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1 Abstrakt

S rozvojem védy se v poslednich 15 letech objevuji klinické studie, které
maiji za cil obnovit imunitni reakci vic¢i nddorovym burikam a pfipadnou
nadorovou tkan z téla eliminovat. Nicméné pro vyvoj u¢innych
imunoterapeutickych vakcin je nutné predevsim pochopit interakce
jednotlivych nador( s imunitnim systémem. V prvni ¢asti prace se vénuiji
pripravé vakciny z dendritickych bunék u pacientt s karcinomem ovaria a
prostaty. In vitro jsme prokazali schopnost diferenciace dendritickych
bunék z perifernich mononukleard pacientl s obéma typy nadoru,
schopnost pulzace dendritickych bunék apoptotickymi nadorovymi
bunikami, v pripadé karcinomu ovaria autolognimi nadorovymi bunkami, u
karcinomu prostaty burikami nddorovych linii LNCap a DU145.
Maturované pulzované dendritické bufiky exprimovaly maturacni znaky
CD83, kostimulacni molekuly CD80 a CD86 a produkovaly dulezité
cytokiny. Takto pripravené dendritické buriky indukovaly specifickou T
lymfocytdrni odpovéd. V dalsi fazi prace se vénuiji praktické ptipravé
vakciny z dendritickych bunék u pacienta s karcinomem prostaty a jeji
optimalizace v GMP podminkach. Jako nejvhodnéjsi médium pro kultivaci
se ukdzalo Cell Gro, maturace dendritickych bunék pomoci poly I:C vedla k
regulaénich T lymfocytl ze zkousenych maturacnich ¢inidel. Prakticky jsme
vyzkouseli aplikaci a efekt vakciny u pacienta s metastatickym
karcinomem prostaty. V posledni ¢asti prace se vénuji studiu nadorového
infiltratu u pacientl s karcinomem ledviny a jeho korelaci se stadiem
onemocnéni. V pozdnich stadiich jsme pozorovali vyssi zastoupeni
neutrofil( a nizsi pocet plasmacytoidnich dendritickych bunék. Zastoupeni
regulaénich T lymfocytd v infiltratu ani periferni krvi nebyl zavisly na stadiu
nadorového onemocnéni, nicméné pacienti méli oproti zdravym
kontrolam pocty regulacnich T lymfocytl v periferni krvi zvysené. Tyto
vysledky naznacuji zménu interakce imunitniho systému s nddorovymi
burikami v zavislosti na stadiu onemocnéni, coz mize v budoucnu ovlivnit
vyvoj protinadorové imunoterapie a jeji vhodné nacasovani.



In the last 15 years we can observe many clinical studies which focus on
recovery of immune reaction against tumor cells and possibly tumor
elimination. At first it is necessary to understand the interaction of
immune system with tumor cells so that effective vaccines are developed.
In the first part of this work, | focus on the preparation of dendritic cell
vaccine for patients with ovarian and prostate cancer. We show that
dendritic cells can be differentiated from peripheral mononuclear cells in
both tumors in vitro, we were able to pulse dendritic cells with apoptotic
tumor cell, in case of ovarian cancer with autologous tumor cells, in case
of prostate cancer with prostate cancer cell lines LNCaP and DU145.
Pulsed mature dendritic cells expressed maturation marker CD83,
costimulatory molecules CD80 a CD86 and produced significant cytokines.
These dendritic cells also induced specific T lymphocyte response. In the
next part of the work we focused on practical aspects of preparation of
dendritic cell vaccine in the patient with prostate cancer and optimization
of preparation in GMP conditions. The best medium for cultivation turned
out to be Cell Gro. Maturation of dendritic cell with poly I:C led to the
highest proliferation of specific T lymphocytes and at the same time to the
lowest proliferation of regulatory T lymphocytes. We administered the
vaccine in a patient with metastatic prostate cancer and followed the
clinical and immunological response. In the last part of the work we
studied the dendritic cells, neutrophils and regulatory T lymphocytes in
the blood and tumor infiltrate of patients with clear cell renal carcinoma
and correlated the results with clinical stage. We found higher numbers of
neutrophils and regulatory T lymphocytes in the peripheral blood of renal
cancer patients than in healthy controls. We observed more neutrophils
and less plasmacytoid dendritic cells in the tumor infiltrate in the
advanced stage patients, however, we found no significant difference in
the regulatory T lymphocytes in the tumor microenvironment when stage
groups were compared. These results imply possible change in the
interaction of immune system with tumor cells with respect to the disease
stage which may influence the development of cancer immunotherapy
and its appropriate timing.



