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Abstrakt

Tato prace je zaméfena na charakterizaci imunitnich bunék a jejich interakce s nadorovou tkani.
Predklada, zda tyto buniky piedstavuji ucinny nastroj v eliminaci nadorovych bun¢k, nebo zda
paradoxné podporuji nadorovy rast. Soucasti literarni reSerSe je také zminka o rozdilech nadorovych a

imunitnich buiikach détskych a dospélych pacientt.

Déle se prace vénuje mechanismiim, kterymi nadory unikaji imunitnimu dozoru a nasledné popisuje
detekci bun€k nadorového prostiedi. Nejnovéjsi zminénd metoda je prostorové single cell RNA

sekvenovani, které umoziuje genetické i prostorové mapovani.

V zavérecné Casti se Ctenal seznamuje s imunoterapeutickymi pristupy, jako je 1écba inhibitory
kontrolnich bod nebo CAR-T bunkami, které piedstavuji slibné metody pro 1écbu pokrocilych stadii
rakoviny. Cilem je poskytnout zékladni znalosti a principy fungovani imunitni kontroly a strategii

nadorového uniku.

Kli¢ova slova: tumor, infiltrace, imunitni systém, 1écba tumort, PD-L1, checkpoint inhibitory,

flow cytometrie, RNA-Seq, jednobunééna RNA-Seq
Abstract

This thesis focuses on the characterization of immune cells and their interactions with tumor tissue. It
discusses whether these cells represent an effective tool in the elimination of tumor cells, or whether
they paradoxically support tumor growth. The literature review also includes a discussion on the

differences between tumor and immune cells in pediatric and adult patients.

Additionally, the thesis explores the mechanisms by which tumors evade immune surveillance and
subsequently describes the detection of cells within the tumor environment. The most recent method

mentioned is spatial single-cell RNA sequencing, which enables both genetic and spatial mapping.

In the final section, the reader is introduced to immunotherapeutic approaches, such as checkpoint
inhibitor therapy or CAR-T cells, which represent promising methods for treating advanced stages of
cancer. The aim is to provide fundamental knowledge and principles of immune control and tumor

escape strategies

Keywords: cancer, infiltration, the immune system, cancer therapy, PD-L1, checkpoint inhibitor,

flow cytometry, RNA-Seq, single cell RNA-Seq



Zkratky

ACT — adoptivni bunécna terapie

AKT — protein kindza B

APC — antigen prezentujici buiika
BAT3 — HLA-B-associated transcript 3

CAR T - chiméricky antigenovy receptor na
povrchu T bunék

CD - cluster of differentiation

CDK - cyklin dependentni kindza

CTL — cytotoxicky T - lymfocyty

CTLA - cytotoxic T - lymphocyte antigen
DC — dendritické bunky

ER — estrogenovy receptor

ERK — extracellular signal-regulated kinaza

FACS — fluorescencéné aktivované tfidéni
bunék

FDA — Food and drug administration =
americky federalni ufad pro kontrolu potravin
a léciv

FAS — receptor z TNF receptorové rodiny
HLA — lidsky leukocytarni antigen

HGF — hepatocytovy rustovy faktor

IDO — indolamin 2,3 — dioxygenaza

INF — interferon

IL — interleukin

IS — imunitni systém

KIR - killer cell imnuboglobulin like receptor

LAG-3 — lymphocyte activation gene-3
MHC - hlavni histokompatibilni komplex

MICA/B — MHC class I chain-related protein
A/B

MIP — makrofagni zanétlivé proteiny
NCCR — Nérodni program kontroly rakoviny
NET — extracelularni pasti neutorfili

NK bunky — pfirozené zabijecské buiky
(natural killer)

NKG2D — Receptor na NK buiikach

OV - onkolytické viry

PD — receptor programované smrti

TGF B — transforming growth factor beta
TIL — tumor infiltrujici lymfocyty

TIM-3 — T cell Immunoglobulin and Mucin-

domain containing-3
TIGIT — T cell immnunoreceptor

TNF — tumor nekrotizujici faktor

TGF — transformujici rastovy faktor

Treg — regulacni T lymfocyty

Tth — folikularni pomocné T lymfocyty
TLR - toll like receptory

MHC — hlavni histokomaptibilni komplex
TREG — T regulacni lymfocyty

FDA — Utad pro kontrolu potravin a 16¢iv
TSLP — thymicky stromalni lymfopoetin

VISTA — V-domain Ig suppressor of T cell
activation

VEGF-A — vaskuléarni endotelovy rstovy
faktor
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1 Uvod

V poslednich desetiletich se stale zfeteln€ji ukazuje, ze boj s rakovinou neni pouze otdzkou
chirurgickych resekci, chemoterapii a radioterapii, ale také intenzivniho vyzkumu imunitniho systému
a jeho interakci s nddorovymi buitkami. Imunitni systém, ktery se tradiéné vnima jako obranny S§tit
proti infekcim a patogeniim, hraje zdsadni roli i v rozpoznavani a eliminaci nddorovych bunck. A je

pravé jednim z perspektivnich smérit vyzkumu imunoonkologie.

Cilem je poskytnout uceleny piehled o riiznych typech imunitnich bunék, v¢etn¢ T-lymfocytd, NK
bun¢k (pfirozenych zabijecl), makrofagi a dendritickych bunék, které se Gicastni boje proti nadortim.
Durraz je kladen na chovani nadorovych bunék a jejich unikové strategie, které jim pomahaji se

vyhnout se imunitnimu systému.

Zamérem je propojit tyto poznatky pro pochopeni novych 1é¢ebnych postupti, které v onkologii nejsou
zcela bézné. Zametuje se zejména na inhibitory kontrolnich bodii (checkpoint inhibitors) a T-

lymfocyty s chimerickym antigenovym receptorem (CAR-T buiiky).

Dalsim kli¢ovym aspektem je také pochopeni metod vyuzivajicich se k detekci imunitnich i
nadorovych bunék. S pouzitim jak tradi¢nich metod, jako je histologické barveni, tak pokrocilych
technologii, jako je pritokova cytometrie a sekvenovani jednotlivych bunék (single-cell sequencing),
je mozné prizpusobit 1éCbu. Tyto techniky nejenze umoziuji presné cileni 1€cby, ale umoziu;ji sledovat
dynamiku a progresi nadoru. Pochopeni vSech téchto procesii je nezbytné pro vyvoj u€innéjsich,

v

zlepseni preziti pacientd s rakovinou.



2 Typy imunitnich bunék a jejich funkce v boji proti rakovinné

imunosurveilanci®

Imunitni systém (IS) je komplexni a slozity mechanismus, skladajici se z buné¢k a proteind,
prostfednictvim kterého se naSe télo vypotrada s celou fadou cizich patogent (bakterii, virt, plisni),
nadorovymi bunikami, ale i s vlastnimi, jiz nepotiebnymi nebo nefunkénimi, bunikami. V zavislosti na
rychlosti aktivace jednotlivych bunék a dalSich faktorech se imunita dé€li na nespecifickou (vrozenou)

a specifickou (ziskanou) imunitu (Parkin & Cohen, 2001).

Nespecificka se aktivuje rychleji (v fadech minut az hodin), je vyvojove starsi a vyskytuje se u vSech
mnohobunéénych organismt, s omezenou specifitou rozpoznavani struktur na povrchu patogent.
Tvofi ji makrofagy, neutrofily, NK bunky, dendritické butiky, soucast jsou i proteiny komplementu, ale
také kozni bariéra nebo slizni¢ni bariéra. Specificka imunita je aktivovana pozd¢ji od vyskytu cizich
struktur, jeji vyvoj probihal pozdé&ji v evoluci, a nachazi se u obratlovct. Charakteristické pro ni je
pamét, ktera umoziuje, v piipadé napadeni patogenem, okamzity zasah. T-lymfocyty a B-lymfocyty
tvoti bunécnou slozku. Rozpustnymi receptory jsou protilatky (imunoglobuliny) tvoiené B-lymfocyty

(Alberts et al., 2002).

2.1 NK bunky

Natural killers nebo také ptirozeni zabijeci. Jejich nejvétsi zastoupeni u fyziologicky zdravého jedince
je v krvi, kde jsou jiz pln¢ diferenciované. Dale v lymfatickych uzlinach, jako je kostni dien nebo
slezina. Mohou se délit na konvencni cNK nebo tkanove rezidentni trNK bunky s obnovovacim
cyklem 14 dni. Zaroven u nich bylo odhaleno, Ze bunécnd pamét’ se netyka pouze specifické imunity,
ale schopnost ,,pamatovat® si zanét mohou i NKm (pamét'ové) buiiky, které se obnovuji po 4 tydnech

(S.Y. Wuet al., 2020).

Interaguji s MHC (hlavni histokompatibilni komplex) I receptorem, ktery vystavuje bunkam antigeny
a je exprimovan na vSech jadernych bunkach, véetné téch nadorovych. Jejich primarni funkci je
produkce perforinu a granzymu po kontaktu antigenu s povrchovymi receptory NK bunék, ¢imz
ziskavaji cytotoxickou aktivitu. Tato aktivita jim umoznuje Gtoc¢it na rozpoznané bunky, coz vede

k perforaci membrany a nasledné apoptoze. Mezi povrchové receptory, které rozpoznavaji nadorové
antigeny, patii naptiklad NKG2D receptor, ktery interaguje s ligandy MICA/B na nadorovych bunkach
(Pandya et al., 2016), nebo NKp30 receptor, ktery rozpoznava BAT3 a B7-H6 (Pogge von Strandmann
et al., 2007). Druhy mechanismus spociva v uvoliiovani cytokint, jako je IFN-y, pomoci n¢hoz zraji

APC (antigen prezentujici bunky), jako jsou dendritické buriky, jenz dale aktivuji bunky IS. Tretim

! Termin pouzivany k popisu procesi, kterymi bufiky imunitniho systému vyhledavaji, rozpoznavaji a niéi cizi
patogeny nebo nadorové buiky v téle. (Immunosurveillance - Latest research and news | Nature, [s.d.])

2



zplisobem boje je bunécna cytotoxicita zavisla na protilatkach, které se vdzou na antigeny nadorovych
buné¢k. Tento proces je nasledné rozpoznén receptorem CD16 na NK buiikéach, coz vede k likvidaci

cilovych bunék (Montaldo et al., 2013).

