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Abstrakt

Nadorova onemocnéni se celosvétové fadi mezi nejCastéjsi pfiCiny umrti. Pacienti
v pozdnich stadiich onemocnéni v dobé diagndézy maji omezené moznosti uspésné 1éCby.
Klasické 1écebné metody, jako je chirurgie, chemoterapie a radiacni 1é€ba maji pro
pacienty v pozdnich stadiich onemocnéni omezeny potencidl. Pasivni nadorova
imunoterapie, zejména adoptivni bunécny transfer, se jevi jako nadéjnéd lécebna modalita
pro pacienty v pokrocilych a refrakternich stadiich onemocnéni. Pfedkladana prace je
zaméfena na vyvoj T bunétné nadorové terapie karcinomu prostaty. Prace se zabyva 3
¢astmi piipravy T bun€¢k pro imunoterapii: nabohaceni, expanze a modulace. Prvni ¢ast
zkouma nové zpusoby nabohaceni pacientskych lymfocytd o T bunky reaktivni na
prostatické nadorové asociované antigeny. Druhd c¢ast ukazuje expanzi nabohacenych
antigen reaktivnich T bunék. Posledni cast provéfuje nové pristupy cytokinové a
farmakologické modulace fenotypu expandovanych antigen reaktivnich T bunék. Prace je
shrnuta do 3 prvoautorskych publikaci, z nichz kazdd se zabyva jednotlivymi castmi

ptipravy T bunék pro imunoterapii.

Kli¢ova slova

CD8" T buiky, cytokinova deprivace, ex vivo expanze, GSK-3B-mTORC1/2 signalni

draha, karcinom prostaty, nadorové asociované antigeny, personalizovana T bunécna

imunoterapie



Abstract

Cancer is the second leading cause of death worldwide. Patients diagnosed at the late
stages of the disease have limited treatment options. Traditional treatment modalities such
as surgery, chemotherapy and radiotherapy also have limited efficacy at the late stages of
the disease. Passive cancer cellular immunotherapy, namely the adoptive cell transfer, is a
promising treatment modality in patients with late and refractory forms of the disease. The
objective of the presented work is the development of the T cell-based immunotherapy of
prostate cancer. The work addresses 3 parts of the T cell preparation for immunotherapy:
enrichment, expansion, and modulation. The first part of the study investigates new ways
how to enrich the patients' lymphocytes with T cells reactive to tumor-associated antigens.
The second part of the study establishes a protocol for the extensive expansion of the
enriched cell cultures. The last part of the study examines new approaches for modulating
the phenotype of the enriched and expanded antigen reactive T cells. The work was
summarized in 3 primary-authored publications, each of which addressed the individual

parts of the cell preparation for T cell-based immunotherapy.
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1. Uvod

Imunitni odpovéd’ proti nadorim se opird o vzdjemnou spolupraci adaptivni a vrozené
imunity. Zékladnimi aspekty protinadorové imunity je imunitni dozor, detekce a destrukce
nadorovych bunék. Navzdory peclivému imunitnimu dozoru nékteré nadorové zménéné
bunky uniknou imunitnimu systému. Vlivem aktivacnich a inhibi¢nich signalt nadorovych
bun¢k a nddorového mikroprostiedi (TME, z angl. tumor microenvironment) dochézi
k polarizaci imunitnich bun¢k (Wellenstein and de Visser, 2018). Vysledna rovnovéha a
infiltrace imunitnich bunék do nadoru nebo jejich exkluze z nadoru jsou rozhodujicim

prognostickym faktorem (Barnes and Amir, 2017).
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2. Nadorova onemocnéni

V poslednich nékolika desetiletich doSlo k velkému posunu v porozuméni patogeneze
maligniho onemocnéni. Je ziejmé, ze maligni onemocnéni vznikd vicendsobnym
mutagennim procesem, pii kterém nadorové bunky ziskévaji spole¢né vlastnosti, jako jsou
neomezeny proliferaéni potencial, sobéstacnost riistovych signalii a rezistence vici

antiproliferativnim a ristovym podnétiim.

Rakovinné bunky dosahuji téchto vlastnosti z velké Casti reaktivaci a modifikaci mnoha
existujicich bunéénych programli bézné pouzivanych béhem vyvoje. Tyto programy fidi
koordinované procesy, jako jsou proliferace bunck, migrace, polarita, apoptdéza a
diferenciace béhem embryogeneze a tkdnové homeostazy. V souladu s darwinovskymi
principy se maligni onemocnéni vyviji nahodnymi mutacemi a epigenetickymi zménami,
které méni tyto cesty nasledované klonalni selekci bunék, které mohou piezit a proliferovat

za okolnosti, které by za normalnich okolnosti byly skodlivé (Luo et al., 2009).

Bylo zjisténo, Ze nddory nejsou Cisté klonalni poruchou, i kdyz v nékterych ptipadech se
vyvijeji z jediné (pre)maligni bunky (Beck and Blanpain, 2013; Dean, 2005; Visvader and
Lindeman, 2008). Je znadmo, ze nadory jsou tvofeny transformovanymi bunkami a déle
heterogenni netransformovanou slozkou, jako jsou napft. stromalni, endotelialni a imunitni
buiiky. Od stromalnich bunék nadorové buiky ziskavaji podporu. V naddoru vznikaji nové
cévy, které zasobuji naddorové buiky kyslikem a zivinami. Nadorové bunky se riiznymi
mechanismy vyhybaji imunitni detekci, a nakonec metastazuji do dalSich organt (Albini
and Sporn, 2007; Hanahan and Weinberg, 2011; Holzel et al., 2013; Mueller and Fusenig,
2004). Tyto fenotypové znaky mohou byt vyvolany mutacemi typu: ziskéni funkce (gain-
of-function), amplifikaci, nadmérna exprese kliCovych onkogent, ztrata funkce (loss-of-
function), delece, epigenetické utlumeni (silencing) klicovych nadorovych supresort
(Hahn and Weinberg, 2002). Bylo zjisténo, ze metabolismus nddorovych bunék neni zcela
odlisny od metabolismu normalnich bunék (Galluzzi et al., 2013; Green et al., 2014;
Wellen and Thompson, 2012). Ukazalo se, ze pfezivani transformovanych bunck miize
kriticky zaviset na adaptivnich reakcich, které jsou samy o sobé¢ nenddorové, zakladajici

koncept neonkogenni zavislosti (Luo et al., 2009; Solimini et al., 2007).

11



2.1. Karcinom prostaty

2.1.1. Epidemiologie

Dle zdroji GLOBOCAN 2018 je karcinom prostaty (PCa, zangl..prostate cancer)
celosvétoveé druhym nejcastéjSim malignim onemocnénim u muzi (po karcinomu plic)
s incidenci 1 276 106 novych ptipadi a mortalitou 358 989 piipadl v roce 2018 (Bray et
al., 2018). Incidence PCa a mortalita vyznamné souvisi s vékem, nejvyssi je u starSich
muzl (>65 let). U afroamerickych muzl je incidence vyssi, maji agresivnéjsi typ PCa a
jejich umrtnost na PCa je piiblizn¢ dvakrat vyssi ve srovnani s bélochy (Rawla, 2019;

Rebbeck et al., 2013).

Dle zdroji UZIS CR je PCa, dg C61, nejéastéjsi onkologickou diagnézou u muzi (s
vyjimkou dg. C44). V Ceské republice bylo vroce 2018 nové diagnostikovano 7938
pacientii (151,8/100 000 muzii) s PCa a 1372 pacientt (26,2/100 000 muzi) na tento nador
zemfelo. Z epidemiologickych dat je patrno, Ze jeho incidence se v poslednich letech stale
zvy$uje, ale mortalita se vyznamné neméni. Strmy nardst incidence PCa je v CR
pozorovan od pocatku 90. let. Vyssi vyskyt PCa je spojovan jednak se starnutim populace,
jednak s nartGstem rutinniho preventivniho vySetfovani hodnot prostatického specifického
antigenu (PSA, z angl. prostate specific antigen) u starSich muza. Diky tomu jsou Castéji
odhalena 1 Casnd stadia karcinomu, klinicky dosud néma, kterd by se za jinych okolnosti
jeste nezjistila. Ve vysSim véku je mnoho dalSich pficin morbidity, které mohou byt

potencialni pfi¢inou smrti diive, neZ se klinicky manifestuje PCa (Krejci et al., 2021).

2.1.2. Etiologie

Rodinnd anamnéza a rasovy puvod jsou spojeny se zvySenym vyskytem PCa, coz
naznacuje genetickou predispozici (Hemminki, 2012; Jansson et al., 2012). Pouze mala
¢ast piipadt (okolo 9 %) vzniké jako dédi€né onemocnéni. Jestlize m& onemocnéni ptimy
ptibuzny, riziko se minimaln¢ zdvojnasobi. Pfi onemocnéni dvou nebo vice piimych
ptibuznych vzrista riziko 5-18x. Hereditarni PCa je definovany jako postiZzeni 3 nebo vice
ptibuznych nebo alespont 2 piibuznych s asnym ndstupem onemocnéni (pied 55. rokem
zivota) (Hemminki, 2012). NejcCastéj$i patogenni mutace, spojovana s onemocnénim, je
BRCA1 a BRCA2 (Liede et al., 2004). Ke sniZeni rizika vzniku PCa se nedoporucuji

zadna specifickd preventivni nebo dietni opateni. Nicmén¢ jako mozny rizikovy faktor je
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zminovana vysoka konzumace mlécnych vyrobki a procesovaného masa, nizka pohybova
aktivita, nedostatek vitaminl (zejména vit. D) ve stravé a koufeni (Key, 2014; Leitzmann

and Rohrmann, 2012; Sinha et al., 2009).

2.1.3. Histologie

Adenokarcinom tvofi naprostou vétSinu malignich nadorit prostaty. Adenokarcinom
prostaty vznika z epitelidlnich bunék prostatickych acind (acinarni karcinom) nebo
vzacnéji ve velkych periuretralnich prostatickych vyvodech (duktdlni karcinom). Mezi
dal§i vzacné typy PCa patfi urotelidlni karcinom, spinoceluldrni novotvary, bazocelularni

karcinom a neuroendokrinni nadory (Humphrey et al., 2016).

Aby bylo mozné hodnotit a porovndvat prubéh onemocnéni, vysledky 1éCby a stejné tak 1
progndzu pacientll, je nutny jednotny klasifika¢ni systém. U adenokarcinomu prostaty se
nejcastéji pouziva Gleasonovo skore pro ur€ovani stupné histologické diferenciace nadoru,
a dale pak mezinarodni klasifikace TNM pro popis klinického stadia nddoru. Gleasoniv
gradingovy systém hodnoti architektonické uspotadani nadorovych lozisek. Podle stupné
diferenciace jsou nadory klasifikovany do péti stupiii od G1 (dobte diferencovany acinarni
karcinom) az po G5 (disociovany karcinom). Vzhledem k tomu, ze PCa Casto obsahuje
minimalné dva typy rizné diferencovanych okrski bunék, stupen nejvice zastoupeného
typu se uvede jako prvni, druhy nejvice zastoupeny jako druhy. Soucet téchto dvou stupii
se oznacuje jako Gleasonovo skore. Relativné piiznivé skoére je v rozpéti 2—4, stiedni

riziko 5-7 a vysoké riziko 8—10 (Humphrey et al., 2016).

2.1.4. Stanoveni diagnozy — vySetfovaci metody

Zakladni diagnostika PCa se opird o vySetfeni per rectum a stanoveni PSA. Pfi podezieni
na nador nasleduje transrektalni ultrasonografie s biopsii prostaty. Pfi nalezu karcinomu se
dopliiuje rentgenové vysetieni plic, CT bficha a panve, a eventualné scintigrafie skeletu.
Vysetfeni panve magnetickou rezonanci se provadi vétSinou jen pred planovanou
radioterapii PCa k detailnimu zhodnoceni pomérti v panvi. Nov¢jsi metody pak zahrnuji
pozitronovou emisni tomografii s cholinem, fluoridem sodnym nebo s ligandem

prostatického specifického memranového antigenu (PSMA) znacenym **Ga.
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2.1.5. Terapie

Lécebny piistup zavisi na klinickém stadiu onemocnéni a zpravidla zahrnuje radikalni
prostatektomii nebo radiacni terapii s ndslednym pribéznym sledovanim hladiny sérového
PSA. Déle se uplatiiuje hormonalni 1éc¢ba, chemoterapie a imunoterapie (Litwin and Tan,

2017).
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3. Imunoterapie nadorovych onemocnéni se zamérenim na karcinom

prostaty

Vyuziti imunitniho systému pro 1écbu solidnich nédort mélo v minulosti spisSe
neuspokojivé vysledky. V poslednich desetiletich doSlo k velkému narGstu riznych
klinickych studii tykajicich se imunoterapie solidnich nadort. Zatimco chirurgie, radiacni
léCba a chemoterapie zustala zakladem lécby mnoha solidnich nadorG v pocatecnich
stadiich, imunoterapie se stdva soucasti lécby a zvySuje preziti pacientl. I kdyz ma
imunoterapie slibné vysledky u mnoha solidnich nadorti, u PCa je ispéSnost 1écby stale
relativné nizkd. Personalizovand imunoterapie zejména v kombinaci s checkpoint
inhibitory a soucasné s konven¢nimi pfistupy (cytotoxické latky, cileni na androgenni

receptory) by mohla pfinést zajimavé vysledky (Cha et al., 2020).

