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ABSTRAKT

Karcinom prostaty je druhou nejcastéjsi pric¢inou imrti muzi na rakovinu v Evropé a
USA. V kontextu dosavadnich preklinickych experimentti a klinickych studii existuji
ptedpoklady pro uspé$né uplatnéni imunoterapie v jeho 1écbé. Slibnych vysledkt je
dosazeno prevazné kombinaci raznych léCebnych modalit, kdy dochazi k jejich
synergickému protinddorovému pusobeni. Jednou z moznosti je vyuziti protinddorovych
vakcin a adoptivniho T bunécného transferu.

Téma této dizertatni prace navazuje na dlouhodoby vyzkumny program
pracovist¢ kandidatky v oblasti protinddorové imunoterapie. Obecna cast dizertacni
prace podava zakladni piehled o mechanismech protinddorové imunity a o roli
jednotlivych slozek imunitniho systému pii jejim zajisténi. DalSi Casti se vénuji
souCasnym imunoterapeutickym pfistupim s dirazem na metodu adoptivniho T
bunécného transferu a jejitho uplatnéni v 1é€b€ karcinomu prostaty. Ve vlastni
vyzkumné ¢asti predklada vypracovany experimentalni protokol pro adoptivni transfer
tumor specifickych T lymfocyt,, a déale protokol zabyvajici se ex vivo obohacenim
bunécénych populaci o peptid-specifické T lymfocyty u pacienti s karcinomem prostaty.
V rdmci naseho vyzkumu uvadime téz vysledky klinické studie, kterd si kladla za cil
ovéfit biologickou bezpecnost, schopnost indukce imunitni protinadorové odpovédi a
zhodnotit klinické odpovédi pacientll na imunoterapeuticky 1é¢ivy piipravek na bazi

dendritickych bunék s oznacenim DCVAC/PCa.

Klicova slova:
adoptivni T bunéfny transfer, DCVAC/PCa, karcinom prostaty, protinadorova

imunoterapie



ABSTRACT

Prostate cancer is the second leading cause of cancer death in men in Europe and the
US. In the context of previous preclinical experiments and clinical studies there are
certain assumptions predicating successful application of immunotherapy in the
treatment of patients with prostate cancer. Promising results have been achieved by a
combination of different treatment modalities which provide a synergistic antitumor
effect. One of these combinatorial options is the use of antitumor vaccines and adoptive
T cell transfer.

The topic of this thesis is to provide a fresh insight into the past and current
trends following the long-term candidate’s department program in the field of anti-
tumor immunotherapy. The experimental part of this thesis revolves around our own
results published in this field. The introductory chapter delivers a basic overview of
cellular mechanisms of anti-tumor immunity and the role of individual immune
components in these processes. Following chapters are dedicated to current
immunotherapeutic approaches with emphasis on the adoptive T cell transfer and
implication of this technology in the treatment of prostate cancer. The results section
describes the establishment of our protocol for adoptive T cell transfer as well as the
protocol for ex vivo enrichment of human T cell populations for cancer peptide-reactive
T lymphocytes in patients with prostate cancer. Importantly, this thesis also includes our
clinical data aimed at testing the biosafety of established protocol, evaluation of the
capacity of patients T cells to induce anti-tumor immune responses as well as the
assessment of the patient’s clinical responses to a DCVAC/PCa dendritic cell-based

vaccine.

Key words:

adoptive T cell transfer, DCVAC/PCa, prostate cancer, antitumor immunotherapy
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1. Uvop

Hlavnim ukolem imunitniho systému je udrzeni integrity organismu tim, Ze ho chrani
pfed potenciondlné¢ nebezpecnymi agens infekéniho a neinfekéniho plvodu.
Z evoluc¢niho hlediska se primarn¢ formoval obranou proti infekcim, které se nejvyssi
mérou podilely na umrtnosti lidské populace. Schopnost adaptace a formovani
imunitniho systému proti nadorim se rozvinula pozdé¢ji, a to piedevSim pod
vlivem rostouci socioekonomické prosperity a dostupnosti 1éCiv, kdy doslo k
vyznamnému demografickému starnuti populace, a tim k vy$§imu vyskytu malignit.
Dnes se nadorova onemocnéni fadi na ptedni piicky umrtnosti, v Ceské republice jsou
pfi¢inou zhruba ¢tvrtiny vSech umrti.

Karcinom prostaty patii mezi nejcastéjsi zhoubna onemocnéni postihujici muze
star§Si padesati let. 1 zde prevlada zakladni lécebné schéma solidnich nadord -
chirurgické vyjmuti, znieni naddorovych bun€k ozafovanim a chemoterapii. Soucasné
terapeutické postupy jsou vysoce efektivni v 1écbeé Casnych stadii nemoci, nicméné u
metastazujiciho karcinomu je situace komplikovanéjsi a tito pacienti maji vyznamné
hor$i prognézu. Snahou modernich postupti je obejit limitujici a rizikové faktory
»Klasickych® protinadorovych 1é€iv - jejich toxicitu a nespecificnost, které se projevuji
utlumem krvetvorby a poSkozenim nékterych tkani a organt. V dusledku toho se nyni
velka pozornost zaméfuje na relativné novy pfistup, tzv. cilenou imunoterapii, ktera
vyuziva prirozené imunitni mechanismy k aktivaci protinddorové imunity. Jednou
z nejperspektivnéjSich terapeutickych strategii je v soucasnosti aktivni bunécna
imunoterapie zaloZend na adoptivnim T bunééném transferu (ACT; adoptive T cell
transfer). Tato terapie spo¢iva v namnozeni pacientovych T lymfocyti ex vivo, ptipadné
v jejich modifikaci a v nasledném vraceni zpét ve form¢ infuze. ACT predstavuje typ
1é¢by, jejimz cilem je aktivovat vlastni imunokompetentni buiiky pacienta a zesilit tak
zadouci protinddorovou imunitni odpovéd’. Své misto nachdzi v kombinaci s jinymi
lé€ebnymi modalitami zaméfenymi na naddorové mikroprostfedi. Na rozdil od jinych
1é¢ebnych zasahi, predevsim diky vyuziti autolognich bunék pacienta, slibuje moznost

naruseni nddorovych bunék s minimalnim poskozenim ptilehlych tkéani.
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1.1 Role jednotlivych sloZek imunity v obrané proti nadorim

Imunitni systém se prokazateln¢ podili na prevenci vzniku i kontrole rastu nadord.
Poskytuje organizmu ochranu pfed nadory indukovanymi viry odstranénim nebo
potlacenim virové infekce. Zodpovida také za vCasné odstranéni patogeni a zabranuje
vzniku zanétu, ktery by mohl vytvofit chronické zanétlivé prostiedi podporujici maligni
organismu, schopnost v€as zachytit nadorové transformované buiky, které unikly
vnitinim kontrolnim tumor supresorovym mechanismiim a nasledné je eliminovat.
V opacném piipad¢ hrozi riziko rozvoje nadoru a s tim spojend klinickd manifestace
onkologického onemocnéni. Z tohoto diivodu je kontrola riistu nddorovych bunck
dialezitd zejména v ranych stadiich kancerogeneze. V piipad¢ protinddorové obrany je
vyzadovana soucinnost mechanizmi pfirozené i adaptivni imunity. K selhdni téchto
mechanizmil dochdzi zejména proto, Ze nadory vznikaji z normalnich bunék, k nimz je
ustanovena tolerance a které jsou navic Casto rezistentni k apoptotickym signalim.
Pfeména nddorové buiiky probihd vicestupfiovym procesem zvanym kancerogeneze
(neoplasticka transformace), pfi kterém dochéazi k postupné akumulaci genetickych
(ptipadné epigenetickych) zmén, které postihuji protoonkogeny a/nebo tumor-
supresorové geny. Vétsina nadorovych bunék je tedy vnimana jako télu ,,vlastni* nebo
antigenné¢ podobnd a tudiz nedostate¢né imunogenni. Vyjimkou siln€j$i imunitni
odpovédi jsou nadory zpiisobené onkogennimi viry. Maligni fenotyp bunck je dale
charakterizovan schopnosti utlumit nebo zcela uniknout obrannym mechanismim
imunitniho systému, genomovou nestabilitou, neomezenym replikaénim potencidlem,
angiogenezi, rezistenci k rlistovym inhibi¢nim signaliim, sobéstacnosti rlstovych

signall, schopnosti invaze a tvorby metastaz ve vzdalenych tkanich [1].

1.1.1 Slozky prirozené imunity

Prvotni detekci nebezpecného agens a aktivaci obrannych mechanismi in sifu vétSinou
provadéji jak bunécéné (granulocyty, makrofdgy, NK buiky; natural killers), tak
humoralni (cytokiny, granzymy, perforiny, komplement) sloZky pfirozené imunity.
Jejich rychlé plisobeni je do jisté miry efektivni, i bez spoluprace se slozkami specifické

imunity.

12



Prokazatelné nejpocetnéjsi populaci imunokompetentnich bun¢k v oblasti nadoru jsou
fagocytujici neutrofily, které plsobi v zanétlivém prostiedi. Zanétlivda reakce
asociovana s nddorem je dnes uznavana jako centralni mechanismus u mnoha malignit a
je povazovana za zdroj prognostickych a prediktivnich biomarkert. V nadorovém
mikroprostiedi paradoxné podporuje rist a invazi naddoru [1, 2]. Neutrofily migruji do
zasazené tkané na zaklad¢ chemotaxe, reaguji na IL-8, C3a, C5a, leukotrien B4 a dalsi
chemokiny. Likvidaci cilové bunky provadéji tfemi zptsoby: fagocytézou, frustrovanou
fagocytozou nebo tvorbou extracelularnich neutrofilnich siti (NETs). Fagocytoza spociva v
likvidaci extracelularnich Castic respiraénim vzplanutim, které umoziuje NADPH-
oxidaza, nebo fuzi fagozomu s granuly obsahujici antimikrobialni latky (napf.
defensiny, lysozym). Reaktivni formy kysliku (ROS), vzniklé v pribéhu fagocytdzy,
mohou mit bud’ cytotoxicky (vedouci k regresi tumoru) nebo genotoxicky efekt (iniciace
poskozeni DNA) [3]. Azurofilni granula neutrofili obsahuji enzym myeloperoxidazu, ktera
katalyzuje superoxidovy radikal s chlorem na kyselinu chlornou [4], potfebnou pro
destrukci patogenu. Za urcitych podminek mohou mit uvolnéné defensiny, proteazy a
myeloperoxidaza také silnou protinadorovou cytotoxickou aktivitu [5].

K frustrované fagocytéze dochézi tehdy, kdyz neutrofil neni schopen pohltit cilovou
cizorodou strukturu v disledku jeji velikosti. Nasledkem toho dochazi k uvolnéni ROS a
obsahu neutrofilnich granul exocytézou do okoli buiiky [6]. Rozpoznani velikosti cilové
buiikky se déje pravdépodobné prostfednictvim fagocytarniho receptoru dectin-1, jehoz
pfemosténi negativné reguluje tvorbu NETs [7].

Ttetim druhem likvidace buné¢k je tvorba extracelularnich neutrofilnich siti, které
zachycuji mikroby a fyzicky zamezi jejich rozsifeni z mista infekce. NETs vznikaji
procesem zvany NETo6za, coz je forma apoptozy, ktera vede ke vzniku vlaknité sité
jaderného chromatinu nesouciho globularni domény obsahujici proteiny z primarnich
(elastaza, MPO, katepsin G), sekundarnich a tercidlnich granuli (gelatinaza a laktoferin).
Tvorba NETs vyzaduje primarni stimulaci napf. pfes TLR4 mikrobidlnimi produkty a
premosteéni receptoru CR3 [8], k uvolnéni NETs do extracelularniho prostoru dochazi po
prasknuti buné¢né membrany. KliCovou roli hraje téz ptitomnost ROS a nezbytné nutné
je 1 uvolnéni neutrofilni elastazy [8]. Mechanismus NETs byl difive pozorovan pouze u
infekci, dnes jiz byla jejich ptfitomnost prokazana i v nddorovém mikroprostiedi [9, 10] pii
podpofie trombdzy [11] a koagulaci [12].

U onkologickych pacientli se setkdvame se zvySenym mnozstvim neutrofild v

periferni krvi, vnimaném jako klinicky negativni prognosticky faktor [13]. Neutrofilie je
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zpusobena tim, ze nddory produkuji G-CSF (granulocyte colony stimulating factor),
ktery ovliviiuje rovnovahu retence a uvoliiovani neutrofili v kostni dfeni, coz vede ke
zvyseni poctu perifernich neutrofili. Rozsdhlou metaanalyzou transkripti nadorovych
tkani Gentles et al. prokazali, Ze nejméné piiznivou prognostickou bunécnou populaci
jsou intratumoralni neutrofily [14], oznacované jako TAN (tumor associated neutrolils).
Existuji vsak typy nddort, u kterych je neutrofilie spojena s lepsi prognoédzou [15].
Moznym vysvétlenim tohoto dudlniho jevu je existence 2 subpopulaci TAN neutrofild,
polarizovanych na N1 a N2 fenotyp. Nejvétsi rozdil mezi TAN a nativnimi neutrofily je
az stonasobné¢ zvysena produkce celého spektra cytokind. NITAN produkuji
prozanétlivé cytokiny (TNF-o IL-1B, IL-6, IL-12), zvySuji expresi ICAM-1
(intercellular adhesion molecule 1) a sméfuji k eliminaci nadorovych bunck
uvoliovanim kyslikovych radikal a interakci Fas - FasL. Oproti tomu N2TAN
neutrofily maji protumordézni efekt a tvorbou metaloproteindz napomahaji
metastdzovani, podporuji tvorbu cév a tlumi ucinek CD8+ T lymfocyti [16]. Pfemény
od pronddorové k protinddorové aktivité neutrofilii bylo dosazeno farmakologickymi a
imunomodula¢nimi zé4sahy napiiklad inhibici TGF- B v nadoru hostitele, ¢imz se
aktivovala protinadorova aktivita neutrofili [5].

Neméné diilezitou skupinou fagocyt jsou makrofagy, které se mimo jiné
podileji na regulaci zé&nétu, destrukci mikroorganismli a prezentaci antigenu T
lymfocytim. Podle druhu cytokinového stimulu rozliSujeme nejméné dva typy
aktivovanych makrofagi. Pod vlivem interferonu y (IFN-y) vznikaji prozanétlivé
makrofagy typu M1 (produkujici vysoké mnozZstvi interleukinu 12 (IL-12) a IL-23 a
zaroven nizké mnozstvi IL-10), které efektivné fagocytuji a degraduji zbytky
odumfelych bunék, imunokomplexy v misté¢ poSkozeni tkani a likviduji pohlcené
mikroorganismy. Jimi produkovany IL-12 stimuluje NK buriky a zpiisobuje diferenciaci
Thl lymfocytt, které svou produkci IFN-y podporuji makrofagy v eliminaci patogenu
nebo nadoru. M1 makrofagy bojuji proti naddoru uvolnénim lysozomadlnich enzymi
(ROS, NO) a také produkci TNF a jsou ptitomny hlavné v asnych fazich vyvoje
nadoru.

Naopak pod vlivem Th2 produkovanych cytokinii IL-4 a IL-13 vznikaji z
klidovych makrofagii bunky typu M2, jejichZ hlavni funkci je napomahat hojeni a
regeneraci pfi poranéni tkdni nebo pii mikrobidlni infekci. Makrofagy M2 produkuji

W

pfedevSim protizanétlivé cytokiny IL-10 a TGF-B. V zavislosti na fazi svého vyvoje
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makrofagy dokazou nadorové bunky usmrtit, ale na druhé strané naopak podpofit jejich
rust a Sifeni. Ukazuje se, Ze nadorové builkky odumirajici apoptoticky, tedy zplisobem
probihajicim spontdnn€¢ 1 navozovanym fadou bézné pouzivanych terapeutickych
postuptl, vyrazné stimuluji makrofagy pfitomné v nadoru a v jeho blizkosti k posileni
M2 fenotypu, tedy k posileni jejich vlastnosti podporujicich rast naddoru [17]. Tyto
nador infiltrujici builkky typu M2 oznaCujeme jako TAM (tumor associated
macrophages). Vyskytuji se v hypoxickych podminkdch v pozdéjSich fazich
kancerogeneze a produkuji vaskularni endotelialni ristovy faktor (VEGF) a TGF-j, jez
napomahaji angiogenezi nadoru. Zaroven svymi pusobky (IL-10, prostaglandin E2)
tlumi efektorové funkce T lymfocyti a NK bun¢k. M2 makrofagy dale produkuji
chemokinové ligandy CCL17, CCL22 a CCL24, které pfitahuji regula¢ni T lymfocyty
(Treg). Diferenciace M2 makrofagl je indukovana CD4+25+ Treg bunkami, zatimco
M1 makrofagy mohou byt indukovany CD4+25 — T efektorovymi buikami.
Diferenciace M1/ M2 je tedy modifikovana pfitomnosti Treg.

