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Abstrakt

Chemoterapie je stale jednou z nepouzivanéjSich protinddorovych terapii. VétSinou jde o
inhibici proliferace rychle se délicich bunék, neni tedy selektivni vii¢i nddorovym bunkam. Diky tomu
se s chemoterapii poji mnoho nezadoucich vedlejsich ucinkt. Nevyhodné vlastnosti chemoterapeutik je
mozné do znané miry eliminovat pouzitim konjugdti polymerti s nizkomolekularnimi [éCivy.
Ptikladem takového konjugitu je HPMA polymer s navazanym doxorubicinem. Kromé vlastnosti
ziskanych vazbou na polymer, jako je dosazeni rozpustnosti ve vodnych roztocich, snizeni systémové
toxicity, zvySeni maximalni tolerované davky nebo pasivni cileni pomoci EPR efektu, se pfi terapii timto
1é¢ivem vyuziva i faktu, ze doxorubicin indukuje imunogenni bun¢énou smrt.

Bylo jiz prokazano, ze po uplném vyléceni experimentalnich mysi pomoci polymernich
konjugati HPMA s doxorubicinem u ¢asti mysi vznika dlouhodoba rezistence viici opétovné inokulaci
letalni davkou nadorovych bunék. Rezistence je specificka viuci konkrétnimu typu nadoru, ze kterého
byla mys vylécena a dulezitou roli zde hraji CD8" cytotoxické T lymfocyty a IFNy.

V této praci jsme sledovali zmény v zastoupeni imunitnich populaci a jejich aktivacnich
markerd po 1é¢bé polymernimi konjugaty na bazi HPMA s doxorubicinem a volnym doxorubicinem
v porovnani s nelé¢enymi kontrolami. Z vysledkd vyplyva, ze imunitni odpovéd’ proti nadoru je oproti
terapii volnym lé¢ivem nebo oproti nelécenym kontroldm ve vyssi mife potencovana terapii polymernim
konjugatem. Aktivace imunitniho systému se projevuje zejména na zmeénach exprese sledovanych
markerd pro aktivované T lymfocyty (CD25), funkéné vycCerpané (PD-1) a chronicky aktivované
(CTLA-4) T lymfocyty a ve zvySeném zastoupeni efektorovych pameétovych cytotoxickych T
lymfocyti (CD44'CD62L"). Tyto zmény jsme sledovali u populaci tumor infiltrujicich lymfocytu (TIL)
a také na periferii, ve slezinach. Aktivace imunitniho systému byla déle potvrzena zvysenou hladinou
IFNy v plazmé mysi 1é¢enych polymernim konjugatem.

Déle bylo ovéteno, zda mohou byt polymerni konjugaty na bazi HPMA s doxorubicinem
vhodné pro kombinovanou nadorovou terapii s checkpoint inhibitory. Na zaklad¢ ziskanych dat mtizeme
fici, ze terapie polymernimi konjugaty zvySuje zastoupeni CTLA-4 a PD-1 exprimujicich lymfocytd
oproti terapii volnym lé¢ivem i v porovnani s nelééenymi kontrolami. Proto by bylo vhodné vyuzit

terapii checkpoint inhibitory k zablokovani téchto molekul a prodlouzeni funk¢ni aktivity lymfocytu.

Kli¢ova slova

Cilena terapie nadort, polymerni konjugaty na bazi HPMA, doxorubicin, imunitni odpovéd’ proti

nadoru, cytotoxické T lymfocyty, CTLA-4, PD-1



Abstract

Chemotherapy is still one of the most widely used anticancer therapies. It is mostly about
inhibiting the proliferation of rapidly dividing cells, so it is not selective for tumor cells. As a result,
many undesirable side effects are associated with chemotherapy. The disadvantageous properties of
chemotherapeutics can be largely eliminated by using conjugates of polymers with low molecular
weight drugs. An example of such a conjugate is a doxorubicin-linked HPMA polymer. In addition to
the properties obtained by polymer binding, such as achieving solubility in aqueous solutions, reducing
systemic toxicity, increasing the maximum tolerated dose, or passive targeting by the EPR effect, the
fact that doxorubicin induces immunogenic cell death is used in therapy with this drug.

It has already been shown that after complete cure of the experimental mice with polymeric
conjugates of HPMA with doxorubicin, some mice develop long-term resistance to re-inoculation with
a lethal dose of tumor cells. Resistance is specific to the particular line of tumor cells from which the
mouse was cured, and CD8" cytotoxic T cells and IFNy play an important role.

In this work, we monitored changes in the proportion of immune populations and their activation
markers after treatment with HPMA-based polymers with doxorubicin and free doxorubicin compared
to untreated controls. The results suggest that the immune response against the tumor is more potentiated
by polymer conjugate therapy. Activation of the immune system is manifested mainly by changes in the
expression of the monitored markers for activated T lymphocytes (CD25), exhausted (PD-1) and
chronically activated (CTLA-4) T lymphocytes and in an increased proportion of effector memory
cytotoxic T lymphocytes (CD44"CD62L°). We observed these changes in tumor infiltrating lymphocyte
population (TIL) and also in the periphery, in the spleen. Activation of the immune system was further
confirmed by elevated plasma levels of IFNy in mice treated with the polymer conjugate.

It was further investigated whether HPMA-based polymeric conjugates with doxorubicin may
be suitable for combination tumor therapy with checkpoint inhibitors. Based on the data obtained, we
can say that polymer conjugate therapy increases the proportion of CTLA-4 and PD-1 expressing
lymphocytes compared to free drug therapy even compared to untreated controls. Therefore, it would
be appropriate to use checkpoint inhibitor therapy to block these molecules and prolong the functional

activity of lymphocytes.

Key words
Targeted tumor therapy, HPMA-based polymer conjugates, doxorubicin, antitumor immune response,

cytotoxic T lymphocytes, CTLA-4, PD-1



Seznam pouzitych zkratek

ABC
ADCC

ADT
ALL
AML
AMPK
ATP
bis-MPA
CAR-T
CD
cDCl1
CDK
CML
CTL
CTLA-4
DAMP
DC
DOX
EPR
FACS
FasL
FDA
FoxP3
FTS
GM-CSF

GvH
HER2

HLA-I
HMGBI
HPMA
HR

1L.V.

ATP Binding Cassette; ABC transportér

Antibody-dependent cellular cytotoxicity; bunécna cytotoxicita zavisla na
protilatkach

Androgenni deprivacni terapie

Akutni lymfoblasticka leukemie

Akutni myeloidni leukémie

AMP-activated protein kinase; proteinova kinaza aktivovana AMP

Adenosin trifosfat

2,2-bis(hydroxymethyl)propionic acid; kyselina 2,2-bis(hydroxymetyl)propionova
Chimeric antigen receptor T cell; T buiika s chimerickym antigennim receptorem
Cluster of differentiation

Konvenéni dendritické bunky

Cyklin-dependentni kinaza

Chronicka myeloidni leukémie

Cytotoxické T lymfocyty

Cytotoxic T-lymphocyte antigen 4; antigen cytotoxickych T lymfocytt 4

Danger associated molecular pattern; molekuly uvolnéné z poskozenych bunék
Dendritické bunky

Doxorubicin

Enhanced permeability and retention; zvySena permeabilita a retence

Fluorescent Activated Cell Sorting; sortovani bunék aktivované fluorescenci

Fas ligand

Food and Drug Administration; Utad pro kontrolu potravin a 1é¢iv

Forkhead box P3

Fetalni teleci sérum

Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor; faktor stimulujici kolonie
granulocytt a makrofagt

Graft-versus-host; Reakce §tépu proti hostiteli

Human epidermal growth factor receptor 2; receptor lidského epidermalniho
ristového faktoru 2

Human leukocyte antigen I; hlavni lidsky (histokopmatibilni) antigen

High mobility group box 1

N-(2-hydroxypropyl)methacrylamid

Hormonalni receptor

Intravenozni



ICAM-1
ICD
IDO
IFNy

Ig

IL

iTreg
LPS
mAb
MARCO

mCRPC

M-CSF
MDR
MDSC
MHC
NK
NKG2D
NKT
NO
NRP2
PAMAM
PAP
PARP
PBS
PD-1
PD-L1
PEG
PGE2
P-gp
ROS
S.C.
STAT3
TAM

Intercellular Adhesion Molecule 1; mezibunééna adhezivni molekula
Immunogenic cell death; imunogenni bunééna smrt