Z vysledku tady studii vyplyva, Ze zanét hraje v riznych fazich ristu PCa vyznamnou roli.
Od pocatku zanétu prostaty, ktery muze vést k tumorigenezi a dalSimu vyvoji onemocnéni,
hraje dulezitou roli imunosuprese a rezistence (Gurel et al., 2014; Sfanos and De Marzo,
2012; Sfanos et al., 2013; Tewari et al., 2018). Vyvoj a progrese PCa je vysoce spojena
s chronickym zanétem zpusobenym poskozenim bunck a genomu prostatitidou (Cai et al.,
2019). Chronicky zanét v prostaté zpusobuje remodelaci extracelularniho matrixu a
pfeménu epitelu v mezenchym, ktery hraje kli¢ovou roli ve vyvoji a progresi onemocnéni
(Cai et al., 2019). PCa je ve srovnani s jinymi malignitami pomalu rostouci onemocnéni.
To umoznuje PCa byt idedlnim kandidatem pro imunoterapii. Na zakladé¢ analyzy
nadorovych antigend jsou u pacientii s PCa zkouSeny razné imunoterapeutické pristupy

(Obr. 1).

Nadorovou imunoterapii 1ze rozdélit na pasivni a aktivni na zéklad¢ schopnosti aktivovat
imunitni systém proti nddorovym bunikkam (Lesterhuis et al., 2011). Do kategorie pasivni
imunoterapie se fadi zejména T bunéfna terapie (adoptivni bunécny transfer) a
monoklonélni protilatky, které pfimo cili na nadorové antigeny a maji protinadorovou
aktivitu (Humphries, 2013; Maus et al., 2014; Strebhardt and Ullrich, 2008; Weiner, 2007).
Naopak do aktivni imunoterapie patii hlavné protinddorové vakciny a checkpoint
inhibitory, které vykazuji protinddorovy ucinek jen pifi zapojeni imunitniho systému
pacienta (Melief and van der Burg, 2008; Palucka and Banchereau, 2013; Pardoll, 2012;
Rice et al., 2008).
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Dal8i mozné rozdéleni imunoterapie, které se nekdy pouzivd, je na zaklad¢ antigenni
specificity. Do skupiny specifick¢é imunoterapie lze zatradit protinddorové monoklonalni
protilatky. Jako nespecifické lze povazovat imunostimulani cytokiny a checkpoint
inhibitory (Dronca and Dong, 2015; Lipson et al., 2013; Pardoll, 2012; Westin et al., 2014;
Zitvogel and Kroemer, 2012).

Dendritic cell

DC vaccines

- Protein/peptide

- Tumor lysates

MHC | - Viral/non-viral vectors

r/
TCR
CD8* T cell
R — CD8* T cell

" ”~ G éﬁ . il
e - . Bispecific Ab

—_—
DC
CAR-T cells
‘ CD80/CD86
* CTLA-4
T cell
Oncolytic viruses Checkpoint inhibitors

Obr. 1: Hlavni imunoterapeutické pfistupy u karcinomu prostaty (Cha et al., 2020)
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3.1. Pasivni imunoterapie

3.1.1. Adoptivni bunéény transfer

Adoptivni bunény transfer (ACT, z angl. adoptive cell transfer) je typ bunécné
protinadorové imunoterapie, ktera obvykle zahrnuje izolaci cirkulujicich nebo tumor
infiltrujicich lymfocyt (TIL, z angl. tumor-infiltrating lymphocytes), poté jejich ex vivo
upravu a expanzi a jejich zpétnou aplikaci pacientovi. ACT se casto provadi po
lymfodeple¢ni chemoterapii a v kombinaci s imunostimulacnimi cytokiny (Galluzzi et al.,

2012; Humphries, 2013; Maus et al., 2014; Restifo et al., 2012; Vacchelli et al., 2013a).

3.1.1.1. Tumor infiltrujici lymfocyty

TIL tvoti heterogenni populaci lymfocyti, sloZzenou prevazné z T bun€k a NK bunék. TIL
pfirozené¢ migruji do nadoru a jsou potencialné pifitomny ve vSech solidnich nadorech.
Jednou z prvnich praci, kterd zminluje klinicky piinos infiltrace lymfocytd, je kazuistika z
roku 1972. Ta popisuje, ze pacient s karcinomem zaludku bez ptedchozi 1é¢by vykazoval
totalni regresi jaternich metastdz (Rosenberg et al., 1972). Vysoké infiltrace lymfocytt
pozorovana pii resekované biopsii zaludku naznacila vyznam téchto TIL pro omezeni rastu
nadoru. Pfitomnost TIL v nadorech byla nasledné asociovdna s piiznivou prognézou u
riznych typt malignich onemocnéni (Clemente et al., 1996; Galon et al., 2006; Loi et al.,

2013; Sato et al., 2005).

TIL schopné rozpoznat nadorové antigeny mohou byt izolovany z resekovanych nadoru.
Objev T bunécného rustového faktoru interleukinu-2 (IL-2) (Smith, 1980) umoznil vyvoj
standardni metody pro rozsahlou expanzi TIL izolovanych z nadorii pacientii in vitro
(Rosenberg et al., 1988). Metoda expanze extrahovanych TIL byla zavedena Stevenem
Rosenbergem a jeho kolegy a vedla k produkei dostate¢ného mnozstvi bun¢k pro ACT
(Dudley et al., 2003). ACT zalozeny na TIL zahrnuje nemyeloablativni lymfodepleci,
infuzi velkého mnozstvi expandovanych TIL izolovanych z resekovaného nadoru a podani
IL-2 po infuzi TIL. V tomto nastaveni se ukazal ACT uspéSny zejména u refrakterniho
metastazujiciho melanomu (Dudley et al., 2005).

Ptiprava TIL se sklada z nékolika krokii. Nejprve je vzorek resekovaného nadoru rozdélen
na vice fragmentl, které jsou jednotlivé kultivovany nebo enzymaticky dispergovany do

jednobunééné suspenze. Lymfocyty jsou expandovany v mediu s vysokou koncentraci IL-2
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po dobu 2 az 4 tydnl. Ty vétSinou pierostou a vymyti nadorové bunky, coz vede k Cistym
TIL kulturam. Pokud jsou k dispozici autologni nadorové buiiky, mohou byt jednotlivé TIL
kultury selektovany na zakladé¢ produkce IFNy a cytotoxicity (Dudley et al., 2003).
Vybrané TIL kultury jsou dalsi dva tydny expandovany (REP, z angl. rapid expansion
protocol) v pfitomnosti nadbytku ozatenych alogennich bunék (feeder cells), anti-CD3

protilatky a vysoké koncentrace IL-2 (Andersen et al., 2018).

Potize s ptipravou autologni nddorové kultury a rozdilnéd diverzita cilovych nadort vSak
pfim¢ly mnoho instituci vyuzivat vSechny izolované TIL k dal§i masivni expanzi a infuzi

(Besser et al., 2009; Donia et al., 2012; Tran et al., 2008). Hlavni vyhodou tohoto postupu

[ 24

Pted bunécnou infuzi jsou pacienti podrobeni ptipravnému rezimu, ktery bézné zahrnuje
podavani cyklofosfamidu a fludarabinu, coz zptisobi u pacienti prechodnou lymfodepleci
(Klebanoff et al., 2005). Bylo prokdzano, ze lymfodeplece zvysuje perzistenci podavanych
TIL a zaroven vyskyt a trvani klinickych odpovédi po 1é¢bé TIL (Dudley et al., 2002).

Utinnost této personalizované imunoterapie byla potvrzena nékolika nezavislymi studiemi
uvadéjicimi objektivni miru odpovédi u 40 az 50 % pacientl s metastazujicim
melanomem, vcetné kompletni regrese nadoru u 10 az 25 % lécenych pacientll (Andersen
et al., 2016; Besser et al., 2013; Dudley et al., 2013; Dudley et al., 2005; Goff et al., 2016;
Itzhaki et al., 2011; Pilon-Thomas et al., 2012; Radvanyi et al., 2012). Efektivita adoptivni
terapie TIL je patrnd, pokud uvézime, ze pted zavedenim TIL terapie bylo pétileté pieziti

pacientil s metastazujicim melanomem jen 10 % (Garbe, 1993).

Terapie s TIL se pouziva predev§im u metastazujictho melanomu v pozdnim stadiu jako
zachrannd 1écba po selhdni standardni terapie u pacientll s viceCetnymi metastazami.
Kolektivni zkuSenost riznych nezéavislych studii je takova, ze podstatna cast pozorovanych
odpovédi je trvala, zejména u pacientl, ktefi dosahli kompletni regrese nadoru, a ze
naprostd vétsina téchto pacientl zlistdvd mnoho let po 1é¢bé bez onemocnéni (Andersen et
al., 2016; Besser et al., 2013; Itzhaki et al., 2011; Pilon-Thomas et al., 2012; Radvanyi et
al., 2012; Rosenberg et al., 2011).Tato zjisténi jasn¢ prokazuji klinickou t€innost a léCebny

potencial ACT zalozené na TIL.

Diivéjsi studie ukazaly, Zze ptedchozi podavani IL-2 a/nebo anti-CTLA-4 protilatek
neovlivituje odpovéd’ na adoptivni TIL terapii (Besser et al., 2013; Goff et al., 2016).
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Nedavno se ukézalo, Ze pacienti s progresi po anti-PD-1 imunoterapii mohou stale
reagovat na infuzi TIL. Nadorové reaktivni T bunky téchto pacientl navic siln€ infiltruji
TME (Andersen et al., 2018). Tato zjiSténi naznacuji, Ze mechanismy vedouci k rezistenci

na terapii checkpoint inhibitory se nepiekryvaji s rezistenci na terapii zalozené na TIL.

Zatimco mortalita spojend s TIL terapii je podstatné niz$i nez u konvencni 1€cby pro
relabujici nebo refrakterni nadory, u TIL terapie byla pozorovéana vyznamna toxicita. Tyto
nezadouci ucinky byly zafazeny do 3. a 4. stupné toxicity (Common Terminology Criteria
for Adverse Events) a primarné souviseji s pfipravnym rezimem, zejména s poddvanim
vysokych davek IL-2 po transferu bunck (Besser et al., 2013; Pilon-Thomas et al., 2012;
Rosenberg et al., 2011).

Z tohoto diivodu bylo testovano pouziti atenuovaného IL-2 rezimu. Objektivni odpoveéd
vykazalo 10 z 24 (42 %) pacientd, 3 (12 %) pacienti méli trvalou odpovéd, cozZ je
ucinky spojené s IL-2, byly obecné zvladnutelné bez nutnosti podpory intenzivni péce.
Vzhledem k vysokym nédkladim a toxicité je diilezité zjistit prediktivni kritéria, aby bylo
mozné indikovat TIL terapii pouze t€m pacientiim, u nichz je pfiméfena Sance na dosazeni
klinického piinosu. Doposud byly publikovany rGznorodé vysledky tykajici se pouziti
nadorové mutac¢ni naloZze a naloze nadorovych neoepitopt jako prediktivnich kritérii

(Lauss et al., 2017).

V poslednich letech n€kolik studii ukazalo GspéSnost expanze TIL z dalSich typt nadort
napt. karcinomu plic, prsu, pankreatu, ledvin a mocového méchyie (Andersen et al., 2018;
Baldan et al., 2015; Ben-Avi et al., 2018; Hall et al., 2016; Lee et al., 2017; Poch et al.,
2018; Turcotte et al., 2013). Izolace TIL byla popsana i u dalSich solidnich nador nebo
jejich metastaz, a to u karcinomu vajeéniki, délozniho Cipku, travici soustavy a sarkomu
(Hilders et al., 1994; Nielsen et al., 2020; Turcotte et al., 2013; Webb et al., 2014; Yannelli
et al., 1996).

