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Abstrakt

Karcinom plic je celosvétové vedouci pfi¢inou umrti pro maligni onemocnéni.
Pochopeni biologickych procest specifické protinadorové imunitni odpovédi zistava
prioritnim zdjmem 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 dosud znamé a pouzivané
imunoterapii. V praktické ¢asti popisujeme dvé studie studujici rizné aspekty
protinddorové imunitni odpovédi, obé realizované ve spolupraci III. chirurgické
kliniky 1. LF UK a FNM se spolecnosti Sotio a.s. Prvni ze dvou studii je zaméfena
na humordlni slozku specifické protinadorové odpovédi a prospektivné analyzuje
sérové frekvence protinadorovych protilatek NY-ESO-1, Her2/neu and MAGE-A4 u
121 pacienti s NSCLC.V této studii poprvé prokazujeme, ze koufeni tabaku
vyznamn¢ ovliviiuje specifickou humoralni imunitni odpovéd’, frekvence NY-ESO-1
protilatek je signifikantné vyssi v séru kutrdka a ex-kufdkti. Druhd ze dvou studii je
vice zamétfena na T bunécnou slozku specifické protinddorové odpovédi a testuje
vakcinu pfipravenou z dendritickych bun€k prezentujicich antigeny bun¢k karcinomu
plic, usmrcenych vysokym hydrostatickym tlakem (DC-HHP vakcina). DC-HHP
vakcina vykazuje zraly fenotyp dendritickych bunék, produkuje prozanétlivé
cytokiny, zvysuje chemotaktickou migraci, indukuje nadorové specifické CD8" a
CD4" T lymfocyty. Vysoky hydrostaticky tlak (HHP) indukuje v nadorovych
bunikdch imunogenni smrt, kterd je stéZzejni pro navozeni U¢inné protinadorové

imunitni odpovédi.
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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 the hitherto known and used lung cancer immunotherapy. In
the practical part of the thesis, two studies studying different aspects of anticancer
immune response are described. Both studies were conducted in cooperation with 3™
Surgical Department 1% Faculty of Medicine, Charles University and University
Hospital Motol and with the biotechnology company Sotio a.s. 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. DC-
HHP vaccine displays mature dendritic cell phenotype, produces pro-inflammatory
cytokines, increases the chemotactic migration and more importantly induces tumor-

specific CD8" and CD4" T lymphocytes in blood of NSCLC patients.
Keywords:
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1 Literarni uvod a prehled dané problematiky

1.1 Principy nadorové imunologie, role imunitniho systému v obrané

proti nadorum, teorie 3E

Imunologie a onkologie jsou spjaté od konce 19. stoleti, kdy I¢kat William Coley
poprvé dokazal, ze podani usmrcenych bakterii streptokoka zplsobilo navozenim
antibakterialni imunitni reakce abskopalni efekt spojeny s regresi nadorti (Coley WB, 1893).
Kazdym dnem vznikne v lidském téle tisice nddorovych buné€k, které imunitni systém dokaze
rozpozndvat a uspéSné eliminovat. Poprvé zformuloval hypotézu imunitniho dohledu
(immunosurveillance) Sir MacFarlane Burnet v roce 1957: Ulohou imunitniho systému je
rozpoznat pro organismus potencialné nebezpecné buiky, vcetn¢ bunék nadorovych, a
zlikvidovat je pomoci efektorovych mechanismi jak vrozené, tak ziskané imunity (Burnet
FM, 1957). Tato hypotéza byla postupem casu zpochybilovdna a nésledné¢ nahrazena jinym
pohledem na véc. Vzhledem k tomu, ze nékteré nadorové burnky jsou schopné imunitnimu
dohledu uniknout, dat za vznik nddoru a metastazovat, byla tato teorie nahrazena
komplexnéjSi hypotézou imunoeditace, nc¢kdy nazyvanou teorii 3E (elimination,
equilibrium, escape). V tomto pojeti se shoduje Burnetliv imunitni dohled s prvnim obdobim
vyvoje nadoru, kterym je ,, eliminace* ( elimination), kdy jsou vSechny premaligni bunky
imunitnim systémem zniceny. Pokud ale neni eliminace dostatecné uspéSnd, nasleduje
stadium ,, rovnovahy* (equilibrium), kdy se objevuji buiiky s dal§imi mutacemi, jichZ mohou
byt v pribéhu onemocnéni tisice, ale nemuseji byt nutné¢ vSechny imunogenni. Tato
rovnovazna faze mize podle n€kterych autord trvat i desetileti, pfedstavuje stalou interakci
imunitniho systému s extrémné heterogenni, geneticky nestabilni populaci nadorovych bunék,
jejichz imunologicky rozpoznatelné fenotypy jsou stdle likvidovany, ale v disledku
pocetnych mutaci vznikaji stile nové. V tomto obdobi nemusi nador svému hostiteli
zpusobovat zadné obtize, vétSinou o ném nevi. Poslednim stddiem imunoeditace je ,,anik* (
ecape). Nastava v okamziku, kdy vznikne klon nddorovych buné¢k, ktery neni imunitni systém
schopen rozpoznat a/nebo efektorové mechanismy imunity nemaji dostatecnou kapacitu na to
vSechny rizikové nadorové buiky zlikvidovat. Dochazi k nekontrolovanému agresivnimu
ristu primarniho nadoru a vétsinou i jeho rozsevu do celého organismu, tedy k metastazovani

(Dunn GP et al.,2002).



1.1.1 Prirozena (vrozena) protinadorova imunita

Ptirozenou efektorovou odpovéd proti nadorim zajistuji dva hlavni typy

bunék. Jsou to NK bunky (NK = natural killer = ,,pfirozeny zabije¢*) a makrofagy.

1.1.1.1 NK bunky

NK bunky byly ptavodné identifikovany jako lymfoidni populace piedstavujici
10-20% PBMC (peripheral blood mononuclear cells = periferni krevni mononuklearni buriky)
a to populace schopna 1lyzy MHC-I negativnich nddorovych nebo virem infikovanych buniek
(MHC = major histocompatibility complex = hlavni histokompatibilni komplex)(Zamai et al.,
2007). Zda dojde k aktivaci nebo inhibici NK bun¢k, zilezi na poméru aktivacnich a
inhibi¢nich signal. Obecné plati, Ze aktivaéni receptory rozpoznavaji ligandy na
infikovanych a poSkozenych buiikach, které maji byt zniCeny a inhibi¢ni receptory
rozpoznavaji normalni, zdravé buiky, které maji byt zachovany.

Inhibi¢ni receptory rozpoznévaji na zdravych buitkdch predev§im MHC molekuly I.
ttidy, dvé hlavni skupiny téchto receptorii jsou KIR (killer cell immunoglobulin-like
receptors) vazajici HLA-I ( human leukocyte antigen)(Bottino C. et al, 2004)
a CD94-NKG2A/B, ktery rozpoznava HLA-E (Braud VM et al., 1998). Chybéni pouze
jedinné MHC-I alely, coz je Castym jevem u nadorovych buniek, vede k jejich zvySené
citlivosti k NK toxicité (Bottino C. et al., 2004).

Nicméné pii absenci inhibi¢nich signalti musi byt cytotoxicita NK bunék aktivovana
sadou spoustécich receptori. Spontanni cytotoxickd aktivita je spusténa zejména pomoci
NKG2D, zatimco CD16 ( FcyRIIIA,nizkoafinni receptor pro IgG protilatky) se vaze na Fc
fragmenty IgG opsonizovanych buniek a zprostiedkovava ADCC (Antibody-dependent cell-

mediated cytotoxicity = na protilatkdch zdvisla a bunkami zprostfedkovana

cytotoxicita)(Moretta L et al., 2004). Tumoricidni aktivitu NK bun€k zvysuji cytokiny, jako je
IL-2, IFN-y, IL-15, ¢i IL-12, které tyto buiiky aktivuji (Zamai et al., 2007).

1.1.1.2 Makrofagy

Makrofagy mohou rist nddord inhibovat nebo naopak podporovat. Heterogenita
makrofagi byla zjednodusena konceptem polarizace, kde jsou dva extrémni fenotypy, M1 a

M2 makrofagy, s odliSnymi funkcemi (Murray PJ, WynnTA, 2011). Klasickou aktivaci, na
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které se podileji interferon vy, Tyl buniky, a TLR ligandy, vznikaji makrofagy oznacované jako
M1 s vyrazné prozanétlivym fenotypem. M1 makrofagy zabijeji nadorové bunky obdobné
jako pohlcené infekéni mikroorganismy, produkuji reaktivni formy kysliku (ROS = Reactive
Oxygen Species) a oxid dusnaty (NO) (MacMicking J et al., 1997), u kterého bylo prokazano,
ze zabiji nadorové linie in vitro a mys$i nadory in vivo (Rahat MA, Hemmerlein B, 2013). M1
makrofagy dale produkuji interferon vy, ktery aktivuje dal§i imunitni bunky, jakymi jsou napf.
T bunky ¢i NK buiiky, u kterych se poté zvysuje schopnost zabijet nddorové bunky.
Makrofagy fenotypu M2 vznikaji alternativni aktivaci pod vlivem cytokini IL-4 a
nadoru podporuji tim, ze produkuji VEGF, TGF- a n¢které¢ dalsi cytokiny a chemokiny, jez
stimuluji nadorovou neoangiogenezi, podileji na udrZzovani chronického zanétu a tlumi
protinddorovou funkci imunitnich bunék. Chronicky zanét, na rozdil od z&nétu akutniho
vytvari prostiedi pro vyvoj maligniho nadoru (Allavena P et al., 2008; Allavena P, Mantovani

A, 2012).

1.1.2 Adaptivni (ziskana) protinadorova imunita

Pro specifickou imunitni odpovéd’ je charakteristicky mechanismus imuniologické
paméti. Nadory mohou indukovat jak T-bunécnou, tak protilatkovou imunitni reakci. Je
opakovan¢é prokazovdno, ze pfitomnost imunitniho infiltratu v nadorové tkani, zejména

aktivovanych CD4" nebo CD8" T lymfocytii, koreluje s lepsi prognézou a pfiznivéjsim

pribéhem onemocnéni (Donnem T. et al., 2015; Donnem T et al., 2016).

1.1.2.1 T- bunééné protinadorova odpoveéd’

Nadorova buiika nebo jen jeji ¢asti, které se z umirajici bunky uvoliuji, jsou pohlceny
nékterou z profesiondlnich antigen prezentujicich bun€k ( antigen-presenting cells, APC),
napiiklad bunikou dendritickou. Ta pohlcené nddorové antigeny rozstépi, zpracuje a vystavi na
povrchu v komplexu s MHC molekulami 1. a II. tfidy (major histocompatibility complex,
MHC). Prezentaci pohlceného/exogenniho antigenu v komplexu s MHC molekulami 1. tfidy
se fika zktfiZzena prezentace nebo zkiiZeny priming ( cross-presentation, cross-priming) (Joffre
OP et al.) a z profesionalnich antigen prezentujicich bun¢k maji tuto schopnost pouze
dendritické bunky (Petersen TR et al., 2010). Jinak je pravidlem, Ze pohlcené extracelularni

antigeny se intracelularné zpracovavaji a vystavuji na povrchu APC v komplexu s MHC
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molekulami II. tfidy a jsou rozpoznivany pomocnymi T lymfocyty ( CD4", T helper, Ty
lymfocyty), zatimco endogenné syntetizované antigeny jsou intracelularné zpracovany
proteazémen a vystaveny na povrchu v komplexu s MHC molekulami I. tfidy. Rozpoznavany
jsou cytotoxickymi T lymfocyty ( CD8", CTL), jez vykonavaji efektorovou / zabije¢skou
funkci. Jako nebezpecné vyhodnoti ty buiky, které na svém povrchu exprimuji MHC
molekuly I. tfidy v komplexu s nddorovymi antigeny (Germain RN, 1994). Naivni, tj. klidové
cytotoxické CD8" T buniiky sice dokazi nebezpenou nadorovou buiiku rozpoznat, ale
vetsinou ji nedokazi ucinné zlikvidovat. K ziskani takové schopnosti se pottebu;ji diferencovat
do efektorovych cytotoxickych T lymfocytt ( CTL), a to za pomoci cytokinl a kostimulatorti
poskytovanych dendritickymi bunikami a IL-2, ktery produkuji soucCasn¢ aktivované Ty
lymfocyty (Hivroz C et al., 2012). Oba typy T lymfocyti rozpoznavaji komplexy MHC
molekul a antigenii, v€etné¢ nadorovych, pomoci specifickych TCR komplexi. Ty jsou
tvoreny T bunéénym receptorem (TCR) ktery je nekovalentné spojen s CD3 komplexem.
TCR umoznuje rozpoznavani antigentd, CD3 komplex tvofeny CD3 heterodimery (ey a €d) a
homodimerem ( realizuje signalizaci smérem k jadru. K aktivaci T lymfocytl vSak tento prvni
signdl nestaci. K tomu je zapotiebi druhy, tzv. kostimulacni signal, ktery reakci na prvni
signal potvrzuje, aby nedochézelo k nespecifické aktivaci T bunck (Bernard A et al., 2002).
Kostimulacnich dvojic, tj. povrchovych receptorti na strané imunokompetentnich buniek a
ligandl na stran¢ antigen prezentujicich bunék, je fada a bud’ jsou vétSinou inducibilni hlavné
na antigen prezentujicich buiikdch. Konstitutivni kostimula¢ni receptor T lymfocyti je CD28
s ligandem B7-1/B7-2 ( CD80/CD86). Inducibilni kostimula¢ni receptor T lymfocyti je ICOS
(CD 278) s ligandem ICOS-L ( CD275). Inhibi¢ni receptory jsou vesmes inducibilni a patfi
k nim molekuly CTLA-4 (CD 152) s ligandem B7-1/B7-2 (CD80/CD86) a PD-1 ( CD279)
s ligandem PD-L1( CD274) a PD-L2 ( CD273). Oba se vyskytuji na povrchu T lymfocytl
(Chen L, Flies DB, 2013). PD-1 je kromé& toho prokazovan také na B buiikach ( Thibult ML et
al., 2012) a myeloidnich bunkach (Balbach M et al., 2017). Jakmile efektorové nadorové
specifické CTL jednou vzniknou, rozpozndvaji a zabijeji nadorové bunky jiZ bez pomoci
signalti vedouci pres receptory CTLA-4 a PD-1, event. blokace ligandu PD-L1 (viz dalsi text).
Aktivované CD4" pomocné Ty lymfocyty zvysuji expresi kostimulaénich molekul
CD80/CD86 a indukuji produkci IL-12 dendritickymi buntkami. Tim pfispivaji k efektivnimu
primingu a naslednému vyvoji a diferenciaci CD8" T lymfocytli do efektorovych CTL
(Andersen MH et al., 2006). Protinadorové Ty buniky také produkuji IFN-y a TNF, jez zvySuji

expresi MHC molekul 1. tfidy na nddorovych bunkéch, zvySuji jejich citlivost k lyze a
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zpétnovazebné také podporuji zabijeni nadorovych bun¢k makrofagy typu M1 a NK buiikami.
TNF se dokonce podili na odstranovani n¢kterych typi nadori tim, ze v nddorovych bunkéach

spousti signalizaci vedouci k bunééné smrti. (Zavadova E., Rihova B., 2015).

1.1.2.2 Protilatkova protinadorova odpovéd’

Vséru tfady pacientd trpicich nddory je mozné prokazat néadorové specifické
protilatky. Protilatky se v protinddorové obrané uplatiiuji piedevsim tak, ze se navazuji na
povrchové nadorové antigeny (typu TSA-tumor specifické antigeny ¢i TAA- tumor
asociované antigeny; viz nize) (Kobold S et al, 2010), tim je opsonizuji, a tak umoznuji jejich
napadani fagocyty (makrofagy M1, neutrofilnimi granulocyty) ¢i NK buiikami, jednd se o
mechanizmus ADCC- na protilatkach zavisla a buitkami zprostfedkovand cytotoxicita
(antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity). Pti té se protilatky svou Fc ¢asti vazi na NK
buniky nebo makrofagy s povrchovym FC receptorem ( FcyRIIl; CD16) a Fab casti na
specificky rozpoznané nadorové builkky (Moretta L et al., 2004).. Ty jsou pak zabity bud’
granzymy uvolnénymi z NK bunék (Zamai et al., 2007)., nebo kyslicnikem dusnatym, ktery
produkuji makrofagy (MacMicking J et al., 1997;Rahat MA, Hemmerlein B, 2013).

Uplatiiovat se muze také aktivace komplementu: protilatky nékterych izotypi
navazané na povrch nadorové buiiky mohou aktivovat klasickou cestu komplementu, coz
ptispiva k opsonizaci, chemotaxi fogocytl, rozvoji zadnétlivé reakce a findlné i k osmotické
Iyze membranolytickym komplexem komplementu. Vazba protilatek na urcité povrchové
receptory muze vyvolat v takto napadené nadorové burtice 1 jeji apoptotickou smrt. Zasadné
dilezité je, ze pro vznik kvalitnich vysokoafinnich protilatek proti nddorovym antigentim
nestaci, aby tyto nadorové antigeny byly rozpoznany specifickymi B lymfocyty pomoci jejich
antigenné specifickych receptorti (B-cell receptor - BCR). Nezbytna je spoluprace téchto B
lymfocyth s pomocnymi T lymfocyty, které jim dodavaji nepostradatelné kostimulaéni
signaly. Proto je nutné, aby nadorové antigeny (resp. jejich peptidové fragmenty navazané na
HLA proteiny) byly t€émto pomocnym bunkam piedkladany zpravidla prostiednictvim zralych
dendritickych bun¢k (Hofejsi V., 2015).

O schopnosti protiladtek eliminovat nadorové bunky in vivo se vSak stidle vedou
diskuse, a proto se nejvice uplatiuji v pasivni imunoterapii, nejcastéji jako protilatky

monoklonalni (Weiner LM et al., 2012; Zavadova E., Rihova B., 2015).
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1.1.2.3 Nadorové antigeny

Zakladnim piedpokladem reakce imunitniho systému s nadorovymi bunkami je
existence povrchovych antigenti, kter¢ by umoznily imunitnimu systému jejich rozpoznani.
Jsou znamy dva typy nddorovych antigenii: antigeny specifické pro nadory (tumor-specific
antigens - TSA) a antigeny asociované s nadory (tumor-associated antigens - TAA), ( Hotejsi
V.,2015).

Mezi TSA patii molekuly, které se na normalnich buiikkach vibec nevyskytuji,
ptikladem mtze byt AFP ( alfa-fetoprotein), produkovany germinalnimi nadory a
hepatocelularnim karcinomem a nepfitomny v normalnich somatickych bunkach.

Oproti tomu TAA se vyskytuji v tumorech a ziroven v normdlnich somatickych

buiikach, coZ ponechava prostor k imunitni toleranci. Patfi sem mimo jiné:

a) tzv. nadorové testikularni antigeny (cancer testis antigens - CTA), zastupcem
muizeme jmenovat rodinu MAGE antigent (melanoma-associated antigen, antigen
asociovany s melanomem), nebo antigen NY-ESO-1 (New York Esophageal
Squamous Cell Carcinoma-1, NewYork dlazdicobunéény karcinom jicnu), MAGE
i NY-ESO-1 jsou produkovany nadory a zaroven normalnimi somatickymi

buikami varlete ( Simpson AJ et al., 2005).

b) HER2/neu- receptor rustového faktoru epitelidlnich bunék (human epidermal
growth factor receptor 2), ktery je v malém mnozstvi pfitomen na norméalnich
epitelidlnich buikéach; na buikach nékterych karcinomii mlécné Zlazy je
exprimovan silng, ale vyskytuje se 1 u karcinomil plic, zaludku, ovarii a endometria

(Gutierrez C, Schiff R., 2011).

Casem a s pokratujicim vyzkumem ale fada antigenti piesla ze skupiny TSA do
skupiny TAA, protoze byly objeveny v somatickych bunkéach. Postupné zacinaji byt
pouzivany nové klasifikace nadorovych antigent, antigeny jsou zatazovany do skupin dle

jejich molekulérni struktury a ptivodu.
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1.1.3 Imunogenni bunécna smrt

Programovana bunécna smrt neboli apoptdza je zpusob, kterym jsou kazdou minutu
z téla odstranovany miliony jiz nefunkcénich nebo poskozenych bunék. Az doneddvna se
apoptdza povazovala za neimunogenni proces. Teprve v poslednich letech byl formulovan
koncept imunogenni bunécné smrti ( immunogenic cell death, ICD) tj. zpiisob umirani bunék,
ktery stimuluje imunitni reakci. Naopak nekroza byla oznacovana za imunogenni, nebot’ pfi ni
dochazi k poruseni plazmatické membrany a uvolnéni bunéénych komponent a
prozanétlivych cytokini. Toto dogma bylo v uplynulych 10 letech popfeno tadou praci
popisyjicich vyznam imunogenni apoptézy navozené riznymi modalitami a upozoriujicich
na jeji vyznam v konceptu ICD (Kroemer G et al., 2013). Z té€chto praci vyplyva, ze typ
bunééné smrti neurcuje, zda jde o imunogenni smrt, rozhodujici je typ podnétu, ktery
bunécnou smrt zahaji (Dudek AM et al., 2013). ICD na rozdil od fyziologické apoptdzy vede
ke stimulaci imunitniho systému pomoci molekul, které jsou oznacovany jako DAMPs
(danger associated molecular pattern). DAMPs maji za fyziologickych podminek fadu funkci
ovliviiyjicich metabolizmus, proliferaci a komunikaci bun¢k (Garg AD et al, 2010). Pokud se
nadorova buitkka dostane do stresového prostfedi, jsou tyto molekuly exprimovany na
bunééném povrchu nebo uvoliiovany do mezibunéného prostoru v nddorovém lozisku, kde
aktivuji riznym zplsobem rozlicné slozky imunity a obvykle indukuji protinadorovou
imunitni reakci (Garg AD et al., 2010; Garg AD et al., 2013). V prvnich hodindch imunogenni
bunééné apoptoézy dochdzi k: 1) rychlé translokaci chaperonového proteinu kalretikulinu
(calreticulin, CRT) a proteina teplotniho stresu 70 a 90 (heat-shock, HSP70 a HSP90)
z endoplazmatického retikula (ER) na bunécny povrch. Nasledné dochdzi 2) k aktivni sekreci
molekuly ATP (adenosintrifosfat) a 3) k pasivnimu uvolnéni nuklearniho proteinu HMGBI1
(high mobility group box 1) do extracelularniho prostoru (Panaretakis T et al., 2009; Spisek
R et al., 2007; Garg AD et al., 2012; Apetoh L et al. 2007). Spole¢nou vlastnosti téchto
molekul je aktivace bun€k imunitniho systému, zejména pak dendritickych bunék (dendritic
cells, DC), které se fadi mezi profesiondlni antigen prezentujici buiiky (antigen presenting
cell, APC) (Krysko DV, Vandenabeele P, 2008). Vyznam téchto molekul pro aktivaci
imunitniho systému byl prokézan na mnoha in vitro modelech nadorovych bunék ( Fuc¢ikova J
et al, 2011 et 2014) a v in vivo mySich imunizacnich experimentech (Krysko DV et al.,
2012). Rada preklinickych a retrospektivnich praci dokumentuje klinicky vyznam DAMP

molekul pro predikci prognézy pacient s nadorovymi chorobami ( Kroemer G et al., 2013).
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Vyssi exprese DAMP molekul na nadorovych bunkach nebo jejich vyssi koncentrace v
nadorovém mikroprostiedi jsou spojovany s lepsi prognézou onemocnéni.