Indolamin 2,3-dioxygenaza

Interferon y

Imunoglobulin

Interleukin

Indukované Treg

Lipopolysacharid

Monoclonal antibodies; monoklonalni protilatky

Macrophage receptor with collagenous structure; receptor makrofagl s kolagenni
strukturou

Metastatic castrate-resistant prostate cancer; metastaticka kastraén¢ rezistentni
rakovina prostaty

Macrophage colony-stimulating factor; faktor stimulujici kolonie makrofagi
Multi-drug resistance; mnohocetna l1ékova rezistence
Myeloid-derived suppressor cell; myeloidni supresorové bunky
Major histocompatibility complex; hlavni histokompatibilni komplex
Natural killer; pfirozeny zabijec¢

Natural killer group 2 member D; receptor NK bunék

Natural killer T cell; NK T buiiky

Oxid dusnaty

Neuropilin 2

polyamidoamin

Prostatic acid phosphatase; fosfatdza prostatické kyseliny

Poly ADP ribose polymerase; poly ADP rybosova polymeraza
Fyziologicky roztok

Programmed death 1; receptor programované bunécné smrti
Programed cell death - ligand 1; ligand PD-1

Polyethylen glykol

Prostaglandin E2

P-glykoprotein

Reactive oxygen species; reaktivni formy kysliku

Subkutanni

Signal transducer and activator of transcription 3; transkrip¢ni faktor

Tumor-associated macrophages; maktrofagy asociované s nadorem



TAP

TCR
Tth
TGF-p
TH
TIL
TLR
TNF
TRAIL

Treg
tTreg
VEGF-A

Transporter associated with antigen processing; transportér asociovany se
zpracovanim antigenti

T cell receptor; T bunécny receptor

Folicular helper T lymphocyte; folikuldrni pomocné T lymfocyty

Transforming growth factor; transformujici rstovy faktor

T helper lymphocyte; pomocny T lymfocyt

Tumor infiltrujici lymfocyt

Toll-like receptor

Tumor necrosis factor; faktor nekrotizujici nadory

TNF-related apoptosis-inducing ligand; ligand indukujici apoptézu souvisejici s
TNF

Regulaéni T bunka

Thymové Treg

Vascular endothelial growth factor A; vaskularni endotelialni ristovy faktor
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1 UvoD

Jednou z nejcastéjsich piicin tmrti v zemich s rozvinutou socialn€¢ ekonomickou strukturou
véetné Ceské republiky jsou nadorova onemocnéni. Podle statistiky se s rakovinou béhem svého Zivota
setka kazdy tieti Cech. Incidence zhoubnych nadori z dlouhodobého pohledu roste. P¥i¢inami jsou
starnuti populace, Zivotni styl, lepsi a ¢asné€jsi diagnostika a celoplos$né sceeningy. V nasi populaci jsou
nejcasteji diagnostikovany nadory kiize, kolorektalni karcinomy, nadory prostaty, prsu a plic. Podobna
situace je ale i v dalSich vyspélych zemich.

Ackoliv roste mnozstvi onkologickych pacientil, roste i podil vylééenych pacientd nebo
pacientli s vyrazné prodlouzenou dobou pteziti. To diky v€asné diagnostice, celkovému pokroku ve
zdravotnictvi a novym moznostem 1éCby.

V oblasti 1écby nadorovych onemocnéni doslo v poslednich nékolika dekadach k vyraznému
pokroku. Zpoc¢atku byly jedinymi zplsoby 1écby nadord jejich chirurgické odstranéni, radioterapie a
chemotereapie. K nim se pfidaly dal§i druhy terapie, cilené specificky na konkrétni typ nadoru.
Naptiklad endokrinni terapie se vyuziva pro 1écbu rakoviny prsu a rakoviny prostaty, jelikoZ jsou tato
nadorova onemocnéni zavisla na hormonech. Dalsi moznosti 1écby nadorl jsou imunoterapie, cilena
terapie a transplantace kostni dfen€. Obvyklé je vyuzivat u konkrétniho pacienta kombinaci riznych
typi protinddorové terapie. Nejcastéji jde o kombinaci radioterapie, chirurgického odstranéni nadoru a
chemoterapie.

Zakladem chemoterapie je zabranéni dalsi proliferaci nddorovych bunék, které se rychle déli.
Jednou z moznosti je inhibice mitdzy (napt. pomoci Docetaxelu), zabranéni replikace DNA (analogy
bazi, inhibitory topoizomerdz, alkylacni cCinidla, cisplatina, interkala¢ni Cinidla), inhibice enzymu
(inhibitory cyklindependentnich kinaz). Tyto latky (cytostatika) ptisobi na vSechny d€lici se buiiky,
proto je jejich efekt nespecificky a nese s sebou mnozstvi vedlejSich ucinki.

Jednou z mozZnosti, jak zabranit nezddoucim U€inklim cytostatik, je vyuziti polymernich nosict
téchto 1éCiv. Polymery pouzivané pro tento ucel jsou samy o sob¢ inertni, nemaji zadny biologicky
ucinek, nejsou imunogenni a jsou dobfe rozpustné ve vode. Navazanim nizkomolekularniho 1é¢iva na
polymerni nosi¢ se vyrazné zmeni jeho vlastnosti. MiZe se napiiklad zvysit jeho rozpustnost ve vode,
umozni se snadné vylouceni z t€la, prodlouZzi se doba cirkulace 1é¢iva v krevnim obéhu a také se vyuziva
cileni, naptiklad pomoci protilatek. Polymerni konjugaty jsou pasivné akumulované v prosttedi nadorii
diky tzv. EPR efektu (Enhanced permeability and retention effect). Vysokomolekularni polymer
neprojde pres sténu normalnich cév, ale v pevnych nadorech, kde jsou cévy vice fenestrované, mize
opustit krevni fecisté, byt pohlcen nadorovou bunkou a uvolnit 1é¢ivo z vazby na polymer do prostiedi
nadoru. Nejvyznamnéj§imi typy dosud studovanych ¢&i vyuzivanych polymernich nosi¢i jsou
polyethylen glykol (PEG) a poly(N-(2-hydroxypropyl)methacrylamid) (HPMA).

Vedle chemoterapie je vyznamnym typem protinadorové 1é¢by také imunoterapie a biologicka

1é¢ba cilend na nadorové bunky, molekuly ¢i procesy. Oproti chemoterapii t¢inkuji specifi¢téji a mohou
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mit méné zavazné dopady na organismus. Vyuziva se monoklonalnich protilatek a molekul, které maji
vliv na rist nddorovych bunék, metastazovani a karcinogenezi (napiiklad Herceptin, Gleevec).
Moznosti 1é¢by nadori jsou velmi rozmanité, protoze i nddory a nddorové mikroprostiedi maji
velmi komplexni charakter. Rlst nddoru nezavisi jen na nddorovych buiikach, ale také na jejich okoli.
Nadorové mikroprostiedi je slozeno z velkého mnozstvi nenddorovych bunék, jako jsou fibroblasty,
endotelové buiiky, imunitni buiiky a dal$i. Pravé imunitni buiiky hraji jednu z dilezitych roli pfi ristu
nadoru a jeho terapii. Nachazi se zde populace, které jsou cytotoxické (T-lymfocyty) a maji schopnost
zabijet nddorové buniky a naproti tomu imunosupresivni populace bunék, jako jsou regulacni T bunky

(Treg) nebo nezralé myeloidni buiky (MDSC).