2 Uvod

Nadorova onemocnéni predstavuji pro spole¢nost ohromnou zdravotni i
ekonomickou zaté?. P¥edstavuji priblizné tfetinu viech pFicin dmrti v CR.
Prestoze se Uspésnost IéCby v poslednich 30 letech vyrazné zlepsila, i tak
velka ¢ast pacientld umird na generalizaci onemocnéni. U nékterych
nadord, jako jsou napf. germinalni tumory varlat, je vysoka
pravdépodobnost vyléceni sou¢asnymi moznostmi (chemoterapie). Na
druhou stranu stadia generalizace napf. nadord ovaria nebo ledviny nebo
kastracné rezistentni stadium karcinomu prostaty maji nizkou
pravdépodobnost 5letého preziti [1-3]. Cela rfada klinickych studii se
zaméruje pravé na tyto tumory. Zkousi se nova chemoterapeutika,
hormonalni preparaty, ale také nové imunoterapeutické postupy,
konkrétné cilena bunécna imunoterapie [4-8]. Pfikladem schvélené
bunécné terapie je Sipuleucel-T [7]. Jedna se o vakcinu z dendritickych
bunék pulzovanych hybridnim proteinem obsahujici kyselou prostatickou
fosfatazu a GM-CSF, ktera je urena pacientlm s kastra¢né rezistentnim
karcinomem prostaty. Ve srovnani s placebem prodluZuje celkové preZiti
pfiblizné o 4 mésice. Vzhledem k relativné vysokému postu publikovanych
studii (vétSinou | a Il faze) je prokazatelny efekt dosud vyvinutych vakcin
nizky. Abychom dokazali zvysit Gcinnost imunoterapeutickych vakcin,
musime co nejlépe pochopit interakci imunitnich a nadorovych bunék

v rliznych stadiich pfislusnych tumor(. V této disertacni praci se vénuiji
ovéreni schopnosti pfipravy vakciny z dendritickych bunék u pacientd/tek
s karcinomem prostaty a ovaria, pfipravé vakciny v GMP podminkach

s aplikaci u pacienta s metastatickym karcinomem prostaty, v posledni



Casti se zaméruji na studium nadorového infiltratu u pacientt se

svétlobunécnym karcinomem ledviny.

3 Hypotézy acile prace
3.1 Metodické aspekty pripravy bunééné imunoterapie u

karcinomu ovaria a prostaty

Jednotlivé ukoly resené v pribéhu experimentu:

e Podminky péstovani DC 1z perifernich monocytl pacientek

s ovarialnim karcinomem a pacientd s karcinomem prostaty

¢ Metody indukce apoptdzy nadorovych bunék UV zarenim

e Optimalizace casi expozice dendritickych bunék nadorovym

bunkam a sledovani lokalizace nadorovych bunék po pohlceni

e Qvéreni funkénosti DC z monocytl u pacientl - Indukce specifické

protinddorové odpovédi in vitro u pacientek s ovaridlnim

karcinomem

Nasi hypotézou bylo:

Metody kultivace DC 1z perifernich monocytli pacientll vhodnych

k imunoterapii musi vést k indukci imunitni reakce in vitro proti nadorovym

antigentim.