Nové objevenou soucésti protinddorové imunitni odpovédi je fagocyticka
aktivita makrofagl, ktera cili na molekulu CD47. Za fyziologickych podminek slouzi
interakce mezi CD47 na zdravych bunkdch a inhibi¢nim receptorem SIRPa na
makrofazich jako ochrana pted fagocytézou. Za patologickych podminek nadmérna
exprese CD47 (tzv. ,,don’t-eat-me* signalu) na solidnich i hematologickych nadorech
[18-20] zabranuje ucinné eliminaci tumoru makrofagy. Na cetnych modelech bylo
prokazano, Ze blokada CD47/SIRPa pomoci monoklondlnich protilatek stimuluje in
vitro fagocytoézu rakovinnych buné¢k makrofagy, inhibuje rust nadoru in vivo [21-23] a
vede k iniciaci protinddorové T bunééné reakce [24]. Rada studii ukazuje, Ze k aktivaci
fagocytdzy nestaci pouze odstranéni inhibi¢niho signalu, ale zaroven je tfeba i1 druhy,
stimula¢ni signél napi. pomoci CpG oligodeoxynukleotidu [25] nebo kalretikulinu [26].

Nezastupitelnou roli hraji NK buniky — granularni lymfocyty bez imunologické
paméti, které maji zasadni vyznam pro rychlou eliminaci nadorovych a virem
infikovanych bun¢k. NK bunky cytotoxicky zabiji pomoci tzv. ADCC (antibody-
dependent cellular cytotoxicity) plUsobenim perforini a granzyml nebo indukei
apoptozy vazbou Fas (CD95)- FasL (CD95L), a to bez nutnosti receptoru pro antigen na
cilové bunce. Procesem zvanym ADCC, neboli bunétnd cytotoxicita zavisla na
protilatkach, se rozumi aktivace NK bunék vazbou receptoru CD16 a Fc fragmentu

protilatky IgG na povrchu opsonizovanych bunék. Navazani protilatky na povrchu cilové
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buiiky na receptor CD16 vyvola vzestup koncentrace intracelularniho vapniku, aktivaci
NFAT (nuclear factor of activated T cells), produkci cytokinti (IFN-y, GM-CSF, TNF-a),
naslednou degranulaci buriky a uvolnéni granzymu a perforind. Perforiny maji schopnost
vytvaret v cytoplazmatické membrané bunék pory, které buniku destabilizuji, zatimco
granzymy spusti proces apoptozy [27].

Na zdaklad¢ exprese povrchovych molekul CD56 (NCAM, neuralni bunécna
adhezivni molekula) a CD16 (FcRyIIl receptor) lze identifikovat dvé subpopulace
oznadované jako CD5674™ CD16" a CD56™ CD16%™", Subpopulace CD56™™ je
z 95 % zastoupena v periferni krvi, kde vykazuje vyznamnou protinadorovou aktivitu
zprostfedkovanou ADCC. Aktivace NK bunck je podminéna rovnovahou signalizace
mezi inhibi¢nimi a aktivacnimi receptory na jejich povrchu. Inhibiéni NK receptory
rozpoznavaji na cilovych bunkdch MHC gp. I ttidy, které jsou za béznych okolnosti
exprimovany na vét§in¢ zdravych bunék organizmu. Jelikoz nadorové bunky a nékteré
viry uplatiiuji strategii uniku cytotoxickym CD8+T lymfocytim potlac¢enim exprese
MHC 1. glykoproteinil, stdvaji se tak ter¢em plisobeni NK bunék. Pfikladem inhibi¢niho
receptoru je C lektinovy receptor CD94/NKG2A vazici ligand MHC HLA-E.

NK buiikky vybavené aktivaénimi receptory se piimo podileji na usmrcovani
transformovanych bunék. Pfikladem aktivacnich receptori jsou receptory pfirozené
cytotoxicity-NCR (NKp30, NKp44, NKp46, NKp36, aktivacni KIR) a receptory podobné
lektinim C-typu (NKG2D). Aktivace pfes NKG2D receptor probihd pifi odpovédi na
bunécny stres, jako je poSkozeni DNA, kdy se na povrchu bun¢k zvysi mnozstvi liganda
MICA a MICB. Konkrétné receptor typu NCR s oznacenim NKp30 vaze stresem
indukovany ligand BAT3 (HLA- B— associated transcript 3) a B7-H6, exprimovany na
povrchu nékterych naddorovych bunék [28]. Protinadorové ucinky po aktivaci NKp30
receptoru byly zaznamendny v piipadé gastrointestindlniho stromélniho tumoru a
chronické lymfoidni leukémie [29, 30]. Pfitomnost NK bunék v naddorovém stromatu
doklada jejich prognosticky vyznam [31-34]. Nicméné existuje i fada dikazid, ze v
nadorovém stroma dochazi k produkci cytokinii a chemokind, z nichz mnohé maji
ambivalentni efekt.

MDSCs (myeloid-derived supressor cells) pfedstavuji nezralé myeloidni
prekurzory, které vznikaji v kostni dfeni a akumuluji se v lymfoidni tkéni, krvi a v
tumorech, kde potlacuji protinddorovou reakci vrozeného 1 ziskaného charakteru [35].
Jedna se o heterogenni populaci nékolika bunéénych typt, vcetné prekurzort DC,

monocytt a neutrofild. U lidi jsou definovany povrchovymi znaky
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CD14-CD11b+CD33+ a jsou rozlisSeny na myeloidni a granulocytarni linii. Migrace do
lymfatickych a nadorovych tkani je iniciovana pomoci chemoatraktantt, napt. CCL2 a
CCL5 a prozanétlivych mediatori, jako jsou prostaglandin E2, IL-6, VEGF a
komplementovy fragment C5a. MDSC potlacuji imunitni mechanizmy sekreci IL-10,
ktery inhibuje zanétlivé procesy, na kterych se podileji aktivované makrofagy typu M1
a DC (dendritické bunky; dendritic cells). Skrze produkci cytokinu TGFB1 inhibuji NK
cytotoxicitu - produkci IFN-y i1 expresi transmembranového proteinu NKG2D [36].
MDSC potlacuji efektorové funkce T lymfocyti v mikroprostiedi nadoru nekolika
zpusoby. Jednim z nich je produkce volnych radikali, jako je peroxynitrit a IDO, ktera
katabolizuje tryptofan nezbytny pro T bunécnou proliferaci. Aktivace MDSC vede ke
zvySené produkci enzyml argindza a iNOS (inducible nitric oxide synthese), které
inhibuji T lymfocytarni reakci. Dale podporuji vyvoj T regulac¢nich lymfocyti a
ovliviiuji T bunéénou diferenciaci smérem k Th2 populaci, kterd, na rozdil od Thl, ma
jen omezenou protinadorovou aktivitu [37]. MDSC mohou také sniZit expresi L-selektinu,
ktery je nezbytny pro vycestovani naivnich T lymfocyti do lymfatickych uzlin. Tim
dochazi ke snizené aktivaci T lymfocyti, které nemohou migrovat do lymfatickych uzlin,
setkat se s nddorovymi antigeny, a zah4jit tak efektivni imunitni odpovéd’ [38].

NKT buiiky jsou specialni populaci, ktera kromé& funkéniho T receptoru (TCR-
ap fetézce) disponuje 1 znaky typickymi pro NK bunky. Skrze TCR nerozpoznavaji
antigeny v kontextu s MHC glykoproteiny, nybrz lipidové a glykolipidové antigeny
prezentované¢ MHC-like CD1d molekulami [39]. V protinadorové terapii se uplatiiuje
modelovy antigen izolovany z moiskych hub, a-galactosylceramid (a-GalCer), pomoci
kterého Ize rozligit NKT subpopulace. Cast NKT bunék, ktera na tento antigen reaguje,
se nazyva NKT bunky typu I (a-GalCer-reaktivni NKT nebo téZ invariantni NKT). Po
stimulaci a-GalCer produkuji velké mnozstvi Thl (IFN-y) a Th2 (IL-4, IL-10, IL-13)
cytokind. Prestoze maji cytolytickou funkci, jsou povaZovany spiSe za regulatory
imunitni odpovédi. NKT bunky typu II. nejsou o-GalCer-reaktivni, jejich role v

imunitnim systému spociva v supresi protinddorové imunitni reakce [40].
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1.1.2 Slozky adaptivni imunity

Specifickd imunita se rozviji v prib¢hu zZivota v zavislosti na tom, s jakymi patogeny se
imunitni systém setkdva. V pifipad¢ napadeni je aktivovana pozdéji nez imunita
nespecifickd, rozviji se po dobu 4-7 dni a pasobi cilené proti antigenu, kterym mutze byt
napf. virus, bakterie, cizoroda i vlastni tkan. Nadorové bunky stimuluji jak tvorbu
protilatek B lymfocyty, tak bunéénou imunitu T lymfocytt. Klicové populace, na které
je zaméfena fada postupil v rdmci imunoterapie, jsou efektorové CD8+ T lymfocyty
(CTL; cytotoxic T lymphocytes) a pomocné CD4+ T lymfocyty (Th). Adaptivni
imunitni odpovéd’ je fizena Sirokym repertodrem vysoce specifickych antigennich
receptortt na povrchu T bun¢k (TCR), resp. B bun¢k (BCR). Diverzita a specificita
téchto receptort je vysledkem genetické V(D)J rekombinace, kterd umoziuje vytvareni
milionti (az 10'°) vysoce specifickych receptorti [41], které zajistuji vznik unikatni
opakovaném setkani se stejnym antigenem.

Cytotoxické CD8+ T lymfocyty (CTL) jsou hlavni Cinitelé v boji proti
nadorovym bunkam, ale 1 viriim, plisnim a zodpovidaji i za odmitnuti transplantovanych
tkdni. Vyznacuji se ptitomnosti koreceptoru CDS8, komplexu CD3 a produkci INF-y a
TNF-o. Samotné nadory nestimuluji CTL, protoze neexprimuji kostimulatory a MHC
gp II. Je prokézano, Ze nadorové bunky po transfekci B7-1 (CD80) nebo B7-2 (CD86)
mohou vyvolat silnou bunécnou protinadorovou reakci. Navozeni nadorové specifické
T bunécné odpovedi vyzaduje cross-priming a cross-prezentaci pomoci profesionalnich
antigen prezentujicich bun€k (APC) a kooperaci s pomocnymi CD4+ lymfocyty.
Primérni imunitni odpovéd’ zahajuji naivni T lymfocyty v sekundarnich lymfatickych
organech, kde pomoci povrchovych TCR rozpoznavaji komplex nadorovy peptid/ MHC-
lgp vystaveny na APC. Touto interakci jsou CD8+ T lymfocyty aktivovany a vzniklé
klony efektorovych bun€k sméfuji krevnim feciStém do nadorové tkan€. Funkéné
modifikované populace CTL se zvySenou schopnosti zabijet nador, ze kterého byly
izolovany a jsou infiltrované do oblasti nadoru, se oznacuji jako TILs (tumor-
infiltrating lymphocytes). Po kontaktu s cilovymi elementy (napf. nddorovymi bunikami
¢1 buntkami infikovanymi viry) dochazi u CTL k uvolnéni serinovych protedz a
perforini nebo k interakci Fas-FasL, které zplsobi destrukci zasazenych bunék

rozrusenim bunééné membrany a aktivaci apoptotickych drah. CTL jsou schopny
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indukovat apoptozu i bez ptimého kontaktu s cilovou buiikou, a to sekreci lymfotoxinu
TNF-B. Bylo prokazéano, ze pro ucinnou cytotoxickou odpoveéd’ a vznik pamétovych
CDS8" T lymfocytl je zasadni jejich piima interakce s molekulou CD40 na pomocnych
CD4" buiikach, a také cytokin IL-2, ktery produkuji [42]. Pribéh imunitni reakce
T lymfocyti je detailn€ji popsan v kap. 4.1.

Imunofenotypizace jednotlivych subpopulaci umoziuje cilenou selekci bunck
pro terapeutické vyuziti. Napiiklad adoptivnim transferem pienesené CD8" T lymfocyty
Tewm fenotypu (CCR7°CD27°CD28°CD62L") byly schopné in vivo proliferovat, pietrvat
v organismu a zprostfedkovat regresi nadoru ve srovnani s vysoce diferencovanymi
T bunkami, u kterych tyto markery chybi [43]. Kromé toho T lymfocyty s nizkou
expresi termindlné diferenciacniho markeru CD57 a vysokou expresi CD27 a CD28
vykazovaly dlouhodobou perzistenci [44].

CD4+ lymfocyty jsou skupinou leukocytl s vysokou fenotypovou plasticitou,
které rozpoznavaji epitopy v asociaci s MHC gp II. tfidy predkladané APC. Na
diferenciaci aktivovaného CD4+ ThO prekurzoru se podili jak charakter antigenu, tak
pfedevs§im cytokinové prostiedi. Je-li pfitomen IL-12 produkovany APC po stimulaci
agonistl Toll-like receptorti 3, 4 a 8, pak dochazi ke vzniku Thl linie. V pfitomnosti
IL-4 sekretovaného pfevazné mastocyty a bazofily dochazi k polarizaci na Th2 linii. Za
pusobeni IL-4 a zaroven TGF-B vznikaji lymfocyty Th9 [45]. V prostfedi bohatém na
TGF-f a IL-6 (nebo IL-21) se z ThO lymfocytli za¢nou vyvijet lymfocyty Th17 [46]. Pii
produkci riiznych kombinaci cytokinti IL-6, IL-1p nebo TNF-a se ThO buiky
diferencuji na podskupinu lymfocytt Th22 [47].

Thl lymfocyty reguluji imunitni reakci proti infekénim agens uvniti buiiky a
poskytuji aktivacni signal cytotoxickym CD8+ T lymfocytim a NK bunkdm. Produkuji
cytokiny TNF-a, IL-2, IL-12 a INF-y, ktery ma za nasledek aktivaci makrofagt,
naslednou fagocytozu a produkci iNOS a zaroven v kombinaci s TNF-a zvySuje expresi
MHC I. na nddorovych buiikach. TNF-a piisobi na buiiky nadorového mikroprostredi, a
podporuje tak angiogenezi [48]. Jeho plsobeni mize také meénit charakter imunitni
odpovédi - T lymfocyty polarizuje v Thl7 fenotyp, a tedy sekreci IL-17, coz ve
vysledku vede k akumulaci myeloidnich bun€k v prostfedi nddoru, které nasledné
podporuji jeho rast [49]. Vzajemnd mezibunétna interakce a produkce IL-2 jsou
signdlem pro konecnou diferenciaci CD8+ T lymfocytl v cytotoxické T lymfocyty,

které nasledné eliminuji nadorové buiiky. Rada studii napt. u nadoru zaludku, tlustého
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stieva, prsu nebo ovaridlniho karcinomu ukéazala, ze pfitomnost Thl lymfocyti nebo
cytokinti, které produkuji, pozitivné koreluje s piezivanim pacienti [50-53]. Bylo
prokéazano, ze pouze samotné CD4+ Thl lymfocyty po pfimém kontaktu s MHC II.*
nadorovou buiikou vykazuji cytolytickou aktivitu, a to skrze FasL a TRAIL signalizaci,
stejné jako pies plisobeni granzymu a perforinu. Th-Th interakce tézZ pomaha aktivovat
CD4+ lymfocyty specifické pro slabé imunogenni epitopy [54].

Naopak Th2 lymfocyty jsou zaméfeny na obranu proti extracelularnim
mikroorganismiim a helmintim. Produkci efektorovych cytokint IL-4, IL-5, IL-6, IL-9,
IL-10, IL-13 a IL-25 stimuluji proliferaci B lymfocyti, indukuji izotopovy presmyk a
tvorbu protilatek. Vyznamnym ucinkem IL-4 je blokace protinadorové Thl imunitni
odpovédi inhibici exprese STAT-4 a Runx-3 [55, 56]. Th2 lymfocyty také
prostfednictvim IL-4 a IL-13 indukuji polarizaci M2 makrofagl, které nasledné
podporuji nadorovy rust, angiogenezi, invazivitu a tvorbu metastaz [57, 58]. IL-13 v
makrofazich a myeloidnich bunikach indukuje expresi TGF-B, ktery je vyznamny pro
indukci Treg a inhibici CTL. Produkty Thl a Th2 bunck plisobi antagonisticky a
polarizuji imunitni odpovéd’: INF-y produkovany Thl tlumi aktivaci a proliferaci Th2.
Naopak Th2 produkci IL-4 inhibuji diferenciaci a aktivaci Thl [59]. Nerovnovaha mezi
Th1 a Th2 maze byt jednim z diivodi, pro¢ nddor unikne imunitnimu dozoru.