2 CIiLE

Lécba nadori polymernimi konjugaty na bazi HPMA s navazanym doxorubicinem ustavuje u mysi
dlouhodobou rezistenci vi¢i danému typu nadoru. Uz déle je znamo, Ze jsou za to zodpovédné CD8" T
lymfocyty a dilezitou roli zde hraje také IFNy. Zatim ale jesté nebyly sledovany konkrétni subpopulace
T lymfocytt, jejich dynamika a ustaveni imunitni odpovédi v urcitych intervalech po 1é¢bé polymernimi
konjugaty na bazi HPMA, aby mohlo byt potvrzeno, jakym zplGsobem vznika zminéna rezistence.
Pokusy o takové analyzy znesnadiuji technické obtize, jako je pfiprava jednobunééné suspenze bunék
z nadoru s dostate¢nym vytézkem, mald nadorova masa pti analyzach v pozdéjsich ¢asovych intervalech
po 1€¢bé polymery, nebo velmi malé mnozstvi Zivych bun¢k u pokrocilych nelééenych nadort, a tim
padem i malé mnozstvi zivych bun¢k vhodnych pro rozsahlejsi analyzy imunitnich populaci. Zaroven
je mezi jednotlivymi nadory ve skupinach pomérné vysoka heterogenita.

Cilem této diplomové prace bylo proto pfedevsim:

- Sledovat rozdily v imunitni odpovédi u mysi pii 1écbé nadordt polymernimi cytostatiky s
navazanym doxorubicinem, volnym doxorubicinem a bez 1écby. Zaméfit se na sledovani zmén
v populacich cytotoxickych T lymfocytt a regulac¢nich T bun€k ve slezinach a nadorech mysi.

- Ov¢fit, zda mize byt naddorova terapie polymernimi cytostatiky vhodna pro kombinovanou

terapii s tzv. checkpoint inhibitory.
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3 LITERARNI UVOD

3.1 Imunitni odpovéd’ proti nadoru

3.1.1 Vznik nadoru

Rozvoj nadoru je mozné popsat podle ,,teorie 3E, vychazejici z anglickych nazvi jednotlivych
fazi vzniku nadoru (Obr. 1). Témito fazemi jsou: eliminace (elimination), rovnovaha (equilibrium) a
unik (escape). Toto rozdeleni prehledné shrnuli naptiklad Dunn, Old a Schreiber [1].

Béhem eliminace imunitni systém kontroluje vznikajici nador. Eliminaci je mozné jesté rozdeélit
do ctyr fazi, které se ale Casto prolinaji. V kazdé fazi prevazuji jiné imunitni buiiky.

Prvni faze eliminace zacina poté, co se v organismu objevi prvni maligné transformované bunky
a narusi svym rustem a angiogenezi okolni tkan. Stromani remodelace rostouciho nadoru muze také
produkovat prozanétlivé molekuly a chemokiny.[2] Tim na sebe nddor upozorni vrozeny imunitni
systém. Prvni buiiky, které se dostanou k rostoucimu nadoru, jsou NK (natural killer) buiky, NKT
(natural killer T) buniky, makrofagy a yd T buiiky. Rozpoznévaji zde ligandy NKG2D (Natural killer
group 2 member D) nebo komplexy glykolipid s CD1 (cluster of differentiation 1).[1] Aktivita t€chto
imunitnich bunék vede k produkci IFNy (interferon vy), ktery je velmi dillezity pro dalsi vyvoj imunitni
odpovédi.[3]-[5]

Ve druhé fazi eliminace naddoru se amplifikuje imunitni odpovéd’. Hlavni roli zde hraje IFNy,
v mensi mife produkovany od zac¢atku imunitni odpovédi. IFNy indukuje produkci chemokint, které do
mista nadoru ptfivedou dal$i imunitni buiiky. Pfi remodelaci stromatu, nutné pro dalsi vyvoj nadoru,
vznikaji produkty, které stimuluji makrofagy k produkeci IL-12 (interleukin 12).[6] IL-12 stimuluje NK
bunky k produkci [FNy a ten zase zvySuje produkci IL-12 makrofagy.[7], [8] Tato pozitivni zpétna
vazba zpusobi narist hladiny IFNy v prostiedi nadoru, ktery mize aktivovat antiprolifera¢ni[9],
proapoptotické [10] a angiostatické [11] procesy. Makrofagy produkuji ROS (reactive oxygen species)
[12] a NK buiiky eliminuji nadorové bunky jak pomoci perforinu, tak i diky TRAILu (TNF-related
apoptosis-inducing ligand).[13] Tim se ¢ast nadorovych bunék zabije a do okoli se z mrtvych bunék
dostavaji antigeny, které mohou byt vyuzity k aktivaci adaptivniho imunitniho systému.

Tieti faze je charakteristicka vznikem nadorové specifické imunitni odpovédi. Nezralé
dendritické bunky se diky cytokinovému prostfedi stanou aktivovanymi a mohou ziskavat nadorové
antigeny, maturovat a aktivovat CD4" T lymfocyty ve spadové lymfatické uzling.

Ve ¢tvrtém kroku je moznost rostouci nador kompletné eliminovat. Nadorové specifické CD4"
aCD8" T lymfocyty doputuji do nadorového loziska a zabijeji maligni butiky nesouci nadorovy antigen.
Zaroven neustale dochazi k produkci velkého mnozstvi IFNy, coZ spousti dalsi mechanismy vedouci
k inhibici bunécného cyklu, apoptdze a indukci makrofagti a jejich protinddorové aktivity.

Nédorové buiiky, které unikly eliminaci imunitnim systémem, jsou zdkladem nadoru, ktery tak

prechazi do faze rovnovahy. Pfechod mezi t€émito faAzemi nemusi byt uplné jasny, protoze i v rovnovazné
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fazi nalézame imunitni bunky, které se na pocatku snazily nador eliminovat. Tato faze vyvoje nadoru je
ze vSech tii nejdelsi, u lidi mdze trvat i kolem dvaceti let nebo v ni nador zistane trvale bez dalSiho
rozvoje. Je to dynamick4 rovnovaha, kdy lymfocyty a IFNy vytvari silny selekéni tlak na nadorové
buiitky. Nadorové buiiky jsou ale velmi geneticky nestabilni a ¢asto mutuji. Proto se imunitnimu systému
nemusi podatit nador zcela eliminovat.[1]

Féaze nazvand unik znaci to, ze nadorové buiiky byly schopné uniknout dohledu imunitniho
systému. (Obr. 1) Tyto bunky prosly selekci béhem dlouhé rovnovazné faze a mohou se dale délit a
hromadit mutace. Teprve v této fazi jsou nadory klinicky detekovatelné. Diky selek¢nimu tlaku ziskaly
nadorové bunky vlastnosti, které jim davaji vyhodu pfed imunitnim systémem. Napiiklad ztraci nékteré
komponenty proteinii HLA-I (human leukocyte antigen I),[14] piestdvaji exprimovat nadorové
antigeny, ztraci NKG2D ligandy nebo se stavaji rezistentnimi vaci pusobeni IFNy.[15]-[17] Také
mohou exprimovat protiapoptotické signaly, naptiklad diky trvale aktivnimu transkripénimu faktoru
STAT3 (Signal transducer and activator of transcription 3).[18] Zaroven mohou nadory vyuzivat

aktivitu regulacnich T lymfocyti, které inhibuji protinadorovou aktivitu T lymfocyta.

1.faze: Eliminace 2. faze: Rovnovaha 3. faze: Unik

NK burka
dT lymfocyt <
; = WELEIEG] NK burika
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] E { | ( ] { A a4 i
Makrofag ! °%o & /‘_) ‘
|FN'; :... . MDSC .\_4 ‘)
T- lymfocyty Regula&nf. G S
T- lymfocyty T lymfocyt T- lymfocyt

Obrazek 1: T¥i faze rozvoje nadoru

3.1.2 Populace imunitnich bunék v nadoru
V nasledujicich odstavcich jsou shrnuty hlavni funkce jednotlivych typd imunitnich bunék,

které se ui€astni protinddorové odpovédi, a mechanismy, kterymi interaguji s nadorem.

3.1.2.1 NK bunky

Nejdilezitéjsim mechanismem v protindadorové imunité je cytotoxicita. MiZe byt
zprostiedkovana piimym kontaktem bunék (receptor Fas-Fas ligand) nebo sekretovanymi latkami, jako
je perforin a granzym. Dukazem dulezitosti perforinu v protinadorové odpovédi je, ze mySim bez
perforinu rostou nadory rychleji.[19] Perforin a granzym vyuzivaji jak cytotoxické T lymfocyty, tak NK
bunky.

