
pfedpokladem byla spusténa dalsi studie, ktera kombinovala autologni transfekované
buiiky s allogenni buné¢nou linii modifikovanou k vyssi sekreci GM-CSF (Nemunaitis et
al., 2006). Tato studie vSak, podobné jako dalsi studie GVAXu u jinych nadorovych

onemocnéni, nebyla uspésna (Kelly et al., 2010).

3.5.1.3 Imunoterapie zaloZend na dendritickych burikdach
Vakciny zalozené na DC vyuZivaji tyto antigen prezentujici buiiky jako adjuvancium

a zaroven jako vektor pro transport a prezentaci nadorovych antigenii imunitnimu systému.

wevr

dlouhotrvajici protinadorové imunity. Nejdiive je potieba, aby DC na svém povrchu

vystavovala vhodné nadorové antigeny. Dals$im dilezitym pfedpokladem je, Ze DC musi
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maturovat a byt schopné aktivovat specifickou T bunécnou odpovéd’. Nakonec museji
efektorové T lymfocyty prekonat imunosupresivni nddorové mikroprostiedi a proniknout

pfimo k nadorovym buitkkam (Mellman et al., 2011).

3.5.1.3.1 DCVAC

V naSich laboratofich firmy Sotio se pro vyrobu protinadorovych vakcin pouzivaji
autologni DC, kdy se u pacienta provede leukafereticky odbér, pfi kterém jsou z krve
separovany bilé krvinky. Z téch jsou néasledné separovany monocyty, které za pritomnosti
IL-4 a GM-CSF diferencuji v nezralé dendritické buniky. Nezralé DC jsou poté pulzovany,
a tim aktivovany usmrcenymi allogennimi nadorovymi buiikami (za vyuziti vysokého
hydrostatického tlaku). Takto pfipravené aktivované DC jsou vlastnim terapeutickym
pripravkem (obr. 3.5.1.3.1). Aktivované DC se poté injek¢né vpravi do téla pacienta, kde
migruji do lymfatickych uzlin a aktivuji naivni T lymfocyty. Aktivované efektorové T
lymfocyty se namnozi a putuji k nddorovym bunkam, které specificky zabijeji. Klicové
jsou ptitom cytotoxické T lymfocyty, které jsou schopny piimo usmrtit nddorovou buiiku a

zajistit tak dlouhotrvajici protinadorovou odpovéd.
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Obr. 3.5.1.3.1 Schéma ptipravy DCVACu. Po provedeni leukaferetického odbéru jsou izolované
monocyty diferencovany za pritomnosti IL-4 a GM-CSF vnezralé DC, které jsou nasledné
pulzovany naddorovymi buitkami usmrcenymi HHP. Zralé DC jsou poté jako terapeuticka vakcina
vpraveny zpét do téla pacienta v mésicnich intervalech po dobu 1 roku.
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4 Materialy a metody

4.1 Materialy

4.1.1 Pristroje

Aparatura pro SDS-PAGE (Bio-Rad)

Aparatura pro western blotting (Bio-Rad)

Centrifuga Megafuge 16R (Thermo Scientific)

COsInkubator (Thermo Scientific)

CoolCell- isopropanol-free zamrazovaci kontejner (BIOCISION)
Cytospin (StatSpin)

ELISA reader (Tecan)

GBox (Syngene)

Konfokalni mikroskop LCS SPS5 Laser scanning confocal microscope (Leica)
Prttokovy cytometr BD LSR Fortessa (BD Biosciences)

Single Tube Luminometer FB12 (Titertek Berthold)

Sonikator Q700 (QSonica)

Svételny mikroskop TS100 Eclipse (Nikon)

Termomixér (Eppendorf)

UV box BLX-312 (Vilber Lourmat)

Vortex (Grant bio)

4.1.2 Roztoky a chemikalie

0,5% roztok krystalové violeti (Penta)
10x Permeabilization buffer (eBioscience)
Akrylamid (Bio-Rad)
Amonium persulfat; APS (Bio-Rad)
AnnexinV binding buffer 10x (Exbio)
BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific)
Bovinni sérovy albumin; BSA (Sigma Aldrich)
Bromfenolova modi (Sigma Aldrich)
Ficoll-Paque (GE Healthcare)
Fixation/Permeabilization Concentrate (eBioscience)
Fixation/Permeabilization Diluent (eBioscience)
GM-CSF (PeproTech)
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Human CD14 Selection Kit (STEMCELL Technologies)

IL-2 (PeproTech)

IL-4 (Gentaur)

Krysi sérum (Sigma Aldrich)

Marker molekulovych vah (PageRuler Prestained Protein Ladder 10-170K) (Thermo
Scientific)

Paraformaldehyd; PFA (Serva)

Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific)

Poly I:C (Invitrogen)

Ponceau-S Solution (Sigma Aldrich)

Restore Western Blot Stripping Buffer (Thermo Scientific)

SuperSignal West Dura Extended Duration Substrate (Thermo Scientific)
TEMED (Bio-Rad)

Triton X-100 (MP Biomedicals)

Trypan Blue Stain 0,4% (Gibco)

Tween 20 (Bio-Rad)

RIPA
10mM TRIS pH 7,5 0,5 ml
150mM NaCl 1,5 ml
5SmM EDTA 0,5 ml
1% Triton X 100 0,5 ml
H,0 doplnit do 50 ml

+ inhibitor protedz (10x) (Roche)
+ PMSF (100x) (MP Biomedicals)

5x Sample Buffer
300mM TRIS pH 6,8 12 ml
5% SDS 2g
50% glycerol 20 ml
360 mM (2,5%) BME 1 ml

0,05% bromfenolovd modi 20 mg

H,0 doplnit do 40 ml
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10x Proteinovy pufr
Glycin
TRIS
SDS
H,0 doplnit do

10x Blotovaci pufr
Glycin
TRIS
H,0 doplnit do

1x Blotovaci pufr
10x blotovaci pufr
Methanol
dH,0

10x TBS
NaCl
TRIS
H,O doplnit do

1442 ¢
303¢g
10g
1000 ml

144 g
30g
1000 ml

100 ml
200 ml
700 ml

80¢g
24,1 ¢
1000 ml

Doplnit do pH 7,6 HCI

TBST
10x TBS 100 ml
dH,O 900 ml
TWEEN20 1 ml

5% zaostifovaci gel - na 2 gely:

30% akrylamid
IM TRIS pH 6,8
dH,O

20% SDS

10% APS
TEMED

0,5 ml
375 ul
2,1 ml
14 ul
22,5 ul
3ul

43



12% separacni gel -na 2 gely:

30% akrylamid 4,48 ml
IM TRIS pH 8,8 4,2 ml
dH,O 2,535 ml
20% SDS 62 ul
10% APS 56 ul
TEMED 7,5 ul

4.1.3 Meédia a roztoky pro tkanové kultury
2-Mercaptoethanol 50uM; B-ME (Gibco)

AB-Human sérum (Life Technologies)

Antibiotika; Penicilin-Streptomycin Solution (Gibco)
Dimethylsulfoxid; DMSO (Sigma Aldrich)

Fetalni bovinni sérum; FBS (PAA Cell Culture Company)
Glutamax (Gibco)

Non-Essential Amino Acids (Gibco)

PBS (Lonza)

PBS+EDTA (Lonza)

RPMI1640 médium, no Glutamine (Gibco)

Sodium Pyruvate 100mM (Gibco)

Trypsin-EDTA 0,25% (Gibco)

Kompletni médium: RPMI 1640 + 10 % FBS + 1 % Penicilin-Streptomycin +1 %

Glutamax

T bunééné kompletni médium: RPMI 1640 + 10 % AB-Human sérum + 1 % Penicilin-

Streptomycin +1 % Glutamax + 1 % Neesencidlni aminokyseliny + 1 % Sodium Pyruvat +
0,1 % B-ME
Zamrazovaci médium: 70 % kompletni médium + 20 % FBS +10 % DMSO

4.1.4 Protilatky

AnnexinV- Dyomics 647 (Exbio); 1:90
CellMask™ Deep Red Plasma membrane Stain (Life Technologies); 1:600
CRT (Enzo); 1:40
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DAPI dilactate (Invitrogen); 1:60

Dylight 649 (Exbio); 1:600

HSP70 (R&D Systems); 1:100

HSP90 (Enzo); 1:40

IgG1 (Life Technologies); 1:200

IgG2a (Invitrogen); 1:200

ProLong® Gold Antifade Reagent with DAPI (Invitrogen)
Vybrant® DiD (Invitrogen); 1:200

Vybrant® DiO (Invitrogen); 1:200

mAb:

CCR7 - APC-eFluor780 (eBioscience); 1:25
CDl1lc - APC (Exbio); 1:50

CD25 - PerCP-Cy5.5 (BioLegend); 1:20
CD3 - Alexa700 (Exbio); 1:20

CD4 - PE-Cy7 (eBioscience); 1:25

CDS8 - PE-Dy590 (Exbio); 1:20

CD80 - FITC (Beckman Coulter); 1:20
CD83 - PerCP-Cy35,5 (Beckman Coulter); 1:20
CD86 - PE (Beckman Coulter); 1:20

FoxP3 - AlexaFluor 488 (eBioscience)
Helios - PE (BioLegend); 1:20

HLA-DR - PE-Cy7 (BD Bioscience); 1:20

Protilatky pouZité pii detekci metodou western blot jsou uvedeny v tabulce 4.2.5

4.1.5 PouZité bunééné linie

Pro vSechny experimenty byly pouZity plicni nddorové linie H520 (ATCC CRL-
5810) a H522 (ATCC HTB-182) ptvodné ziskané z lidskych nadora plic. Linie H520 je
skvamoézni karcinom plic a linie H522 je adenokarcinom plic, ob¢ tyto linie patii do

nemalobunééného typu karcinomu plic.
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4.2 Metody

4.2.1 Prace s bunéénymi kulturami

Veskera prace s bunéénymi kulturami probihala v laminarnim boxu za pouziti
sterilnich roztokl, Spicek a pipetovacich nastavci. Buiky byly kultivovany v CO,
termostatu pii 37 °C a 5% CO,.

Z narostlych bunék bylo odstranéno médium, bunky byly oplachnuty 10 ml
vytemperované¢ho roztoku PBS+EDTA a inkubovany v 3 ml roztoku Trypsinu+EDTA
v termostatu dokud se neuvolnily do média. Poté bylo k buitkdm pfidano 6 ml kompletniho
RPMI média a bunky byly dikladné resuspendovany. Suspenze byla centrifugovana 5
minut pfi 320 x g. Sediment bun¢k byl resuspendovan v kompletnim RPMI médiu,
rozdélen do kultivaénich lahvi a objem doplnén do 15 ml kompletniho RPMI média.
Buniky byly inkubovany pfti 37 °C v CO, inkubatoru.

Pii zamrazovani bunécnych linii byly bunky sklizeny z kultiva¢nich lahvi,
spoCitany a resuspendovany v zamrazovacim médiu v koncentraci 5 milioni/ml a

zamrazeny v tekutém dusiku.

4.2.2 Priprava vzorki pro oSetifeni vysokym hydrostatickym tlakem

Bunky uréené¢ k oSetfeni vysokym hydrostatickym tlakem byly sklizeny
z kultivacnich lahvi, spocitany a centrifugovany, poté byly resuspendovany v 1,5 ml média
a preneseny do mikrozkumavky s propichnutym vickem. Pfed uzavienim vicka byl na
hrdlo mikrozkumavky umistén maly kousek sterilni membrany. Uzavér mikrozkumavky
byl pfetazen parafilmem po celém obvodu tak, aby nebyla piekryta dirka ve vicku.
Mikrozkumavka byla zatavena do sterilniho pytlicku naplnéného roztokem PBS. Takto
pfipravené vzorky byly oSetfeny vysokym hydrostatickym tlakem po dobu 10 minut. Po

oSetfeni byly burnky spocitany a pouzity k dal§im experimentim.

4.2.3 Priprava lyzati pro Western Blot

Buniky byly sklizeny zkultivacnich lahvi, spo€itdny a rozdéleny na rizné
podminky. Buiiky urcené k oSetteni UV byly vystaveny UVB 312nm zafeni po dobu 10
minut. V jednotlivych ¢asovych bodech byly bunky sklizeny a centrifugovany (420 x g, 5
min, 4 °C). Sediment bun¢k byl resuspendovan ve 100 pl chladného RIPA lyza¢niho pufru
a ponechan 20 minut na ledu. Poté byla suspenze centrifugovana (19500 x g, 15 min, 4 °C)

a vysledny supernatant byl odebran a zamrazen.
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4.2.3.1 Stanoveni koncentrace proteinu

Koncentrace proteinii v bunéénych lyzatech byla stanovena pomoci BCA Protein
Assay kitu v 96 jamkové destiCce za pouziti fedici fady BSA pro méfeni koncentrace
proteinu v rozmezi 20-2000 pg/ml. Bunééné lyzaty byly nafedény 5x a 10x v tkanové H,O
a ke vSem vzorkim bylo ptfidano 200 pl smési roztokt A a B v poméru 50:1, dodavanych
v kitu. Desticka byla 30 minut inkubovana pii 37 °C v CO, termostatu a nasledn¢ byla
pomoci ELISA readeru zméfena absorbance vzork a standardu pti 560 nm. Z naméfenych
hodnot standardu byla vytvofena kalibracni kiivka, podle které byla vypocitana
koncentrace proteinu v jednotlivych vzorcich. Bunééné lyzaty byly doredény tkanovou
vodou na stejnou koncentraci a ke vSem byl pfidan vypocitany objem 5x koncentrovaného
Sample Bufferu v poméru 4:1 na vyslednou koncentraci 1x. Vzorky byly nakonec
povafeny v termomixéru pii 95 °C po dobu 10 minut, nasledn¢ zamrazeny a pozdé&ji

pouzity pro imunologickou detekci.