Jako prvni induktory ICD byly popsany v letech 2002— 2006 chemoterapeutika
mitoxantron, antracykliny (doxorubicin a idarubicin) a radioterapie (Apetoh L et al., 2007;
Fucikova J et al., 2011; Obeid M et al., 2007). V soucasné dob¢ je identifikovana skupina
chemoterapeutik a fyzikalnich modalit, jejichz spole¢nou vlastnosti je indukovat imunogenni
smrt nadorovych bun¢k (Dudek AM et al, 2013). Diky mnoha biologickym a chemickym
odliSnostem téchto modalit vznikl novy systém klasifikace na induktory I. a II. tfidy.
Induktory imunogenni smrti, které zpiisobuji stres ER nepiimo pies cytozolické proteiny,
proteiny plazmatické membrany a DNA replikaci jsou oznaovany jako induktory I. t¥idy. Do
této skupiny fadime néckterd chemoterapeutika (mitoxantron, antracykliny, oxaliplatina a
bortezomib) a fyzikalni modality (UVC zéfeni, radioterapie a vysoky hydrostaticky tlak).
Naopak modality, které primarné indukuji stres ER, jsou oznacovany jako induktory II. tfidy a
fadime mezi né¢ zejména fotodynamickou terapii a nekteré onkolytické viry ( Krysko DV et
al., 2012). Spole¢nym rysem obou skupin induktorii je ptima (II. tfida) ¢i nepfima (I. tfida)
faktoru elF2a pomoci serin-threonin kindzy PERK. Nasleduje proteolyza proteinu BAP31
mediovana kaspazou- 8 a aktivace proapoptotickych proteini BAX a BAK. Nasledné je CRT
transportovan z ER do Golgiho aparitu a pomoci exocytdzy prenesen na bunécny povrch.
Blokace jakéhokoliv proteinu v této draze znemozni expresi CRT, zastavi ICD a redukuje
imunitni odpovéd’ navozenou imunogenni modalitou (Panaretakis T eta al, 2009; Fucikova J.

et al, 2015).

1.1.4 Mechanismy tniku nadoru imunitnimu dohledu

Imunitni systém je v mnoha piipadech schopen nadory rozpoznat a zabit. Nadory vSak

imunitni odpovédi unikaji. Vyuzivaji k tomu fadu aktivnich a pasivnich mechanismd.

1.1.4.1 Pasivni mechanismy uniku imunitni odpovédi

vvvvvv

absenci mutované¢ho antigenu a ztratu exprese MHC molekul I. tfidy a v dtsledku toho

nerozpoznatelnost pro specifické CD8" cytotoxické T lymfocyty. MHC molekuly 1., ale i II.
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tfidy (major histocompatibility complex; u lidi HLA, human leukocyte antigens) jsou
vyuzivany k vystavovani antigent na povrchu buiiek (viz kapitola o T bunécné protinddorové

odpovedi).

1.1.4.2 Pasivni mechanismy tniku imunitni odpovédi

Na aktivni inhibici protinddorové imunitni reakce se podile;ji:

a) nadorovymi buiikkami sekretované imunosupresivni cytokiny typu TGF-B (tumor
growth factor P, transformujici rdstovy faktor ), které inhibuji proliferaci a
efektorové funkce lymfocytii a makrofagh

b) regulacni Treg lymfocyty

¢) MDSC (myeloid-derived suppressor cells), heterogenni populace prekurzori
dendritickych bunck, monocyti a neutrofili s nékterymi spole¢nymi povrchovymi
znaky a imunosupresivni schopnosti

d) Makrofagy typu M2 sekretujici supresivni medidtory typu IL-10 a prostaglandinu E,
které snizuji T- bunécnou aktivaci a efektorové funkce a podporuji rist nadort
produkci proangiogennich cytokint, jakymi jsou TGF-B a VEGF ( vascular
endothelial growth factor, vaskularni endotelovy ristovy faktor)

e) Pravdépodobné i Ty;17 lymfocyty (Zavadova E., Rihova B., 2015).

1.1.4.3 Kontrolni body imunitni reakce (KBIR)

Imunitni checkpoints neboli kontrolni body imunitni reakce (KBIR) se vyznamné
podileji na inhibici protinddorové imunitni reakce. KBIR jsou molekuly/receptory
prokazatelné na povrchu imunokompetentnich bunék, hlavné¢ T lymfocytl, které zadsadnim
zpiisobem kontroluji imunitni odpovéd’ na antigeny. Jsou bud’ aktivaéni CD28 nebo
inhibi¢ni CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte associated protein 4) a PD-1 (programmed cell
death protein 1).

Aktivaéni molekula CD28 a inhibi¢ni molekula CTLA-4 maji stejné ligandy. Jsou to

CDS80 (B7-1)a CD86 (B7-2) exprimované na antigen prezentujicich buiikdch. Vazba mezi
ligandy a CTLA-4 je silngj$i, neZ je vazba s CD28 a to je dilezité z regulacniho hlediska.
Umoznuje to zastaveni uz piipadné ,,nadbytecné imunitni reakce. Z hlediska nutné

dlouhotrvajici protinddorové reakce je to ale nevyhodné. CTLA-4 receptor exprimuji také
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tlumici Treg (regulacni CD25+ FOXP3+ bunky), vyssi poCet Treg v naddorovém
mikroprostiedi je spojovan s horsi prognézou (Mockler MB et al., 2014).

PD-1 je exprimovan na aktivovanych T- a B-bunkach. Je to molekula strukturalné
podobna CTLA-4, ale ma jiné biologické vlastnosti a také jiné ligandy. V nadorovém
mikroprostiedi je aktivovana vazbou s ligandy PD-L1 a PD-L2, které jsou fyziologicky
prokazatelné na T- a B-lymfocytech, makrofazich, NK-bunkach, dendritickych a Zzirnych
bunkach, a velmi ¢asto na nadorovych buiikach. Ligace PD-1 molekuly na povrchu T bunék
zpusobuje jejich inaktivaci, eventudlng¢ i smrt ( Alhaab HO et al., 2017).

Kontrolnich bodl imunitni reakce je v§ak mnohem vice a jsou detekovatelné nejenom
na T- bunkach, ale i na NK bunkach. V soucasné dob¢ probiha tada klinickych studii, které
ovéiuji moznost zvySeni protinddorové imunitni reakce pomoci cileni téchto molekul,
podobné jako v pfipadé PD-1 a jeho ligandh, ¢i CTLA-4. Mezi tyto KIRB patii LAG3
(Ilymphocyte-activation gene3, lymfocyty aktivujici gen3) (Andrews LP et al., 2017), CD 137
( 4-1-BB) (Makkouk A et al., 2016) anebo TIM-3 ( mucin- protein 3) (Du W et al., 2017)

1.1.4.4 Néadorové mikroprostiedi

Nédorové mikroprostiedi je primarné imunosupresivni a nador se tim protinaddorové
reakci a tim 1 vlastni eliminaci aktivné brani. Suprese vychazi ze schopnosti nadorovych
bunék potlacit, nebo dokonce znemoznit normélni protinddorovou imunitni odpovéd’ tim, ze
ztraci MHC glykoproteiny 1. tfidy, nevytvaii dostatek dobfe rozpoznatelnych nadorovych
antigenll, ztraci citlivost na komplement a exprimuji PD-L1/L2 ligandy. Vlastni prostiedi
nadoru pak brani vyzravani dendritickych bunék, expanzi nadorové specifickych
cytotoxickych T lymfocyti (CTL) a pomocnych Ty lymfocyti naopak umoziuje lokalni
expanzi populaci se supresorovou aktivitou, jakymi jsou Treg lymfocyty a MDSC. U fady
nadorl infiltrace Treg buikami koreluje se Spatnou prognézou (Mockler MB et al., 2014).
Nadory také produkuji imunosupresivni molekuly typu IDO (indoleamine 2,3-dioxygendza) a
PGE2. K dal$im supresorovym molekulam, které 1ze v nadoru prokdzat, patii argindza a NO
syntdza (iNOS), které produkuji MDSC. Kromé toho hypoxické prostfedi nddoru podporuje
tvorbu adenozinu a produkci CCL28. Adenozin omezuje funkci T lymfocyti a CCL28
zvySuje akumulaci Treg bun¢k. Mezenchymalni kmenové buiiky nddorového stromatu bloku;i
proliferaci a funkci efektorovych T bunék a nddorové vaskularni buiiky potlacuji T bunécnou

adhezi k stén¢ nadorovych cév. Tim omezuji infiltraci solidniho nddoru imunokompetentnimi

17



bunikami. Tento efekt se zCasti pfipisuje vaskularnimu endotelidlnimu rustovému faktoru
(vascular endothelial growth factor, VEGF) a z&asti endotelin-B receptoru (ETBR)( Rihova
B, Stastny M, 2015).
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1.2 Vliv kouieni tabdaku na imunitni systém

Znicujici dopad koufeni na zdravi je dobie znam a zdokumentovan v fad€ publikaci.
Cigaretovy kouf ma neptiznivy vliv na kazdy aspekt lidského zdravi, pficemz nejvice imrti
maji na svédomi kardiovaskularni a respira¢ni choroby asociované s koufenim a malignity.
Mezi dalsi zdravotni rizika spojend s koufenim cigaret patii oslabeni imunitniho systému,
zhorSené hojeni ran, diabetes, snizeni plodnosti u muzi i Zen a zvysSené riziko pohlavné
ptenosnych chorob, piredevsim lidského papilomaviru (HPV, human papilomavirus)(Kuper H
et al., 2002; Stewart SL et al., 2008). I pies pokracujici usili o snizeni incidence koufeni,
celosvétoveé vice nez 1,1 miliardy lidi nadale koufi, coz pfedstavuje jednu Sestinu svétové
populace (Jha P et al., 2002). U poloviny vSech kufdki se pfitom vyvinou zéavaznd
onemocnéni s koufenim spojena, jako je chronicka obstrukéni plicni nemoc (CHOPN, chronic
obstructive pulmonary disease -COPD), nebo kardiovaskularni onemocnéni. U 1-5% kutaki
dojde k rozvoji malignity asociované s koufenim, které je témét vzdy fatalni (Alberg AJ et al.,
2005). Vystaveni ucinkiim cigaretového koufe, a to jak aktivni, tek pasivni, je hlavni
epidemiologicky prokazanou pticinou karcinomu plic, a nejcastéjsi pricinou umrti pro maligni
onemocnéni celosvétoveé. Koufeni také zvySuje riziko karcinomu mocového méchyie,
mezoteliomu (soucasné s expozici asbestu) a karcinomu hlavy a krku (spolu s infekei lidskym
papilomavirem ) a je pravdépodobné kofaktorem ve vyvoji karcinomu zaludku, délohy a
ledvin, hepatocelularniho karcinomu a myeloidni leukémie. Velmi znepokojivé je zjisténi
nékterych epidemiologickych studii, Ze vystaveni slozkam cigaretového koufe za
intrauterinniho  vyvoje zvySuje celoZivotni riziko vzniku maligniho onemocnéni.
V experimentalnich modelech u mysi a pst, bylo dokézano, Ze koufeni béhem gravidity vede
ke sniZeni aktivity cytotoxickych T lymfocytd ( CTL) a sniZeni rezistence proti
implantovanym nadorovym bunikdm u prenatdlné¢ exponované¢ho potomstva (Ng SP et al.,
2006).

Vliv cigaretového koufe na imunitni systém ma zdanlivé protichlidné aspekty- na
jedné stran¢ vyrazné poSkozujici a prozanétlivy vliv, ale v mnoha ptipadech 1 vliv
imunosupresivni. Cigaretovy kouf obsahuje vice nez 4500 slozek v jeho plynné fazi. Tyto
slouceniny zahrnuji piimé karcinogeny (napiiklad methylcholanthren, benzo[a]pyren a
akrolein); toxiny (jako je napiiklad oxid uhelnaty, amoniak, aceton, nikotin a hydrochinon);

reaktivni pevné latky s chemicky katalytickymi povrchy; a oxida¢ni ¢inidla (jako jsou
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napiiklad superoxid a oxidy dusiku). Zejména cerstvy kouf je chemicky vysoce reaktivni

kondenzat, ktery obsahuje miliardy oxida¢nich skupin (Smith CJ, Hansch C, 2000).

Kouf je sdm o sob¢& mutagenni, ale rozhodujicim indukujicim kofaktorem je pii vzniku

karcinomu plic v experimentalnich modelech zanét. Zanétlivé prostiedi zplsobené a

modifikované inhalaci cigaretového koufe pravdépodobné piispiva k indukci malignit

n¢kolika zptsoby:

a)

b)

zvySenim poctu genetickych mutaci (napf. zkracenim, deleci a translokaci).
V experimentalnich modelech bylo prokéazano, ze jak epitelové bunky postupné
ziskavaji somatické mutace (napiiklad KRAS), zanét a bakterialni ndloz v plicich
se zvysuji (Ji H. et al., 2006).

epigenetickym umlcenim tumor-supresorovych genil prostfednictvim oxidac¢niho a
nitrosylativniho stresu

zvySenim lokéalniho uvoliiovani ristového faktoru a indukce exprese receptoru
(jako je naptiklad receptor pro epidermalni ristovy faktor, EGFR- epidermal
growth factor receptor)

podporovanim angiogeneze a lymfangiogeneze

zménou fenotypu makrofagl- koufeni vyvolava vyraznou aktivaci alveolarnich
makrofagi, odlisSnou od nekurakti (Woodruff PG et al., 2005). Kouf miize vyvolat
castecnou deaktivaci M1 nebo ¢aste¢nou aktivaci M2 makrofagii. Rovnovaha a
intenzita tohoto jevu ma pfimy vliv na imunitni systém a pribéh onemocnéni,
protoze ucinnd hostitelska obrana vyzaduje aktivaci makrofagi takovym
programem, ktery je vhodny pro konkrétni typ patogenu. Makrofagy M1 typu
mohou zpusobit vyrazné poskozeni plic (emfyzém), zatimco makrofagy typu M2
jsou spojeny s progresi nadoru.

Snizenim poctu a aktivity NK buiiek- pfirozeni zabijeci, NK bunky, maji
vyznamnou ulohu v pfirozené obran¢ hostitele proti mikrobidlnim agens a ucastni
se imunitniho protinddorového dohledu. NK butiky ptisobi pfimo cytotoxicky
prostiednictvim perforinu a granzymu, dale pomoci CD95 ligandem-indukované
apoptozy (APO-1, FAS) a uvolnénim prozéanétlivych cytokind a chemokint
(Hamerman JA et al., 2005; Swann JB et al., 2007). N&kolik studii ukazalo, ze
pocet NK bunék a jejich aktivita se snizuji u kufdk ve srovnani s nekuiaky
(Tollerud DJ et al., 1989). Vystaveni cigaretovému kouii oslabuje cytotoxickou
aktivitu a produkci cytokint NK bunék (Milan MF et al., 2008), coZz nasledné

zvySuje riziko infekce 1 vyvoje malignity. Je tragické, Ze pfiblizné polovina vSech
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pacientl s karcinomem plic v prvnim ¢asném stadiu onemocnéni, jejichz nador je
chirurgicky odstranén, nakonec zemie pro metastaticky rozsev onemocnéni. Tato
skutecnost je  pravdépodobné¢  disledkem defektniho NK  bunkami
zprostiedkovaného imunitniho dohledu: bylo dokdzéano, Ze porucha NK bunécné
funkce u kutrdkd zvySuje riziko relapsu karcinomu v krénich uzlindch (Ng AK,

Travis LB, 2008).
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1.3 Pricipy imunoterapie

Imunoterapie ma své nesporné piednosti, ale i problémy. Pokud ma byt imunitni
reakce specifickd a nenapadat normalni bunky, pak musi byt piedev§im aktivovany
efektorové mechanismy adaptivni, specifické neboli ziskané imunity, a to jak jeji bunécné
(subpopulace T-lymfocytit), tak humorélni (protilatkové) slozky. Ukolem je posilit slabou
protinadorovou reakci pacienta (aktivni imunita) nebo podat nadorové specifické T-lymfocyty
¢i protilatky (pasivni imunita). V idedlnim pifipad¢ by imunoterapie m¢la nejenom pomoci
zlikvidovat agresivni nadorovou masu, ale méla by vyznamné ptispét i k odstranéni
tzv.zbytkové nemoci (minimal residual disease, MRD) a umoznit tim piipadné i trvalé

vyléceni.

1.3.1 Nespecificka imunoterapie

Z empirickych zkuSenosti z minulosti vyplyva, Ze intenzivni anti-infekéni imunitni
reakce miiZze zpusobit regresi nadorii. Na podobném principu je zaloZena i schvédlena metoda
instilacni imunoterapie povrchovych nadori mocového méchyte pomoci nalevli obsahujicich
oslabené zivé mykobakterie (BCG; bacillus Calmette-Guérin). Tento postup vede zifejmé k
aktivaci nckolika typli imunocytii (pfedev§im makrofagh), které likviduji naddorové bunky
(Hoftejsi V., 2015).

Neéktera chemoterapeutika (napf. imatinib mesylat, cyklofosfamid, antracykliny,
5-fluorouracil) 1 urcité rezimy ozafovani maji prekvapivé imunostimulac¢ni u€inky nadorove
buiiky hynou jejich pisobenim imunogenni bunécnou smrti (viz vyse), ta je charakterizovana
hlavné stresovou reakci endoplazmatického retikula a prezentaci intracelularnich molekul
,s1gnalll nebezpeci®, coz dale aktivuje imunitni systém a piedevSim antigen prezentujici

buiiky ( Adkins I et al, 2014).
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1.3.2 Specificka imunoterapie

1.3.2.1 Pasivni imunoterapie

Pasivni imunoterapie vyuziva pienosu imunitnich efektori, tj. protilatek nebo

nadoroveé specifickych T- lymfocytd, je sice rychld, ale vétSinou kratkodoba.

1.3.2.1.1 Protilatky proti nddorovym antigenim (TSA a TAA)
Prvni monoklondlni protilatky byly zvifeciho ptivodu (vétSinou mysiho) a vyvolavaly

u pacientli tvorbu HAMA (human anti-mouse antibody) protilatek, coz byly protilatky
pacienta vytvafené proti léCebnym mySim monokolondlnim protilatkdm, coz vedlo k jejich
zrychlenému vychytavani. Proto byly postupné tyto prvotni zvifeci protilatky nahrazovany
protilatkami chimérickymi a humanizovanymi. Mechanizmy jejich ptisobeni zahrnuji vétSinu
fyziologickych funkci protilatek, jako je blokovéani receptorii ristovych faktord nadorovych
bunck, opsonizace, aktivace fagocyti a NK bunck prosttednictvim Fc-receptort
(mechanizmus zvany ADCC, tedy ,antibody-dependent cellular cytotoxicity), aktivace
komplementu, indukce apoptézy. Pomérné uspésné se klinicky pouzivaji napt. nésledujici
monoklonélni protilatky (v zavorce pfisluSny antigen a onemocnéni:

-trastuzumab, pertuzumab (ERBB2; karcinom prsu)

-rituximab, tositumomab (CD20; lymfomy)

-alemtuzumab (CD52; chronicka lymfocytické leukemie)

-cetuximab, panitumumab (EGFR; kolorektalni karcinom).
Kromé& samotnych monoklondlnich protilatek je mozno pouzit i jejich konjugat s G€innymi
toxiny (antibody drug conjugates) nebo radioizotopy (radioimunotoxiny).
Ptikladem je:

-gemtuzumab ozogamicin (konjugat monoklonalni protilatky proti  antigenu

myeloidnich bunék CD33 s cytostatikem kalicheamycinem)pouzitelny k 1é¢bé

myeloidnich leukemii

-trastuzumab emtansin —Kadcyla (konjugat monoklondlni protilatky proti

HER2/neu receptoru s cytostatikem emtansinem) k 1écbé HER2 pozitivniho

karcinomu prsu
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-tositumomab-I-131 (konjugat monoklonalni protilatky proti antigenu B lymfocytt
CD20 s radioizotopem 1-131)
U téchto preparatt protilatka zanese toxin ¢i radioizotop specificky do mista nadoru, ¢imz se

snizuje nespecifické postizeni zdravych tkani (Hotejsi V., 2015)

1.3.2.1.2 Adoptivni T bunécné terapie ( adoptive cellular transfer- ACT)

Tento pristup spo¢ivd v namnozeni a aktivaci pacientovych T lymfocytl ex vivo-a
vraceni zpét nitrozilni infuzi. Lymfocyty se ziskavaji z krve nebo piimo z infiltratu nddoru. V
prvnim piipadé jde o tzv. LAK bunky (lymphokine activated killers), v druhém o TIL (tumor
infiltrating lymphocytes) bunky. LAK buiiky se ziskaji stimulaci smési T a NK bun¢k pa
cienta in vitro cytokiny (hlavné IL-2); pfedpoklada se, Ze se tim aktivuji i utlumené nadorové
specifické bunky. Takto stimulované bunky se vrati zpét do krevniho ob&hu pacienta a v
nékterych piipadech alespon z€ésti potlaci riist nddoru. Podobné je tomu u bunék TIL; v
tomto piipad¢ se vSak izoluji lymfocyty, které infiltrovaly do nadoru (ziskaji se z chirurgicky
odstranéného nadoru). Takové buiky by mély byt nddorové specifické a pravdépodobné
utlumené stykem s nadorem, ktery neposkytuje kostimulacni signaly; stimulace cytokiny in
vitro miize tento defekt ¢asteCné napravit.

S ptibyvajicimi zkuSenostmi se technika adoptivniho bunétného pienosu znacné
vylepsila, takze dnes se vi, ze ptenos je daleko u¢inng;si, pokud jsou ptfed nim eliminovany
endogenni T regulacni lymfocyty (Treg) a buniky MDSC ( myeloid-derived suppressor cells),
které jinak kompetuji s pfenesenymi buitkami o riistové cytokiny.

V moderni dobé€ se vyuziva genetickda manipulace TIL ke zvySeni jejich protinadorové
specificity pomoci tzv. chimérického antigenniho receptoru (chimeric antigen receptor,
CAR). Imunitni systém obsahuje sice obrovské mnozstvi klonti lymfocytt, ale jen nepatrny
zlomek z nich nese receptory vazici nddorové antigeny. Pomoci modernich molekularné-
biologickych metod 1ze ovSem vybavit velky pocet T lymfocytl receptory zadouci specificity.
CAR je rekombinantni T bunécny receptor pfipraveny fuzi ¢asti T-bunééného receptoru a
monokolonalni protilatky cilené proti zvolenému povrchovému nadorovému antigenu.
Vneseni CAR (obvykle pomoci lentivirovych vektortt) do T lymfocyti vede k vyvofeni tzv.
CAR-T-lymfocytid. Jde v podstaté o kombinaci specifické protinadorové protilatky a
efektorovych cytotoxickych T- lymfocytd (CTL). Mimotadné dilezity je fakt, Ze k aktivaci
CTL nejsou zapotiebi kostimulatory, protoze uz vazba extracelularni ¢asti CAR (4.

monoklonélni protilatky) na cilovy antigen T buiiku aktivuje. Poprvé byl klinicky tuspésné
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vyuzit CAR nasmérovany proti CD 19, navodil regresi u CD pozitivniho non- Hodgkinského
lymfomu, pozdéji byla tato strategie jeSteé uspéSné pouzita u hematologickych malignit se
specifitou proti CD20 a CD22 u pacienti trpicich akutni B-lymfoblastickou leukémii (Rihova
B, Havel L, 2014; Hoftejsi V., 2015). Prvni ze skupiny téchto geneticky modifikovanych T
lymfocyt byl registrovan FDA pro klinické pouziti v 1é€bé akutni lymfoblastické leukémie
zB bunc¢k vsrpnu 2017(https://www.novartis.com/news/media-releases/novartis-receives-

first-ever-fda-approval-car-t-cell-therapy-kymriahtm-ctl019).