NK bunky patii mezi lymfoidni bunky a zprostiedkovavaji ptirozené, neadaptac¢ni imunitni
reakce. Byly objeveny v 70. letech minulého stoleti a pojmenovany ,,natural killer — pfirozeni zabije¢i

podle své schopnosti rychle zabijet nadorové a virove infikované bunky.[20] NK buiiky jsou vyznamnou
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soucasti protinadorové imunitni odpovédi. MysSim, kterym chybi aktivacni receptor NKp46, rostou
nadory rychleji.[21] Mechanismy pasobeni NK bunék v nadoru jsou zatim malo popsané. Nékteré
z dosud znamych jsou: zabijeni nddorovych bunék diky rozpoznani ligandi NKG2D a protilatek [22],
produkce [FNy, modifikace funkce neutrofilti [23], produkce chemoatraktantt, které atrahuji konvenéni
dendritické bunky.[24]

Pfi nadorové terapii se nékdy pouzivaji protilatky specifické vi¢i nadorovym antigentim.
Mohou pfimo inhibovat signalizacni drdhy nadorové burky, aktivovat komplement nebo spustit
cytotoxickou reakci zavislou na protilatkdch (ADCC, antibody-dependent cellular cytotoxicity).[25]
ADCC je zprostfedkovana vazbou Fc receptoru NK bun¢k (CD16) na Fc ¢ast opsonizacni protilatky.
Tim se aktivuji cytotoxické mechanismy NK bunky.[26] Protilatky také zvySuji stabilitu kontaktu NK
bunky s nadorovou buitkou. Pokud NK buiika rozpozna zaroven s ligandy NKG2D i protilatky na
nadorové buice, zvysuje se stabilita i délka této interakce. Zabijeni nadorovych bunék NK buinkami je
proto nejucinngjsi pii kombinaci rozpoznavani ligandt NKG2D a protilatek.[22]

NK burnky infiltrované do nddorového mikroprostiedi kontroluji rust nadoru také pomoci
modifikace funkce neutrofilti. V tumor infiltrujicich neutrofilech potlacuji expresi VEGF-A (Vascular
endothelial growth factor A) a tim snizuji angiogenezi potiebnou pro dalSi rust nadoru. Dalsi
mechanismy plsobeni na neutrofily jsou zavislé na IFNy a CXCR3, ¢imz se negativné ovliviiuje rist
nadoru.[23]

NK bunky produkuji molekuly CCL5 a XCL1, které slouZi jako chemoatraktanty pro konvenéni
dendritické buniky (cDC1). Diky tomu se v nddorovém mikroprostiedi mohou akumulovat cDCI1 a
ziskavat antigeny pro aktivaci lymfocytt. Nador ale produkuje prostagladin E2 (PGE2), ktery tuto
signalizaci prerus$i. PGE2 jednak snizuje Zivotnost a produkci chemokini NK bunék ale také snizuje

expresi chemokinovych receptort (XCR1 a CCRS) ¢cDC1.[24]

3.1.2.2 Makrofagy

Jednou znejhojnéji zastoupenych populaci v nddorovém mikroprostiedi jsou makrofagy.
Makrofagy mohou mit dva rtizné, funkéné odlisné fenotypy, M1 a M2. Do téchto rozdilnych fenotypt
se polarizuji podle cytokinového prostiedi, ve kterém se nachazi. M1 vznikaji jako odpoveéd’ na IFNy a
ligandy TLR (toll-like receptor), jako je napt. LPS (lipopolysacharid) a funguji prozanétlivé, podporuji
reakce akutniho zanétu. Oproti tomu M2 makrofagy vznikaji v prostiedi s IL-4 a IL-13 a jsou spiSe
Toto rozdeleni na M1 a M2 je hrani¢ni a za normalnich podminek se fenotypy makrofagti pohybuji mezi
témito extrémy. V prostiedi rostouciho nadoru se vyskytuji prevazné makrofagy, které jsou
polarizované smérem k M2 fenotypu a oznacuji se jako TAM (tumor-associated macrophages). Do
hypoxického prosttedi nadoru se dostavaji diky VEGF-A a semaforinu 3A. Makrofagy prokazuji
nékolik mechanismt, kterymi plisobi ve prospéch dal$iho rozvoje nadoru. Témito vlastnostmi jsou

zejména produkce cytokinl a indukce angiogeneze.[27]
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Nejenom, ze se makrofagy pohybuji v rozmezi mezi fenotypy M1 a M2, ale je také mozné jiz
monoklondlni protilatky proti receptoru CSF-1R (colony-stimulating factor 1).[28] Nové, zatim
v experimentdlni roviné€ je to mozné napf. diky monoklonalni protildtce proti scavenger receptoru
MARCO (macrophage receptor with collagenous structure). Ten definuje supresivni M2 makrofagy.
Pouzitim této protilatky se makrofagy pfeprogramuji na prozanétlivy fenotyp.[29]

Makrofagy mohou ménit metabolismus nddorovych bunék — produkci AMPK (AMP-activated
protein kinase) piispivaji k hypoxii a sekreci TNF-a podporuji glykolyzu. Pfi depleci makrofagt se
ukézalo, ze se nadory staly méné hypoxickymi a byla u nich niz8i mira glykolyzy. Zaroven dochazelo
k vys$i infiltraci T lymfocyti do nddoru a také vyssi expresi PD-L1 (programed cell death-ligand 1)
nadorovymi buiikami. Z toho vyplyva, ze makrofagy snizuji expresi PD-L1 nadorovymi buiikami, coz
muze komplikovat imunoterapii.[30]

Dalsi mechanismus, kterym makrofagy pomahaji rGstu nadoru, je jejich fagocytoza
apoptotickych nadorovych bunék. Ta je z imunologického hlediska ticha a pfispiva tim k zachovani
imunosupresivniho prostfedi. Stoji za tim mechanismus zalozeny na NRP2 (Neuropilin-2). Jeho exprese

je indukovana nadorem a je zodpovédny za regulaci fagocytozy.[31]

3.1.2.3 Dendritické bunky

Dendritické buiiky jsou vyznamnou soucasti protinadorové imunitni odpovédi. Jsou spojkou
s MHC (major histocompatibility complex) molekulami a aktivace T lymfocytl. V prostfedi nadoru
dendritické buriky shromazd'uji nadorové antigeny a jejich prezentaci ve spojeni s MHC aktivuji CD8"
T lymfocyty, které¢ diky tomu mohou specificky zabijet nadorové buiiky.[32], [33] Na druhou stranu,
nadorové bunky rychle mutuji a ¢asem mohou ztricet své antigeny, zarovein moduluji funkci
dendritickych bunék, a tim zptsobuji imunosupresi. Vedle toho jsou dendritické buiiky negativné
ovliviiovany molekulami, které se vyskytuji v nadorovém mikroprostiedi. Nejen diky jejich produkci
nadorovymi bunikami, ale i ostatnimi imunitnimi bufikami. Témito molekulami jsou naptiklad IL-6, IL-
10, M-CSF (macrophage colony-stimulating factor), VEGF nebo TGF- (transforming growth factor
B). Proto vysoké mnozstvi dendritickych bun€k v nadoru nezarucuje vyssi zabijeni nadorovych bunék.

Casto to mlize znamenat pravy opak, zvySenou imunosupresi a rozvoj nadoru.[34]

3.1.2.4 Cytotoxické T lymfocyty

Mezi nejvyznamnéjsi buniky nadorového mikroprostiedi patii CD8" cytotoxické T lymfocyty
(CTL). Jejich hlavni funkeci je zabijeni bun€k, které rozpoznavaji pomoci svého T receptoru (TCR). Aby
mohly T lymfocyty zabit cilovou buniku, musi byt nejdfive aktivované v sekundarnich lymfoidnich
organech. Aktivace nastane s pomoci dendritickych buné€k, které maji na svém povrchu komplex
antigenniho peptidu s MHC-I molekulou a dal$i kostimulaéni molekuly.[35] Zarovei je CTL aktivovany

diky cytokinovému prostiedi (napt. IL-2, IL-7, IL-15, IL-21).[36] Po aktivaci je CTL zavisly na IL-2 a
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znacné cytotoxicky.[37] Nasleduje chemokiny a tim se dostane do prostiedi nadoru, kde mizeme CTL
nazyvat také jako tumor infiltrujici lymfocyt (TIL). Tam uz mtze po rozpoznani nadorové buiky vyuzit
cytotoxické mechanismy k zabiti nadorové buiiky.