3.2 Imunoterapie pomoci dendritickych bunék u pacientl s

karcinomem prostaty

Jednotlivé ukoly resené v pribéhu experimentu:

. Stanoveni optimalniho aktivacniho ¢inidla pro maturaci

dendritickych bunék v GMP podminkach

. Ovéreni poctl regulacnich T lymfocytl v krvi pacienta

s karcinomem prostaty a moznosti jejich ovlivnéni

. Ovéreni in vitro pfitomnosti tumor specifickych cytotoxickych
T lymfocytl v krvi pacienta po aplikaci vakciny a sledovat

kinetiku odpovédi

Nasi hypotézou bylo:

Dendritické buriky podané in vivo vyvolaji imunitni reakci in vivo.

3.3 Analyza infiltratu imunitnich bunék u karcinomu ledviny

Jednotlivé ukoly resené v pribéhu experimentu:

e Stanoveni zastoupeni dendritickych bunék, neutrofilt a
regulaénich T lymfocytd v krvi a nadoru pacientl s karcinomem
ledviny a korelovat vysledky dle klinického stadia onemocnéni

Nasi hypotézou bylo:

Nadorovy infiltrat se méni v pribéhu progrese nddoru a ma prognosticky

vyznam.



4 Materidl a metodika

4.1 Metodické aspekty pripravy bunécné imunoterapie u
karcinomu ovaria a prostaty

4.1.1 Karcinom ovaria

Do studie jsme zahrnuli 26 pacientek, od kterych jsme ziskali vzorek krve,
ascitické tekutiny a primarniho tumoru. Z periferni krve jsme pomoci
Ficollu izolovali periferni mononukleary, které jsme nechali v misce
adherovat v inkubatoru po dobu 2 hodin. Adherované buriky jsme
kultivovali po dobu 6 dni v pfitomnosti GM-CSF a IL-4. Ziskané nezralé
dendritické bunky jsme pouZili v dalSich fazich experimentu.

K izolaci autolognich nadorovych bunék jsme nedfive nadorovou tkan
rozdélili na drobné castky, které byli v pfitomnosti 0,14% kolagenazy typu
I a 0,01% deoxyribonukledzy disociovany. Tuto smés jsme nasledujici den
filtrovali pres 150um nylonovou sitku. Ze ziskané bunécéné suspenze nebo
ascitické tekutiny jsme pomoci gradient Ficollu ziskali nadorové buriky,
které jsme po dobu 1,5 min vystavili UV zareni. Kinetiku apoptdzy jsme
urcili na pritokovém cytometru pomoci barveni Annexinem V a propidium
jodidem.

Nezralé dendritické buriky jsme po dobu 4 hodin koinkubovali

s apoptotickymi nadorovymi burikami. K prikazu fagocytdzy jsme
dendritické buriky znacili HLA-DR FITC, nadorové buriky PKH-26,
endosomalni a lysozomalni kompartmenty jsme oznadili pomoci anti-

LAMP-1 a anti-LAMP-3. Vysledek jsme ovéfili na konfokalnim mikroskopu.



U dendritickych bunék jsme v riznych stadiich experimentu sledovali
expresi povrchovych molekul HLA-DR, CD11c, CD1a, CD14, CD80,CD83 a
CD86. Analyza byla provedena na pfistroji FACS-Aria. Soucasné jsme
stanovili produkci cytokind IL-12p70, IL-10 a TNFa pomoci metody ELISA.
K urceni proliferace specifickych T lymfocytl po stimulaci autolognich
lymfocytl pulzovanymi zralymi dendritickymi burikami jsme pouZili

metodu ELISPOT.