1.3.2.2 Aktvni imunoterapie

Aktivni imunoterapie je atraktivni moderni pfistup pro 1é¢bu nddorti. Ve srovnani s pasivni
imunoterapii je sice pomalejsi, ale jeji trvani by mélo byt podstatné delsi. Ptistupi je cela fada
a jejich spoleénym jmenovatelem je snaha piekonat ,,immunoevasion®, tj. snahu nadorti

imunitni reakci uniknout (viz vyse).

1.3.2.2.1 Cytokiny

Cytokiny jsou v imunoterapii pouzivany od roku 1984, kdy byl poprvé podan zené
trpici metastatickym melanomem rekombinantni IL-2. Lécba byla UspéSnd, protoze
nasledujicich 29 let nebyla u této Zeny pozorovana progrese onemocnéni. U dalSich pacientd,
ale lécba tak uspéSna nebyla, protinddorovy efekt byl slabsi a navic dochazelo k zdvaznym
vedlej§im projevim, jako byla na davce zavisla horecka, slaba reversibilni jaterni a renalni
dysfunkce, a v n¢kterych ptipadech doslo i ke generalizovanému syndromu kapilarniho Gniku.
Proto byly zah4jeny pokusy s technikou adoptivniho bunécného pienosu, kde byl IL-2 uzivan
ke stimulaci T lymfocytd ex- vivo , IL- 2 pusobi jako rustovy faktor efektorovych
subpopulaci T- bunék a NK bunék. (Rihova B, Havel L, 2014; Choudhry H et al, 2018).

DalSim cytokinem uzivanym v terapii nadorl je interferon a. Interferon a je G¢inny v
1é¢b¢ maligniho melanomu, trichoceluldrni leukémie, chronické myeloidni leukémie, koznich
T-lymfomd, nizkomalignich nehodgkinskych lymfomil, mnohocetného myelomu, Kaposiho
sarkomu, karcinomu ledviny. Protinddorovy ucinek interferonu a se vysvétluje piimym
antiproliferacnim ucinkem a U¢inky imunomodula¢nimi. Antiproliferaéni uc¢inek je dan
zasahem do buné¢ného cyklu indukci exprese inhibitord cyklin dependentnich kindz, ¢imz
dochazi ke zpomaleni prechodu bun¢k z faze G1 do faze S, ovlivnéni fdze GO 1 pribchu

ostatnich fazi bunécného cyklu, dale je dan stimulaci diferenciace, alteraci bunécnych
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membran a povrchovych antigenil a inhibici angiogeneze ovlivnénim proliferace endotelii. Z
imunomodulacnich u¢inki mad pro protinddorovou aktivitu vyznam stimulace aktivity
cytotoxickych lymfocytl, zvySeni produkce toxickych cytokint, IL- 2 a TNF, dale zvyseni
fagocytarni aktivity a ucinnosti makrofagti a NK-bunék, modulace genové exprese, a zejména
zvySeni exprese antigenit MHC I a II nutnych pro indukci cytotoxické reakce (Vantuchova Y,

2010).

1.3.2.2.2 Vakciny

Vakciny jsou dalsim prostiedkem aktivni imunoterapie. V minulosti se k imunizaci
pouzivaly celé mrtvé nadorové bunky nebo pouze jejich purifikované antigeny. Moderni
vakciny na bazi dendritickych bun¢k ( dendritic cell, DC), tzv. DC-vakeiny jsou pfipravené
tak, ze pfimo zahajuji specifickou protinadorovou (zejména bunécnou) reakci imunitniho
systému pacienta proti antigenlim, exprimovanym na nadorovych bunkdch. Tyto vakciny
vyuzivaji jedine¢né antigen prezentujici schopnosti dendritickych bunck, které ucinné
prezentuji antigen i subpopulaci naivnich CD4+ (T buiiky) a CD8" (Tc buiiky, CTL) T-
lymfocytim. Jejich smyslem je podpofit slabou existujici, nebo nastartovat neexistujici
protinadorovou imunitni reakci. Nepochybnou pfednosti je bezpecnost a i¢innost dokonce i u
pacientli s pokroc¢ilou chorobou. Testuje se nejcastéji u metastazujicich melanomu, nadorii
prostaty, kolorektalniho karcinomu, ovarii, maligniho gliomy a nov€ 1 u karcinomu plic.
Prototypovou chorobou vhodnou pro vyvoj vakciny je zejména prostaticky karcinom, hned
z nékolika divodi. Je to choroba, kterd nemusi fadu let metastazovat a zplisobovat svému
hostiteli problémy, je tak dostatek ¢asu na to vytvofit dostacujici imunitni odpovéd’. Déle
nadoroveé bunky exprimuji nékolik dobfe charakterizovanych antigent asociovanych s nadory
(tumor asociated antigens, TAA). A posledni duilezitou vlastnosti je moznost sledovat
progresi/regresi onemocnéni dle hladiny sérového PSA a tak objektivné posoudit odpovéd’ na
lécbu. Doposud jedinym piipadem takovéto vakciny pouZitelné v praxi je Sipuleucel-T
schvaleny pro terapii karcinomu prostaty. Rada dalsich obdobnych vakcin je ve fazi IT-III
klinickych zkouSek u pacientli s melanomem nebo karcinomem prostaty ¢i ledvin a zkousi se
u celé fady dalSich nadorovych onemocnéni.

Soucesnych technik, které pfipravuji DC vakciny je nespocetn€. Prvni generace
vyuzivala nezralé¢ dendritické buiiky a jejich progenitory izolované z periferni krve pacienta,
které¢ byly in vitro vystaveny lyzatu nadorovych bunék nebo kultivovany v pfitomnosti

izolovaného nadorového proteinového antigenu nebo jen peptidu.
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V dalsi generaci uz byly DC soucasné¢ vystaveny ucinku rozlicnych cytokinli a
polyklonalnich stimulatorti tak, aby se z nezralych, pouze fagocytujicich bun¢k staly dobie
vyzralé antigen prezentujici efektory.

Ve tieti generaci je jiz pozornost soustfedéna na schopnost DC dostavat se prednostné
do mist, kde se protinddorova imunita realizuje (Rihova B, Havel L, 2014; Garg AD et al,
2017).

Nadéjna je zejména kombinovana 1écba DC vakcin s jinou protinddorovou terapii.
Budouci generace vakcin by se mély zaméfit 1 na fenotypove odlisné ,,stemness bunky; to
jsou takové, které nejsou ve vlastnim slova smyslu nadorové, ale jsou pfitomny a vyraznym
zpisobem mohou vyvoj nddoru ovlivnit. Patfi mezi né¢ bunky kmenové anebo bunky
zucastiujici se epitelidlné-mezenchymového prechodu (epithelial to mesenchymal transition,
EMT). Jednd se o reverzibilni proces, béhem kterého se bunkky méni z polarizovaného,
epitelidlniho fenotypu ve vysoce mobilni fenotyp mesenchymalni. Je to normalni proces, ke
kterému dochazi béhem embryogeneze a organogeneze, Vv postnatalnim obdobi ma
pravdépodobné zasadni tilohu pfi progresi karcinomu. Jsou prace, které dokazuji, Ze nddorové
buitkky béhem EMT ziskdvaji charakter kmenovych bunck a soucasné i rezistenci na 1éciva,
protoze indukce EMT u rtznych néadorovych linii pozitivné koreluje s jejich radio- a

chemorezistenci (Rihova B, Havel L, 2014).

1.3.2.2.3 Protilatky proti kontrolnim bodiim imunitni reakce (checkpoint inhibitory)

Kontrolni body imunitni reakce (KBIR) jsou molekuly/receptory prokazatelné na
povrchu imunokompetentnich buné&k, hlavné T-lymfocytl, které zasadnim zplsobem
kontroluji imunitni odpovéd na antigeny. Jsou bud’ aktivacni ( CD28), nebo inhibi¢ni
(cytotoxic T-lymfocyte antigen 4,CTLA-4 a programmed death-1, PD-1). V imunoterapii jsou
vyuzivany monokolondlni protilatky zamétené proti inhibi¢nim molekulam a tim vyznamnym
zpusobem modulujici protinadorovou odpovéd’. V klinickych studiich jde o protilatku anti-
CTLA-4 (ipililumab) zamétfenou proti inhibi¢nimu receptoru na T buiikach, dale pak anti-PD-
1 (nivolumab a pembrolizumab) exprimovaném na aktivovanych T- a B-bunkach.

Aktivaéni molekula CD28 a inhibi¢ni molekula CTLA-4 maji stejné ligandy. Jsou to
CD80 (B-7.1) a CD 86 (B-7.2) exprimované na antigen prezentujicich buiikkach. Vazba mezi
ligandy a CTLA-4 je siln¢jsi, nez je vazba s CD28, to je dulezité z regulacniho hlediska.
Umoznuje to zastaveni ,, nadbytecné* imunitni reakce. Z hlediska nutné dlouhotrvajici

protinddorové reakce je to ale nevyhodné. Protoze CTLA-4 exprimuji také tlumici Treg
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(regulacni CD25 FOXP3" T buiiky). Inhibi¢ni anti-CTLA-4 protilitka (ipililumab) udrzuje
stimulaci pfes CD28 receptor, ale také napomahd selektivni depleci intratumoralnich Treg
pomoci ADCC, a dokonce méa i vyznamnou ulohu pii uréovani poméru CD4'/CD8"
v nadorovém mikroprostiedi (tumor microenvironment, TME) (Mockler MB et al., 2014).

PD-1 je exprimovan na aktivovanych T- a B-bunkach. V nadorovém mikroprostiedi
je aktivovana vazbou s ligandy PD-L1 a PD-L2, kter¢é jsou fyziologicky prokazatelné na T- a
B-lymfocytech, makrofazich, NK-buiikach, dendritickych a zirnych buikach, které ale mohou
nefyziologicky exprimovat 1 nadory, jako jsou melanomy, nemalobunecné karcinomy plic (
non-small lung cancer, NSCLC), urogenitalni nadory, karcinomy ovarii, prsu, c¢ipku,
slinivky, zaludku a glioblastomy. Ligace PD-1 molekuly na povrchu T buné¢k zpusobuje jejich
inaktivaci, eventualné i smrt. Proto ,,zaslepeni* PD-1 receptoru, piipadné jeho ligandil
terapeutickymi monoklonélnimi protildtkami vede k obnoveni T bunécné aktivity namifené
proti nadoru. Terapeuticky G¢inna je nejenom protilatka proti PD-1, ale podobné pilisobi
i protilatka proti jednomu z jeho ligandii,anti- PD-L1 (Rihova B, Havel L, 2014; Alhaab HO
etal., 2017).).

Kontrolnich bodl imunitni reakce je vSak mnohem vice a jsou detekovatelné nejenom
na T- bunikach, ale i na NK buiikadch. V budoucnu budou nepochybné vyznamnymi cily pro
imunoterapii. Ve stavu vyvoje jsou protilatky proti LAG3 (lymfocyty aktivujicimu genu 3),
CD137, nebo TIM-3( mucin protein 3) (Andrews LP et al., 2017;Makkouk A et al., 2016; Du
W etal., 2017)

).

1.3.3 Nova hodnotici kritéria imunoonkologie

Kritéria odpovédi souvisejici s imunitou - Piipadny uspéch moderni imunoterapie
nepochybné zavisi i na spravném hodnoceni jejich vysledkl. Zptsob, kterym se podili na
likvidaci nadort, je totiZ zcela odliSny od klasickych lé¢ebnych modalit, kterymi je chirurgie,
chemoterapie, radioterapie a hormonalni terapie. Tam vSude se pouzivaji standartni kritéria
odpovédi, tzv. RC (response criteria), RECIST (Response Evaluation Criteria In Solid
Tumors), které pozitivné hodnoti prakticky jen okamzity vliv na nador, jeho zmens$eni, nebo
dokonce jeho uplné odstranéni. V ptipad¢ imunoterapie ale nejde o pfimé a okamzité zniceni
nadorovych bunck, ale o aktivaci imunitniho systému pacienta, ktery teprve nadorové bunky
zabiji aktivovanymi imunitnimi efektorovymi mechanismy. Proto pozitivni reakce miize byt

oddalend, mlze ji dokonce piedchazet obdobi dal§iho ristu nddoru bez evidentniho
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bezprostiedniho 1écebného ucinku. Byly dokonce popsany i1 piipady pacientl, ktefi na
protilatkovou 1écbu reagovali az poté, co byla ukoncena. Divod je jednoduchy. K tomu, aby
mohla aktivné zasédhnout specificka, adaptivni imunitni reakce, je tfeba Cas, a to nejméné
nekolik dnii, spiSe vSak nékolik tydnt, ve vyjimecnych piipadech i meésicti. Proto nova
hodnotici kritéria odpovédi souvisejici s imunitou (immune-related response criteria, irRC)
nevylucuji z pokracujici terapie ani pacienty s docCasné progredujici chorobou, protoze
hlavnim kriteriem je jeji dlouhotrvajici stabilizace (disease-free state), poptipad¢ prevedeni na
kontrolovanou chronickou formu (Rihova B, Havel L., 2014).
Celkove¢ jsou irRC zaloZeny na tiech hlavnich principech ( Wolchok JD et al, 2009):
1)Nadorova zatéz: irRC snizuji vyznam jednotlivé cilové 1éze ve prospéch
celého "mnozstvi" onemocnéni.
2)Potvrzeni: jakakoli reakce, jind nez stabilni choroba (SD, stable disease),
musi byt potvrzena naslednym hodnocenim nejméné 4 tydny po
prvni dokumentaci.
3)Nové 1éze: nemusi nutné predstavovat progredujici chorobu (PD, progressive
disease). Musi byt zahrnuty do celé nadorové zatéze a jejich
vyznam je podiizen nasledujicim potvrzenim.
Klasické hodnotici kritéria RECIST (Response Evaluation Criteria In Solid Tumors) a
nova imunologické kritéria odpovédi na 1écbu irRC (immune-related response criteria) jsou

porovnana v tabulce 1.
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Tabulka 1: Pfevzato: Marrone KA, Brahmer JR. Using Immune Checkpoint Inhibitors in
Lung Cancer. Oncology (Williston Park). 2016 Aug;30(8):713-21.

Zmény hranic tumoru dle konkrétni klasifikace- irRC versus RECIST

Kritéria irRC RECIST verze 1.1

>25% toproti nejmensi 220% 1 v souctu nejdelSich
hodnoté ve dvou po sob&  rozméru cilovych lézi a
jdoucich zobrazenich 24td  absolutni 1 25 mm oproti

PD= (progressive disease)=progrese onem.po sobé nejmensimu rozmeéru léze
50% | oproti zakladni jak 1, tak | nepostadujici pro
hodnoté nelze stanocit, ani PD nebo PR kritéria
25% 1 oproti nejmensi

SD=(stable disease)=stabilni onemocnéni hodnoté
>50% |oproti zakladni 230% | v souctu nejdelSich
hodnoté ve dvou po sobé rozmér( cilovych lézi oproti
nasledujicich pozorovanich bazalni hodnoté souctu

PR=( partial response)= ¢astecna odpovéd >4td po sobé rozméru
Vymizeni vSech lézi ve dvou Vymizeni vSech lézi, na
po sobé jdoucich které je cilena terapie

CR=( complete response)= Uplna odpovéd vysetienich =4td po sobé
Zavzata do celkové hranice PovazZovana za PD
tumoru

Nova, méfitelna loziska (= 5x5 mm)

Nedefinuji progresi, vyluuji Zalezi na zakladnich
irCR hodnotach méfeni, mohou
byt povazovana za CR-PD v
Nova, neméfitelna loziska ( <5 x 5 mm) nékterych scénafich
Pfispivaji k definovani irCR, Povazovana za PD
je nutné jejich aplné
"Non-index lesion™* vymizeni

*Jakakoli nadorova léze jina nez nejvétSi adorova léze zamérfena na terapii.

irRC ¢asto vyzaduje potvrzeni druhym nasledujicim hodnocenim= 4 tydny pozdé;ji
irCR= immune-related complete response=kompletni imunitné navozena odpovéd
RECIST= Response Evaluation Criteria In Solid Tumors= Kritéria pro hodnoceni odpovédi u solidnich nadoru

Pseudoprogrese piedstavuje rizikovou situaci, protoze mize zpusobit zastaveni 1éCby.
Je tfeba zdaraznit, Ze mezi pacienty, ktefi vykazuji ¢asnou pseudoprogresi, je mnoho téch,
kteti budou pozdé¢ji vykazovat vyznamnou odpovéd na lé€bu (CR, complete response-
kompletni remisi nebo PR, partial response- ¢astecnou remisi) (Hodi FS et al., 2016).

Tt hypotézy se snazi vysvétlit "pseudoprogresi”.(1) masivni infiltrace naddoru T
lymfocyty po 1é¢bé, (2) zvétSeni zanétlivého nadorového prostfedi, které milze byt
indukovéano (re)aktivovanym CTL proti nddorovym bunkdm, coz mlze vyvolat ptechodné
zvétseni nadorové hmoty, které vede k pseudoprogresi, (3) rychle rostouci nador, ktery miize

behem intervalu mezi zahdjenim 1écby a jejim biologickym uc¢inkem zvysit svou masu az na
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jasnou progresi: v tomto ptipadé¢ bychom méli oznacovat efekt "pifechodnou progresi" namisto

"pseudoprogresi”" (Wolchok JD et al, 2009).

1.3.1 Imunitni klasifikace nadori (Immunoscore)

Ruku v ruce spolu s potfebou novych hodnoticich kriterii odpovédi na imunoterapii jde i
potieba nové klasifikace nadorti podle reakce imunitniho systému hostitele na piitomnost
nadoru. Soucasné klasifikace zalozené na TNM systému (tradicni nadorovy staging AJCC /
UICC-klasifikace TNM) hodnoti agresivitu onemocnéni podle velikosti nddoru, postizeni
lymfatickych uzlin a dle pfitomnosti vzdalenych metastdz (TNM systém). Podle téchto
kategorii je odhadnuto stddium nadorového onemocnéni a nésledné toto stddium nadorového
onemocnéni urcuje algoritmus 1é€by. Nicméné je zndmo, ze klinické vysledky se mohou
vyznamng liSit u pacientl ve stejném stadiu. Nadory pokrocilého stupné mohou zistat stabilni
po dobu nékolika let, jsou znamy 1 ptipady spontanni parcialni ¢i uplné regrese (jakkoliv jsou
tyto piipady vzacné) V kontrastu stémito piipady je vyskyt relapsu, rychlé progrese
nadorového rastu a smrt pacienta u 20-25 % TNM VII stadia pies kompletni chirurgickou
resekci, nepfitomnost nadorového postizeni resekéniho okraje a neptfitomnost vzdalenych
metastdz (Mlecnik B et al., 2011). Pfestoze imunitni systém ma kli€¢ovou roli v progresi
nadorového onemocnéni, TNM systém nezohlediiuje kvalitu imunitni obrany hostitelského
organismu proti nadoru a hodnoti nadorové onemocnéni jako autonomni proces nddorovych
bun¢k. Z téchto skutecnosti vyvstava potfeba zhodnotit vyznam protinadorové imunitni
obrany a inkorporovat imunitni klasifikaci ,,immunoscore* do stavajicich klasifikacnich
systémi (TNM-I, TNM-Immune) k racionalnéjsi stratifikaci pacienti, lepsi predikei vysledkt
1é€by, k vytipovani pacientli profitujicich ze systémové adjuvantni terapie ¢i cilené
imunoterapie. Podstatou této snahy je stanoveni jednotlivych typll tumor-infiltrujicich
lymfocytl (tumor-infiltrating lymfocytes, TILs) v resekovaném nadoru a jejich vyznam pro
progndzu pacienta. Pro reprodukovatelny a jednoduchy skérovaci systém je nutné vytipovat
TILs s nejvysSim prognostickym vlivem (prognostic impact, PI), tyto se ale mohou liSit podle
typu nadoru a vysledna imunologicka klasifikace miize byt nadorové specificka- to by
znamenalo jiny skérovaci systém pro kolorektalni karcinom a jiny pro NSCLC, tomu jiz
nasveédcuji prvni vyzkumy na tomto poli.

Prvni mezindrodni pracovni skupina zabyvajici se otazkou inkorporace a validizace

immunoscore byla vytvofena pro kolorektalni karcinom a iniciovala vznik mezindrodnich
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prospektivnich studii se sjednocenym skoérovacim systémem, jez prezentoval Galon et al.
Navrhl klasifikaci zalozenou na 2 bunécnych typech ( CD3/CD45RO, versus CD3/CDS8 nebo
CD8/CD45R0) a dvou oblastech bunécného infiltratu (centrum tumoru- CT, versus invazivni
okraj- invasive margin, IM) pifi hodnoceni parafinovych fezii v kombinaci
s imunohistochemickym barvenim. Nasledné nadory rozdélil do 4 klasifikacnich skupin od
immunoscore 0 ( 10), kde byla velmi nizka denzita obou typi sledovanych bun¢k v obou
oblastech nadoru, do immunoscore 4 (I4), kde byla naopak vysoka densita obou typt bunék

v centru i v invazivnich okrajich nadoru (Galon et al., 2012).

Obrazek 1: Prevzato z: Galon J et al. Cancer classification using the Immunoscore: a

worldwide task force. J Transl Med. 2012 Oct 3;10:205. doi: 10.1186/1479-5876-10-205.
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Tento imunoskdrovaci ptistup byl pouzit u dvou nezéavislych kohort pacientti s kolorektalnim
karcinomem (n=602) nizkého stadia, bez uzlinovych ¢i vzdalenych metastaz. U této skupiny
neni indikovana adjuvantni protinadorova terapie po chirurgickém vykonu. Pouze 4,8 %
pacientd s vysokym I4 mélo relaps do 5 let a 86,2 % pacientli zilo. Naopak 72 % pacientl
s nizkym 10 nebo I1 do péti let relabovalo a pouze 27.5 % pieZilo 5 let. A pravé tito pacienti
s immunoscore 10 nebo I1 by mohly potencionalné profitovat z adjuvantni terapie (Pages et
al, 2009). Tyto vysledky naznacuji, ze nikoliv nadorovy status, ale pfitomnost imunitniho
infiltratu (specifickych pamétovych a cytotoxickych bun€k) je kliCovym indikatorem pro
rekurenci onemocnéni, metastazovani i pro prognozu a klinicky vysledek onemocnéni.
Schopnost efektorovych T bun€k poznat nadorové antigeny, se kterymi se diive jiz setkaly,

vede k ochranné odpovédi. Po primdrni expozici nadorovému antigenu jsou pamétové T
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bunkky diseminovany a udrzovany po dlouhd Casova obdobi v cirkulaci. Tato dlouhodoba
protinddorova kapacita pamét'ovych bunék pak vede k prevenci rekurence.