T regula¢ni lymfocyty (Treg) jsou nezbytné pro regulaci imunitni homeostazy a
prevenci autoimunitnich onemocnéni. Treg jsou nejcastéji charakterizovany jako
CD4+CD25+Foxp3+ a tvoii zhruba 10 % perifernich CD4+ T lymfocytid. CD25 (IL-2
receptor) je problematickym markerem, protoze je trvale exprimovan na Treg a zaroven
tranzientné na aktivovanych T lymfocytech. Pro upfesnéni fenotypu se proto pouZivaji
dalsi znaky jako TNF receptor typu 2 (TNFR2), homing receptor CDI103,
Glukokortikoid-induced TNF receptor-related gene (GITR, CD357), CCR4 nebo TF
Helios. Treg udrzuji periferni toleranci tim, ze potlacuji aktivitu autoreaktivnich T
lymfocytl, a tim ptfedchdzeji vzniku autoimunitnich onemocnéni. Pfi mezibunééném
kontaktu maji schopnost aktivné inhibovat i CD4+ T lymfocyty, dendritické buiiky, NK
bunky, NKT buniky a B lymfocyty. Produkci protizanétlivych cytokinti TGF-f, IL-10 a
IL-35 ovliviiyjyi nadorové mikroprostiedi. TGF-f u CD8+ CTL a NK bunék snizuje
jejich cytotoxicitu, expresi aktivaéniho receptoru NKG2D a sekreci IFN-y a indukuje
tolerogenni DC. Treg inhibuji imunitni systém tim, Ze v nddorovém mikroprostredi

snizuji mnozstvi pfitomného ATP diky expresi ektonukleotidazy CD39 a CD73 [60].
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Dle fenotypu, uvolnovanych cytokinli a mechanizml suprese lze rozliSit nékolik
subpopulaci: pfirozené Treg (nTreg), indukované Trl a Th3, dale Trl-like bunky a Treg
ve folikularnich centrech oznacované jako Tfreg. Tyto bunky charakteristické vysokou
expresi PD-1, ICOS, CTLA-4 a IL-10 suprimuji T dependentni produkci protilatek a
inhibuji produkci protildtek CD40 stimulovanymi B butikami v nepfitomnosti Th bun¢k
[61]. Indukované T lymfocyty vznikaji i plisobi na periferii pii vétSin¢ imunitnich reakci
typu Thl a Th2. Jejich aktivita neni zavisla na pfimém bunéném kontaktu. Pro vznik
Trl, Th3 a Tr-like bun¢k je zapotiebi opakovana antigenni stimulace. Trl bunky
produkuji abundantné IL-10, ktery potlacuje imunitni reakci spolu s Trl bunikami [62].
Supresivni mechanizmus Th3 spociva v sekreci TGF-B, IL-4 a IL-10, zatimco Trl-like
buiiky reguluji nezralé dendritické bunky [63].

Ptirozené Treg se vytvareji v thymu a efektorovou funkci plni v perifernich
tkanich. Jsou charakterizovany expresi CD4, CD25, CTLA-4, GITR a Foxp3 a jsou
zavislé na IL-2. K aktivaci naivnich nTreg s autoreaktivnimi TCR dochazi pod vlivem
chemokinti, jako napt. CCL-5, CCL-17, CCL-22, CCL-28, CXCL-10 a -12
sekretovanych nddorovymi buiikami. Treg lymfocyty hraji podstatnou roli v zachovani
imunologické tolerance vii¢i vlastnim tkanim [64] a v diferenciaci M1 a M2 makrofagt.
M2 makrofagy jsou indukovany CD4"CD25" nTreg buiikami, zatimco M1 makrofagy
mohou byt indukovany CD4"CD25 ~ T efektorovymi buiikami.

Negativni U¢inek Treg na pribéh nddorového onemocnéni byl pozorovan napt. u
ovaridlniho karcinomu, karcinomu prsu, renalniho karcinomu nebo karcinomu
pankreatu [65]. Casté zvySeni podtu Treg u onkologickych pacientli podporuje
mySlenku, Ze deplece Treg bunék miize vést k obnoveni protinadorové imunitni
odpovedi.

Th17 buiiky specifické pro vlastni antigen jsou vysoce patogenni a mohou vést
ke vzniku zanétu a tézkych autoimunitnich onemocnéni (napf. revmatoidni artritida,
Crohnova choroba, diabetes mellitus . typu) [66]. Jedna se o vysoce plastické buiiky,
které se mohou konvertovat na zanétlivé lymfocyty podobné Thl fenotypu. Pro jejich
diferenciaci je zasadni synergie IL-6 a TGF-B, jehoZz samotna pfitomnost by vedla
k diferenciaci na Treg. Thl7 bunky produkuji IL-22, IL-21 a ptedev§im hlavni
efektorové cytokiny IL-17A a IL-17F, které stimuluji stromalni bunky k produkci
prozanétlivych a hematopoetickych cytokinli a atrahuji neutrofily do tkdni. Mohou

produkovat rovnéz CCL-20, GM-CSF i IFN-y. Infiltrace Th17 byla pozorovéana u fady
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nadort, nicméné s ponc¢kud nejasnou roli v kontextu nddorového mikroprostiedi. Studie
popisuji jak pozitivni, tak negativni korelace mezi jejich vyskytem a dlouhodobym
prezivanim pacient [67]. U pacientek s karcinomem ovaria bylo prokazano, ze ¢asna
stadia vyvoje se vyznacuji silnou imunitni odpovédi Th17 bunc€k a naopak pokrocila
stadia onemocnéni souviseji s nizSim zastoupenim Th17 v nadoru, niz§imi hladinami
IL-17 v ascitu a pozitivné predikuji pfezivani pacientl [68]. Negativni uc¢inek Th17
lymfocytl na piezivani pacientii byl zaznamenén u solidnich nadori, napt. u karcinomu
zaludku, karcinomu prsu a hepatocelularniho karcinomu [69-71], kdy jejich vyskyt
pozitivn¢ koreloval s angiogenezi ¢i lymfangiogenezi v nadorech. Zajimava je
souvislost mezi snizenim prozanétlivé Th17 a Thl imunitni odpovédi a zvySenou
infiltraci Treg, jejimz dlsledkem je silnd imunosuprese nadorového mikroprostiedi [72].
Je zfeyjmé, Ze muze dochazet ke vzajemné konverzi mezi Treg a Th17 lymfocyty, a to
regulaci diferenciace na urovni transkripénich faktort.. Byly detekovany populace bunék
s expresi jak FoxP3, tak RORyt, s imunosupresivnim u¢inkem na protinadorovou reakci
[73, 74].

Th9 jsou prozanétlivé lymfocyty, které produkuji IL-9 a IL-10. Studie na mySich
modelech ukazala, ze transfer in vitro diferencovanych Th9 lymfocyt vedl k potlaceni
ristu nadori navozenim robustni cytotoxické CD8+ odpovédi. Pfi¢inou byla zvySena
exprese chemokinu CCL-20, ktery podporuje zanét v nddorovych tkanich a atrahuje
leukocyty (zejména CD8a a dendritické buiiky) do mista nadoru [75].

Populace Th22 lymfocytli se vyznacuje produkci IL-22 a expresi CCR10, coz
naznacuje, ze mohou migrovat do kiize, kde mohou ptispét k obrané hostitele proti
mikrobidlnim patogeniim a podporovat opravu nebo remodelaci tkané. Studie ukazuji,
ze Th22 lymfocyty mohou byt také zapojeny do patogeneze zanétlivych koZnich
onemocnéni, jako je lupénka, atopicky ekzém a alergické kontaktni dermatitidy [47].

Minoritni populace y6 T lymfocyth je charakteristickd sloZzenim TCR z
polypeptidickych fetézcli y a 6 a zaroven absenci koreceptort CD4 a CDS. Tyto buiky
se objevuji v periferni krvi pouze ve 2-5% z celkového poctu lymfocytt, ale jsou hojné
pfitomny na sliznicich a v kiizi, kde mohou zahgjit ptimou cytolyzu bungk, se kterymi
interaguji. VysS$i zastoupeni yd T Ilymfocyth je detekovano u autoimunitnich
onemocnéni, imunodeficienci, infekci a u nadorovych onemocnéni.

B lymfocyty zajistuji specifickou humoralni odpovéd’ a vystupuji také jako

APC pfi prezentaci antigenu T lymfocytlim. Jsou schopny samy pohlcovat antigen a
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poté jej prezentovat na svém povrchu v komplexu BCR s MHC gp. II tfidy. Pii této
signalizaci jsou diilezité interakce kostimula¢nich molekul CD80 a CD86 na povrchu B
lymfocytii a CD28 na povrchu T lymfocytl, dale pak CD40 u B lymfocyti a CD40L
T Iymfocytt. Aktivace B lymfocytu probihd vazbou antigenu na BCR nebo kooperaci s
Thf lymfocyty, jez rozpoznaly stejny antigen na APC. Druhy zpiisob aktivace je
povazovan za u¢inngjsi. Po aktivaci dojde k pomnozeni B lymfocyti, ¢ast se diferencuje
na plazmatické bunky produkujici protilatky. Zarovenn Th-dependentni cesta aktivace
vede ke vzniku pamétovych buné€k, urychlujici produkci imunoglobulini pii dalsim
setkanim se stejnym antigenem. Dle dostupnych dikazii mé samotna protilatkova
nadorova imunita in vivo maly vyznam. Pfitomnost protildtek byla prokdzana napf.

u pacientd s nadorem asociovanym s virem Epsteina-Baarové (EBV) [76].

1.2 Editace nadoru imunitnim systémem

Experimentalni poznatky, ze nddory formované v imunodeficitnich mysich jsou
vice imunogenni (,,editované*) ve srovnani se stejnymi typy nadord formovanych
v imunokompetentnich mysSich (,,needitované*), vedly G. P. Dunna a kol. [77]
k postulaci hypotézy editace nadoru imunitnim systémem - tzv. cancer immune editing.
Tato hypotéza predpoklada, ze imunitni systém plsobi neustalym selekénim tlakem,
ktery vede nejen k likvidaci nadorovych bunék, ale 1 k utvafeni nového imunogenniho
fenotypu nédoru. Preferencné vznikaji vybrané varianty transformovanych bunck, které
dokazi uniknout efektorovym mechanizmim imunitniho systému. Hypotéza (nékdy
nazyvana 3E zanglického elimination-equilibrium-escape) popisuje tii vzajemné
provazané faze mezi naddorovou bunkou a imunitnim systémem: eliminace nadorové
buiiky, ustanoveni rovnovahy mezi nddorovou bunikou a organizmem a Unik nadorové
buniky pied kontrolou imunitniho systému. V Casném stadiu kancerogeneze pievlada
eliminacni funkce imunitniho systému. Odpovida ptivodni myslence imunitniho dozoru,
kdy slozky adaptivni i vrozené imunity kontroluji a v idedlnim piipad€ destruuji
nadorové bunky jeSté pied klinickou manifestaci nddoru [78]. VéEtSina nadorovych
bunék je v Casnych stadiich kancerogeneze rozpozndna a zniCena, ¢ast nadorovych
bun¢k vsak ptezije a prechdzi do dalsi faze [79]. Ve fazi equilibria je imunitni systém a
nadorova burka v dynamické rovnovaze, kdy slozky adaptivni imunity kontroluji rtst

nadoru, preferencné likviduji vice imunogenni varianty nadorovych bunék, ale zaroven
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selekénim tlakem vznikaji nové genotypy sniz§i imunogenicitou, které unikaji
imunitnimu dozoru. Ustanoveni rovnovahy je nejdel§im procesem (roky az cely zivot
pacienta), ktery se klinicky shoduje s preneoplastickym onemocnénim. V této dobé je
imunitni systém schopen drzet rezidualni nadorové buiikky pod urcitou kontrolou bez
kompletni eradikace nadoru, a zdroveil zabraniovat nekontrolovatelnému ristu nebo
tvorb¢é metastdz. Stadium rovnovahy miize vyustit v uplnou eradikaci nadoru nebo v
ustaleni dynamické rovnovahy mezi aktivni imunitni odpovédi a vybranou populaci
nadorovych bunék. NejhorSim scénafem je prechod do faze Uniku, kdy je nador
imunitnim systémem jiz tolerovan, dochézi k jeho nekontrolovatelné expanzi, tvorbé
metastaz a rozvoji klinického onemocnéni [77, 80]. Z vySe popsané ambivalentni role
imunitniho systému vyplyva, Ze idedlni zahdjeni imunoterapie je v Casnych stadiich
karcinogeneze nebo ve fazi minimdlni rezidudlni nemoci (MRD, stav, kdy nadorové
buniky v organizmu pfetrvavaji i po 1é€bé a dosazeni klinické remise, mohou byt

ptic¢inou klinického relapsu).
1.3 Unikové cesty nadorovych bunék pied imunitnim systémem

Néadory unikaji vrozené a ziskané imunitni odpovédi pasivnim nebo aktivnim
zpiisobem. Pfi pasivni obrané vyuZzivaji svych unikétnich vlastnosti, pti aktivni obrané
zapojuji dalsi bunécné systémy hostitele. K nejcastéjSim unikovym mechanizmim patii
ztrata exprese MHC gp 1., anebo zména antigenniho profilu vlivem mutaci nebo deleci
genll kodujicich nddorové antigeny. Pokud nejsou produkty téchto gent potfebné pro
rist nadorovych bun€k nebo udrzeni transformovaného fenotypu, pak tyto antigen-
negativni klony ziskaji v rdmci imunoeditace selektivni vyhodu a rychle se pfemnoZi.
Soucasné muze dochazet k poruchdm v procesu prezentace antigenu v disledku mutaci
v genech kodujicich napt. B2 mikroglobulin, bunécné transportéry nebo podjednotky
proteazomu. Dal§im mechanizmem uniku nadorovych bun¢k je maskovani epitopt pred
rozpoznanim CTL napf. sialyzaci. VétSina nadorovych bun¢k navic neexprimuje MHC
gp I1., takze stimulace nadorové specifickych Th lymfocytl je omezena na spolupraci s
APC a tzv. cross-priming. Nadory jsou Casto rezistentni k apoptdze indukované vazbou
CD95 na svém povrchu a CD95L na povrchu T lymfocytl. Naopak buniky nddorového

endotelia podporuji lokalni supresi imunitni reakce interakci CD9SL, ktery navozuje
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apoptozu v infiltryjicich T lymfocytech exprimujicich CD95 tzv. nddorovym
protiutokem [81, 82].

Samotné nadorové buiiky produkuji imunosupresivni faktory, jako jsou TGF-f,
IL-10, IDO nebo vaskularni endotelidlni rastovy faktor (VEGF), které inhibuji
proliferaci, efektorové funkce makrofagt, T lymfocyti nebo DC. Porucha prezentace
antigenu na urovni DC muze vznikat ptisobenim oxidu dusnatého, ktery indukuje jejich
apoptozu, dale IL-10 a TGF- B inhibujici zrani DC nebo VEGF, ktery ptisobi inhibi¢né
na prekurzory DC v kostni dfeni.