4.1.2 Karcinom prostaty

Do studie s karcinomem prostaty jsme zahrnuli celkem 9 pacienttd a 10
zdravych kontrol. Zaméfili jsme se na pacienty po radikdlni prostatektomii,
ktefi maji vyssi riziko recidivy, tj. musi splfiovat alespon jedno z kritéri:
predoperacni PSA nad 10 ng/ml, Gleasonovo skére > 7, pozitivni
chirurgické okraje nebo stadium T3 a vice. Izolace a kultivace
dendritickych bunék byla shodna se studii s karcinomem ovaria. Z tkané
prostaty jsme vSak nebyli schopni izolovat dostatecné mnozstvi
nadorovych bunék, proto jsme se rozhodli pouZzit bunécné linie karcinomu
prostaty LNCaP a DU145. Pomoci znaceni Annexin V a propidium jodid
jsme urcili dobu nutnou k indukci apoptdzy u nadorovych bunék.
Fagocytarni aktivitu nezralych i zralych dendritickych bunék jsme stanovili
pomoci znaceného dextranu. Fagocytdzu apoptotickych bunék jsme
hodnotili pomoci znaceni dendritickych bunék PKH-67 a nddorovych
bunék PKH-26 a nasledné ovéfili na pratokovém cytometru i konfokalnim
mikroskopu. Fenotyp dendritickych bunék v rGznych stadiich jsme urdili

stejnym zpUsobem jako ve studii s karcinomem ovaria. Pomoci ELISA



metody jsme kvantifikovali produkci cytokint IL-6, IL-1B, TNFa, IL-10 a IL-
12p70.

4.2 Imunoterapie pomoci dendritickych bunék u pacientt s

karcinomem prostaty
Do prvotni studie jsme po predchozim souhlasu lokalni etické komise a
souhlasu pacienta zaradili pacienta s metastatickym karcinomem prostaty.
Z periferni krve jsme pomoci pritokové cytometrie stanovili zastoupeni
regulaénich T lymfocytd (CD4+ CD25+ FoxP3+). Nejdrfive jsme provedli in
vitro experimenty, ke kterym jsme poufZili dodané buffy coaty. Z nich jsme
negativni selekci izolovali monocyty, které jsme nasledné kultivovali v Cell
Gro médiu po dobu 5dni v pfitomnosti GM-CSF a IL-4. K uréeni
nejvhodnéjsiho maturacniho cinidla jsme ziskané nezralé dendritické
bunky koinkubovali po dobu 4 hodin s poly I:C, lipopolysacharidem (LPS),
nebo smési prozanétlivych cytokin( (IL-1, IL-6, PGE2 a TNF). Takto
pfipravené zralé dendritické buriky jsme pulzovali influenza matrix
peptidem (MP) a nasledné jsme je pridali k autolognim lymfocytlm
v poméru 10:1 (T lymfocyty : dendritické buriky) na 7 dni za pribézné
substituce IL-2. Lymfocyty byly poté restimulovany pulzovanymi
dendritickymi burikami a stanovili jsme pocet T lymfocytd produkujicich
IFNy pomoci intraceluldrniho znageni. Cetnost influenza MP specifickych T
lymfocytl jsme urcili pomoci barveni HLA-A2-MP tetramery. Vzorky byly
analyzovany na prlitokovém cytometru FACS Aria. In vitro jsme na
konfokalnim mikroskopu verifikovali schopnost nezralych dendritickych

bunék pohlcovat apoptotické nadorové burky linie LNCaP ziskané



ozatenim UV po dobu 10min. Pulzované nezralé dendritické buriky jsme
maturovali pomoci poly I:C. Zralé dendritické buriky jsme koinkubovali

s autolognimi T lymfocyty a ndsledné jsme stanovili IFNy produkujici T
lymfocyty. Pfiprava samotné vakciny pro pacienta probihala v GMP
podminkach. Periferni mononukledry jsme z produktu leukaferézy
pacienta izolovali pomoci gradientové centrifugace na Ficoll-Paque a poté
nechali adherovat v Cell Gro médiu. V pfitomnosti GM-CSF a IL-4 jsme
vykultivovali dendritické buriky, které jsme poté pulzovali apoptotickymi
nadorovymi burikami linie LNCaP a maturovali pomoci poly I:C. U ¢asti
dendritickych bunék jsme stanovili expresi HLA-DR, CD11c, CD80, CD83 a
CD86. Pripravenou vakcinu jsme aplikovali subkutanné do inguinaini a
axilarni oblasti. Pfed prvni aplikaci jsme po dobu 7 dni podavali 50mg
cyklofosfamidu denné. Pred a po kazdé aplikaci vakciny jsme odebrali
pacientovi krev, kterou jsme vyuzili pro stanoveni specifickych T lymfocytd
produkujicich IFNy po restimulaci LNCaP nebo PSA pulzovanymi
dendritickymi burikami. Podrobnéjsi informace jsou uvedeny v plvodnim

¢lanku.