PCa ptedstavuje nador s relativné nizkou mutacni nalozi (Berger et al., 2011; Chalmers et
al., 2017). N¢kolik studii vSak ukazalo, ze 1 nddory s niz§i mutacni nélozi mohou byt cileny
specifickymi T builkami proti neoantigeniim pochézejicich z mutace (Yarchoan et al.,
2017). PCa je povazovan za tzv. ,,cold* nddor, s jen malou infiltraci T bun¢k (Abrahams et
al., 2002; De Velasco and Uemura, 2018; Goswami et al., 2016; Yunger et al., 2019).

Navic TME prostaty bylo popsdno jako imunosupresivni, infiltrované supresorovymi
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bunkami, jako jsou regula¢ni T burniky a myeloidni supresorové bunky (Bryant et al., 2017;
Strasner and Karin, 2015). Také stromalni buiikky pravdépodobné pfispivaji k dysfunkci T
bunék (Feig et al., 2013).

Nékteré prace uvadi pritomnost TIL v prostaté (Ebelt et al., 2009; Flammiger et al., 2012;
Ness et al., 2014; Solinas et al., 2017; Strasner and Karin, 2015), které byly nefunk¢ni a
neschopné stimulace (Ebelt et al., 2008; Ebelt et al., 2009; Hammerstrom et al., 2011)
Nedavnd publikace vSak ukazala, Ze izolované prostatické TIL Ize expandovat a
reaktivovat. Tyto TIL byly funkéni a nadorové specifické (Yunger et al., 2019). Dalsi
studie potvrdila, Ze vysoka hustota CD8" TIL v nadoru je asociovana s lep$im pieZivanim
u pacienti s lokalizovanym vysoce rizikovym PCa po radikalni prostatektomii (Yang et al.,

2021).

3.1.1.2. Geneticky modifikované T bunky

Druhy pftistup ptipravy naddorové specifickych T bun€k se opira o genetickou modifikaci T
bunck za ucelem zlepSeni nadoroveé specifické imunitni odpovédi. Toho je dosazeno
transferem genetického materialu kodujiciho bud’ TCR nebo chimericky antigenni receptor
(CAR, zangl. chimeric antigen receptor) cilici naddorové specifické antigeny. Vznikaji
kombinaci antigen-vazebnych ¢asti molekuly protilatky s intraceluldrnimi signaliza¢nimi
doménami riiznych imunoreceptorti a kostimula¢nich molekul. CAR jsou navrzeny tak,
aby byly vysoce specifické a vysoce reaktivni. Zdrojové T buiky se ziskavaji z periferni
krve, obvykle po leukaferéze, jsou aktivovany, geneticky zménény, expandovany a
vraceny zpét pacientovi. Pacient je cCasto pfedem podroben pifipravnému rezimu

podobnému rezimu ACT zalozeného na TIL.

Metody bézn¢ pouzivané ke genetick¢ modifikaci T bunc€k zahrnuji pouziti transientni
mRNA transfekce (Zhao et al., 2006), retrovirovych vektorii (Clay et al., 1999),
lentivirovych vektora (Tsuji et al., 2005), transpozont (Peng et al., 2009) nebo homologni

rekombinace po genové¢ editaci (Eyquem et al., 2017).

TCR jsou piirozené se vyskytujici povrchové receptory na T bunikéach, které rozpoznavaji
peptidové antigeny prezentované na povrchu bunék prostfednictvim hlavniho
histokompatibilniho komplexu neboli HLA (z angl. human leukocyte antigen). Geneticka
modifikace TCR méni specificitu T bun€k expresi nového paru TCR alfa a beta fetézci,

ktery je specificky pro nadorovy antigen. Za timto ucelem byly identifikovany TCR T
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bunck, které dokdzi rozpoznat exprimované nadorové antigeny, a tedy specificky
napadnout nadorovou tkan. ProtoZze se vSak TCR vazi na peptidové/HLA komplexy na
bunéném povrchu nadorovych bunék, mohou byt nadorove specifické TCR pouzity pouze

u populace pacientl, kterd ma tuto specifickou HLA alelu.

Po izolaci a sekvenovani nadorové specifického TCR muze byt TCR naklonovan do
retrovirovych nebo lentivirovych vektort. T bunky z periferni krve pacienti jsou ex vivo

transdukovany témito vektory a pak nésledné expandovany a aplikovany infuzi pacientim.

Ptirozené se vyskytujici nadorovée specifické T bunky maji obecné nizsi afinitu z divodu
vlivu centralni tolerance na T bunécny repertoar. Pokusy o ptekonani tohoto problému
zahrnovaly genetickou modifikaci TCR (Robbins et al., 2008), generovani mysSich TCR
imunizaci transgennich mysi (Stanislawski et al., 2001) a izolaci TCR v in vitro alogennim
nastaveni indukci T bun€k reagujicich na cizi komplex HLA-peptid (de Witte et al., 2006),

¢imz se obeslo repertoarové omezeni selekci thymu.

V prvni studii s geneticky modifikovanym TCR byly T buiiky pacientll s metastazujicim
melanomem transdukovany TCR cilenym proti HLA-A*0201/MART-1 peptidu, ktery byl
klonovan z ¢isté TIL kultury izolované z resekovaného melanomu pacienta s HLA-*0201,
ktery reagoval na 1é€bu TIL (Morgan et al., 2006). Trvald odpovéd’ byla pozorovana u
mensi ¢asti pacientll bez vyznamné toxicity a TCR modifikované T bunky pietrvavaly v
krvi pacientd vice nez rok. Jiné studie nasledné prokdzaly vyznamnou regresi nadoru u
pacientl, kterym byly aplikovany T bunky s geneticky modifikovanymi TCR proti gp100
(u melanomu) (Johnson et al., 2009), NY-ESO-1 (u melanomu, synovialni sarkomu,
mnohocetného myelomu) (Rapoport et al., 2015; Robbins et al., 2011), MAGE-A3 (u
myelomu a melanomu) (Linette et al., 2013), MAGE-A4 (u karcinom jicnu) (Kageyama et
al., 2015) a CEA (u kolorektalni karcinomu) (Parkhurst et al., 2011). T buiiky s geneticky
modifikovanym TCR proti prostatickému antigenu TARP (z angl. TCRy alternate reading
frame protein) specificky zabijely HLA-A2" prostatické a prsni nadorové buiiky (Hillerdal
etal., 2012).

N4

bunék existuji tato potencialni bezpecnostni rizika.: ,,on-target off-tumor toxicita“ - T
bunky rozpoznaji kromé& nadorové tkan€ i normalni tkan diky expresi stejnych antigenti
(napf. gpl00 a MART-1 jsou exprimovany jak buiitkami melanomu, tak normalnimi
melanocyty), ,,off-target reaktivita® - T bunky zkfizen¢ reaguji proti jinymi peptidiim, nez
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jsou cilové a ,,cytokine release syndrom® - T buiiky vyvolavaji nahly a dramaticky nartst

zéanétlivych cytokinil (Casucci et al., 2015; Rapoport et al., 2015).

CAR T bunétna terapie kombinuje vyhody protilatkového rozpozndvani antigenu
s cytotoxickymi vlastnostmi a aktivaénim potencidlem T bun¢k. Konstrukce CAR se opird
o identifikaci vhodné protilatky cilici na povrchovou molekulu nadorové buiiky, ktera je
predmétem zajmu. CAR rozpoznavani neni zavislé na zpracovani nebo prezentaci peptidi
molekulami HLA. Proto vSechny povrchové exprimované cilové molekuly ptedstavuji

potencidlni CAR epitop.

Prvni generace CAR se skladd z antigen vazebné oblasti (jednofetézcovy variabilni
fragment protilatky (scFv)), zalozené na protilatce pozadované specifity, fuzované s T
bunénymi signalnimi doménami asociovanymi s nativni TCR signélni transdukci. Tyto
prvni CAR poskytuji pouze aktivacni signdl 1 T builkam a bylo prokazano, ze pii
opakované stimulaci antigeny vedou k CAR T bunétné anergii (Kershaw et al., 2006).
Druhd generace CAR obsahuje dalsi kostimula¢ni doménu CD28 nebo 4-1BB, ktera po
rozpoznani cilového antigenu poskytuje druhy aktivacni signal. CAR T buiiky nesouci tyto
CD28 nebo 4-1BB signalni skupiny prokazaly v klinickych studiich silnou protinadorovou
aktivitu. Vysledky klinickych odpovédi vyznamné pievysuji predchozi generaci (Brudno et
al., 2018; Davila et al., 2014; Maude et al., 2018). Tieti generace CAR, kterd ma
zaClenénou dalsi kostimulacni doménu, je nyni ve vyvoji a oCekava se od ni potenciace

aktivity T bun¢k.

Nejveétsi uspéch 1écby CAR T bunkami byl zaznamenan u hematologickych malignit.
Klinické studie prokazaly robustni tc¢innost a Casto trvalé¢ odpovédi vyvolané CAR T
bunikami cilicimi na molekulu CD19, antigenu exprimovaného na povrchu normalnich 1
malignich B bun¢k. CD19-specifické CAR T buiiky byly uspésné pouzity k 1€cbé pacientii
s malignitami B bunék refrakternich k chemoterapii (Kalos et al., 2011; Porter et al., 2015;
Turtle et al., 2017). Nejptsobivejsi vysledky byly pozorovany u akutni lymfoblastické
leukemie, kde byl vyskyt kompletni odpovédi 70-90 % (Davila et al., 2014; Maude et al.,

2018; Park et al., 2018).

v

CAR T bunétna terapie u solidnich nddorti nepfinesla zatim vyrazné€j$i uspéch. Mezi
potencialni piekazky patii prfedevSim neefektivni infiltrace T bun€k do nadoru, fyzicka
bariéra branici infiltraci nddoru T buiikami, obtiznost selekce antigenu v dasledku vysoké

heterogenity solidnich nadort, vysoké riziko toxicity v dasledku zvysSené exprese cilového
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antigenu ve zdravych tkanich a silné imunosupresivni faktory, které zptisobuji nefunk&nost
T bun¢k v TME (Srivastava and Riddell, 2018). Probihajici studie se pokouseji prekonat
tyto prekazky pomoci modifikovanych metod genetického transferu a 1é€ebnych protokolt,
testuji novy design CAR vyuzivajici dalsi receptory a ligandy. Byly testovany nové cile,
jako je CEA pro kolorektalni karcinomy, disialogangliosid GD2 pro neuroblastom a
sarkom, PSMA u PCa a melanomu, EGFRVIII a IL13Ra2 pro glioblastom (Srivastava and
Riddell, 2018). Nedavné studie (NCT02414269, NCT03159819) ukazaly slibné vysledky u
1é¢by solidnich nadori, které cilily na bunécné povrchové antigeny mesothelin u maligniho
onemocnéni pohrudnice (Adusumilli et al.,, 2014) a claudin u pacientid s pokrocilym

adenokarcinomem Zaludku a pankreatu (Jiang et al., 2019).

Pro CAR T bunécnou terapii PCa byly zatim otestovany T bunky proti PSMA a CD28 jako
kostimulatoru. Strategie cilici PSMA a CD28 oproti samotnému CD28 ukazala lepsi
protinadorové ucinky in vivo (Ma et al., 2014). U mysiho PCa modelu byla nedavno
testovana CAR T buné¢na imunoterapie cilena na populaci nadorovych kmenovych bunék
exprimujici molekulu EpCaM. Vysledky naznacuji slibnou uc¢innost (Codd et al., 2018).
V soucasné dobé probihaji studie (NCT02744298, NCT03873805) testujici CAR T buiky
namifené proti antigenu kmenovych bunc€k prostaty (PSCA, z angl. prostate stem cell

antigen) u metastazujiciho PCa.

3.1.2. Monoklonalni protilatky proti nidorovym antigentiim

Monoklonalni protilatky (mAbs, z angl. monoclonal antibodies) cilici nadory jsou pomérné
roz$itenou skupinou protinadorové imunoterapie (Vacchelli et al., 2013b). Ackoli jsou
mAbs zafazeny do pasivni imunoterapie, nékteré varianty mAbs aktivuji imunitni systém a
mély by byt zahrnuty do aktivni imunoterapie. Tyto mAbs maji razné funkce. Specificky
méni signalni funkce receptori exprimovanych na povrchu malignich bunék (Kaplan-
Lefko et al.,, 2010; Ming Lim et al., 2013; Weiner et al., 2008). Neutralizuji signaly
produkované malignimi nebo stromdlnimi bunikami nadoru (Ferrara et al.,, 2004;
Michielsen et al., 2012). Selektivné rozpoznéavaji nadorové bunky na zakladé exprese
nadorove asociovanych antigenti (TAA, z angl. tumor-associated antigens) (Cavallo et al.,

2007; Coulie et al., 2014).