Nicméné, NK buitky mohou i pfispivat k rozvoji a metastazovani tumoru. Mohou byt inhibovany, coz
vede ke ztraté jejich cytotoxicity, a to vlivem mikroprostiedi nadoru, které krome nadorovych bun¢k
zahrnuje také fibroblasty a endotelialni bunky. Tyto buiiky mohou produkovat molekuly a latky (napf.
TGF-B), které narusSuji spravnou funkci NK bun¢k (Melaiu et al., 2019).

2.2 APC

Kdyz se patogen dostane do téla, antigen prezentujici bunky (APC) fagocytuji patogen, a jeho
fragmenty vystavi pies MHC 11 receptory, které maji na svém povrchu. Tyto fragmenty (antigeny) jsou
rozpoznavany CD4+ Th — lymfocyty. Zatimco CD8+ Tc — lymfocytim jsou vystavovany endogenni
proteiny ptes MHC . tfidu.

Mezi APC buniky se fadi B — lymfocyty, makrofagy a dendritické bunky (DC). Nedavné studie, ale
ukazuji, Ze profesionaln€ prezentovat antigen mohou i zirné buiiky nebo granulocyty (neutrofily,

bazofily, eozinofily) (Kambayashi & Laufer, 2014).

Jejich hlavni funkci v boji proti rakovinovym bunkam je tedy prezentace antigend pies MHC 1., ¢imz
se maji aktivovat pomocné T — lymfocyty pies své TCR receptory. Pro uplnou aktivaci Th — lymfocytl
jsou vsak potiebné jesté kostimulacni molekuly (CD80, CD86), které APC také exprimuji. Dalsi
funkeci je produkce cytokint IL-12, IL-23, IL-18 (Gutcher & Becher, 2007).

Makrofagy a DC ziskéavaji antigen jeho fagocyt6zou, nebo fagocytdzou bungk, které poté rozlozi na
fragmenty. Dendritické buiiky jsou nejucinnéjsi pii prezentaci nadorovych antigent (Whiteside &
Odoux, 2004). Nékteré typy DC mohou kfizové prezentovat. Tedy nemusi nutné fagocytovat nadorové
buiiky (nebo jiné patogeny), ale mohou vystavit uz ptipravené fragmenty antigenti z nadorovych
bungk. Trochu jinym mechanismem funguji B bunky, lymfocyty adaptivni imunity. Na rozdil od DC a
makrofagl nefagocytuji a antigen ziskavaji pres sviij B bunéény receptor (Eiz-Vesper & Schmetzer,

2020).

V piipadé zirnych bun¢k bylo zjisténo, Ze mohou v disledku zvySeného zanétlivého prostiedi
upregulovat expresi MHC 1. tfidy, kterd se bézné na jejich povrchu nevyskytuje (Kambayashi et al.,
2009). Mohou tak prezentovat antigen piimo T lymfocytlim, podobné to bylo pozorovano i u

granulocytil (Lin & Loré, 2017).



2.3 Granulocyty

v

Granulocyty, nejhojné&jsi typ leukocytd, se d€li na tfi hlavni podskupiny: neutrofily, eozinofily a
bazofily (Lin & Loré, 2017). Neutrofily jsou zdsadnim prvkem v imunitni obrané téla, predstavuji az
70 % vsech leukocytii v krevnim ob¢hu. Vétsina z nich je, ale v KD, kde probiha jejich diferenciace

z myeloidnich progenitorovych bunék, které stimuluji faktory jako G-CSF (faktor stimulujici
granulocytarni kolonie) (Furze & Rankin, 2008) nebo nepfimo interleukiny, hlavné IL-23 a IL-17
(Stark et al., 2005). I ptesto, ze jich je v téle velké mnozstvi, v krvi maji zivotnost ptiblizn¢ 7 hodin (v
tkani o néco vice), a musi byt tedy neustale obnovovany (Summers et al., 2010). V pfitomnosti

nadorové tkan€ byla zaznamendna zivotnost okolo 17 hodin (Steinbach et al., 2005).

Tyto bunky jsou mezi prvnimi aktéry, ktefi zasahuji v misté infekce, at’ uz bakterialni nebo plisiiové.
Po aktivaci migruji z obéhu do postizenych tkédni, kde fagocytuji patogeny a aktivuji své lytické
enzymy, proteiny a ROS (reaktivni formy kysliku) obsaZené v granulich, které ni¢i membranu
pohlcenych mikroorganismi, coz vede k jejich likvidaci. Dale mohou neutrofily produkovat
neutrofilni extracelularni pasti (NET). Jedna se o sité, které¢ usnadnuji zachyceni a neutralizaci
patogentl. Zaroven sekretuji $iroké mnozstvi cytokinti a chemokinti, jako jsou IL-8 a IL-10, které
pomahaji rekrutovat dalsi bunky IS do mista zanétu a stejné strategie mohou vyuzit i v boji proti

nadorovym bunkam (Parackova et al., 2017).

Stejné€ jako NK nebo APC bunky mohou mit také pro-tumorové ucinky a jejich pfitomnost spise
pomaha ristu nadorovym buiikdm nez k jejich eliminaci. Zvysena koncentrace v krvi je spojena

s horsi prognoézou (Donskov, 2013), ve vétSim mnoZstvi, mimo jiné, totiz mohou vytvaret vhodné
prostiedi pro angiogenezi (tvorba novych cév) nebo podporovat rlst a invazivitu metastaz tak, ze
inhibuji NK buiiky nebo lymfocyty (Spiegel et al., 2016). Kromé toho neutrofily ovliviluji aktivaci
cytotoxickych T — lymfocytl prostfednictvim arginazy (Galdiero et al., 2013) a syntadzy oxidu dusné¢ho

(iNOS) (Parackova, [s.d.]). Funkce neutrofilii je ddna nejen mnozstvim, ale téZ rozdilnymi

subpopulacemi téchto bunék (Ocana et al., 2017).

Bazofily tvofi méné nez jedno procento vSech cirkulujicich leukocytii. Fagocytuji a eliminuji patogeny
a alergeny pomoci enzymt obsazenych v granulich. Dale produkuji histamin nebo heparin, které jsou
spojené s hypersenzitivitou a alergickymi reakcemi. Jejich pritomnost v nadorovém prostredi miize mit
téz dvoji ucinek. Mohou byt spojeny s indukci angiogeneze, protoze produkuji faktory (VEGF-A,
HGF) podporujici rist a tvorbu novych cév (Cerny-Reiterer et al., 2012). Kazdopadné role bazofila

v imunitni odpovédi zavisi na podminkach a typu onemocnéni. Naptiklad u nékterych pacientek

s rakovinou vajecniku miize byt zvySené mnozstvi cirkulujicich granulocytii pozitivni progndzu
(Marone et al., 2020). Kdezto v Zalude¢nich nadorech je vétsi pritomnost nador-infiltrujicich bazofilt

spojena s horsi prognézou (X. He et al., 2021).



Eozinofily téz predstavuji jedno procento vSech cirkulujicich bilych krvinek. Patogeny likviduje
obdobnym zptisobem jako bazofily nebo neutrofily, a stejné€ jako oni napoméhaji angiogenezi
(Puxeddu et al., 2005). Produkce TNF a anebo granzymi je mechanismus, kterym naopak bojuji proti
tumoru (Legrand et al., 2010).

2.5 T — lymfocyty

T-lymfocyty se déli na dve hlavni subpopulace podle typu T bunécného receptoru (TCR), ktery je
nezbytny pro rozpoznani antigenu: TCR aff a TCR yo. TCR af je heterodimer slozeny ze dvou
fetézcd, alfa (o) a beta (B). T-lymfocyty s TCR oy mohou byt dale klasifikovany jako CD4+ nebo
CD8+ T-lymfocyty, zatimco TCR y6 je heterodimer slozeny z fetézcti gama (y) a delta (5).

TCR receptory se skladaji z konstantni c¢asti, ktera tvoii transmembranové ukotveni a
z extracelularnich variabilnich regiont CDR1, CDR2, CDR3, z nichZ je CDR3 nejvariabilngjsi, a
pravé on se vaze k antigenu. CDR1 a CDR2 se vazi k MHC. TCR je kli¢ovy prvek adaptivni imunity a

umoziuje rozpoznavat rizné patogeny (Arden, 1998).

Oba typy receptori jsou v komplexu s jinymi molekulami, pfikladem je CD3 komplex, ktery se sklada
z n€kolika podjednotek CD3g, CD3y, CD306, CD3{ (Liu et al., 2008). Kromé toho, ze se TCR of lisi
od TCR v¢ rozdilnymi fetézci, se také odliSuji v geometrickém usporadani celého TCR komplexu a v
glykosylaci podjednotek CD3 (Morath & Schamel, 2020). VSechny tyto podjednotky jsou pfitomny u
obou typl. Nicmén¢ v komplexu TCR afp s CD3 jsou sacharidy s vy$§im obsahem mandzy nez u
druhého typu (Krangel et al., 1987). Tyto glykosylované struktury mohou ovliviiovat funkce T
bunéénych receptorti, tim ze mohou ménit jejich afinitu a prostorovou konfirmaci, a tim zlepSovat

nebo zhorSovat dostupnost antigent (Rossi et al., 2008).

