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Abstrakt

Karcinom plic je celosvétove vedouci pri¢inou umrti pro maligni
onemocnéni. Pochopeni biologickych procesti specifické protinddoroveé
imunitni odpovédi zistadva prioritnim zijmem a nezbytnosti pro
navrzeni uspéSnych imunoterapeutickych strategii. V teoretické Casti
této prace se zabyvame slozkami imunitniho systému, které se ucastni
protinadorové odpovédi, a jejich roli v imunoterapii. V praktické Casti
popisujeme dvé studie studujici rizné aspekty protinddorové imunitni
odpovédi. Prvni ze dvou studii je zaméfena na humoralni slozku
specifické¢ protinddorové odpovédi a prospektivné analyzuje sérové
frekvence protinddorovych protilatek NY-ESO-1, Her2/neu and
MAGE-A4 u 121 pacientli s NSCLC.V této studii poprvé prokazujeme,
ze koufeni tabaku vyznamné ovliviiuje specifickou humoralni imunitni
odpovéd’, frekvence NY-ESO-1 protilatek je signifikantné vyssi v séru
kufdki a ex-kufdkli. Druhd ze dvou studii je vice zaméfena na T
bunécnou slozku specifické protinadorové odpovédi a testuje vakcinu
piipravenou z dendritickych bunék prezentujicich antigeny bunék
karcinomu plic, usmrcenych vysokym hydrostatickym tlakem (DC-
HHP vakcina). Vysoky hydrostaticky tlak (HHP) indukuje v
nadorovych bunikach imunogenni smrt, ktera je stéZejni pro navozeni

ucinné protinddorové imunitni odpovédi.



Abstract

Lung cancer is the leading cause of cancer mortality worldwide.
Understanding biological processes of specific antitumor immune
response remains of an eminent interest and represents necessity for
designing successful antitumor immunotherapeutic strategies. The
theoretical part of the thesis describes components of the immune
system that are involved in antitumor response and discusses their role
in immunotherapy. In the practical part of the thesis, two studies
studying different aspects of anticancer immune response are described.
The first study is focused on the humoral component of the specific
antitumor response and prospectively analyses serum frequency of
antitumor antibodies against NY-ESO-1, Her2/neu and MAGE-A4
antigens in 121 patients with NSCLC. Here it was shown for the first
time that tobacco smoking significantly increases the frequency of NY-
ESO-1 antibodies in sera of smokers in comparison to ex-smokers and
non-smokers. The second study is focused on the cellular component of
the specific antitumor response investigating the activity of the
dendritic cell-based vaccine to present antigens of lung cancer cells
killed by high hydrostatic pressure (DC-HHP vaccine) to T cells. High
hydrostatic pressure (HHP) induces immunogenic death in tumor cells,
which is crucial for induction of an effective antitumor immune

response.



1 Uvod
Karcinom plic je nej¢astéjsi pricinou umrti na maligni onemocnéni
s hodnotou pétiletého preziti 5% az 15%. S poctem novych piipadi
rakoviny plic stoupajicim kazdy rok o 3% je koufeni tabdkovych
vyrobkil hlavnim rizikovym faktorem odpovédnym za bezmala 90%

nove¢ diagnostikovanych karcinomti.

1.1  Specificka humoralni odpovéd’ proti karcinomu plic

Sérologicka detekce autoprotilatek proti nadorové specifickym
(TSA) nebo s nadorem asociovanym antigenim (TAA) predstavuje
jednoduchy nastroj nejen pro identifikaci prognostickych markeri, ale
také pro hodnoceni imunitni odpovédi na terapii u pacientl
s karcinomem (Kobold Set al, 2010). U karcinomu plic je jediny
komeréné dostupny test na autoprotilatky, test skladajici se ze sedmi
antigenil (p53, NY-ESO-1, CAGE, GBU4-5, SOX2, HuD and MAGE-
A4), ktery byl neddvno ovéfen ve studii piipadi-kontrol (1613
pacientil) a mize byt pouzit jako doplitkovy nastroj k CT antigenim (
cancer testis antigens, CTA) k detekci Casnych stadii onemocnéni.
Nicméné, 1 kdyz tento test dosahuje vynikajici 90% specifity, jeho
sensitivita zlistdva stale relativné nizka (ptiblizné 41%) (Jett JR et al,
2014). Pies kontroverzni vysledky prognostického nebo diagnostického
vyznamu autoprotilatek, pochopeni vlastnosti a dualezitosti nadorove