Pouze jedna retrospektivni studie pojedndva o vyznamu TILs ve vztahu k
immunoscore u NSCLC . Jedna se o norsko-danskou studii (n=797) hodnotici infiltraci
tumoru stromalnimi CD8" T lymfocyty, které povazuje za nejslibnéjsi kandidaty pro TNM-Iu
NSCLC a stanovuje prognosticky vyznam CD8" TILs (tumor-infiltrating lymphocytes) napfi¢
patologickymi stadii u pacienti s NSCLC I-IIIA. V parafinovych fezech (TMAs,Tissue
Microarrays) a v kombinaci s imunohistochemickym barvenim stanovuje nizkou, stfedni a
vysokou hustotu stromélnich CD8+ lymfocyti (cut-off 25 % a 50 %). Hustota stromdlnich
CDS8" TILs je nezavislym prognostickym faktorem pro celkové pieziti (OS, overal survival),
pro preziti specifické pro nemoc (DSS, disease specific survival) a pro dobu bez zndmek
nemoci (DFS, disease free survival). Prognosticky vys$§i vyznam maji CD8+ lymfocyty
invazivnich okraji (IM), ale takto byly rozliSeny jen u danské subpopulace této studie.
Ukazuje se, Ze hustota CD8" T lymfocytii je signifikantnim prognostickym markerem v ramci
kazdého patologického stadia (pStage). Nejmarkantnéj§i rozdil v progndze je patrny u nadort
klinického stadia IIIA, kde 5ti ro¢ni DSS u pacientl s nizkou hustotou CD8+ lymfocytl je
pouze 18 % oproti 68 % pacientiim s vysokou hustotou CD8" TILs v jejich nadoru ( Donnem
et al. 2015). Naopak celkové preziti (OS) je srovnatelné u staddia IA s nizkou hustotou
stromalnich CD8" T lymfocyti v porovnéni s pacienty stadia IIIA a vysokou denzitou (58 %

versus 55 %) viz tabulka 2 (Donnem T. et al. 2016).

33



Tabulka 2. Prevzato z: Donnem T et al. Strategies for clinical implementation of TNM-

Immunoscore in resected nonsmall-cell lung cancer. Ann Oncol. 2016 Feb;27(2):225-32. doi:

10.1093/annonc/mdv560. Epub 2015 Nov 16.

| INizké |stiedni |Vysoké |
58
CEE s 59

39 45 49
g~ | 25 42 40

A 17 30 55
5 let preziti (OS=overall survival)

Zajem o TILs jako o prognosticky nastroj se zvysuje, je ale nutné se presunout od
retrospektivnich studii k prospektivnim. U karcinomu plic jsou nejslibnéjsim kandidatem
CD8+ TILs, dalsimi kandidaty pro prospektivni studie jsou CD3, CD4 a CD45RO a je nutné
stanovit jejich vliv na progndzu v ramci kazdého patologického stadia (pStage).

Existuje uzka spojitost mezi témito markery (TILs) a novou cilenou imunoterapii,
z toho vyplyva velky potencidl TNM-I jako prediktivniho faktoru. Terapie cilena na CTLA-4
/ PD1 / PD-L1 (,,Check-point inhibitory*) nutné potiebuje validni prediktivni markery.
Imunohistochemicky prokazana exprese PD-L1 se ukazuje byt nadénym prediktorem
odpovédi na PD1/PD-L1 inhibitory, ale pacienti s nizkou expresi PD-L1, mohou piesto
vykazovat signifikantni odpovéd na tuto 1écbu. Zhodnoceni TNM-I jako prediktivniho

nastroje v nastaveni adjuvantni imunoterapie je vysoce zajimavé (Donnem et al, 2016).
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1.4 Nadorova imunologie karcinomu plic

1.4.1 Epidemiologie karcinomu plic a klinické souvislosti

Karcinom plic je nejcastéjsi pri¢inou Umrti na maligni onemocnéni s hodnotou
pétiletého preziti 5% az 15%. V celosvétovém meftitku zlstava nejcastejSim typem zhoubného
bujeni u muza s nejvyssim vyskytem v centralni a vychodni Evropé (53,5 na 100 000) (Ferlay
Jetal., 2012). S poctem novych ptipadil rakoviny plic stoupajicim kazdy rok o 3% je kouteni
tabakovych vyrobk hlavnim rizikovym faktorem odpovédnym za bezmala 90% novée
diagnostikovanych karcinomti. Souvislost mezi koufenim a rakovinou plic dokdzana jiz v roce
1950 (Doll R, Hill AB, 1950) a od té doby je jiz role koufeni v kancerogenezi dobie
stanovend (Bozinovski et al., 2016). Cigaretovy koui obsahuje mnozstvi toxickych slozek
(Carbone D, 1992), které mohou pfimo aktivovat onkogeny nebo zpisobit epigenetické
zmény genomu. Koufeni dale pfispiva k naddorem podnécovanému zanétu, snizuje
mukociliarni clearance, nebo brzdi imunitni systém ( Hindman 1J, 2016). VétSina piipada
karcinomti plic (80% -85%) jsou nemalobunééné karcinomy (non-small cell lung
cancer,NSCLC), ktery zahrnuje tfi histologické podtypy: adenokarcinom (AC), spinocelularni
karcinom (SCC), a velkobunécny karcinom (5%). Pomér histologickych podtypt
NSCLC se ménil v pribéhu let z piivodné pfevladajiciho spinocelularniho karcinomu (ktery
nyni tvofi pfiblizné 30% ptipadi) na adenokarcinom, ktery je nyni nejpocetnéjsi histologicky
podtyp (50% pripadt). Zbyvajicich 15% az 20% pfipadi karcinou plic jsou pficitany
malobunécnému karcinomu ( small-cell lung cancer, SCLC). Odhaduje se, Zze 10% az 25%
ptipadli karcinomu plic se celosvétové vyskytuje u piisnych nekutdkil (tj jednotlivel, ktefi
vykouftili méné nez 100 cigaret za cely sviij Zivot) (Couraud S et al, 2012). Karcinom plic se u
nekurdkl vyskytuje pfedevSim v podobé adenokarcinomu a vyskytuje se s vyssi frekvenci u
Zen v porovnani s muzi (v Asii> v Severni Americe> v Evrop¢). Nicmén¢, mortalita je u zen a
u muzi obdobnd. SCLC je velmi vzacny u nekufdkii. Mezi dilezité faktory urcujici vznik
karcinomu plic u nekutéki patii dédicné riziko, pasivni koufeni, zne€isténi ovzdusi, ionizujici
zéteni, predchazejici plicni onemocnéni, strava a hormonalni zmény (Couraud S et al. 2012;

Yano et al, 2011).
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1.4.2 Specificka humoralni odpovéd’ proti karcinomu plic

Obecné plati, Ze incidence a mortalita plicni rakoviny jsou nadale vysoké; proto je
naléhavé nutné detekovat asna stadia onemocnéni a monitorovat recidivy po protinadorové
terapii. Sérologicka detekce autoprotilatek proti nadorove specifickym (TSA) nebo s nadorem
asociovanym antigenim (TAA) predstavuje jednoduchy ndastroj nejen pro identifikaci
prognostickych markerti, ale také pro hodnoceni imunitni odpovédi na terapii u pacientii
s karcinomem (Kobold S et al, 2010). Nejcasteji jsou analyzované humoralni odpovédi proti
antigenim p53, MUCI, c-myc, NY-ESO-1, survivin, p62, Her2/neu and cyclin Bl
(Reuschenbach M et al, 2009). V soucasnosti je vSak oteviena diskuse o klinické hodnoté¢
téchto autoprotiladtek u malignich onemocnéni (Kobold S et al, 2010; Reuschenbach M et al,
2009). U karcinomu plic je jediny komeréné dostupny test na autoprotilatky, test skladajici se
ze sedmi antigent (p53, NY-ESO-1, CAGE, GBU4-5, SOX2, HuD and MAGE-A4), ktery byl
neddvno ovéfen ve studii pfipadi-kontrol (1613 pacientll) a mize byt pouzit jako doplitkkovy
nastroj k CT antigentim ( cancer testis antigens, CTA) k detekci asnych stadii onemocnéni.
Nicméné¢, i1 kdyz tento test dosahuje vynikajici 90% specifity, jeho sensitivita ziistava stale
relativné nizka (piiblizné¢ 41%) (Jett JR et al, 2014; Chapman CJ et al, 2012). Pfes
kontroverzni vysledky prognostického nebo diagnostického vyznamu autoprotilatek,
pochopeni vlastnosti a dulezitosti nddorové specifické humordlni nebo bunééné imunitni
odpovédi ziistava nezbytnou podminkou pro rozvoj strategii k ¢asné detekci a cilené terapii

plicniho karcinomu.

1.4.3 Soucasné mozZnosti imunoterapie u NSCLC

Soucasné pokroky v chépani funkci imunitniho systému a schopnosti nadorovych
bun¢k se uCinkliim imunitniho systému vyhybat vedly k vyvoji novych lécebnych strategii,
které¢ by mohly v budoucnu prokazat u€innost u nemalobuznétného karcinomu plic. Zejména
se jedna o inhibitory kontrolnich systému imunitnich reakci (inhibitory KBIR): anti-PD-1,

anti- PD-L1 a anti-CTLA-4. Slibny vyvoj rovnéz probihd na poli protinadorovych vakcin.
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1.4.3.1 Checkpoint inhibitory v 1é¢bé NSCLC

Lécba nize uvedenymi latkami ma nékteré¢ spolecné rysy. To, co €ini z klinického
pohledu tyto latky zcela unikatnimi, je jednak charakter 1é¢ebné odpovédi, jednak zcela novy,
od klasickych protinadorovych 1é¢iv absolutné odlisny profil nezadoucich ucink.

Zdéa se, ze u urc¢itého procenta nemocnych lze navodit i dlouhotrvajici 1é¢ebnou
odpovéd’, coz je v kontextu dosavadnich lécebnych moznosti unikatni. Klasické metody
hodnoceni 1écebné odpovédi zde neziidka selhavaji a mize dochéazet i k omylim v hodnoceni
odpovédi v neprospéch pacienta.

Nahromadénim imunitnich bun¢k v néddoru mulze v casné fazi 1éCby dojit
k paradoxnimu zvétSeni nadoru, nebo 1 manifestaci metastaz, které doposud nebyly
detekovatelné. S témito pseudoprogresemi je potieba pocitat a pii dobrém stavu pacienta by
nemély byt samy o sob¢ divodem k ukonceni 1écby. Nova kritéria hodnoceni 1écebné
odpovédi u imunoterapii byla jiz navrzena- viz pfislusna kapitola 1.3.3. a tabulka 1. Obecné
se vSak zda, Ze jakakoliv radiologicka progrese v prvnich mésicich 1éCby by neméla
bytdivodem k ukonceni 1écby, pokud se stav nemocného klinicky zlepSuje. Dale je tieba
pocitat s tim, ze k rozvinuti protinddorového tcinku je zapotiebi delSiho Casu nez pfi pouziti
chemoterapie (cca 6-8 tydnti). Toto je ddno dobou nutnou k aktivaci imunitniho systému.

Profil toxicit je zasadné odlisny od toxicit, na které jsme zvykli pii 1é¢be cytostatiky.
Stejné tak odliSné jsou i metody jejich zvladani. VétSina neZadoucich ucinkd vyplyva
z autoimunitniho poskozeni normalnich tkani pfi navozené aktivaci imunitniho systému.
Casté jsou dermatitidy, kolitidy, pneumonitidy, hypofyzitidy a thyroiditidy, méné &asté
hepatitidy a nefritidy. Riziko téchto nezadoucih uCinkli spociva v tom, Ze pokud nejsou
rozpoznany a adekvatné léeny, mohou koncit 1 fatalné. Jejich 1écba spociva v casné aplikaci

vysokych davek kortikosteroidil ¢ imunosupresiv (Rihova B, Havel L., 2014).

1.4.3.1.1 Anti PD-1 protilatky

Systém PD-1/PD-L1 pfedstavuje primarni metodu imunologického Uniku tumoru-
upregulaci systému dojde k navozeni tolerance vic¢i nadoru, ¢imz se vytvoii vhodné
podminky pro jeho naslednou progresi ( systém podrobnéji popsan vyse v kapitolel.1.4.3).
principem Uc¢inku anti-PD-1 protilatek je tedy inhibice inhibi¢niho systému, coz ma za cil
posilit funkci chronicky vycerpanych tumot-specifickych T- bun¢k a obnovit bunécnou

odpoved'.
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Nivolumab (BMS-936558, Bristol-Myers Squibb, Opdivo)

Jedna se o plné huménni IgG4 monoklondlni protilatku cilenou na PD-1. Ve studii
faze 1 byl zkousen u 296 tézce predléCenych pacientl, ztoho 122 s NSCLC. Analyza
ucinnosti byla provedena u 76 nemocnych. V kohortach 1 mg/kg, 3 mg/kg a 10 mgkg
nivolumabu & 2 tydny bylo dle RECIST (response evaluation criteria in solid tumors)
zaznaménano 6%, 32% a 18% lécebnych odpovédi. Bylo hlaSeno dvouleté preziti ve 24% (
Topalian SL, 2012). Nivolumab jako prvni linie 1écby byl testovan ve fazi I klinické studie u
52 pacientt s pokrocilym karcinomem ve IV stadiu (CheckMate 012) - byla potvrzena jeho
bezpec¢nost, zaznamenano celkoveé 24% lécebnych odpovédi véetne 4 trvajicich kompletnich
odpovédi, rocni preziti dosdhlo 73%, pteziti po 18 mésicich ¢inilo 57% (Gettinger S et al,
2016).

Jsou zndmy vysledky dvou klinickych studii faze III., kde byl nivolumab 1é¢ivem ve

druhé linii po selhani platiny: Prvni z nich hodnoti nivolumab versus docetaxel (klinicka
studie CA 209-017, CheckMate 017) u 272 pacienti s pokroc¢ilym a piedlécenym
skvam6znim NSCLC , celkové pieziti 42% vs 24%, 1écebnd odpoved 20% vs 9%, tedy
vyrazné€ lepsi s nivolumabem oproti docetaxelu, bez ohledu na uroven exprese PD-L1. Riziko
umrti bylo o 41% nizsi s nivolumabem oproti docetaxelu. Nezadouci ucinky 3. a 4. stupné
byly zaznamenany v 7% ve skupin¢ nivolumabu oproti 55% ve skupin¢ docetaxelu (Brahmer
J et al, 2015). Tato komparativni studie byla casné zastavena nezavislym vyborem
monitorujicim data-nivolumab v ni demonstroval natolik vyssi celkové preziti oproti kontrolni
skupiné, Ze bylo dosazeno cile studie a pacientlim v kontrolni skupiné (1é¢enych docetaxelem)
byla nabidnuta moZnost dale pokracovat v 1¢¢bé nivolumabem.
Druh4 studie porovnéavala nivolumab versus docetaxel u neskvamozniho karcinomu (klinicka
studie CA 209-057, CheckMate 057). V této studii bylo celkové pteziti v jednom roce (51%
vs 39%) a po 18 meésicich (39% vs. 23%) ve prospech nivolumabu, 1écebna odpovéd’ byla
zaznamenana v 19% s nivolumabem oproti 12% s docetaxelem s nizkym rizikem zavaznych
nezadoucich uc¢inkt u nivelumabu (10 %) oproti docetaxelu (54%) (Borghaei H et al, 2015)

V soucasnosti probihd 8 studii faze III ( pfehled v tabulce 3), za zminku stoji studie,
v niZ je porovndvana Uc¢innost nivolumabu v prvni linii u pacientd s pokroc¢ilym NSCLC
vSech histologickych typt ( klinickd studie CheckMate 227), vysledky dosud nejsou znamy.

V indikaci neresekabilni melanom je nivolumab registrovan od 7/2014 v Japonsku pod

obchodnim nédzvem Opdivo, coZ je viibec celosvétove prvni registrace anti-PD1 [é¢iva.
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Pembrolizumab (MK-3475, MSD- Merck, Sharp & Dohme , Keytruda)

Jednd se o humanizovanou IgG4 monoklonélni protilatku proti PD-1. Ve fazi I byl
pembrolizumab zkousen v davce 10 mg/kg kazdé 3 tydny i.v. LéCebna odpovéd byla
zaznamenana v zavislosti na hodnoticich kritériich u 21-24% nemocnych (Garon EB et al.,
2013).

Féaze III klinické studie pro pembrulizumab v druhé linii 1é¢by po selhdni platiny u
NSCLC vporovnani s docetaxelem (Keynote-010, n= 1034) potvrdila GUCinnost
pembrulizumabu a prodlouzeni DSF 1 OS oproti docetaxelu ve vétvi s2 mg/kg
pembrolizumabu 1 10 mg/kg pembrolizumabu. V této studii byla prvné definovana korelace
mezi silou exprese PD-L1 v nadorové tkani a u€innosti 1écby. U pacientd s expresi PD-L1 u
alespoil 50 % nadorovych bunék bylo celkové pteziti (OS) signifikantné del$i u obou vétvi
s pembrolizumabem ( 2g/kg a 10 g/kg) 14,9 a 17,9 mésich oproti 8,2 mésicim ve vétvi
s docetaxelem. Zavazné nezadouci U¢inky se vyskytly u pembrolizumabu u 13% a 16%
pacientil v zavislosti na davce oproti 35% u docetaxelu. V soucasné dob¢ probiha studie faze
II1, kde je podadvan pembrolizumab v prvni linii 1é€by pro metastaticky skvamozni NSCLC
v kombinaci s platinou a paclitaxelem ( Keynote-407), viz tabulka 3. Vysledky této studie
nejsou zndmy. Pro 1écbu pokrocilého melanomu byl 1€k regiostrovan v USA 9/2014 pod

obchodnim nazvem Keytruda.

1.4.3.1.2 Anti PD-L1 protilatky
Funguji obdobné¢ jako anti PD-1 mechanismem blokady interakce mezi PD-1 a PD-L1.

Atezolizumab ( MPDL3280A, Genentech/Roche)
V Casné fazi klinického hodnoceni byla zaznamenana lécebna odpovéd u 24%
nemocnych. Byla téZ zaznamendna korelace mezi expresi PD-L1 a lécebnou odpovédi.

V soucasnosti probihaji u NSCLC 4 studie faze III, viz tabulka 3.
Durvalumab ( MEDI4736, MedImmune/AstraZeneca)

Probéhla Gspésna studie faze I a v souCasné dob€ probihaji 2 studie faze III, viz

tabulka 3.
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1.4.3.1.3 Anti CTLA-4 protilatky
CTLA- 4 je kontrolni systém, ovlivitujici zejména Casnou fazi aktivace T-lymfocyta.
Je to negativné koregula¢ni molekula lokalizovana na T- lymfocytech. Princip G¢inku, tedy

blokéada blokady s naslednou aktivaci T-lymfocytii, je obdobny jako u PD-1 systému.

Ipilimumab ( Yervoy, BMS)

Je to pln€¢ huméanni monoklonalni protilatka inhibujici CTLA-4. Ve studii faze II bylo
zkouseno jeji Casné Ci odlozené podéani ve vztahu k chemoterapii, pficemz odlozené podani
(az od 3. Cyklu chemoterapie se prokéazalo jako u¢inngjsi (12,2 mésice vs. 8,3 mésice vs. 8,3
meésice pfi samostatné chemoterapii). V soucasné dobé se dokoncuje jedna studie faze III —
kombinace chemoterapie a ipilimumabu u 4. stadia skvamozniho karcinomu. Probiha 6 studii

faze 111, kde je ipilimumab poddvan v kombinaci s nivolumabem.

Tremelimumab (MedImunne/AstraZeneca)

Jedna se o monoklonélni protilatku proti CTLA-4 plivodné vyvinutou firmou Pfizer.
Jiz pted 8 lety byl zkouSen v udrzovaci 1é€bé NSCLC, ale vlivem nespravné zvolené¢ho
davkovaciho schématu latka neprokazala ucinnost. V soucasnosti probihaji kombinac¢ni studie
s MEDI4736 (Durvalumab), ovéiujici koncept dudlni CTLA-4 a PD-L1 blokady, viz tabulka
3.
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Tabulka 3: Checkpoint inhibitory v probihajicich studiich faze III

ATEZOLIZUMAB (anti PD-L1)

A Study of Atezolizumab in Combination With Carboplatin +
Paclitaxel or Carboplatin + Nab-paclitaxel Compared With
Carboplatin + Nab-paclitaxel in Participants With Stage IV
Squamous Non-small Cell Lung Cancer (NSCLC) [IMpower 131]

G029437, NCI-2015-01198, 2014-003208-59, NCT02367794

A Study of Atezolizumab (MPDL3280A) Compared With a
Platinum Agent (Cisplatin or Carboplatin) + (Pemetrexed or
Gemcitabine) in Participants With Stage IV Non-Squamous or
Squamous Non-Small Cell Lung Cancer (NSCLC) [IMpowerl10]

G029431, NCI-2015-01580, 2014-003083-21, NCT02409342

Study to Assess Safety and Efficacy of Atezolizumab
(MPDL3280A) Compared to Best Supportive Care Following
Chemotherapy in Patients With Lung Cancer [IMpower010]

G029527, NCI-2015-01731, 2014-003205-15, NCT02486718

A Study of Atezolizumab in Combination With Carboplatin or
Cisplatin + Pemetrexed Compared With Carboplatin or Cisplatin +
Pemetrexed in Participants Who Are Chemotherapy-Naive and
Have Stage IV Non-Squamous Non-Small Cell Lung Cancer
(NSCLC) (IMpower 132)

G029438, NCI-2016-00354, 2015-003605-42, NCT02657434

DURVALUMAB (anti PD-L1)

Lung-MAP: Biomarker-Targeted Second-Line Therapy in Treating
Patients with Recurrent Stage IV Squamous Cell Lung Cancer

S1400, NCI-2014-00627, S1400A, S1400B, S1400C, S1400D,
S1400E, S14001, NCT02154490

Double Blind Placebo Controlled Controlled Study of Adjuvant
MEDI4736 In Completely Resected NSCLC

BR31, NCI-2015-01967, ACTRN12615000323527, IFCT1401,
NCT02273375

TREMELIMUMAB (anti CTLA-4)

Phase III Open Label First Line Therapy Study of MEDI 4736
(Durvalumab) With or Without Tremelimumab Versus SOC in Non
Small-Cell Lung Cancer (NSCLC). (MYSTIC)

NCT02453282

Study of 1st Line Therapy Study of Durvalumab With
Tremelimumab Versus SoC in Non Small-Cell Lung Cancer
(NSCLC) (NEPTUNE). (NEPTUNE)

NCT02542293

A Global Study to Assess the Effects of MEDI4736, Given as
Monotherapy or in Combination With Tremelimumab Determined by
PD-L1 Expression Versus Standard of Care in Patients With Locally
Advanced or Metastatic Non Small Cell Lung Cancer (ARCTIC)

NCT02352948
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1.4.3.2 Vakciny v 1é€b&€ NSCLC

1.4.3.2.1 Klasické vakciny u pacientii s NSCLC

Vakciny vétSinou sestavaji z Casti specificky cilené na nadorovy antigen a adjuvans,
které potencuje imunitni odpovéd’. Mohou byt zaloZzené na jediném specifickém antigenu
nebo odvozené z celych nddorovych bunck. Nékteré studie vyzaduji prediktivni stanoveni

napf. urcit¢ého HLA typu a potvrzeni pfitomnosti naddorové specifického antigenu.