Monoklonalni protilatky existuji nejméné v péti funkéné odlisSnych variantdch. Prvni typ

jsou samotné mAb, které inhibuji signalni drdhy potiebné pro preziti nebo progresi
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nadorovych bun¢k. Piikladem je mAb cetuximab specificky pro receptor epidermalniho
rastového faktoru (EGFR), ktery je schvalen FDA pro 1é¢bu karcinomu hlavy, krku a
kolorektalniho karcinomu (de La Motte Rouge et al., 2007; Ming Lim et al., 2013; Weiner
et al., 2008). Druhy typ jsou mAbs, které aktivuji receptory smrti exprimované na povrchu
malignich buné€k, jako je tigatuzumab (CS-1008) specificky pro superrodinu receptoru
nadorového nekrotizujiciho faktoru (DRS) (Forero-Torres et al., 2013; Kaplan-Lefko et al.,
2010). Treti typ jsou imunitni konjugaty, tj. TAA-specifické mAb spojené s toxiny nebo
radionuklidy, jako je gemtuzumab ozogamicin, konjugat anti-CD33 s kalicheamicinem,
ktery je schvalen pro pouziti u pacientt s akutni myeloidni leukémii (Hughes, 2010; Leal
et al., 2014). Ctvrty typ mAb je TAA-specificky, ktery opsonizuje nadorové buiiky, a tim
aktivuje na protilatkdch zévislou bunécné zprostiedkovanou cytotoxicitu (ADCC, z angl.
antibody dependent cellular cytotoxicity) (Houot et al., 2012; Hubert and Amigorena,
2012; Kute et al., 2012; Weiner et al., 2010), na protildtkach zavislou fagocytézu
(Winiarska et al., 2011) a na komplementu zavislou cytotoxicitu (Zipfel and Skerka, 2009).
Do této skupiny patii anti-CD20 mAb rituximab, ktery je v souc¢asné dob¢ schvalen k 1écbé
chronické lymfocytarni leukémie a nehodgkinského lymfomu (Jones, 2013; Scott, 1998).
Paty typ, bispecifické protilatky (BiTE, z angl. bispecific T cell engager) jsou chimérické
proteiny skladajici se ze dvou jednofetézcovych variabilnich fragmentl z odliSnych mAbs,
z nichz jeden je specificky pro TAA a druhy pro povrchovy antigen T bunck. Jedna se
napt. o blinatumomab (CD19/CD3 BiTE) ktery byl schvéalen pro 1écbu akutni
lymfoblastické leukemie s negativnim filadelfskym chromozomem (Hoffman and Gore,
2014; Topp et al., 2012; Walter, 2014). U BiTE EGFRvVII/CD3 protilatky byly

pozorovany protinadorové u€inky u invazivnich typti nadoru mozku (Choi et al., 2013).

3.1.2.1. Protilatky konjugované s radionuklidy

Monoklonalni protilatky konjugované s radionuklidy u PCa cili pfedev§im na antigen
PSMA, ktery je vysoce exprimovan na prostatickych nadorovych buiikach. Tato strategie
ma vyhodu lokélniho doruceni radioaktivni latky, diky vysoké specifité a internalizaci do
prostatickych nddorovych bunék. Ve fazi II klinické studie byla testovana anti-PSMA
protilatka konjugovana s lutetiem-177 (177Lu-J591). Pokles PSA byl prokazan u 60 %
pacientli s metastatickym kastrat rezistentnim PCa (mCRPC, z angl. metastatic castrate
resistant PCa), kteti dostali jednordzovou davku (Tagawa et al., 2013). Nedavné klinicka
studie s 177Lu-J591 ukéazala slibnou terapeutickou ucinnost u pacienti s mCRPC

v kombinaci s vys$si kumulativni radioterapii (Tagawa et al., 2019). Posledni vysledky
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aktualni studie s alternativnim ligandem PSMA-617 konjugovanym s lutetiem udévaji
minimalné 50 % pokles PSA u pacientt s mCRPC (Vapiwala et al., 2019). Kromé
terapeutického ucelu jsou monoklonalni anti-PSMA protilatky konjugované s radionuklidy
vyuzivany k diagnostickym uceliim pro zobrazovéani a identifikaci metastaz u mCRPC

(Cimadamore et al., 2018; Grubmuller et al., 2020; Vlachostergios et al., 2021).

Jako dalsi vhodny terapeuticky cil se jevi PSCA, ktery je exprimovan jak v nadoru

prostaty, tak v jeho metastdzach (Kessler et al., 2017).

3.1.2.2. Bispecifické protilatky

Bispecifické protilatky (BiTE), cilici na nadorové antigeny exprimované na PCa bunikach a
zaroven na molekulu CD3 na T buiikach, se nedavno objevily jako slibny novy pfistup v
1é€bé hormonalné refrakterniho PCa. V tomto kontextu byly testovany rizné kombinace
bispecifickych protilatek. Bispecifickd Fab protilatka anti-PSMA a anti-CD3 prokézala
vynikajici G¢innost a aktivitu in vitro a in vivo u xenograftovych modelt (Hernandez-
Hoyos et al., 2016; Kim et al., 2013; Patterson et al., 2017). Translace tohoto pfistupu
vyuzitim bispecifickych protilatek cilicich CD3 a Her2 na naddorovych bunkéch v klinické
studii faze I prokazala povzbudivé vysledky s ¢aste€nou odpovédi i vyznamnym poklesem
PSA a skore bolesti u nékolika pacientll. Dalsi analyzy prokazaly zvySenou koncentraci

IFNy a Th1 cytokinti v séru respondert (Vaishampayan et al., 2015).

Tento pfistup byl nedavno testovan na vzorcich prostatické nadorové tkané s pouzitim
onkolytického adenoviru kombinujiciho virolyzu naddorovych bunék a Gcinek bispecifické
protilatky cilici na CD3 molekulu na T builkdch a molekulu FAP na néadorové
asociovanych fibroblastech. Tento pfistup ukézal na moznost cileni na prostatické
nadorové bunky a zaroven na nadorové asociované fibroblasty v ramci jednoho
terapeutického ptipravku (Freedman et al., 2018). Klinicka studie faze I (NCT01723475)
testovala bispecifickou protilatku pasotuxizumab (cilici na PSMA a CD3) u mCRPC
pacienti. Vramci studie byly aplikovany rizné davky ptipravku. Byla prokédzéna
bezpecnost pripravku. U dvou pacientl byla zjisténa dlouhodoba protinadorova odpoveéd’,

ktera byla zavisla na davce pfipravku (Hummel et al., 2021).
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3.1.3. Imunostimula¢ni cytokiny

Cytokiny jsou rozpustné proteiny, které zprostiedkovavaji komunikaci mezi buiitkami. Na
zaklad¢ objevu protinddorové aktivity nékolika prozanétlivych cytokinli na zvifecich
modelech vedl klinicky vyzkum ke schvéleni rekombinantnich cytokini [FNa a IL-2 pro
1é€bu nékolika malignit, 1 kdyz ucinnost byla pouze mala (Dillman, 1994; Kirkwood,

2002).

Dale probéhly klinické studie s TNFa, IL-12, IL-15 a IL-21 a GM-CSF. Cytokiny vSak
v nadoru, vysoké toxicit¢ a indukci inhibi¢nich molekul. Cytokiny jsou testovany
v kombinaci s checkpoint inhibitory a monoklonalnimi protilatkami, aby zvySily ADCC
téchto protilatek, a ve form¢ fuznich proteinu (protilatka-cytokin) (van Horssen et al.,

2006; Waldmann, 2018).

3.2.  Aktivni imunoterapie

Aktivni imunoterapie stimuluje vlastni imunitni odpovéd’ pacienta. Dochézi k aktivaci
imunitnich bunék, predevsim NK bunék a cytotoxickych T bunék nebo produkci protilatek.
Cilem tohoto pfistupu je vyvolat adaptivni imunitni odpoveéd, zejména tvorbu

dlouhodobych pamétovych T bunék, které specificky cili na nadorové antigeny.

3.2.1. Dendritické buiky

Dendritické buiiky (DC, z angl. dendritic cells) jsou povaZzovany za nejucinngjsi antigen
prezentujici buiiky (APC, z angl. antigen-presenting cells), takzvané profesionalni APC, a
spojovaci ¢lanek mezi pfirozenou a adaptivni imunitou. Pfedpoklada se, ze DC vakciny
maji schopnost indukovat in vivo expanzi nadorové specifickych T bunék (Carreno et al.,
2015; Okada et al., 2011; Sheikh et al., 2013). DC jsou vétSinou pfipravovany z perifernich
monocyti nebo CD34" bunék kultivaci in vitro (Balan et al., 2014; Jeras et al., 2005; Nair
et al., 2012). Nezralé DC jsou pak kultivovany spole¢né s nddorovymi antigeny (peptidy,
mRNA, apoptotickymi nadorovymi bunkami, lyzaty) a maturovany. Prvni klinicka studie
nadorové DC vakciny byla provedena u B bunééného lymfomu a publikovana v roce 1996
(Hsu et al., 1996). V poslednich desetiletich bylo vyvoji nddorovych vakcin na bazi DC
vénovano zna¢né usili (Banchereau and Palucka, 2005; Palucka and Banchereau, 2013).

Vétsina klinickych studii vSak skoncila zklamanim, ziejmée z diivodu zafazeni pacientl ve
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velmi pokrocilych stddiich onemocnéni s nadorem indukovanou imunosupresi a

poskozenym imunitnim systémem (Sprooten et al., 2019).

3.2.1.1. Alogenni dendritické burnky

Pro nadorovou terapii se vyuzivaji zejména autologni DC, v mensi mife alogenni DC.
Alogenni DC, 1 kdyz nemayji schopnost prezentovat antigeny, mohou diky rozdilnym MHC
pusobit jako silné adjuvans. Mohou nabohatit TME o Thl zanétlivé cytokiny, sensitizovat
nezralé autologni DC a nasledné aktivovat NK buiiky a nadorové specifické CD8" T buiiky
(Jin et al., 2014; Wallgren et al., 2005). Studie s alogennimi DC (Intuvax) byla provedena
na pacientech s metastatickym karcinomem ledvin. DC byly maturovany v pfitomnosti R-
848, Poly (I:C) a IFNy. Pacientim byl pfipravek aplikovan intratumordlni injekei.
Vysledky studie ukdzaly, Ze injekce pfipravku Intuvax je bezpecnd a indukuje systémovou
protinadorovou imunitni odpovéd’, ktera mize prodlouzit pteziti u pacienti. Vyhodou je

pouziti pfedem zamrazenych alogennich DC (Laurell et al., 2017).

3.2.1.2. Autologni dendritické bunky

Sipuleucel-T (Provenge) je aktivni bunécnd terapie, kterd se pouziva pro 1éCbu
asymptomatického nebo minimaln¢ symptomatického mCRPC. Je to prvni protinddorova
vakcina, kterd byla schvalena FDA pro klinické pouziti. Je navrzena tak, aby indukovala T
bunécnou odpovéd proti prostatické kyselé fosfataze (PAP, zangl. prostatic acid
phosphatase). Ptiprava zahrnuje nabohaceni APC z leukaferézy a ex vivo aktivaci bun¢k
pomoci rekombinantniho fuzniho proteinu PA2024 (obsahujici PAP a GM-CSF) (Anassi
and Ndefo, 2011; Plosker, 2011). Faze III klinické studie (NCT00065442) u mCRPC
ukazala, ze Sipuleucel-T prodlouzil celkové pteziti (OS, z angl..overall survival) o 4,1
meésicl a snizil relativni riziko umrti o 22 % (Kantoff et al., 2010a). Tato studie ukéazala, ze
vyssi benefit z 1é€by méli pacienti v Casnych stadiich onemocnéni (Schellhammer et al.,
2013; Silvestri et al.,, 2016). Ackoli byly zahdjeny klinické studie (NCT01420965,
NCTO01832870) sledujici efekt kombinacni 1€cby sipuleucelu-T s pidilizumabem (anti-PD-
1) a cyklofosfamidem a v dalsi studii s ipilimumabem (anti-CTLA-4), tyto studie byly

z divodu finan¢ni naroc¢nosti predcasné ukonceny (Scholz et al., 2017).