TCR af rozpoznava antigeny vystavené pies MHC, kdeZzto TCR yd reaguji na rizné ligandy, jako jsou
lipidy, molekuly indukované stresem, inzulinovy peptid nebo fosfoantigeny, které nejsou vystavené
ptfes MHC (Champagne & Hirszfeld, 2011). Jejich zastoupeni v lidském téle je velmi asymetrickeé,
zatimco TCR s fetézci alfa a beta tvofi az 95 % vSech T — lymfocytd, zbylych 5 % odpovida
zastoupeni TCR v6. I pfesto, Ze je yd T — lymfocyti relativné malé mnozstvi, jejich funkce jsou zda se
1 v nddorové imunologii velmi dtlezité, hlavné kvili jejich schopnosti reagovat rychle a nezavisle na
prezentaci antigenu prostiednictvim MHC ((D. Lee et al., 2022). Produkuji cytokiny (INF-y, TNF-a) a
chemokiny (MIP-10/B, RANTES). Vykazuji také pfimou cytotoxicitu pomoci perforinu a serinovych
esteraz, konkrétné granzymu (Hirotaka Koizumi et al., 1991) a bunécnou cytotoxicitu zavislou na
protilatkach, ¢imz jsou schopny rychle reagovat (Kakimi et al., 2014). Nej¢astéj$im subtypem je
Vy9V32 (TCR fetézce vy jsou tvoreny variabilnimi regiony V, z nichz pro y existuje nejméné Sest
variant Vy2, Vy3, Vy4, Vv5, Vy8, a Vy9, a pro 0 je popsanych minimalné 8 genti), ktery je

exprimovan na 50-95 % bunék v periferni krvi (Hinz et al., 1997), a ma potencial ovliviiovat



nadorovou imunoterapii, nebot’ rozpoznava signaly, jako je izopentyl fosfatu, tvofeny nadorovymi
buitkami (Gober et al., 2003), a je schopny inhibovat angiogenezi (Y. L. Wu et al., 2014). Jsou ale
studie, kde se jejich funkce zdéala byt dudlniho charakteru, a v nékterych ptipadech tedy mohou
podporovat rast nddorovych bunek produkci TGF § nebo IL-4, ¢imz snizuji aktivitu CTL a NK bunék
(Seo et al., 1999). Kromé aktivace pies TCR receptor mtizou yo T — lymfocyty piijimat signaly i pies
NKG2D receptor (Rincon-Orozco et al., 2005) nebo toll-like receptory (TLR), které nejsou pouze na
povrchu APC bunék, ale i na aff T — lymfocytech nebo invariantnich pfirozenych zabijec¢skych
buiikach (iNKT) (Kulkarni et al., 2011). Nékteré imunoterapie se zaméiuji na proliferaci téchto

lymfocytt, at’ uz in vivo nebo in vitro. (Dubska, 2015)

CD8 + T — lymfocyty, piezdivané cytotoxické (Tc), jsou nejucinnéjsimi efektory v boji proti
nadorovym onemocnénim a je na né soustfedéna znacna ¢ast pozornosti pii imunoterapii. Tc
rozpoznavaji cilové buiiky a pfimym cytotoxickym mechanismem ni¢i membrany cilovych bunék

produkci granzymt, perforinu, granulysinu (Chavez-Galan et al., 2009).

Celkovy vyvoj T — lymfocytt zacina v kostni dfeni, z progenitord se formuji nezralé prekurzory, které
putuji do krevniho obéhu. Tyto buiiky pak migruji do brzliku, kde dochazi k jejich diferenciaci a
specializaci, podle toho, k jakému typu MHC jsou schopny se vazat. Diferenciované lymfocyty jsou

nasledn¢ distribuovany k cilovym tkanim (Scimone et al., 2006).

Aktivace cytotoxickych lymfocyti, stejné tak i pomocnych lymfocytil, probiha ptes T bunéény
receptor (TCR) a peptid vystaveny pies MHC I na okolnich burnikach. Spole¢né s TCR je v kontaktu

s MHC i povrchova molekula, kterd dava oznaceni cytoxickym lymfocytim CD8+ (Wooldridge et al.,
2003). Kromé tohoto prvniho signalu je tfeba kostimulacni signal, bez které¢ho by se buiky
neaktivovaly, a je poskytovan prostfednictvim interakce molekuly CD28 na povrchu T lymfocytt a
molekuly CD80/86 na povrchu antigen prezentujicich bunék. V ptipad¢, Ze chybi kostimulacni signél,
dostavaji se buriky do stavu anergie a podstupuji apoptdézu (Appleman & Boussiotis, 2003). Po
aktivaci receptord se spousti série signalnich drah, které vedou k proliferaci a produkci cytokint.

V membrané€ maji také inhibi¢ni receptory zndmé jako check point inhibitory (CTLA4 nebo PD-1),
které slouzi jako regulatofi, aby nedoslo k nadmérné aktivaci CD8+ bun€k (Duraiswamy et al., 2013).
Téechto molekul, které tlumi aktivaci Tc bunék, vyuzivaji nadorové buiiky, které produkuji ligandy

vysoce afinitni k inhibi¢nim receptorim a tim se jim dafi unikat pfed IS.(Raskov et al., 2021)

CD4+ pomocné T — lymfocyty jsou hlavnimi regulatory imunitni reakce. Jejich hlavnim cilem je
produkce specifickych cytokind a rekrutovani ostatnich bunék imunitniho systému do mista potfeby.
Podle produkce cytokint se déli na Thl, Th2, Th9, Th17, Th22, Tth a Treg (Hirahara & Nakayama,
2016).

Thl lymfocyty jsou typické produkci IFN vy, dale pak TNF a, IL-2 nebo lymfotoxinu (Raphael et al.,

2015), tim mohou zvySovat expresi TLR u vrozenych imunitnich bunék (Bosisio et al., 2002). Maji
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klicovou tlohu v boji proti intracelularnim patogentim, jako jsou viry a bakterie. Diferenciace Thl
lymfocytt z naivnich T lymfocytl zavisi na pfitomnosti cytokini, které sami ndsledné produkuji, tedy
IFN vy a IL-12, to vede k aktivaci signalnich drah STAT 1 a STAT 4 a transkripéniho faktoru T-bet (Pai
& Ho, 2002). Kromé boje proti intracelularnim patogeniim mohou Th1 lymfocyty také ptispivat k
protinadorové imunitni odpovédi. Produkovany IFN-y hraje kli¢ovou roli v imunitnim dohledu nad
nadory tim, Ze zvysuje expresi MHC tfidy I na povrchu nadorovych bunék, ¢imz je ¢ini nachylnéj$imi
k rozpoznani a likvidaci cytotoxickymi T-lymfocyty (CD8+). Déle TNF-a a dalsi cytokiny
produkované Th1 lymfocyty mohou podporovat zanétlivé mikroprostredi, které je neptiznivé pro rust
nadori. Thl lymfocyty také mohou pfimo pisobit na nadorové buriky prostiednictvim produkce

cytokint, které indukuji apoptdzu nebo inhibici proliferace nadorovych bunék (Namjoshi et al., 2019).

Th2 lymfocyty jsou specializovany na produkci IL-4, IL-5, IL-10, IL-13 a dalSich. Obecné¢ se
predpoklada, ze Th2 lymfocyty mohou podporovat rist nadord a metastaz. Naptiklad IL-4 podporuje
vytvareni imunosupresivniho mikroprostiedi tim, Ze stimuluje diferenciaci makrofagii na M2 fenotyp,
coz vede k potlaceni imunitni odpovédi lymfocytti a podpote nadorového riistu prosttednictvim

aktivace rustového faktoru VEGF podporujici angiogenezi (Ito et al., 2017).

Th9 jsou charakterizovany produkei hlavné IL-9 nebo IL-21 (You et al., 2017), které hraji vyznamnou
roli v protinadorové imunitni odpovédi a mohou byt dal§im cilem imunoterapie, protoze na rozdil od
Thl, které maji téz antitumoralni UCinky se zda, ze Th9 lymfocytl je méné vyCerpanych nez Thl,

zustavaji tedy déle aktivni a funkéni (Lu et al., 2018).

Th17 produkuji prozanétlivé cytokiny jako IL-17A, IL-17F, IL-21, IL-22 (Nurieva et al., 2007) a jejich
role v nddorové imunologii miize byt pozitivni i negativni. U pacientl s rakovinou vajecnikti infiltrace
Th17 kolerovala s lepsi prognézou (Kryczek et al., 2009), na druhé stran€ u pacientd s karcinomem
slinivky byla prognéza horsi (S. He et al., 2011). Uginky téchto cytokini mohou mit za nasledek
proliferaci rakovinovych bunék, naptiklad pisobenim IL-17 podporujici angiogenezi opacn€ mohou
aktivovat efektorové buiiky, jako jsou cytotoxické T — lymfocyty, piisobenim INF vy, ktery produkuji
Th1 burnky, na které se Th17 mohou transdiferencovat (Bending et al., 2009). Th17 vykazuji vysokou
plasticitu a vlivem cytokinového prostiedi se mohou pfemenit na jiny typ pomocnych lymfocyta.
Znamé jsou také hybridni buniky Th17, které se jesté plné€ nediferciovaly na jiny fenotyp a vykazuji
tedy znamky jak Th17 bungk, tak i jinych Th jako je Thl nebo Treg (Guéry & Hugues, 2015).

Treg, neboli regulatorové T — lymfocyty, predstavuji zvlastni podskupinu lymfocyti, ktera sdili cast
stejného mikroprostfedi béhem vyvoje jako Th17 bunky. Pii vyvoji obou typt hraji roli cytokiny TGF-
B a IL-6. Pfi ¢emz koncentrace TGF-f ovliviiuje finalni diferenciaci bun€k, kde vyssi koncentrace
prispiva k Treg fenotypu. Pti diferenciaci Th17 bunék je spustén aktivator transkripce STAT3 a
transkripcni faktor Rorc, zatimco pro Treg buiiky jsou to STATS a transkripcni faktor FOXP3.
Diferenciace Treg je dale podporovana DC burnikami a cytokiny IL-21 nebo IL-23 (Basu et al., 2021).



Funkce regulacnich lymfocyti je potlacovat aktivitu ostatnich bun€k imunitniho systému, ¢imz
pfispivaji k udrzovani imunitni toleranci vii¢i vlastnim buitkdm a brani tak autoimunitnim reakcim. Jak
produkcei cytokinii (IL-2, IL-10, IL-35, TGF-p), tak expresi molekul jako CTLA-4 a PD-L1 (Klabusay
M, 2015).

Receptor CTLA-4 na povrchu Treg bun¢k kompetuje s CD28 na T-lymfocytech nebo NK bunkach o
molekuly CD80/CD86 na antigen prezentujicich buikach. CTLA-4 ma vyssi afinitu k témto ligandim
nez CD28, a kdyz dojde k interakci APC a Treg bunék ptes tyto molekuly, Treg buiiky jsou schopny
trans-endocytovat CD80 a CD86 kostimulacni molekuly, které jsou potiebné pro aktivaci T-lymfocyta.
Tim dochazi k nedostatku CD80/CD86 molekul pro aktivaci T-lymfocytti a NK bun¢k (Qureshi et al.,

[5.d.]).
2.6 B — lymfocyty

Funkce B — lymfocyti je rozpoznani antigenu pomoci B bunééného receptoru (BCR) a v produkei
protilatek. Tyto protilatky poskytuji osponizaci nadorovych bungk, coz zjednodusen¢ znamena
oznaceni téchto bunék pro fagocytujici bunky nebo aktivitu komplementu. Dale podporuji aktivaci
prirozenych zabijecskych bun¢k. Mohou také ptispét k rozvoji nadorového bujeni, coz bylo prokézano
studiemi na mysich. Po odstranéni B — lymfocytti a nasledné inokulaci bunécnou linii fibrosarkomu
byly metastazy v plicich mensi nez u imunokompetentnich mysi (Yuen et al., 2016). Jsou slozkou
adaptivni imunity a v nddorovém prostredi hraji vyznamnou tlohu, v nékterych typech nddor mohou

tvofit az 25 % vsech bun¢k (Marsigliante et al., 1999).