Mechanismy, které CTL vyuzivaji k zabiti buiiky jsou: degranulace (uvolnéni perforinu a
granzymi z cytotoxickych granuli)[38], vazba Fas-ligandu (FasL) na receptor Fas, ktery zptsobi
apoptozu, a sekrece IFNy a TNF (tumor necrosis factor).[39]

CTL mohou po aktivaci diferencovat v efektorové nebo pamét'ové lymfocyty. Pamétové CTL
se dale deli na centralni pamét'ové, které cekaji v lymfatickych uzlinach na druhé setkani s antigenem,
efektorové pamétové, které cirkuluji tkanémi a maji cytotoxické vlastnosti, a rezidentni pamétové T
buriky, které zistavaji v mist¢ infekce nebo nadoru. Tyto typy CD8" lymfocytih mizeme rozpoznat
pomoci specifickych markerti. Jednou z moznosti, jak detekovat centralni pamétové a efektorové
pamétové T lymfocyty je pomoci markeri CD44 a CD62L. CD44 je povrchovy glykoprotein, ktery se
ucastni migrace bun¢k, a CD62L (L-selektin) je adhezivni molekula, ktera slouzi jako ,,homing*
receptor pro lymfocyty, aby vstoupily do sekundéarnich lymfoidnich organt. Efektorové pamétové T

buiiky maji fenotyp CD44"CD62L" a centralni pamétové CD44 CD62L".[40]

3.1.2.5 Pomocné T lymfocyty

Pro efektivni protinadorovou odpovéd’ jsou potiebné také pomocné CD4" T lymfocyty (Th).
Svou pomoci podporuji efektorové i pamét'ové funkce CTL. Snizuji mnozstvi inhibi¢nich receptord na
jejich povrchu, prodluzuji Zivotnost, zlepSuji funk¢ni aktivitu CTL bunék a pomahaji vzniku
pamétovych CTL. Podporuji také jejich klondlni expanzi a schopnost produkovat IFNy. Th buiiky ale
nepomahaji jen cytotoxickym T bufikam. Pomoci ligandu CD40L stimuluji dendritické bunky k vyssi
prezentaci antigenti pro aktivaci CTL a jsou také dtilezité pro aktivitu B bunék. Th buiiky byly dlouhou
dobu déleny na zaklad¢ cytokinti, které produkuji, na Th1 a Th2 bunky. Dnes se k tomuto dé€leni piidaly
jeste Th17, Th9, Th22, Tth (folikulédrni pomocné T lymofocyty) a Treg (regulacni T lymfocyty).[41, s.
4], [42]

Thl subpopulace se diferencuje v prostiedi obsahujicim IL-12 a produkuje piedev§im
prozanétlivé cytokiny IFNy a IL-2. Hlavni funkci téchto bunék je eliminace intracelularnich patogent.
Mohou ale také prispivat k autoimunitnim onemocnénim, jako je diabetes 1. typu nebo roztrousena
skleroza. [41]

Th2 subpopulace vznika v prostfedi obsahujicim IL-4 a produkuje hlavné IL-4, IL-5, IL-6 nebo
IL-10. Th2 bunky se uplatiiuji pfi imunitni odpovédi proti extracelularnim parazitim a pomahaji B
bunkam pfii produkci protilatek IgE (imunoglobulin E). Jejich patologicka aktivita miize vést ke vzniku
alergii, astmatu a podporuje chronicky zanét vcetné diferenciace makrofagli k M2 fenotypu.[41]

Z ¢asti CD4" bunék se muze diferencovat populace indukovanych Treg, které hraji dileZitou

roli v supresi imunitni odpovédi (viz 3.1.2.6).
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Zastoupeni Thl a Th2 cytokinli a Treg u pacientt mulze byt prognostickym markerem
nadorovych onemocnéni. Napf. u hepatocelularniho karcinomu jsou Thl cytokiny spojeny s dobrou

prognozou, Th2 cytokiny a Treg s ristem nddoru a metastazovanim. [43]

3.1.2.6 Regulacni T lymfocyty

Regulacni T lymfocyty (Treg) jsou vyznamnou soucasti imunitniho systému. Za fyziologickych
podminek hraji dtlezitou roli vudrzovani tolerance vi¢i vlastnim tkdnim a zabrafiuji vzniku
autoimunitnich onemocnéni. Zaroveni jsou vyznamnou soucasti nddorového mikroprostiedi, kde
potlacuji protinadorovou imunitni odpovéd’.

Treg mizeme rozd€lit na dvé skupiny: thymové Treg (tTreg), které vznikaji v thymu
z CD4'CD8  thymocyti stimulaci autoreaktivnim peptidem v komplexu s MHC molekulou, a
indukované Treg (iTreg), které se diferencuji na periferii z CD4" T lymfocytl po stimulaci TGF- . [44]
P3), transkrip¢ni faktor, ktery je pro funkci Treg nezbytny. Dale Treg exprimuji koreceptor CD4 a alfa
fetézec receptoru pro IL-2 (CD25).[45]

Treg inhibuji imunitni odpovéd jak celularnimi, tak i humoralnimi mechanismy. Témito
mechanismy jsou: suprese antigen prezentujicich bun¢k pomoci CTLA-4 (Cytotoxic T-lymphocyte
antigen 4), sekrece cytokint (IL-10, TGF-B, IL-35), lyza bunék pomoci perforinu a granzymu, anebo
vychytavani IL-2 jeho receptorem (CD25). Nejvyznamnéj$im supresivnim mechanismem je suprese

bunek pomoci CTLA-4 a spotieba 1L-2.[46]

3.1.2.7 Myeloidni supresorové buniky (MDSC)

MDSC (myeloid-derived suppressor cells) jsou velmi rozmanitou bunéénou populaci. Zahrnuji
prekurzory nebo nezralé buiky, které by se za normalnich podminek dale vyvijely v makrofagy,
dendritické bunky, monocyty, neutrofily, eozinofily, bazofily a zirné bunky. Kdyz je ale myelopoéza
aktivovana trvalou stimulaci zptisobenou chronickou infekci, pretrvavajicim zanétem nebo nadorem,
vznikaji buiiky fenotypove podobné myeloidnim bunikam, které maji ale jinou funkéni aktivitu. Ty jsou
oznacovany jako MDSC a jejich hlavni funkci je suprese aktivity riznych imunitnich bunék, v nejveétsi
mife suprese T bun¢k.[47] V prostfedi nadoru jsou MDSC vyznamnou populaci, spole¢né s regula¢nimi
T lymfocyty se zde podileji na potlacovani imunitni odpovédi proti nadoru. Stejn€ jako je rozmanita
populace MDSC, také mechanism, kterymi tlumi aktivitu T bunék je mnoho.