Melanocytarni antigen-A3(MAGE-A3)

MAGE-A3 protein je normalné exprimovan pouze na nadorovych bunkéch, nikoli na
buikach somatickych. Vyskytuje se u 30-50 % karcinomt plic v zavislosti na stddiu a
histologickém typu a je spojovan s horsi prognozou (Sienel W et al., 2004). Publikovana
studie faze II hodnotila ucinek vakciny u MAGE-A3 pozitivnich pacientd v adjuvantnim
podani po radikdlnim chirurgickém zékroku (Vansteenkiste J et al., 2013). Primarnim cilem
studie bylo prodlouzeni doby bez znamek nemoci (DFS, disease free survival). Pacienti byli
randomizovani v poméru 2:1 (vakcina vs. placebo). Celkem bylo zatazeno 182 pacientd- 122
do ramene s vakcinou a 60 do ramene s placebem. Ve vakcina¢nim rameni doslo k recidivé u
35% nemocnych, v rameni s placebe ve 43 %. Pfestoze vysledky DFS ani OS (celkové preziti,
overal survival) nebyl statisticky signifikantni, stala se tato studie zikladem pro dosud
nejveétsi studii provedenou u pacientit s NSCLC- MAGRIT. Jednalo se o studii faze III, do
které bylo zatazeno 2 312 MAGE-A3 pozitivnich pacientd stadia IB-IIIA, kteti podstoupili
radikélni chirurgicky zakrok. Adjuvantni chemoterapie byla povolena. Vysledky studie byly
publikovany v roce 2016, cile studie nebylo dosazeno, adjuvantni podéni této vakciny nevedlo
k prodlouZzeni DFS a dalsi vyvoj byl zasatven (Vansteenkiste JF et al., 2016; Rihova B, Havel
L., 2014).

Tacemotid (Stimuvax, L-BLP25)- liposomalni anti-MUC1 vakcina

Mucin 1 je membranovy glykoprotein exprimovany riznymi typy nadora (plice, prs,
slinivka, zaludek, tlusté¢ stievo) (Ho SB et al, 1993). Hraje vyznamnou ulohu mezi
nadorovymi a epitelidlnimi bunikami, je spojovan s onkogenezi a chemorezistenci(Sangha R,
Butts C, 2007).Tacemotid sestdva z peptidu o 25 aminokyselinach v liposomalnim adjuvans.
Ve studii faze II byl ucinek vakciny zkouméan u 171 nemocnych stadia I1IB/IV. Stiudie
neprokazala statisticky vyznamné prodlouzeni celkového preziti, nicméné byl zjistén jisty

prospech v preziti u pacientli stadia I1IB (Butts C et al, 2005). To se stalo teoretickym cilem
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pro studii START. Do ni bylo zatazeno 1513 pacientl s neresekabilnim NSCLC ve stadiu III,
kteti neméli progresi po primarni chemoradioterapii. Pacienti byli randomizovani 2:1
k adjuvantni 1écbé L- BLP25 nebo k placebu. Median celkového pieziti byl 25,6 mésice pro
L-BLP25 a 22,3 meésice pro placebo. Piestoze primarniho cile- prodlouzeni OS- nebylo
dosazeno, povzbuzujicich vysledkli bylo dosazeno ve skupiné¢ nemocnych s konkomitantni
chemoradioterapii (806 pacient). Stiedni doba pieziti byla 30,8 mésice pro L-BLP25 a 20,6
mésice pro placebo ( Butts C eta al, 2013). Vzhledem k poslednim datim o ucinnosti
tacemotidu (negativni japonska studie) byl 12. 9. 2014 cely program vyvoje tacemotidu
zastaven (Rihova B, Havel L., 2014).

Belagenpumatucel- L ( Lucanix)

TGFB2 ma dulezité postaveni pii regulaci rastu a funkci normélnich 1 nddorovych
bun¢k. Inhibuje NK- buiikky a jeho koncentrace negativné koreluje s prognézou NSCLC.
Belagenpumatucel-L je nevirova, geneticky modifikovana allogenni vakcina s potencialné
imunostimulacnim a protinddorovym ucinkem. Vyrabi se ze Ctyf bunéénych linii NSCLC
oSetfenych zafenim, s inkorporovanym antiplasmidem TGFB2. Tim dojde k potlaceni exprese
TGFp2 a k posileni imunitni odpovédi.

Ve studii faze II pokrocilého NSCLC byla zjisténa 15 % odpovéd’ na vakcinu a po 4
mesicich 1é¢by nebyla zjiSténa progrese nadoru u 59% nemocnych (Nemunaitis J et al, 2006).

Ve studii faze III (STOP) bylo zafazeno 832 nemocnych s NSCLC ve stadiu IIIA/IV.
Studie neprokazala prodlouzeni celkového pieziti v konsolidacni 1é¢bé po prvni linii
chemoterapie. Nicmén¢ v subanalyze se prokédzalo vyznamné prodlouzené celkové pieziti
nemocnych s NSCLC ve stadiu IIIB/IV, kteti zacali 1écbu belagenpumatucelem do 12 tydna
po skonceni chemoterapie. ProdlouZené pieZiti bylo téZ zaznamendno u nemocnych

s karcinomem jinym neZ adenokarcinomem (Rihova B, Havel L., 2014).

1.4.3.2.2 Vakciny z dendritickych bunék ( DCVAC) u pacientii s NSCLC

Podstatou je separace pacientovych dendritickych buné€k a jejich naslednd aktivace ex
vivo pomoci nddorovych antigenli. Aktivované buiiky jsou zpétné aplikovany pacientovi.

V klinickych studiich (Galluzzi L et al, 2014) bylo hodnoceno nékolik
imunoterapeutickych pfistupi s riznou uspéSnosti, vCetn¢ imunoterapie s dendritickymi
buitkami (DC) generovanymi ex vivo, které¢ byly stimulovany rekombinantnimi antigeny

asociovanymi s nadory (TAA) nebo syntetickymi peptidy pochéazejicimi z TAA, celymi
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usmrcenymi nddorovymi buiikami, bunéénymi lyzaty nebo TAA-kédujici mRNA (Vacchelli
E et al., 2013; Datta J et al., 2014). DC maji vyznamnou roli pii vyvolani a pfizpisobovani
imunitni odpovédi a ukazaly se jako klicové pii indukci protinddorové imunity (Datta J et al.,
2014; Banchereau J et al., 2000). Od prvni klinické studie zalozené na dendritickych bunikach
v roce 1995 (Mukherji B et al., 1995) se vyvinula technika vyroby DC vakcin ex vivo, ktera
vedla k rozsahlé vyrobé odpovidajici pfisnym pozadavkiim spravné vyrobni praxe (Good
Manufacturing Practices - GMP). Uspéch protinadorové imunoterapie na bazi dendritickych
bunék byl dokumentovan v roce 2010 schvalenim Sipuleucelu-T (Provenge) agenturou FDA
(Food and Drug Administration- FDA) pro 1écbu pacienti s asymptomatickym nebo
minimalné¢ symptomatickym metastatickym karcinomem prostaty rezistentnim na kastraci
(Sheikh NA et al., 2013). Lécba aktivovanymi dendritickymi bufikami je nyni testovdna u
nékolika druhti solidnich nadort vcetné NSCLC ve fazi I-II klinické studie, jedna se o
ptipravek vyvinuty v ¢eské republice (Podrazil M, 2015).

Na rozdil od jinych malignich onemocnéni existuje jen malo udaji o imunoterapii karcinomu
plic na bazi dendritickych bun¢k v klinickych studiich (Datta J. et al., 2014). Za poslednich 10
let probéhlo nékolik klinickych studii faze I pro 1écbu NSCLC pomoci DC vakcin
vytvotenych podle riiznych protokoll a stimulovanych peptidy odvozenymi z TAA (Ueda Y
et al, 2004; Perroud MW et al., 2011; Babatz J et al., 2006; Takahashi H et al., 2013), proteiny
(Morse MA eta al, 2005) nebo lyzaty nadorovych bunék (Kontani K eta al., 2003; Chang GC
et al 2005; Engell-Noerregaard L et al, 2013). Ptrekvapivé pouze jedna vyzkumnd skupina
pouzila ozafované a UVB-oSetiené alogenni celé nadorové bunky k vytvoreni DC-vakciny
proti plicnimu karcinomu (Hirschowitz EA et al, 2007, 2004 et 2011; Yannelli JR et al.,
2005). Tyto studie dokazaly, ze imunoterapie NSCLC zaloZena na dendritickych buikach je
bezpecna a dobfe sndsena a u n€kterych pacientl byl pozorovan klinicky pfinos. Dosud byly
publikovany pouze dvé studie, které zdokumentovaly prodlouzené celkové preziti pacienti s
NSCLC (Takahashi H et al, 2013; Engell-Noerregaard L et al, 2013).

Uspéch imunoterapie malignit na bazi dendritickych bunék zavisi na rozsahu tumor-
asociovanych antigenii (TAA), ktery je prezentovan dendritickymi butikami a na kapacité¢ DC
k produkei cytokint jako je IL-12p70, a ke kostimulaci T bun¢k (Datta J. eta al, 2014).

Bylo popsano né¢kolik protinddorovych chemoterapeutik a fyzikalnich modalit
indukujicich imunogenni buné¢nou smrt (ICD) nadorovych bunck (Kroemer G et al., 2013;
Adkins I et al, 2014). ICD u nadorovych bunék je charakterizovana indukei stresové odpovédi
endoplazmatického retikula, produkci reaktivnich kyslikovych radikali a povrchovou

expozici / emisi molekul spojenych s nebezpecim ( danger- associated molecules), jako je
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kalretikulin, proteiny tepelného Soku, HMGBI1 nebo ATP (Kroemer G et al, 2013; Tesniere A
et al., 2008; Krysko DV et al., 2012). Nadorové buiiky podstupujici ICD aktivuji rizné
imunitni bunky vcetné¢ DC ke stimulaci protinadorové imunitni odpovédi (Kroemer G et al.,
2013; Krysko DV et al., 2012). Bylo prokazano, ze aplikace vysokého hydrostatického tlaku
(HHP) na bunécné linie karcinomu ovaria a karcinomu prostaty vyvolava ICD (Fucikova J et
al., 2014). Lidské DC odvozené z monocytl a pulsované s nadorovymi bunikami usmrcenymi
HHP zvysily expresi molekul spojenych s dozravanim a produkci cytokind, které vedly ke
stimulaci CD8" a CD4" T bunék produkujicich IFN-y in vitro (Fu¢ikova J et al., 2014). V
souCasné¢ studii popisujeme generovani vakciny proti NSCLC zalozené na dendritickych
bunikdch s pouzitim imunogennich bunéénych linii NSCLC H520 a HS522, které jsou
usmrceny HHP, jako zdroje TAA a tato data ptedstavuji preklinické tdaje pro probihajici
klinickou studii faze I / II NSCLC, ktera kombinuje aktivni bunécnou imunoterapii na bazi

DC s chemoterapii a imunitnimi enhancery (NCT02470468).
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2 Vymezeni cilii prace, véetné stanoveni hypotéz

Pfedchazejici teoretickd Cast shrnuje souc¢asné poznatky v oblasti nadorové biologie z

hlediska komplexniho pohledu na nadorové mikroprostiedi, se zaméfenim na imunitni

systém, jeho humordlni i celularni vykonné slozky, a jeho ulohu v obrané proti nadorim.

Problematika, kterou feSimebyla shrnuta do dvou tématickych celkt:

2.1 Humordlni protinadorova imunitni odpovéd’: frekvence
specifickych protilatek

Cilem nasi studie je urcit frekvence specifickych protinddorovych protilatek NY-ESO-

1, Her2/neu a MAGE-A4 v séru pacientii s nemalobunéénym karcinomem plic ( NSCLC) a

zjistit zda tyto frekvence koreluji s nekterou z klinicko-patologickych charakteristik souboru

pacienttl.

Hypotézy:

Frekvence protilatek NY-ESO-1, Her2/neu a MAGE-A4 jsou vyssi v séru pacientll
oproti frekvencim u kontrolnich pacientt.

Frekvence protilatek NY-ESO-1, Her2/neu a MAGE-A4 v séru pacientii koreluji
s nekterou z klinicko-patologickych charakteristik souboru pacientii s NSCLC: v¢k,
pohlavi, histologicky subtyp NSCLC, stupenn diferenciace nadoru, stadium
onemocnéni, anamnéza koufeni.

Séropozitivita protilatek NY-ESO-1, Her2/neu a MAGE-A4 v séru pacientii s NSCLC

se vyskytuje v pfitomnosti naddortt s mRNA expresi odpovidajicich antigenti.

2.2 Celularni protinadorova imunitni odpovéd’: in vitro imungenicita a
stabilita vakciny 7 dendritickych bunék

Cilem studie je ovéfit imonogenicitu a stabilitu vakciny z dendritickych bunék

prezentujici antigeny nddorovych buné¢k NSCLC usmrcenych hydrostatickym tlakem (DC-

HHP vakcina proti karcinomu plic).

Hypotézy:

Vysoky hydrostaticky tlak navozuje v nddorovych buiikdich NSCLC imunogenni
bunécnou smrt.

DC-HHP vakcina proti karcinomu plic manifestuje zraly fenotyp, produkuje
prozanétlivé cytokiny a zvySuje chemotaktickou migraci
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DC-HHP vakcina proti karcinomu plic vykazuje vysSi maturaci a cytokinovou
produkci v mediu obsahujicim sérum po nasledné LPS a CD40L stimulaci

DC-HHP vakcina proti karcinomu plic stimuluje efektorové T lymfocyty

DC-HHP vakcina proti karcinomu plic individualizovana u konkrétnich pacient

s NSCLC indukuje nador specifické bunécné odpoveédi
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3 Popis pouzitych experimentalnich metod, vCetné statistickych

3.1 Metody ve studii specifické humordalni protindadorové imunitni
odpovédi

3.1.1 Charakteristika souboru pacientii

V prvnim obdobi nasi studie jsme ziskali periferni krev od 57 pacient, ktefi podstoupili
operaci pro nemalobunéény karcinom plic (NSCLC) ve Fakultni nemocnici v Motole na
III.chirurgické klinice v obdobi od fijna 2009 do biezna 2012 (kohorta I). VSichni tito
pacienti s NSCLC byli individualné pfifazeni podle pohlavi, véku a historie koufeni ke
kontrolnim pacientim bez maligniho onemocnéni v anamnéze. Vzorky periferni krve byly
ziskany od 57 kontrolnich pacientii podstupujicich chirurgicky zakrok pro benigni diagnézu v
obdobi mezi lednem 2012 a kvétnem 2013. Kazdy z kontrolnich pacienti mél v
pfedoperacnim obdobi snimek plic bez znadmek malignity. Déale jsme u vSech NSCLC
pacientt i u vSech kontrolnich provedli vysetfeni panelu nadorovych markerti (CEA, TPA,
NSE, SCC, CYFRA 21-1). TPA marker byl stanoven metodou ELISA (enzym linked
immunosorbent assay), CEA a SCC metodou CMIA (chemiluminiscence immunoanalysis),
NSE a CYFRA 21-1 byly stanoveny metodou ECLIA (electrochemiluminiscence
immunoanalysis). Rentgenové snimky plic spolu s vysledky onkomarkeri byly pouZity k
odliSeni skupiny pacienti s NSCLC a skupiny kontrolnich pacienti bez maligniho
onemocnéni.

Od 64 pacientii v kohorté II byly ziskdny vzorky periferni krve, u ¢asti této kohorty
(40 pacientil) i vzorky tumoru a nenadorové plicni tkané. Tito pacienti podstoupili operacni
vykon pro nemalobunéény karcinom plic (NSCLC) na stejném pracovisti v obdobi od fijna
2012 do biezna 2016. Kompletni sada vzorkl pro analyzu NY-ESO-1, ktera obsahuje sérum,
nadorovou a nenadorovou tkan byla ziskdna pouze od 40 pacienti v kohorté II.

Vsechny vzorky krve a tkan¢ byly shromazdény s pisemnym souhlasem pacienta a
studie byla schvédlena Etickou komisi Fakultni nemocnice Motol. Zadny z pacientl
zatazenych do studie nedostal neoadjuvantni chemoterapii pfed operaci. Tyto klinicko-

patologické charakteristiky obou kohort pacientil jsou shrnuty v tabulce 1.
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3.1.2 qPCR analyza exprese antigeni NY-ESO-1, Her2/meu and
MAGE-A4

Celkovda RNA byla izolovana z bunéénych lyzati za pouziti RNeasy Mini Kit
(Qiagene). RLT lyzac¢ni pufr (Qiagene) obsahoval 1% p-merkaptoethanolu a extrakce byla
provedena v souladu s protokolem vyrobce vcetné kroku digesce DNA. Koncentrace a Cistota
RNA byla stanovena spektrofotometricky za pouziti Nanodrop 2000C (Fisher Thermo
Scientific). Reverzni transkripce byla provedena z 1 ug celkové RNA s pouzitim soupravy pro
syntézu cDNA iScript (BioRad). Sondy byly navrzeny, syntetizovany a schvaleny TIB
MOLBIOL Syntheselabor GmbH, Némecko (Kloudova et al., 2016). Exprese HER2 / neu,
NY-ESO-1 a MAGE-A4 byla stanovena metodou qPCR systémem CFX96 Touch™ Real-
Time PCR Detection System (BioRad). Na kazdych 10 pl reakce piipada 5 ul KAPA PROBE
FAST qPCR Master Mix (Kapa Biosystems), 0.5 uM kazdého —kodujiciho (forward) i
nekodujiciho (reverse) primeru (TIB Molbiol), 0.2 uM TagMan sondy (TIB Molbiol), 1.5 pl
vody bez DNazy and 2 pl 10x natedéné cDNA. Kazda reakce byla provedena ve dvou
duplikatech. Termicky protokol reakce byla nasledujici: 3 minuty pfi teploté 95 © C, nésleduje
45 cyklt amplifikace (95 ° C po dobu 15 s, 60 °© C po dobu 60 s). Tvorba produktu
pfedpokladané délky byla potvrzena elektroforézou na agarosovém gelu. Hodnoty Cq byly
stanoveny pouzitim softwaru CFX Manager (BioRad) a relativni exprese studovanych genti
byly vypoclitany pomoci Genex softwaru GenEx software (MultiD Analyses) s mezna
hodnotou v 36. cyklu. Mezni hodnota pro pozitivni expresi byla nastavena jako hodnota
exprese VvyS$i, nez je primér plus 2krat smérodatnd odchylka exprese ve vzorcich

z nenadorové plicni tkan€.

3.1.3 ELISA pro stanoveni frekvence protilatek NY-ESO-1, Her2/neu
a MAGE-A4

Pritomnost protilatek proti tfem nadorovym antigenim HER2/neu, NY-ESO-1 and
MAGE-A4 v séru pacientll s NSCLC a v séru kontrolnich pacientl byla detekovdna metodou
ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) (Gnjatic S. et al., 2009; Long YY. et al., 2014;
Stockert E. et al., 1998 ). Rekombinantni proteiny HER2/neu, NY-ESO-1 and MAGE-A4
(Origene) byly zfedény v uhli¢itanovém koutovacim pufru (Coating Buffer B,Invitrogen) na
kone¢nou koncentraci 1 ug / ml a koutovany do 96-jamkové mikrotitracni desticky, ktera
byla pies noc inkubovana pfi teploté¢ 4 °© C. Desticky byly blokovany po dobu 1 hodiny
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blokovacim pufrem (Assay Buffer,Invitrogen). Lidska séra zfedéna v poméru 1: 100 a 1: 200
s blokovacim pufrem ( Assay Buffer, Invitrogen) byla inkubovana v jamkach koutovanych
antigenem po dobu 2 hodin. Desticky pak byly promyty blokovacim pufrem a inkubovany se
sekundarni HRP- konjugovanou protilatkou (kozi polyklonalni protilatky proti lidskému IgG
konjugované s kienovou peroxidazou- HRP pochézi z angl. horseradish, Abcam) po dobu 1
hodiny. Desticky byly promyty blokovacim pufrem, byl pfidin TMB substrat (3,3',5,5'-
tetramethylbenzidine,Invitrogen) a inkubovany po dobu 20 minut. Oxidaci substratu
peroxidazou konjugovanou na protilatce proti IgG vznikl modry produkt, jehoz koncentrace
byla pfimo umérnd koncentraci specifické protinadorové protilatky v jamce mikrotitracni
desticky. Reakce byla zastavena piiddnim stop roztoku (Invitrogen), pficemz modry produkt
méni barvu na zlutou s maximalni absorbanci pii 450 nm. Absorbance vzorkt mikrotitracni
desticky byla zméfena spektrofotometrem s nastavenim vlnové délky monochromatického
svétla 450 nm. Jako pozitivni kontrola funkcnosti testu byl na kazdou mikrotitracni desticku
koutovan protein Cytomegalovirus glykoprotein B, k némuz bylo pfidano sérum se znamou
pozitivitou anti-CMV protilatky. Jako negativni kontrola slouzila jamka bez proteinu i1 bez

séra.

3.1.4 Hodnoceni dat

Séra 57 pacienti s NSCLC a 57 kontrolnich pacientll bez maligniho onemocnéni byla
analyzovdna metodou ELISA na pfitomnost NY-ESO-1, HER-2/neu a MAGE-A4
autoprotilatek. Noveé rozmraZzena varka sér 57 kontrolnich pacientli byla znovu analyzovana
na pritomnost NY-ESO-1 protilatek spolecné se 64 séry pacienti s NSCLC z kohorty II.
Mezni hodnota (cut-off) pozitivni séroreaktivity byla definovdna jako hodnota absorbance
vétsi nez primér absorbance plus 2 smérodatné odchylky vzork kontrolnich pacienti.
NSCLC pacienti a kontrolni pacienti byli rozdé€leni do tii skupin — skupina kutaki, ex-kurakt
a nekufaki. Tyto skupiny byly hodnoceny z hlediska séropozitivity. Ex-kufaci byli definovani
jako byvali kufaci s abstinenci od koufeni minimalné 1 rok(Couraud S. et al., 2012).Potadi
vzorkll pacienti s NSCLC a kontrolnich pacienti bylo na mikrotitracnich destickach

promichano, tak aby byl skupinovy efekt rozloZzen rovnomérné napiic¢ viemi vzorky.
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3.1.5 Statistické metody

Statistické analyzy byly provedeny v programu StatSoft STATISTICA (verze 12). Pro
porovnani kategorickych proménnych byl pouzit Pearsoniiv Chi-kvadrat test. Pro porovnani
dvou skupin pacientll rozdélenych na zakladé seropozitivity byl pouzit dvouvybérovy T-test
nebo jeho modifikace s oddélenym odhadem rozptyld. Rozdily byly povazovany za statisticky
vyznamné, pokud byla hodnota p<0,05. Hladiny relativni genové exprese byly stanoveny

pomoci AACt. Exprese nadorovych antigenti byla normalizovana k hladin€ exprese B-aktinu.
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3.2 Metody ve studii specifické celularni protinddorové imunity

3.2.1 NSCLC nadorové linie

Bunééné linie nemalobunééného plicniho karcinomu HS520 ( skvamoézni karcinom),
H522 a A549 (adenokarcinom) byly ziskany z ,,American Type Culture Collection”
(Manassas, USA).H520 a H522 byly kultyvovany v 37°C ve zvlh¢ené atmosféie obsahujici
5% CO; v kompletnim médiu RPMI-1640 (Gibco) doplnéném o 10% tepeln¢ inaktivované
fetadlnim bovinni sérum (PAA), 2 mM GlutaMAX I CTS (Gibco) a 100 U / ml penicilinu +
100 mg / ml streptomycinu (Gibco). Buiiky A549 byly péstovany v médiu F12 (Gibco)

doplnéném vyse popsanym zpiisobem.