K rozvoji nadoru mohou piispivat i jejich protilatky vazbou s antigeny, tvorbou cirkulujicich
imunitnich komplext (CIC), které aktivuji makrofagy prispivajici k angiogenezi (Gunderson &
Coussens, 2013). Dale B bunky produkuji lymfotoxin podporujici tvorbu novych cév, ale zaroven
prispiva k tvorbé tercialnich lymfoidnich struktur, které jsou naopak proti nddorovym mechanismem
(Yuen et al., 2016). IL-8 ma chemotaktické ucinky hlavné na neutrofily, a tim také napomahat

k progresi (Nielsen et al., 1997).

3 Imunitni buniky u détskych pacientli a u dospélych

Vsechny typy bunék imunitniho systému byly v riizném zastoupeni detekovany u rliznych typi
nadori. Informace o nadorovém prostiedi jsou dulezité pro pochopeni moznosti 1é¢by, ktera se nyni po
rozvoji technologii a znalosti zaméfuje i na imunoterapii. Doplnuje tak standardni 1é¢ebné modality,

jako jsou chemoterapie, radioterapie, chirurgicka 1é¢ba a cilena terapie (Y. Zhang & Zhang, 2020).

Détské nadory jsou relativn€é vzacnou nemoci a odhaduje se, Ze rocné onemocni rakovinou 400 000
déti do veéku 19 let podle Svétové zdravotnické organizace (WHO). Nejcastéjsi onemocnéni je podle

mezinarodni klasifikace détské rakoviny leukémie (az 34 %), z cehoz 80 % tvoti akutni lymfoblasticka
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leukémie (ALL) a dalsi je akutni myeloidni leukémie (15 %), za ni nasleduji nadory centralni nervové
soustavy, lymfomy, neuroblastom (NCCR*Explorer Application, [s.d.]). U déti se vyskytuje jiny typ
nadori, zatimco nejcastéjsim typem u nich je leukémie, u dospélych je leukémie na 13. misté dle
amerického Narodniho institutu pro rakovinu. Napiiklad neuroblastom je nejcastéjsi extrakranialni
solidni nador v détstvi s incidenci 7-10 %, ale u dospélych se témer nevyskytuje (Vicha A &
Eckschlager T, 2005).

Détské malignity se v mnoha ohledech 1isi od nadoru dospélych, a to jak v klinickych projevech, tak
v molekularnich charakteristikach. Pti 16¢b¢ détskych pacientll je nezbytné nalézt piistup dostateéne
ucinny v boji proti nadoru, ale zarovei se dba na dlouhodobou kvalitu Zivota po 1écbé. Je tedy nutné
hledat terapeutické postupy, které minimalizuji vedlejsi uc¢inky. Jednim z rozdilt je vyskyt jinych typt
imunitnich bungk infiltrujicich tumor. Zatimco se 1éCba inhibitory kontrolnich bodi zdala Gspésna u
dospélych pacientt, u détskych nebyl zaznamenan takovy uspéch, coz je zptisobeno nedostate¢nou

pritomnosti T — lymfocytu.

U dospélych prevazuji T — lymfocyty a dendritické buiiky, kdezto u déti byli nalezeny tumor
asociované makrofagy (TAM) a myeloidni butiky (prekurzory monocytt a granulocyttt) (Bajciova V,

2015).

4 Mechanismus uniku nadorovych bunék

Nédorové buniky maji zdkladni vlastnosti, které si pii procesu svého vyvoje ziskavaji. Tyto vlastnosti
rakoviny byli popsany Hanahanem a Weinbergem jako deset znakt rakoviny, mezi které patfi
necitlivost vii¢i signaliim zastavujicim rast, vyhnuti se apoptdze, schopnost produkovat vlastni rstové
signaly, neomezeny replikacni potencial, tvorba novych cév (angiogeneze), schopnost invaze a
metastazovani, dysregulace energetického metabolismu. Také maji zvySenou tendenci ke genomické
nestabilité¢ a mutacim. Pro svij rlst vyuzivaji zanétlivé prostiedi a vyhybaji se imunitnimu systému

(Hanahan & Weinberg, 2011).

Zpisoby a mechanismy, jakym se nadorové buiiky vyhybaji imunitnimu sytému, jsou komplexni. Tyto
interakce jsou popisovany jako imunoeditace nadoru téz 3E (Dunn et al., 2004). Jedna se o tii faze, pii
c¢emz prvni se nazyva eliminace. Jedna se o fazi, ve které imunitni systém rozpozna a eliminuje
nadorové buniky v jejich rané fazi vyvoje. Druhd faze je rovnovazna, t€z zvana ekvilibrium, coz je
stav, ve kterém uz bunky imunitniho dozoru nejsou schopny zcela odstranit rakovinové buiiky, ale
jejich rist jesté kontroluji. V této fazi nadorove buniky podléhaji selekénimu tlaku a vytvaii si
schopnosti, které jim umoznuji vyhybat se dozoru. Posledni fazi je unik (escape), kdy se nadorovym

bunkam \daii uniknout a zacne jejich nekontrolovatelné mnozeni a Sifeni. (Mittal et al., 2014)



V této posledni fazi je vyuzito riznych mechanismu tinikt, které se daji rozd¢lit na pasivni obranu a

aktivni obranu. Mezi pasivni strategie patfi:

Nédory mutacemi ztraceji schopnost exprese specifickych tumorovych antigent, jako jsou Melan
A/MART-1, které by mohli byt prezentovany pies MHC . tfidy imunitnim bunikdm a brani tak
efektivnimu vystaveni a prezentaci antigenti bunkam imunitniho systému. Snizuji tak schopnost

vyvolat imunitni rekci, jsou tedy méné imunogenni (Jager et al., 1997).

V dalsim piipadé miiZze byt snizena exprese glykoproteini MHC 1. na povrchu nadorovych bunék, coz
ma za nasledek unik hlavné cytotoxickym lymfocytim. U n€kterych nadorovych linii byla zjisténa
ztrata funkéniho B2m, ktery je klicovou soucasti MHC 1. komplexu. To vede k naruseni spravného
skladani a exprese MHC I (Marincola et al., 1999). Kazdopadné proti této strategii downregulace
mohou do urcité miry bojovat NK buriky, které jsou v ptipadé€ snizeni exprese MHC I aktivovany

(Ramos-Mejia et al., 2022).

Rakovinové buriky si vyvinuly mechanismus maskovani svych antigenti, naptiklad jejich prekrytim
vrstev glykani glykokalyxem. Nadory ¢asto exprimuji vice glykokalyxovych molekul (naptiklad
kyselinu sialovou) nez fyziologicky normalni (Stastny M & Rihové B, 2015).

Dalsi strategie spadaji do aktivni obrany. Zamétuji se pfedev§im na vyuziti inhibi¢nich molekul

kontrolnich bodi neboli checkpoint inhibitord, které zabraiuji aktivaci T-lymfocytd. Nadorové buiiky
casto exprimuji molekuly jako PD-L1, PD-L2, kter¢ slouZi jako ligandy pro receptory na povrchu NK
nebo T-bungk. Tyto receptory mohou byt bud’ stimulacni, jako je CD28, nebo inhibi¢ni, jako jsou PD-
1 a CTLAA4. Vzijemna interakce ligandl s témito receptory pak rozhoduje o tom, zda dojde k aktivaci

proliferacnich drah, nebo naopak k inhibici imunitni odpovédi (Smyth et al., 2006).

Vétsina nadorl neprodukuje adekvatni mnozstvi kostimula¢nich molekul, zejména B7-1 a B7-2, které
jsou nezbytné pro uplnou aktivaci T-lymfocytt, coz vede k jejich anergii. Aby se zlepSila imunitni
reakce proti nadoru, byla provedena transfekce nadorovych bunék s B7-1. I pies nékteré tspéchy, které
byly pozorovany jako zvySeni exprese B7, tento pfistup nebyl dostate¢né u¢inny k dosazeni

pozadované imunitni odpovédi (Chen et al., 1992).

Dalsi taktikou nadorovych bungk je sekrece imunosupresivnich cytokint, jako jsou IL-10 a TGF-p,
které napomahaji potlac¢eni imunitni odpovedi T bun¢k. Diikaz lze nalézt v modelovych studiich na
mysSich, kde byly T bunky rezistentni na TGF-B, doslo diky této rezistenci k vyvolani imunitni reakce

schopné efektivné eradikovat nadorové bunky (Gorelink & Flavell, 2001).

Dale produkuji indolamin 2,3-dioxygenazu 1 (IDO1) nebo thymicky stromalni lymfopoetin, ktery
podporuje zvyseni exprese ligandu OX40 na APC bunkach. Tento ligand se poté vaze na receptor
0X40 na povrchu T — bunék, coz ptsobi jako sekundarni kostimulacni signal pro T lymfocyty a vede

k jejich diferenciaci na Th2. Tato podskupina pomocnych T bunék piispiva k progresi nadorového
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prostiedi, naptiklad tumorogennimi cytokiny (Pandya et al., 2016). Dioxygenaza je bézn¢
exprimovana dendritickymi bufikami, makrofagy, ale i nddorovymi buiikami, které IDO sekretuji

v nadmérném mnozstvi. Dioxygenaza $tépi extracelularni tryptofan, jehoz ptitomnost je dilezita pii
aktivaci T — lymfocytl a metabolity, které St€penim tryptofanu vznikaji, nejenze brani aktivaci T —

lymfocytt, ale indukuji i diferenciaci Treg bun¢k (Adams et al., 2015).