4.2.3.2 Piiprava lyzatii pro stanoveni fosforylovanych proteinii

Buniky byly sklizeny z kultivaénich lahvi, oSetteny HHP nebo UVB zéfenim,
spoCitany a ve stejném poctu rozdéleny do kultivacnich lahvi. V jednotlivych ¢asovych
bodech byly bunky sklizeny a centrifugovany (420 x g, 5 min, 4 °C). Sediment bun¢k byl
resuspendovan ve 100 ul 1x Sample Bufferu a umistén na led. VSechny vzorky byly na
ledu kratce sonikovany (amplituda 40), aby doSlo ke zlyzovani bun¢k a nasledné byly
povafeny v termomixéru pii 95°C po dobu 10 minut. Vysledny lyzat byl zamrazena

pozdéji pouzit pro imunologickou detekci

4.2.4 SDS-PAGE elektroforéza

Pro elektroforézu byl pouzivan 5% zaostfovaci gel a 12% separacni gel. Na gel
bylo nanaSeno 5 pl markeru molekulovych vah a vzorek o takovém objemu, aby bylo
nanaseno 30 pg proteinu na jamku. Elektroforéza probihala v Tris-glycinovém pufru po
dobu 10-15 minut pii elektrickém napéti 80 V (dokud nedoSlo k sefazeni vzork na
rozhrani zaostfovaciho a separa¢niho gelu), nasledné bylo elektrické napéti zvySeno na 130

V, dokud vzorky nedoputovaly ke spodnimu okraji separacniho gelu.

4.2.5 Western Blot

V blotovacim pufru byl slozen tzv. ,,sendvic®, ktery se sklada z plastové schranky,

blotovaci houby, 3 vrstev filtraéniho papiru, nitrocelulozové membrany, gelu z probéhlé
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elektroforézy, ze kterého byl odstranén zaostfovaci gel, a dalSich 3 vrstev filtra¢niho papiru
a blotovaci houby. Takto slozeny sendvi¢ byl vlozen do blotovaciho zafizeni a prelit
vychlazenym blotovacim pufrem. Pfenos proteinii na nitrocelulé6zovou membranu probihal
minimaln¢ hodinu za stalého chlazeni pfi elektrickém napéti 100 V.

Po pfenosu proteinii na membranu byla membrana obarvena roztokem Ponceau-S
(azobarvivo) pro potvrzeni UspéSného pirenosu proteind. Obarvend membrana byla
naskenovéna a odbarvena roztokem TBST. Poté byla membrana 30 minut blokovéana v 5%
odtu¢néném mléce rozpusteném v TBST a nasledné¢ inkubovana ptfes noc s primarni
protilatkou pfi 4 °C. Druhy den byla membrana oplachnuta 3x 10 minut v roztoku TBST a
inkubovéna 1 hodinu se sekundarni protildtkou. Poté byla membrana opét oplachnuta 3x
10 minut v roztoku TBST a inkubovéna 1 minutu ve vyvolavacim roztoku SuperSignal
West Dura Extended Duration Substrate. Vyvoldni membrany probéhlo v pfistroji GBox,
doba expozice se pohybovala mezi 1 - 30 min. Vyvoland membrana byla oplachnuta
roztokem TBST a inkubovana 10 minut s roztokem Restore Western Blot Stripping Buffer
k odstranéni navazané protildtky. Membrana byla opét oplachnuta 3x 10 minut v roztoku
TBST, zablokovana 30 minut v 5% odtu¢néném mléce a opakované pouzita pro detekci

dalsich proteind. Pouzité primarni a sekundarni protilatky jsou uvedeny v tabulce 4.2.5.

Primarni protilatky

primarni protilatka proti: specifita redéni
Actin (Sigma, #A2066) krali¢i 1:1000 (5% mléko v TBST)
elF2a (Cell Signaling, #9722) krali¢i 1:500 (5% BSA v TBST)
P-elF2a (Cell Signaling, #9721) krali¢i 1:1000 (5% BSA v TBST)
GAPDH (GeneTex, #GTX78213) mysi 1:1000 (5% mléko v TBST)
HSP70 (R&D, #MAB1663) mysi 1:1000 (5% BSA v TBST)
HSP90 (Enzo, #ADI-SP A-830-F) mysi 1:1000 (5% BSA v TBST)
Kalretikulin (Enzo, #ADI-SP A-601) mysi 1:500 (5% mléko v TBST)
Kaspaza-3 (Cell Signaling, #9662) kralici 1:200 (5% mlé¢ko v TBST)
Kaspaza-8 (Cell Signaling, #9746) mysi 1:500 (5% BSA v TBST)
Kaspaza-8 (Cell Signaling, #9496) kralic¢i 1:500 (5% BSA v TBST)
Kaspaza-9 (Cell Signaling, #9502) kralici 1:200 (5% mléko v TBST)
p38 MAPK (Cell Signaling, #9212) krali¢i 1:500 (5% BSA v TBST)
P-p38 MAPK (Cell Signaling, #9211) krali¢i 1:500 (5% BSA v TBST)
SAPK/INK (Cell Signaling, #9252) kralici 1:500 (5% BSA v TBST)
P-SAPK/INK (Cell Signaling, #9251) kralici 1:500 (5% BSA v TBST)

Sekundarni protilatky konjugované s ki‘fenovou peroxidazou

sekundarni protilatka proti:
mysi IgG (H+L) (Jackson Immunoresearch, #715-036-150)) 1:10000 (5% mléko v TBST)
kralici IgG (H+L) (Jackson Immunoresearch, #711-036-152))  1:10000 (5% mléko v TBST)

Tabulka 4.2.5 Seznam pouzitych protilatek a jejich fedéni pro Western Blot
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4.2.6 Analyza viability a imunogennich molekul pomoci priitokové cytometrie

4.2.6.1 Detekce viability bunék pomoci AnnexinV/DAPI barveni

Buiiky byly promyty v roztoku PBS a inkubovany 20 minut ve tmé v barvici smési
(80 ul dH,O, 10 pl 10x Annexin binding buffer a 1 ul AnnexinVDyomics 647). Po
nabarveni byly bunky propldchnuty roztokem 1x Annexin binding buffer a nasledné
roztokem PBS. Buniky byly méfeny na pritokovém cytometru v roztoku PBS s pfidanym
DAPI dilactate. Data byla analyzovana FlowJo softwarem (verze 9.5.3.) nasledujicim
zpusobem (obr.4.2.6.1).

Z namétenych dat byl odebran debris bunék (vybirdno ve vyneseni side scatter area

(SSC-A) proti forward scatter area (FSC-A)) a zbyla populace byla vymezena podle bunck

nabarvenych pouze na DAPI (Pacific-Blue). Vysledkem bylo vymezeni ¢ty populaci, a to
zivych bunék (AnnexivV-/DAPI-), casn€¢ apoptotickych bunck (AnnexinV+/DAPI-),
pozdné apoptotickych bunck (AnnexinV+/DAPI+) a nekrotickych bunék (AnnexinV-
/DAPI+).

Obr. 4.2.6.1 Analyza Zivotnosti nddorovych bunék a jejich vymezeni.

4.2.6.2 Detekce imunogennich molekul

Buiiky byly promyty v PBS a inkubovany 25 minut pii 4 °C s primarni protilatkou
nafedénou v PBS. Poté byly bunky promyty 2x 5 minut roztokem PBS a nasledné
inkubovany 30 minut pti 4 °C se sekundarni protilatkou (Dylight 649) nafedénou v PBS.
Bunky byly opét promyty 2x 5 minut roztokem PBS a méfeny na prutokovém cytometru.
Data byla analyzovéana FlowJo softwarem a to tak, Ze byla opét uvazovana pouze populace
bun¢k bez debris. Z této mnoziny bunck byl stanoven aritmeticky primér (Mean) pro
kazdy sledovany parametr a vysledné hodnoty interpretovany jako intenzity fluorescence

(MFI) v grafech, od kterych byla odectena hodnota sekundarni protilatky.
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4.2.7 Priprava preparati pro mikroskopii

Bunky byly fixovany 30 minut 4% paraformaldehydem v PBS pfi laboratorni
teploté za mirného kyvani. Poté byly buniky permeabilizovany 5 minut v 0,2% roztoku
Tritonu X-100 v PBS a 2x 5 minut promyty roztokem PBS. Zafixované bunky byly
inkubovany 30 minut v roztoku 1% BSA v PBS a nasledné byly bunky inkubovany 25
minut pii 4 °C s primarni protilatkou nafedénou v PBS. Buiiky byly 2x 5 minut promyty
roztokem PBS, poté byla k buitkdm na 30 minut pfiddna sekundérni protilatka natedéna v
PBS. Buniky byly opét promyty 2x 5 minut roztokem PBS. Suspenze bunék byla pfenesena
na podlozni sklo pomoci piistroje Cytospin. Po zaschnuti byl preparat zakapnut
montovacim médiem ProLong Gold Antifade Reagent s DAPI a pfikryt krycim sklickem.
Preparaty byly pozorovany konfokalnim mikroskopem LCS SP5 (Leica).

4.2.8 Stanoveni intracelularni a extracelularni koncentrace ATP

Buniky byly sklizeny a v koncentraci 1 milion/ml rozdéleny po 1 ml do
mikrozkumavek (pro kazdy cas a podminku zvlast), ve kterych byly dale osetfeny
vysokym hydrostatickym tlakem, nebo UVB zafenim. Po oSetfeni byly buniky ponechany
v CO; inkubatoru pfi 37 °C. V jednotlivych ¢asovych bodech byl odebran a zamrazen
supernatant bunék (S1), bunky byly rychle zcentrifugovany a byl odebran dalsi supernatant
(S2). Zbytek bunck byl zlyzovan 1x permeabilizacnim pufrem a vysledny lyzat zamrazen
(L). Extracelularni koncentrace ATP byla naméfena z S1 a intracelularni koncentrace ATP
z S2+L. Méfeni koncentrace ATP bylo provadéno na pfistroji Single Tube Luminometer

FB12.

4.2.9 Priprava dendritickych bunék in vitro

Obsah buffy coatu byl pienesen do kultivacni lahve, nafedén v poméru 1:1
s PBS+EDTA a pomalu pfenesen do 50 ml centrifuga¢ni zkumavky na 15 ml Ficollu. Po
centrifugaci (600 x g, 30 min, 20 °C, Acc 1, Dec 0) byl do nové 50 ml centrifugacni
zkumavky odebran prstenec perifernich mononukledrnich bun¢k (PBMC), ktery lezi na
rozhrani Ficollu a plazmy. PBMC byly promyty 2x 10 minut v roztoku PBS+EDTA a 1x
10 min v roztoku PBS. Zcentrifugované PBMC byly resuspendovany v roztoku PBS +
PBS+EDTA (pomér 1:1), spoditany a nafedény na koncentraci 1x 10® bundk/ml. Z PBMC
byly pomoci Human CD14 Selection Kit (STEMCELL Technologies) vyizolovany CD14+
monocyty a zbytek PBMC obsahujici lymfocyty byly zamrazeny. Vyizolované CD14+

monocyty byly spo¢itany a nasazeny do 6 jamkové desky v koncentraci 2,5x 10°
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bunék/jamku do 5 ml kompletniho RPMI média obsahujiciho IL-4 (findlni koncentrace
20ng/ml) a GM-CSF (finalni koncentrace 2500U/ml). Bunky byly umistény do CO;
inkubdatoru (den 0 = DO0), kde se po 3 dny diferenciovaly (D0-D4) (obr. 4.2.9).

Obr. 4.2.9 Schéma pracovniho postupu izolace, pulzace a vyhodnoceni DC in vitro.

4.2.10 Sbér DC a pulzace nadorovymi buiikami

Nezralé DC byly odpipetovany z jamek, které byly jesté¢ 2x oplachnuty teplym PBS
(D4). Bunky byly zcentrifugovany, spocitany a nafedény kompletnim RPMI médiem s IL-
4 (findlni koncentrace 20 ng/ml) a GM-CSF (finalni koncentrace 2500 U/ml)do
koncentrace 2x 10° DC/ml. DC byly po 100 pl nasazeny do 96 jamkovych U desek a
pulzovany 40 pl nadorovych bun&k (v koncentraci 10° nadorovych bundk/ml oSetienych
HHP, UVB, nebo neoSetienych) a 60 ul kompletniho RPMI média. Pro stanoveni
fagocytozy byly buiiky pred nasazenim do desek nabarveny v koncentraci 2x 10° bundk/ml
pii 37 °C po dobu 20 minut (DC- DiO, nédorové buiiky — DiD). Buniky byly inkubovéany
pii 37 °C nebo 4 °C, 5% CO; a po 4 hodinach bylo ptidano poly I:C (findlni koncentrace
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25ug/ml). Buiiky byly inkubovany dalSich 20 hodin v CO, inkubatoru nebo v lednici
v pripad¢ bunck urcenych pro méfeni fagocytézy ve 4 °Ca nasledné u nich byla stanovena

maturace DC a fagocytoza DC (D5).