specifické humordlni nebo bunééné imunitni odpoveédi zlstava



nezbytnou podminkou pro rozvoj strategii k Casné detekci a cilené

terapii plicniho karcinomu.

1.2 Vakciny 7 dendritickych bunék ( DCVAC) u pacientit s
NSCLC

Podstatou je separace pacientovych dendritickych bunék a jejich
nasledna aktivace ex vivo pomoci nddorovych antigenii. Aktivované
buniky jsou zpétné aplikovany pacientovi. V klinickych studiich bylo
hodnoceno nékolik imunoterapeutickych pfistupl s riznou uspésnosti,
véetn¢ imunoterapie s dendritickymi buitkami (DC) generovanymi ex
vivo, které byly stimulovany rekombinantnimi antigeny asociovanymi s
nadory (TAA) nebo syntetickymi peptidy pochazejicimi z TAA, celymi
usmrcenymi nddorovymi bunikami, bunéénymi lyzaty nebo TAA-
kodujici mRNA). DC maji vyznamnou roli pfi vyvolani a
pfizplisobovani imunitni odpovédi a ukazaly se jako klicové pii indukei
protinadorové imunity. Bylo popsdno nékolik protinddorovych
chemoterapeutik a fyzikalnich modalit indukujicich imunogenni
bunécnou smrt (ICD). Nadorové bunky podstupujici ICD aktivuji rizné
imunitni builky véetné DC ke stimulaci protinddorové imunitni
odpovédi. Lidské DC odvozené z monocytl a pulsované s nadorovymi
buitkami usmrcenymi HHP zvySily expresi molekul spojenych s
dozravanim a produkci cytokint, které vedly ke stimulaci CD8" a CD4"

T bunék produkujicich IFN-y in vitro (Fuc¢ikova J et al., 2014).
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Hypotézy a cile prace

2.1 Humordlni protinadorova imunitni odpovéd’: frekvence

specifickych protilatek

Cil : urcit frekvence specifickych protinadorovych protilatek NY-ESO-

1, Her2/neu a MAGE-A4 v séru pacienti s NSCLC a zjistit zda tyto

frekvence koreluji s nékterou z klinicko-patologickych charakteristik

souboru pacientt.

Hypotézy:

Frekvence protilatek NY-ESO-1, Her2/neu a MAGE-A4 jsou
vy$§i v séru pacientli oproti frekvencim u kontrolnich pacienta.
Frekvence protilatek NY-ESO-1, Her2/neu a MAGE-A4 v séru
pacientii  koreluji s nekterou  z klinicko-patologickych
charakteristik souboru pacienti s NSCLC: vé&k, pohlavi,
histologicky subtyp NSCLC, stupen diferenciace nadoru,
stadium onemocnéni, anamnéza kouieni.

Séropozitivita protilatek NY-ESO-1, Her2/neu a MAGE-A4
v séru pacienti s NSCLC se vyskytuje v pritomnosti nadort

s mRNA expresi odpovidajicich antigeni.



2.2 Celularni protinadorova imunitni odpovéd’: in vitro

imungenicita a stabilita vakciny 7 dendritickych bunék

Cilem: ovéfit imonogenicitu a stabilitu vakciny z dendritickych bunék
prezentujici antigeny nadorovych bunék NSCLC usmrcenych

hydrostatickym tlakem (DC-HHP vakcina proti karcinomu plic).