Na povrchu T-lymfocyt a NK bunc¢k se nachazi Fas receptor smrti, ktery pfi interakci s jeho ligandem
FasL aktivuje signalni drahu zahrnujici pro-kaspazy a kaspazy a vse to vede k apoptoze neboli
programované bunécné smrti. FasL je exprimovan jak na leukocytech, tak na nadorovych buiikach,
coz muze byt povazovano za mechanismus, kterym se nadorové buiiky snazi uniknout imunitnimu
systému (Houston & O’connell, [s.d.]). Nedavné studie ukazaly, ze FasL. miize také inhibovat produkci
imunoglobulind v B buiikach (Stohl et al., 2000). Nicméné¢, role FasL v kontextu nadorového prostiedi
neni jednozna¢na. Nékteré studie ukazuji, Ze mtize pisobit i protinadorove a to i presto, Ze je
produkovan nadorovymi bunikami. Napftiklad bylo zjisténo, ze jeho exprese v nékterych pripadech
vyvolala intenzivni infiltrat neutrofild, které se po navazani na FasL staly siln€ cytotoxickymi a

zabijeli tak nddorové buniky (Simon et al., 2002).

Unik pred imunitnim systémem mohou nadorové buiiky také zprostiedkovavat produkei proteind
vazajicich sacharidy, specificky galektinem-1. Tento protein je schopen indukovat apoptozu
aktivovanych T lymfocytl a ovlivituje jejich polarizaci, ¢imz muze ptispivat k formovani

imunosupresivniho prostiedi (Rubinstein et al., 2004).

Znalost o tom, jaké imunitni bunky se nachazeji v prostfedi naddord, je dulezité pro pochopeni,
mechanismil, kterymi nadory unikaji imunitnimu dohledu. Zaroven to mtize pomoci implementaci

imunoterapeutickych strategii, které maji potencial efektivné posilit imunitu pacienta.

5 Metody k detekci imunitnich bunék v nddorech

Nédorové onemocnéni je charakterizovano vyznamnou heterogenitou, ktera se projevuje nejen na
urovni pacientd, ale i v rdmci samotného nadoru. Tato riznorodost se tyka vSech bunék, které jsou
soucasti nadorového mikroprostiedi a tyto odlisné bunécné subtypy jak nadorovych, tak imunitnich

bun¢k komplikuji diagnostiku a 1écbu. (Chung et al., 2017).

Co se tyce imunitnich bunék v nadoru, je zde potieba odlisit rizné fenotypy T bunék, jako jsou naivni,
regulacni, cytotoxické, vyCerpané nebo kostimulaéni. Toto rozliSeni miize napomoci pii predikci
ucinnosti riznych typt imunoterapie. K identifikaci imunitnich bunék v tumorovém prostiedi byly
vyuzivany rizné metody. Microarray byla jednou z prvnich, ale v sou¢asnosti je nahrazena

pokrocilejsimi metodami, které umoziuji lepsi detekei.
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5.1 Klasicka histologie

Histologické preparaty jsou tradicni metodou, ktera se pouzivana k detekci a studiu imunitnich bun¢k
v nadorech, stejné jako dalSich bun¢k. Jejim zakladnim principem je odebrani tkang, ktera je nasledné
fixovana ve formalinu nebo jiném fixa¢nim roztoku. Po fixaci je tkan zalita parafinem a vlozena do
parafinového bloku. Z tohoto bloku se pak mikrotomem fezou tenké vrstvy. Pro detekci imunitnich
bun¢k jsou tyto fezy inkubovany s protilatkami specifickymi pro dany typ imunitnich bunék tkané,
jako naptiklad CD45+, ktery je spole¢ny vSem leukocytlim (Altin & Sloan, 1997) nebo CD4+ typicky
pro T pomocné lymfocyty. Tyto protilatky jsou casto konjugované s fluorescen¢nimi znackami nebo
enzymy, které umoznuji vizualizaci imunitnich bunék pod mikroskopem. Ve studii melanomu, se
pouzil Envision systém, ktery spoc¢iva v pouziti enzym konjugovaného polymeru, ktery je pfipojen

k sekundarnim protilatkdm a pro vyvolani vizualniho signélu se pouzil diaminobenzen jako
chromogen (Erdag et al., 2012). Pro vizualizaci cilovych proteinti se fezy obvykle zavérecné obarvi
napiiklad hematoxylinem nebo eosinem, coz umoziiuje zobrazeni jadernych struktur pod

mikroskopem pfi nasledném vyhodnocovani a detekci (Otali et al., 2016).

5.2 Fluorescen¢ni znaceni na kryotfezu

RozliSovani zivych bunék a jejich dynamickych struktur, pfedstavuje zna¢nou vyzvu, ktera mtze byt
vyfesena pomoci okamzitého zamrazeni (vetrifikaci). Tento proces zamrazeni umoziuje nahlé
zastaveni bunécnych procest a zachovani bun€k ve stavu, v jakém se nachézely ptred mrazenim. To
umoznuje pozorovat a analyzovat vnitini struktury, které nejsou poznamenané degradaci z fixace tkané
nebo pomalej$im mrazenim. Zmrazeny vzorek je roziezan na tenké fezy, které jsou téz znaceny
fluorescen¢nimi barvami a nasledné je karyofez hodnocen pod fluorescenénim mikroskopem (Steyer

et al., 2009).

5.3 Priitokova cytometrie

Zakladni metoda pouZzivana v imunoonkologii je pritokova cytometrie, ktera umoznuje rozpoznani
bungk z heterogenni suspenze na zakladé n¢kolika parametri. Zakladni charakteristiky bunék, kterych
se v cytometrii vyuziva je velikost bun€k, granularita a exprese povrchovych molekul, které jsou
detekovany fluorescencnimi protilatkami. Naptiklad rozpoznani NK buné€k z periferni krve mtze byt
pomoci protilatek povrchovych proteini jako je CD56 nebo CD161. Prvnim krokem pritokové
cytometrie je pfiprava materialu, ktery byl pacientovi odebran. Nej¢astéji se mize jednat o krevni
vzorek nebo zhomogenizovanou tkaiiovou biopsii. Suspenze bunék je oznacena fluorescencnimi
protilatkami vézajicimi se na charakteristické molekuly dané bunécné populace, takto oznacené bunky
jsou transportovany do fluidického systému cytometru. V tomto systému jsou buiiky obklopeny sheath
tekutinou, coz je prihledny fyziologicky roztok, ktery proudi rychleji nez samotnd bunécna suspenze

vng, protoZe je pod tlakem, ¢imz umoziuje sefazeni bunék za sebou. Jedna bunka za druhou prochazi
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laserovym paprskem a fluorescencni znacky na povrchu bunck excituji svétlo o urcité vinové délce,
které je zachyceno detektory. Vysledné signaly jsou zpracovany softwarem cytometru, ktery vysledky

zobrazi graficky v podobé¢ histogramti nebo dot ploti (McKinnon, 2018).

Pritokova cytometrie je vysoce vyuzivany nastroj k detekci bunék imunitniho systému. V poslednich
typt. Prikladem jsou metody MACS (magnetic activated cell sorting) nebo FACS (fluorescence
activated cell sorting). Ob¢ tyto metody jsou po analyze v cytometru schopny izolovat typy bungk,
které jsou predmétem vyzkumu. V ptipadé FACS je tfidéni bunék dano elektricky nabitymi casticemi,
kdy negativné nabita mikrotitracni desticka nebo zkumavka piitahuje elektrodou pozitivné nabité
bunky (Gross et al., 2015). U MACS jsou k fluorescen¢nim protilatkam pfidany magnetické
mikrokulicky, které po analyze ptitahuje magnetické pole v kolnach. Jedna se o méné narocnou a na
vybaveni méné nakladnou metodu oproti FACS, na druhou stranu neni tak citliva v rozlieni riznych

urovni exprese (Sutermaster & Darling, 2019).

5.3.1 Intracelularni barvici priitokova cytometrie (fosfoflow)

Dalsi vylepSenou metodou pritokové cytometrie je fosfoflow. Na rozdil od pfedchozich metod, které
se zaméfuji na povrchové markery, jeji princip spociva v detekci a analyze intracelularné
fosforylovanych proteinti. Analyza téchto proteind, totiz mize poskytnout vétsi piehled o jejich
aktivité a funk¢nosti signalnich drah, které mohou byt dilezité pro pochopeni stavu bunky. V této
metod¢ jsou proteiny znaceny fosfospecifickymi protilatkami, které jsou konjugované s fluorochromy
(Krutzik et al., 2004). Mezi nejcasteji barvené intracelularni fosfoproteiny patii Akt (Tazzari et al.,
2002), MEK nebo ERK (Chow et al., 2001). A nej¢astéj$imi intracelularnimi antigeny jsou cytokiny:
IL-2, IL-4, INF y nebo TNF «a (Pala et al., 2000).

5.4 Hmotnostni cytometrie (cytometrie by time of flight)

CyTOF kombinuje principy hmotnostni spektrometrie s metodami pratokové cytometrie, a se
schopnosti charakterizovat az 50 parametrt jedné buiky umoziiuje velmi detailni analyzu. Od tradi¢ni
pratokové cytometrie se lisi, tim Ze pouziva kovy vzacnych zemin pievazné lanthanoidové fady misto
fluoroforti k oznaceni protilatek. Eliminuje problémy, které nastavaji v pratokové cytometrii, kde se

prekryvaji florochromové spektra, ¢imz umoziuje detekci §irsi skaly bunéénych markerd.

5.5 RNA seq

Sekvenovani RNA je vhodny nastroj pro identifikaci a kvantifikaci transkripti genti v bunikach. Tento
proces zacind izolaci RNA, ktera je nasledné prevedena na komplementarni cDNA pomoci reverzni
transkriptazy a oligonukleotidii, ¢imzZ je zajisténa stabilita molekuly, ktera je potiebna pro dalsi

manipulaci. Nasledné je cDNA rozstépena na mensi tseky o délkach 300-500 bp a na jeji konce se
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pripojuji adaptéry, které usnadiuji naslednou amplifikaci, a jsou nezbytné i pfi samotném
sekvenovani. Na rozdil od metod jako je microarray, RNA seq nepodléha kiizové hybridizaci, je
schopna detekovat i nizko exprimované geny a umoziuje sekvenovani i neznamych genomovych
sekvenci. Nicméné i s touto metodou se poji néjaké nevyhody a rizika. Na koncich usekt RNA nebo
cDNA miize dal$i manipulaci dochazet k poSkozeni nebo ztratam sekvenci, které mohou ve vysledku
zkreslovat vystupni data. Jednou z hlavnich vyzev je zvladani velkych objemt dat, které jsou
vyprodukovany. Tato metoda tedy vyzaduje pokrocilé informacni technologie pro ukladani, zpracovani

a analyzu dat, coz zvySuje ndklady (Wang et al., 2009).