4.2.10.1 Stanoveni maturace

Po 24 hodinové inkubaci DC s nadorovymi buitkami (D5) byly bunky piepipetovany
do 96 jamkové V desky, zcentrifugovany a inkubovany 25 minut pfi 4 °C s mixem
protilatek (CCR7-APC-eFluor780, CD11c-APC, CD80-FITC, CD83-PerCP-5.5, CD86-
PE, HLA-DR-PE-Cy7) nafedénych v PBS. Buiky byly promyty roztokem PBS a po
pridani DAPI dilactate méfeny na pritokovém cytometru. Data byla analyzovana FlowJo

softwarem nasledujicim zptisobem (obr. 4.2.10.1).

Nejprve byly vybrany pouze dendritické buiky (CDI11c+; vybirano ve vyneseni
SSC-A proti APC-A) a z nich poté pouze zivé DC (CD11c+ DAPI-; vybirano ve vyneseni
Pacific Blue-A proti APC-A). Z této mnoZiny bunck byl stanoven aritmeticky pramér
(Mean) pro kazdy sledovany parametr a vysledné hodnoty interpretovany jako intenzity

fluorescence (MFI) v grafech.

Dendritické buriky Zivé DC

A 10% -
P S

T oz
g iw]
10?2
0

0 10t 10? w0t 10"
<APC-A>
(CD11c) (CD11c)

Obr. 4.2.10.1 Vybér populace zivych DC, u kterych byla stanovovéana maturace.

4.2.10.2 Stanoveni fagocytozy DC

Po 24 hodinové inkubaci DC s nadorovymi buiitkami (D5) byly buniky zméfeny na
priutokovém cytometru. Data byla analyzovana FlowJo softwarem nasledujicim zpsobem

(obr. 4.2.10.2).
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Z namétenych dat byl odebran debris bunck (vybirdno ve vyneseni SSC-A proti

FSC-A) a cilem naSeho zdjmu bylo procento dvojité pozitivnich bunék (vybirano ve

vyneseni FITC-A proti APC-A).

Obr. 4.2.10.2 Stanoveni fagocytozy pii 4 a 37 °C.

4.2.10.2.1 Piiprava preparati pro mikroskopii

Po 24 hodinové inkubaci DC s nadorovymi bunikami (D5) byly buiikky 2x 5 minut
proplachnuty roztokem PBS a poté byly 15 minut fixovany 4% paraformaldehydem v PBS
pfi laboratorni teploté za mirného kyvani. Suspenze bun¢k byla pfenesena na podlozni sklo
pomoci pfistroje Cytospin. Po zaschnuti byl preparat zaképnut montovacim médiem
ProLong Gold Antifade Reagent s DAPI a pfikryt krycim sklickem. Preparaty byly
pozorovany konfokalnim mikroskopem LSR SPS.

4.2.10.3 Cross-prezentacni test (T regulacni buiiky)

T-lymfocyty byly den pted pulzaci DC nadorovymi bunkami (D3) rozmrazeny a
nasazeny do kultivac¢nich lahvi v kompletnim T buné&ném médiu. Druhy den (D4) byl
obsah lahvicek sklizen, zcentrifugovan a resuspendovan v novém kompletnim T bunééném
médiu na koncentraci 2x 10° T bundk/ml. T lymfocyty byly po 100 pl nasazeny do 96
jamkové U desky a kultivovany v CO, inkubétoru do dal§iho dne, kdy k nim bylo pfidano
40 pl pulzovanych maturovanych DC (D5) (obr. 4.2.9). Buiiky byly tyden inkubovany pfi
37 °C, 5% CO, za ptidani 20 U/ml IL-2 v den 7 a 10.

Po tydnu inkubace T lymfocytt s pulzovanymi DC (D12) byly bunky ptepipetovany
do 96 jamkové V desky, zcentrifugovany a inkubovany 25 minut pfi 4 °C s mixem
protilatek  (CD25-PerCP-Cy5.5, CD3-Alexa700, CD4-PE-Cy7, CDS8-PE-Dy590)
nafedénych v PBS. Builky byly promyty 2x 5 minut v roztoku PBS a nésledn¢ inkubovany

30 minut pii 4 °C ve smési Fixation/Permeabilization Concentrate a
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Fixation/Permeabilization Diluent v poméru 1:3. Bunky byly proplachnuty 2 minuty v 1x
permeabilizacnim pufru a dale inkubovany 25 minut pii 4 °C ve smési intracelularnich
protilatek (FoxP3-AlexaFluor 488, Helios-PE) natedénych v 1x permeabilizacnim pufru,
obsahujicim 2% krysi sérum. Buiiky byly promyty 2x 5 minut roztokem PBS a méfeny na
pratokovém cytometru. Data byla analyzovana FlowJo softwarem nasledujicim zplisobem
(obr. 4.2.10.3).

Z naméfenych dat byl odebran debris bun€k (vybirdno ve vyneseni SSC-A proti
FSC-A). Z této podmnoZiny byly vybrany T bunky (CD3+; vybirano ve vyneseni SSC-A
proti Alexa 700-A). Dale byly vybrany CD4 pozitivni buiky (vybirdno ve vyneseni PE-

Cy7 proti PE- Texas Red) a znich nésledn¢ samotné T regulacni bunky, které jsou

CD4+FoxP3+CD25+ (vybirano ve vyneseni Per-CP-Cy5-5 proti FITC-A).

Obr. 4.2.10.3 Vybér regulacnich T lymfocytt (Treg) z populace bun¢k namérenych na pritokovém

cytometru
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4.2.11 Klonogenni esej
Buiikky byly sklizeny, oSetfeny vysokym hydrostatickym tlakem, nebo UVB

zafenim a spocitany. Pti sklizeni bun¢k bylo odebrané kondiciované kultivaéni médium
prefiltrovano ptes 0,22 um filtracni jednotku a smichdno v poméru 1:1 snovym
kompletnim médiem. V tomto kompletnim/kondiciovaném médiu (pomér 1:1) byly bunky
resuspendovany na koncentraci 56 000 bun¢k/ml a po 3 ml nasazeny do 6 jamkové desky a
umistény do CO, inkubdtoru. Kontrolni neoSetfené bunky (pozitivni kontrola) byly
nasazeny Vv koncentraci 30 bunc¢k/ml. Zbytek kompletniho/kondiciovaného média byl
rozdélen po 3 ml do 6 jamkové desky (slouzi jako negativni kontrola). Desky byly
kultivovany v inkubéatoru pti 37 °C, 5% CO; po dobu 14 dni. Po ukonceni inkubace bylo
médium opatrné slito z desek a do jamek byla ptikapana 0,5% krystalova violet’ (cca 200
ul na jamku). Po 3 minutach byly jamky vyplachnuty vodou a ponechany uschnout. Desky

byly vyfoceny v pfistroji Gbox a dale z nich byla vypocitana G¢innost tvorby kolonii.

55



5 Vysledky

5.1 Aktivace apoptozy oSetirenim bunék vysokym hydrostatickym
tlakem
5.1.1 Aktivace kaspazy-8, -9 a -3 po oSetfeni plicnich nadorovych linii HHP
V nasi laboratofi probihaji v souasné dobé mimo jiné experimenty vyuzivajici
vysokého hydrostatického tlaku k indukci imunogenni bunééné smrti na prostatické

nadorové linii LNCap a ovarialni nadorové linii OV-90.

Na zéklad¢ vysledkt z linii LNCap a OV-90 jsme pro plicni nadorové linie H520 a
H522 také pouzili HHP o hodnoté 250 MPa. Po oSetfeni plicnich nadorovych linii HHP o
hodnoté 250 MPa vsak dochazi k rychlé degradaci proteinti u obou sledovanych linii jiz
vcéase 0 H (obr. 5.1.1A), coz lze pozorovat jak nepfitomnosti neStépenych forem

sledovanych kaspdz, tak na kontroldch aktinu a glyceraldehyd 3-fosfat dehydrogenaze

kaspaz-8 a -9 a efektorové kaspazy-3 (obr. 5.1.1B) jiz vcase 0 H po osetifeni HHP
v ptipadé linie H522 a v ¢ase 3 H u linie H520. Dale jsme se rozhodli pro testovani HHP o
hodnoté 200 a 225 MPa. Pti oSetieni bunék HHP o hodnot¢ 200 a 225 MPa opét dochazi
k rychlé aktivaci vSech sledovanych kaspaz, avSiak u HHP o hodnoté 225 MPa dochézi
v pozdgjsich casech opét k degradaci proteinti, a to predev$im u linie H520, coz lze opét

sledovat na kontrolach aktinu a GAPDH (obr. 5.1.1C).

V porovnani s neosetienymi buikami (UNTR) a buiikami oSetfenymi UVB zafenim
dochdzi v bunikach oSetfenych HHP k aktivaci inicianich kaspaz-8 a -9 a efektorové

kaspazy-3.

Zaroven jsme detekovali ptitomnost imunogennich molekul HSP70, HSP90 a CRT
v bunéénych lyzatech. Zda se, Ze HHP o hodnoté 250 MPa ma na bunky pfili§ destruujici
vliv, protoze v takto oSetfenych bunikach dochdzi k rychlé degradaci proteint, a to jak

nestépenych forem kaspaz, tak proteinti teplotniho Soku i aktinu a GAPDH v buiikach.
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Obr. 5.1.1 Kinetika aktivace kaspazy-8, -9 a -3 a pritomnosti imunogennich molekul
HSP70, HSP90 a CRT v nadorovych buiikich po oSetfeni vysokym hydrostatickym
tlakem a UVB zarenim. Detekce aktivace kaspaz (-8, -9 a -3), jejich $tépnych produktt a
imunogennich molekul (CRT, HSP70 a HSP90) v bunikdch H520 a H522 osetfenych HHP
nebo UVB zafenim metodou western blot. Aktin a GAPDH pfedstavuji interni kontrolu
nandsky proteinu. (A) pii pouziti HHP 250 MPa, (B) 150 MPa, (C) 200 MPa nebo 225
MPa.
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5.1.2 Fosforylace elF2a

Fosforylace elF2a je dulezity krok v transloka¢ni draze CRT v ICD vyvolané
antracykliny, oxaliplatinou a UVC zafenim. Detekovali jsme fosforylaci elF2a v buiikach
linie H522 po oSetteni HHP. Ukéazalo se, Ze pouze u bun¢k osettenych HHP o hodnoté 200
bunék osettenych HHP o hodnot¢ 225 a 250 MPa dochazi v pozdéjsich casech k degradaci

nefosforylovaného elF2a.
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Obr. 5.1.2 Kinetika fosforylace eIF2a v nadorovych buiikach H522 po oSetfeni HHP.
Fosforylace elF2a v ¢asech 0, 1, 3, 6 a 24 hodin v bunééné linii H522 po oSetfeni HHP o
hodnoté 150, 200, 225 a 250 MPa, UVB zafenim, nebo neosetfenych bunék.

5.1.3 HHP vyvolava v plicnich nadorovych liniich HS520 a H522 apoptozu

Dale jsme se zaméfili na stanovena zZivotnosti (viability) u bun¢k osetfenych HHP o
hodnoté 150, 200, 225 a 250 MPa v ¢asech 0,5, 3, 6 a 24 hodin. JiZ po 6 hodinach doslo u
zhruba 80 % bunék oSettenych HHP o hodnoté vySs$i nez 150 MPa k bunécné smrti.
Vétsina téchto bunék se nachazela v casné (AnnexinV+/DAPI-) nebo pozdni
(AnnexinV+/DAPI+) apoptdze a se zvySujicim se tlakem vzristalo procento nekrotickych
bun¢k (AnnexinV-/DAPI+) (obr.5.1.3). Predev§im u linie H522 lze pozorovat vysoké
procento Casné apoptotickych bunék v case 6 hodin, které jsou pro koncept ICD

nejvyznamné;jsi.
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Obr.
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5.1.3 Zivotnost
hydrostatickym tlakem. Charakterizace bunééné smrti po oSetfeni bunék HHP na
pritokovém cytometru v ¢asech 0,5, 3, 6 a 24 hodin. Bunky H520 a H522 znacené
Annexinem V (vazba na fosfatidylserin na cytoplazmatické membran¢) a DAPI (vazba na
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% viability
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(viabilita) nadorovych bunék po oSetFeni

casné apoptotické buiiky vyznacené bilym sloupcem (AnnexinV pozitivni burky).

vysokym

AT bohaté oblasti v DNA). Nekrotické bunky jsou vyznaceny Cerné¢ (DAPI pozitivni),

pozdné apoptotické bunky jsou vyznaceny Sedé (AnnexinV pozitivni, DAPI pozitivni) a



5.2 HHP indukuje expresi imunogennich molekul na povrchu
nadorovych bunék

Porovnavali jsme expresi imunogennich molekul CRT, HSP70 a HSP90 na plicnich
nadorovych liniich H520 a H522 oSetfenych vysokym hydrostatickym tlakem s bunikami
osetfenymi UVB zéfenim, které nevyvoldva ICD. M¢éteni jsme provadéli na pratokovém
cytometru a vysledky interpretovali jako priimérnou intenzitu fluorescence (MFI; mean
fluorescence intensity). HHP indukuje expresi imunogennich molekul u obou testovanych
linii, oproti neimunogennimu UVB zafeni (obr. 5.2.A). Exprese CRT, jakozto
nejdulezitéjsi imunogenni molekuly je nejvyssi pti pouziti HHP o hodnoté 200 MPa u
obou sledovanych linii s maximem po 24 hodinach. Exprese HSP70 stoupa s hodnotou
pouzitého vysokého hydrostatického tlaku a lehce klesa s ¢asem, nicméné v ¢ase 24 H je
signifikantné exprimovan pro vSechny hodnoty HHP oproti neimunogennimu UVB zéteni.
Exprese HSP90 se mezi testovanymi nadorovymi liniemi lisi, u linie H522 je nejvyssi
exprese HSP90 v ¢ase 24 H pro HHP 200 MPa a u linie H520 roste exprese HSP90
s hodnotou pouzit¢tho HHP a v ¢ase mirné klesa, pfesto je v ¢ase 24 H znacné zvySena

exprese HSP90 u HHP nad 150 MPa (obr. 5.2.A).