Jsou to naptiklad produkce NO (oxid dusnaty) [48] a ROS [49], snizovani mnoZstvi tryptofanu
pomoci IDO (indolamin 2,3-dioxygenaza) [50], snizovani sekrece IL-12 (podporuje infiltraci CD8" T
bun¢ék do nadoru), produkce imunosupresivnich cytokint (IL-6, IL-10 [51], TGF-B [52]), deplece
cysteinu (aminokyselina nezbytna pti aktivaci T bun¢k) [53], nebo redukce exprese L-selektinu

(CD62L) [54] na T bunkach, ktery potfebuji pro homing do lymfatickych uzlin.
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3.1.3 Jak se brani nador

V ptedchozich kapitolach bylo stru¢né shrnuto, jakymi zplsoby se imunitni systém snazi
potlacit vznikajici nddor. Nadorové burky ale béhem rozvoje nddoru prochazi selekénim tlakem
imunitniho systému (viz kapitola 3.1.1), hromadi mutace a vytvareji si u¢inné obranné mechanismy,
kterymi se brani protinddorové imunitni odpovédi. Téchto mechanismt je cela fada a diky zptsobu,
jakym vznikaji se mohou liSit mezi jednotlivymi nadory. Je mozné je rozdélit do tfi skupin: ztrata

antigenicity, ztrta imunogenicity a vytvoreni imunosupresivniho mikroprosttedi (viz tabulka 1) [55]

Tabulka 1: Mechanismy tuniku nadoru imunitnimu dohledu. (Vytvoteno podle Zahavi a Weiner,

2019[55])

Mechanismus

Vysledny efekt

Ztrata
antigenicity:
zmény Vv prezentaci
antigend

Ztrata exprese MHC-I molekuly

Defektni proteiny LMP2, LMP7 (podjednotky
proteazomu) a TAP1, TAP2 (transportéry
antigent do endoplazmatického retikula,
transporter associated with antigen processing)

Ztrata tumor-specifickych antigenti

Zabranéni rozpoznani
nadorové bunky pomoci
TCR

Zvyseni exprese ligandi checkpoint molekul

Inhibice T lymfocytl

Exprese inhibi¢nich signalt (napt. CD47 —
inhibice fagocytozy)

Inhibice slozek
imunitniho systému

Snizeni exprese Fas nebo ztrata senzitivity na
signalizaci pres receptor Fas; zvySeni exprese

Unik pied apoptézou

(pomoci cytokinového prostiedi)

Ztrata Fas-L v .
imunogenicity Zisk rezistence vici IFNy a TNF neb(V) spusténi apoptozy T
- PSRV bunck
Inaktivace granzymu B sekreci inhibitorQ
serinovych protedz
Snizeni exprese adhezivnich molekul jako je Zabranéni adheze T
ICAM-1 (Intercellular Adhesion Molecule 1) bunék, usnadnéni
metastazovani
Sekrece VEGF (Vascular endothelial growth .
Angiogeneze
factor)
Suprese exprese adhezivnich molekul na Zabranéni vycestovani
endotelialni bunikach nadorovych cév leukocytt z cévy do
prostiedi nadoru
Sekrece imunosupresivnich cytokint (TGF-f, Suprese imunitnich bungk
Vytvoieni VEGF, PGE2, IL-10, mediatory Th2 odpovédi)
imunosupresivniho | Produkce enzymu IDO a arginazy-1 (degradace
mikroprostredi tryptofanu potfebného pro metabolismus T Suprese T bunék
bunék)
Akumulace Treg a MDSC v nadoru
Diferenciace makrofagh smérem k M2 fenotypu | Imunosuprese

Myofibroblasty produkujici nadorové rastové
faktory a TGF-B

Usnadnéni rastu nadoru
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3.2 Soucasné moZnosti lécby

Nejstar§Sim a casto vyuzivanym zpisobem lécby nadorovych onemocnéni je chirurgické
odstranéni primarniho nadorového loziska. K chirurgii se ve 20. letech minulého stoleti pfidala
radioterapie a pozd¢ji ve 40. letech také chemoterapie. Tyto tfi zdkladni pfistupy nadorové terapie jsou
velmi U¢inné a vyuZzivaji se dodnes. Nejcasteji jde o kombinace vSech tfi moznosti v zavislosti na
konkrétnim typu nadoru. Dlouhou dobu byly nadory 1éCeny jen na zaklad¢ jejich lokalizace a po letech
vyvoje cytotoxickych chemoterapeutik bylo dosazeno terapeutické plato.[56], [57]

Za poslednich 20 let doslo k velkym zménam v pfistupu k naddorové terapii. Diky vyvoji
novych technologii je mozné molekularné profilovat nador a pfistoupit k personalizované terapii. Také
byly identifikovany nékteré molekularni prediktivni a prognostické faktory. Dilezitou zménou bylo ale
zaméfeni terapie nejen primo na nadorové buiiky, ale na rizné slozky nadorového mikroprostredi,

predevsim na slozky imunitniho systému.[56]

3.2.1 Imunoterapie

Mezi imunoterapii je mozné zahrnout 1écbu nadort, kterd se zaméiuje jak na blokaci negativni
regulace imunitniho systému, tak na pfimou stimulaci protinadorové odpovédi, nebo na podporu
antigenni prezentace. Mezi sou¢asné moznosti imunoterapie patii inhibice checkpoint molekul, transfer

T bunék, monoklonalni protilatky, vakciny a dalsi zptisoby modulace imunitniho systému.

3.2.1.1 Modulace imunitniho systému pomoci cytokint

Stimulovat imunitni systém pro protinadorovou terapii je mozné napiiklad pomoci cytokini.
Z pohledu terapeutického vyuziti jsou vyznamné piedevsim interferony typu I (IFN-I; IFN-a a IFN-B)
a IL-2, které byly schvaleny pro terapii melanomu (IFN-I, IL-2)[58], [59] a renalniho karcinomu (IL-2)
[60].

IFN-a se stal vroce 1986 prvni FDA schvalenou nadorovou imunoterapii (pro 1é¢bu
vlasatobunécné leukémie).[61] Vyuziva se také jako adjuvantni terapie melanomu, ale jako samostatné
1é¢ivo ma jen relativné nizky ucinek.

IL-2 je riistovym faktorem T lymfocytil, podporuje také proliferaci NK buné¢k a diferenciaci B
bune¢k. Pro 1é¢bu metastatického melanomu byl schvélen v roce 1998, ale neni vyuzivan ve vysoké mifte,
protoze podavani vysokych davek IL-2 je spojeno se zavaznou toxicitou (syndrom kapilarniho
uniku).[60]
3.2.1.2 Adoptivni transfer T bunék

Adoptivni transfer T bunék je vedle inhibice checkpoint molekul dal§im vyznamnym typem
imunoterapie. Pro adoptivni transfer je mozné vyuzit bud’to bunky odvozené z tumor infiltrujicich
lymfocytt (TIL) [62] nebo geneticky upravené T buiiky izolované z periferni krve (CAR-T, chimeric
antigen receptor-T cell). [63]
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3.2.1.2.1 TIL

Aby mohly byt TIL transferovany pacientovi, musi byt nejprve ex vivo expandovany.
Resekovana ¢ast nadoru (malé ¢asti nebo jednobunééna suspenze) se vystavi vysokému mnozstvi IL-2,
TIL diky tomu rychle proliferuji a casem pierostou vSechny ostatni buiiky, které se v resekované ¢asti
nadoru nachéazely. Po dvou az tfech tydnech se takto ziska Cista kultura TIL. Poté je jesté mozné bunky
selektovat napt. na zaklad¢ sekrece IFNy po kokultivaci s autolognimi nadorovymi buiikami.
Selektované buniky jsou jesté dale expandovany a poté uz mohou byt podany infuzi pacientovi. Timto
postupem je mozné pro infuzi ziskat az 2x10'! lymfocytti. Pro lepsi vysledky jsou pacientovi pred
transferem podavany latky pro depleci lymfocytli, zejména Treg (cyklofosfamid, fludarabin). Po
transferu T bun¢k je pacientovi podavano vysoké mnozstvi IL-2. [64] Ackoliv na terapii pomoci
transferu TIL odpovida kolem 40-50 % pacientti s metastatickym melanomem, Casto se u nich vyskytuje
toxicita spojena s vysokymi davkami IL-2. To je mozné obejit podavanim mensi, postupné se snizujici
davky IL-2.[62]
3.2.1.2.2 CAR-T

CAR-T lymfocyty (chimeric antigen receptor) jsou lymfocyty izolované z periferni krve a ex
vivo geneticky modifikované. CAR cili na antigeny specifické pro nadorové bunky, je vysoce specificky
a reaktivni. Sklada se z ¢asti odvozené z vazebné cCasti protilatky (single-chain antibody variable
fragment, scFv, extracelularni ¢ast), a CD3{ domén TCR komplexu (transmembranové a intracelularni
domény). Transfer gent CAR do bunky mutize byt pomoci transientni transfekce mRNA (messenger
RNA), retrovirovych nebo lentivirovych vektori, transpozonil, nebo homologni rekombinaci po genové
editaci. Po genetické modifikaci jsou CAR-T lymfocyty expandovany a podany infuzi pacientovi. Stejné
jako u transferu TIL je transfer CAR-T ucinnéjsi, pokud jsou pacientovi nejprve depletovany
lymfocyty.[65]