Hypotézy:

e Vysoky hydrostaticky tlak navozuje v nadorovych bunkéch
NSCLC imunogenni buné¢nou smrt.

e DC-HHP vakcina proti karcinomu plic manifestuje zraly
fenotyp, produkuje prozanétlivé cytokiny a  zvySuje
chemotaktickou migraci

e DC-HHP vakcina proti karcinomu plic vykazuje vyssi maturaci
a cytokinovou produkci v mediu obsahujicim sérum po nasledné
LPS a CD40L stimulaci

e DC-HHP vakcina proti karcinomu plic stimuluje efektorové T
lymfocyty

e DC-HHP vakcina proti karcinomu plic individualizovand u
konkrétnich pacienti s NSCLC indukuje nador specifické

bunécné odpoveédi



3 Material a metodika
Podrobné¢ jsou material a metody popsany v textu disertacni

prace.

3.1 Metody ve studii specifické humordlni protinadorové
imunitni odpovédi

Pfitomnost protilatek proti tfem nadorovym antigenim
HER2/neu, NY-ESO-1 a MAGE-A4 v séru pacientii s NSCLC ( 121) a
v séru kontrolnich pacientd (57) byla detekovana metodou ELISA
(enzyme-linked immunosorbent assay). Kompletni sada vzork pro
qPCR analyzu exprese antigeni NY-ESO-1, HER2/neu, MAGE-A4,
kterd obsahuje sérum, néddorovou a nenddorovou tkan byla ziskéna
pouze od 40 pacienti v kohort¢ II (podrobny popis qPCR analyzy
v disertani praci). Data byla zpracovana profesionalnim statistikem

v programu StatSoft STATISTICA (verze 12)

3.1 Metody ve studii specifické celuldarni protinadorové
imunity

Popisujeme generovani vakciny proti NSCLC zaloZené na
dendritickych bunkach s pouzitim imunogennich bunéénych linii
NSCLC H520 a H522, které jsou usmrceny HHP, jako zdroje TAA a
tato data predstavuji preklinické udaje pro probihajici klinickou studii
faze 1/ II NSCLC, kterd kombinuje aktivni bunécnou imunoterapii na
bazi DC s chemoterapii a imunitnimi enhancery (NCT02470468).
Dendritické buiiky byly ziskany z PBMC zdravych darcii a 8 pacientl s
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NSCLC, maturovany, pulzovany s nadorovymi liniemi usmrcenymi
vysokym hydrostatickym tlakem. Dozravani DC bunék po pulzaci
nadorovymi liniemi usmrcenymi HHP a po stimulaci poly (I: C) byla
hodnocena pratokovou cytometrii. Migra¢ni kapacita DC-HHP vakciny
smérem k chemokinim CCL19 a CCL21 byla hodnocena 24 hodin po
zrani za pouziti testli transwell. Data byla zpracovéna profesiondlnim

statistikem v programu GraphPad PRISM 6.

4  Vysledky

4.1 Vysledky ve studii specifické humordlni protinadorové
odpovédi

Nejprve jsme hodnotili frekvenci autoprotilatek proti NY-ESO-
1, HER2/neu a MAGE-A4 u pacienti s NSCLC kohorty I (n = 57) a
kontrolnich vzorkti (n = 57). Pouze protilatky proti NY-ESO-1, ale
nikoliv proti HER2/neu a MAGE-A4 byly signifikantné zvySeny u
26,3% (15/57) pacientd s NSCLC ve srovnani s 3,5% (2/57) u kontrolni
skupiny (tabulka 7). Také jsme zjistili, Ze signifikantné¢ vyssi
seropozitivita NY-ESO-1 byla u pacienti s NSCLC a zaroven aktivnich
kurdkil (tabulka 7). JelikoZ se jedna o prvni zpravu o prevalenci
protilitek NY-ESO-1 u pacienti aktivnich kuriaki s NSCLC,
rozhodli jsme se potvrdit vysledky u pacientii s NSCLC v kohorté II (n
= 64). NY-ESO-1 autoprotilatky byly signifikantné zvysSeny u 14%