Bunééna terapie (DCVAC/PCa), vyvinuta na Ustavu imunologie 2. LF a FN v Motole,

kombinuje autologni dendritické buiiky se zabitou alogenni prostatickou bunécnou linii
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LNCaP. DC jsou ziskdvany z periferni krve pacientli pomoci leukaferezy, gradientovou
separaci PBMC a diferenciaci adherentnich bun¢k v pfitomnosti IL-4 a GM-CSF. Nezralé
DC jsou pulsovany zabitymi LNCaP buitkami, maturovany in vitro pomoci TLR3 ligandu
poly (I:C) a poté opakované aplikovany pacientim subkutanng. Oteviena, jednoramenna
klinickd studie faze I/Il hodnotila DCVAC/PCa v kombinaci se standardni davkou
docetaxelu a prednisonu u 25 muzii s mCRPC (Podrazil et al., 2015). Hlavni sledované
parametry studie byly bezpe¢nost a imunitni odpovéd’. Vysledky studie ukézaly ptiznivy
bezpecnostni profil bez anafylaktickych a autoimunitnich reakci a prodlouzeni mOS o 6 az
7 mésict ve srovnani s mOS, které u této populace ptedpovidaji standardni nomogramy.
Nejcastéjsimi nezadoucimi u€inky byly unava, bolest zad, prijem, zicpa, dalsi
gastrointestinalni potize, parestézie a mirné infekce. VSechny nezadouci tcinky souvisejici
s vakcinou byly stupné¢ 1 az 2. ZlepSeni mOS bylo rovnéz pozorovano u podskupin
pacientll s nepfiznivymi prognostickymi faktory (tj. zvySend hladina PSA, alkalické
fosfatdzy a laktatdehydrogenazy, vyssi Gleasonovo skore, pritomnost bolesti a rozsahlejsi
postizeni kosti). Podavani vakciny bylo asociovdno s vyznamnym zvySenim frekvence
PSA-specifickyjch CD8" T bunék a snizenim regulaénich T bunék v periferni krvi.
Nicméné vSak zadny z hodnocenych imunologickych parametri vyznamné nekoreloval s

mOS (Podrazil et al., 2015).

Nedavno ukoncend faze III (VIABLE; NCT02111577), randomizovana, dvojité zaslepena,
placebem kontrolovana studie s paralelnimi skupinami, kterd hodnotila bezpecnost a
ucinnost docetaxelu/prednisonu v kombinaci s DCVAC/PCa nebo s placebem u piiblizné
1200 pacienti s mCRPC, nesplnila primarni end-point, kterym byl rozdil v OS na celé
populaci zatfazenych pacientli. V ur€itych podskupinach pacientl byl vSak ziejmy vyrazny

statisticky signifikantni benefit poddvané imunoterapie (publikace v ptiprave).

3.2.2. Onkolytické viry

Imunoterapie pomoci vird je pomérné slibnou metodou 1é€by nadorovych onemocnéni.
Onkolytické viry selektivné napadaji nddorové builky, destruuji je a navozuji imunitni
odpovéd’ proti viru i infikované bunce. Onkolytické viry zahrnuji Sirokou Skalu RNA a
DNA virt,, které jsou vétsinou geneticky modifikovany. Casto obsahuji imunomodulaéni
transgeny (GM-CSF) a jsou kombinovany s jinymi imunoterapiemi (Chiocca and Rabkin,

2014).
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Onkolyticky virus Talimogene Laherparepvec, znamy jako T-vec, je modifikovany herpes
simplex virus se dvéma genetickymi delecemi a s pfidanym lidskym genem pro GM-CSF.
T-Vec byl testovan ve studii faze III u pacienti s melanomem, u kterych potlacil rist
nadoru a prodlouzil celkové preziti (Andtbacka et al., 2015). Jako prvni onkolyticky virus

byl schvalen pro klinické pouziti (Pol et al., 2016).

Mezi dals$i uspésné onkolytické viry patii vaccinia virus JX-594 (pexastimogene
devacirepvec) pro hepatocelularni karcinom, GM-CSF-exprimujici adenovirus CG0070 u
karcinomu mocového méchyie a Reolysin (pelareorep), divoka varianta reoviru, u

karcinomu hlavy a krku (Fukuhara et al., 2016).

Predklinické a klinické studie ukézaly, ze PCa je vhodny cil pro 1é€bu onkolytickymi viry.
Vnimavost PCa k infekci onkolytickym virem vznikd podobné jako u jinych druht
malignit na zdklad¢ abnormalit v antivirovych obrannych drahach, véetné téch, které jsou
pfipisovany narusenému tyrosin-proteinkindzovému JAK-signalnimu transduktoru a
aktivatoru transkripcni signalizace STAT (Danziger et al., 2016). U PCa byla provedena
fada klinickych studii vyuzivajici adenoviry, reoviry, HSV-1, virus vakcinie, virus planych
neStovic a virus Sendai (Taguchi et al., 2017). Podobné jako u jinych typt nadori byly
onkolytické viry vétSinou dobfe snaseny. U malého poctu pacientli se vyskytly mirné az
sttedné zadvazné nezaddouci ucinky. Ve vétsing klinickych studii doslo u pacientt k poklesu
hladiny PSA a destrukci nadorovych bunék, coz naznacuje moznou klinickou ucinnost
onkolytickych virt u PCa (Fukuhara et al., 2016; Lee and Gujar, 2018; Taguchi et al.,
2017).

3.2.3. Virové vektory

Dalsi typ aktivni imunoterapie, kterd byla klinicky testovana, je zalozend na pouziti
virovych vektorii. Vakcina PROSTVAC vyuzivd rekombinantnich virt vakcinie
(PROSTVAC-V) a ptacich nesStovic (fowlpox, PROSTVAC-F) s potencialni
imunostimula¢ni a protinadorovou aktivitou (Gulley et al., 2019). Oba viry koduji
modifikované formy lidského PSA a soucasné tfi stimula¢ni molekuly (CD80, ICAM-1,
LFA-3).

Navzdory pozitivnim vysledkiim u pacienti, kteti dostavali PROSTVAC-VF, coz vedlo k
prodlouzeni medianu OS o 8,5 mésice v klinické studii faze II (Kantoff et al., 2010b),
velka potvrzovaci studie faze III (PROSPECT: NCT01322490), kde bylo zafazeno 1200
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asymptomatickych pacientii s mCRPC bud’ do skupiny PROSTVAC-VF s GM-CSF nebo
bez GM-CSF, nepotvrdila pfedchozi vysledky (Gulley et al., 2019). V soucasnosti probiha
klinicka studie (NCT03315871) ptipravku PROSTVAC zkoumajici, zda kombinovana
terapie PROSTVAC s M7824 (monoklonalni protildtka namifena proti PD-L1 a TGFp R
IT) a CV301 (rekombinantni vakcina Avipoxviru) ma protinddorovy uc¢inek u PCa pacientii

s biochemickym relapsem.

3.2.4. Peptidické vakciny

Imunogenni peptidy derivované z nadorovych antigenti byly testovany jako terapeutické
vakciny. Vzhledem k tomu, ze T bunky rozpoznavaji své cilové antigeny jako malé
peptidové fragmenty prezentované molekulami MHC na povrchu bunék, byly tyto
peptidové epitopy testovany jako protinadorové terapeutické vakciny. Ackoli byly
vyvinuty a klinicky zkoumany razné piistupy, v€etné vakcin na bazi peptida, zda se, ze
slozitost a rozmanitost charakteristik nadorovych bunék a repertoaru hostitelskych
imunitnich bunék omezuje terapeutickou uUc€innost tohoto zpusobu lécby. Vzhledem k
rozmanitosti imunitnich reakci proti heterogennim nadorovym buiikdm by racionalnim
pristupem k vyvoji Gcinnych protinadorovych vakcin mohly byt piizpisobené vybéry

vakcinacnich antigenti vhodné pro jednotlivé pacienty (Bezu et al., 2018).

3.2.5. Inhibitory imunitnich kontrolnich bodi

Jednim z dtlezitych mechanismil, kterym se nddorové buiikky vyhybaji imunitnimu
dohledu, je aktivace signalnich drah imunitnich kontrolnich boda (checkpointll), které
potlacuji protinddorovou odpovéd’ tim, Ze navozuji vy€erpani a anergii T bun¢k (Borghaei
et al., 2015; Garon et al., 2015; Gibney et al., 2016; Hodi et al., 2010; Cheng et al., 2018;
Larkin et al., 2015; Robert and Mateus, 2011).

Inhibitory imunitnich kontrolnich bodt, tzv. checkpoint inhibitory, jsou monoklonalni
protilatky, které zabranuji (blokuji) aktivaci inhibi¢nich signalnich drah T bun¢k, a tim

aktivuji imunitni odpoveéd’ proti nadoru (Marin-Acevedo et al., 2018).

3.2.5.1. PD-1 a PD-L1 inhibitory

Jednim z téchto kontrolnich bodt je povrchovy bunéény receptor PD-1 (programmed cell

death 1). Je exprimovan zejména na aktivovanych T buiikach, B buinikach, NK bunkach,
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zejména pro T bunky. Pfipravky, které blokuji PD-1 (anti-PD-1 protilatky), jsou napf.
nivolumab (Opdivo) a pembrolizumab (Keytruda). Tato 1éCiva prokazala, ze inhibuji
progresi nékterych typt solidnich naddorti (Eggermont et al., 2018; Gandhi and Garassino,
2018; Marin-Acevedo et al., 2018; Varga et al., 2019). Jako prvni byly schvaleny FDA pro

1é¢bu melanomu, pozd¢ji i pro dalsi typy nadora.

Dosavadni studie s checkpoint inhibitory u PCa nebyly Uspé$né, zkousi se dalsi
kombinace. V soucasné¢ dobé probihaji u mCRPC dvé klinickd testovani faze II
(NCT02787005, NCT02312557) pembrolizumabu v kombinaci s enzalutamidem
(antiandrogen). Prubézné vysledky téchto studii naznacily, Ze odpovéd’ na pembrolizumab
by mohla byt trvald a odhadované vysledky OS jsou povzbuzujici (Antonarakis et al.,
2020; Graff et al., 2020).

Receptor PD-1 ma dva ligandy, proteiny PD-L1 a PD-L2, které exprimuje mnoho typt
nadorovych bunék (Yearley et al., 2017). Nejprve byly vyvinuty inhibi¢ni protilatky proti
PD-L1. Pro nékteré typy nadort jiz byla anti-PD-L1 terapie schvalena. V soucasné dob¢ se
testuyje u mCRPC. Klinicka studie faze 1 (NCTO01772004) s avelumabem (Bavencio)
ukazala prodlouzeni ¢asu zdvojeni PSA pouze u 3 ze 17 pacientii (Fakhrejahani et al.,
2017). Dale probiha klinicka studie faze III (NCT03016312) kombinované terapie

atezolizumabu (Tecentriq) s enzalutamidem.

Vzhledem k tomu, Ze buiiky mohou exprimovat oba ligandy PD-L1 a PD-L2, zda se byt

proto vyhodnéjsi imunoterapeutickd strategie blokace PD-1 nez cileni na samotné¢ PD-1

ligandy (De Sousa Linhares et al., 2019).

3.2.5.2. CTLA-4 inhibitory

Dalsi kontrolni bod je receptor CTLA-4 (z angl. cytotoxic T-lymphocyte antigen 4,
CD152), ktery je exprimovan na T buiikach. Jeho ligandy jsou molekuly CD80 a CD86,
které jsou exprimované na APC. Po navazani CTLA-4 na ligandy dochazi k inhibici T
bunécné odpoveédi. Receptor CTLA-4 je homologni s receptorem CD28. Oba receptory

sdili stejné ligandy, ale CTLA-4 se vaze s vyssi afinitou (Rowshanravan et al., 2018).
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Ipilimumab (Yervoy) je monoklondlni protilatka, ktera blokuje molekulu CTLA-4
exprimovanou na povrchu cytotoxickych T bun¢k (Hodi et al., 2010). Klinické pouziti této
monoklondlni protilatky bylo schvaleno FDA jako protinddorova imunoterapie u

melanomu (Hannani et al., 2015).

U metastatického PCa bylo pii klinickém testovani faze III s monoterapii ipilimumabem
zjisténo jen nepatrné zlepSeni celkového preziti pacientll ve srovnani s ramenem placeba
(Beer et al., 2017). Dalsi klinické testovani faze III (NCT00861614) s ipilimumabem bylo
provedeno na pacientech s mCRPC, u nichz doslo k progresi onemocnéni po chemoterapii
docetaxelem a podstoupili radioterapii namifenou na kostni metastazy (Kwon et al., 2014).
Ackoli podle prvotnich analyz nebyl vyznamny rozdil v piezivani pacienti mezi skupinou
s ipilimumabem a placebem (Kwon et al., 2014), dlouhodobé¢ sledovani pacientti ukazalo,
ze OS bylo po tfetim az patém roce dvakrat az tiikrat vyS$i u pacientd 1éCenych

ipilimumabem (Fizazi et al., 2020).