Expresi imunogennich molekul na povrchu nadorovych bunék jsme dale ovétili
pomoci konfokalniho mikroskopu, kde jsme opét pozorovali vysokou expresi CRT u obou
linii pfi oSetfeni bunck HHP. CRT byl oproti vysledkiim z pritokového cytometru vice
exprimovany jiz v ¢ase 0,5 H, ale nejvice opét v case 24 H pii pouziti HHP o hodnot& 200

MPa, ptedevsim u linie H522 (obr. 5.2.B).

Z obrazku z konfokalniho mikroskopu, je dale patrna nejvyssi exprese HSP70 u obou
linii v Case 0,5 H pfi pouziti HHP o hodnoté 225 a 250 MPa (obr. 5.2.B). Tyto vysledky
koreluji s vysledky z priitokového cytometru (obr. 5.2.A).

U linie H522 jsme pozorovali jak rovnomérné rozprostieny HSP9O0, tak apikalné
lokalizovany (obr. 5.2.B) a trend exprese namétfeny na pratokovém cytometru (obr. 5.2.A)
odpovida vysledkim ziskanym z konfokalniho mikroskopu. Nejvyssi exprese byla
pozorovana v ¢ase 24 H pti pouziti HHP o hodnoté 150 a 200 MPa. U linie H520 je HSP90
nejvice exprimovany v ¢ase 24 H pfi pouziti HHP o hodnoté 150 a 200 MPa podobné¢ jako
je tomu v pfipad¢ linie H522 (obr. 5.2.B).

Jako kontroly jsme pouzili neoSetiené buiiky, které nevykazovaly zaddnou expresi

sledovanych molekul, nebarvené buiiky, u kterych jsme nepozorovali Zadnou fluorescenci
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sekundarni protilatky. Dale jsme pouzili buniky barvené pouze sekundérni protilatkou, u

kterych jsme opét nevideli Zadnou fluorescenci sekundérni protilatky a permeabilizované

buniky, u kterych byla naopak vysoka fluorescence sekundarni protilatky.
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Obr. 5.2.A Kinetika exprese imunogennich molekul po oSetieni bunék H520 a H522

vysokym hydrostatickym tlakem. Exprese CRT, HSP70 a HSP90 je interpretovana jako

pramérna intensita fluorescence (MFI) a byla métena v Casech 0,5, 3, 6 a 24 hodin. Bunky
byly oSetteny HHP o hodnoté 150, 200, 225 a 250 MPa. Kontrolnimi bunikami byly

neoSetiené bunky a bunky oSetfené neimunogennim UVB zéafenim.
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Obr. 5.2.B Detekce exprese imunogennich molekul na nadorovych buirkach po
osSetfeni HHP a UVB zarenim pomoci konfokalniho mikroskopu. Nadorové buriky linie
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H520 a H522 osetfené¢ HHP o hodnoté 150, 200, 225 a 250 MPa v ¢asech 0,5, 3 (4) a 24 H.
Modrou barvou je znacené jadro (DAPI), zelenou barvou jsou znaceny imunogenni
molekuly (CRT, HSP70 a HSP90) a cervenou barvou v ptipad¢ linie H522 je znacena
cytoplazmatickd membrana (Cell Mask). Jako kontroly byly pouzity neoSetfené bunky
znacené proti vS§em pouZzitym imunogennim molekuldm, neznacené buiiky, buniky znacené
pouze sekundarni protilatkou (IgG1l a IgG2a) a permeabilizované buiky znacené proti

vSem pouzitym imunogennim molekulam. Méfitko 5 um.

5.3 HHP sniZuje intracelularni a zvySuje extracelularni koncentraci
ATP

Extracelularni ATP je jednou =z charakteristik ICD, proto jsme méfili jeho
koncentraci po oSetfeni nadorovych bunck linie H522 vysokym hydrostatickym tlakem
v ¢asech 0, 1 a 2 hodiny. Hladina extracelularniho ATP se po oSetfeni bunék HHP prudce
zvysila a to jiz v ¢ase 0 H, v ¢asech 1 a 2 H postupné koncentrace extracelularniho ATP
klesa. Pokles extracelularntho ATP je dan tim, Ze se jeho polocas rozpadu
v extracelularnim prosttedi pohybuje v fadech sekund v souvislosti s pfitomnosti riznych
enzymu s hydrolytickou aktivitou. Naopak intracelularni koncentrace ATP je po oSetfeni
bun¢k HHP oproti neoSetfenym a UVB oSetfenym bunikam velmi nizkd. V ¢ase 1 H se u
bun¢k osetfenych HHP o hodnoté¢ 150 a 200 MPa intracelularni koncentrace ATP opét
zvysi, protoze jsou nejspiSe oproti bunkdm osettenym HHP o hodnoté 225 a 250 MPa
schopny ATP tvofit. V ¢ase 2 H ale intracelularni koncentrace u vSech bunck oSetienych
HHP klesé, protoze jiz pravdépodobné takto osetfené buiiky nejsou schopny vytvaret nové

ATP (obr. 5.3).
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Intracellular ATP (104 M)

Obr. 5.3 Koncentrace extracelulairniho a intracelulairniho ATP po oSetreni
nadorovych bunék vysokym hydrostatickym tlakem, nebo UVB zafenim. Buiky linie
H522 osetfené HHP o hodnoté 150, 200, 225 a 250 MPa v ¢ase 0, 1 a 2 hodiny v porovnéni
s neoSetfenymi a UVB oSetfenymi buiikami. Extracelularni koncentrace ATP je namétena

z S1 a intracelularni koncentrace z S2+L.

5.4 Dendritické bunky pulzované nadorovymi buiikami oSetfenymi
HHP vykazuji zvySenou expresi matura¢nich molekul

Pro spravnou aktivaci imunitniho systému je tfeba, aby byly DC maturované a
vystavovaly na svém povrchu kostimula¢ni molekuly, proto jsme pomoci pratokového
cytometru analyzovaly fenotyp DC, které pohltily nadorové buiiky oSettené HHP a UVB
zafenim. Pfi tomto experimentu jsme pouzili smés linii H520 a H522 tak, jak se pouZziva
pii postupu vyroby protinddorové vakciny. K nezralym DC jsme piidali nadorové bunky
oSetten¢ HHP a UVB. Po 24 hodinach jsme méfili expresi chemokinového receptoru
CCR7, kostimula¢nich molekul CD80, CD86, MHC molekuly II. tfidy (HLA-DR) a
maturaéni molekuly CD83. Dendritické buniky pulzované nadorovymi bunikami
usmrcenymi HHP vykazovaly signifikantné zvySenou expresi vSech sledovanych molekul
v porovnani s nematurovanymi DC (iDC; immature DC) a DC pulzovanymi nadorovymi
buitkami oSetfenymi UVB (obr. 5.4). Nejvyssi expresi vSech sledovanych molekul jsme
zaznamenali u DC pulzovanych nddorovymi buitkami oSetfenymi HHP o hodnoté¢ 200

MPa.
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Pti pouziti maturacniho ¢inidla poly I:C mira exprese pro vSechny pouzité podminky
u jednotlivych sledovanych molekul vzrostla s ptiblizn€ stejnym trendem jako bez poly I:C

(vysledky nejsou zobrazeny).

CCR7 CD80
1500 - 600 - *
* * *
*
* * x
1000 - 400 -
& 5
500 200 -
n- 04
g & & S P P g S & P o
§ EA L Ut S ¢ ¢
& & & ¥ F ¥ ¥ ¥
CD86 HLA-DR
2500 - * 10000 -
* *
* * * * *
2000 8000
_ 15004 _ 6000+
1000 1 4000
500 4 2000 4
0- 0-
o"s*'-é?{e“"é" o‘*\s*"-é’qfs“q.ff’f?
N Q i A Q qv
SR SN SN & & ¥ K
CcD83
400 -
*
* * *
300 4
E 200
100 4
04

g & & P
N & 3‘1@ &‘fﬂ &

&
Obr. 5.4 Exprese maturacnich molekul DC méfena po 24 hodinach na pritokovém
cytometru interpretovana jako primérna intenzita fluorescence (MFI). Stanoveni
exprese maturacnich molekul CCR7, CD80, CD86, HLA-DR a CD83 na DC pulzovanych
smési linii H520 a H522 osetfenych HHP o hodnoté 150, 200, 225 a 250 MPa a UVB

zéafenim oproti nematurovanym DC (iDC). *p < 0.05 v porovnani s iDC.
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5.5 Nadorové buinky oSetrené HHP jsou vice fagocytovany
dendritickymi burnikami

Dendritické buniky musi pohltit nadorové buiiky, aby mohly dale prezentovat jejich
antigeny na svém povrchu a aktivovat tak naivni T lymfocyty v lymfatickych uzlinach.
Porovnavali jsme tedy fagocytdzu nadorovych bunék osetfrenych HHP a UVB zéfenim po
24 hodinach od ptidani k DC pii 4 a 37 °C. Pti 37 °C dochazi k ptiblizn¢ 20x vyssi
fagocytoze nez je tomu pii 4°C. U linie H520 a smési linii H520 a H522 je signifikantné
zvySena fagocytoza nadorovych bunck oSetftenych HHP o hodnoté 200 MPa oproti
fagocytoze nadorovych bunék osSetrenych UVB zéafenim. U smési linii H520 a H522
osetteném UVB zafenim je fagocytoza pftiblizné 37 %, v porovnani se smési bunék
osetfenych HHP o hodnoté¢ 200 MPa kde je fagocytéza ptiblizn€ 57 % (obr. 5.5.A).
vyrobé protinadorové vakciny. U kontrolnich bun¢k pii 4 °C dochazi k fagocytodze

nadorovych bun¢k pouze v fadech nékolika procent.

Pro ovéfeni jsme pozorovali fagocytdozu pomoci konfokéalniho mikroskopu. Pti 4 °C
jsme pozorovali jen minimalni fagocytézu nddorovych bunék. Oproti tomu jsme pii 37 °C
pozorovali vyraznou fagocytézu a vysledky byly podobné jako pii stanoveni na
pratokovém cytometru. Nadorové bunky osetiené HHP o hodnoté 200 MPa byly nejvice
fagocytovany dendritickymi buiikami, kdeZto bunky oSetfené UVB zafenim byly

fagocytované podstatn€ méné (obr. 5.5.B).
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Obr. 5.5.A Fagocytéza nadorovych bunék oSetfenych HHP a UVB ziafenim po 24
hodinach pri 4 a 37 °C. Stanoveni fagocytarni aktivity DC pulzovanych buitkami H520 a
H522 a jejich smési osettenych HHP o hodnoté 150, 200, 225 a 250 MPa a UVB zéfenim.
Interpretace % dvojité pozitivnich bunék (fagocytdzy) pti 4 a 37 °C. *p < 0.05 v porovnani

s buiikkami oSetfenymi UVB zafenim.

68



Obr. 5.5.B Fagocytéza nadorovych bunék oSetfrenych HHP a UVB zafenim po 24

hodinach p¥i 4 a 37 °C. Fagocytdza nadorovych bunck oSetienych UVB zatenim a HHP o
hodnoté 200 MPa. Modfe znacena jsou jadra (DAPI), zelené znacené jsou DC (DiO) a
gervené zna¢ené jsou nadorové buiiky (DiD). Sipky oznaluji pohlcené nadorové buiiky

dendritickymi buiikami. Mé&fitko 20 um.
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5.6 Dendritické buinky pulzované nadorovymi buiikami usmrcenymi
HHP indukuji méné regula¢nich T lymfocyti
Regula¢ni T lymfocyty (Tregs) produkuji tlumivé cytokiny IL-10 a TGF-B, které
potlacuji aktivaci imunitni odpovédi. Proto nas zajimalo, zda DC pulzované nadorovymi
buikami oSettenymi HHP nebudou indukovat vyS$s$i procento téchto regulacnich T
lymfocytt. Pulzované DC jsme tedy 7 dni inkubovali s naivnimi T lymfocyty za ptidani
IL-2 a pot¢ jsme pomoci pratokového cytometru stanovovali procento

CD4+FoxP3+CD25+ bunék.