(9/64) pacientli s NSCLC z kohorty II ve srovnéni s re-analyzovanou
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1,8% (1/57) kontrolni skupinou (tabulka 7). Celkem bylo 19,8%
(24/121) pacienti s NSCLC pozitivni na protilatky NY-ESO-1.
Vzhledem k nizkému poctu seropozitivnich pacienti NY-ESO-1 (7
kufakd, 2 ex-kufaci, 0 nekutréki) v kohort€ II jsme nebyli schopni zjistit
vyznamnou korelaci s aktivni historii koufeni. Statistick¢é vyhodnoceni
seropozitivnich kufakit NY-ESO-1 z celkového poctu 121 pacientl s
NSCLC (kohorta I + II) vSak potvrdilo, ze pFitomnost NY-ESO-1
autoprotilatek pozitivné koreluje s aktivni historii koufeni u
pacienti s NSCLC. Z 65 kutaki s NSCLC bylo 27,7% (18/65)
pacientiit NY-ESO-1 pozitivnich, na rozdil od 17,6% (6/34) ex-kutéki a
0% (0/19) nekutéaki (obrazek 2A).

Obrazek 2: A) Rozdil ve frekvenci NY-ESO-1 autoprotilatek mezi skupinou
121 pacienti s NSCLC a kontrolami vzhledem k historii koufeni B) Relativni

exprese HER2/neu, NY-ESO-1 a MAGE-A4 antigenti v nadoru a nenadorové

tkani u NSCLC pacientt detekované pomoci qPCR. Tu = nador; nTu =

nenadorova tkan.
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Tabulka 7: Seropozitivita autoprotilatek proti NY-ESO-1, HER2/neu
and MAGE-A4

Skupina NSCLC pacienti NSCLC Kontroly Hladina vyznamnosti
NY-ESO-1 +

Kohortal ~ n=57 n=15/57 (26.3%) 1=2/57 (3.5%) p=0.00063
Kohortall ~ n=64 n=9/64 (14%) n=1/57 (1.8%) p=0.009
Celkem n=121 1=24/121 (19.8%) n=3/114 (2.6%) p=0.00084
HER 2/neu +

Kohorta I n=>57 n=3/57 (5.3%) n=2/57(3.5%) p=0.647
MAGE-A4 +

Kohorta =57 1=5/57 (8.8%) 1=2/57 (3.5%) p=0242

Skupina NSCLC pacienti

Kurak

Ex-kuiak

Nekuidk

Hladina vyznamnosti

NY-ESO-1 +
Kohortal — n=57 n=1130 36.7%)  n=4/18(222%)  n=0/9 (0%) p=0.027
Kohortall  n=64 n="17/35 (20%) n=2/16 (12.5%)  n=0/10 (0%) p=0.27
Celkem  n=121 n=18/65 (27.7%)  n=6/34(17.6%) =019 (0%) p=0.028
HER2/neu +

Kohorta I n=57 n=130 33%)  n=2/18 (11.1%)  n=0/9 (0%) p=0.518
MAGE-A4 +

Kohorta =57 n=3/30 (10%)  n=2/18 (11.1%)  n=0/9 (0%) p=0.780
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Déle jsme analyzovali expresi antigentit NY-ESO-1, HER2/neu a
MAGE-A4 pomoci qPCR v nadorovych a ne-nadorovych tkéanich od
pacient s NSCLC(obrazek 2B). Byla zjisténa statisticky vyznamné
vysSi exprese NY-ESO-1 u 6,3% (4/64) a MAGE-A4 u 35,1%
(20/57) u pacienti se SCC oproti pacientim s AC (tabulka 8). Pouze
exprese MAGE-A4 byla silné asociovana s historii koureni a s

muZzskym pohlavim (45,5% muzt oproti 19,2% Zen)

Zjistili jsme pozitivni korelaci mezi expresi NY-ESO-1
mRNA a pritomnosti NY-ESO-1 autoprotilitek u 5% (2/40)
pacientli paralelné¢ analyzovanych na pfitomnost NY-ESO-1

autoprotilatek v séru a NY-ESO-1 exprese mRNA v nadorech.