4.3 Analyza infiltratu imunitnich bunék u karcinomu ledviny
V rdmci experimentu jsme po ziskani informovaného souhlasu zaradili
celkem 37 pacientll s nové diagnostikovanym karcinomem ledviny a 11
zdravych kontrol. VSichni pacienti podstoupili nefrektomii nebo resekci
primarniho tumoru. Na zakladé patologického hodnoceni jsme pacienty
rozdélili do dvou skupin — ¢asné (pT1 NO MO, pT2 NO MO) x pokrocilé
(vSechny ostatni) stadium. Pfed vykonem jsme pacientim odebrali krev

pro vySetieni krevniho obrazu s diferencidlem a ¢ast jsme pouzili na dalsi



méreni. Z primarniho tumoru jsme odebrali nddorovou tkan, ktera byla
homogenizovana a filtrovana ptres 170um nylonové sitko. V periferni krvi i
nadorové tkani jsme poté stanovili zastoupeni dendritickych bunék,
regulaénich T lymfocytd a neutrofild. Dendritické burnky jsme definovali
jako CD45+ HLA-DR+ Lineage- CD14-. Myeloidni dendritické buriky byly
CD11c+, plasmacytoidni dendritické buriky byly CD123+. Stav maturace
jsme ovérili pomoci CD83. Regulacni T lymfocyty jsme v nasich
experimentech definovali jako CD25+ CD4+ FoxP3+ a neutrofily jako
CD45+ CD14- CD65+. Exprese povrchovych molekul byla stanovena

pomoci pritokového cytometru FACS Aria.

5 Vysledky

5.1 Metodické aspekty pfipravy bunééné imunoterapie u
karcinomu ovaria a prostaty

5.1.1 Karcinom ovaria

Nadorové buriky se ndm podafilo izolovat z ascitické tekutiny nebo
primarniho tumoru. Sledovali jsme, jak UV zafeni vyvolava apoptdzu
nadorovych bunék. Jako optimalni pro nejvétsi vytéZnost apoptotickych
nadorovych bunék je doba 24hod po ozareni. Dale jsme z perifernich
mononuklearnich bunék po kultivaci v pfitomnosti IL-4 a GM-CSF izolovali
nezralé dendritické bunky. Takto pripravené nezralé dendritické bunky
jsme kokultivovali s apoptotickymi nadorovymi burikami, kdy doba 4
hodin kokultivace se jevila jako nejvytézinéjsi. Pfitomnost apoptotickych
télisek v endosomalnim kompartmentu jsme Uspésné prokazali na

konfokalnim mikroskopu. Maturace pulzovanych dendritickych bunék



pomoci poly I:C je Ucinna. Na dendritickych burikach jsme v jednotlivych
stadiich sledovali intenzitu exprese MHC-II (HLA-DR), maturac¢niho znaku
CD83 a kostimula¢nich molekul CD80 a CD86. Zralé dendritické buriky ve
srovnani s nezralymi signifikantné vice produkovaly IL-12p70 a TNFa,
pulzované také o néco vice IL-10. Jen maturované pulzované dendritické
burnky signifikantné vice indukovaly proliferaci specifickych T lymfocytd
(prokazano metodou ELISPOT). Prokazali jsme schopnost produkce
vakciny a indukce specifické lymfocytarni odpovédi in vitro. Podrobnéjsi

postup i vysledky jsou uvedeny v pfilozeném plvodnim clanku.