Nezralé DC (iDC) indukovali pfiblizné 4,6 % regulacnich T lymfocyti. T lymfocyty
inkubované bez stimulace dendritickymi bunikami obsahovaly piiblizné 2,2% populaci
regulacnich T lymfocytl. DC pulzované naddorovymi buitkami oSettenymi UVB zafenim
indukovali témét 3,5 % regulacnich T lymfocytil, coz je vice neZ obsahovaly samotné T
lymfocyty. DC pulzované nddorovymi buiitkami oSetfenymi HHP indukovali signifikantné
niz§i procento regulac¢nich T lymfocytti v porovnani s iDC a DC pulzovanymi nadorovymi
buitkami oSetfenymi UVB zéfenim (obr.5.6). Procento CD4+FoxP3+CD25+ bunék bylo
pti pouziti HHP o vSech zkoumanych hodnotach pfiblizné 0,5 %.

Pti pouziti DC se smési bunc¢k osSettenym HHP, ktery byl zéaroveil stimulovan
maturacnim ¢inidlem poly I:C jsme pozorovali mirné zvySené procento regulac¢nich T

lymfocytl (vysledky nejsou zobrazeny).
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Obr. Chyba! Nenalezen zdroj odkazii. Procento regulacnich T lymfocyti (Tregs)
fenotypem CD4+FoxP3+CD25+. Indukce regulacnich T lymfocytd dendritickymi
buitkami pulzovanymi smési bunék H520 a H522 oSettenych HHP o hodnoté 150, 200,
225 a 250 MPa a UVB zafenim v porovnani s iDC a samotnymi T lymfocyty. *p < 0.05 v

porovnani s iDC.

5.7 Riist v klonogennich esejich

Pomoci klonogennich eseji se ovéfuje schopnost pteziti a tvorba kolonii u
nadorovych bunék oSetfenych vysokym hydrostatickym tlakem z divodu nasledného
pouziti pro vyrobu protinddorové vakciny. Ovéfovali jsme schopnost pieziti a tvorby
kolonii u nadorovych bun¢k osettenych HHP a UVB zafenim. Jako pozitivni kontrolu jsme
pouzili neoSetiené buiiky a jako negativni kontrolu smés kompletniho a kondiciovaného
média (1:1), ve kterém jsou builkky nasazovany. Pouze buiiky osetiené HHP o hodnoté 150
MPa obou sledovanych bunéénych linii rostly v klonogennich esejich, tudiz oSetieni
nadorovych bunék tlakem o hodnoté 150 MPa neni pfipustné pro vyrobu protinadorové
vakciny. HHP o hodnoté 200 MPa a vys$si ma za nasledek usmrceni nadorovych bun¢k,
kdy jsme po 14 dnech z nasazenych 1008 000 bun¢k nezaznamenali zddnou narostlou
kolonii. Uéinnost tvorby kolonii v pozitivni kontrole byla u linie H520 35 % a u linie H522
83 %.

150 MPa (pocet narostlych kolonii) > 1000 > 1000

200 MPa (pocet narostlych kolonii) 0 0
225 MPa (pocet narostlych kolonii) 0 0
250 MPa (pocet narostlych kolonii) 0 0
UV (pocet narostlych kolonii) 0 0
Negativni kontrola 0 0

Pozitivni kontrola 189 449

Pozitivni kontrola (Gcinnost tvorby kolonii) 35 9% 83 %
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Obr. 5.7 U&innost tvorby kolonii nadorovych bunék. Osetiené buiiky (HHP, UVB) byly
nasazeny v celkovém poctu 1 008 000 bunek (168 000 bun€k na jamku). Pozitivni kontrola
— neoSetiené (UNTR) bunky byly nasazeny v celkovém poctu 540 bun€k (90 bunck na
jamku) a negativni kontrola (smés kondiciovaného a kompletniho média). A) Tabulka
ucinnosti tvorby kolonii neosetienych nadorovych bunék a nadorovych bunék po osetieni
HHP o hodnoté¢ 150, 200, 225 a 250 MPa a UVB zafenim. B) Reprezentativni obrazek
jamek s nasazenymi nadorovymi bunkami.
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6 Diskuze

Pro 1é¢bu nadorovych onemocnéni stale plati, Ze nejbéznéjSim postupem byva
operativni odstranéni nadoru, chemoterapie a radioterapie ¢i jejich kombinace.
V poslednich letech se ale k témto postuptim stale vice zafazuje imunoterapie, at uz
pasivni v podobé podavani monoklonalnich protildtek, nebo aktivni za vyuziti
protinddorovych vakcin. Pravé aktivni imunoterapie ma potencidl aktivovat imunitni
systém pacienta a vypofradat se se zbytkovymi nadorovymi bunikami, které nemohou byt
pii operaci odstranény. Hlavnim problémem imunoterapeutickych vakcin je jejich
imunogenicita. Vé&tSina dosavadnich postupli se snazila pfidavat do vakcin rtizna
adjuvancia, kterd maji za ukol stimulovat imunitni systém a zajistit tak dlouhodobou
odpovéd’. Jednim z pfipadll protinddorovych vakcin jsou celobunééné vakciny, které
sestavaji z autolognich nebo allogennich inaktivovanych nadorovych bunék vnesenych do

organizmu uréitym vektorem a které obsahuji celé spektrum nadorovych antigent.

V nasi laboratofi pouzivime jako vektor autologni dendritické builky pulzované
allogennimi nddorovymi bunkami inaktivovanymi vysokym hydrostatickym tlakem
(HHP). Vyhodou tohoto postupu je, Ze neni tfeba pouziti Zddnych adjuvancii, jelikoz jim
jsou samotné nadorové buiky. OSetfeni HHP totiz v bunikdch vyvolava specificky typ
bunécéné smrti, tzv. imunogenni bunéénou smrt (ICD)(Casares et al., 2005). Do dnesniho
dne bylo popsano né€kolik modalit indukujicich ICD, mezi které¢ patii antracykliny
(Casares et al., 2005; Fucikova et al., 2011; Obeid et al., 2007), oxaliplatina (Tesniere et
al., 2010), bortezomib (Spisek et al., 2007), fotodynamicka terapie zaloZena na hypericinu
(Garg et al., 2012b), nebo ionizujici gamma zéatfeni (Weiss et al., 2012). ICD ma znaky
bézné tolerogenni apoptdzy, jako externalizaci fosfatidylserinu, aktivaci kaspaz a
depolarizaci mitochondrii (Krysko et al., 2012), ale na rozdil od tolerogenni apoptdzy
vyvolava specifickou protinddorovou odpovéd’, k ¢emuz pfispivaji charakteristické
molekuly zvané DAMPs (Tesniere et al., 2008). Mezi DAMPs, které urcuji imunogenicitu
patii na povrchu exprimované¢ molekuly CRT (Obeid et al., 2007), HSP70 a HSP90
(Udono and Srivastava, 1994) a sekretované molekuly ATP (Ghiringhelli et al., 2009) a
HMGBI1(Yang et al., 2007).

Poprvé byl HHP v souvislosti s jeho inaktiva¢ni schopnosti pouzit vroce 1899
v souvislosti s eliminaci bakterii v mléce (Hite, 1899) a také se tak dodnes pouziva. Jedna

se ale 0o HHP o mnohem vy$si hodnoté, nez jakou pouzivame piti naSem vyzkumu. Poprvé
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na jeho Uc¢inky v souvislosti s pouZzitim pro protinadorové vakciny upozornila némecka
vyzkumna skupina pod vedenim Benjamina Freye (Weiss et al., 2010b). Jejich publikace
popisuje oSetfeni autolognich nadorovych bun¢k vysokym hydrostatickym tlakem a jejich
inkubaci s rekombinantnim AnnexinemAS, ktery zde funguje jako adjuvancium. Pti tomto
experimentu byl pouzit HHP o hodnot¢ vys$si nez 200 MPa, ktery kompletn¢ inaktivuje

nadorové buiky a zamezi formovani novych kolonii in vivo a in vitro (Weiss et al., 2010a).

Na zaklad¢ vysledk némecké skupiny, kterd se zmifiuje o imunogenicit¢ HHP pii
pouziti na mysich nadorovych buiikach, se nase laboratof zacala zajimat o vyuziti HHP pro
vyrobu protinadorové vakciny zalozené na DC. Nami nedavno publikovand prace
(Fucikova et al., 2014) poukazuje na schopnost HHP v rozmezi (150-250 MPa) indukovat
v nddorovych buitkach ICD. Tato studie probihala na primdrnich nadorovych bunkéch a
nadorovych liniich karcinomu ovéaria OV-90, karcinomu prostaty LNCap a akutni
lymfoblastické leukémie REH. Z vysledku této studie byl vybran HHP o hodnoté 250 MPa

pro praci s témito liniemi a nyni se pouziva pfi dal$ich experimentech.

Pro mou praci byly ktestovani U¢inkit HHP vybrany linie nemalobuné¢ného
karcinomu plic H520 a H522. Podle ptedchozich vysledkii se pro praci s t€émito liniemi
stanovil HHP o hodnoté¢ 250 MPa. Jak se ale ukézalo, po oSetfeni bunck HHP o této
hodnoté¢ dochazelo kvelmi rychlé degradaci proteind, coz jsme pozorovali pfi
imunodetekci bunéénych lyzath metodou western blot. Tento fakt zminil jiz Frey, ktery
uvadi, ze HHP pozménuje tercidlni a kvartérni strukturu proteinti a muze vést k jejich
denaturaci bez pozménéni primarni struktury. Tato denaturace mize mit za nasledek
gelovitou strukturu bunék oSettenych HHP (Frey et al., 2008). Z tohoto diivodu jsme zacali
testovat dalSi hodnoty HHP, které by mohly byt vhodngjsi pro plicni nadorové linie.
Nejdrive byl testovan HHP o hodnoté 150 MPa. Pti tomto tlaku, dochézi ke Stépeni kaspaz
na aktivni podjednotky, takZe 1ze pfedpokladat aktivaci apoptozy nezbytné pro ICD. Jako
dalsi jsme bunky oSetfili HHP o hodnot€ 200 a 225 MPa. V obou ptipadech opét dochazelo
k aktivaci vSech sledovanych kaspaz a zachovani proteinti, cozZ bylo ovéfeno na kontrolach

nanaSky GAPDH a aktinu.

Klicovymi hraci pii translokaci nejdileZzitéj$i imunogenni molekuly kalretikulinu,
jsou, v ptipadé aktivace ICD antracykliny ¢i oxaliplatinou, kaspéza-8 a fosforylace elF2a
(Panaretakis et al., 2009). Pti pouziti PDT k vyvolani ICD sice dochazi k aktivaci kaspazy-
8 a fosforylaci elF2a, ale v translokacni draze CRT nejsou tyto dva kroky klicové a pfti

jejich zablokovani neni translokace CRT ovlivnéna (Garg et al., 2012b). Pti pouziti HHP o
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hodnoté 200 MPa dochazi k rychlé aktivaci kaspazy-8 u obou sledovanych linii a u linie
H522 také dochazi k fosforylaci elF2a. U linie H520 jsme fosforylaci elF2a netestovali
z divodu nedostatecného mnozstvi bunék. Zda jsou tyto kroky nezbytné k translokaci CRT
na povrch cytoplazmatické membrany, bude pfedmétem dalsiho studia.

Z nasich vysledki je dale patrna rychla aktivace apoptozy, kterd koreluje s aktivaci
podporuji 1 vysledky z pratokového cytometru, kde jiz po 3 hodinach vice nez 50 % bunék
oSettenych HHP o hodnoté¢ 200 MPa a vyssi vykazuje znamky apoptozy (AnnexinV+),
ktera je klicova pro koncept ICD. Zaroven v buiikach osetfenych HHP dochazi k expresi
imunogennich molekul CRT, HSP70 a HSP90. Kalretikulin, ktery slouzi jako znacka
k pohlceni pro DC (Martins et al., 2010), je nejvice exprimovan u bunék oSetirenych HHP o
hodnoté 200 MPa v ¢ase 24 H u obou sledovanych nédorovych linii. Expozice CRT na
povrch cytoplazmatické membrany v pozdéjsich ¢asech se v naSem ptipadé 1isi od pted-
apoptotické expozice CRT pfi pouziti antracyklind, nebo PDT (Garg et al., 2012b;
Panaretakis et al., 2009). Exprese HSP70 stoupa s hodnotou pouzit¢tho HHP a exprese
HSP90 se v ramci jednotlivych linii liSi. Povrchova exprese proteint teplotniho Soku je
vSak mnohem méné prozkoumana nez exprese CRT nebo sekrece ATP. VSechny vyse
zminéné imunogenni molekuly nebyly exprimovany u neoSetienych bunck a bunck
oSetfenych neimunogennim UVB zédfenim. Déle jsme naméfili mnohonasobné zvySenou
koncentraci extracelularntho ATP u linie H522 osetfené HHP a to jiz v ¢ase OH po
osetfeni. K vyliti ATP tedy dochdzi okamzité po vystaveni bunék HHP, coZ slouzi jako
,find-me* signal pro monocyty (Elliott et al., 2009). Casné vyliti ATP do extracelularniho
prostoru pii oSetfeni bun€k HHP je podobné pied-apoptotické sekreci ATP v ptipadé PDT
(Garg et al., 2012b). Po 2 hodindch je ATP v buinkich oSetfenych HHP jiz témét

nedetekovatelné, protoZe dochdzi k jeho rychlému rozpadu a nové ATP se jiz netvofi.