3.2.2 Priprava nadorovych bunék  usmrcenych  vysokym
hydrostatickym tlakem

2 x 10° bunék nemalobundéného karcinomu plic bylo usmrceno vysokym
hydrostatickym tlakem (HHP) 250 MPa piisobicim po dobu 10 minut v zafizeni vyrobeném
na zakazku pro spolecnost Sotio (Resato International BV, Nizozemsko. Po oSetfeni HHP
byly buiikky dale inkubovany pii 37 © C po dobu 2 hodin. Bunky byly shroméazdény
odstfedénim (1500 otac¢ek za minutu, 5 minut), resuspendovany v 1 ml CryoStor ™ CS-10
(BioLife Solution) a uchovavany pii -80 ° C po dobu 24 hodin. HHP-usmrcené buiiky byly
pted ptidanim k dendritickym buiikdm (DC) rozmrazeny a dvakrat promyty médiem bez séra
X-VIVO 15 (doplnéné rekombinantnim transferinem, Lonza. Indukce bunétné smrti a
expozice imunogennich molekul (HSP70, HSP90 a kalretikulinu) zpisobend vysokym
hydrostatickym tlakem byla stanovena pratokovou cytometrii pfed zamrznutim a
po rozmrazeni. 2 x 10° bunék na jamku bylo inkubovano s primarnimi protilatkami HSP70 (R
& D Systems), HSP90 a Calreticulin (Enzo Life Sciences) po dobu 30 min. Po promyti PBS
(Phosphate Buffered Saline, fosfatovy pufr) byly buiikky inkubovany s APC-konjugovanou
anti-mysi sekundarni protilatkou (Jackson ImmunoResearch) po dobu 30 min. Nésledné byly
buiikky promyty PBS a barveny Annexinem V-PE (Exbio) po dobu 20 minut. Bunky byly
promyty 1 x vazebnym pufrem Annexin V (eBioscience) a pelety byly resuspendovany
v pufru obsahujicim DAPI (0,5 ug / ml, Invitrogen). Vzorky byly analyzovany metodou

LSRFortessa (BD Biosciences). Data byla vyhodnocena pomoci softwaru FlowJo (Tree Star).

3.2.3 Priprava DC-HHP vakciny
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Mononukledrni buniky periferni krve (PBMC) byly ziskany z vrstvy ,buffy coat™
zdravych darcii centrifugaci Ficoll-Paque gradient (GE Healthcare). 75 x 10° PBMC /
kultivacni lahem v 10 ml GMP médiu bez séra X-VIVO 15 (doplnéného transferinem, Lonza)
byly naneseny na 75 cm2 kultivac¢ni lahve (Nunc),monocyty mohly adherovat ke dnu lahve
po dobu 2 hodin pfi 37 © C. Neadherentni frakce obsahujici lymfocyty byla shromézdéna a
skladovana kratkodobé pii -80 ° C. Dendritické buiiky (DC) odvozené z monocyti byly
piipravovany v X-VIVO 15 po dobu 4 dnt (Truxova I et al., 2014) v ptitomnosti 500 IU / ml
GM-CSF a
20 ng / ml IL-4 (obé€ od firmy Gentaur). Pii ptipravé DC-HHP vakciny se naoCkovaly nezralé
DC na 96-jamkovou desti¢ku (Nunc) v poétu 2 x 10° nezralych DC / jamku a inkubovalo se
smési (1 aliquot H520: 1 aliquot H522) rozmrazenych a HHP usmrcenych bunéénych linii
karcinomu plic po dobu 4 hodin, pficemz pomér DC ku naddorovym buiikdm byl 5:1. Potom

byl ptidan poly (I: C) g(25 ug / ml, VacciGrade ™ InvivoGen) na dal$ich 20 hodin.

3.2.4 Fenotyp a cytokinova produkce DC-HHP vakciny

Dozravani DC bun¢k po pulzaci nddorovymi liniemi usmrcenymi HHP a po stimulaci
poly (I: C) byla hodnocena pritokovou cytometrii. DC fenotyp byl stanoven barvenim
pomoci CD8O-FITC, CD86-PE, CD83-PE-Cy5.5 (Beckman Coulter),
CCR7 (CD197) -APC-eFluor780 (eBioscience), CDI11c-APC (Exbio) a
HLA- PE-Cy7 (BD Biosciences) po dobu 20 min. Zivotaschopnost bunék byla detekovana
pomoci barveni DAPI. CD11c¢ DAPI negativni DC byly analyzovany pro stfedni intenzitu
fluorescence (MFI) konkrétniho markeru dozravani. K urceni produkce cytokini DC-HHP
vakcinou byly buné¢né supernatanty odebrany 24 hodin po DC stimulaci a uchovavany pfi -
80 ° C. IL-12p70, IL-10, IFN-o and TNF-a byly stanoveny pomoci testu Luminex
(MILLIPLEX ™ Human Cytokine / Chemokine Kit, Merck Millipore) (Luminex, USA).

3.2.5 Migraéni a fagocytarni kapacita DC-HHP vakciny

Migraéni kapacita DC-HHP vakciny smérem k chemokinim CCL19 a CCL21 byla
hodnocena 24 hodin po zrani za pouziti testl transwell (velikost port 5,0 wm, Costar,
Corning). Niz8i komirky transwellové desticky byly naplnény 200 ul RPMI 1640 (Roswell

Park Memorial Institute medium) obsahujicim 10% AB lidské sérum s /nebo bez chemokinti
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CCL19 (50 ng / ml) a CCL21 (50 ng / ml). 3% 10° DC v 70 ul RPMI 1640 obsahujicim
10% AB lidského séra byl naoc¢kovan do horni komurky transwellové desticky v duplikatech.
Bunky byly inkubovany pti 37 © C po dobu 5 hodin. Poté byly transmigrované¢ DC v dolnich
komorach odebrany, barveny protilatkou CD11c-APC (Exbio) a pocitany pomoci pratokové
cytometrie. Pro testy fagocytézy bylo 1 x 10° DC barveno 2,5 ul / ml VybrantVR DiO cell
labeling solution (Invitrogen) po dobu 20 minut pii 37 © C pied pulzaci s HHP-usmrcenymi
bun&énymi liniemi. Obdobn& 1 x 10° rozmraZenych bundk z linii plicniho karcinomu
usmrcenych HHP bylo barveno 2,5 pl / ml VybrantVR DiD cell labeling solution (Invitrogen)
v médiu bez séra pii teploté 37 ° C po dobu 20 minut. Buiiky byly promyty dvakrat, smichany
v poméru 1 DC /5 nadorovym buitkkdm a inkubovany 4 hodiny pfi teploté 37 © C pted tim,
nez byl k nékterym vzorklim ptidan poly (I: C) na dalSich 20 hodin. Bunky inkubované pti 4 °
C slouzily jako negativni kontrola fagocytézy. Fagocytarni schopnost DC byla hodnocena

pratokovou cytometrii jako procento dvojité pozitivnich (DiO + DiD +) bunék.

3.2.6 Stimulace DC-HHP vakciny v médiu obsahujicim humanni
sérum

2 x 10°/ jamku nezralych DC nebo DC pulzovanych s bun&énymi liniemi karcinomu
plic usmrcenymi HHP a stimulovanymi poly (I: C) bylo umisténo do média RPMI 1640
obsahujiciho 10% lidského AB séra (Invitrogen) nebo stimulovdno 1 pg/ml LPS (E.coli,
Sigma Aldrich) nebo se umistilo na vrstvu bun¢k A549 exprimujicich CD40L po dobu dalSich
24 hodin. Stabilni bunky A549 transfekované CD40L byly pfipraveny ziedénim jednoho
bunééné¢ho klonu z bunék rezistentnich na hygromycin a transfekovanych
pCMYV / hygro-CD40L vektorem (Sino Biological Inc.). Netransfekované buitkky A549 byly
pouzity jako negativni kontrola stimulace. Zralost DC byla hodnocena, jak je popsano vyse,
prutokovou cytometrii. Produkce IL-10 a IL-12p70 byla stanovena metodou ELISA (R & D
System) podle pokynt vyrobce.

3.2.7 Priprava DC-HHP vakciny z PBMC pacientii s NSCLC

Dvé zkumavky periferni krve (VACUETTE® 9 ml K3 EDTA) byly ziskany od 8
pacienti s NSCLC, kteti podstoupili chirurgicky vykon na III. chirurgické klinice 1. LF UK a
FN Motol po podepsani informovaného souhlasu. PBMC byly izolovany centrifugaci Ficoll-
Pague gradient. Jedna polovina izolovanych PBMC byla skladovana pii -80 ° C pro
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restimulaci T bunc¢k. Monocyty ze zbyvajicich PBMC byly separovany pomoci izola¢ni
soupravy CD14 + (EasySep™, Human CD14 Positive Selection Kit) podle pokynli vyrobce.
2.5 x 10% jamku CD14 + buiiek bylo naockovano do 6 jamkové desticky (Nunclon) ve 4 ml
média X-VIVO 15 doplnéného o GM-CSF a IL-4, jak bylo popsano vyse. Ctvrty den byly DC
pulzovany smési rozmrazenych HHP-usmrcenych bunéénych linii H520 a H522 v pom¢éru 1:1

po dobu 4 hodin pied ptidanim poly(I: C) na dalSich 20 hodin.

3.2.8 Indukce nadorové specifickych T lymfocytu a
CD4"CD25'Foxp3" Treg lymfocytii

2 x 10°/jamku nezralych DC, poly (I:C)-stimulovanych DC nebo DC pulzovanych
s buikkami karcinomu plic usmrcenymi HHP a stimulovanymi poly (I:C) se smisili na
96 jamkové desticce s rozmrazenymi autolognimi lymfocyty ziskanymi z PBMC zdravych
darcti a pacientti s NSCLC v poméru 1 DC: 5 T bunkam. Bunky byly kultivovany po dobu
7 dnlt v médiu RPMI-1640 obsahujicim 10% AB lidského séra (Invitrogen), 2 mM
GlutaMAX I CTS (Gibco), 100 U/ml penicilinu, 100 mg/ml streptomycinu (Gibco),
1% neesencialnich aminokyselin (Gibco), 1 mM natriumpyruvatu (Gibco) a 50 uM
B-merkaptoethanolu (Gibco). V den 3 a 5 kultivace bylo pfidano 20 U/ml IL-2 (PeproTech).
Pro pozitivni kontrolu stimulace CD8 + T buné€k byly pouZity poly(I: C)-stimulované DC
nabité smési antigennich peptidi MHC tfidy I s omezenym piekryvanim na CMV, EBV
a chiipku (CEF; 1 ug / ml JPT Technologies). 7. den byly T lymfocyty restimulovany cerstvé
pfipravenym a odpovidajicim vzorkem DC ve stejném poméru po dobu 1 hodiny
pfed pfidanim Brefeldinu A (BioLegend, 1000x). Po 3 hodinach byla stanovena frekvence
bunék produkujicich IFN-y a proliferujicich (Ki67") CD8" a CD4" T bun&k pomoci priitokové
cytometrie. T buiky byly barveny protilitkami CD3-Alexa 700 (Exbio),
CDA4-PE-Cy7 (eBioscience) a protilaitkami CD8-PE-Dy590 (Exbio) po dobu 30 min. Bunky
byly potom fixovany pomoci fixaénitho pufru (Fixation Buffer,eBioscience),
permeabilizovany (Permeabilization Buffer, eBioscience) a intraceluldrné obarveny pomoci
IFN-y-FITC (BD Biosciences) and Ki67-PE (Biolegend) protilatkami po dobu 30 minut.
V experimentech, které analyzovaly odpovédi T bunék pacienti s NSCLC, byly bunky
extracelularné¢ barveny protilaitkami CD3-PerCP-Cy5.5 (eBioscience), CD4-PE-Cy7
(ebioscience) a CDS8-PE-Dy590 (Exbio) a intracelularné protiladtkami IFN-y-FITC
(BD Biosciences) and Ki67-Alexa 700 (BD Biosciences). Procento CD4" CD25" FoxP3™ T

regulacnich bun€k bylo stanoveno bez restimulace cerstvymi DC priatokovou cytometrii
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v 7. den. T bunky byly barveny protilitkami CD4-PE-Cy7 (eBioscience), protilatkami
CD8-PE-Dy590 (Exbio) a CD25 -PerCP-Cy5.5 (BioLegend) po dobu 30 min. Buiky byly
poté fixovany a permeabilizovany jak je popsano vyse a barveny intracelularné FoxP3-Alexa

Fluor 488 (eBiosciences) po dobu 30 minut.

3.2.9 Priprava bunék exprimujicich na membrané MP1 a detekce
MP1-specifickych CD8+ T lymfocytu

Kratsi verze genu M1 (M1vl - 699 bp) byla ziskdna PCR z plazmidu pCMV-H7N9-
AH-13-M1 (Sino Biologicals Inc.) nesouci koédujici sekvenci (756 bp) pro plnou délku
,matrix proteinu 1¢“ (MP1) z viru H7N9. Sekvence M1v1 byla vlozena do plazmidu pcDNA-
YFP (Invitrogen) za tcelem ziskani pcDNA3-M1v1-YFP. Buitkky A549 byly transfektovany
1 pg pcDNA3-Ml1vl-YFP (linearizované Fspl restrikéni endonukledzou) za pouziti
Lipofectamin RNAIMAX (Thermo Fisher scientific) v 0,5 ml média F12 bez séra a byly
inkubovany ptfes noc pii 37 °. Potom bylo bunééné médium nahrazeno médiem F12
obsahujicim sérum a doplnénym o 300 pg /ml hygromycinu B (Sigma-Aldrich). Po 7 dnech
byla detekovana fluorescence YFP transfekovanych buné€k priitokovou cytometrii. Pozitivni
buiiky byly zfedény na koncentraci 1-3 buiiky/jamku na 96ti jamkové desticce a kultivovany
za selekce hygromycinem B po dobu 3 tydnl. Ptezivajici klony vykazovaly 80% stabilni
membranové-asociovanou expresi MP1, jak bylo analyzovano priutokovou cytometrii a
metodou western blot. Autologni T bunky byly stimulovany HLA-A*201+nezralymi DC,
poly (I: C)- stimulovanymi DC nebo DC- HHP- vakcinou gptipravbenou stimulaci HHP-
usmrcenymi MP1-exprimujicimi A549 nadorovymi buitkkami stimulovanymi poly (I: C), jak
bylo popsdano vySe. Pro pozitivni kontrolu stimulace CD8+ T bunék byly pouzity DC
inkubované s poly (I: C) a MP158-66 (GILGFVFTL) (10 pg / ml; MBL International). Po 8
dnech byly MP158-66 specifické CD8+ T bunky barveny pomoci MP158-66-HLA-A*201

Tetramer-PE (2 pl/vzorek, MBL International) po dobu 30 minut spolu s protilatkami CD3-
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PerCP-Cy5.5 (eBioscience), CD4-PE-Cy7 (ebioscience) a CD8-Alexa Fluor 700 (Exbio) a

analyzovany priitokovou cytometrii.

3.2.10 Detekce T bunék specifickych pro nadorové antigeny u pacienti
s NSCLC

PBMC od 36 pacientt s NSCLC, ktefi podstoupili plicni resekci ve Fakultni
nemocnici v Motole v roce 2014 - 2016 po podpisu informovaného souhlasu, vzorky byly
izolovany a kryokonzervovany v kapalném dusiku. Pokusy byly provadény se souhlasem
etické komise. Buitky PBMC byly rozmrazeny a naotkovany v poétu 2x10°/jamku v 100 ul
média obsahujiciho AB sérum, jak je popsano vyse, byly inkubovany pies noc pii 37°C. Pak
byly ptidany specifické nadorové antigenni pepmixy obsahujici 33 + 128 peptidl z proteind
MAGE-A3, MAGE-A4, hTERT, Survivinu a Mucinu-1 (JPT Peptide Technologies) dle
doporuceni vyrobce v koncentraci 10 ug/ml a inkubovany po dobu 9 dnl. Smés antgennich
peptidi prevazné MHC 1. tfidy s omezenym piekryvanim na CMV, EBV a chtipku [CEF]
(PM-CEF-E, 2 ug / ml JPT Peptide Technologies) a hlavné peptidy MHC ttidy II- omzené na
hemaglutinin viru chiipky [HA] (PM-INFA-HA/Cal, 10 ug/ml JPT Peptide Technologies),
byly uzity jako pozitivni kontrola CD8  a CD4" T bunééné stimulace. 20 U/ml IL-2
(PeproTech) byl pfidan ve dnech 4 a 7 kultivace. Buiiky byly restimulovany peptidy 9. Den
po dobu 2 hodin. Pak byl pfidan Brefeldin A (BioLegend, 1000x) a buniky byly inkubovany
pres noc. Produkce IFN-y CD8'a CD4'T buiikami byla detekovana priitokovou cytometrii
jak popsdno vySe s pouzitim protilatek CD3-AlexaFluor700, IFN-y-PE-Cy7, CD4-PerCP-
Cy5.5, CD8aeFluor450 (BioLegend). Zivotaschopnost T bunék produkujicich IFN-y byla
ovéfena barvenim LIVE/DEAD Fixable Aqua Dead Stain kit (405 nm excitation)
(Invitrogen). Procento negativnich kontrol (Zadny antigen pfidany k PBMC) bylo odecteno ze

vzorkl stimulovanych antigenni peptidovou smési.

3.2.11 qPCR analyza exprese antigenu

Celkova RNA byla izolovana z bunécnych lyzath pomoci RNeasy mini kit (Qiagene) v

souladu s protokolem vyrobce véetné kroku §tépeni DNA. Cistota a koncentrace RNA byla
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stanovena spektrofotometricky za pouziti Nanodrop 2000c (Fisher Thermo scientific).
Reverzni transkripce byla provedena z 1 ug celkové RNA za pouziti iScript cDNA

synthesis kit (BioRad) pomoci sond specifickych pro MAGE-A3, MAGE-A4, hTERT,
Survivin a Mucin-1 (TIB MOLBIOL Syntheselabor GmBh, Némecko). Exprese genu byla
stanovena metodou qPCR na CFX96 Touch ™ Real-Time PCR detek¢ni systém (BioRad) v
duplikacich. Kazda 10 pl reakce obsahovala 5 ul KAPA PROBE FAST qPCR Master Mix
(Kapa Biosystems), 0,5 uM kazdého dopiedného a reverzniho primeru (TIB Molbiol), 0,2 uM
TagMan sondy (TIB Molbiol), 1,5 ul vody bez DNazy a 2 ul 10x ziedéné cDNA. Reakéni
termalni protokol byl nasledujici: 3 minuty pfi 95°C nasledovanych 45 cykly amplifikace
(95°C po dobu 15 s, 60°C po dobu 60 s). Tvorba PCR produkti ocekdvané délky byla
potvrzena elektroforézou na agarovém gelu. Hodnoty Cq byly stanoveny pomoci softwaru
CFX Manager (BioRad) a relativnich exprese studovanych genli byly vypocitany pomoci
softwaru GenEx (MultiD Analyses) s cut-off v 36 cyklu. Cut off pro kladnou hodnotu exprese
byl nastaven na relativni hodnotu exprese vy$$i nez primér plus 2 smérodatné odchylky ve

srovnani s kontrolni nenadorovou tkani.

3.2.12 Statistické metody

Data byla analyzovdna pomoci dvouvybérového t-testu, parového t-testu nebo
neparametrického Mann-Whitney U testu v programu GraphPad PRISM 6. Rozdily byly
povazovany za statisticky vyznamné, pokud byla hodnota * p <0,05, ** p <0,01 nebo *** p

<0,001.
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4 Prehled dosaZenych, nalezité dokumentovanych a adekvatné statisticky

zhodnocenych vlastnich vysledki

4.1 Vysledky ve studii specifické humordlni protindadorové odpovédi

4.1.1 Klinicko-patologické charakteristiky souboru pacienti s NSCLC

a jejich korelace s anamnézou koufeni tabaku

V tabulce 4 jsou shrnuty klinicko-patologické charakteristiky kohorty I (sérum,
n = 57) a kohorty II (sérum, nddorové a nenadorové plivni tkdné€, n = 64) pacientti s NSCLC
a dale kontrolnich pacientti bez anamnézy maligniho onemocnéni. Pacienti s NSCLC byli
odliseni od kontrol panelem nadorovych markeri (CEA, TPA, NSE, SCC, CYFRA 21-1).
Statisticky vyS$$i hladina CYFRA 21-1 (p = 0,008) byla zjisténa ve skupiné¢ NSCLC podle
parového t-testu s oddélenym odhadem rozptylu. Byla zjiSténa priimérna hladina 4,69 + 4,87
ng/ml u pacienti s NSCLC vs. primérna hladina 1,86 + 1,33 ng/ml u kontrolnich pacientd.
U ostatnich nadorovych markerd CEA, TPA, NSE a SCC nebyl zjistén zadny statisticky
vyznamny rozdil mezi pacienty NSCLC a kontrolami (Okamura K, 2013). Nebyl nalezen
statisticky vyznamny rozdil dle ve v€ku a dle poctu let abstinence koufeni u skupiny pacientii
s NSCLC (n = 121) v porovnani s kontrolni skupinou (n = 57)(tabulka 4). Rozsah let
abstinence koufeni ve skupiné byvalych kutdkt (n = 34) byl 2-40 let s medianem 13,5 let. U
nekutdkli v obou kohortach jsme vsak zjistili, ze vyrazné vice zen 14/19 (73,7%) nez muzi
5/19 (26,3%) (tabulka 5) ma karcinom plic. Hlavnim histologickym podtypem u nekufakt byl
adenokarcinom (94,7%) (tabulka 6).
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Tabulka 4: Klinicko-patologické chrakteristiky pacienti s NSCLC a kontrolnich pacientl ve

studii
NSCLC Kontroly

Pocet pacintii v kohorté % Pocet %
Pocet pacienti 517//1614 100/100 57 100
celkem Total 121
Vék
Pramér 62/67 62
Vékové rozpéti 30-79/42-87 30-79
Stadium
1A 13/10 22/16
IB 11/15 19/23
A 4/9 7/14
1B 8/7 14/11
1A 15/18 26/28
11IB 3/1 5/2
v 3/4 7/6
Histologicky podtyp
Skvamdzni 21/29 37/45
karcinom
Adenocarcinom 30/35 53/55
Ostatni 6/0 11/0
Diferenciace
Dobie (G1) 7/7 12/11
Stiedné (G2) 21/33 37/52
Spatn&(G3) 20/16 35/25
Nediferencovany 3/0 5/0
Nespecifikovano 6/8 11/12
Smoking history
Kurak 30/35 53/55 29 51
Ex-kutak 18/16 32/25 19 33
Nekuiak 9/10 16/16 9 16
Nezndmo 0/3 0/4 0 0
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Tabulka 5: Pohlavi a status kouieni u NSCLC pacientt

NSCLC Kurak Ex-kutak Nekurak Hladina

vyznamnosti

Zeny

Kohorta I n=20 n=11 (55%) n=3 (15%) n=6 (30%) p=0.036

Kohorta IT n=27 n=15 (55,6%) n=4 (14.8%) n=8 (29.6%) p=0.02

Celkem n=47 n=26 (55.3%) n=7 (14.9%) n=14 (29.8%)  p=0.0008

Muzi

Kohorta I n=37 n=19 (51.4%) n=15(40.5%) n=3 (8.1%) 73.7% (14/19) Zen
nekufadek oproti