Muze dochazet ke zvysené aktivité¢ signdlnich drah inhibitorti kontrolnich boda
imunitni reakce (tzv. immune checkpoints), coz dale potlacuje protinadorovou ¢innost
imunitniho systému. Inhibi¢ni signaly pfenaSené pies molekuly jako napi. CTLA-4
(cytotoxic T-lymphocyte antigen-4), receptor PD-1 (programmed death protein-1),
LAG-3 (lymfocyte activation gene-3), TIM-3 (T-cell imunoglobulin and mucin-domain
containing-3), maji vyznam v udrzeni homeostazy a zabranuji nechténym projeviim
autoimunity. Vazba na CTLA-4 inhibuje efektorové T lymfocyty, ale naopak zesiluje
aktivitu Tregs a jejich proliferaci. Zda se, Ze v ptipad¢€ plsobeni terapeutickych CTLA-4
blokatorti (ipilimumab, tremelimumab) je protinadorovy ucinek ¢aste¢né ovlivnén tim,
ze blokuji imunosupresivni aktivitu Tregs. Podporu ze strany hostitele predstavuji
napiiklad makrofadgy typu 2, které vytvareji mikroprostfedi pro riist nadoru svou
produkci latek podporujici angiogenezi (TGF-B, VEGF) a latek tlumicich efektorové
funkce T lymfocyth (IL-10, prostaglandin E2).
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2. CHARAKTERISTIKA A MOZNOSTI IMUNOTERAPEUTICKYCH PRISTUPU

Imunoterapie vychazi z predpokladu, Ze onkologické onemocnéni je dasledkem selhani
imunitniho systému, ktery nadorové buiiky v€as nerozpoznal a neodstranil. Diivodem muze
byt poSkozeni imunitniho systému, nizk4 imunogenicita naddoru nebo pouziti jeho
ochrannych mechanizmi (napf. produkce imunosupresivnich cytokind, zména antigenniho
profilu nadoru). Na zaklad¢ poznatki ziskanych na experimentalnich modelech se
protinadorova imunoterapie v soucasnosti koncipuje do tfi zakladnich linii vyzkumu a
terapeutického vyuziti: strategie vyuzivajici nespecifickou stimulaci imunitniho
systému; protinddorové vakciny a adoptivni bunéfnou terapii. Snahou téchto
imunoterapeutickych pfistupi je navodit efektorové mechanizmy namifené proti
nadorové tkani, které by vedly k eliminaci nddorovych bun¢k nebo ke kontrole jejich
ristu. Vzhledem k rozdilnému mechanizmu uc¢inku vySe uvedenych postupt lze
ocekavat jejich synergické protinddorové pusobeni pfi kombinovaném podavani.
Zasadni pfednosti imunoterapie oproti radio- a chemoterapii je moznost selektivni
destrukce bunék, obvykle nezavisle na jejich generacnim cyklu. Umoziiuje téz totalni
eradikaci mélo pocetnych bunéénych populaci, a v tomto smyslu nachdzi uplatnéni ve
fazi minimalni rezidualni nemoci u pacienti v kompletni remisi po cytostatické 1écbé.
Ve vybranych pfipadech lze diky vyuziti autolognich bunck pacienta ocekavat
minimalni riziko vzniku vedlejsich G¢inkd. Usp&snost imunoterapie obecné narazi na tii
druhy ptekdzek: toleranci nadoru imunitnim systémem, heterogenitu cilovych antigeni

a nedostatek efektorovych bun¢k v oblasti nadoru.

2.1 Pristupy antigenné nespecifické

Obecny mechanizmus nespecifické stimulace spo¢ivd v podpote zdkladnich funkci
imunitniho systému, nezavisle na specificit¢ nddorového antigenu. Jedna se o aplikaci
latek, které vyvolavaji zanétlivou odpovéd nebo vedou k polyklondlni aktivaci
lymfocyt. Nejdelsi zkuSenosti jsou s aplikaci Zivé vakciny Bacille Calmette-Guérin
v lécbé karcinomu mocového méchyte [83]. Oslabené mykobakterie aktivuji APC a
potazmo maji adjuvantni stimula¢ni ucinek na T lymfocyty. Mezi dal$i nespecifické
imunostimulacni metody patfi systémova aplikace imunomodula¢nich cytokint jako

napt. IL-2 nebo interferonu o (IFN-a) [84, 85], které mohou navodit zvySenou
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cytotoxickou aktivitu efektorovych T lymfocyti a NK bunék. Rekombinantni forma
IL-2 (aldesleukin) se v kombinaci s [FN-a stala jednou z metod 1€cby metastazujiciho
adenokarcinomu ledviny nebo maligniho melanomu. Systémova aplikace IFN-a se
vyuziva v 1écbé hematologickych malignit. Pouziti vySe zminénych cytokini v klinické
praxi je velice ucinné, nicméné u pacienti je doprovdzeno limitujicimi zévaznymi
vedlej§imi projevy. Proto se u nékterych nadorit pouziva lokalizovana perfuze oblasti
snadorem cytokinem TNF-a v kombinaci s chemoterapeutiky, naptf. u sarkomu

mékkych tkani [86].

2.2 Pristupy antigenné specifické

Specificka stimulace vyuziva efektorovych bunck nebo protilatek cilenych na vybrany
antigen, s rychlym, vétSinou vSak kratkodobym ucinkem. Nejrozsifenéjsi formou
specifické imunoterapie je 1écba monoklonalnimi protilatkami. V soucasné dobé se
rutinné pouziva nékolik protinadorovych terapeutickych monoklonalnich protilatek
cilenych proti nddorovym antigeniim (napf. trastuzumab, anti-Her2 Neu monoklondlni
protildtka pouzivand v 1é€b¢é karcinomu prsu a zaludku, cetuximab monoklonalni

protilatka proti EGFR pouzivana v 1é€bé karcinomu hlavy, krku a kolorektalniho

karcinomu nebo rituximab, monoklondlni protilatka proti antigenu CD20 B-lymfocytt

pouzivand v 1€¢bé malignit z fady B [87]). Cilena 1é€ba monoklonalnimi protilatkami
muze aktivovat mechanizmy bunécné cytotoxicity zavislé na protilatkach a cytotoxicity
zprostitedkované komplementem (tzv. CDC - complement dependent cytotoxicity).
Vysledkem je eliminace populaci bunck, které nesou pfislusny nadorovy antigen.
Kromé samotnych monoklonalnich protilatek 1ze vyuzit i jejich konjugati s ucinnymi
toxiny (tzv. imunotoxiny, ev. antibody-drug conjugates, ADC) nebo radioizotopy (tzv.
radioimunotoxiny). Pro terapeutické ucely jsou jiz nyni schvéaleny desitky
monoklonélnich protilatek vcetné ADC, znichz celd fada je v rlznych stadiich
klinického vyvoje.

Dalsi formou je tzv. adoptivni T bunétna terapie. Jedna se o ex vivo expanzi
nadorové specifickych T lymfocytl, které jsou ziskavany z periferni krve ¢i pfimo z
nadorové tkan€ pacienta, a jejich vraceni zp&t pomoci nitroZilni infuze [88]. Této

problematice se podrobné&ji vénuje samostatna kapitola 4.2.
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Ve snaze indukovat specifickou imunitni odpovéd’ proti nddorovym antigentim se testuji
i rizné druhy nddorovych vakcin. V soucasné dob¢ se vyrazné uplatituji profylaktické
vakciny proti nadorim virového ptvodu, rychly pokrok lze pozorovat i pfi vyvoji
terapeutickych protinadorovych vakcin. Je mozné podat jednoduché peptidové vakciny
az po komplexni bunécéné systémy s vyuzitim dendritickych bunc¢k pulzovanych
nadorovou RNA, autolognimi tumory, nebo nadorovymi liniemi (viz kap. 3). Cilem
vakcinace je indukovat protinadorové CTL, skrze DC zvySenim exprese nadorovych
antigent, ptipadné MHC gp. a kostimula¢nich molekul. Nespornou ptednosti vakcin je 1
skuteCnost, ze mohou vést ke vzniku imunologické paméti zprostiedkované
pamétovymi T a B lymfocyty. Tato zajistuje po dalSim kontaktu s nadorovym
antigenem rychlou aktivaci specifické protinddorové imunity, coz miize v dobé, kdy je
malignita jeSt€ omezena na relativné nizky pocet bun¢k, vést k jeji eradikaci. Pomérné
nad¢jné vysledky piindsi strategie tzv. ,,prime-boost vakcin aplikovand naptf. u
pacientll s rezistentnim karcinomem prostaty za pouziti kombinované vakciny
Prostvac-VF [89]. Aplikace vakciny ma dvé faze. Prvnim krokem je poddni DNA
vakciny na bazi plazmidové DNA kédujici nddorovy antigen a kostimulaéni molekuly
(prime), ktery zajisti vznik nadorové specifickych CTL. Druhym krokem je podani silné
imunogenniho virového vektoru kodujici identicky néddorovy antigen (boost), ktery by
mél vyustit v expanzi jiz existujiciho protinddorového klonu CTL. Povzbudivé vysledky
pfinesla faze II. studie s vyuzitim virového vektoru exprimujici MUC-1 antigen
(vakcina TG4010) u pacientl s karcinomem prsu, prostaty, ledvin a plic [90]. Nicméné&
ve fazi IIl. se G€innost neprokazala ani u vakciny Prostvac, ani u vakciny cilici antigen
MUC-1.

Zvlastnim piikladem jsou vakciny pfipravené pomoci tzv. onkolytickych virh
(viry, které se ptirozené nebo v disledku genovych manipulaci selektivné mnozi v
nadorovych buiikdch a lyzuji je). Takto rozruSené nddory vyvolavaji silnou imunitni
reakci, a navic jsou schopny piimo infikovat a ni¢it nadorové bunky a jejich
imunosupresivni mikroprosttedi [91]. V genové terapii se téz pouzivaji bunécné
terapeutické vakciny, tedy bunécné linie odvozené z nadorli, které byly ex vivo
modifikovany vnesenim gend kodujicich imunostimulacni faktory, pfipadné dalSich
genll. K modifikacim se pouziva gent pro cytokiny (napf. IL-2 a GM-CSF), chemokiny
(napt. MCP 1) a kostimula¢ni molekuly (jako jsou B7.1 ¢i B7.2). K terapeutickym

zasahlim se daji pouzit jak autologni, tak alogenni buiiky. Do klinické praxe se zatim
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z vyse uvedenych dostal pouze onkolyticky herpes-virus v preparatu T-VEC v terapii

maligniho melanomu [92].
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3. PROTINADOROVA IMUNOTERAPIE POMOCI DENDRITICKYCH BUNEK

Potencial terapeutického vyuziti dendritickych bunck k vakcinaci se zaklad4 na jejich
schopnosti vyznamné regulovat imunitni reakce ana novych technikidch kultivace
umoznujici produkei velkého mnozstvi DC in vitro. Zralé dendritické bunky predstavuji
nejucinngjsi APC se schopnosti aktivovat naivni nediferencované T lymfocyty, a tim
zahajit primarni imunitni odpovéd’. Diky tomuto je u DC predpokladan vysoky
potencidl v 1écbé nadorti, v souCasné dob¢ hlavné u zbytkového nadorového
onemocnéni, které nereaguje na standardni 1écbu, a které mize byt zodpovédné za
recidivu onemocnéni [93]. DC se vyuzivaji pfedev§im ve formé vakcin, jejichZ cilem je
pfekonat nefunkénost nebo absenci endogennich dendritickych bunék manipulaci
autolognich DC in vitro za tucCelem posileni T bunécné protinadorové odpovédi.
Utinnost vakciny zavisi nejenom na cilovém nadorovém antigenu, ale i na schopnosti
organizmu UspéSné piekonat mechanizmy imunotolerance a vytvoieni dostate¢né
populace efektorovych a pamétovych bunék. Ze zavéri provadénych studii lze
vysledovat, ze indukce imunity proti nadorovym antigeniim se da velmi ¢asto prokazat

testy in vitro, nicméné klinickéd odezva je podstatné vzacnégjsi.

3.1 Charakterizace stadii a subpopulaci dendritickych bunék

Dendritické buiiky predstavuji diileZity spojovaci ¢lanek mezi mechanizmy vrozené a
adaptivni imunity diky nespecifickému odstrafiovani patogenti/abnormalnich buné&k
resp. diky specifické imunitni reakci proti antigenu, zprostiedkovanou T a B lymfocyty.
Vznikaji z progenitorovych bunék v kostni dieni a v nezralém stadiu sidli v perifernich
tkanich. Nezralé DC (iDC) se specializuji na zachytavani, zpracovani a prezentaci
antigenu, a vykazuji nizkou expresi kostimula¢nich molekul. Z tohoto divodu
neposkytuji dostatecné silné aktivacni signaly T lymfocytim, coz mize vést k
jejich anergii, deleci antigen specifickych T lymfocyti nebo vzniku Treg [94].
Schopnost DC indukovat za urcitych okolnosti toleranci k danému antigenu je
pfedmétem zkoumani v oblasti potencidlni imunoterapie stavl piecitlivélosti, a to jak k
exogennim antigenim (alergie), tak k endogennim antigenim (autoimunitni
onemocnéni). Skrze povrchové receptory oznaCované jako PRR (pattern recognition

receptors) rozpoznavaji vysoce konzervované patogenni struktury (tzv. PAMP,
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pathogen-associated molecular pattern). Mezi PRR patii manoézovy receptor,
galaktozovy receptor, Toll-like receptory (TLR), receptor CD14, scavenger receptory,
ale také tieba cytosolické Nod-like receptory. Po stimulaci zprostfedkované zanétlivymi
signaly a vazbou PAMP podstupuji dendritické buiikky proces zrani. V klinickych
protokolech je nejcastéji maturacnim koktejlem smés prozanétlivych cytokint IL-1j,
TNF, IL-6 a PGE-2. Experimentdln¢ se pouziva napt. kombinace IFN-y a LPS nebo tzv.
,»0-type-1 polarizing® koktejl obsahujici TNF-a, IL-1B, IFN-a, IFN-y a poly I:C. Zralé
DC exprimuji kostimula¢ni molekuly CD80 a CD86, CD40, MHC gp., chemokiny a
adhezivni molekuly umoziujici vznik imunologické synapse. V zavislosti na ligandu
produkuji cytokiny (heterodimer IL-12, IL-12 p70, IL-1B, IL-6) a migruji do
sekundérnich lymfoidnich orgént, kde aktivuji antigen-specifické T lymfocyty. Kromé
prezentace exogennich antigenli na MHC gp. II jsou DC schopny zkiizené prezentovat
exogenné zachycené antigeny v komplexu s MHC gp. 1. Takto mohou DC prezentovat
TAA CDS8 + T lymfocytim, coz je €ini zvlasté zajimavymi pro imunoterapii nadora.

Mezi DC lze rozlisit fadu vyvojové a funkéné odliSnych subpopulaci, jez
muzeme diky vysoké heterogenité¢ klasifikovat na nékolika urovnich. Dle typu
prekurzoru, ze kterého se diferencuji, Ize rozlisit DC odvozené z monocyti (CD14+
DCs), plazmacytoidni DC (pDCs) a myeloidni DC (mDC), téz oznaCované jako
konvenéni. Rozdily populace vykazuji i1 podle anatomické lokalizace (napf.
Langerhansovy builky). Plazmacytoidni DC jsou vyznamnymi producenty interferont
typu I v reakci na virové nukleové kyseliny vazané na TLR 7 a TLR 9, coz ve vysledku
podporuje ptreménu v U¢inné APC a aktivaci CD8 + T lymfocytd. Sekretované
interferony dale aktivuji NK a NKT bunky. Hlavnim identifikacnim znakem pDC je
exprese receptoru pro IL-3 (CD123), dale molekula BDCA2, CD4 a fenotyp CDllc,
CD13, CD33. Rustové faktory piedstavuji CD40L a IL-3.

Lidské myeloidni DC jsou charakteristické expresi molekuly CD11c. V lidské
periferni krvi Ize identifikovat dva typy mDC — populaci CD11¢"CD1a"BDCA-17, ktera
je prekurzorem Langerhansovych bunék [95]. Druhd populace je charakterizovana
fenotypem CDI11¢'CD1aBDCA-3", ktera je prekurzorem intersticidlnich DC [96].
Intersticialni DC jsou nejpocetnéjsi populaci myeloidnich bunék lokalizovanou témet ve
vSech tkanich a orgénech. Exprimuji markery CD14 a CD68. Pokud jsou vmezefeny
mezi keratinocyty v epidermis, jedna se o tzv. Langerhansovy bunky, které exprimuji na

svém povrchu znak CD1a langerin (CD207).
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V mikroprostfedi nékterych solidnich nddorG (napf. karcinom prsu, kolorektalni
karcinom, karcinom plic, ledvin, hlavy a krku, mo¢ového méchyie) lze detekovat tzv.
tumor infiltrujici DC (TIDC; tumor-infiltrating dendritic cell). Dle typu nadoru je
infiltrace TIDC asociovana s hor§i nebo lepsi prognozou. Napiiklad pacienti s
kolorektalnim karcinomem a vysokym pocétem TIDC vykazovali kratsi celkové preziti
nez pacienti s nizkym poctem TIDC. Naopak infiltrace TIDC u pacienti s melanomem

piizniveé korelovala s jeho regresi [97].