Pro pouziti vakciny zaloZené na DC je nutné, aby byly DC maturované a schopné
v téle pacienta aktivovat naivni T lymfocyty. DC pulzované nddorovymi bunkami
osetfenymi HHP vykazovaly zvySenou expresi chemokinového receptoru CCR7, ktery fidi
migraci do lymfatickych uzlin, maturaéniho markeru dendritickych bunék CD83,
kostimulaénich molekul CD80 a CDS86 dileZitych ke spravné prezentaci antigenu T
buiikdm a MHC molekuly II. tfidy HLA-DR dulezité¢ k prezentaci exogennich peptidi.
Exprese vSech téchto molekul u DC pulzovanych nadorovymi buiikami oSetfenymi HHP

byla signifikantn€ vyssi oproti nematurovanym DC (iDC) a DC pulzovanymi nddorovymi
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bunikami oSetfenymi neimunogennim UVB zafenim. ZvySeni exprese matura¢nich molekul
pfi pouziti HHP je opét podobna jako pfi pouziti antracyklinti a PDT. Oproti témto studiim
jsme jesté sledovali zvySeni exprese chemokinového receptoru CCR7 (Fucikova et al.,
2011; Garg et al., 2012b). Takto pulzované DC maji v téle pacienta potencial migrace do
lymfatickych uzlin, pfedloZeni antigenii naivnim T lymfocytim a jejich nasledné aktivace
a vytvofeni nadorové specifickych T lymfocytd, které nasledné¢ migruji k nddorovym

bunikam a specificky je nici.

Smés nadorovych linii H520 a H522 osetienych HHP o hodnot¢ 200 MPa je
signifikantné vice fagocytovana dendritickymi buiikami oproti buiikam, které byly
osetfeny UVB zéfenim. Fagocytdza takto oSetfenych nadorovych bunék je nezbytna pro
prezentaci nddorovych antigent na MHC gp. 1. a II. tfidy a jejich nasledné prezentaci
CD4+ a CD8+ T lymfocytim, které poté zprosttedkovéavaji imunitni odpovéd proti

nadorovym buitkdm v téle pacienta.

Pro funkci protinadorovych vakcin je dilezité, aby v téle nedochdzelo k indukci
velkého mnozstvi regulacnich T lymfocytd, které by tlumily imunitni odpoveéd’ proti
nadorovym builkkdm. Z naSich vysledki je patrné, ze DC pulzované nadorovymi bunkami
osetfenymi HHP indukuji mnohem niz$i procento regulac¢nich T lymfocytu (pfiblizné 0,5

%) oproti iDC a DC pulzovanych nadorovymi buitkami osetfenymi UVB zéfenim.

Na zaklad¢ exprese imunogennich molekul (pfedev§im CRT) a fagocytéze DC jsme
pro plicni nddorové linie H520 a H522 vybrali HHP o hodnoté¢ 200 MPa. Pti pouziti HHP
0 hodnoté 150 MPa dochazi k tvorbé kolonii v klonogennich esejich, coZ je nepfipustné
pro vyrobu celobunécnych vakcin. Vys$§i hodnoty HHP maji za nésledek degradaci
proteind a v pozdéjSich ¢asech dochazi k vyliti intracelularniho obsahu do extracelularniho
prostiedi. Zda se, Ze buiky oSetiené HHP o hodnoté 200 MPa si zachovavaji nejlepsi
schopnosti exprese imunogennich markert a aktivace dendritickych bunék. Piedmétem
dalsiho studia by méla byt detekce sekretovaného HMGBI, sekrece prozanétlivych
cytokini a detekce indukce nadorove specifickych T lymfocytt produkujicich IFN-y, jak je
tomu ve studii publikované nasi laboratofi zkoumajici u€inky HHP na jiné naddorové linie

(Fucikova et al., 2014).

Tato prace tedy slouzi jako zakladni vyzkum pro budouci klinické studie ptipravku
DCVAC pro lécbu karcinomu plic. Vzhledem k heterogenité histologie karcinomu plic

nejsou zcela pfesn¢ specifikovany nadorové antigeny. Z tohoto divodu by bylo
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pravdépodobné lepsi pouzivat k ptiprav€ protinadorovych vakcin autologni nadorové
buniky, u kterych neni nutné znat expresi nddorovych antigenti, ale problém je, Ze jich
nelze ziskat takové mnozstvi a n¢které typy nadorti nelze ani operovat. Proto pro vyzkum
protinddorové vakciny pouzivame smes allogennich nadorovych linii adenokarcinomu
(linie H522) a skvamdzniho karcinomu (linie H520) plic k zajisténi reaktivity proti SirSimu

spektru nadorovych antigent.

Mezi dalsi celobunééné vakciny patii piipravek GVAX, ktery se sklada
z autolognich nadorovych buné¢k inaktivovanych zafenim a modifikovanych k sekreci GM-
CSF. Prvotni studie GVAXu v souvislosti s NSCLC poukazovaly na ptiznivé Gcinky této
vakciny, ale pokrocilejsi studie se setkaly s neuspéchem a byly ukonceny podobné jako
dalsi studie pro lécbu jinych nadorovych onemocnéni (Kelly et al., 2010). Ponékud
nadorovych linii NSCLC, které jsou geneticky modifikované k sekreci antisense
nukleotidu k TGF-B2 (Nemunaitis et al., 2009). Cilem této vakciny je zajistit snizeni
exprese tohoto imunosupresivniho cytokinu, ktery tlumi NK buiiky, zabrafiuje maturaci
DC a sméfuje naivni T lymfocyty ke vzniku regulacnich T lymfocytd za indukce
transkripéniho faktoru FoxP3 (Chen and Wahl, 2003; Kong et al., 1999). Dosavadni
vysledky studii této vakciny jsou piiznivé a v souc¢asné dobé probihaji klinické studie faze

[T (NCT00676507), které jiz mély byt hotové, ale vysledky nejsou stale zndmé.

V proteinovych a peptidovych vakcinach pro 1é€bu NSCLC zatim nejdéale pokroc€ily
GSK1572932A a HILTONOL™. Prvni zminénd vakcina cili MAGE-A3 a klinické
hodnoceni III. faze bylo zaméfeno na jeji pouziti jako adjuvantni terapie pro pacienty
s operovatelnym nemalobunéénym karcinomem plic s vysokou expresi MAGE-A3
antigenu (NCT00480025). V dubnu 2014 vSak spolecnost GlaxoSmithKline oznamila
neuspéch, jelikoz analyza prokazala, Ze neni mozné dosdhnout primarnich -cila.
HILTONOL™ je peptidova vakcina cilend prott MUC-1, u které pravé probiha 1. a I1. faze
klinickych studii. U této vakciny je zamysSlené pouziti opét jako adjuvantni terapie u

pacientll s lokdlnim nemalobunéénym karcinomem plic (NCT01720836).

Velké pozornost se také upird na inhibitory kontrolnich bodli imunitni reakce (tzv.
immune checkpoint inhibitors). Hlavnimi sledovanymi body jsou CTLA-4 (cytotoxic T-
Lymphocyte- associated antigen 4) a PD1 (programmed cell death protein 1). CTLA-4
funguje jako selektivni inhibitor T-lymfocytl, jelikoz se vaze na CD80/CD86 na APC

s vyssi afinitou nez CD28 a zabranuje tak plné aktivaci T-lymfocytu (Walunas et al.,
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1994). Mezi protilatky inhibujici CTLA-4 patii Ipilimumab a Tremelimumab. Ipilimumab
byl v roce 2011 schvalen americkym tfadem pro kontrolu potravin a 1é¢iv (FDA; Food and
Drug Administration) pro 1é¢bu melanomu a v soucasné dobé¢ probihaji studie soustiedici
se na 1écbu NSCLC (Lynch et al., 2012) a dalsich typii nadorovych onemocnéni. Vysledky
klinickych studii Tremelimumabu zatim nejsou tak uspokojivé, jelikoz v roce 2013
neuspésné skonCily klinické studie faze III pro l1é€bu Tremelimumabem v porovndni
s chemoterapii. Ve spojeni s NSCLC ale zacCinaji klinické studie I. a II. faze, kde probiha
aktivni nabor pacienti. Druhym vyznamnym kontrolnim bodem je PD-1, ktery je
exprimovany na T-lymfocytech a vdze se na PD-L1 (PD-1ligand), ktery je mimo jiné
exprimovany na nadorovych buiikach (u NSCLC je to ptiblizné u 50 %). Po vazbé PD-1 a
PD-L1 dochazi k deaktivaci T-lymfocytt, které dale nemohou nicit nadorové buitky (Mu et
al., 2011). Asi nejvétsi nadéji v 1écbé NSCLC inhibitory kontrolnich boda je Nivolumab.
Tato protilatka blokuje PD-1, ¢imz muze aktivovat T-bunénou odpoveéd’ proti nddorovym
buikdm. V soucasné dobé¢ probiha 6 klinickych studii III. faze, z ¢ehoz 2 se soustiedi na
lécbu NSCLC (Sznol and Chen, 2013). Dosavadni vysledky této protilatky jsou natolik
optimistické, ze se pfedpokladd, ze by Nivolumab mohl byt nejprodavanéjSim

imunoterapeutickym lékem pro 1é¢bu NSCLC v roce 2022.

Vyhodou DCVACu oproti vySe zminénym vakcinanim strategiim je prezentace
nadorovych antigeni dendritickymi bunikami. DC jakoZto jediné APC jsou schopny
aktivovat naivni T lymfocyty a vyvolat tak specifickou protinadorovou odpovéd’. Pokud
tedy vpravime pacientovi jiz maturované DC, mohou tyto DC migrovat do lymfatickych
uzlin a aktivovat naivni T lymfocyty, ze kterych vzniknou specifické CD4+ nebo CD8+ T
bunky. JelikoZ pouZivame autologni DC, odpadaji problémy s HLA antigeny a vakcina je
obecné velmi dobfe snaSena. Jedinym pozadavkem je, aby allogenni naddorové buiiky byly

zcela inaktivované a nemohly in vivo tvofit nové kolonie.
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7 Souhrn

Cilem této prace bylo urcit, zda vysoky hydrostaticky tlak indukuje imunogenni
bunécnou smrt u karcinomu plic a popsat charakteristiku antigen prezentujicich bun¢k po

inkubaci s buitkami karcinomu plic oSetfenymi vysokym hydrostatickym tlakem.

Nase vysledky ukazuji, Ze po oSetieni plicnich nadorovych bunék linii H520 a
H522 dochazi k expresi markeri imunogenni bunééné smrti, pfedevsim povrchovych
molekul CRT, HSP70 a HSP90 a sekreci extracelularniho ATP. Tyto molekuly byly
charakterizovany jako molekuly urcujici imunogenicitu ICD. Zaroven dochazi k aktivaci
klicCovych molekul kazpazy-8 a fosforylaci elF2a pro translokaci CRT na povrch
cytoplazmatické membrany. Nutnost aktivace téchto molekul a pfislusna signaliza¢ni drdha

bude predmétem dalSiho studia stejné jako detekce extracelularniho HMGBI.

Dale jsme ur€ili fenotypovou a funkéni charakteristiku pulzovanych DC. DC
pulzované nadorovymi bunkami oSetfenymi HHP vykazovaly signifikantné vyssi expresi
maturacnich markerd CCR7, CDS83, CD80, CD86 a HLA-DR. Soucasné¢ jsme detekovali
zvySenou fagocytarni aktivitu DC pulzovanych nadorovymi bunkami osetfenymi HHP,
pfedev§im o HHP hodnoté 200 MPa. Navic jsme zjistili, Ze DC pulzované nadorovymi
buitkami oSetfenymi HHP indukuji nékolikanasobné¢ méné regula¢nich T lymfocyth

v porovnani s iDC a DC pulzovanymi nadorovymi bunikami osetfenymi UVB zafenim.

Na zakladé¢ téchto vysledkt byl nakonec vybran HHP o hodnoté 200 MPa pro dalsi

préci s plicnimi nddorovymi liniemi.

79



8 Seznam literatury

Abulafi, A.M., and N.S. Williams. 1992. Photodynamic therapy for cancer. BM.J 304:589-590.

Apetoh, L., F. Ghiringhelli, A. Tesniere, M. Obeid, C. Ortiz, A. Criollo, G. Mignot, M.C. Maiuri,
E. Ullrich, P. Saulnier, H. Yang, S. Amigorena, B. Ryffel, F.J. Barrat, P. Saftig, F. Levi, R.
Lidereau, C. Nogues, J.P. Mira, A. Chompret, V. Joulin, F. Clavel-Chapelon, J. Bourhis, F.
Andre, S. Delaloge, T. Tursz, G. Kroemer, and L. Zitvogel. 2007. Toll-like receptor 4-
dependent contribution of the immune system to anticancer chemotherapy and
radiotherapy. Nat Med 13:1050-1059.

Asea, A., M. Rehli, E. Kabingu, J.A. Boch, O. Bare, P.E. Auron, M.A. Stevenson, and S.K.
Calderwood. 2002. Novel signal transduction pathway utilized by extracellular HSP70:
role of toll-like receptor (TLR) 2 and TLR4. J Biol Chem 277:15028-15034.