Kohorta I1 n=34 n=20 (58.8%) n=12 (353%) 1n=2(5.9%) 26.3% (5/19)
muZzi nekuiaki

Celkem n=71 n=39 (54.9%) n=27 (38%) n=5 (7%)

Tabulka 6: Histologie a status koufeni u pacientii s NSCLC

NSCLC Kurak Ex-kufak Nekurak Significance level
Adenokarcinom
Kohortal  n=30 n=15/30 (50%) n=7/18 (23.3%) n=8 /9(26.6%) p=0.28
Kohorta I n=32 n=16/35 (50%) n=6/16 (18.8%) n=10/10 (31.3%) p=0.004
Celkem n=62 n=31/65 (50%) n=13/34 (21%) n=18/19 29%) p=0.005

Skvamoézni karcinom

Kohorta I

Kohorta II

Celkem

n=21

n=29

n=50

n=12/30 (57.1%)
n=19/35 (65.5%)

n=31/65 (62%)

n=8/18 (38.1%) n=1/9 (4.8%)  Adenokarcinom
se vyskytuje u
n=10/16 (34.5%) n=0/10 (0%) 94.7% (18/19)
nekutaki
n=18/34 (36%)  n=1/19 2%)

61



4.1.2 Frekvence protilitek NY-ESO-1, Her2/neu and MAGE-A4 u
pacientii s NSCLC a kontrolnich pacientii ve vztahu k anamnéze

koureni tabaku

Nejprve jsme hodnotili frekvenci autoprotilatek proti NY-ESO-1, HER2/neu a
MAGE-A4 u pacientti s NSCLC kohorty I (n = 57) a kontrolnich vzorki (n = 57). Pouze
protilatky proti NY-ESO-1, ale nikoliv proti HER2/neu a MAGE-A4 byly signifikantné
zvySeny u 26,3% (15/57) pacienti 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 pacientd
s NSCLC a zaroven aktivnich kutrakt (tabulka 7). Jelikoz se jedna o prvni zpravu o prevalenci
protilaitek NY-ESO-1 u pacientd aktivnich kufdkti s NSCLC, rozhodli jsme se potvrdit
vysledky u pacienti s NSCLC v kohort¢ II (n = 64). NY-ESO-1 autoprotilatky byly
signifikantné zvyseny u 14% (9/64) pacienti s NSCLC z kohorty II ve srovnani s re-
analyzovanou 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 pacientd NY-ESO-1 (7 kutakd, 2 ex-kutaci, 0 nekufakl) v kohorté II jsme
nebyli schopni zjistit vyznamnou korelaci s aktivni historii koufeni. Statistické vyhodnoceni
seropozitivnich kutdkt NY-ESO-1 z celkového poctu 121 pacientii s NSCLC (kohorta I + II)
vSak potvrdilo, ze pfitomnost NY-ESO-1 autoprotilatek pozitivné koreluje s aktivni historii
koufeni u pacientii s NSCLC. Z 65 kuiakii s NSCLC bylo 27,7% (18/65) pacientii NY-ESO-1
pozitivnich, na rozdil od 17,6% (6/34) ex-kutdki a 0% (0/19) nekurakli (obrazek 2A).
Nezjistili jsme Zadny vyznamny rozdil dle ,,pack years* (1 pack year= 20 cigaret za den po
dobu jednoho roku) mezi NY-ESO-1 séropozitivnimi kutdky 31 + 17,7% (7/64) a NY-ESO-1
negativnimi kufdky 31,5 + 14,5% (28/64). Neprokazali jsme korelaci mezi seropozitivitou
NY-ESO-1, pohlavim nebo stadiem onemocnéni u pacientt s NSCLC , ani korelaci mezi
séropozitivitou a histologickym typem (AC versus SCC). Je zajimavé, ze 1 pies maly pocet
pacientll s jinymi histologickymi diagnézami (3 pacienti s velobunéénym karcinomem a 3
pacienti s anaplastickym karcinomem v kohort¢ I), tato skupina pacientli vyznamné pfispéla k

tvorbé NY-ESO-1 hprotilatek (5/6).
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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 +
Kohorta I n=57 n=15/57 (26.3%) n=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 +

Kohortal ~— n=57 n=3/57 (5.3%) =2 /57(3.5%) p=0.647
MAGE-A4 +

Kohortal  n=57 n=5/57 (8.8%) n=2/57 (3.5%) p=0.242
Skupina NSCLC pacienti Kurak Ex-kufak Nekurak Hladina vyznamnosti
NY-ESO-1 +

Kohortal ~ n=57 n=11/30 36.7%)  n=4/18 (22.2%)  1n=0/9 (0%) p=0.027
Kohorta Il n=64 n=7/35 (20%) n=2/16 (12.5%)  1=0/10 (0%) p=0.27
Celkem n=121 n=18/65 (27.7%)  n=6/34(17.6%)  n=0/19 (0%) p=0.028
HER2/neu +

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

Kohortal  n=57 n=3/30 (10%)  n=2/18 (11.1%)  n=0/9 (0%) p=0.780

63



Obrazek 2: A) Rozdil ve frekvenci NY-ESO-1 autoprotilatek mezi skupinou 121 pacientt 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 pacientii detekované pomoci
gPCR. Tu = nador; nTu = nenddorova tkan.

4.1.3 Exprese NY-ESO-1, Her2/neu and MAGE-A4 antigeni
v nadorové tkani ve vztahu k anamnéze koureni, histologickému
typu nadoru a pohlavi pacienti

Dale jsme analyzovali expresi antigeni NY-ESO-1, HER2/neu a MAGE-A4 pomoci
gPCR v nadorovych a ne-nadorovych tkanich od pacientdl 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 pacienttt se SCC oproti pacientim s AC (tabulka 8). Pouze exprese MAGE-A4 byla
siln€ asociovana s historii koufeni a s muzskym pohlavim (45,5% muzi oproti 19,2% Zen)
(tabulka 8). VSechny NY-ESO-1 pozitivni nadory (n = 4) byly od pacientii muzského pohlavi.
Nicméné, koufeni nebylo povazovdno za matouci faktor, i kdyZ mezi Zenami bylo vice
nekuiakti. HER2/neu antigen byl exprimovan u 11,9% (5/42) pacienti s NSCLC ve srovnani s
nenddorovymi tkdnémi a nekoreloval s Zadnym jinym testovanym klinicko-patologickym
parametrem (tabulka 8). Nezaznamenali jsme Z4dné vyznamné rozdily mezi expresi antigent

a stupném diferenciace nadoru nebo stadiem onemocnéni.
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Tabulka 8: HER2/neu, NY-ESO-1 and MAGE-A4 mRNA exprese u NSCLC nadort a jejich
korelace s historii koufeni, histologii a pohlavim

Skupina NSCLC Kurak Ex-kurak Nekuiak Hladina vyznamnosti
pacienti
NY-ESO-1 + n=4 n=2/25 (8%) n=1/20 (5%) n=0/11 (0%) p=0.61
Her2/neu + n=>5 n=3/21(14.3%) n=1/11 (9%) n=0/8 (0%) p=0.51
MAGE-A4 + n=20 n=9/26 (34.6%) n=8/18(44.4%) n=0/9 (0%) p=0.06
Adenokarcinom Skvamodzni karcinom Hladina vyznamnosti
NY-ESO-1 + n=4 n=0/36 (0%) n=4/26 (15.4%) p=0.015
Her2/neu + n=5 n=4/25 (16%) n=1/17 (5.9%) p=0.32
MAGE-A4 + n=20 n=5/36 (13.9%) n=15/23 (65.2%) p=0.00005
Muzi Zeny Hladina vyznamnosti
NY-ESO-1 + n= n=4/35 (11.4%) n=0/29 (0%) p=0.07
Her2/neu + n=>5 n=3/22 (13.6%) n=2/20 (10%) p=0.71
MAGE-A4 + n=20 n=15/33 (45.5%) n=5/24 (20.8%) p=0.03

4.1.4 Vztah mezi mRNA expresi NY-ESO-1 a positivitou NY-ESO-1
protilatek v séru pacientii s NSCLC

Zjistili jsme, ze 9/64 pacientl vykazovalo vysoké titry anti-NY-ESO-1 autoprotilatek,

bohuZel u 4 z téchto 9 séropozitivnich pacientli jsme nemohly analyzovat expresi NY-ESO-1

mRNA, protoZze u nich chybély vzorky nadorové tkané. Pouze 2 z 5 zbyvajicich

séropozitivnich pacientii vykazovali expresi NY-ESO-1 mRNA v primérnich nadorech. Navic

byla u dalSich 2 pacienti detekovana exprese NY-ESO-1 mRNA pomoci RT-PCR. AvSak

titry protilatek proti NY-ESO-1 byly t€sné€ pod mezni hodnotou ELISA pozitivity. V souhrnu

jsme zjistili pozitivni korelaci mezi expresi NY-ESO-1 mRNA a piitomnosti NY-ESO-1

autoprotilatek u 5% (2/40) pacientil paralelné analyzovanych na pfitomnost NY-ESO-1

autoprotilatek v séru a NY-ESO-1 exprese mRNA v nadorech.
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4.2 Vysledky ve studii specifické celularni protinadorové odpovédi

4.2.1 Imunogenni bunééna smrt nadorovych linii karcinomu plic
indukovana vysokym hydrostatickym tlakem

Jiz dfive jsme prokazali, ze HHP indukuje imunitni bunécnou smrt (ICD) v bunéénych

liniich karcinomu ovaria a prostaty i primarnich nadorovych bun¢k (Fucikova et al., 2014)).
Pro generovani imunogennich bun¢k byly bunétné linie nemalobunécnych plicnich nadort
H520 a H522 osSetteny HHP 250 MPa po dobu 10 minut. Nésledné byly buiiky inkubovany 2
hodiny pfi 37 ° C a poté uloZeny pii -80 ° C po dobu 24 hodin. Zivotaschopnost bunék byla
stanovena barvenim pomoci AnnexinV a DAPI pfed zmrazenim (2h) a po rozmrazeni (2h +
24h) pratokovou cytometrii. Obr. 3A (Ptiloha 1) ukazuje HHP indukovanou buné¢nou smrt u
témeét 100% bunek H520 a H522 uz 2 hodiny po 1écbé. Expozice imunogennich molekul
HSP70, HSP90 a kalretikulinu byla stanovena pritokovou cytometrii (obr. 3B). OSetfeni HHP
indukovalo expozici HSP70, HSP90 a kalretikulinu v obou bunéénych liniich ve srovnani s
nadorovymi builkami, které nebyly vystaveny ptsobeni HHP. Nebyl prokdzan vyznamny
rozdil v exponovani téchto molekul mezi buiikami analyzovanymi 2 hodiny po oSetteni HHP
nebo rozmrazenymi buiikami. To naznacuje, Ze bunky karcinomu plic, usmrcené HHP si
uchovavaji exponované imunogenni molekuly a mohou byt vhodné pro generovani vakciny
po kratkodobé kryoprezervaci. Bylo prokazano, Ze bunécné linie karcinomu ovaria a prostaty,
které podstoupily HHP-indukovanou ICD indukuji DC zrani (Fucikova et al., 2014)). Nezralé
DC odvozené z monocytll byly pfipraveny adherenci v bez-sérovém médiu X-VIVO 15
obsahujicim IL-4 a GM-CSF podle kratkodobého protokolu (Truxova et al., 2014) po dobu 4
dnt. DC byly pulzovany smési rozmrazenych HHP-usmrcenych H520 a H522 (1:1) a exprese
molekul spojenych s maturovanim CD80, CD83, HLA-DR a CD86 byla stanovena po 24
hodinach pritokovou cytometrii, doslo k vyraznému zvyseni exprese CD80, CD83, HLA-DR
a CD86 [HHP] ve srovnani s neoSetfenymi nezralymi DC [iDC]. Tyto vysledky potvrdily, Ze
HHP indukuje ICD v bunéénych liniich karcinomu plic, takto usmrcené bunky pak indukuji

DC zrani po svém pohlceni.

4.2.2 DC-HHP vakcina manifestuje zraly fenotyp, produkuje

prozanétlivé cytokiny a zvySuje chemotaktickou migraci

Pro ptipravu DC-HHP vakciny byl poly (I: C) pfiddn k DC 4 hodiny po pulzaci

rozmrazenymi HHP-usmrcenymi butikami karcinomu plic. Fenotyp DC-HHP vakciny, jeji
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fagocytarni kapacita a chemotaktickd migrace byla hodnocena pritokovou cytometrii po
dalsich 20 hodinach. Podobné byla produkce prozanétlivych cytokinii métena v supernatantu
bunécné kultury testem Luminex. Jak je znazornéno na obr. 4A (Ptiloha 2) DC-HHP vakcina
[HHP-+poly(I:C)] vykazuje signifikantn¢ vyssi expresi CD80, CD83, HLA-DR a CD86 nez
kontrolni iDC a DC stimulované pouze poly (I: C). Obr. 4B ukazuje, Ze po 24 hodinach 80%
DC fagocytovalo rozmrazené buiiky karcinomu plic usmrcenych HHP pii 37 © C ve srovnani
s kontrolnimi DC inkubovanymi s buiitkami karcinomu plic usmrcenymi HHP pii 4 ° C.
Ptidani poly (I: C) vSak snizilo fagocytarni kapacitu DC o 10% (obr. 4B). Mirn¢ sniZena
fagocytoza po ptidani poly (I: C) neovlivnila schopnost DC produkovat prozanétlivé cytokiny
jako IL-12p70, IFN-o a TNF-a (obr. 4C) nebo stimulovat chemotaktickou migraci a zvySovat
expresi CCR7 (obr. 4D). Produkce IL-10 DC-HHP vakcinou byla nizké a dokonce vyznamné
poklesla ve srovnani s hladinami IL-10 produkovanymi DC oSetfenymi pouze poly (I:
C)(obrazek 4C). Tyto vysledky naznacuji, ze DC-HHP vakcina, pfipravena v médiu bez séra,
muze byt plné schopna stimulovat odpovédi T bunck, jak doklada u¢inna fagocytéza bunék
karcinomu plic usmrcenych HHP, zvySena produkce maturacnich a prozanétlivych cytokint a

chemotakticka migrace.

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

Pro dal$i posouzeni plasticity a aktivity DC-HHP vakciny v podminkach pfitomnosti
séra a po dodatecné stimulaci byly iDC a DC pulzované buiikami usmrcenymi HHP a poly (I:
C) po dobu 24 hodin [24h] pfeneseny do RPMI 1640 obsahujici 10% lidského AB séra na
dalSich 24 hodin [48h]. Buiiky byly ponechiny neoSetiené nebo byly oSetfeny LPS nebo
umistény na vrstvu buné€k A459 transfekovanych CD40L. Exprese CD80, CD83, HLA-DR a
CD86 byla stanovena prutokovou cytometrii. Produkce IL-10 a IL-12p70 byla stanovena
metodou ELISA. Jak je zndzornéno na obr. SA (Pfiloha 3), ptenos DC-HHP vakciny do
podminek s pfitomnosti séra vedl ke zvySeni exprese vSech molekul spojenych s maturaci
béhem dalSich 24 hodin. S vyjimkou CD80 stimulace LPS dale nezvysila expresi CD83,
CD86 a HLA-DR nad sérové hladiny. LPS vSak stimuloval dal$i zvySeni IL-12p70 a také
produkci IL-10 (obrazek 5A). Obdobné stimulace DC-HHP vakciny pomoci CD40L vedla ke
zvyseni exprese CD80 a CD83, ale ne CD86 a HLA-DR ve srovnani s DC-HHP vakcinou
stimulovanou non-transfekovanymi bunkami A549 (obrazek 3B). Stimulace DC-HHP
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vakciny pomoci CD40L vedla k malému, ale vyznamnému zvySeni produkce IL-12p70 a k
zadné produkci IL-10. Kontrolni iDC stimulované pomoci LPS a CD40L vyznamn¢ zvysily
expresi molekul spojenych s maturaci, nicméné pouze LPS indukovala produkeci IL-12p70 a
IL-10 témito iDC. Tyto vysledky ukazuji funkcni plasticitu DC-HHP vakciny, ktera ma

kapacitu byt dale stimulovana a navySovat svijj stimula¢ni potencial.

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

Déle zkoumame, zda DC-HHP vakcina stimuluje CD8+ a CD4+ T bunky produkujici
IFN-y. Po 24 hodinach iDC , DC pulzované s nadorovymi buiikami usmrcenymi HHP a s
poly(I: C) nebo DC stimulované pouze poly(l: C) byly kultivovany s T-lymfocyty v poméru
1:5 po dobu 7 dnt. Proliferace T lymfocyti a produkce IFN-y byla méfena pritokovou
cytometrii po restimulaci s odpovidajicim Cerstvé ptipravenymi DC. Jak je znazornéno na obr.
6A (Ptiloha 4), DC-HHP vakcina stimulovala produkci IFN-y CD8+ a CD4+ T butnikami ve
srovnani s iDC. AvSak CD8+ a CD4+ T buiiky produkujici IFN-y byly také stimulovany DC
osetfenymi pouze poly(I: C). Vysoké procento CD8+ T bunck produkujicich IFN-y bylo
detekovano po stimulaci s poly(I: C)-stimulovanymi DC naplnénymi smeési antigennich
peptidi CMV, EBV a chiipky [CEF + poly(I: C), tyto buiikky byly uZity jako pozitivni
kontrola (obr. 6A). Proliferace CD8+ T buné€k, stanovend expresi Ki67, byla rovnéz
srovnatelnd mezi DC-HHP vakcinou a DC oSetfenymi pouze poly(I: C) (obrazek 6B). Zjistili
jsme vSak vyznamné vysS$i proliferaci CD4+ T buné€k indukovanou DC-HHP vakcinou. Tyto
vysledky naznacuji, Ze DC-HHP vakcina stimuluje T bunky a miiZze specificky indukovat
proliferaci CD4" T lymfocyti Dale jsme se zabyvali potem CD4 CD25Foxp3™ T
regulac¢nich bunck indukovanych DC-HHP vakcinou po 7 dnech. Obr. 6C ukazuje, Ze pocet
CD4'CD25 Foxp3" T regula¢nich bun&k indukovanych DC-HHP vakcinou je znaéné nizi ve
srovnani s iDC a DC pulzovanych s nadorovymi buiitkami usmrcenymi HHP. Poly( I1:C)
stimulace samotna snizuje poéet CD4'CD25 Foxp3™ T regula¢nich bunék, avsak pocet
CD4'CD25 Foxp3" T regula¢nich bunék byl stale lehce vyssi nez podet Treg indukovanych
DC-HHP vakcinou ( obrazek 6C).
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4.2.5 DC-HHP vakcina pripravenda z monocyti pacientii s NSCLC
indukuje nador specifické CD8+ a CD4+ T lymfocyty
Tyto vysledky naznacuji, ze DC-HHP vakcina stimuluje T buiikky. Nicméné neni
ziejmé, zda indukované T bunky rozpoznavaji antigeny, které pochazeji z bun¢k karcinomu
plic usmrcenych HHP. Pro otestovani této skutecnosti jsme vytvofili model antigenniho
systému zahrnujiciho bunécnou linii A549, ktera exprimuje kratkou verzi matrix proteinu 1
(MP1) chiipkového viru. Autologni T bunky byly stimulovany a HLA-A*201+ iDC, DC
stimulovanymi pouze poly(I: C) nebo DC naplnénymi buitkami A549 usmrcenymi HHP,
rozmrazenymi a exprimujicimi MP1 stimulace s poly(I: C) probihala 8 dni (obrazek 7A,
ptiloha 5)). Pocet MP158-66-specifickych CD8+ T bun€k byl detekovan barvenim MP158-
66-HLA-A*201 Tetramer Staining pritokovou cytometrii. Jak je znadzorné€no na obr. 4C DC-
HHP vakcina stimulovala expanzi M158-66-specifickych CD8+ T bunék oproti iDC nebo DC
osetfenych poly(I: C), coz dokazuje, Zze proteinové antigeny z bunck plicniho karcinomu
usmrcenych HHP jsou zpracovavany a prezentovany dendritickymi bunikami T lymfocytim.
Nakonec jsme ovéfili vysledky nasi DC-HHP vakciny pfipravené z periferni krve
pacienti s NSCLC. DC byly pfipraveny v médiu bez séra z CD14+ izolovanych monocyti.
Autologni T lymfocyty byly stimulovany a restimulovany cerstvymi DC konkrétniho
pacientem, jak je popsano vyse. Jak je zndzornéno na obr. 7B, DC-HHP vakcina vytvotfena z
PBMC pacientii s NSCLC stimulovala signifikantné vyssi mnozstvi CD8+ a CD4+ T bunck
produkujicich IFN-y nez DC stimulované pouze poly(I:C)nebo iDC. Podobné byla
detekovéna vyssi proliferace CD8+ a CD4+ T bunék po stimulaci DC-HHP vakcinou (obr.
7C). Tyto vysledky ukdzaly, Ze DC-HHP vakcina in vitro stimuluje T-buniky specifické pro
nadorové antigeny, produkujici IFN-y a pfitomné v krvi pacienta s NSCLC.
Abychom prokazali, e u NSCLC pacienttl jsou piitomné nadorové specifické CD8" a
CD4" T bunééné odpovédi na nadorové antigeny exprimované specificky v nadorovych
liniich karcinomu plic H522 a H520, stanovily jsme expresi MAGE-A3, MAGE-A4, hTERT,
Survivinu, a Mucinu-1, které jsou dobie charakterizované antigeny stanovované metodou
qPCR u karcinomu plic. Rizny stupeii exprese vSech antigent, kromé¢ MAGE-A3 v H522, byl
detekovan v obou nadorovych liniich (obr. 7D). Pfitomnost CD8" a CD4" T bunéénych
odpovédispecifickych pro tyto antigeny byla analyzovana stimulaci PBMC od 36 NSCLC
pacientl s odpovidajici smési antigennich peptidli. Jeden reprezentativni darce odpovidajici
na MAGE-A4 pepmixovou stimulaci je ukazan na obrazku 7E. U 36 pacientii s NSCLC jsme
detekovali CD8" a CD4" T buiiky produkujici IFN-y a odpovidajici na viechny testované
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antigeny (obr. 7F), coz podporuje nase jiSténi, Zze naSe DC-HHP vakcina je pln¢ kompetentni

indukovat protinadorové T bunécné odpovédi u pacientti s NSCLC.
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5 Diskuze metodickych postupi a vysledkii, v€etné srovnani s literaturou

5.1 Diskuse specifické protinadorové humordalni odpovédi

V této studii jsme porovnavali frekvence protilatek NY-ESO-1, Her2/neu a MAGE-A4
a antigenni expresi v nadorech pacienti s NSCLC a u kontrolnich pacienti s ohledem na
historii kouteni. Navic byly frekvence téchto protilatek a Groven exprese antigenti korelovany
s histologickym podtypem, pohlavim, stupném diferenciace a stddiem onemocnéni.