Pro ptesnou detekci jednotlivych bun¢k se pouziva single cell RNA sekvenovani, na rozdil od
tradicniho RNA sekvenovani, ale vyZaduje sofistikovanéjsi techniky a zatizeni pro izolaci, zpracovani
a analyzu jednotlivych buné€k, coz je spojeno s vyssimi financnimi a ¢asovymi naroky. Prvni krok
zacina izolaci jednotlivych bunék z vybrané tkang, coz se obvykle provadi pomoci metod jako je
fluorescencné aktivované tiidéni bun¢k (FACS), magneticky aktivované tfidéni bunék (MACS),
mikrofluidické systémy nebo laserové disekce. Po uspé€sné izolaci nasledujestejny proces jako u RNA
seq. Behem lyzace bunék je uvolnéna RNA, ta je poté pfevedena na cDNA, na jeji konce jsou pfidany
adaptéry a nasledné dojde k amplifikaci. Vzorek je na konci osekvenovan pomoci technologii nové
generace (NGS). Samostatné sekvenovani cDNA umoziiuje detailni analyzu exprese genti

v jednotlivych buiikach (Jovic et al., 2022).

5.5.1 Prostorova single cell RNASeq

Jedna se o vylepSenou verzi metody scRNA seq, ktera vyuziva prostorového usporadani, umoziuje
nejen analyzu genové exprese na urovni jednotlivych bunék, ale také identifikovat, kde presné se
v tkanovém vzorku butiky nachézi. Jedna takova technologie vyvinuta spole¢nosti 10x Genomics, je

Visium.

Visium se zaméfuje na prostorové transkriptomické sekvenovani. Proces za¢ina ptipravou zmrazeného
nebo formalinem fixovaného tkanového fezu, ktery je obarven hematoxylinem a eosinem pro
vizualizaci pod mikroskopem. Tento fez je umistén na specialni ¢arové skli¢ko, kde se nachazi
oliognukleotidy na které se navaze mRNA uvolnéna z bun¢k. Nasleduje proces reverzni transkripce,
behem které je syntetizovana cDNA. Tato cDNA, oznaéena specifickymi ¢arovymi kody
odpovidajicimi jejich lokaci na skli¢ku, je nasledné pouzita pro generovani knihovny pfipravené na

sekvenovani.

Ziskana data jsou analyzovana pomoci vizualizacniho software Loupe Browser, ktery umoziuje
detailni 2D prozkoumani distribuce genové exprese. Tato technologie nabizi cenny nastroj pro

molekularni profilovani (Visium Spatial Platform - 10x Genomics, [s.d.]).
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Porozuméni nadorovému prostiedi a mechanismtim, jakymi nadory unikaji a manipuluji s imunitnim
systémem, je zdsadni pro vyvoj novych efektivnich imunoterapeutickych strategii. Nekteré tyto

strategie, které se v soucasné imunoterapii uplatiiuji jsou popsany v nasledujici ¢asti.

6 Moznosti vyuZiti imunitniho systému v terapii nadort

V poslednich letech se 1ékafi a vyzkumni odbornici intenzivné zaméiuji na vyuziti IS v 1é¢bé nadorda.
Pfestoze imunoterapie predstavuje nad€jny lécebny piistup diky své vysoké specifi¢nosti, dlouhodobé
efektivit¢ a moznosti kombinace s jinymi 1é¢ebnymi metodami, obvykle se uplatituje az jako druha
linie 1é¢by. Hlavnimi dGvody pro tento postup jsou piedevsim obtizn4 ptedvidatelnost miry ucinkd,
ktera mize zahrnovat rizika autoimunitnich reakci a vyznamné toxicity, a nejistota v dlouhodobych
vysledcich u pacientil. Tyto faktory vedou k opatrnosti vyuzivani imunoterapie jako primarni [é¢ebné

strategie (Tan et al., 2020).

Vyuziti imunoterapeutickych metod, jak v historickém kontextu, tak i v sou¢asnosti je spojeno

s vedlejs$imi ucinky, které nejenze mohou vést k rozvoji autoimunitnich onemocnéni, ale 1 k smrti.
Konkrétn¢ v minulosti bylo povazovano za nadéjné podavani vysokych davek IL-2, ¢imz podporoval
cytotoxicitu NK a CD8+ bunék. Od toho se vsak upustilo, kdyZ se u pacientil projevily vedlejsi ucinky
jako plicni edém nebo zanét slinivky bfisni (Shah et al., 2021).

Zlatym standardem v klinické onkologii, ktery pomaha Iékartim urcit 1écbu a predpoveédet jeji uspéch
je TNM Kklasifikacni systém (Quirke et al., 2010). Tento klasifika¢ni systém rozdéluje nadory na
zéklade velikosti a rozsahu primarniho nadoru (T), pficemz TO oznacuje absenci nadorua T1 az T4
oznacuji progresi, postizeni lymfatickych uzlin (N) a pfitomnosti metastaz (M), coz je klicové pro

urceni stadia rakoviny, vybér vhodné 1€cby a odhad prognézy pacienta (Hartl et al., 2023).

6.1 Checkpoint inhibitory

V soucasnosti je podani inhibitord kontrolnich bodl nejvice vyuzivanym imunoterapeutickym

1écebnym postupem.

6.1.1 CTLA-4

Cytotoxicky protein asociovany s T — lymfocyty 4, téZ CD152, je pfitomen na povrchu T lymfocytd.
Treg exprimuji tento receptor konstitutivné, coz podporuje jejich imunosupresivni funkci. U ostatnich
typt T — lymfocytti se CTLA-4 objevuje az po uplné aktivaci, kterd zahrnuje interakci TCR s MHC a
kostimulacni signaly prostfednictvim interakce CD28 s CD80/CD86. Molekuly CD80 (B7-1) a CD86
(B7-2) jsou ligandy receptoru CD28, ale také kompetitujiciho receptoru CTLA-4, ktery vykazuje vyssi

afinitu k obéma ligandiim (k dimeru CD80 ma4 jeste vyssi afinitu nez k monomernimu proteinu CD86).
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Po aktivaci dochazi k expresi CTLA-4 a transportu z intracelularnich vezikul na membranu
prostfednictvim tyrozinového motivu Y VKM, kde byva ¢asto ulozen. Jakmile dostane na membranu,
konkuruje s CD28 o vazbu na ligandy. Vazba CTLA-4 s ligandy spousti signalni kaskéadu, ktera vede k
bunécné anergii. Zaroven tato interakce znemozituje vazbu CD28 na stejné ligandy a inhibuji se tim
okolni T — lymfocyty. Dalsi unikatni schopnosti CTLA-4 je odstranéni ligandii B7 z membran APC

bunék jejich pohlcenim procesem zvanym transendocytéza (Rowshanravan et al., 2018).

( APC

Recycling ",’

CTLA-4
e

988

Lysosome

Obr. 2: Transendocytoza CTLA-4 s navazanym

ligandem CDS&6, pievzato a upraveno z (Soskic et al.,

[s.d.])

CTLA-4 je tedy kontrolni mechanismus bunék, ktery brani nadmeérné aktivaci a predchazi tak
autoimunitnim reakcim proti vlastnim buiikdm. Tato funkce byla potvrzena az 4 roky po objeveni
molekuly CTLA-4 v roce 1991 (Bashyam, 2007). Nadorové bunky vyuzivaji tohoto mechanismu a
produkuji své vlastni ligandy (CD80/86) a tlumi tak cytotoxické lymfocyty. O potencialu v onkologii
byly pochybnosti. Jednim z dtivodl byly mysi, které postradali CTLA-4 a nadmérna aktivace a
proliferace T-lymfocytl vedla k autoimunitnim onemocnénim, coz vedlo k pfesvédceni, Ze vyrazeni

receptoru povede k toxicité a utoku imunitnich bunék na vlastni tkané.

Klinické studie zahajené pted vice nez dvéma desetiletimi, zkoumaly vyuziti protilatek blokujicich
CTLA-4 receptor. Mezi prvnimi zkoumanymi protilatkami byl ipilimumab, ktery se osvédcil jako
ucinny. Béhem studie obdrzeli pacienti s melanomem peptidovou vakcinu, kombinaci vakciny a
ipilimumabu anebo pouze ipilimumab. Béhem 1éCby se sice vyskytly vedlejsi ucinky, jako kolitida
nebo dermatitida, avSak vysledkem bylo prodlouzeni pieziti pacientti 1é¢enych protilatkami o 3,5

mesice ve srovnani s pacienty, ktefi byli 1é¢eni pouze vakcinou (Pardoll, 2012).

Ipilimumab byl schvélen americkym Utadem pro kontrolu potravin a 1é¢iv pro 1é¢bu pokrogilého

melanomu, hepatocelularniho nebo renalniho karcinomu (Saad & Kasi, 2023).
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6.1.2 PD-1

Receptor programované bunécné smrti, téz CD279, je dal§im klicovym imunitnim kontrolnim bodem
exprimovanym na povrchu T — lymfocytil, B — lymfocyti i NK bunék. Stejné jako CTLA-4, také PD-1
je vyrazné exprimovan na regulacnich T burnikdch (Treg) a v nddorové tkani zvySena exprese na Treg
buiikach pomaha jejich supresorové funkei, a tedy ptispiva k ristu nadoru. Exprimované mohou byt i
na tumor infiltrujicich Tc lymfocytech, v takovém ptipade signalizuji anergii a vyCerpanost bunék a

s tim je spojena nizsi produkce cytokind.

Ligandy, kter¢ jsou produkované jak APC, tak i nadorovymi buiikkami jsou: PD-L1 (CD274) a PD-L.2
(CD273). Prvni z téchto ligandi je hlavnim ligandem v solidnich nadorech (Konishi et al., 2004).
Obecné ale nelze fict, ze vyssi stav exprese PD-L1 koreluje s horsi progn6zou. Nadorové bunky maji
dveé moznosti, jak regulovat tvorbu PD-L1. Prvni mechanismus je konstitutivni (vrozena imunitni

rezistence) a druhy indukovany (adaptivni imunitni rezistence).