Banchereau, J., F. Briere, C. Caux, J. Davoust, S. Lebecque, Y.J. Liu, B. Pulendran, and K.
Palucka. 2000. Immunobiology of dendritic cells. Annu Rev Immunol 18:767-811.

Brennan, M.A., and B.T. Cookson. 2000. Salmonella induces macrophage death by caspase-1-
dependent necrosis. Mol Microbiol 38:31-40.

Brock, T. G. 2012. Inflammation in Cancer. Cancer 2011. Cayman chemical, article 2177

Caballero, O.L., and Y.T. Chen. 2009. Cancer/testis (CT) antigens: potential targets for
immunotherapy. Cancer Sci 100:2014-2021.

Calvino Fernandez, M., and T. Parra Cid. 2010. H. pylori and mitochondrial changes in epithelial
cells. The role of oxidative stress. Rev Esp Enferm Dig 102:41-50.

Casares, N., M.O. Pequignot, A. Tesniere, F. Ghiringhelli, S. Roux, N. Chaput, E. Schmitt, A.
Hamai, S. Hervas-Stubbs, M. Obeid, F. Coutant, D. Metivier, E. Pichard, P. Aucouturier,
G. Pierron, C. Garrido, L. Zitvogel, and G. Kroemer. 2005. Caspase-dependent
immunogenicity of doxorubicin-induced tumor cell death. J Exp Med 202:1691-1701.

Degenhardt, K., R. Mathew, B. Beaudoin, K. Bray, D. Anderson, G. Chen, C. Mukherjee, Y. Shi,
C. Gelinas, Y. Fan, D.A. Nelson, S. Jin, and E. White. 2006. Autophagy promotes tumor
cell survival and restricts necrosis, inflammation, and tumorigenesis. Cancer Cell 10:51-
64.

Demaria, S., F.R. Santori, B. Ng, L. Liebes, S.C. Formenti, and S. Vukmanovic. 2005. Select forms
of tumor cell apoptosis induce dendritic cell maturation. J Leukoc Biol 77:361-368
Deveraux, Q.L., and J.C. Reed. 1999. IAP family proteins--suppressors of apoptosis. Genes Dev

13:239-252.

Dhodapkar, M.V., K.M. Dhodapkar, and A.K. Palucka. 2008. Interactions of tumor cells with
dendritic cells: balancing immunity and tolerance. Cell Death Differ 15:39-50.

Dranoff, G. 2004. Cytokines in cancer pathogenesis and cancer therapy. Nat Rev Cancer 4:11-22.

Dunn, G.P., A.T. Bruce, H. lkeda, L.J. Old, and R.D. Schreiber. 2002. Cancer immunoediting:
from immunosurveillance to tumor escape. Nat Immunol 3:991-998.

Dunn, G.P., L.J. Old, and R.D. Schreiber. 2004. The three Es of cancer immunoediting. Annu Rev
Immunol 22:329-360.

Elliott, M.R., F.B. Chekeni, P.C. Trampont, E.R. Lazarowski, A. Kadl, S.F. Walk, D. Park, R.I
Woodson, M. Ostankovich, P. Sharma, J.J. Lysiak, T.K. Harden, N. Leitinger, and K.S.
Ravichandran. 2009. Nucleotides released by apoptotic cells act as a find-me signal to
promote phagocytic clearance. Nature 461:282-286.

Fontenot, J.D., M.A. Gavin, and A.Y. Rudensky. 2003. Foxp3 programs the development and
function of CD4+CD25+ regulatory T cells. Nat Immunol 4:330-336.

80



Frey, B., C. Janko, N. Ebel, S. Meister, E. Schlucker, R. Meyer-Pittroff, R. Fietkau, M. Herrmann,
and U.S. Gaipl. 2008. Cells under pressure - treatment of eukaryotic cells with high
hydrostatic pressure, from physiologic aspects to pressure induced cell death. Curr Med
Chem 15:2329-2336.

Frey, B., Y. Rubner, L. Kulzer, N. Werthmoller, E.M. Weiss, R. Fietkau, and U.S. Gaipl. 2014.
Antitumor immune responses induced by ionizing irradiation and further immune
stimulation. Cancer Immunol Immunother 63:29-36.

Fucikova, J., P. Kralikova, A. Fialova, T. Brtnicky, L. Rob, J. Bartunkova, and R. Spisek. 2011.
Human tumor cells killed by anthracyclines induce a tumor-specific immune response.
Cancer Res 71:4821-4833.

Fucikova, J., I. Moserova, 1. Truxova, I. Hermanova, 1. Vancurova, S. Partlova, A. Fialova, L.
Sojka, P.F. Cartron, M. Houska, L. Rob, J. Bartunkova, and R. Spisek. 2014. Article title:
High hydrostatic pressure induces immunogenic cell death in human tumor cells. Int J
Cancer

Galluzzi, L., I. Vitale, J.M. Abrams, E.S. Alnemri, E.H. Baehrecke, M.V. Blagosklonny, T.M.
Dawson, V.L. Dawson, W.S. El-Deiry, S. Fulda, E. Gottlieb, D.R. Green, M.O.
Hengartner, O. Kepp, R.A. Knight, S. Kumar, S.A. Lipton, X. Lu, F. Madeo, W. Malorni,
P. Mehlen, G. Nunez, M.E. Peter, M. Piacentini, D.C. Rubinsztein, Y. Shi, H.U. Simon, P.
Vandenabeele, E. White, J. Yuan, B. Zhivotovsky, G. Melino, and G. Kroemer. 2012.
Molecular definitions of cell death subroutines: recommendations of the Nomenclature
Committee on Cell Death 2012. Cell Death Differ 19:107-120.

Garg, A.D., D.V. Krysko, P. Vandenabeele, and P. Agostinis. 2012a. The emergence of phox-ER
stress induced immunogenic apoptosis. Oncoimmunology 1:786-788.

Garg, A.D., D.V. Krysko, T. Verfaillie, A. Kaczmarek, G.B. Ferreira, T. Marysael, N. Rubio, M.
Firczuk, C. Mathieu, A.J. Roebroek, W. Annaert, J. Golab, P. de Witte, P. Vandenabeele,
and P. Agostinis. 2012b. A novel pathway combining calreticulin exposure and ATP
secretion in immunogenic cancer cell death. EMBO J 31:1062-1079.

Garg, A.D., D. Nowis, J. Golab, P. Vandenabeele, D.V. Krysko, and P. Agostinis. 2010.
Immunogenic cell death, DAMPs and anticancer therapeutics: an emerging amalgamation.
Biochim Biophys Acta 1805:53-71.

Ghiringhelli, F., L. Apetoh, A. Tesniere, L. Aymeric, Y. Ma, C. Ortiz, K. Vermaelen, T.
Panaretakis, G. Mignot, E. Ullrich, J.L. Perfettini, F. Schlemmer, E. Tasdemir, M. Uhl, P.
Genin, A. Civas, B. Ryffel, J. Kanellopoulos, J. Tschopp, F. Andre, R. Lidereau, N.M.
McLaughlin, N.M. Haynes, M.J. Smyth, G. Kroemer, and L. Zitvogel. 2009. Activation of
the NLRP3 inflammasome in dendritic cells induces IL-1beta-dependent adaptive
immunity against tumors. Nat Med 15:1170-1178.

Gold, L.I.,, P. Eggleton, M.T. Sweetwyne, L.B. Van Duyn, M.R. Greives, S.M. Naylor, M.
Michalak, and J.E. Murphy-Ullrich. 2010. Calreticulin: non-endoplasmic reticulum
functions in physiology and disease. FASEB J 24:665-683.

Gure, A.O., R. Chua, B. Williamson, M. Gonen, C.A. Ferrera, S. Gnjatic, G. Ritter, A.J. Simpson,
Y.T. Chen, LJ. Old, and N.K. Altorki. 2005. Cancer-testis genes are coordinately
expressed and are markers of poor outcome in non-small cell lung cancer. Clin Cancer Res
11:8055-8062.

Hite, B. H., 1899. The effect of pressure in the preservation of milk. Bulletin of the West Virginia
University of Agriculture Experimental Station Morgantown, 58.

Ho, S.B., G.A. Niehans, C. Lyftogt, P.S. Yan, D.L. Cherwitz, E.T. Gum, R. Dahiya, and Y.S. Kim.
1993. Heterogeneity of mucin gene expression in normal and neoplastic tissues. Cancer
Res 53:641-651.

81



Hodi, F.S., S.J. O'Day, D.F. McDermott, R.W. Weber, J.A. Sosman, J.B. Haanen, R. Gonzalez, C.
Robert, D. Schadendorf, J.C. Hassel, W. Akerley, A.J. van den Eertwegh, J. Lutzky, P.
Lorigan, J.M. Vaubel, G.P. Linette, D. Hogg, C.H. Ottensmeier, C. Lebbe, C. Peschel, L.
Quirt, J.I. Clark, J.D. Wolchok, J.S. Weber, J. Tian, M.J. Yellin, G.M. Nichol, A. Hoos,
and W.J. Urba. 2010. Improved survival with ipilimumab in patients with metastatic
melanoma. N Engl J Med 363:711-723.

Hoftejsi, V., a J. Barttiiikova. 2009. Zaklady imunologie, TRITON, Praha, 4. vydani.

Hou, W., Q. Zhang, Z. Yan, R. Chen, H.J. Zeh lii, R. Kang, M.T. Lotze, and D. Tang. 2013.
Strange attractors: DAMPs and autophagy link tumor cell death and immunity. Cel/ Death
Dis 4:966.

Hudis, C.A. 2007. Trastuzumab--mechanism of action and use in clinical practice. N Engl J Med
357:39-51.

Cheever, M.A., and C.S. Higano. 2011. PROVENGE (Sipuleucel-T) in prostate cancer: the first
FDA-approved therapeutic cancer vaccine. Clin Cancer Res 17:3520-3526.

Chen, W., and S.M. Wahl. 2003. TGF-beta: the missing link in CD4+CD25+ regulatory T cell-
mediated immunosuppression. Cytokine Growth Factor Rev 14:85-89.

Chen, Y.T., M.J. Scanlan, U. Sahin, O. Tureci, A.O. Gure, S. Tsang, B. Williamson, E. Stockert,
M. Pfreundschuh, and L.J. Old. 1997. A testicular antigen aberrantly expressed in human
cancers detected by autologous antibody screening. Proc Natl Acad Sci U S A 94:1914-
1918.

Jung, C.H., C.B. Jun, S.H. Ro, Y.M. Kim, N.M. Otto, J. Cao, M. Kundu, and D.H. Kim. 2009.
ULK-Atg13-FIP200 complexes mediate mTOR signaling to the autophagy machinery. Mol
Biol Cell 20:1992-2003.

Kaisho, T., and S. Akira. 2006. Toll-like receptor function and signaling. J Allergy Clin Immunol
117:979-987; quiz 988.

Kakimi, K., J. Nakajima, and H. Wada. 2009. Active specific immunotherapy and cell-transfer
therapy for the treatment of non-small cell lung cancer. Lung Cancer 65:1-8.

Kelly, RJ., J.L. Gulley, and G. Giaccone. 2010. Targeting the immune system in non-small-cell
lung cancer: bridging the gap between promising concept and therapeutic reality. Clin
Lung Cancer 11:228-237.

Klebanoff, C.A., N. Acquavella, Z. Yu, and N.P. Restifo. 2011. Therapeutic cancer vaccines: are
we there yet? Immunol Rev 239:27-44.

Klionsky, D.J., and S.D. Emr. 2000. Autophagy as a regulated pathway of cellular degradation.
Science 290:1717-1721.

Kong, F., R.L. Jirtle, D.H. Huang, R.W. Clough, and M.S. Anscher. 1999. Plasma transforming
growth factor-betal level before radiotherapy correlates with long term outcome of patients
with lung carcinoma. Cancer 86:1712-1719.

Krysko, D.V., A.D. Garg, A. Kaczmarek, O. Krysko, P. Agostinis, and P. Vandenabeele. 2012.
Immunogenic cell death and DAMPs in cancer therapy. Nat Rev Cancer 12:860-875.

Lehner, T., Y. Wang, T. Whittall, E. McGowan, C.G. Kelly, and M. Singh. 2004. Functional
domains of HSP70 stimulate generation of cytokines and chemokines, maturation of
dendritic cells and adjuvanticity. Biochem Soc Trans 32:629-632.

Lynch, T.J., I. Bondarenko, A. Luft, P. Serwatowski, F. Barlesi, R. Chacko, M. Sebastian, J. Neal,
H. Lu, J.M. Cuillerot, and M. Reck. 2012. Ipilimumab in combination with paclitaxel and
carboplatin as first-line treatment in stage I1IB/IV non-small-cell lung cancer: results from
a randomized, double-blind, multicenter phase II study. J Clin Oncol 30:2046-2054.

82



Madan, R.A., P.M. Arlen, M. Mohebtash, J.W. Hodge, and J.L. Gulley. 2009. Prostvac-VF: a
vector-based vaccine targeting PSA in prostate cancer. Expert Opin Investig Drugs
18:1001-1011.