3.2 Zpusoby vyuziti dendritickych bunék v imunoterapii nadorovych

onemocnéni

Existuje tfada imunoterapeutickych protokoli pro piipravu DC. Cesta k ziskani
dendritickych bun¢k zacina nejcastéji izolaci hematopoetickych CD34+ z krve pacienta,
nebo ex vivo diferenciaci z monocytil za ptitomnosti cytokinid (pfedev§im faktoru
stimulujiciho riist granulocytl a makrofagi, GM-CSF, v kombinaci s IL-4, IFN-a nebo
IL-15). Takto ptipravené DC jsou ex vivo pulzovany antigenem, v pfipadé karcinomu
prostaty to mize byt prostaticky specificky antigen (PSA), prostatické kysela fosfatdza
(PAP), prostaticky specificky membranovy antigen (PSMA) nebo antigen prostatickych
kmenovych bun¢k (PSCA). Antigen mtze byt podan ve form¢ peptidu, celého proteinu
(ktery je po zpracovani prezentovan T lymfocytliim) nebo ve form&é€ mRNA kodujici
dany antigen. Vyhodou takto vyvolané imunitni reakce je jeji specificita — reakce je
zamé&fena pouze proti antigenim piitomnym v tumoru. Naopak limitaci peptidovych
vakcin je HLA restrikce umoziujici podani vakciny pouze pacientim
disponujicim pfislusSnou HLA alelou. Ptikladem je peptidova vakcina testovand v
klinické studii faze I., ve které byly pouzity autologni DC pacienta pulzované
HLA-A0201 specifickym PSMA peptidem [98]. Sir$i spektrum antigenti poskytuji DC
pulzované usmrcenou nadorovou buiikou (nekrotickou ¢i apoptotickou) nebo extraktem
nadorové RNA. U téchto druhii vakcin hrozi riziko rozvoje autoimunitni reakce vici
antigentim, které jsou exprimovany i na jinych tkanich v téle. Stavajici vakciny na bazi
peptida prednostné aktivuji CD8 + T lymfocyty (vétSinou s HLA-A2 restrikci), které
jsou schopné piimo zabijet nadorové burnky, nicméné bez pomoci CD4 + T lymfocytl
maji pouze omezenou zivotnost. Oproti tomu proteinové vakciny u€inn€ indukuji

CD4 + T lymfocyty s MHC II. restrikci, ale jsou méné tc¢inné pii indukci CD8 + CTL
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[93]. Soucasné poznatky ukazuji, Ze pro protinadorovou imunoterapii je zddouci plné
zraly fenotyp DC, tj. s vysokou expresi CD80, CD86, CD83 a MHC typu II, produkei
IL-12p70, s vysokou migracni schopnosti a indukci cytotoxické protinadorové odpoveédi
[99], a naopak nezddouci je produkce IL-10, ktery pfispiva k vyvoji Treg, k indukci
tolerance na prezentovany antigen a k supresi imunitni odpovédi [100].

Jednou ze zésadnich praci, které piinesly pionyrské vysledky v imunoterapii
karcinomu prostaty, je studie s preparatem Sipuleucel-T (Provenge) [101]. V této studii
byla pacientim ve stadiu hormonélné refrakterniho karcinomu prostaty aplikovana
autologni vakcina piipravend in vitro kultivaci antigen-prezentujicich bun¢k s fuznim
proteinem GM-CSF a PAP, ktera je siln¢ exprimovana u vice nez 90 % bunck
karcinomu prostaty. Faze III. studie prokédzala prodlouzeni medianu piezivani pacientil
0 4,1 mésice a Provenge se stal prvni imunoterapeutickou vakcinou, ktera byla
schvalena kontrolnim ufadem FDA (Food and Drug Administration) pro 1é¢bu
karcinomu prostaty v USA. Na podobném principu byla pfipravena vakcina Lapuleucel-
T s fiznim proteinem obsahujicim sekvence ERBB2/Her-2 Neu, kterd je v klinickych
testech ucinna v 1€¢be pacientii s karcinomem prsu [102].

Ve III. fazi klinickych zkouSek hodnotici Uc€innost a bezpecnost se nachazi
terapeutickd  protinadorovda  vakcina s pracovnim nazvem DCVAC/PCa
(NCTO02111577), zalozend na DC pulzovanych nadorovou bunécnou linii LNCap.
Ptipravek je srovnavan s placebem u muzii indikovanych k chemoterapii metastatického
kastra¢né rezistentniho karcinomu prostaty.

Nova generace vakcin je zalozena na dendritickych bunkach produkujicich
interleukin-12, ktery polarizuje imunitni odpovéd ve sméru pomocnych Thl a
cytotoxickych T lymfocyti [103]. Vysledky na mySich modelech ukazuji, ze takto
ptipravené DC maximalizuji protinadorovou reakci imunitniho systému.

Diilezitym aspektem vakcinace DC je zpiisob aplikace a pocet dendritickych
bunék v davce vakciny. Nejcastéji je vakcina podavana subkutdnné nebo intraven6zné,
coz s sebou piindsi omezeni v podobé nizkého procenta injikovanych bunek, které jsou
schopny doputovat do lymfatickych uzlin. Dosazené vysledky publikovanych studii
Casto zkresluje skuteCnost, ze vakciny jsou podavany pacientim v pokrocCilé fazi
onemocnéni, a u kterych selhaly jiné zplisoby terapie. Je vysoce pravdépodobné, ze by
tato forma imunoterapie byla U¢inngjsi v pocatecnim stadiu nemoci, nicméné optimalni

strategie vyuziti DC k 1é¢bé nadort se stale hleda.
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4. PROTINADOROVA IMUNOTERAPIE ZALOZENA NA PRINCIPECH

ADOPTIVNIHO TRANSFERU TUMOR SPECIFICKYCH T LYMFOCYTU

V ramci aktivni bunécné imunoterapie je soucasny vyzkum orientovan na moznost
terapeutického vyuziti tzv. adoptivniho bunécného transferu antigen specifickych
T lymfocytl, ktery predstavuje doplnéni imunitniho systému pacienta ex vivo
modifikovanymi a aktivovanymi imunitnimi efektory. Zdrojem transferovanych
lymfocyth mize byt pfimo nadorova tkan (TILs), nebo periferni krev (tzv. lymfokine-
activated killer cells, LAK) ¢i lymfatické uzliny, zejména po indukéni terapii
protinddorovymi vakcinami. In vitro expanze a polyklondlni aktivace tumor
specifickych lymfocytl se nejéastéji provadi pomoci monoklonalni protilatky anti-CD3,
kterd simuluje antigenni signal pfes TCR. Stejného Uc¢inku lze dosdhnout i pomoci
kombinace protilatek anti-CD3 a anti-CD28 [104]. Vyhodou manipulace s buitkami ex
vivo je fakt, ze umoziiuje obejit endogenni regulacni mechanizmy a vyhnout se
moznému supresivnimu vlivu naddorového mikroprostiedi. V ACT protokolech jsou
nejcastéji generovany vysoké pocty (az 10'") antigen specifickych CTL nebo TILs
bunck [88]. K expanzi bunék se vyuzivaji vysoké davky IL-2, ktery je autokrinnim
rustovym faktorem T lymfocytl a jehoz ptfitomnost prodluzuje délku trvani bunécné
odpovédi, a zvysSuje tak ucinnost ACT terapie. Prvni dikazy o ucinnosti adoptivni
bunécné terapie byly publikovany v nékolika klinickych studiich jiz v devadesatych
letech minulého stoleti. Jednalo se o podani déarcovskych lymfocytli pacientim s
relapsem chronické myeloidni leukemie po alogenni transplantaci kostni dfenég, které
vedlo u vétSiny pacienti ke kompletni remisi onemocnéni [105, 106]. Podobny efekt
této metody byl také zaznamenan v 1é¢be pacientd s EBV-asociovanymi malignitami, s
relapsem leukémie po transplantaci kmenovych bun¢k a v ne¢kterych piipadech v 1écbé
metastatického melanomu [107]. Za historicky milnik bunécné imunoterapie lze
povazovat rok 2017, kdy FDA poprvé schvélila pro komeréni pouZiti genovou terapii
pomoci T lymfocytl exprimujicich chiméricky antigenni receptor (CAR) (pfipravek
Tisagenlecleucel, komeréni ndzev Kymriah) v 1écb¢ détskych pacientli s akutni
lymfoblastickou leukémii a pfipravek axicaptabene ciloleucel (komeréni néazev
Yescarta) pro 1écbu difuzniho velkobunééného B lymfomu. Jednotlivé ACT pftistupy

jsou podrobnéji rozebrany v nasledujicich kapitolach (viz kap. 4.2).
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4.1 Imunitni reakce zaloZené na T lymfocytech

Protinadorovd imunitni odpovéd” ma charakter adaptivni imunity, protoze vykazuje
specificitu, imunologickou pamét’ a je uskute¢fiovana zejména T lymfocyty. Vyvoj T
lymfocyti probiha pfedev§im v thymu z prothymocytt, které tam vycestovaly z kostni
dfené béhem prenatalniho vyvoje. V kortexu thymu probiha pozitivni selekce, piezivaji
pouze buiiky schopné vazat MHC molekuly vlastni danému jedinci (zhruba 10-30 %),
poté navazuje v kortikomedularni Casti negativni selekce, kdy jsou eliminovany
potencialné autoreaktivni buiiky, které vazi MHC molekuly s vlastnimi peptidy vysokou
afinitou [108]. Na zaklad€ fenotypovych znakd miizeme u CD8+ a CD4+ lymfocytl
rozliSit matura¢ni faze podle exprese CD28 a CD45R0 na naivni CD28+CD45R0-, Tcm
(central memory T cell) CD28+CD45R0+, Tem (effector memory T cell)
CD28-CD45R0+a Ttp (terminally differentiated T cell) a CD28-CD45R0-T lymfocyty.
Podle ptitomnosti znaku CCR7 lze dale odlisit naivni a centralni pamétové T lymfocyty
od stadii Tem a T1p, jeZ expresi tohoto znaku ztraceji.

Zahijeni T bunécné odpovéedi proti nddorovému antigenu nastava v situaci, kdy
nador syntetizuje neo-antigeny, které jsou nasledné rozpoznany a prezentovany naivnim
T lymfocytim dendritickymi buiikami aktivovanymi v zanétlivém prostredi. Jedna se o
»hefyziologické proteiny, které normalni buiika neprodukuje - tzv. antigeny specifické
pro nadory (TSA; tumor specific antigen), nebo které v téle plni svoji fyziologickou
funkci, ale jsou produkovany v jiném mnoZzstvi popft. jiné fazi ontogenetického vyvoje —
tzv. antigeny asociovan¢ s nadory (TAA; tumor associated antigen). V ramci
imunoterapie se Casto vyuZivaji tzv. nadorové testikularni antigeny, napi. MAGE-A1,
NY-ESO-1, k jejichz expresi dochdzi krom& nadorli pouze v germindlnich buiikach bez
exprese MHC 1. a MHC II. [109].

Prvni krok reakce je doprovazen utlumem periferni tolerance k naddorovym
antigenim diky prozanétlivym cytokinim a dalS$im produktim uvolfovanym
z rozpadlych nddorovych bunck. Samotnd aktivace naivnich T lymfocyt probihd ptes
vazbu specifického TCR na MHC molekuly s navdazanym antigennim peptidem na
povrchu APC (aktivované¢ DC, makrofagy nebo B lymfocyty). Vazba spolu se
signalizaci kostimulacnich molekul CD28, 0X40, 4-1BB, CD27 a GITR navozuje v
naivnich CD8+ T lymfocytech prosttednictvim NF-kB drdhy expresi perforinu,
granzymu a efektorovych cytokinii IL-2 a IFN-y. Soubézné signalizace pies TCR
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aktivuje  Ras-MAPK a PI3K-Akt-mTOR drdhy, které spousti metabolické
reprogramovani a regulaci exprese gent indukujicich anergii.

Tyto zmény plné¢ aktivuji T bunécnou odpoveéd’, sekreci prislusnych cytokina
vcetné IL-2, ktery indukuje proliferaci T lymfocytti a vznik klonalnich efektorovych,
aktivovanych CTL lymfocytl. Stadium aktivovanych T lymfocyti je provézeno expresi
HLA-DR, CD69 a CD2S5. V piipadé naivnich pomocnych CD4+ zptsobi IL-12
produkovany DC jejich diferenciaci na Thl lymfocyty. Thl v oblasti nadoru produkuji
napt. TNF a IFN-y a spolen¢ s cytotoxickymi CD8+ T lymfocyty se podileji na
eliminaci transformovanych bunék.

T lymfocyty, které byly aktivovany ve spadové uzlin€, migruji zpét do mista
primdrniho nadoru. Jakmile jsou tyto buiikky aktivovany, uz nevyzaduji druhy
kostimulaéni signal, ale sta¢i jim rozpoznani MHC antigenu s navazanym peptidovym
fragmentem, coz vede k expanzi nadorové specifického klonu CTL. Vysledkem je
napadeni nadorové buiky a v idedlnim piipadé jeji likvidace indukci apoptozy
(degranulaci cytotoxickych granul nebo vazbou Fas-FasL). Cast aktivovanych
T lymfocytd se na konci imunitni odpovédi diferencuje v tzv. pamétové T lymfocyty,
které jsou schopny rychlejsi a siln€j$i reakce v ptipad¢ opétovného setkani s antigennim
peptidem.

Jak CD8+, tak CD4+ T lymfocyty mohou byt navic aktivovany pomoci
dendritickych bunék, které pohltily nddorové antigeny a prezentovaly je T lymfocytim
na MHC 1. resp. MHC II. gp. (tzv. ,cross-presentation”). Tim jsou selektovany
populace T lymfocytl specifické k nadorovym antigentim, a které pti dalSim setkani s

nadorovou buiikou nepotiebuji kostimulacni signaly.
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4.2 Adoptivni T bunééna terapie

4.2.1 Imunoterapie malignit asociovanych s viry pomoci cytotoxickych T

lymfocytu

Pilotni studie adoptivniho bunécného transferu se snazily charakterizovat fenotypové a
funk¢ni vlastnosti T lymfocyti, které ovliviuji uspéSnost 1écby. Bylo prokazano, ze
cytotoxické CD8+ T lymfocyty v kooperaci s CD4+ T lymfocyty jsou schopny
specificky rozpoznat nadorovy antigen, a mohou tak cilené ptisobit na nadorové bunky.
Vyznamny pokrok byl ucinén také diky identifikaci fady nadorovych antigenil
exprimovanych na lidskych tumorech. Experimentélni prace poukazaly na vyznamnou
asociaci mezi aviditou T lymfocytt k nadorovému antigenu in vitro a efektivitou ACT
terapie in vivo [110, 111]. Pfi adoptivni terapii cytotoxickymi T buiikami jsou
lymfocyty senzitizovany danym nadorovym antigenem in vitro nebo in vivo. Proces
dale pokracuje selekci tumor-reaktivnich CTL a jejich expanzi na terapeuticky
vyznamné mnozstvi. NejlepSich vysledki adoptivniho transferu CTL bylo dosaZeno
v 1é¢beé a prevenci virem-asociovanych malignit. Infekce virem Epsteina-Baaroveé, pii
niZ je replikace viru kontrolovdna specifickymi CTL, pfedstavuje riziko vzniku
imunoblastického lymfomu u pacientli po alogenni transplantaci kostni diené. Aplikace
EBV- specifickych lymfocytl vedla k rejekci lymfomu a obnoveni imunitnich reakci
namifenych proti EBV [112, 113]. CTL byly také uspéSné¢ pouZity v prevenci
komplikaci zptisobenych infekci cytomegalovirem (CMV). Tato oportunni infekce se
vyskytuje u pacientll po alogenni transplantaci a koreluje s absenci CMV- specifickych
T lymfocyti. Adoptivni transfer CMV- specifickych CTL klonli izolovanych z dérce
transplantatu umozni restaurovat imunitu viaci cytomegaloviru [114], a zabranuje tak

posttransplantacnim komplikacim.