Konstitutivni exprese PD-L1 je v tomto piipad¢ obvykle fizena onkogennimi signalnimi drahami

v nadorovych bunkach, jako je aktivace protein kinazy B (AKT) a signalniho pfenasece a aktivatoru
transkripce, coz vede k trvalé produkci PD-L1. Tento proces je vrozeny a je piitomen od zacatku a
nezavisi na ptritomnosti imunitnich bunék. Kdezto indukovana exprese je reakce na infiltraci nadoru

imunitnimi buitkami a jejich produkci INFy. (Pardoll, 2012)

Regulace signalni transdukce probiha tak, ze po interakci TCR a peptidu vystaveného na MHC
komplexu a nésledné interakci PD-1 a PD-L1 inhibi¢ni signal se do bunky dale pfenasi rekrutovanim
proteinovych tyrosin fosfatdz SHP1 a SHP2 k tyrosinovym motiviim (ITIM, ITSM) v cytoplazmatické

¢asti PD-1 receptoru.

Tyto fosfatazy defoforyluji a tim inaktivuji ZAP70 protein zodpovédny za aktivaci mnoha signalnich
drah zahrnujici sekundarni posly diacylglycerol a inositol-3-fosfat, které vedou k diferenciaci a

aktivaci T bungk, transkripci IL-2 a jinych cytokinti. Kromé toho inhibi¢ni signal prosttednictvim
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PD1/PD-L1 interakce také inhibuje signalizac¢ni drahy PI3K-Akt, ktera ovliviiyje proliferaci T bunck,

coz dale pfispiva k regulaci imunitni odpovédi. (Arasanz et al., 2017).
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Obr. 2: Signalni drahy, které se aktivuji inhibicnim signdlem
PD-1s PD-L1/PD-L2. Prevzato z (Parvez et al., 2023)

Naptiklad ovliviiuji cyklin dependentni kinazy (Cdk), interakce PD-1 s PD-L1 zvySuje expresi genu
pro inhibitory cyklin dependentnich kinaz p15™%* a snizena aktivita Cdk2 brani fosforylaci SMAD3
faktor inhibujici progresi bunééného cyklu a tim dochazi k jeho vyssi transkripcni aktivit€ a posiluje se

tak jeho schopnost inhibovat ptechod bunky z G1 faze do S faze (Patsoukis, Brown, et al., 2012).

Inhibice signélni drahy PI3K-Akt a Ras-MEK-ERK také vede k snizené aktivit¢ Cdk2, dochézi
k potlaceni transkripce genu SKP2, jenz je soucasti E3 ubikvitin ligazy, ktera zprostfedkovava
kip1

degradaci p27 ¥P!, proteinu, ktery stejné jako p15 ™K je inhibitorem Cdk2. Kdyz neni p27 kP!

degradovéan dochazi k jeho akumulaci a zvySené inhibici aktivity Cdk2. (Patsoukis, Sari, et al., 2012).

Od roku 2006 byly FDA schvaleny tfi inhibitory PD-1 (pembrolizumab, nivolumab a cemiplimab) a tfi
inhibitory PD-L1 (atezolizumab, avelumab a durvalumab). Prvni studie 1é¢bou pembrolizumabu byla
uskute¢néna roku 2013 od té doby byl schvalen k 1é¢bé pokroc¢ilého metastazujiciho melanomu,
urotelialniho nebo spinocelularniho karcinomu. Nivolumab vykazuje u pokrocilych rakovin az 30 %
zlepsSeni. Nezadouci reakce zptisobené inhibitory se daji rozdé€lit na imunitné podminéné, které mohou
zasahnout plice, stieva, jatra, kuzi a v extrémnich pfipadech mohou byt smrtelné a na reakce spojené

s infuzi. Vzhledem k potieb¢ zvysit i¢innost a bezpecnost téchto 1€kt je dalezity vyvoj novych typi

inhibitori (Ai et al., 2020).

I ptes to, Ze 1écba zamétend na PD-1/PD-L1 se ukazala jako pfinosna pro mnoho typti nadort, existuji

pacienti, ktefi na ni neodpovidaji. U nékterych dokonce dochazi k hyperprogresi (zrychleni ristu)
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onemocnéni nebo vybudovani si rezistence. Primarni rezistence, ktera se vyskytuje na zacatku 1éCby je
spojena s nedostatkem T — lymfocyti v nddorovém mikroprostiedi, kdezto sekundarni neboli ziskana
rezistence je ddna ztratou T — lymfocytd z nddorového prostiedi nebo naruSenim mechanismu
prezentace antigenu. Béhem 1écby byl také pozorovan u nékterych pacientii fenomén pseudoprogrese a
hyperprogrese. U pseudoprogrese je pozorovano zvétSeni tumoru nebo zhorseni klinického stavu
pacienta, ale neodrazi to skute¢nou progresi onemocnéni, je to totiz disledek infiltrace nadorového
mikroprostfedi imunitnimi butikami odpovidajicimi na 1é¢bu. Oproti tomu, hyperprogrese oznacuje
skutec¢né zhorSeni onemocnéni a zrychleny riist nadoru v disledku terapie, coz vede k snizeni délky

zivota (Hudson et al., 2020).

6.1.3 LAG3

DalS8im potencialnim cilem pro imunoterapii je gen pro aktivaci lymfocytt 3 (CD223) sdili 20 %
homologie s CD4 a kompetituji o vazbu s MHC II komplexem (Triebel et al., 1990). Vedle MHC 11,
jsou mezi dalsi ligandy LAG-3 fazeny galektin-3 a rozpustny lektin. Je exprimovan jak na
cytotoxickych, tak pomocnych T — lymfocytech, NK buiikach, B — lymfocytech ¢i pDC buiikach a na
rozdil od PD-1 a CTLA-4 neni exprimovan na naivnich T buiikach. A stejné€ jako piedchozi kontrolni
imunitni body mohou inhibovat proliferaci a sekreci cytokini (Ibrahim et al., 2023). V oblasti
klinickych studii prokazaly protilatky cilené na LAG-3, jako jsou relatlimab a eftilagimod alfa,

v kombinaci s inhibitory programované bunécné smrti-1, u¢innost v 1é¢be riznych solidnich naddort
(Dirix et al., 2020; Tawbi et al., 2022). Tato kombinovana terapie je napiiklad vyuzivana pii 1é¢be
skvamozniho karcinomu hlavy a krku nebo metastatického nemalobunééného karcinomu plic za

pouziti eftilagimodu alfa a pembrolizumabu (Ibrahim et al., 2023).

V soucasnosti se v onkologii zkoumaji dalsi inhibitory checkpoint inhibitort. TIM-3, TIGIT, VISTA
vykazuji slibny potencial novych nebo doplitujicich terapii. Nicméné, je potieba dalsich vyzkumt pro

plné pochopeni jejich mechanismt pro jejich pouziti v praxi (Qin et al., 2019).

6.2 Adoptivni bunécna terapie (ACT)

Tato forma imunoterapie, ktera zahrnuje izolaci imunitnich bunék, jejich ex vitro kultivaci, expanzi a

naslednou reinfuzi bun¢k zpét do organismu pacienta, je mozna né¢kolika moznymi metodami.

6.2.1 Terapie tumor infiltrujicimi lymfocyty (TIL)

Prvni metoda vyuziva tumor infiltrujicich lymfocytt (TIL), ktera se miize nasadit jako 1é¢ebna
moznost pro pacienty s melanomem a dal§imi solidnimi nadory, obzvlasté po tom, co pacienti
progresuji po predchozich terapiich. A mize byt potencionalnim feSenim pro pacienty s progresi
melanomu po neuspésné 1écbé imunitnimi checkpoint inhibitory (Rohaan et al., 2018). Princip 1écby

TIL spociva v excizi, respektive chirurgickém odbéru nadorové tkané, ktera je nasledné prevedena na
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suspenzi jednotlivych bungk a ta se kultivuje v médiu jehoz soucasti je i [L-2. Pro dal§i manipulaci s
TIL existuje n€kolik moznosti, jak postupovat pii jejich vybéru. Prvnim z nich je kokultivace

s nadorovymi bunkami, které byli izolovany ze stejného pacienta. Nasledné se vybiraji takové TIL,
které produkuji IFN v, jenZ je znamkou protinaddorové odpovédi. TIL se také mohou vybirat jejich
povrchovymi markery jako jsou CD8+, CD4+, CD103+ nebo CD39+, které mohou byt sortovany
napiiklad pomoci FACS fluorescencni aktivované bunééné separace (Simoni et al., 2018; Zhao et al.,
2022). Selektovany, ale mohou byt i pomoci neoantigenti (mutovanych proteind produkovanymi
nadory). Ty jsou detekovany za pomoci sekvenovani celého exomu (WES) a analyzy lidského
leukocytarniho antigenu (HLA) I tfidy. Tyto neoantigeny jsou nasledné nasyntetizovany a pies APC
buiiky jsou ptedlozeny TIL, ¢imz jsou tyto imunitni buniky specificky aktivovany proti unikatnim

nadorovym antigenim (Robbins et al., 2013).

Dalsi fazi je expanze upravenych a specialn¢ vybranych TIL, spocivajici v piiblizn€ 14denni kultivaci,
zpocatku s IL-2, anti-CD3 a ozafenymi buiikami, které jelikoz jsou ozafené nemohou proliferovat, ale

uvolnuji rastové faktory, které napoméahaji expanzi lymfocytii (Jin et al., 2012).

Béhem této kultivace pacient podstupuje chemoterapie nebo ozafeni, které nejsou natolik intenzivni,
aby doslo k selhani krvetvorby v kostni dfeni. Zaroven dochdzi k cilenému snizeni poctu lymfocyta,
coz vede ke zvyseni efektivity transferovanych TIL. Vytvati se tak prostor pro modifikované TIL a
eliminuji se tim pronadorové Treg bez jejichz ptitomnosti jsou cytotoxické lymfocyty uc¢inngjsi
(Gattinoni et al., 2005). Nasledné podani vybranych tumor infiltrujicich bun¢k pacientovi je ¢asto
doprovazeno vysokou davkou cytokinu IL-2, ktery stimuluje riist a proliferaci lymfocytu v prostiedi
nadoru. Lécba TIL s IL-2 vykazuje slibné vysledky u pacientl s pokro¢ilym melanomem (Dafni et al.,

2019).