4.2 Vysledky ve studii specifické celularni protinadorové
odpovédi

e DC-HHP vakcina manifestuje zraly fenotyp, produkuje
prozanétlivé cytokiny a zvySuje chemotaktickou migraci.

e DC-HHP vakcina vykazuje vy$si maturaci a cytokinovou
produkci v mediu obsahujicim sérum po nasledné LPS a CD40L
stimulaci

e DC-HHP vakcina stimuluje antigen-specifické CD8+ T
lymfocyty a zvySuje pocet CD4+CD25+Foxp3+ Treg lymfocyth

e DC-HHP vakcina pfipravena z monocyti pacienti s NSCLC
indukuje nador specifické CD8+ a CD4+ T lymfocyty ( Obr. 7)

12



iDC poly(l:C) HHP+poly(I:C) M155.65 + Poly(l:C)
0.0145

>

MP155.65-HLA-A*201-tetramer

crease of

-
a
o
a
=

CcDs8 ' € <°

o

% of IFN4CDB8" T cells
% of IFN-p CD4" T cells

(@]
O
%,
N

% of Ki67 CD8’ T cells
% of Ki67 CD4" T cells
Muc-1

hTERT
Survivin
MAGE A3
MAGE A4
Sox2

CD8" T colls CD4" T colls

M

% IFNY'CD4" T cells

% IFNG'CD8" T cells

ST 2T PSS S 2T PSS P
S R TS T o
& RS EY

° & =TS

’
%,
",
o
¥,
%
l’b
b,
44
i3
D
L)

Obrazek 7:DC-HHP vakcina pFipravena z monocytl pacientii s NSCLC indukuje nador specifické CD8+ a CD4+ T lymfocyty
4x10% iDC, DC pulzovanych s rozmrazenymi burfikami karcinomu plic usmrcenych HHP nebo MP1 exprimujicich A549 a poly (I: C)
[HHP + poly (I: C)] nebo stimulovanych pouze poly (I: C) [Poly (I: C)] po dobu 24 hodin byly nasledné pFidany k 2x10° autolognim T
burikdm od pacientd s NSCLC a nasledné kultivovany po dobu 7 dni. (A) MP1gg ¢s-specifické CD8* T buriky byly bez restimulace
detekovany pratokovou cytometrii barvenim MP1gg ¢e-HLA-A*201 Tetramer Staining. Bodové grafy zobrazuji 4 darce. Grafy
pfedstavuji prdmér + smérodatna odchylka ze 4 darcti n = 2. (B) Buriky CD8* a CD4* produkujici IFN-y byly hodnoceny pratokovou
cytometrii po jednom kole restimulace s Cerstvé pfipravenymi DC od pacientl s NSCLC. Procento v grafech je zobrazeno jako
procento bunék produkujicich IFN-y z CD8* nebo CD4* bunék, proto neodpovida procentlim v bodovych grafech. (C) Proliferace T
bunék (Ki-67) byla stanovena bez restimulace pritokovou cytometrii. Bodové grafy zobrazuji 6 pacientd. Grafy ukazuji primér +
smérodatnou odchylku u 6 darct v duplikacich. Vysledky byly povazovany za statisticky vyznamné, pokud * p <0,05, ** p <0,01
nebo *** p <0,001. (D) gPCR analyza exprese Mucin-1, hTERT, Survivinu, MAGE-A3 a MAGE-A4 u bunéénych linii H520 a H522 (n
= 3, v duplikacich) (E) Strategie gatingu pro detekci T bunék produkujicich IFN-y specifickych pro nddorové antigeny u pacientd s
NSCLC. Obrazek ukazuje jeden representativni vzorek od pacienta s NSCLC a T-buriky specifické pro MAGE-A4. (F) Kvantitativni
vyhodnoceni T bunék specifickych pro nadorovy antigen a produkujicich IFN-y u 36 pacientd s NLCLC.Percento negativnich
kontrol (Z2adny antigen) bylo odecteno od vzorkl stimulovanych antigennimi pepmixy.
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5 Diskuse