5.1.2 Karcinom prostaty

Na pritokovém cytometru jsme pozorovali expresi povrchovych molekul,
které charakterizuji takto vykultivované dendritické buriky — HLA-DR+,
CD11c+ a CD14-, a také molekuly charakterizujici jejich maturaéni stav —
CD83, CD80 a CD86. V nasem souboru mély nezralé dendritické buriky
expresi HLA-DR, CD11c, nizkou expresi CD80 a CD86 a neexprimovaly
CD83 a CD14. U maturovanych dendritickych bunék byla signifikantné
vyssi exprese kostimulaénich molekul CD80 a CD86, HLA-DR a byla
pfitomna molekula CD83 typicka pro zralé DC. VSechny tyto
charakteristiky odpovidaji fenotypu zdravych kontrol. Rozdil mezi pacienty
a zdravymi kontrolami nebyl statisticky vyznamny. V nasem souboru
dendritické bunky vykazuji fagocytarni aktivitu odpovidajici stupni
maturace (vysoka u nezralych dendritickych bunék, nizka u zralych
dendritickych bunék), cozZ je jednim z hlavnich predpokladli pro Uspésnou
pulzaci dendritickych bunék nadorovym antigenem. Rozdil mezi

fagocytarni aktivitou dendritickych bunék pacient( a zdravych kontrol byl



statisticky nevyznamny. Maturované dendritické buriky produkuji velké
mnoZstvi cytokind IL-12, IL-1B, IL-6, TNFa a IL-10 na rozdil od nezralych,
jez maji omezenou produkci, pfipadné Zadnou. Tato pozorovani jsou v
souhlasu s vysledky u zdravych kontrol. V dalsi ¢asti experimentu jsme
zjistili, Ze bunky nadorovych linii LNCaP a DU145 jsou zna¢né odolné proti
UV zafeni a na jejich usmrceni je potfeba doba ozareni alespor 5minut.
Fagocytdzu apoptotickych nddorovych bunék nezralymi dendritickymi
bunikami se nam podafilo prokazat na pritokovém cytometru i

konfokalnim mikroskopu.

5.2 Imunoterapie pomoci dendritickych bunék u pacientl s

karcinomem prostaty
V této studii jsme se vénovali optimalizaci pfipravy vakciny pro pacienty s
karcinomem prostaty v GMP podminkach. Jako nejlepsi medium pro
kultivaci dendritickych bunék z perifernich mononukledard v téchto
podminkach se osvédcilo medium Cell Gro. Ke stanoveni nejlépe
vyhovujiciho maturaéniho ¢inidla byly nezralé dendritické buriky nejdfive
maturovany v ptritomnosti poly I:C, lipopolysacharidu, nebo smési IL-1, IL-
6, TNF a PGE2. Takto pfipravené zralé dendritické burnky byly nasledné
pulzovany influenza matrix peptidem. Po kokultivaci a nasledné
restimulaci s autolognimi T lymfocyty jsme zjistili, Ze maturace
dendritickych bunék pomoci poly I:C vede k nejvyssi proliferaci
specifickych T lymfocytl. U naseho pacienta jsme detekovali vyssi podil
regulacnich T lymfocyta v krvi nez u zdravych kontrol. Pomoci aplikace

nizkych davek cyklofosfamidu po dobu 7 dni jsme dokazali sniZit mnoZstvi



regulaénich T lymfocytd v krvi pacienta. V dalsi fazi pripravy vakciny jsme
nezralé dendritické burky pulzovali nddorovymi antigeny ve formé
apoptotickych nadorovych télisek z linie LNCaP indukovanych UV
ozarenim. Takto pfipravené dendritické burky in vitro zvySovaly 5x
detekci specifickych T lymfocytl po restimulaci. Proliferaci specifickych T
lymfocytl jsme také stanovili u naseho pacienta in vivo po nékolika
davkach vakciny. Doslo jak k proliferaci specifickych T lymfocyt(
zamérenych proti dendritickym bunkam pulzovanych LNCaP, ale také proti
PSA. Dale jsme sledovali klinicky vyvoj onemocnéni pacienta, jehoz preziti
delsi nez ocekavané bylo pozitivnim stimulem k iniciaci klinickych studii u
pacientl s karcinomem prostaty v rliznych stadiich onemocnéni. Podrobny

postup pripravy a vysledky jsou uvedeny v ¢lanku.