6.2.2 Terapie T-buiikkami s chimérickym antigenovym receptorem (CAR-T
bunky)

Dalsim ptistupem, ktery zahrnuje modifikaci T — lymfocytd, je terapie chimerickym antigenovym
receptorem. Na rozdil od 1écby s TIL, ktera se zamétuje prevazné na 1é€bu solidnich nddort,, CAR T
nachazi uplatnéni predevsim v 1é¢bé hematologickych malignit. Tato modifikace spociva v genetické
uprave pacientovych T bunék, které ziskaji schopnost exprimovat receptor, ktery specificky rozezna
antigenni struktury na povrchu nadorovych bun¢k. Pfikladem antigeni, které rozpoznévaji mtze byt
L1-bunécna adhezni molekula nebo disialogangliosid 2, které jsou typicky exprimovany
neuroblastomem (Del Bufalo et al., 2023). I pfes tuto vlastnost rozpoznat nadorové antigeny bez
nutnosti jejich prezentace ptes MHC systém maji oproti TCR omezeni cilit pouze na povrchové
nadorové antigeny nikoliv intracelularni proteiny jako pravé TCR, proto jesté jinym
imunoterapeutickym pfistupem je uprava TCR bunééného receptoru. CAR je vysledek fuze

intracelularni ¢asti odvozené od CD3-( fetézce z TCR komplexu nebo fetézcem vy z Fc receptoru, pti
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c¢emz ob¢ varianty zprostiedkovavaji prenos aktivacnich signalii skrze fosfatidylinositolové a
tyrozinkinazové drahy a extracelularni domény, ktera je tvorena fragmentem sestaveného z lehkého a
tézkého tetézce scFv ktery vaze antigen. Kompletni struktura CAR je propojena transmembranovou

doménou, coz zarucuje stabilni zakotveni v membrané (Sadelain et al., 2013).

V prubéhu let vyvoje téchto receptort doslo k postupnému rozsifovani parametrt ptidavanim molekul,
které zvySuji ucinnost a specifi¢nost T bunék. Tato vylepseni vedla k rozdéleni CAR T bunék na
n¢kolik generaci. Struktura receptorii se neustale upravuje a presto, ze 1é¢ba nejnovejsi 5. generaci je
spojena s mensi toxicitou a lepSimi terapeutickymi vysledky, vedlejsi ucinky pretrvavaji i nadale. Jeji
intracelularni doména je doplnéna o kostimulacni molekulu, kterou mtize byt CD28 a o f§ fetézec
receptoru pro interleukin 2 (IL-2Rp), ktery poskytuje vazebné misto pro STAT3 a umoziiuje aktivaci

JAK-STAT signalni drahy (Asmamaw Dejenie et al., 2022).

Ptiprava a proces vyroby téchto bun€k zacina ziskdnim populace leukocytti od samotného pacienta
nebo darce, prostfednictvim leukaferézy (G. Lee & Arepally, 2012). Nasledne dojde oddéleni CD4+ a
CD8+ bunék pomoci specifickych protilatek pro tyto markery. Izolované a ocisténé buiiky jsou poté
kultivovany v prostfedi obsahujici APC buiiky a IL-2 cytokin pro riist a expanzi buneék (C. Zhang et
al., 2017). Klicovym krokem je geneticka modifikace, pti které jsou T buiiky nejcastéji
transformovany lentivirovymi virovymi vektory, ty zajist'uji reverzni transkripci RNA do DNA, ktera
se integruje do genomu T bun¢k (McGarrity et al., 2013). Jakmile CAR-T bunky dosdhnou
pozadovaného objemu a jsou pfipraveny na klinické pouziti, jsou shromazdény a vraceny zpét do

pacienta.

Terapie CAR T buiikami je také efektivni proti nddorovym buiikam, ale je spojena s n€kolika
vyznamnymi vedlej§imi G¢inky, véetné syndromu uvoliiovani cytokinti (CRS), charakterizovaného
nadmérnou produkci cytokint jako IFNy, IL-6, a IL-2 (Giavridis et al., 2018), neurologické toxicity, a
schopnosti tocit i na zdravé tkané. K minimalizaci téchto vedlejSich u¢inkd se vyuziva neékolik

strategii.

Jednou z nich je pasivni regulace pouZzitim nizkoafinitnich CAR T bunék, kter¢ jsou citlivé jen na
vysoké urovn€ nadorovych antigend, zatimco normalni buiiky s nizkou expresi antigend zdstavaji
neovlivnéné. Dalsi metoda zahrnuje transfekci T bunék mRNA kodujici CAR, coz vede k postupnému
snizovani poctu CAR exprimujicich T bunék s kazdym délenim buriky a tim se snizuje potencialni

toxicitu (Caruso et al., 2015; Zhao et al., 20006).

Kontrola CAR T bungk, zahrnuje vyuziti sebevrazednych gend, jako je gen pro kaspazu 9, ktery muze
byt aktivovan podanim specifickych molekul (Quintarelli et al., 2007). Dale je mozné na povrchu
CAR T buné¢k koexpresovat specifické markery, které mohou byt rozpoznany protilatkami a tim dojit

k cilenému zasahu proti CAR T bunkam (Brandt et al., 2020).
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Aktivni potlaceni imunitni odpovédi zahrnuje podavani kortikosteroidti (Brudno & Kochenderfer,
2016). Navic byly vyvinuty CAR T buriky s inhibi¢nimi doménami, které jsou aktivovany pfi
rozpoznani antigentl na zdravych bunikach, coz vede k supresi aktivacnich signalt a omezeni Skodlivé
imunitni aktivity na zdravé tkdn€. Nebo naopak byla ptidana druha aktivacni doména a pro aktivaci

CAR T bunek musi dojit k aktivovani dvéma specifickymi antigeny (Roybal et al., 2016).

6.2.3 Terapie NK bunkami

I ptes zna¢né Gspéchy adoptivni imunoterapie CAR T buiikami Celi tato 1écba vyzvam, jako je slozity
a ¢asove¢ narocny vyrobni proces, obtiznost ziskani dostatecného mnozstvi terapeutického materialu od
jiz 1é€enych pacientl a riziko zavaznych vedlej$ich G¢inkd. V tomto kontextu se jako nadéjna
alternativa jevi vyuZiti ptirozenych zabijecskych bunék (NK), jejichz vyhodou je schopnost
rozpoznavat antigeny nezavisle na MHC systému. Diky tomuto mohou byt NK buriky i z jinych
zdroju, naptiklad z pupecnikové i periferni krve né€jakého dérce. Stejné jako v pripadé CAR T nebo
TIL, NK buiiky podléhaji v laboratofi procestim upravovani, kultivaci a finalni aplikaci zpét do
pacientova organismu. Jednou z moznosti je vyuziti NK-92 bunééné linie, odvozené od malignich
bunek. Vyznacuje se absenci receptortit KIR, zodpoveédnych za jejich aktivaci. Tento fenotyp jim tedy
dodava potencial a uréitou odolnost v agresivnim nddorovém prostiedi. AvSak tento piivod je potiebny
zohlednit a pied pouzitim musi dojit ozafenim k omezeni jejich proliferaci. Vyzkum chimérickych
antigenovych receptorti se zameétuje i na NK buiiky, ¢imz se snazi zvysit efektivitu v rozpozndvani

nadorovych bunék (Laskowski et al., 2022).

6.3 Onkolytické viry (OV)

Cilit na nadorové bunky a nicit je, pficemz neposkodit zdravé bunky je také schopnost onkolytickych
virt.. Jak nazev napovida ptimou lyzi zprostiedkovavaji smrt rakovinovych bungk, ale také dovedou
stimulovat imunitni buniky jak vrozené, tak ziskané imunity. Strategie, které vyuZzivaji je zaloZena na
disregulaci nebo dysfunk¢nosti antivirové odpoveédi nadorovych bunék. Tumorové bunky jsou tedy
méné odolné vuci viriim a po vzajemném kontaktu je vysledek jejich lyze, vylitim obsahu do prostoru
nadorového mikroprostiedi se docili, Ze bunky imunitniho systému dojdou do kontaktu s

nadorovymi antigeny, které nebyli do té doby rozpoznany. Stejné jako vSechny pfistupy zminéné vyse
jsou uréité omezeni, jako doruceni viru do tumoru, vedlej$i reakce nebo piedCasna inaktivace viru
vlivem rychlé imunitni odpovédi pacienta. OV jsou tedy modifikovany napftiklad odstranénim genti

virulence pro zlepseni jejich selektivity a efektivity (Jhawar et al., 2017; Lawler et al., 2017).

Imunoterapeutické piistupy, ackoli predstavuji vyznamny pokrok v 1é€bé rakoviny, nejsou univerzalné
efektivni pro vSechny pacienty a typy nadort. Nicmén¢, imunoterapie neni vzdy prvni volbou 1é¢by,
ve vétsing pripadi se uplatiiuje az po vy€erpani standardnich metod, jako jsou chirurgie, chemoterapie

nebo radioterapie.
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7 Zaver

Cilem této bakalai'ské prace bylo nastinit ilohu imunitniho systému v nadorové tkani a predstavit
jakymi mechanismy nadorové buiiky unikaji dohledu imunitnim bunikam. Vzhledem k obsahlému
tématu této prace nebylo mozné zabyvat se vSemi aspekty v plné hloubce. Piesto je zde poskytnut
nastin zakladnich mechanism, kterymi nadorové buiiky manipuluji a unikaji imunitnimu dohledu.
Tyto znalosti se pak uplatiiuji v cilenych imunoterapeutickych pfistupech, kterym je vénovana cela

kapitola.

Imunoterapie predstavuje pokrok v 1é€bé rakoviny, ale jeji uspésné vyuziti z&visi zadsadné na presném
a komplexnim vysetfeni pacienta a znalosti pravé imunitniho systému v nadorech. Diagnostika je
klicem k identifikaci pacienttl, ktefi budou z imunoterapie tézit nejvice, zvySuje Sance na uspéch 1écby,
ale také minimalizuje riziko neefektivni terapie a zbyte¢nych vedlejSich ucink. A tak vyznam detekce

nadorového prostiedi nemiize byt podcenén.

A i pfesto, Ze je imunoterapie vyuzivana v 1€cbé rakoviny az jako 1écba druhé linie, jeji potencial pro
ucinngjsi, cilengjsi a Setrnéjsi lécbu nadale predstavuje klicové téma védeckych vyzkumu. neustalym

predmétem vyzkumi.
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