3.2.5.3. Kombinace PD-1 a CTLA-4 inhibitoru

Kombinacni 1éc¢ba ipilimumabu s nivolumabem byla uspésna zejména u melanomu a byla
jiz schvalena pro klinické pouziti i u dal$ich malignit (Rotte, 2019). Probihajici klinicka
studie faze II (CheckMate 650, NCT02985957) sleduje vyuziti kombinované 1écby
ipilimumabu s nivolumabem u pacienti s mCRPC, u kterych se vyvinula rezistence na
1é¢bu cilenou na androgenni receptory (AR) (Gao et al.,, 2017; Sharma et al., 2020).
Nedavno zvetejnéné piredbeézné vysledky uvadi, Ze kombinace téchto dvou inhibitort vedla
k odpovédi pouze u 25 % pacientli (Sharma et al., 2020). Kromé toho doslo u mnoha

pacientl k ptreruseni 1é€by z diivodu progrese onemocnéni a nezadoucich uc€inki.

Probihd tada klinickych studii s inhibitory PD-1 v kombinaci s jinymi checkpoint
inhibitory, imunoaktivatory nebo chemoterapii. Kombinovana imunoterapie vSak nese

riziko zvySeného vyskytu nezadoucich ucinki (Iwai et al., 2017).

3.2.54. Kombinace checkpoint inhibitorii s PARP inhibitory

Proteiny PARP (poly (ADP rib6za) polymerdzy) hraji vyznamnou roli v opravé
jednovldknovych zlomti DNA mechanismem nahrazovani jednotlivych bazi (base excision
repair). Inhibice PARP vede ke kumulaci jednovldknovych zlomii DNA a nasledné,

v disledku kolapsu replikacni vidlice, 1 k hromadéni dvouvldknovych zlomi DNA
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(Rouleau et al., 2010). Tyto zlomy jsou opravovany jinym reparaénim mechanismem,
homologni rekombinaci. Hlavnimi ucastniky homologni rekombinace jsou geny BRCAI a
BRCA2 (Venkitaraman, 2014) Homologni rekombinace muze byt vyfazena v disledku
mutace genu BRCAIl a BRCA2. Muzi s DDR (z angl. DNA damage response)
genetickymi alteracemi s vétsi pravdépodobnosti reaguji na imunoterapii, protoze jejich
nadory maji vySS$i mutacni naloz a vice neoantigeni (Mouw et al., 2017). Olaparib je
inhibitor PARP, ktery byl jako prvni schvalen pro 1é¢bu ovaridlniho karcinomu.
Preklinické vysledky ukéazaly synergii kombinacni terapie anti-CTLA-4 protilatek s PARP
inhibitory u BRCA deficientnich ovaridlnich nadord (Higuchi et al., 2015). Kombinace
anti-PD-1 protildtek s PARP inhibitory zvySovala Uc€innost terapie i u pacientll bez

genetické alterace BRCA genu (Wang et al., 2019).

Kombinace PARP inhibitoru olaparibu s PD-LI inhibitorem durvalumabem (Imfinzi,
Medimmune/AstraZeneca) byla testovana u muzi s mCRPC (Karzai et al., 2018). Ze 17
hodnocenych muzii odpovidalo 9 na Iécbu. Pfitomnost DDR genetické alterace byla

spojena s vyssi odpovédi na 1é¢bu.

3.2.6. Androgen deprivaéni terapie jako imunitni modulace u karcinomu prostaty

Androgenni deprivace chirurgickou kastraci nebo antiandrogeny patii mezi zékladni
terapie PCa. Bylo zjiSténo, Ze po zahajeni androgen deprivacni terapie (ADT) dochazi ke
kratkodobému zvyseni poctu naivnich T bunék a Th-1 bun€k a snizeni poctu regulacnich T
bun¢k (Gamat and McNeel, 2017; Page et al., 2006). U zvifecich modeld byl pozorovan
zvySeny pocet T bun¢k infiltrujicich rizné tkan€ a polarizaci k Thl imunitni odpovédi
(Kissick et al., 2014). Ackoli n¢které studie prokazaly imunostimula¢ni ptinos ADT v
1é€bé PCa, pacienti, ktefi podstoupi standardni ADT, nakonec recidivuji. To je
pravdépodobné zpusobeno kratkodobou Th-1 odpovédi, ktera nakonec nedokaze piekonat
inhibi¢ni vliv nadoru a vede k polarizaci TIL smérem k imunosupresivnim buiikédm.

Kombinace ADT s imunoterapii pro 1écbu PCa se proto zdé byt velmi pfinosna.

Na druhou stranu se ukazalo, ze ADT miiZze pusobit imunosupresivné a vést ke snizené
produkci IFNy T buiikami a APC in vivo (Pu et al., 2016). Studie dale odhalila, ze k
imunosupresi vyvolané antagonisty AR dochazi spiSe béhem pocate¢ni faze primingu T
bunék nez v pozd¢jsich fazich stimulace T bunék (Pu et al., 2016). To naznacuje, Ze pii

1écbé PCa je klicové presné nacasovani ADT v kombinaci s jinymi imunoterapiemi pro
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zabranéni imunosupresivniho ucinku antagonistt AR. Néslednd studie kombinované
terapie Prostvacu a nilutamidu (antiandrogenu) potvrdila, Ze pacienti, ktefi dostavali
nejdiive Prostvac a pak nilutamid, méli vyznamné vysS§i miru pieziti v porovnani s
pacienty, kteii dostavali tyto piipravky v obraceném potadi (Madan et al., 2008).
Imunoterapie ptedchazejici antiandrogenni terapii mulze byt tedy vhodnéjSim

terapeutickym pfistupem.
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4. Nadorové mikroprostiedi a nadorova rezistence

Nedostatecnou odpovéd” na imunoterapii solidnich nadord lze vysvétlit irreverzibilni
nefunkénosti CDS" T bunék, nedostatkem antigent a/nebo mutaci ovliviujici prezentaci
antigenu (Choi et al., 2019). CD8" T buiiky mohou také byt vylouéeny z nadoru nebo v
ném mohou byt uvéznény v husté fibrotické extraceluldrni matrix produkované nadorové
asociovanymi fibroblasty (CAF, z angl.. cancer associated fibroblasts). Kromé¢ toho, aby se
nadorové bunky vyhnuly adaptivnimu imunitnimu dohledu, mohou snizit expresi MHC az
0 90 % a zvysit expresi checkpoint ligandd, jako jsou PD-L1, PD-L2, TIGIT a TIM-3, a
interleukinti (TGFp), které navozuji vycerpani T bun¢k (Gajewski et al., 2013). Nekteré
nadorové buiikky mohou také snizovat nebo mutovat zdkladni enzymy, jako jsou Janus
kinazy (JAK1 a JAK?2). Mutace JAK snizuje schopnost CD8" T buné&k rozpoznat nadorové
buniky a jsou zapojeny do ziskané rezistence na PD-1/PD-L1 inhibitory (Wang and Wu,
2017).

Rezistence muze korelovat se zvySenou expresi VEGF (z angl. vascular endothelial growth
factor), kterd ovliviiuje funkénost CD8" T bunék jak piimo, tak nepfimo potladenim
maturace DC a pfilakanim supresivnich bunéénych populaci (Thommen and Schumacher,

2018).

Nadorova rezistence k terapii je asto spojovana s ,,cold“ nadorovym fenotypem (Trujillo
et al., 2018). Klasifikace ,,hot™ a ,,cold nddord zavisi pfedevSim na stupni infiltrace a
lokalizaci infiltrujicich CD8" T bunék a na slozeni TME (Galon and Bruni, 2019). ,,Hot*
nadory se vyznaduji vysokou infiltraci nevyéerpanych T bunék, zejména CD8" T bungk,
zatimco ,,cold”“ nadory postradaji infiltraci T bunck nebo nedochazi k jejich aktivaci
(Galon and Bruni, 2019). V roce 2019 navrhli Galon a Bruni dvé nové kategorie nadoru:
alterované imunosuprimované a alterované imunitn¢ vylouc¢ené nadory (Galon and Bruni,
2019). Alternované imunosuprimované nadory jsou charakterizovany ftidkou infiltraci
CD8" T bundk, které se typicky nachdzeji na okraji nadoru, a piitomnosti
imunosupresivnich bunék, jako jsou MDSC a regula¢ni T buiiky. V alterovanych imunitné
vyloucenych nadorech CD8" T buiiky chybi a v TME &asto pievlada husté stroma a

hypoxie znemoznujici pieziti imunitnich bun¢k (Galon and Bruni, 2019).

Pacienti s ,,cold“ nddory, imunosuprimovanymi a imunitné¢ vylou¢enymi nadory maji

mensi prospéch z imunoterapie checkpoint inhibitory a maji horsi prognozu nez pacienti s

,»hot“ nadory, které obecné dobie reaguji (Galon and Bruni, 2019; Lee and Ruppin, 2019).
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Ve studii s riiznymi nadory bylo zjiiténo, Ze infiltrace CD8" T bunék v nddoru je nejlepsim

prediktivnim faktorem u anti-PD-1/PD-L1 terapie (Lee and Ruppin, 2019).

4.1. SloZeni nadorového mikroprostiedi

Kromé infiltrace nadoru riznymi populacemi CD8" T bundk mé prognosticky vyznam
slozeni TME. Nadorem zménéné imunitni buniky, stromdlni bunky, CAF, nadorové
asociované makrofagy (TAM, z angl. tumor-associated macrophages), faktory sekretované
nadory (TSF, z angl. tumor-secreted factors) a exozomy sekretované nadory (TSE, z angl.

tumor-secreted exosomes) piispivaji k vycerpani CD8" T bunék.

TSE jsou extracelularni vacky, které jsou vylucovany buiikami a které slouzi
k mezibunécné komunikaci. Jsou tvofeny genetickym materidlem, proteiny a lipidy. TSE
funguji jako duleziti zprostfedkovatelé komunikace mezi nddorovymi a imunitnimi
buiikami (Rajagopal and Harikumar, 2018). TSE ovliviiuji tvorbu premetastatickych nik
v sekunddrnich organech, zprosttedkovavaji pifeprogramovani transkriptomu cilovych
bunék, a tim podporuji invazivitu a tvorbu metastaz (Patel et al., 2018; Zeng et al., 2018).
Bylo zjisténo, Ze maji schopnost ménit metabolismus DC, T bun¢k, makrofagh a NK

bun¢k (Othman et al., 2019).

TSF zahrnuji TNF, TGFB a VEGF, které¢ zvySuji expresi klicovych molekul (S100A8/9
(calprotectin), lysyl oxidasy, fibronectinu, metaloproteinazy) a atrahuji rtizné bunky jako
regulani bunky, mesenchymalni kmenové bunky, makrofdgy a neutrofily do TME.
Mobilizuji imunosupresivni BMDC (z angl. bone marrow derived DC) a konvertuji
stromalni buiiky na protumoralni. Makrofagy a fibroblasty konvertuji na TAM a CAF a ty
se spolupodili na vzniku ,,cold* nddoru (Zhang et al., 2019).

TAM stimuluji angiogenezi tim, Ze sekretuji VEGF-A a podporuji imunitni supresi
produkci TGFp a IL-10. Podobné CAF mohou stimulovat angiogenezi a produkovat husté
nadorové stroma. Piitomnost TAM a CAF v nadoru tedy ukazuje na podminky nevhodné
pro ptezivani lymfocytd a je charakteristické pro ,,cold” nadory. TAM a CAF se spole¢né
podileji na nadorové progresi a jejich pfitomnost je spojena s niz§im piezitim (Monteran

and Erez, 2019).

TAM a TME mediatory (napf. exozomalni PD-L1 a VEGF) inhibuji extravazaci CD8" T

bunék z obéhového systému a stejné tak proliferaci a Zivotaschopnost CD8" T bunék v
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nadoru. V modelech kolorektalniho karcinomu a mezoteliomu deplece TAM obnovila
infiltraci a migraci CD8" bunék v nadoru a zlepsila u¢innost anti-PD-1 imunoterapie

(Peranzoni et al., 2018).

I kdyz CD8" T buiiky proniknou bariérou fibrotického extraceluldrniho matrixu nadoru,
musi zvysSit metabolickou aktivitu a zistat aktivované. Pokud ziskaji hyporeagujici
fenotyp, nelze je aktivovat stimulaci (Speiser et al., 2016). Dale CD8" T buiky musi
aktivné vyhledédvat nadorové buiky. Dulezity je pfimy kontakt mezi T buikami a
nadorovymi buiikami (Joyce and Fearon, 2015). Nedostate¢ny pohyb CD8" T bunék uvniti
nadoru predstavuje zdvazny mechanismus rezistence. MnoZstvi a hustota fibrotické tkane,
ktera je béznd u mnoha karcinomi, je spojena s rezistenci vii¢i chemoterapii a s niz§im

preziti (Kakarla et al., 2012).