5.3 Analyza infiltratu imunitnich bunék u karcinomu ledviny

V nasem pfipadé jsme se zaméfili na pacienty s tumorem ledviny, ktery je
vybornym zdrojem nadorové tkané pro charakterizaci imunitnich bunék v
nadorovém infiltratu. Pocty dendritickych bunék byly vyssi v krvi pacientt
nez u zdravych kontrol. V ¢asném stadiu vétsi procento dendritickych
bunék v krvi exprimovalo maturac¢ni marker CD83, ale také jsme
pozorovali vyssi zastoupeni plasmacytoidnich dendritickych bunék v
nadorovém infiltratu. Pocty neutrofill v krvi pacientd byly vyssi nez u
zdravych kontrol. V pozdnich stadiich stoupal pocet infiltrujicich neutrofilQ
v naddorové tkani. Rozdil v zastoupeni regulacnich T lymfocytl v nddorech
jsme vSak mezi obéma skupinami nepozorovali. Nicméné pacienti méli
vyssi pocet regulacnich T lymfocytl v krvi nez zdravé kontroly. Tato prace

je soucasti vyzkumného projektu zaméreného na analyzu imunitniho



infiltrdtu nddoru ve vztahu k prognéze onemocnéni. Poznatky mohou v
budoucnu slouZzit k individualizaci protinddorové |écby véetné
imunoterapie. Podrobny postup i vysledky jsou popsany a diskutovany v

pfilozeném clanku.

6 Diskuze

V ramci studii ptipravy bunééné imunoterapie u karcinomu ovaria i
prostaty jsme se rozhodli pouzit dendritické buriky derivované z monocytl
(moDC) ziskanych z periferni krve pacient(l. Na rozdil od jinych metod [9,
10] jsme timto zplsobem schopni pomérné jednoduse ziskat vétsi
mnozstvi nezralych dendritickych bunék. | kdyz jejich funkce nemusi plné
odpovidat pfirozené se vyskytujicim dendritickym burikam [11, 12],

v nasich studiich jsme prokazali, Ze nezralé moDC maji vyssi fagocytarni
aktivitu, pohlcuji apoptotické nadorové bunky a po vystaveni
maturacnimu ¢inidlu dozravaiji. K pulzaci moDC jsme se rozhodli pouzit
apoptotické nddorové burky, které jsou zdrojem vétsiho poctu
potencialnich nadorovych antigenl nez definované proteiny nebo peptidy.
Jejich vyhodou je ve srovnani s nadorovymi lyzaty indukce vyssich poctl
specifickych T lymfocytl [13].

K aplikaci u pacienta s metastatickym karcinomem prostaty jsme se
rozhodli pouZit zralé dendritické buriky, které sice po maturaci ztraceji
schopnost fagocytdzy, ale prokazatelné vice exprimuji kostimulacni
molekuly, cestuji do lymfatickych uzlin [14] a indukuji specifickou T
lymfocytarni odpovéd in vivo. K maturaci moDC jsme si vybrali ¢inidlo poly

I:C na rozdil od jinych autor(, ktefi pouzivaji koktejl IL-1, IL-6, TNF a PGE2



[15]. Poly I:C v nasi studii lépe indukovalo expanzi specifickych T lymfocytd
a vede k nejmensi proliferaci regulacnich T lymfocyt(, které in vivo
potlacuji specifickou protinddorovou odpovéd. Ke zvyseni Gcinnosti
vakciny jsme se rozhodli pfed podanim prvni vakciny aplikovat nizké davky
cyklofosfamidu, coz vedlo ke sniZeni regulacnich T lymfocytl v periferni
krvi pacienta. Imunoterapii jsme u pacienta kombinovali s chemoterapii
(Docetaxel) z dlivodu udrzZeni, Iépe sniZzeni nddorové zatéze, nicméné bylo
nutné peclivé sledovat restituci imunitniho systému pro spravné
nacasovani dalsi davky vakciny.