Klinické testy byly provadény s CAR-T specifickymi pro CD19 (antigen B bunék) pro terapii
B bunécnych malignit. Testy byly Gspe€sné, nejvice pro terapii ALL (akutni lymfoblasticka leukemie),
kde na 1écbu odpovidalo 70-90 % pacienti. Pro CAR-T terapii pevnych nadort je jesté nutné prekonat
mnoho piekazek, jako je vybér nadorového antigenu, dosazeni tispésné lokalizace bun¢k do nadoru,

sniZeni toxicity mimo nador a dalsi. [63]

3.2.1.3 Monoklonalni protilatky

Poté, co byly pro nekteré nadory identifikovany specifické antigeny nebo molekuly nezbytné
pro jejich pieziti, mohly byt vyvinuty humanizované nebo chimérické monoklonalni protilatky (mAb)
proti témto molekulam. Monoklonalni protilatky sviij cil bud’to blokuji [66], opsonizuji pfislusné bunky
(indukce ADCC, viz kapitola 3.1.2.2), nebo mohou nést cytotoxické molekuly. Piikladem konjugatu
protilatky s 1écivem je FDA schvaleny ado trastuzumab emtasine (cili na HER2 a 1é¢ivo se vaze na
tubulin) [67] nebo brentuximab vedotin (cili na CD30 a obsahuje 1é¢ivo naruSujici mikrotubuly).[68]

Ptiklady mADb pouzivanych k nadorové terapii (schvalené FDA):
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Rituximab je chiméricka mAb proti CD20, transmembranovému proteinu B lymfocytl. Vyuziva
se pti lécbeé B bunéénych malignit. [69]

Trastuzumab, humanizovana mAb blokujici HER2 (human epidermal growth factor receptor 2),
se vyuziva pro terapii HER2 pozitivnich nadorti prsu. [70] HER2 se podili na proliferaci a diferenciaci
epitelialnich bun€k a ve zvySeném mnozstvi se vyskytuje na povrchu bun€k karcinomu prsu. [71]

Bevacizumab je humanizovand mAb blokujici vaskuldrni endotelidlni rastovy faktor A (VEGF-
A), ktery zajiStuje angiogenezi. [66] Bevacizumab byl schvalen pro terapii metastatického
kolorektalniho karcinomu [72], metastatické rakoviny plic [ 73], glioblastomu [74], rakoviny ledvin [75],
prsu [76] a vajecnikt [77].

3.2.1.4 Inhibice kontrolnich bodii imunitni reakce

Jednim z mechanismti imunitniho systému, jak pfedejit autoimunitnim onemocnénim, je
inhibice aktivity T lymfocytd pomoci tzv. checkpoint inhibitort. Mezi n¢ patii predev§im CTLA-4
(cytotoxic T lymphocyte-associated antigen 4) a PD-1 (programmed death 1). Tyto molekuly jsou
normalnim regula¢nim prvkem imunitni odpovédi, ale mohou byt ,,zneuzity” nadorem k potlaceni

protinadorové imunitni odpovédi. Proto jsou vhodnym cilem pro nadorovou imunoterapii. [78]

3.2.14.1 CTLA-4

CTLA-4 je homolog kostimula¢niho receptoru T lymfocyti CD28. Stejné jako CD28 i CTLA-
4 vaze ligandy CD80 a CD86. Oproti CD28 je ale vaze s vyssi afinitou a vysledkem neni aktivacéni, ale
inhibicni signal.[79] U naivnich T lymfocytt je CTLA-4 situovano intracelularné ve vaccich a az po
aktivaci T lymfocytu dojde k jejich exocytoze. Tim se CTLA-4 dostane na membranu. Oproti tomu Treg
exprimuji CTLA-4 extracelularné trvale.[80]

Mechanismy inhibice pomoci CTLA-4 jsou tfi. Prvnim z nich je kompetice s CD28 o molekuly
CD80 a CD86, které jsou nezbytné pro aktivaci T lymfocytti. CTLA-4 je ale vaze s vyssi afinitou nez
CD28.[81] Dalsi je spusténi signalizace v T bunce vedouci k inhibicnimu signalu. Poslednim
mechanismem je trans-endocyt6za[82], kdy CTLA-4 zachyti svlij ligand, odstrani ho z antigen
prezentujici buiiky a degraduje uvnitt buiiky. Tim se sniZuje mnozstvi ligandd, které by mohly vazbou
na CD28 pomoci aktivovat T lymfocyt.

Zatim jedind monoklonalni protilatka proti CTLA-4, ktera je schvalend FDA (Food and Drug
Administration) pro 1é¢bu metastatickych melanomt, se jmenuje Ipilimumab. Blokaci CTLA-4 se
podporuje aktivace a proliferace efektorovych T bun€k a snizuje se jejich suprese pomoci Treg.[78],
[83]
3.2.1.4.2 PD-1

Stejné jako CTLA-4 i PD-1 po vazbé¢ na svij ligand zpusobi inhibici funkci aktivovanych T
lymfocytt. Inhibuje u nich proliferaci, produkci IFNy, TNF a IL-2 a zkracuje dobu jejich funk¢ni

aktivity. PD-1 je ale oproti CTLA-4 exprimovan az v pozd¢jsich fazich aktivace T bunék a muze také
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slouzit jako marker vy¢erpanych T lymfocytt. [78], [84] Ligandy PD-1 jsou PD-L1 a PD-L2. PD-L1 se
mimo jiné mize vyskytovat na nadorovych buiikach riizného typu.

Dosud jsou FDA schvéleny ctyfi monoklondlni protilatky proti PD-1 nebo PD-LI
(Pembrolizumab, Nivolumab, Durvalumab, Atezolizumab). Blokdda drahy PD-1 umoznuje obnovu
funkci efektorovych T bunék. [78], [85]

Klinicky testovana byla také kombinovana terapie pomoci protilatek Ipilimumab a Nivolumab.
Pacienti s metastatickym melanomem nejlépe odpovidali na kombinovanou 1é¢bu (medidn preziti bez
progrese byl 11,5 mésicit) v porovnani se samotnou protilatkou Nivolumab (6,9 mésicit) a Ipilimumab

(2,9 mesice). [86]

3.2.1.5 Vakciny

Nadorové vakciny jsou druhem protinadorové terapie, ktera je zalozena na indukci imunitni
odpovédi. Vedle toho existuji vakciny, které maji preventivni efekt proti vzniku urcitych typl nadort,
jako jsou vakciny proti hepatitidé B nebo proti papilomavirum.

Jsou vyvijeny rtizné typy nadorovych vakcin, jako jsou DNA vakciny, vakciny zaloZzené na
virovych vektorech nebo na dendritickych bunkach. Pro terapii nadori byla ale zatim schvalena pouze
vakcina zaloZena na dendritickych bunkach (DC vakcina), sipuleucel-T (Provenge). [87], [88]

DC vakcina je vytvofena z prekurzori dendritickych buné€k, které se ziskaji leukoferézou
z periferni krve pacienta. Tyto prekurzory jsou inkubovany s antigenem (napt. lyzat nadorovych bunék
nebo izolované nadorové antigeny), nasledné obdrzi maturacni signdly (kombinace cytokind) a jsou
podany infuzi pacientovi. DC poté prezentuji antigen T buikdm, které nasledné specificky zabijeji
nadorové bunky. [89]

Sipuleucel-T je autologni DC vakcina urCena k terapii asymptomatické nebo minimalné
symptomatické metastatické kastracné rezistentni rakoviny prostaty (mCRPC). Antigenem specifickym
pro prostatické buiiky je enzym PAP (prostatic acid phosphatase). Ten je inkubovan s DC pro vyrobu
vakciny. Bylo ovéfeno, ze pro vy$s$i ucinnost je vyhodné vytvofit konjugat PAP s GM-CSF

(granulocyte-macrophage colony-stimulating factor). [88]

3.2.2 Cilena terapie

Cilena terapie, jak uz nazev napovida, je terapie cilend na konkrétni molekuly, které jsou
schopné blokovat rist a Sifeni nadoru nebo zabijet nadorové bunky. Tyto cile se nachazeji bud’'to ptimo
v nadorovych bunkach, nebo jsou soucasti nadorového mikroprostiedi. Pro cilenou terapii je mozné
vyuzit malé molekuly, monoklonalni protilatky nebo imunotoxiny (protilatky konjugované s toxinem)
(viz kapitola 3.2.1.3).