CAF vyznamné inhibuji proliferaci a diferenciaci CD8" T bunék tim, Ze inhibuji produkci
IL-2, ktery je nezbytny pro funkci CD8" T bunék (Pinchuk et al., 2008). Navic zvysena
exprese FAS/FASL a PD-1/PDL-2 na T buiikkdich a CAF zplsobuje nefunkcnost a
odumirani CD8" T bunék. Tim CAF chrani nadorové buiiky a zvy$uji jejich

zivotaschopnost (Lakins et al., 2018).

I kdyz nadory s vysokou mutacni zatézi a mikrosatelitni nestabilitou podporuji infiltraci
CD8" T bunek, upregulace WNT/B-cateninové signalizace koreluje s absenci infiltrace
CD8" T bun&k (Xue et al., 2019). B-Catenin je rozhodujici pro transkripci a proliferaci u
mnoha typt lidskych malignit. WNT/B-cateninova signaliza¢ni draha se podili na regulaci
drah NF—«xB a TGFB a snizuje expresi interferonového regulacniho faktoru 3,
transkripéniho faktoru nezbytného pro diferenciaci a zrani imunitnich bunék, a je proto

nastrojem pro vylouéeni CD8" T bunék z TME (Luke et al., 2019).

V multi-omické analyze 1211 pacienttl s kolorektalnim karcinomem (né€kolik podtypt) a
pozitivnimi prediktivnimi biomarkery pro imunoterapii, WNT/B-cateninové signalizacni
geny byly vyznamné mutovany a upregulovany u vsech podtypt kolorektalniho karcinomu
a pfimo spojeny se selhanim 1écby (Grasso and Giannakis, 2018). Naproti tomu snizena
exprese [-cateninu v bunécnych liniich kolorektalniho karcinomu vedla ke zvySené

produkci antitumorigennich interferont a citlivosti k 1é¢bé.

V TME vétsinou prevlada nedostatek zivin, abnormalni vaskulatura, vysoky intersticialni

tlak, hypoxie a kyselost. Prostiedi je tedy vi¢i CD8" T buitkdm nepfatelské. Béhem
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hypoxie vylucuji savéi buiky faktor indukovatelny hypoxii (HIF, zangl.. hypoxia
inducible factor), ktery usnadnuje pokracujici produkci ATP zplsobem nezévislym na
kysliku. HIF také mobilizuje BMDC, stimuluje uvolnovani TSF i TSE a zvysSuje produkci
chemokini a VEGF (Meng et al., 2019).

Hypoxie podporuje imunosupresi a indukuje epitelidlni/mezenchymalni ptechod zvySenim
exprese transkripCnich represortt E kadherinu (Garnier et al., 2013; Rankin and Giaccia,
2016). V nadorovych bunikdch maji hypoxie a autofagie celou fadu komplikovanych a
vzajemné si konkurujicich roli. Hypoxie miize zpomalit rychlost odumirdni bunék a
poskytnout nadorovym bunkdm pfilezitost piezit a udrzet rist (Thorburn et al., 2014). U
prezivajicich bunék by se pak mohla vyvinout genomova nestabilita, coz dale zvysSuje
tumorigenezi pii absenci bunétné smrti (Ichim et al., 2015). Vyvijeji se terapeutické

postupy pro ovlivnéni autofagie u malignit (Towers and Thorburn, 2016).

Autofagie miize stimulovat zkiizenou prezentaci nadorovych antigenti, coz podporuje
skutecnost, ze zlepSend imunitni odpovéd’ nadoru a inhibice autofagie by mohly
potencialn¢ interferovat s timto procesem. Inhibice autofagie vSak miize také zvysit
protinadorovou imunitni odpovéd’. Silnéd inhibice 1 silnd indukce autofagie muze vést ke

smrti nddorovych bunék (Mulcahy Levy and Thorburn, 2020).

Mnoho intervenci, které se v soucasné dob¢ pouzivaji u pacienti s malignitami, méni
autofagii a zaméfuje se na to, jak maximalizovat potencialni pfinos. Zajimava je moznost
vyuziti autofagickych inhibitori u nadort zplsobenych mutaci/aktivaci RAS, které

predstavuji vice nez 30 % nadort (Dolgin, 2019).

4.1.1. Heterogenita nadoru

Nador se skladd ze subpopulaci nadorovych bunék s odliSnym fenotypovym a
genotypovym profilem, definovanym jako heterogenita nadoru. Heterogenita nadoru
umoziuje subpopulacim bunck prezentovat rizné chovéani a odpovédi na protinadorovou
imunoterapii. V nadoru existuji rizné typy mutovanych proteint, napt. KRAS a TP53
(Castle et al., 2019). Pocet mutaci u urcitych nadorti 1ze pouzit jako nastroj k predvidani
jejich odpovédi na imunoterapii, anti-PD-1/PD-L1 a anti-CTLA4 monoklonalni protilatky
(Castle et al., 2019). Nadory s vysokou mutacni nalozi vykazuji vy$si miru odpovédi na

checkpoint inhibitory (Castle et al., 2019). Studie na zdkladé¢ TCGA genomového atlasu
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nadort odhalila, Ze median poctu mutovanych proteinti u PCa byl 35, zatimco u plicniho

adenokarcinomu a melanomu 197 a 276 (Castle et al., 2019).

Nedavné studie zjistily existenci velké heterogenity mutaci u rtiznych naddorovych bunék
ze stejného PCa nadoru (Lovf et al., 2019). Navic existence klonalni evoluce geneticky
odliSnych mutaci v multifokdlnim PCa, a to i u mladSich pacientd (Lu et al., 2020),
naznacuje vyznam identifikace molekularnich signatur specifickych pro pacienta pro navrh
raciondlnich strategii imunoterapie. Komplexni povaha rakoviny s genomovou
heterogenitou a imunosupresivnim TME zdUrazituje potiebu individualizované terapie,
ktera mtze byt piinosem pro klinické vysledky u mCRPC. Pro tspésné vyléceni PCa je
nezbytny kombinatoricky pfistup s individualizovanou medicinou. Genomika nadort
zaméfend na nové¢ identifikované genové komponenty v TME by méla byt soucasti

lé¢ebného rezimu.
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5. Cile prace

Cilem prace bylo vytvofit a optimalizovat metodiky k ziskani, kultivaci, expanzi a
charakterizaci bun¢k pouzitelnych pro adoptivni T bunéfnou imunoterapii u pacientii s

PCa.

» vyuziti neadherentni frakce PBMC PCa pacientii pro personalizované in vitro nabohaceni

antigen specifickych T bun¢k
= expanze nabohacenych antigen specifickych T bunék

= cytokinovd a farmakologickd modulace reaktivity u modelu expandovanych antigen

specifickych CDS8" T bunék
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6. Vysledky a diskuze

Vysledky této prace byly publikovany ve tfech prvoautorskych publikacich.

6.1. Personalizované ex vivo nabohaceni antigen specifickych T bunék
Personalized ex vivo multiple peptide enrichment and detection of T cells reactive to

multiple tumor-associated antigens in prostate cancer patients

kultivace (IL-2)

A smés TAA peptid( Tl\'iibggggi%%ié
pacientu T buriky

Obr. 2: Grafické znazornéni nabohaceni TAA specifickych T bunék

(Vytvotfeno pomoci BioRender.com)

PCa patii ke zhoubnym nddorim, u kterych je T bunéfna imunoterapie stale v raném
stadiu klinického vyvoje. Vzhledem k omezené dostupnosti nadorové tkané od pacientii s
PCa nemohou byt TIL rutinné¢ izolovany a ex vivo expandovany pro T bunécnou
imunoterapii. Vyuziti geneticky modifikovanych CAR T bunék rozeznavajici TAA ve
formé celého proteinu je rovnéz omezeno. Klicové TAA nejsou bud’ exprimovany na
povrchu nadorovych bunék, ale uvoliiovany v solubilni formé (PSA, PAP) (Gordon et al.,
2008), nebo jsou exprimovany na povrchu nadorovych bunck, ale jejich exprese se
objevuje 1 v jinych tkanich (PSMA) (Gordon et al., 2008). Jako slibny imunoterapeuticky
ptistup se u PCa jevi personalizovana peptidova vakcinace (PPV; z angl. personalized
peptide vaccine). PPV spociva v testovani reaktivity T bun€k pacienta na vice znamych
PCa TAA. Pacienti jsou nasledn¢ imunizovani peptidy odvozenymi z téch PCa TAA, ke
kterym byla u pacientli prok4dzéna reaktivita T bunék (Kimura et al., 2017). Nedavné studie
ukézaly, ze PPV zlepsila preziti bez progrese u pacientl s PCa i v pozdnich stadiich
onemocnéni (Noguchi et al., 2010). Soucasné pfistupy personalizované T bunécné terapie
se rovnéz zametuji na neoantigeny, které mohou vznikat mutaci genti nadorovych bun¢k.

Jelikoz ale PCa patii k nddorim snizkou mutaéni ndlozi a sniz§im mnozstvim
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neoantigenli (Schumacher and Schreiber, 2015), jsou pro PPV namisto toho pouZzivany

smési peptidi odvozenych od imunodominantnich epitopti TAA (Noguchi et al., 2015).

V nasi préci jsme se zamé&fili na moznost vyuziti peptidii odvozenych z PCa TAA k ex vivo
nabohaceni lymfocytti PCa pacienti o TAA reaktivni T buiiky, které by mohly byt vyuzity
pro T buné¢nou imunoterapii PCa (Obr.2). Za timto ucelem byla pouzita smés syntetickych
peptidi o délce 15 aminokyselin, které pokryvaly celou aminokyselinovou sekvenci
vybranych TAA, a to s ptekryvem 11 aminokyselin mezi jednotlivymi peptidy. Jako zdroj
bunck byla pouzita neadherentni frakce mononukledrnich bunék periferni krve (PBMC)
PCa pacienti. Studie zahrnovala PCa pacienty jak v asném, tak i pokrocilém stadiu
onemocnéni. Prvni skupina zahrnovala pacienty s lokalizovanym biochemicky rekurentnim
PCa (BR, n = 14) a druhou skupinu tvofili pacienti s metastatickych hormon refrakternim
PCa (HR, n = 12). Lymfocyty pacientii byly stimulovany smési peptidii odvozenych z 6
PCa TAA: PSA, PAP, NY-ESO-1, MAGE-A3 a MAGE-A4 (Hudolin et al., 2006).
Stimulované lymfocyty byly bud’ pfimo analyzovany na pfitomnost TAA reaktivnich T
bun¢k (den 0) nebo byly kultivovany po dobu 14 dnii, aby doslo k nabohaceni bunécné
kultury o TAA reaktivni T buiiky (den 14). Bunééna kultura byla po 14 dnech nasledné
opét stimulovana smési danych peptidii a reaktivita kultivovanych T bunék vici témto

peptidim analyzovana.

Pro zjisténi reaktivity T bunck vici stimulujicim peptidim byla u stimulovanych T buné¢k
cytometricky stanovovana mira povrchové externalizace molekuly CD107a. Pfitomnost
externalizované molekuly CD107a slouzila jako marker degranulace a cytotoxické aktivity
TAA reaktivnich T bunék (Betts et al., 2003; Rubio et al., 2003). Reaktivita T bun¢k PCa
pacientll na danou smés peptid pred kultivaci (den 0) nebyla detekovana. U nabohacené
14denni kultury viak jiz byla detekovana reaktivita CD8" T bunék na tyto peptidy u 8 ze
14 pacienti s BR a 5 z 12 pacienti s HR PCa. Peptidy zprostiedkované nabohaceni o
reaktivni T buiiky bylo nasledné potvrzeno experimenty, u kterych 14denni kultivace
bunék probéhla bez ptedchozi stimulace peptidy v den 0. U takto pfipravenych 14dennich
bun&énych kultur jiz reaktivni CD8" T buiiky nebyly, az na jednoho pacienta, detekovany.
Vysledky studie ukdzaly, ze samotné lymfocyty u vyznamné ¢asti PCa pacientl je mozné

ex vivo nabohatit pomoci peptidii derivovanych z vicero TAA o TAA reagujici T bunky.