V posledni studii zamérené na studium infiltrujicich imunitnich bunék jsme
prokazali, Ze pacienti s pokrocilymi stadii svétlobunééného karcinomu
ledviny maiji jiné sloZeni nadorového infiltratu (vyssi pocty netrofil( a nizsi
pocty plasmacytoidnich dendritickych bunék). Publikované vysledky u
jinych nadorl i karcinomu ledviny jsou rdzné [16-18], nékdy protichlidné.
Imunitni reakce se u jednotlivych typa nador lisi, a proto bude nutné u
nich do budoucna Iépe definovat funkéni charakteristiku a interakce
imunitnich bunék v zavislosti na histologii a klinickém stadiu nadoru. Tyto

poznatky mizZeme poté aplikovat v protinddorové imunoterapii.

7 Zavér

Ve své praci jsem do problematiky imunologie nadorli urogenitalniho
systému prispél témito poznatky: realizovali jsme studii proveditelnosti
imunoterapie DC u pacientek s karcinomem ovaria a pacientl s
karcinomem prostaty. Dendritické buriky pfipravené z monocytl téchto
pacientl jsou funkéni, maji vysokou fagocytarni aktivitu, pohlcu;ji

apoptotické nadorové bunky, po maturaci exprimuji znaky zralych



dendritickych bunék. U pacientek s karcinomem ovaria indukuji specifické
T lymfocyty. Optimalizovali jsme ¢as UV ozareni pro indukci apoptdzy u
nadorovych bunék. Experimentdlni metody optimalizované v ramci rfady
laboratornich pokust se ndm podafilo prevést do podminek spravné
vyrobni praxe (GMP), coZ je podminkou k aplikaci in vivo pacientim. U
prvniho pacienta, kterému byl ptipravek bunécné terapii aplikovan, jsme
byli schopni detekovat in vivo specifické T lymfocyty proti nadorovym
antigenlim prostaty a potencialni klinicky efekt. V posledni ¢asti mé prace
u karcinomu ledviny jsme stanovili zastoupeni jednotlivych bunécnych
populaci v nadoru a periferni krvi. Tato studie je soucasti vyzkumného
projektu zaméreného na analyzu imunitniho infiltratu nadoru a imunitnich
parametru v periferni krvi ve vztahu k progndze onemocnéni. Poznatky
ziskané v tomto vyzkumu mohou v budoucnu slouzit k individualizaci
protinddorové |écby véetné imunoterapie.

Rozvoj védy i techniky v posledni dobé umoznil podrobné studium a
lepsi porozuméni imunitnimu systému, a to nejen v rdmci fyziologickych
procesu, ale také patologickych. Nezdar nékterych novych
imunoterapeutickych procest ¢asto vede k objasnéni pficiny selhani, a tim
dale posouva nase znalosti ohledné interakce nadoru s imunitnim
systémem. Dnes jiz Castecné chdpeme, Ze interakce mezi nddorovymi a
imunitnimi bunkami se v prlibéhu ristu nddoru méni, Ze bunky imunitniho
systému dokazou zpocatku naddorovym burikdm vzdorovat, nicméné
nadorové mikroprostredi si v pozdéjsich stadiich imunitni buriky
prizplQsobi tak, Ze rlst i metastazovani nadoru spise podporuji. Proto

hlavné v pozdéjsich stadiich je tfeba nejdrive presné definovat roli

imunitnich bunék v nadoru a az poté se mizeme pokusit imunitni systém



stimulovat k eliminaci tumoru. Imunoterapie Sita na miru pacientovi je dle

mého ndzoru budoucnosti [écby nddorovych onemocnéni.
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