5.1 Diskuse specifické protinadorové humordlni odpovédi

Zjistili jsme statisticky vyznamné vysSi frekvence protilatek
NY-ESO-1, ale uz ne protilditek HER2/neu a MAGE-A4 u pacientil s
NSCLC oproti pacientim z kontrolni skupiny bez nadorového
onemocnéni. Zjistili jsme, ze frekvence specifickych protilatek proti
NY-ESO-1 (19,8%, n = 24) zjisténé v nasi studii u 121 pacientl s
NSCLC byly srovnatelné s frekvencemi 20% a 23% pro NY-ESO-1
publikovanymi v ptfedchozich dvou studiich u pacientii s karcinomem
plic (Chapman et al, 2008; Tureci et al., 2006). Pozitivni korelace mezi
NY-ESO-1 mRNA expresi v nddorech a pfitomnosti NY-ESO-1
autoprotilatek byla zjiSténa pouze u 5% (2/40) pacient, kde byly
provedeny paralelné sérové a naddorové analyzy. Nebyla zjisténa NY-
ESO-1 mRNA exprese u zbyvajicich 3 NY- ESO-1 seropozitivnich
pacientll s dostupnymi vzorky nadorové tkané. Ukézalo se, Ze také u
nadortt s obvykle vysokou expresi NY-ESO-1 jako je karcinom
vajecnikl nebo melanom, 5-15% pacientii nema detekovatelnou uroven
exprese NY-ESO-1 v nadorovych buiikkdch navzdory NY-ESO-1
séropozitivité (Stockert et al, 1998; Gnjatic et al., 2006). Korelace
frekvence autoprotilatek a anamnézy koureni ukazala signifikantné
vys$si frekvenci protilitek NY-ESO-1 u aktivnich kuraku oproti ex-
kufakim a nekufakim u pacienti s NSCLC ve srovnani s

kontrolni skupinou. Ve dvou studiich byla zjiS§téna vyznamnd asociace
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CT antigenti (cancer testis antigenil) s anamnézou koufeni (Gure et al.,
2005; Kim et al., 2012), ale tvorba protilatek NY-ESO-1, kterda by

mohla byt indukovana koufenim, nebyla dosud popsana.

5.2 Diskuse specifické protindadorové celuldarni odpovédi

Aktivni bunéfnd imunoterapie zalozend na DC predstavuje
velké pole imunoterapeutickych ptistupt k 1é€beé malignit, nicméné jeji
pouziti je pomérné omezené v imunoterapii plicniho karcinomu. V nasi
studii jsme prokazali, ze DC- HHP vakcina proti karcinomu plic,
pfipravend v médiu bez séra s imunogennimi bunéénymi liniemi
plicniho karcinomu usmrcenymi HHP a stimulovana poly(I:C)
vykazuje funkéni plasticitu a schopnost stimulovat nadorové
specifické a IFN-y produkujici CD8" a CD4" T buiiky pacientt s
NSCLC. Uloha CD8" T bunék v protiniddorové imunité je dobfe znama,
avsak v soucasné dobé neni jasné, zda CD4" T buiiky indukované CD-
HHP vakcinou proti karcinomu plic mohou zprostiedkovat urcity
protinddorovy ucinek (Perez-Diez et al., 2007). Pozorovali jsme
produkci IFN-y a proliferaci CD4" T butiek od pacientii s NSCLC a
proto je ldkavé spekulovat, Ze tyto T builky mohou hrat roli pfi
formovani protinadorovych odpovédi po imunoterapii DC-HHP

vakcinou proti karcinomu plic.
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6 Zavéry

6.1 Zavéry tykajici se specifické protinadorové humordlni
odpovédi
Poprvé jsme zde ukazali, ze autoprotilatky proti CT antigenu

NY-ESO-1 koreluji s historii koufeni u pacientti s NSCLC.

6.2  Zavery tykajici se specifické protinadorové celuldarni
odpovédi
Ukézali jsme, ze DC-HHP vakcina proti karcinomu plic je
imunologicky  aktivni a vykazuje funkéni plasticitu  vaci

imunostimula¢nimu Ty1 polarizujicimu fenotypu in vitro.
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