Martins, I, O. Kepp, L. Galluzzi, L. Senovilla, F. Schlemmer, S. Adjemian, L. Menger, M.
Michaud, L. Zitvogel, and G. Kroemer. 2010. Surface-exposed calreticulin in the
interaction between dying cells and phagocytes. Ann N Y Acad Sci 1209:77-82.

McKee, A.S., M.K. MacLeod, J.W. Kappler, and P. Marrack. 2010. Immune mechanisms of
protection: can adjuvants rise to the challenge? BMC Biol 8:37.

Mellman, I., G. Coukos, and G. Dranoff. 2011. Cancer immunotherapy comes of age. Nature
480:480-489.

Mitsudomi, T., S.M. Steinberg, M.M. Nau, D. Carbone, D. D'Amico, S. Bodner, H.K. Oie, R.L.
Linnoila, J.L. Mulshine, J.D. Minna, and et al. 1992. p53 gene mutations in non-small-cell
lung cancer cell lines and their correlation with the presence of ras mutations and clinical
features. Oncogene 7:171-180.

Moserova, 1., and J. Kralova. 2012. Role of ER stress response in photodynamic therapy: ROS
generated in different subcellular compartments trigger diverse cell death pathways. PLoS
One 7:€32972.

Mu, C.Y., J.A. Huang, Y. Chen, C. Chen, and X.G. Zhang. 2011. High expression of PD-L1 in
lung cancer may contribute to poor prognosis and tumor cells immune escape through
suppressing tumor infiltrating dendritic cells maturation. Med Oncol 28:682-688.

Nemunaitis, J., T. Jahan, H. Ross, D. Sterman, D. Richards, B. Fox, D. Jablons, J. Aimi, A. Lin,
and K. Hege. 2006. Phase 1/2 trial of autologous tumor mixed with an allogeneic GVAX
vaccine in advanced-stage non-small-cell lung cancer. Cancer Gene Ther 13:555-562.

Nemunaitis, J., M. Nemunaitis, N. Senzer, P. Snitz, C. Bedell, P. Kumar, B. Pappen, P.B. Maples,
D. Shawler, and H. Fakhrai. 2009. Phase II trial of Belagenpumatucel-L, a TGF-beta2
antisense gene modified allogeneic tumor vaccine in advanced non small cell lung cancer
(NSCLC) patients. Cancer Gene Ther 16:620-624.

Nemunaitis, J., D. Sterman, D. Jablons, J.W. Smith, 2nd, B. Fox, P. Maples, S. Hamilton, F.
Borellini, A. Lin, S. Morali, and K. Hege. 2004. Granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor gene-modified autologous tumor vaccines in non-small-cell lung cancer.
J Natl Cancer Inst 96:326-331.

Obeid, M., A. Tesniere, F. Ghiringhelli, G.M. Fimia, L. Apetoh, J.L. Perfettini, M. Castedo, G.
Mignot, T. Panaretakis, N. Casares, D. Metivier, N. Larochette, P. van Endert, F.
Ciccosanti, M. Piacentini, L. Zitvogel, and G. Kroemer. 2007. Calreticulin exposure
dictates the immunogenicity of cancer cell death. Nat Med 13:54-61.

Palumbo, R., M. Sampaolesi, F. De Marchis, R. Tonlorenzi, S. Colombetti, A. Mondino, G. Cossu,
and M.E. Bianchi. 2004. Extracellular HMGBI1, a signal of tissue damage, induces
mesoangioblast migration and proliferation. J Cell Biol 164:441-449.

Panaretakis, T., O. Kepp, U. Brockmeier, A. Tesniere, A.C. Bjorklund, D.C. Chapman, M.
Durchschlag, N. Joza, G. Pierron, P. van Endert, J. Yuan, L. Zitvogel, F. Madeo, D.B.
Williams, and G. Kroemer. 2009. Mechanisms of pre-apoptotic calreticulin exposure in
immunogenic cell death. EMBO J 28:578-590.

Pandey, P., A. Saleh, A. Nakazawa, S. Kumar, S.M. Srinivasula, V. Kumar, R. Weichselbaum, C.
Nalin, E.S. Alnemri, D. Kufe, and S. Kharbanda. 2000. Negative regulation of cytochrome
c-mediated oligomerization of Apaf-1 and activation of procaspase-9 by heat shock protein
90. EMBO J 19:4310-4322.

Pescovitz, M.D. 2006. Rituximab, an anti-cd20 monoclonal antibody: history and mechanism of
action. Am J Transplant 6:859-866.

83



Reginato, M.J., K.R. Mills, J.K. Paulus, D.K. Lynch, D.C. Sgroi, J. Debnath, S.K. Muthuswamy,
and J.S. Brugge. 2003. Integrins and EGFR coordinately regulate the pro-apoptotic protein
Bim to prevent anoikis. Nat Cell Biol 5:733-740.

Renkvist, N., C. Castelli, P.F. Robbins, and G. Parmiani. 2001. A listing of human tumor antigens
recognized by T cells. Cancer Immunol Immunother 50:3-15.

Rock, K.L., and L. Shen. 2005. Cross-presentation: underlying mechanisms and role in immune
surveillance. Immunol Rev 207:166-183.

Rosenberg, S.A., J.C. Yang, and N.P. Restifo. 2004. Cancer immunotherapy: moving beyond
current vaccines. Nat Med 10:909-915.

Salgia, R., T. Lynch, A. Skarin, J. Lucca, C. Lynch, K. Jung, F.S. Hodi, M. Jaklitsch, S. Mentzer,
S. Swanson, J. Lukanich, R. Bueno, J. Wain, D. Mathisen, C. Wright, P. Fidias, D.
Donahue, S. Clift, S. Hardy, D. Neuberg, R. Mulligan, I. Webb, D. Sugarbaker, M. Mihm,
and G. Dranoff. 2003. Vaccination with irradiated autologous tumor cells engineered to
secrete granulocyte-macrophage colony-stimulating factor augments antitumor immunity
in some patients with metastatic non-small-cell lung carcinoma. J Clin Oncol 21:624-630.

Scott, A.M., J.D. Wolchok, and L.J. Old. 2012. Antibody therapy of cancer. Nat Rev Cancer
12:278-287.

Seong, S.Y., and P. Matzinger. 2004. Hydrophobicity: an ancient damage-associated molecular
pattern that initiates innate immune responses. Nat Rev Immunol 4:469-478.

Sharma, P., K. Wagner, J.D. Wolchok, and J.P. Allison. 2011. Novel cancer immunotherapy agents
with survival benefit: recent successes and next steps. Nat Rev Cancer 11:805-812.
Shortman, K., and Y.J. Liu. 2002. Mouse and human dendritic cell subtypes. Nat Rev Immunol

2:151-161.

Schweichel, J.U., and H.J. Merker. 1973. The morphology of various types of cell death in prenatal
tissues. Teratology 7:253-266.

Singh-Jasuja, H., R.E. Toes, P. Spee, C. Munz, N. Hilf, S.P. Schoenberger, P. Ricciardi-Castagnoli,
J. Neefjes, H.G. Rammensee, D. Arnold-Schild, and H. Schild. 2000. Cross-presentation of
glycoprotein 96-associated antigens on major histocompatibility complex class I molecules
requires receptor-mediated endocytosis. J Exp Med 191:1965-1974.

Spisek, R., A. Charalambous, A. Mazumder, D.H. Vesole, S. Jagannath, and M.V. Dhodapkar.
2007. Bortezomib enhances dendritic cell (DC)-mediated induction of immunity to human
myeloma via exposure of cell surface heat shock protein 90 on dying tumor cells:
therapeutic implications. Blood 109:4839-4845.

Spisek, R., P. Kocian, a D. Rozkova 2009. Imunitni systém a kontrola nadorovéh bujeni.
Mechanizmy zahdjeni imunitni odpovédi a role imunitniho systému v obrang€ proti
nadorim. Postgradudalni medicina 11, €. 2: 62-71

Stankiewicz, A.R., G. Lachapelle, C.P. Foo, S.M. Radicioni, and D.D. Mosser. 2005. Hsp70
inhibits heat-induced apoptosis upstream of mitochondria by preventing Bax translocation.
J Biol Chem 280:38729-38739.

Steinman, R.M., and Z.A. Cohn. 1973. Identification of a novel cell type in peripheral lymphoid
organs of mice. I. Morphology, quantitation, tissue distribution. J Exp Med 137:1142-1162.

Steinman, R.M., B. Gutchinov, M.D. Witmer, and M.C. Nussenzweig. 1983. Dendritic cells are the
principal stimulators of the primary mixed leukocyte reaction in mice. J Exp Med 157:613-
627.

Sugimura, H., F.C. Nichols, P. Yang, M.S. Allen, S.D. Cassivi, C. Deschamps, B.A. Williams, and
P.C. Pairolero. 2007. Survival after recurrent nonsmall-cell lung cancer after complete
pulmonary resection. Ann Thorac Surg 83:409-417; discussioin 417-408.

84



Sznol, M., and L. Chen. 2013. Antagonist antibodies to PD-1 and B7-H1 (PD-L1) in the treatment
of advanced human cancer. Clin Cancer Res 19:1021-1034.

Tait, S.W., and D.R. Green. 2010. Mitochondria and cell death: outer membrane permeabilization
and beyond. Nat Rev Mol Cell Biol 11:621-632.

Tesniere, A., T. Panaretakis, O. Kepp, L. Apetoh, F. Ghiringhelli, L. Zitvogel, and G. Kroemer.
2008. Molecular characteristics of immunogenic cancer cell death. Cell Death Differ 15:3-
12.

Tesniere, A., F. Schlemmer, V. Boige, O. Kepp, . Martins, F. Ghiringhelli, L. Aymeric, M.
Michaud, L. Apetoh, L. Barault, J. Mendiboure, J.P. Pignon, V. Jooste, P. van Endert, M.
Ducreux, L. Zitvogel, F. Piard, and G. Kroemer. 2010. Immunogenic death of colon cancer
cells treated with oxaliplatin. Oncogene 29:482-491.

Thompson, J.A., F. Grunert, and W. Zimmermann. 1991. Carcinoembryonic antigen gene family:
molecular biology and clinical perspectives. J Clin Lab Anal 5:344-366.

Udono, H., and P.K. Srivastava. 1994. Comparison of tumor-specific immunogenicities of stress-
induced proteins gp96, hsp90, and hsp70. J Immunol 152:5398-5403.

Vandenabeele, P., L. Galluzzi, T. Vanden Berghe, and G. Kroemer. 2010. Molecular mechanisms
of necroptosis: an ordered cellular explosion. Nat Rev Mol Cell Biol 11:700-714.

Venereau, E., M. Casalgrandi, M. Schiraldi, D.J. Antoine, A. Cattaneo, F. De Marchis, J. Liu, A.
Antonelli, A. Preti, L. Raeli, S.S. Shams, H. Yang, L. Varani, U. Andersson, K.J. Tracey,
A. Bachi, M. Uguccioni, and M.E. Bianchi. 2012. Mutually exclusive redox forms of
HMGBI1 promote cell recruitment or proinflammatory cytokine release. J Exp Med
209:1519-1528.

Walunas, T.L., D.J. Lenschow, C.Y. Bakker, P.S. Linsley, G.J. Freeman, J.M. Green, C.B.
Thompson, and J.A. Bluestone. 1994. CTLA-4 can function as a negative regulator of T
cell activation. Immunity 1:405-413.

Weiss, E.M., B. Frey, F. Rodel, M. Herrmann, E. Schlucker, R.E. Voll, R. Fietkau, and U.S. Gaipl.
2010a. Ex vivo- and in vivo-induced dead tumor cells as modulators of antitumor
responses. Ann N Y Acad Sci 1209:109-117.

Weiss, E.M., S. Meister, C. Janko, N. Ebel, E. Schlucker, R. Meyer-Pittroff, R. Fietkau, M.
Herrmann, U.S. Gaipl, and B. Frey. 2010b. High hydrostatic pressure treatment generates
inactivated mammalian tumor cells with immunogeneic features. J Immunotoxicol 7:194-
204.

Weiss, E.M., R. Wunderlich, N. Ebel, Y. Rubner, E. Schlucker, R. Meyer-Pittroff, O.J. Ott, R.
Fietkau, U.S. Gaipl, and B. Frey. 2012. Selected anti-tumor vaccines merit a place in
multimodal tumor therapies. Front Oncol 2:132.

Winter, H., N.K. van den Engel, M. Rusan, N. Schupp, C.H. Poehlein, H.M. Hu, R.A. Hatz, W.J.
Urba, K.W. Jauch, B.A. Fox, and D. Ruttinger. 2011. Active-specific immunotherapy for
non-small cell lung cancer. J Thorac Dis 3:105-114.

Yang, D., Q. Chen, H. Yang, K.J. Tracey, M. Bustin, and J.J. Oppenheim. 2007. High mobility
group box-1 protein induces the migration and activation of human dendritic cells and acts
as an alarmin. J Leukoc Biol 81:59-66.

Yue, Z., S. Jin, C. Yang, A.J. Levine, and N. Heintz. 2003. Beclin 1, an autophagy gene essential
for early embryonic development, is a haploinsufficient tumor suppressor. Proc Natl Acad
Sci US A 100:15077-15082.

Zitvogel, L., A. Tesniere, and G. Kroemer. 2006. Cancer despite immunosurveillance:
immunoselection and immunosubversion. Nat Rev Immunol 6:715-727.

85