4.2.2 Terapie tumor infiltrujicimi T lymfocyty

Zdrojem bunék pro adoptivni transfer jsou v tomto ptipad¢ nativni tumor infiltrujici T
lymfocyty izolované ptfimo z nddorové tkané (obr. 1). Izolované lymfocyty by mély byt
jiz naddorové specifické, nicméné Casto jsou jejich efektorové funkce utlumeny vlivem

nadorového mikroprostiedi a ke své aktivaci vyzaduji vhodny stimul napt. ve forme
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cytokinti. Proto pfed reinfuzi pacientovi mohou byt TILs in vitro dodate¢né
manipulovany a nasledné¢ pomnozeny (az tisicindsobn¢, vétSinou metodou REP, rapid
expansion protocol). Potencial adoptivniho transferu TILs byl v minulosti prokdzan na
zvitecich modelech [115], nicméné¢ humanni klinické studie, az na vyjimku [116] moc
uspésné nebyly [117, 118]. Otazkou byla diskrepance nélezii a nejvice diskutovanym
divodem byla kratka doba ptezivani transferovanych bunék in vivo. Posun nastal az po
zavedeni lymfodeple¢nich rezim pied samotnou aplikaci ACT. U c¢asti pacientd
s metastatickym melanomem, ktefi ptfed adoptivnim transferem podstoupili non-
myeloablativni chemoterapii (cyklofosfamidem a fludarabinem) a byla jim podéna
vysoka davka IL-2, dosahuje pocet objektivnich 1é¢ebnych odpovédi véetné kompletni
regrese naddoru az 50% [119-121]. Tento rezim u pacientdl navodil piechodnou
myelosupresi a kratkodobé eliminoval lymfocyty cirkulujici v ob&hu. Pacientim se
nasledn€ obnovila aktivita a funkce kostni dfen¢ a jejich lymfocytarni profil se po 2-3
tydnech po chemoterapii uvedl do ptuvodniho stavu [122, 123]. Nicméné¢ nutnost
soucasného podani vysokych davek IL-2 souvisela s fadou nezadoucich ucinkii. Ty byly
odstranény, jestlize se davka IL-2 pottebna pro dlouhodobé pteziti TILs in vivo, snizila
na koncentraci 500-1000 IU a byla poddna subkutanné [124, 125]. Nedavné vysledky
naznacuji, Ze u¢innou alternativou namisto IL-2 muze byt aplikace INF-a predchazejici
transferu TIL [126]. Pfiznivy lécebny efekt pozorovany u pacienti s malignim
melanomem ziejm& souvisi s vys§i imunogenicitou oproti jinym solidnim nadorGm.
V soucasnosti je testovan efekt TIL terapie u nddorti s metastazemi (karcinom prsu,
ovaria, kolorektalniho karcinomu, glioblastomu a karcinomu slinivky) v rozsahlé II. fazi
klinické studie (clinicaltrials.gov, NCT01174121). Vyuziti TILs pro adoptivni transfer
pfinasi nékolik vyhod: bunky nepodléhaji zddnym genetickym zméndm b&hem jejich
expanze a zaroven si zachovavaji vysoky stupen specifické protinddorové reaktivity
[127, 128]. Tato metoda mé vSak i sva technicka omezeni: od kazdého typu nadoru
nelze ziskat vzorek tkdné, navic pouze 30-40 % bioptickych vzorkli poskytuje T
lymfocyty vhodné ke kultivaci [129]. Limitujicim faktorem je také dlouhd kultivacni
doba potiebna pro produkci dostatecného mnozstvi TILs. Terapie se tak stdva casové a
finan¢n€ naro¢na, coz lze povazovat za hlavni omezeni aplikace v Sir$i klinické praxi.
Na druhé strané je zajimavé uvést i druhy pohled na TILs, a to s ohledem nejen na jejich
terapeutické vyuziti. Publikované studie na ovaridlnim a kolorektalnim karcinomu

prokdzaly, Zze pfitomnost tumor infiltrujicich lymfocytl v nadorové tkani pozitivné
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koreluje s dobou prezivani pacienti a ze na zakladé¢ charakterizace infiltratu

imunokompetentnich bun¢k je mozné predikovat relaps onemocnéni.

Reinfuse post-
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Obr. 1: Obecné schéma adoptivniho T bunééného transferu autolognich TIL.

Culture with
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Prevzato z [88].

4.2.3 Terapie geneticky modifikovanymi T lymfocyty

V ptipadech, kdy naddor nemtiZze slouZit jako primarni zdroj bungk, se zkousi technika
genetické modifikace T lymfocytt (obr. 2). Transferované T lymfocyty jsou upraveny
in vitro transdukci pomoci virového vektoru, ktery vnese do genomu T lymfocytd
sekvenci DNA kodujici modifikovany povrchovy receptor. Takto modifikovany T
lymfocyt exprimuje aff TCR heterodimer, s Zadanou specificitou a aviditou
k nddorovému antigenu. Prvni studie se zaméfily na adoptivni transfer T bunck s
receptorem pro MART-1 a gpl00 antigen. 20-30 % pacientli s metastatickym
melanomem vykazovalo objektivni klinickou odpovéd’, bohuzel i fadu nezadoucich
reakci (vitiligo, akutni uveitida) [130]. Pozitivni efekt ve smyslu infiltrace
transferovanych T bunék do koZni i nadorové tkané byl pozorovan po podani
autolognich CD8+ lymfocyta cilenych na nadorovy antigen MART-1 spolu s nizkou
davkou IL-2 [131]. Yee a kol. tak pfinesli prvni ditkazy o tom, Ze transferované CTL se
in vivo ptrednostné lokalizuji do mist s cilovym antigenem v nadorové i normalni tkani.

Tento vysledek potvrdila faze 1. klinické studie u metastatického melanomu, kterd
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detekovala MART-1 reaktivni T lymfocyty v mistech nadoru pomoci specifickych
tetramertl. Indukovana klinickd odpovéd’ byla zaznamendna u tii z jedenacti pacienti, u
kterych klony CTL perzistovaly v periferni krvi né€kolik tydnl po adoptivnim transferu
[132]. Povzbudivych vysledki ptineslo nékolik praci s pouzitim TCR proti antigentim
NY-ESOI [133, 134], MAGE-AL1 [134] a MAGE-A3 [135, 136].

Soucasnym trendem je adoptivni transfer pomoci T lymfocytid exprimujicich
chimericky antigenni receptor (CAR), ktery ke své aktivaci nevyzaduje vazbu
nadorového antigenu na molekuly MHC [137] a umoziuje signalizaci bez nutnosti
APC. CAR T lymfocyty je mozné pfipravit nejen z vlastnich lymfocyti pacienta, ale je
mozné modifikovat i alogenni lymfocyty darcovského ptivodu u pacientd po alogenni
transplantaci kostni diené. Fuzni genovy konstrukt vneseny do T lymfocytu koduje
transmembranovy protein skladajici se ze dvou casti. Extracelularni ¢éast je tvofena
variabilni doménou monoklonalni protilatky (scFv), kterd zajistuje specifickou vazbu
antigenu. Struktura intracelularni ¢asti receptoru prosla nékolika stupni vyvoje. Prvni
generace CARs (zvana ,, T bodies*) méla intracelularni signaliza¢ni doménu z CD3&
fetézce nebo FceRlIy. Vyuziti téchto konstruktii v§ak neprokazalo vyznamnéjsi klinicky
pfinos. Druhé generaci byly pro zlepSeni aktivaniho signalu pfidany cytosolické
domény z riznych kostimula¢nich receptori (napt. CD28, 4-1BB)[137]. Cely konstrukt
tak ziskal pfednosti cilené specificity monoklonalni protilatky a zaroven schopnost
aktivovat T lymfocyty svymi kostimulaénimi doménami. CARs této generace jsou
experimentalné¢ vyuzivany napt. v 1écbé chronické lymfatické leukémie, akutni
lymfatické leukémie nebo folikularniho lymfomu, a nejcastéji cili proti antigenu CD19
[138-140]. Vyuziva se i kombinovana imunoterapie zahrnujici CAR T lymfocyty a anti-
CD20 protilatku nebo CARs s kombinovanou specificitou (napf. proti CD19 a CD22
antigenim). Vysledky studii prokazuji klinicky terapeuticky efekt nejenom ve stadiu
MRD, ale i pii méfitelné nadorové mase. Uinnost 1é&by se ovéfuje také u solidnich
generace zaznamenaly dva vySe zminéné 1éCivé piipravky - axicabtagen ciloleucel
(Yescarta) spolecnosti Gilead a tisagenlecleucel (Kymriah) spole¢nosti Novartis, které v
roce 2018 obdrzely evropskou registraci. Pfipravek Yescarta je indikovan k lécbé
dospélych pacientii s relabujicim nebo refrakternim difuznim velkobunécnym
B lymfomem (DLBCL) a s primarnim mediastindlnim velkobunéénym B lymfomem

(PMBCL) po dvou ¢i vice liniich systémové 1écby. Pripravek Kymriah je uren pro
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1é¢bu B-ALL u jedinct do 25 let véku a k 1écbé dospélych s DLBCL. V pokrocilé fazi
testovani je obdobny produkt s ndzvem JCARO17 spolecnosti Celgene [141]. Soucasna
treti generace CARs se liSi pfidavkem dalSich kostimulacnich domén, nejcastéji
v kombinaci CD28 a CD137, nebo CD28 a CD134. Doposud byly publikovany nadéjné
vysledky s CDI19-specifickymi CAR T lymfocyty v terapii pacientd s akutni
lymfoblastickou leukémii [142]. V pre-klinickém vyzkumu se pro posileni homingu
CAR T lymfocyti do mista nadoru zkousSi zavedeni receptorit pro chemokiny c¢i
cytokiny (napt. CXCR2, CCR4) [143]. Zajimavy zpiisob, jak zvysit stimulaci a expanzi
tumor specifickych CAR T lymfocytl in vivo, je intravenézni podani tzv. RNA-LTX
vakciny. Jednd se o programovatelné RNA nanocastice obalené liposomy, které jsou
diky svému elektrickému naboji navigovany k APC. Zde funguji jako TLR ligand a
zaroven jako adjuvans pro APC (pfedev§im DC) ve slezing, lymfatickych uzlinach a
kostni dfeni. Vysledkem stimulace je priming a expanze jak endogennich T lymfocyta,
tak CAR T lymfocytt cilenych na stejny antigen, jaky nese vakcina. RNA-LTX
stimulované CARs vykazuji cytolytickou aktivitu a vytvaii klony pamétovych
lymfocytl s dlouhou persistenci in vivo. U solidnich nadort je testovana napt. claudin 6
(CLDNG6)- kodujici RNA-LTX vakcina pro expanzi CLDN6-CAR T lymfocyti [144].
Probihaji téz klinické testy s pouzitim CAR cCtvrté generace (oznacované jako
TRUCKSs, T cell redirected for universal cytokine-mediated killing), které kombinuji
CAR druhé generace s pfidanim klicovych cytokinii (napt. I1L-12, IL-15, IL-7), které
vyznamné zvysuji expanzni aktivitu T lymfocytd, nebo s tzv. sebevrazednymi geny,
které umoznuji ,,vypnuti“ aktivity T lymfocytd v pfipadé nezddoucich ucinkd.
VylepSeni dalsi, paté generace CAR technologie zahrnuje naptiklad geneticky
knock-out HLA a TCR genli T lymfocytl pro sniZeni rizika reakce $tépu proti hostiteli
[145]. V soucasnosti je celosvétove evidovano vice nez 250 klinickych studii s CAR
cilenych pfedevSim vuc¢i celé tadé leukemickych, lymfomovych ¢i myelomovych
antigenti. Pouziti geneticky modifikovanych T receptort s sebou bohuZel ptindsi i riziko
nezadoucich vedlejsich Uc¢inkd, nejcastéji tzv. ,,on-target/off-tumor* efektu, syndromu
vysoké hladiny cytokinil (cytokine release syndrome) nebo s nim spojenou cytokinovou
bouii. Tvorba TCR zendogennich a transgennich fetézch muze také vést ke vniku
novych forem autoreaktivnich receptori, vyvolavajicich autoimunitni onemocnéni.
Dalsim tuskalim je toxické pusobeni CAR modifikovanych T bunék, které napadaji

zdravé tkané exprimujici stejné cilové antigeny, jaké jsou obsazeny v nadorovych
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buikdch. Ke zmirnéni téchto uinkli by mohla pfispét tzv. ,sebevrazedna genova
terapie®, kterd vyuziva modifikované T lymfocyty exprimujici sebevrazedné molekuly.
Jako prvni byla Gspésné provedena metoda vneseni genu pro tymidin kindzu z Herpes
simplex viru pfi transplantaci hematopoetickych kmenovych bunék [146]. Ta byla
navrzena tak, aby podanim Iéku (acyklovir nebo gancyklovir) doslo k aktivaci takto
modifikovanych bun¢k a jejich nasledné apoptdze. Testuji se i dalsi alternativy
kandidatnich sebevrazednych genti (napft. iCaspase 9, Fas).
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Obr. 2: MoZnosti genetickych modifikaci T lymfocyti pro ACT. Prevzato z [88].

4.2.4 Kombinované pristupy adoptivniho transferu T lymfocyti s imunoterapii

dendritickymi burikami

Dal8i moznosti, jak zvysit protinadorovou imunitni odpovéd’, je kombinovana terapie
adoptivniho transferu tumor specifickych T lymfocyti a vakcin. Tato metoda vyuziva
schopnosti vakciny indukovat efektorové antigen specifické T lymfocyty, které mohou
byt izolovany, ex vivo expandovany a nasledné zpét podany pacientovi. Na mysSich
modelech bylo demonstrovano, ze ACT zvySuje uCinek terapeutickych vakcin [147,
148]. Prvni huménni testy byly provedeny u hematologickych malignit. Vysledkem byla
rapidni rekonstituce lymfocyti u pacienti s non-Hodgkinovym lymfomem, ktefi
podstoupili transplantaci CD34+ hematopoetickych kmenovych bun€k nasledovanou

infuzi autolognich ex vivo expandovanych T lymfocytt [149]. Faze I/II randomizované
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studie provedena Rapoportem a kol. [150] byla navrzena tak, aby analogicky otestovala
mozny pfinos této strategie u mnohocetného myelomu. Pacientim byla podana
pneumokokova vakcina Prevenar, a poté jim ve dvou intervalech (14 nebo 100 dni) byly
odebrany a ex vivo expandovany indukované T lymfocyty. Po nasledné transplantaci
kmenovych bun¢k jim byly takto generované autologni T lymfocyty injikovany zpét do
téla. Pouze u pacientli, ktefi obdrzeli ex vivo expandované T lymfocyty v kratSim
intervalu po transplantaci doslo k rekonstituci lymfocyti. Vystupni data této pilotni
studie ukdzala, ze terapie sestavajici se z vakciny podané pired transplantaci a ¢asného
adoptivniho transferu zlepsuje imunodeficitni stav pacienta béhem jednoho mésice po
transplantaci.

Dal$im ter¢em testovani se stal metastaticky melanom a rendlni karcinom. Na
zaklad¢ poznatki z preklinickych studii byla provedena faze I. klinické studie, ve které
byla pacientim aplikovana vakcina z ozafenych autolognich nddorovych buné¢k s
bakteridlnim adjuvans [151]. Za nékolik dni byly vakcinou indukované T lymfocyty
pouzity pro adoptivni transfer. Tato metoda vedla k ¢aste¢né regresi tumoru u 1
z celkem 11 pacientd s metastatickym melanomem. Nékolik dalSich studii tento koncept
v nasledujicich letech nasledovalo, s pouzitim riznych druhtit DC vakein [152, 153]. V
pripadé pacientli s rendlnim karcinomem byly zaznamendny Ctyfi kompletni a pét
castecnych regresi nddoru z celkovych tficeti ¢tyt [154]. Uvedené vysledky ukazuji na

klinicky potencial této strategie [136].

4.2.5 Strategie zlepsSeni efektivity adoptivniho transferu tumor specifickych T

lymfocytu

Na tspéSnost adoptivni bunécné terapie ma vliv fada faktorti. Byl popsén pfimy vztah
mezi poctem transferovanych bunc¢k a uspéSnosti 1écby. Dilezity je 1 fenotyp
transferovanych bunék. Bylo prokazano, ze efektorové pamétové T lymfocyty (TEM)
maji sice zesilenou efektorovou funkci, ale jsou ndchylné k aktivaci-indukované
bunééné smrti (AICD) a po transferu ptezivaji jen kratkodobé& [131]. Experimentalni
studie provadéné na animdlnich modelech naopak naznacuji, Ze podani centralnich
pamétovych T lymfocyti (TCM) vede k rejekci nadoru a zajisti dlouhodobou imunitni
odpovéd. Z tohoto divodu se do ACT protokolt pro podporu diferenciace zatadila

kultivace T lymfocytd v pfitomnosti IL-7 a IL-15. Detailnéj$i fenotypova analyza
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expandovanych lymfocytli se zamétuje predevsim na znaky spojené s efektorovymi
funkcemi a schopnosti pfezivani lymfocytd v podminkach in vivo. Z publikovanych dat
vyplyva, Zze zadana je indukce tzv. early/intermediate lymfocyti, které se vyznacuji ko-
expresi molekul CD27, CD28 a CD62L a naopak absenci molekuly CD57. Ukazuje se,
ze pii vysokych hladinach exprese znaki CD27 a CD28 perzistuji transferované
T lymfocyty v krvi déle [44]. Naopak nizké exprese znaku CD57 demonstruje, Ze dana
populace neni terminalné diferenciovana v efektorové buiiky, a nema tedy omezenou
prolifera¢ni kapacitu. Ukazuje se, ze vysSiho protinddorového efektu po ACT je
dosazeno soucasnym podanim CD8+ a CD4+ T lymfocyti, transdukovanych v ¢asném
diferencia¢nim stadiu.

Diive pacienti podstupovali ACT bez ptedchozi chemoterapie, dochédzelo vsak k
nezadoucim efektim zpisobovanym regulacnimi T lymfocyty. Zablokovani negativnich
regulacnich mechanizmi zodpovédnych za udrzovani imunologické tolerance lze
dosdhnout prostfednictvim a-CD25 neutraliza¢nich protilatek nebo farmakologicky.
Zavedeni lymfodeple¢nich reziml predchazejicich transferu vedlo k eliminaci téchto
supresorovych faktori a k vyznamnému prodlouzeni ptezivani transferovanych
lymfocytd [155, 156]. Poskytlo také prostor pro rekonstituci protinadorovych
efektorovych bun¢k. Tento postup byl uspésny napiiklad pti 1€cbé pacientli s malignim
melanomem [156] a lymfomem, ale ptfedstavuje i moznost 1écby dalSich typt nédort
[79].