Prvnim vyznamnym zjisténim studie bylo, Ze samotné nabohaceni je mozné provést pouze

s lymfocytarni (neadherentni) frakci PBMC, kterd je zbavena vétSiny monocytl
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(adherentnich buné€k). Pravé u této bunécné frakce se predpokladd, ze je bohatym zdrojem
antigen prezentujicich bun¢k (Hamilos, 1989). Vysledky nasi studie vSak ukazaly, ze u
samotnych lymfocyti (neadheretni frakce PBMC) muselo rovnéz dochéazet k produktivni
antigenni prezentaci, ktera za daného experimentalniho nastaveni byla dostacujici pro
uspésné nabohaceni bunééné kultury o antigen specifické T buniky. Produktivni antigenni
prezentace mohla byt zprostfedkovana napiiklad zbytkovym mnozstvi monocyti v
bunécné kultuie nebo se na ni mohly podilet 1 jiné populace lymfocytt, jako jsou napiiklad
vo T bunky, u kterych byla rovnéz pozorovdna schopnost profesiondlni antigenni

prezentace (Band et al., 1991).

Je nutné zminit, Ze samotné nabohaceni bunécné kultury nebylo spjato s jeji vyznamnou
expanzi. Vyuziti pouze tohoto nabohacujicitho postupu pro T bunécnou imunoterapii by
proto vyzadovalo velké mnozstvi lymfocytli. Tato velkd mnozstvi lymfocytti, neadherentni
frakce PBMC, jsou vSak jiz nyni generovana béhem leukaferézy, kterou PCa pacienti musi
podstoupit za ucelem aktivni bunéné imunoterapie na bazi DC (Fucikova et al., 2018;
Podrazil et al., 2015). Tyto lymfocyty doposud nemaji terapeutické vyuziti. Studie
naznacuje, ze by tyto terapeuticky zatim nevyuzivané lymfocyty PCa pacient mohly byt
uzity pro nabohaceni o TAA reagujici T buiiky, a to v takovém mnozstvi, které by bylo jiz
vyuzitelné pro terapeutické ucely. Toto terapeutické vyuziti by navic mohlo byt
akcentovano v ptipadech, kdy by byl vyuzivan leukafereticky produkt PCa pacienti, ktefi
jiz predtim podstoupili aktivni bunéénou imunoterapii na bazi DC. Predesl¢ klinické studie
reagujicich T bunck v periferni krvi (Fucikova et al., 2018; Podrazil et al., 2015).
Kombinace DC a T buné¢né terapie by se tudiz mohla jevit jako vhodna kombinace pro

efektivni vyuziti bunééného materidlu PCa pacientt pro 1écebné ucely.
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6.2. Expanze antigen specifickych T bunék
SARS-CoV-2 spike glycoprotein-reactive T cells can be readily expanded from COVID-

19 vaccinated donors

Den O Den 11

kultivace (IL-2)

§ Allo éarcllr]iP_)BMC
arcl

Nabohacené N \\('G-CD3 (OKT-3) protilatka Expandované

Ag specifické @vzéfem' Ag specifické
T bunky T bunky

Obr. 3: Grafické znazornéni expanze nabohacenych Ag specifickych T bunék pomoci REP
(Vytvoteno pomoci BioRender.com)

Vyznamnym prvkem pfipravy bun¢k pro T bunéfnou imunoterapii je kromé nabohaceni
bunécéné kultury o antigen specifické T buiiky také i expanze této kultury, a to, aniz by
doslo k vyznamnému sniZeni zastoupeni jiz nabohacenych antigen specifickych T bunék v
bunécné kultuie. Takto expandované ex vivo pfipravené antigen specifické T buitky mohou
byt nasledné vyuzivany nejen pro nadorovou terapii, ale také pro virovou terapii nebo
profylaxi po transplantacich hematopoetickych kmenovych bunék (HSC, zangl..
haematopoetic stem cells), kde jsou virové infekce ¢astou piicinou umrti (Kaeuferle et al.,
2019; Riddell et al., 1992). Pravé po transplantacich byva obnoveni virové imunity

obvykle uspéiné dosazeno uzitim ex vivo pfipravenych virové specifickych CD8" T bunék

piipravenych z HSC darct (Kaeuferle et al., 2019; Riddell et al., 1992).

V dalsi casti studia jsme se proto zaméfili na expanzi bunécnych kultur s nabohacenymi
antigen specifickymi T buitkami. Cilem bylo zavedeni takového zpiisobu expanze bunécné
kultury, ktery by byl nejenom robustni a extenzivni, ale zaroven zachoval proporce
nabohacenych antigen specifickych T buné€k, a to alespoii na urovni pted expanzi. Pro
ucely studia byl uzit robustni virovy model zaloZzeny na SARS-CoV-2 spike glykoproteinu
jako cilujicim antigenu a na zdravych darcich, ktefi doposud neprodélali onemocnéni
COVID-19 a kteti byli ockovani dvéma davkami mRNA vakciny proti COVID-19
(Comirnaty, Pfizer/BioNTech). V prvni fazi studie jsme rekapitulovali schopnost ndmi
zavedené¢ho protokolu nabohatit bunééné kultury pomoci smési peptidi o SARS-CoV-2

44



glykoprotein specifické T buiky. V této fazi se ukazalo, ze¢ mRNA vakcina u vSech
zdravych darcti indukovala nejenom humoralni, ale bunéénou imunitu. Indukce této
bunécné¢ imunity podminila ndsledné ex vivo nabohaceni bunécné kultury o peptid
specifické T bunky. Hlavnim krokem studie vSak byla extenzivni expanze nabohacenych
kultur (Obr.3). Zavedenim modifikovaného protokolu REP (Dudley and Rosenberg, 2003),
se podatilo nabohacené kultury expandovat v priméru témét tisic krat, a to jiz béhem 11
dnii kultivace. Zasadnim zjisténim této expanze vSak bylo, ze u takto masivné
expandovanych kultur nejenom ze nedoslo k poklesu zastoupeni nabohacenych SARS-
CoV-2 glykoprotein specifickych T buné¢k, ale v mnohém k jejich dal$imu vyznamnému
nartstu. Tyto vysledky byly pro probihajici vyzkum T bunétné imunoterapie zasadni,
jelikoz propojili technologické moznosti ex vivo nabohaceni a expanzi antigen specifickych
T bunék. Vysledky této prace, a to predev§im zavedeny modifikovany REP budou
zéakladnim technologickym pilitem pro vyvoj protokolil pro expanzi nadorové specifickych
T bunék, a to bud’ ex vivo nabohacenych nebo 1 specificky izolovanych z tumoréalniho ¢i

peritumoralniho prostiedi.
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6.3.Cytokinova a farmakologickd modulace reaktivity expandovanych antigen
specifickych CD8+ T bunék
Acute conditioning of antigen-expanded CD8" T cells via the GSK3beta-mTORC axis

differentially dictates their immediate and distal responses after antigen rechallenge

Okamzita reaktivita Distalni reaktivita
CD8* T bunék CD8* T bunék
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Obr. 4: Grafické znazornéni cytokinové a farmakologické modulace reaktivity expandovanych PC-3
specifickych T bun¢k

Utinnost T bunééné imunoterapie je podminéna nejenom antigenni specificitou a
mnozstvim pfipravovanych T bunck, ale zdroven i jejich reaktivitou a schopnosti
eliminovat nadorové buiiky (Farhood et al., 2019). Klicovou roli pfi eliminaci nadorovych
bunék hraji CD8" T buiiky. Funkéni fenotyp je u CD8" T bunék modulovan béhem jejich
diferenciace a expanze (Liu et al., 2020). Vyznamnou roli p¥i nastavovani fenotypu CDS8"
T bun¢k hraje bunécna signalizace, jejiz tlumeni ¢i naopak potenciace muze vyznamné
ovlivnit jejich vlastnosti (Zhang and Romero, 2018). Pfredmétem nasledujici prace bylo
studium vlivu modulace vybranych signalnich drah na okamzitou a distalni reaktivitu

expandovanych a opétovné expandovanych antigen specifickych CD8" T bunék (Obr. 4).

Pro studium reaktivity antigen specifickych CD8" T bunék bylo nejprve nutné vyvinout
systém, ktery by zajistil dostatecné mnozstvi téchto bunék a moznosti jejich studia béhem

antigenni stimulace a nasledné proliferace. Za timto Ucelem byl vyvinut novy studijni
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model zalozeny na pouziti alogennich DC a prostatické nadorové linie PC-3 (Bernstein et
al., 2014; Gervais et al., 2009). Tento systém umoznil ex vivo pfipravit velké mnoZzstvi
antigen specifickych CD8" T bunék s reverzibilni expresi Tim-3. U téchto bunék byl
nasledn¢ sledovan vliv kratkodobé cytokinové a farmakologické modulace na jejich
okamzitou reaktivitu a distalni reaktivitu po opétovné expanzi. Reaktivita bunc¢k byla
hodnocena mirou produkce prozanétlivych cytokini IFNy a TNFa po jejich antigenni

stimulaci.

Vysledky experimentli ukazaly, Ze antigen specifické CD8 T buiiky v pfitomnosti
cytokinu IL-2 vykazuji znatelné vyssi efektorovou odpovéd nez po kratkodobé (18-24
hodin) deprivaci IL-2 pfed antigenni stimulaci. Pfekvapivym zjisténim ale byl opacny vliv
této deprivace na reaktivitu po nasledné expanzi (distalni reaktivita). Buiiky, které byly
pted stimulaci kratkodobé (18-24 hodin) zbaveny cytokinu IL-2 pfed antigenni stimulaci a
které po této antigenni stimulaci nasledné proliferovaly po dobu 7 dnii v bunécné kultuie v
pritomnosti IL-2, vykazovaly silngjsi efektorové funkce po antigenni stimulaci nez buiiky,
u kterych IL-2 deprivace neprobéhla. Tato data ukazala, ze distalni efektorové funkce
antigen specifickych CD8" T bunék mohou byt vyznamné ovlivnény jiz kratkodobou

modulaci signalnich drah pfed antigenni stimulaci.

V dalSich krocich jsme studovali vliv kratkodobé, farmakologicky zprostfedkované
modulace signalnich drah souvisejicich s IL-2 signalizaci. V tomto pokusu jsme se
zam¢fili na GSK-3B-mTORC1/2 signalni drahu (Benczik and Gaffen, 2004; Ross and
Cantrell, 2018; Taylor et al., 2016). Uzitim inhibitoru GSK-3p, TWS119 (Ding et al.,
2003; Stakheev et al., 2019), a mTORCI signélni drahy, rapamycinu (Gibbons et al.,
2009), jsme rekapitulovali vliv kratkodobé deprivace IL-2 na distalni efektorové funkce
antigen specifickych CD8" T bunék. Uzitim inhibitoru mTORC1 a mTORC2 signalni
drahy, Torinul (Jhanwar-Uniyal et al., 2019), tento vliv vSak pozorovan nebyl. To ukazalo,
ze inhibovand mTORCI1, ale funkéni mTORC?2 signalizace, je nutna pro zvySeni distalni

efektorové funkce antigen specifickych CD8" T bunék.

Expandované antigen specifické CD8" T buiky jsou dilezité pro ochranu proti recidivé
onemocnéni. Po opétovném vystaveni antigenu mohou tyto bunky rychle znovu
expandovat a poskytnout ochranu proti onemocnéni (Abdel-Hakeem et al., 2017). Mnoho
studii ukazalo, ze farmakologickd modulace téchto bunck ovliviiuje 1 jejich efektorové

funkce (Pollizzi et al.,, 2015). Nase studie ale navic ukézala, ze 1 kratkodobé

47



farmakologické ovlivnéni mtze ovlivnit reaktivitu bunék, a to az mnohem pozdé¢ji, az po
nasledné expanzi buné¢k, tedy dlouho po daném ovlivnéni. Toto nové zjisténi mize mit
vyznamny vliv na nové strategie ovliviiovani efektorovych funkci CD8" T bungk, jelikoz
otevira moznosti vyuziti farmakologickych agens, jejichz dlouhodobé (chronickeé)

pusobeni ma negativni vliv na zivotnost ¢i dalsi vlastnosti téchto bunék.
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7. Souhrn

Prezentovana disertacni prace se zabyvd 3 klicovymi kroky, které jsou nezbytné k
technologickému zvladnuti Gspésného vyvoje protokoli pro ex vivo ptipravu T bunék pro
adoptivni bunénou imunoterapii — nabohaceni, expanzi a modulaci. Ackoli pouzité
studijni modely pro vyvoj téchto 3 jednotlivych krok jsou odlisné, zavéry studie
naznacuji, ze by tyto kroky mohly byt spojeny a pouzity pro piipravu T bunétné

imunoterapie nadorovych onemocnéni, a to zejména PCa.

Summary

In the presented dissertation thesis, there are addressed 3 key steps necessary to
technologically handle for successful development of protocols for the ex vivo preparation
of T cells for adoptive cellular immunotherapy — enrichment, expansion, and modulation.
Although the study models used for the investigation of these 3 individual steps are
different, the findings of the studies indicate that these steps might be bundled together and

used for the preparation of T cell immunotherapy of cancer, namely PCa.
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