Zjistili jsme statisticky vyznamné vyssi frekvence protildtek NY-ESO-1, ale uz ne
protilatek HER2/neu a MAGE-A4 u pacientli s NSCLC oproti pacientiim 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 pacienti s NSCLC byly srovnatelné s
frekvencemi 20% a 23% pro NY-ESO-1 publikovanymi v ptfedchozich dvou studiich u
pacientli s karcinomem plic (Chapman et al, 2008; Tureci et al., 2006). Zjistili jsme
NY-ESO-1 mRNA expresi u 6% (4/64), Her2/neu u 11,9% (5/42) a MAGE-A4 u 35% (20/57)
pacienti s NSCLC . Publikované frekvence pro tyto antigeny u NSCLC jsou obdobného
rozmezi od 2% do 32% u NY-ESO-1( Tajima et al, 2003; Gure et al, 2005; Konishi et al,
2004; Kim et al., 2012; Yoshida et al, 2006; Grunwald t al., 2006), od 13% do 35% u MAGE-
A4 (Tajima et al, 2003; Gure et al, 2005; Kim et al., 2012; Yoshida et al, 2006) a od 3% do
10% u Her2/neu (Takenaka et al., 2011; Mar et al., 2015). Pozitivni korelace mezi NY-ESO-1
mRNA expresi v nadorech a pfitomnosti NY-ESO-1 autoprotilatek byla zjisténa pouze u 5%
(2/40) pacientil, kde byly provedeny paralelné sérové a nadorové analyzy. Nebyla zjiSténa
NY-ESO-1 mRNA exprese u zbyvajicich 3 NY- ESO-1 seropozitivnich pacientll s
dostupnymi vzorky nadorové tkané. Ukazalo se, Ze také u nadort s obvykle vysokou expresi
NY-ESO-1 jako je karcinom vajecnikli nebo melanom, 5-15% pacientd nema detekovatelnou
uroven exprese NY-ESO-1 v nadorovych bunikach navzdory NY-ESO-1 séropozitivité
(Stockert et al, 1998; van Rhee et al., 2005; Gnjatic et al., 2006). Nicmén¢ kvili nizkému
poctu séropozitivnich vzorki analyzovanych v nasi studii by bylo velmi spekulativni
vyvozovat n¢jaké zavéry.

Diive bylo publikovano, ze protilaitky NY-ESO-1 jsou pfitomny ve vysSich
frekvencich u pacient se SCC oproti pacientim s AC (Tureci et al., 2006), ale toto tvrzeni
jsme nemohli potvrdit. Stejnd studie prokédzala CastéjSi detekci autoprotilaitek NY-ESO-1 u
nediferencovanych nadort (40%) v porovnani se SCC a AC (Turecti et al., 2006). V nasi studii
jsme skutecné pozorovali u malé skupiny pacientd s velkobunéénym karcinomem a

anaplastickym karcinomem vyznamny piispévek k produkci protildtek NY-ESO-1 (5/6)
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pacientli s NSCLC (celkem 15 NY-ESO-1 séropozitivnich). Zda je NY-ESO-1 piednostné
exprimovan v jinych histologickych subtypech NSCLC nez je SCC a AC, nebo v
nediferencovanych nadorech, je tfeba stanovit u vétsi skupiny pacient.

Korelace frekvence autoprotilatek a anamnézy koufeni ukazala signifikantné vyssi
frekvenci protildtek NY-ESO-1 u aktivnich kufdk oproti ex-kufdkiim a nekufdkim u
pacienti s NSCLC ve srovnani s kontrolni skupinou. Ve dvou studiich byla zjisténa
vyznamna asociace CT antigenu (cancer testis antigenli) s anamnézou koufeni (Gure et al.,
2005; Kim et al., 2012), ale tvorba protilaitek NY-ESO-1, kterd by mohla byt indukovana
koufenim, nebyla dosud popsana. Produkce autoprotilatek u kutaki spolu s expresi antigenu v
nadorech mlize naznacovat chronicky zanétlivy stav vyvolany koufenim u premalignich 1¢zi,
ktery potencuje vyvoj nadorové specifickych imunitnich odpovédi. Tento nédhled by mohl byt
podpofen nas$im pozorovanim, Ze nekutdci nevykazuji ani protilatky, ani nddorové
specifickou expresi antigeni NY-ESO-1, MAGE-A4 nebo HER2/neu. Koufeni vSak bude
pravdépodobné slouzit jako dilezity kofaktor spiSe nez primarni induktor k dal$Sim
molekularnim zménam, které urcuji kancerogenezi NSCLC, protoZe ne u vSech kurakl se
vyvine za jejich zivota karcinom plic. NY-ESO-1 gen je umistén na chromozému X spole¢né
s geny kodujicimi nékteré jiné CT ( cancer testis) antigeny (Esfandiary et al., 2015). Bylo
prokazano, ze geny CT-X jsou regulovany demetylaci kritickych CpG zbytkd v jejich
promotorovych oblastech.(De Smet et al., 1999) Exprese NY-ESO-1 miiZze byt upregulovana
pomoci demethyla¢nich ¢inidel, jako je decitabin (Konkankit et al., 2011). Bylo prokazano, Ze
chemicke latky v cigaretovém koufi indukuji epigenetické zmény v DNA (Carbone D., 1992;
Hyndman 1J, 2016) proto lze spekulovat, ze obdobny mechanismus by mohl pfispét ke
koordinované expresi CT antigenii (Gure et al., 2005). MAGE-A4 miize byt koordinované
exprimovan spolu s NY-ESO-1, jelikoZ jsme nasli jeho silnou korelaci s koufenim. MAGE-
A4 byl exprimovan v na$i sudii hlavné u muzl, coz bylo dficepopsano (Kim et al, 2012;
Shigematsu et al., 2010). Vyssi exprese CT antigenti byla pozorovana u SCC (Gure et al.,
2005; Grunwald et al., 2006) a tento podtyp NSCLC byl téméf vyluéné€ spojen s anamnézou
koufeni. V nasi studii jsme zjistili, ze 94,7% nekuidkti mélo AC, z toho 73,7% Zen. To je v
souladu s ptedchozimi studiemi karcinomu plic u nekuidkii (Couraud et al, 2012). Koufeni
cigaret je prevladajicim rizikovym faktorem nejen pro karcinom plic, ale 1 pro chronickou
obstruk¢éni plicni chorobu (COPD) (Bozinovski et al., 2016). V primyslovych zemich je
koufeni zodpovédné za 95% piipadd COPD (Barnes PJ, 2003) a zhruba 30% pacientd s
COPD umira pro karcinom plic (Anthonisen et al., 1994). Bohuzel nemame tidaje o incidenci

COPD mezi nasimi pacienty, ale bylo by zajimavé urcit, zda by piitomnost NY-ESO -1
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autoprotilatek u pacientl s COPD méla prediktivni charakter pro rozvoj karcinomu plic.
Biologicka uloha NY-ESO-1 béhem karcinogeneze neni znama (Gnjatic et al.,, 2006;
Esfandiary et al., 2015), avSak bylo prokdzéano, Ze interaguje s antigenem MAGE-C1 (Cho et
al, 2006). Bylo prokazano, ze ¢lenové rodiny MAGE se podili na regulaci apoptdzy nebo
progrese bunécného cyklu (Sang et al., 2011). Je tfeba poznamenat, ze protein MAGE-A4 by
mohl slouzit jako naddorovy supresor v poc¢atecnich stadiich kancerogeneze (Jang et al., 2001)
zvySenim vnimavosti rakovinné bunky pro apoptotické podnéty jakymi jsou
chemoterapeutika (Peikert et al., 2006). Je zajimavé, Ze exprese NY-ESO-1 a MAGE-A4 v
nadorech korelovala spiSe se Spatnou prognézou u pacienti s NSCLC (Gure et al., 2005;
Yoshida et al., 2006; Grah et al., 2008) pfes imunogenicitu NY-ESO-1 a proapoptotickou roli
MAGE-A4. Bylo prokazéano, ze NY-ESO-1 je jednim z nejvice imunogennich nadorovych
antigend (Gnjatic et al., 2006; Esfandiary et al., 2015), protoze primérnd frekvence
autoprotilatek proti jednotlivym antigenim u neselektovanych nadorovych pacienti ziidka
presahuje 15% (Reuschenbach et al., 2009). Vysoké frekvence protilatek NY-ESO-1 byly
detekovéany také u mnoha dalsich druht karcinomi spolu s NY-ESO-1-specifickymi CD8" a
CD4" T bunkami (Groeper et al., 2007). Vysoka frekvence humoralnich a bun&éné
zprostiedkovanych odpovédi poskytla zdivodnéni pouziti NY-ESO-1 jako cile pro
protinadorové vakciny (Gnjatic et al., 2006; Esfandiary et al., 2015).
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5.2 Diskuse specifické protinadorové celularni odpovédi

Aktivni  bunénd imunoterapie zalozena na DC piedstavuje velké pole
imunoterapeutickych pfistupti k 1é¢bé 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 kompatibilnim s GMP (Good Manufacturing
Practice) s imunogennimi bunéénymi liniemi plicniho karcinomu usmrcenymi HHP a
stimulovand poly(I:C) vykazuje funkcni plasticitu a schopnost stimulovat nadorove specifické
a IFN-y produkujici CD8" a CD4" T buiiky pacienti s NSCLC.

Ukazali jsme, ze HHP indukuje ICD v bunéénych liniich karcinomu plic a exponované
imunogenni molekuly, jako je kalretikulin, HSP70 a HSP90, zistdvaji zachovany po
kratkodobé kryoprezervaci. HHP-usmrcené buiiky karcinomu plic sestavaly z alogennich
komeréné dostupnych bunéénych linii adenokarcinomu a skvamoézniho karcinomu plic. Tyto
bunécné linie pokryvajici 80% histologickych subtypti NSCLC byly pouzity jako zdroj Siroké
Skaly TAA, u kterych bylo prokézano, ze jsou odliSné¢ exprimovany u pacientl s NSCLC
(Gure et al., 2005; Grunwald et al, 2006; Karanikas et al., 2008) a ptekryvaji se u n¢kolika
bunécnych linii karcinomu plic (Tajima et al., 2003). Ackoli se prokézalo, ze vakciny na bazi
DC, pulzované s peptidy odvozenymi z TAA, indukuji imunitni odpovéd’ u pacientd s
NSCLC (Ueda et al., 2004; Perroud et al., 2011; Babatz et al., 2006, Takahashi et al., 2013),
SirSi dostupnost TAA poskytovand HHP-usmrcenymi bunéénymi liniemi muize indukovat
imunitni odpovédi u vyssiho poctu pacientii. DalSi vyhodou alogennich bunéénych linii je
moznost kultivovat je ve velkém mnoZstvi na rozdil od autologniho nadorového materialu,
ktery miiZze byt obtizn€¢ dosazZitelny v dostateném mnoZstvi v disledku Casté inoperability
pozdnich stadii onemocnéni u pacienti s NSCLC. Je zajimavé, Ze pouze jedna vyzkumna
skupina uzivala ozafen¢ a UVB wusmrcené¢ bunky alogenni bunécné linie 1650
adenokarcinomu pro piipravu DC vakciny ve fazy I klinické studie (Hirschowitz et al, 2004 et
2007 et 2011; Yannelli et al., 2005). Imunitni odpovédi byly pozorovany u 6 z 11
imunizovanych pacientl, coz bylo zji§téno pomoci testu IFN-y ELISPOT (Hirschowitz et al.,
2011). To ukazuje, Ze usmrcené alogenni bunécné linie jsou bezpecné a vhodné pro aktivni
imunoterapii karcinomu plic na bazi DC.

Fagocyt6za rozmraZzenych imunogennich HHP-usmrcenych bunék karcinomu plic
dendritickymi buikami odvozenymi z lidskych monocyti indukovala jejich zrani, coz dale
potvrdilo imunogenicitu bunék usmrcenych HHP. Aby se zajistilo Uiplné dozravani DC-HHP
vakciny, byl jako maturacni ¢inidlo pouzit poly(I:C) v GMP kvalité. Diive jsme zjistili, ze DC
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dozravajici v pritomnosti poly(I:C) vykazuji nejlepsi stimulaéni kapacitu pro T bunky in vitro
(Fucikovd et al., 2011). DC-HHP vakcina také exprimovala vyS$s$i hladiny molekul
souvisejicich s dozravanim na DC stimulovanych pouze poly(I:C), coz naznacuje synergicky
stimula¢ni ucinek fagocytovanych imunogennich bunék zabitych HHP a poly(I:C). Mirné
snizeni fagocytarni kapacity DC po piidani poly(L:C) lze vysvétlit indukci zrani DC, které je
doprovazeno snizenim pohlcovani antigeni a zvySenou endocytickou aktivitou, protoze
soucasn¢ DC zvysuji zpracovani antigenil a jejich prezentaci (Banchereau et al., 2000; West et
al., 2004). Zvyseni chemotaktcké migrace a produkce prozanétlivych cytokinti bylo na druhé
stran¢ srovnatelné mezi poly(I:C)-stimulovanymi dendritickymi bunkami a DC-HHP
vakcinou. To naznacuje, Ze imunogenicita bunék usmrcenych HHP nepfispéla k produkci
cytokind ani k chemotaktické migraci indukované poly(I:C). Nizka produkce IL-10 a vysoka
produkce IL-12p70, TNF-a a IFN-a potvrzuji Thl polarizacni vlastnosti u DC stimulovanych
poly(I1:C).

Také jsme prokazali, ze DC-HHP vakcina proti karcinomu plic vykazuje funkéni
plasticitu po pfenosu do séra v podminkach, které simuluji ptenos vakciny do vnitiniho
prostfedi pacientii s NSCLC. DC-HHP vakcina nebyla funkéné vycerpana prvnimi
matura¢nimi stimuly s poly(I:C) a DC zvysily expresi molekul spojenych s dozravanim a
produkci IL-12p70 jako odpovéd na LPS a CDA40L stimulaci (Banchereau et al., 2000;
Macagno et al., 2007; Abdi et al., 2012). LPS pfedstavuji silny maturacni signal, ktery se
pravdépodobné neobjevi u pacientli s NSCLC, pokud nedojde k bakterialni infekci. Na
druhou stranu stimulace CD40L ptedstavuje fyziologickou signalizaci, se kterou se DC-HHP
vakcina muze setkat na povrchu jinych imunitnich bungk, jako jsou B a T bunky po podéni
pacientim s NSCLC. Ligace CD40-CD40L poskytuje nezbytné konstimulacni signaly pro B a
T bunky, je dilezitd pro indukci cytotoxickych CD8+ T lymfocytd a také zajiStuje
dlouhodobé pieziti DC (Macagno et al., 2007; Cella et al., 1996; Ma et al., 2009). V souladu s
naSimi udaji bylo diive uvedeno, Ze lidské DC dozravajici s poly(I:C) si zachovavaji svou
schopnost produkovat IL-12p70 po dalsi stimulaci CD40L (Rouas et al., 2004). Navic ligace
CDA40L zvysuje ktizovou prezentaci DC (Delamarre et al., 2003). NaSe data proto naznacuji,
ze DC-HHP vakcina proti karcinomu plic miize ziskat dal$i stimula¢ni aktivitu in vivo po
podani pacientim s NSCLC.

Nejdilezitéjsi je, ze DC-HHP vakcina stimuluje proliferaci a produkci IFN-y CD8+ a
CD4+ T buitkami a snizuje pocet CD4 CD25 Foxp3™ T regulatnich bun&k in vitro.
Stimula¢ni kapacita T bunék DC-HHP vakciny pfipravené ze zdravych déarci byla nicméné

srovnatelna se stimulacni kapacitou DC stimulovanych pouze poly (I:C), coZ ukazuje, ze byly
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indukovany T bunky, které nebyly specifické pro TAA odvozené z HHP-usmrcenych
nadorovych bun€k. Stimulace TAA-specifickych T-lymfocyt je technicky naro¢na kvuli
jejich velmi nizké frekvenci v krvi, proto jsme vytvofili umély antigenni systém zalozeny na
imunodominantnim epitopu CD8+ T bun¢k z MP1 proteinu chiipky. Pouzitim bun¢k A549
exprimujicich MP1, jsme dokézali u zdravych darc HLA-A*201", Ze proteinovy antigen
odvozeny z HHP-usmrcenych bunék plicniho karcinomu je skute¢né zpracovan a prezentovan
dendritickymi bufikami autolognim CD8" T buiikdm. Navic pfi uziti DC-HHP vakciny
pfipravené z monocytii pacienti s NSCLC jsme pozorovali zvyseni proliferace a produkci
IFN-y CD8+ a CD4+ T bunikami v porovnani s T builkami stimulovanymi pouze
pacientovymi DC osetienymi pouze poly(I:C). To naznacuje, ze vakcinou byly stimulovany
TAA-specifické T buiiky. Uloha CD8" T bunék v protiniddorové imunité je dobfe znama,
avsak v sou¢asné dobé neni jasné, zda CD4" T buiiky indukované CD-HHP vakcinou proti
karcinomu plic mohou zprostfedkovat urcity protinadorovy ucinek (Perez-Diez et al., 2007).
Pozorovali jsme produkci IFN-y a proliferaci CD4" T buiiek od pacientti s NSCLC a proto je
lakavé spekulovat, Ze tyto T buniky mohou hrat roli pti formovani protinddorovych odpoveédi

po imunoterapii DC-HHP vakcinou proti karcinomu plic.
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6 Zavéry a zhodnoceni cilii a hypotéz prace

6.1 Zavéry tykajici se specifické protinadorové humordlni odpovédi

V souhrnu jsme zde poprvé ukdzali, ze autoprotilatky proti CT antigenu NY-ESO-1
koreluji s historii koufeni u pacienti s NSCLC, coz naznacuje, ze chronicky zanét spojeny s
koufenim mtize indukovat vyvoj] NY-ESO-1 specifickych imunitnich odpovédi. Pozorovali
jsme také, ze nadorové-asociovana exprese MAGE-A4 koreluje s historii koufeni, coz by
mohlo pokazovat na roli MAGE-A4 v pocatecnich stadiich vyvoje NSCLC. Vzhledem k
tomu, Ze jak nadorové asociovana exprese NY-ESO-1 tak MAGE-A4 byla v inverzni korelaci
s prezivanim v pokrocilych stadiich onemocnéni (Gure et al., 2005; Yoshida et al., 2006; Grah
et al., 2008), klinicky a imunoterapeuticky vyznam naSich nalezl zlstavad otevien dalSimu

vyzkumu.

6.2 Zavery tykajici se specifické protinadorové celularni odpovédi

V souhrnu jsme ukézali, ze DC-HHP vakcina proti karcinomu plic, ktera je pfipravena
v GMP kompatibilnim médiu bez séra, je imunologicky aktivni a vykazuje funkéni plasticitu
viéi imunostimulacnimu Tyl polarizujicimu fenotypu in vitro. Tyto vysledky piedstavuji
dilezité preklinické udaje pro probihajici fazi I/II klinické studie, kterd kombinuje aktivni
imunoterapii zaloZenou na DC (DCVAC/LuCa) s chemoterapii a imunostimula¢nimi latkami.

(NCT02470468).
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7 Souhrn

Maligni nadorova onemocnéni se stavaji v souCasné dobé ekvivalentem velkych
infek¢nich epidemii minulosti. Infekéni onemocnéni nyni jiz diky moderni 1é¢bé a také
profylaktickému ockovani globalné neptedstavuji takovou hrozbu, jako tomu bylo v ¢asech
davno minulych, naopak maligni onemocnéni se stavaji stdle vyznamné;jsi pfi¢inou morbidity
a mortality. V roce 2010 zemielo na maligni onemocnéni vice nez 7 milionii lidi na celém
svété. Ctvrtina viech timrti v Americe a kolem 15 % na svété je piiditano rakoving, u
nékterych nadort rakovina predstihne onemocnéni srdce a stane se nejbéznéjsi pri¢inou smrti
(Mukherjee S., 2011).

V soucasné onkologii zaZiva imunoterapie velkou renezanci a je na vzestupu. Snazime
se o vymyceni choroby u jejich kofenli, tam kde vznikla chybou v imunitnim dohledu.
Snazime se obratit vlastni imunitni systém pacienta proti nadorovému bujeni. Nové slibné
poznatky v roviné experimentalni, ale i klinické jiz pfinaSeji své ovoce.

Karcinom plic je celosvétoveé vedouci pfi¢inou umrti pro maligni onemocnéni. V nasi
praci jsme zkoumali imunitni déje u nemalobunééného karcinomu plic (NCSLC). Prvni ze
dvou studii byla zaméfena na humoralni slozku specifické protindadorové odpoveédi a
prospektivné analyzovala sérové frekvence protinddorovych protilatek NY-ESO-1, Her2/neu
and MAGE-A4 u 121 pacientti s NSCLC.V této studii jsme poprvé prokazali, Ze koufeni
tabadku vyznamné ovliviiuje specifickou humoréalni imunitni odpovéd’, frekvence NY-ESO-1
protilatek je signifikantné vyssi v séru kutakd a ex-kuiakl. Druha ze dvou studii byla vice
zamefena na celuldrni slozku specifické protinddorové odpovédi a testovala vakcinu
pfipravenou z dendritickych bunék prezentujicich antigeny bun€k karcinomu plic,
usmrcenych vysokym hydrostatickym tlakem (DC-HHP vakcina). DC-HHP vakcina
manifestovala zraly fenotyp, produkovala prozanétlivé cytokiny, zvySovala chemotaktickou
migraci, indukovala nador specifické CD8" a CD4" T lymfocyty. Vysoky hydrostaticky tlak
(HHP) indukuje v naddorovych buiikkdch imunogenni smrt, tento typ buné€éné smrti je stéZejni
pro navozeni uc¢inné protinadorové imunitni odpovédi.

NasSe poznatky jsou pouze malou soucasti velké védecké mozaiky a my velmi
doufame, ze by mohly pfispét k dosaZeni vytouzeného cile, kterym je vymyceni rakoviny,

stejné tak, jak se tomu v minulosti stalo u nékterych infek¢nich onemocnéni.
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Summary

Malignancies can be currently compared to major infectious epidemics of the past. Nowadays
due to a modern treatment as well as prohypactic vaccination infectious diseases are not
athreat globally as it has been the case in the past. Malignant diseases have increasingly
become an important cause of morbidity and mortality. In 2010, malignant disease was a
cause of death of more than 7 million people worldwide a quarter of all deaths in America and
around 15% worldwide are attributed to cancer. In some cases cancer overcomes the number
of death related to heart diseases putting it as the most common cause of death (Mukherjee S.,
2011).

In current oncology, the immunotherapy is on the rise. Immunotherapy aims to
eradicate malignant diseases at its roots caused by an inefficientimmune surveillance
andreverse the patient's immune system against tumor growth. New promising
immunotherapeutic approaches in the experimental and clinical field already showing its
success, however still limited.

Pulmonary carcinoma represents a leading cause of death worldwide for malignancies.
In our work we investigated immune events in non-small cell lung carcinoma (NCSLC). The
first of two studies focused on the humoral component of the specific anticancer response and
prospectively analyzed the serum frequencies of the NY-ESO-1, Her2/neu and MAGE-A4
anti-tumor antibodies in 121 patients with NSCLC. In this study, we first demonstrated that
smoking tobacco significantly affects specific humoral immune response; the NY-ESO-1
antibody frequency is significantly higher in the serum of smokers and ex-smokers. The
second of the two studies was more 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.
The DC-HHP vaccine manifested a mature phenotype, produced pro-inflammatory cytokines,
increased chemotactic migration, induced tumor-specific CD8" a CD4" T-lymphocytes. High
hydrostatic pressure (HHP) induces immunogenic death in tumor cells; this type of cell death
is crucial to induce effective anti-tumor immune responses.

Although our data represent only a small piece of a large scientific mosaic of
knowledge, we are confident they could contribute to knowledge necessary to fight malignant

diseases in a similar way that led to the eradication of some infectious diseases in the past.
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