Pro potlaceni lokalni imunosuprese po ACT byl vyvinut dominantni negativni TGF-f3
receptor, ktery je nyni testovan ve fazi I klinické studie (NCT0308920). Je zvaZzovana i
dal$i manipulace s organizmem pacienta ve smyslu eliminace dalSich bunék (B, T a
NK), které by mohly soupefit stémi transferovanymi o diilezit¢ homeostatické

cytokiny, jako jsou IL-7 a IL-15 [157, 158].

44



5. KARCINOM PROSTATY

Nejcastéjsim histologickym typem nadoru prostaty je acinarni adenokarcinom.
Z hlediska pokrocilosti rozliSujeme tii kategorie. Lokalizovany nador je ohrani¢en
pouze na prostatu, lokaln¢ pokroCily piesahuje pies pouzdro Zlazy nebo postihuje
panevni mizni uzliny a metastaticky zakldda vzdalena loziska, nejCastéji v kostech.
Stupeni histologické diferenciace nadoru se urcuje pomoci Gleasonova skore (2-10).

Nédor prostaty vznika spontanné€ a neni znam jasny rizikovy faktor.

5.1 Epidemiologie a 1écba

V Ceské republice je karcinom prostaty nejéastéjsi urologickou malignitou u muzi.
Podle dat uvedenych v Narodnim onkologickém registru se incidence karcinomu
prostaty od roku 1990 do roku 2016 zvysila ze 31,91/100 000 obyvatel na
140,7/100 000 obyvatel. Jelikoz kromé veéku nejsou znamy zadné dalsi rizikové faktory
karcinomu prostaty, neni primarni prevence v soucasné dobé mozna. V roce 2016 bylo
v CR hlaseno 7 305 novych piipadd, pficemz nemoci podlehlo 1 421 pacientii (coZ tvoii
9,2 % vSech timrti na zhoubné novotvary). Téméet 20 % nemocnych ma jiz v dobé
stanoveni diagnézy generalizované onemocnéni (pievzato z UZIS). Ve srovnani se
svétovym vyskytem nadord jsou ¢esti muzi na 40. misté ve vyskytu karcinomu prostaty
(1. misto USA), pticemz jen v Evropé€ je diagnostikovano rocné zhruba 450 000 novych
ptipadl se 107 000 umrti (Globocan 2018). Vyssi vyskyt nadorl prostaty je vysvétlovan
jednak starnutim populace, jednak nartistem rutinniho preventivniho vySetfovani hodnot
PSA u starSich muzt. Diky tomu jsou castéji odhalena i Casna stadia karcinomu,
klinicky dosud néma, kterd by se za jinych okolnosti jesté nezjistila. Metodami prvni
volby v ¢asné detekci jsou palpacni vySetfeni prostaty per rectum a vySetfeni hladin
prostatického specifického antigenu v krvi. Lécba se odviji od klinického stadia nemoci
a zahrnuje radikalni prostatektomii (chirurgické odstranéni), radioterapii, chemoterapii a
hormonalni 1é€bu. Hormonalni 1é¢ba (androgen deprivacni terapie, ADT) se obecné déli
na kastracni (blokéda syntézy testosteronu vedouci k jeho kastracnim hladindm) a na
1é¢bu antiandrogeny (blokada vazby testosteronu na androgenni receptor bez vlivu na
hladinu testosteronu). Karcinom prostaty ziskdva v prabéhu 1é€by ADT nové rastové

charakteristiky a vyviji mechanismy, které mu umoziuji rist nezavisle na pfitomnosti

45



testosteronu. Timto pfestava byt hormonalné dependentni a rozviji se stadium kastra¢né
rezistentniho karcinomu prostaty (CRPC). Do tohoto stadia dospéje asi 20 % pacientd v
prabehu péti let po zahajeni 1€cby hormonalni deprivaci.

Kurativné (radikalni prostatektomii nebo radikalni radioterapii) lze karcinom
prostaty 1é¢it ve fazi lokalniho postizeni, kdy se desetileté prezivani pohybuje kolem 75
— 93 %. U tady pacientli po skonceni 1é¢by dojde k relapsu provazenému nartistem
hladin PSA. Nepfiznivymi faktory biochemického relapsu je Gleasonovo skoére > 7,
hladina PSA a stadium nemoci v dobé diagnézy. K prognostice vysledkli se pouziva
parametr odvozeny z PSA - ¢as zdvojeni hladiny prostatického specifického antigenu
(PSA doubling time, PSADT). Situace u metastazujiciho karcinomu je mnohem
komplikovanéjsi a takto postizeni pacienti maji vyznamné horsi prognoézu. Obvykle je
indikovana ADT, kterd mé& =za cil vyvolat apoptéozu v primdrnim tumoru a
metastatickych loziscich. Hormondlni 1écba u diseminovaného onemocnéni umoziuje
pacientovi prezit zpravidla 18 az 30 mésici. Metastaticky kastracné-rezistentni
karcinom prostaty (mCRPC) je definovan pfitomnosti kostnich nebo jinych vzdalenych
metastaz a kontinudlnim nartistem PSA. V tomto stadiu je kromé& paliativni 1éCby
doporuceno podéani docetaxelu (cytostatikum). V ptipadé€ selhani 1écby jsou k dispozici 1
dalSi nové preparaty, které vedou ke zlepSeni ptreziti u téchto pacientli (hormonalni
ptipravky dal§i generace — abirateron-acetat, enzalutamid; cytotoxické piipravky —
kabazitaxel; radiofarmakum cilené na kostni tkdn — radium-223). K prevenci kostnich
komplikaci 1ze pouZit denosumab —monoklonalni protildtku proti RANKL nebo

bisfosfonaty.

5.2 Prehled sou¢asné imunoterapie u karcinomu prostaty

Zasadni pro imunoterapii je skutecnost, Ze Ize u pacient detekovat autoprotilatky proti
prostatickym bunikdm karcinomu [159], coz poukazuje na urcity stupefl imunogenicity
nadoru. DalSim ptedpokladem je pfitomnost nddorové asociovanych antigend, jako jsou
PSA, PSCA, PAP, PSMA, NGEP (new gene expressed in prostate), TARP (T cell
receptor gamma alternate reading frame protein) nebo androgenového receptoru v séru
¢i naddorové tkani pacienta. Tyto predstavuji mozné cile imunoterapie. Na druhou stranu

napf. bunky kastracné rezistentniho karcinomu prostaty nevykazuji expresi PD-LI,
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tudiz potencidl terapie zamétené na PD-1/PD-L1 inhibitory je u tohoto typu nadoru
sporny [160].

Dosud jedinym schvalenym preparatem v ramci aktivni bunécné terapie je
vakcina Sipuleucel-T pro 1é¢bu pacienti s asymptomatickym ¢i  minimalné
symptomatickym mCRPC. Jednd se o vakcinu na bazi aktivovanych monocyti
(detailnéji viz kap. 3.2), kterd je vyrabéna individudlné pro kazdého pacienta. V roce
2010 byla uvedena na americky farmaceuticky trh. Sipuleucel-T je tvofen autolognimi
monocyty kultivovanymi s faznim proteinem PA2024, pacientim je zpétné podan v
infuzi. Mechanizmus u¢inku spoc¢iva v tom, ze po podani dojde k maturaci na funkéni
APC, které nasledné aktivuji PAP- specifické CD4 a CD8 T lymfocyty. Aktivované T
lymfocyty posléze putuji do nadorovych 1¢ézi, kde eliminuji nddorové buiiky. Schvaleni
vakciny bylo provedeno na zéklad¢ vysledkl studie faze III. s ndzvem IMPACT, ktera
se zabyvala vlivem vakciny na celkové preziti [101]. Vysledky prokazaly, ze
Sipuleucel-T vykazoval o 22 % vétsi relativni redukcei rizika imrti oproti placebu. Jeho
podani tak zvysilo pravdépodobnost pteziti na 36 mésict.

V rezimu klinickych testli byla terapeutickd vakcina PROSTVAC (komer¢ni
oznaceni TRICOM) urCend pro pacienty s minimalné symptomatickym CRPC.
Ptipravek je sloZeny z rekombinantniho viru vakcinie a ptacich neStovic kodujici PSA a
trojici kostimulacnich molekul T lymfocyti (B7.1, ICAM-1 a LFA-3). Virové vektory
jsou vpraveny pod kiizi, kde infikuji pacientovy epitelidlni bunky, které posléze
prodélaji bunécnou smrt. Poté je bunécny debris, obsahujici také cilovy antigen PSA,
zpracovan hostitelskymi APC a prezentovan CD4 a CD8 T lymfocytim. Cilem
je indukovat CTL klony, které budou lyzovat nadorové tkan¢ exprimujici PSA. Ve
studii faze II. byl prokazan trend delSiho celkového piezivani a poklesu Treg u skupiny
pacientd s vy$§imi hodnotami PSA-specifickych T lymfocyti. Nemocni 1é¢eni vakcinou
zili o 8,5 mésice déle a bylo u nich dosazeno 43 % redukce rizika umrti v naslednych
tiech letech [161]. Pfiznivé vysledky vSak nedavno ukonéena faze III. (NCT01322490 )
nepotvrdila.

V soucasnosti probihd také faze 1. klinické studie pacientii s karcinomem
prostaty (NCT01140373), zaméfend na adoptivni transfer autolognich CAR T
lymfocytt cilenych proti PSMA.

Z imunoterapie zamétené na blokadu checkpoint inhibitori je nejvice klinickych

zkuSenosti s monoklonalni IgG1 protildtkou ipilimumab (anti-CTLA-4). Samotna
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protilatka byla klinicky testovana v multicentrickych randomizovanych studiich [162],
které vSak neprokéazaly zlepSeni celkového preziti. Momentdlné se testuje UCinnost

ipilimumabu v kombinaci napf. se Sipuleucelem-T nebo vakcinou PROSTVAC.
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6. CILE PRACE

Ptedchozi kapitoly teoretického tvodu popisuji soucasny koncept komplexnich vztahd
slozek imunitniho systému pfi vzniku nebo rozvoji naddoru. Déle shrnuji aktudlni stav
poznani v oblasti protinddorové imunoterapie, snahy o jeji zaclenéni do klinické praxe,
a to s durazem na techniku adoptivniho transferu T lymfocyti pro 1é€bu nadort.
Vzhledem k védeckému zaméieni a predeslé rozsahlé experimentalni zkusenosti nasSeho
pracovisté¢ s imunoterapeutickou 1é¢bou nadoru prostaty Ize cile predlozené dizertacni

prace shrnout do nésledujicich bodi:

1. Vytvofeni experimentdlniho protokolu vyroby autolognich nadorové
specifickych T lymfocytd vhodnych pro adoptivni transfer pacientim

s karcinomem prostaty.

2. Optimalizace protokolu krokem obohaceni lymfocytarni populace o

polyklonalni efektorové T lymfocyty.

3. Sledovani a zhodnoceni bezpecnostnich parametrti, schopnosti navodit imunitni
protinddorové odpovédi a kinetiky PSA u pacientii s lokalizovanym karcinomem
prostaty 1éCenych pomoci aktivni bunééné imunoterapie preparatem

DCVAC/PCa ve fazi 1. /11. klinického hodnoceni.
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7. VYSLEDKY A DISKUZE

Vysledky této prace byly shrnuty do tfi publikaci otisténych v zahrani¢nim tisku
s impakt faktorem. V nasledujicim oddilu jsou uvedeny ve formé, ve které byly
publikovany. Komentat ke kazdé z ptilozenych publikaci shrnuje zésadni vysledky a
zaveéry prace a hodnoti jejich vyznam. Vzhledem k heterogenité experimentalnich

postupi jsou piislusné metody podrobné uvedeny v jednotlivych publikacich.

7.1 Priloha 1: Vyroba efektorovych T lymfocyti pro adoptivni terapii s
pouzitim dendritickych bunék pulzovanych usmrcenou prostatickou

nadorovou linii

Adoptivni T bunécnd terapie je moderni IéCebnou platformou, kterd prokézala
terapeutickou uc¢innost u pacientd s vysoce imunogennim typem nadoru, a to i v
pozdnich stadiich onemocnéni. Jeji ucinnost v SirSi klinické praxi je vSak stale
neuspokojiva. Nasim cilem bylo zvysit jeji efektivitu a mozné klinické vyuziti cestou
implementace nejnovéjSich poznatkli z oblasti ACT do vyvoje laboratorniho protokolu
ptipravy autolognich nadorové specifickych T lymfocytd. Zaméfili jsme se na
optimalizaci experimentalniho protokolu vyroby ex vivo expandovanych autolognich
tumor specifickych T lymfocytl pomoci DC vakciny u zdravych osob. Jednotlivé kroky
vyrobniho procesu jsme testovali za rtiznych kultiva¢nich podminek. Nasim zdmérem
bylo ziskat takovou populaci efektorovych T lymfocyti, které by zajistily protinadorovy
ucinek po jejich adoptivnim transferu. U vysledného protokolu jsme ocekavali, Ze bude
splilovat kritéria pro ptipadné klinické vyuZiti u pacientil s karcinomem prostaty.
Vychozim bodem pro nasi experimentalni aktivitu byl fakt, Ze nizka
imunogenicita karcinomu prostaty a nedostatek bioptického materidlu z primarniho
nadoru nam neumoznily zvolit techniku vyroby nadorové specifickych T lymfocyta
pomoci TIL. Proto jsme vyuzili imunoterapeuticky potencial vakciny z dendritickych
bunék pulzovanych prostatickou nadorovou linii LNCaP. Zvolili jsme inovativni zptisob
navozeni imunogenni bunécné smrti, kdy nadorova linie LNCaP, jakozto zdroj antigent
pro DC, byla usmrcena pomoci vysokého hydrostatického tlaku. Publikované studie
prokézaly, Ze DC pulzované takto oSetfenymi nddorovymi buitkami dokazaly indukovat

nadorové specifické T lymfocyty a naopak velmi nizké hladiny regulacnich
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T lymfocyt. Vakcinu jsme poté kultivovali s autolognimi T lymfocyty darce s cilem
indukovat tumor specifick¢é T lymfocyty. Postupné jsme se zaméfili na optimalizaci
kultivacnich podminek, konkrétné na vybér kultivacnich médii a jejich suplementt.
Béhem kultivace jsme zjistovali vhodné koncentrace cytokint (IL-2, IL-7, IL-15 a
jejich kombinace) a jejich ucinky na proliferaci T lymfocytti. Podle nasich vysledki se
jako nejvhodnéjsi jevilo vyuziti kompletniho RPMI 1640 média s 20 IU/ml cytokinu
IL-2.

Déle jsme vypracovali vhodny fluorocytometricky panel pro detekci a urceni
fenotypovych charakteristik vhodnych pro adoptivni transfer a nésledné¢ jsme
stanovovali expresni profil expandovanych T lymfocytli. Pomoci multiparametrické
priutokové cytometrie jsme u CD4+ a CD8+ T lymfocytli analyzovali markery
lymfocytarnich populaci (CD62L, CD28, CD27, CCR7 a CD57), které jsou asociovany
s uc¢innou aktivaci protinadorové odpovéedi a dlouhodobym ptezivanim bunék in vivo po
adoptivnim transferu. Analyza finalniho produktu ukézala, ze vétSina expandovanych
T lymfocytli vykazovala tzv. effector memory fenotyp (CD62L°YCCR7-) s nizkym
zastoupenim termindlné diferenciovanych T lymfocyti (CD57+). Vyznamnd frakce
DC8+ T lymfocytt si po expanzi zachovala expresi molekul CD27 a CD28, ale zaroven
snizila expresi znaku CD57. Tento profil odpovida tzv. early/intermediate fenotypu,
ktery je dle vysledkli dostupnych publikaci vhodny pro ucely adoptivniho transferu
T lymfocyta.

V pribéhu experimentu jsme stanovovali frekvenci tumor specifickych
lymfocyti pomoci intracelularni detekce IFN-y. Zavedli jsme pre-stimulacni krok
pomoci DC vakciny, ktery signifikantné zvysil pocet tumor specifickych CD4+ i CD8+
IFN-y+ T lymfocyti v kultufe. K navySeni poctu takto indukovanych T lymfocytl jsme
pouzili nespecifickou stimulaci pomoci anti-CD3/anti-CD8 Dynabeads a za pouZiti
WAVE bioreaktoru se nam podafilo namnozit T lymfocyty na jejich klinicky potiebné
mnozstvi vhodné pro ACT. Frekvence tumor specifickych T lymfocytli, méfend jejich
schopnosti produkovat I[FN-y, ve findlnim produktu v priméru odpovidala 2,3 % CD8+
a 22 % CD4+ IFN-y+ T lymfocytl. Zaroven obé lymfocytarni subpopulace vykazovaly
vysoky prolifera¢ni potencidl (> 92%), stanoveny méienim jaderného proliferacniho
faktoru Ki-67.

V zavéru jsme in vitro testovali schopnost takto pfipravenych T lymfocytt

zabijet nadorové buiky reprezentované lidskymi nddorovymi liniemi. Findlni
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expandované T lymfocyty vykazovaly signifikantné vyssi cytotoxicitu proti LNCaP linii
ve srovnani s kontrolni ovaridlni SKOV-3 linii, coz naznacuje jejich specificitu vici
prostatickym antigenim. Tyto vysledky podporuji i naSe vyslednéd data ze soubézného
stanoveni frekvence TAA-reaktivnich T Iymfocytd. Frekvence PSA a NY-ESO-1
reaktivnich CD8+ T lymfocyti prokazatelné¢ nartstala po restimulaci DC vakcinou,
s nejvysSSim zastoupenim ve findlnim produktu. Dal§im dulezitym parametrem byla
celkova kultivacni doba, kterou se ndm podafilo stanovit v priméru na 26 dni, coz je
zhruba dvojnasobné¢ krats$i doba nez u soucasnych ACT protokoli.

Nase vysledky naznacuji, ze vypracovany experimentalni protokol mé potencial
v budoucim klinickém pouziti, nicméné¢ vyzaduje nasledné testovani na krevnim
produktu pacientii s karcinomem prostaty, a stim spojené modifikace protokolu
spliiujici pozadavky rezimu spravné vyrobni praxe (GMP). Predpokladame, ze
kombinovana terapie vakciny a adoptivniho transferu by mohla vést k podstatnému
zvySeni specifické protinadorové imunitni odpoveédi a prispét tak k ucinnéjsi 1écbe

pacientl s karcinomem prostaty.
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7.2 Priloha 2: Ex vivo obohaceni bunééné populace o peptid-specifické T
lymfocyty a nasledna detekce T lymfocytii reaktivnich k nadorové

asociovanym antigeniim u pacientii s karcinomem prostaty

V této studii jsme pracovali s leukaferetickym materidlem ziskanym od 14 pacientli ve
stadiu biochemického relapsu (BR) a 12 pacientii s metastatickym hormonalné
refrakternim karcinomem prostaty (HR). K obohaceni jsme na rozdil od bézné
vyuzivanych perifernich krevnich mononuklearnich bunék (PBMC) pouzili jakozto
vychozi material non-adherentni frakci PBMC. Pomoci degranulaéniho markeru
CD107a jsme zjiStovali, zda ziskand lymfocytarni frakce obsahuje peptid-specifické
T lymfocyty a optimalizovali jsme stimula¢ni kroky, které by vedly k obohaceni této
populace o polyklonalni efektorové T bunky. Zvolili jsme techniku tzv. primingu
peptidem - aktivaci jiz existujicich antigenné specifickych T lymfocytl (definovanych
jako CD3+CD8+CDI107a+). Tento personalizovany piistup byl ptizpisoben
charakteristice antigenni imunitni odpovédi pacienta, ktera se v jednotlivych stadiich
onemocnéni velmi li§i. Vyhodou zvolené metody je predpokladana specificita ptisobeni.

U vstupnich lymfocytarnich vzorkd jsme nedetekovali T bunécnou odpovéd’ na
zadny z testovanych nadorové asociovanych antigent (PSA, PAP, NY-ESO-1, MAGE-
Al, MAGE-A3 a MAGE-A4). Priming T lymfocyti jsme provedli bez ptitomnosti
autolognich APC, pouze stimulaci peptidovou smési o celkové koncentraci 0,2 ug/mL.
Ve srovnani s kontrolni skupinou vedl krok primingu k signifikantnimu obohaceni o
peptid-specifické CD8+ T lymfocyty u osmi pacientli s BR a u péti pacienti s HR. U
takto reaktivnich T lymfocytl jsme nasledné identifikovali jejich cilovy antigen.
Testovani jednotlivych peptidii odhalilo u T reaktivnich lymfocyti specificitu vii¢i PSA,

MAGE-A1 a MAGE-A4.
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7.3 Priloha 3: Faze L/II. Kklinického hodnoceni aktivni bunééné
imunoterapie zaloZzené na dendritickych bunkach pomoci preparatu
DCVAC/PCa u pacientii s karcinomem prostaty s rostouci hladinou

PSA po primarni prostatektomii nebo salvage radioterapii

Rada experimentélnich dat naznacuje, Ze protinddorova imunoterapie ma vétsi nadéji na
vyrazny klinicky efekt, pokud je zahajena co nejcasnéji v prubéhu onemocnéni. V
provedené klinické studii faze I. /II. jsme testovali efekt protinadorové imunoterapie
pomoci vakciny z dendritickych bunc¢k u pacientll s karcinomem prostaty ve stadiu
biochemického relapsu. Vychazeli jsme z predpokladu, ze dendritické buniky obsazené
v preparatu DCVAC/PCa budou fungovat jako ucinné adjuvans pro indukci imunitni
reakce bunééného typu, kterd je nutna pro efektivni aktivni protinadorovou imunitu.
Mezi lety 2010 az 2014 bylo do studie registrované pod ozna¢enim EudraCT 2009-
017259-91 zatazeno 27 pacientl s histologicky potvrzenym karcinomem prostaty ve
fazi biochemického relapsu po radikalni prostatektomii nebo po salvage radioterapii. V
ramci studie byli pacienti 1éceni 12 davkami dendritickych bunék, které prezentovaly
nadorové antigeny z linie LNCap (DCVAC/PCa). DCVAC je 1é€ivy piipravek aktivni
bunétné imunoterapie, ktery je vyrabén individualné pro kazdého pacienta s vyuZzitim
jeho vlastnich dendritickych buné€k s cilem indukovat imunitni reakce proti nadorovym
antigenim. Subkutanné bylo aplikovéano v jedné davee 1x107 dendritickych bunék v
intervalu zhruba 4 tydni. Hodnotila se bezpecnost a toxicita preparatu DCVAC/PCa, a
zaroven se sledovala kinetika PSA markeru a zmény v testovanych parametrech.
Hodnotila se bezpecnost a toxicita preparatu DCVAC/PCa, a zaroven se sledovala
kinetika PSA markeru a zmény v testovanych parametrech. Hodnoceni rychlosti zmén
hladin PSA probihalo stanovenim PSA-doubling time, ktery je definovan jako cas
potiebny ke zdvojnasobeni jeho hladiny. Parametr PSADT se vyuziva k predpovédi
progrese karcinomu prostaty.

Pti podavani DCVAC/PCa jsme nezjistili zadné zavazné nezadouci ucinky
vazané na testovany piipravek. Kontinualni protinddorova imunoterapie pomoci
DCVAC/PCa signifikantné prodlouzila PSADT u vSech pacientd. V priméru doslo k
3,32n4sobnému prodlouzeni PSADT po skonceni 1é¢ebného cyklu. Median PSADT se
zvysil z 5,67 mésici pii zahajeni imunoterapie na 18,85 mésicti pfi dokonceni aplikace

davek. Neidentifikovali jsme zadny ze sledovanych imunologickych parametri, ktery
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by koreloval s prodlouzenim PSADT. V pribéhu cyklu terapie doslo u pacientl k
signifikantnimu nardstu CD3+ T lymfocyt, ale nikoliv ke zméndm frekvence
aktivovanych CD3+/HLA-DR+ lymfocyti, CD8+, CD4+ T lymfocytt, Treg, ani hladin
IgG a IgM protilatek. U 1éCenych pacientl jsme detekovali stabilni T bunécnou imunitni
reakci proti naddorovym antigenim PSA, NY-ESOl, MAGE Al a MAGE A3. U
pacienti-respondéri jsme nalezli korelaci mezi expresi genti spojenych s CD8/NK
cytotoxicitou v populacich T lymfocyti pied vakcinaci a klinickou odpovédi po
vakcinaci. Tato studie indikuje, ze kontinualni protinddorovéd imunoterapie pomoci
ptipravku DCVAC/PCa prodluzuje PSADT u pacientli s biochemickym relapsem
karcinomu prostaty. Piiznivy bezpecnostni profil lé¢ivého ptipravku s prokazanou
schopnosti indukce imunitni odpovédi na naddorové struktury a potvrzenym klinickym
efektem pro pacienty posunul testovani ptipravku DCVAC/PCa do III. faze globalniho

klinického hodnoceni u pacientii s kastraéné rezistentnim karcinomem prostaty.
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8. SOUHRN

Vysledky piedlozené dizertaéni prace jsou soucasti dlouhodobého zaméfeni Ustavu
imunologie, na kterém byla vyvinuta vakcina na béazi dendritickych bunék. Realizaci
studie s léCebnym piipravkem DCVAC/PCa jsme provadéli mimo jiné ve spolupraci s
biotechnologickou spolec¢nosti Sotio a.s., kterd v soucasnosti realizuje vyrobu a klinické
testovani této vakciny. Pfipravek DCVAC/PCa byl podédn v ramci monoterapie
pacientiim s lokalizovanym karcinomem prostaty ve stddiu biochemického relapsu po
radikdlni primarni terapii, tedy klinicky asymptomatickym jedincim s nartstajici
hladinou PSA v séru. Tento stav nam umozZnil zhodnotit biologickou bezpecnost
podavaného piipravku. Uvedené vysledky ukazuji, ze vakcina DCVAC/PCa je schopna
indukovat specifickou protinddorovou odpoveéd’ a navic prodlouzit zivot pacientd nad
oc¢ekavany medidn a to bez zévaznych vedlejSich ucinkd. V rdmci rozsahlé metodiky
jsem se podilela na testovani pacientskych sér (analyza peptid-specifické T bunécné
odpovédi) a na nasledném vyhodnocovéni dat. Nase data byla podpofena vystupy
dalsich klinickych studii faze I./1. a II. (nejsou soucasti dizertacni prace), ve kterych byl
ptipravek DCVAC/PCa podavan v kombinaci s hormonalni 1é€bou u pacientd s nove
diagnostikovanym metastatickym karcinomem prostaty, pacientim s lokalné
pokro¢ilym karcinomem prostaty, a téZ v kombinaci s radioterapii a androgen
deprivacni terapii. Na zéklad¢ ptiznivych vysledki byla zahajena ojedinéla globalni
multicentrickd studie faze III. a indikace vakciny byla rozSifena o dalSi onkologicka
onemocnéni.

Jelikoz pocty vakcinou indukovanych tumor specifickych lymfocytl byly
relativné malé, zaméftili jsme se na aplikaci metody adoptivniho T bunééného transferu,
diky kterému Ize jejich mnozstvi navysit, a tim potencovat protinadorovou odpovéd'.
Zvoleny ptistup umoznuje kompletni vyuziti leukaferetického produktu, ze které¢ho se
jednak produkuje vakcina z dendritickych buné¢k a zaroven se izoluji autologni
T lymfocyty pacienta pro adoptivni transfer. Pfednosti zvoleného postupu je fakt, Ze
manipulace autolognimi imunokompetentnimi buiikkami ex vivo neptfedstavuje pro
organizmus invazivni zdkrok. Dlouhodobou optimalizaci kultiva¢nich podminek a
zavedenim novych technik jsme sestavili protokol vyroby ex vivo expandovanych tumor
specifickych T lymfocyt pomoci DC vakciny. V ramci projektu jsem se podilela na

veSkeré pfipravé a provedeni metod, vcetné vyhodnocovani dat. Vyhodou
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vypracované¢ho protokolu je jeho kratkd celkova kultivaéni doba a zvoleny postup
vyroby, ktery kombinuje pre-inkubaéni krok s DC vakcinou, krok expanze T lymfocytl
a vyuziti bioreaktoru. JelikoZz jde o protokol vypracovany na vzorcich zdravych jedincil,
je zapotiebi adjustace protokolu na podminky spravné klinické praxe (GMP), ktera by
umoznila podéani produktu onkologickym pacientiim.

Jako alternativu in vitro aktivace protinddorovych efektorovych T bun€k jsme
zvolili detekci a pomnozeni peptid-reaktivnich T lymfocyti u pacientl v riznych
stadiich karcinomu prostaty. Ziskané efektorové T lymfocyty lze po fenotypové analyze
pouzit v rdmci ACT. Vzhledem k velké variabilit¢ T bunééné odpovédi na antigenni
stimulaci se ukazalo, ze bychom méli brat v ivahu nejenom stadium nemoci, ale i
konkrétni stav imunitniho systému pacienta.

Na progresi nadoru se podili n€kolik odliSnych molekularnich mechanizmi a
zvolend 1écba cili vétsinou na jediny z téchto mechanizmt. Logickym krokem je zvolit
vice personalizovany a cileny imunoterapeuticky pfistup. Do budoucna se da
pfedpokladat, ze praveé zjednoduSeni a optimalizace vyrobnich procesli umozni §irsi
uplatnéni imunoterapeutickych strategii v praxi. ZnaSich vysledkl vyplyvéa, Zze
perspektivni moznosti mize byt kombinace standardnich lé€ebnych metod a moderni

bunééné imunoterapie.
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9. SUMMARY

Data presented in this thesis are indispensible part of a long-term research project
running at the Department of immunology which was utilized as a viable platform for
the develoment of dendritic cell-based vaccine referred to as DCVAC/PCa. This study
was conducted in cooperation with biotechnological company Sotio a.s. where the
vaccine is being currently manufactured and clinically tested. DCVAC/PCa was
administrated as a monotherapy to patients with localized prostate cancer in the stage of
biochemical relapse after radical primary therapy. Since all patients enrolled in the
study represented clinically asymptomatic subjects with increased serum PSA levels,
this condition allowed us to assess the efficacy and safety of administrated vaccine. Our
results show that DCVAC/PCa is capable of inducing specific anti-tumor responses and,
in addition, can prolong the patient's survival beyond the expected median value without
serious side effects. Within the plethora of methodological approaches assessed in this
project, I specifically contributed by testing of patient’s sera for peptide-specific T cell
responses and subsequent data analysis. Our data were further supported by the
outcomes of the phase I/Il. and II. of relevant clinical trials (which are not the part of
presented thesis) where DCVAC/PCa was administered in the combination with
hormone therapy in patients with recently diagnosed metastatic prostate cancer, in
patients with locally advanced prostate cancer and also in the combination with
radiotherapy and androgen deprivation therapy. Based on favorable results, a unique
phase IIl. of global multicentre study was launched. Moreover, the testing of
DCVAC/PCa vaccine has been extended to other types of malignancies.

Due to a low frequency of vaccine-induced tumor-specific T cells we have
assessed the efficacy of the adoptive T cell transfer method to increase their numbers
and thus mediate more robust responses. The advantage of this approach is that it
enables a complete utilization of the leukapheretic product from which both the
dendritic cell-based vaccine and the autologous T cells for ACT are generated. Because
of ex vivo manipulation of their autologous immunocompetent cells, the benefit for
patients is that such method is not an invasive procedure. Together, optimizing the long-
term cell culture conditions and combining it with the introduction of new techniques,
we have established a viable experimental protocol for ex vivo generation of DC

vaccine-primed tumor-specific T cells. In this project I participated in all aspects of the
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preparation and implementation of selected protocols, including data evaluation. The
biggest advantage of established protocol is its significantly shortened time for T cell
cultivation and effective production process which combines the DC vaccine pre-
stimulation, T cell expansion and the use of a bioreactor culture system. However, due
to the use in our experiments of healthy donor’s blood samples, it is still necessary to
adjust the resulting protocol to GMP conditions to potentially allow clinical use.

As an alternative strategy for in vitro activation of antitumor T cell effectors, we
have also opted for the detection and expansion of cancer specific peptide-reactive T
cells in patients at different stages of prostate malignancy. After performing a necessary
phenotypic analysis, obtained T cell effectors could be used for ACT. However, rather a
wide range of T cell antigen responses obtained in this experimental setting has shown
that one must consider not only the stage of disease but also the individual condition of
the patient's immune system.

Several distinct molecular mechanisms are involved in tumor progression but
often, only one of these mechanisms is selected as a target for the clinical intervention.
In the context of presented work, it is clear that more personalized and targeted
immunotherapeutic approach is needed in clinical treatments. The simplification and
optimization of production processes will be required to widen the application of
immunotherapeutic strategies in future practice. As documented in this work, a
promising option seems to be the combination of standard treatment and modern

cellular immunotherapy.
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