Malé molekuly, jsou-li dostatecné malé (s molekulovou hmotnosti mensi nez zhruba 900 Da)
na to, aby mohly projit membranou do buiiky, maji vétsinou intraceluldrni cile. Castymi cilovymi

molekulami jsou kinazy (jejich inhibici se prerusi celd signalizacni draha), proteazom, CDK (cyklin-
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dependentni kinazy) nebo PARP (poly ADP ribose polymerase). Nejvyznamnéjsi malou molekulou

vyuzivanou pro nadorovou terapii je Gleevec. [90]

3.2.2.1 Gleevec

Gleevec (Imatinib) je inhibitor tyrosin-kindzy Bcr-Abl, kterd je pfitomna v leukemickych
buiikach u témét vSech pacientt s chronickou myeloidni leukémii (CML). Ber-Abl je fuzni produkt tzv.
Filadelfského chromozomu, ktery je zodpovédny za vznik CML a vznika recipro¢ni translokaci
chromozomu 9 a 22. Gleevec se vaze na ATP (adenosine triphosphate) vazebné misto Bcr-Abl, tim
inhibuje vazbu ATP a naslednou fosforylaci substratii. Tim se zablokuje rtst leukemickych bunék. Ber-
Abl se vyskytuje téméf u vSech CML pacientt, proto je pozitivni odpovéd’ na [é¢bu u 98 % pacientd.

[91],[92]

3.2.3 Hormonalni terapie
Karcinom prsu a prostaty vznika maligni transformaci glandularniho epitelu. Jeho riist zavisi na
hormonech, které se vazi na estrogenové, nebo androgenni receptory. Proto je mozné tyto nadory 1éCit

pomoci hormonalni terapie.[57]

3.2.3.1 Karcinom prsu

Karcinom prsu je mozné rozdélit na tii hlavni subtypy podle exprese hormonalnich receptorti
(HR) a receptoru pro ristovy faktor HER2. Kazdy subtyp karcinomu prsu vyzaduje jiny druh terapie.
Hormonalni terapie je mozna jen u nadorti exprimujicich HR. [93]

Pro HR'/HER2 subtyp je b&ézné vyuzivanym terapeutikem Tamoxifen, ktery funguje jako
agonista estrogenového receptoru. Pfesto, Ze se vyuziva hojné, mize mit také fadu negativnich

vedlejsich uginkd. [93], [94]

3.2.3.2 Karcinom prostaty
Terapie metastatického karcinomu prostaty spo¢iva v androgenni deprivacni terapii (ADT)[95],
[96], ktera se provadi bud'to chirurgickou, nebo medicinalni kastraci. U té je vyhodou, Ze muze byt

reverzibilni (napf. hormon uvoliyjici luteiniza¢ni hormon, LH-RH).[97]

3.2.4 Transplantace kmenovych bunék

Prvni Gsp&$nd transplantace kostni dfen& byla provedena v roce 1957.[98] Sir$imu vyuziti ale
bréanila pfedev§im reakce $tépu proti hostiteli (GvH). V roce 1971 byla provedena transplantace bunck
dvojcete se shodou HLA pro [é¢bu hematologickych malignit.[99] Pozd¢€ji se stala alogenni
transplantace hematopoetickych bunék nezbytnou soucasti terapie leukemii a lymfomd. Kmenové
bunky je mozné ziskat jak z kostni diené, tak i z periferni krve.[100]

U pacientd s akutni myeloidni leukemii (AML) se k transplantaci kmenovych bunék pfistupuje
nejcasteji az pii druhé kompletni remisi. Pro mnoho rizik, ktera s sebou transplantace kmenovych bunék

nese se k této terapii pfistupuje predevsim u pacientti s nizkym rizikem. [100]
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3.3 Polymerni léCiva

Imunoterapie samotnd neposkytuje dostatecné vysledky, standardem 1écby proto zlstava
chirurgické odstranéni nddoru, radioterapie a chemoterapie.

Chemoterapeutika jsou léciva, ktera vétSinou inhibuji proliferaci bun€k. Nejsou specifickd pro
nadorové bunky, ptisobi i na zdravou tkan, a proto maji fadu vedlejsich ucinkd. Zaroven je jejich ti¢inek
limitovan vlastnostmi dané molekuly; vedle systémové toxicity je problémem kratky biologicky
polocas, Casto omezena rozpustnost ve vodé, nebo vyvoj mnohocetné 1ékové rezistence (MDR)
nadorovych bunck. Potencidlnim feSenim, jak obejit tyto nedostatky klasickych chemoterapeutik,

mohou byt konjugaty polymert a 1é¢iva. [101], [102]

3.3.1 Struktura polymernich nosi¢ti rozpustnych ve vodé

Polymerni nosi¢ rozpustny ve vodé, vhodny pro navazani 1éciva musi byt biokompatibilni. To
znamena, Ze tento polymer je hydrofilni, neutrdlni, degradabilni nebo mensi nez cca 50 kDa, aby mohl
byt vyloucen ztéla glomerularni filtraci. Dale je nutné omezit jeho nespecifické interakce
s plazmatickou membranou pro zabranéni akumulace v necilovych buiikdch. Polymerni nosi¢ musi
obsahovat také vhodné chemické skupiny pro navazani 1éCiva. Vazba léCiva na nosic je zprostiedkovana
ptes tzv. spacer, ktery je zvolen podle pozadovanych vlastnosti polymerniho konjugatu. Spacer musi byt
stabilni v krevnim ob&hu a uvolnit 1é¢ivo az v prostiedi cilovych bunék nebo intracelularné,
v lysozomech. To je zajisténo nejcastéji diky rozdilim pH (nizsi v nadorovém mikroprostiedi, jesté nizsi
v endozomech a lysozomech) nebo pomoci lysozomalnich enzymut. Takovym piikladem muze byt
spacer slozeny z peptidu GFLG, kde je vazba mezi peptidem a léCivem S$tépitelna katepsinem B
(lysozomalni cysteinova protedza). Dals§i parametr, ktery urCuje vlastnosti konjugatu, je jeho
architektura. Polymerni nosi¢ miize byt napt. linearni, vétveny, hvézdicovity, micelarni nebo zalozeny
na dendrimeru. Oproti vétvenym konjugatim se glomerularni filtraci rychleji eliminuje linearni
konjugat, renalni limit pro snadnou filtraci je Mw cca 40 000 g/mol, vétsi molekuly se filtruji obtiznéji.

[103]

3.3.2 Aktivné a pasivné cilené polymerni konjugaty

Efektivita cileni polymernich konjugati zavisi na typu nadoru a struktuie polymerniho
konjugatu. Na polymerni konjugat je mozné navazat aktivné cilici strukturu, ptikladem muize byt vazba
monoklonalnich protilatek [104] nebo cukrt [105].

Pro hematologické malignity je vhodné vyuzit aktivné cilené konjugaty, napft. cilené na CD20
(receptor na B bunkach) pro terapii non-Hodgkinova lymfomu. [103], [106] Pro pevné nadory mtize byt
pro extravazaci konjugatu do nadorového prostiedi dostacujici vyuziti pasivniho smérovani a tzv. EPR
(enhanced permeability and retention) efektu. Zmeén vlastnosti a efektivity 1écby mize byt dosazeno
zvySenim nebo snizenim molekulové hmotnosti konjugatu nebo volbou vhodné architektury molekuly.

EPR efekt je jednim ze zakladnich mechanism, o které se opira terapie polymernimi konjugaty.

Poprvé byl popsan v roce 1986 [107] a jedna se o efekt zptisobeny vyssi permeabilitou cév uvnitf nddoru
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a zaroven absenci lymfatické drenaze. (Obr. 2) Cévy v nadoru jsou oproti cévam ve zdravé tkani
chaotické a vice fenestrované (mezery v endotelialni vystelce). To je zpiisobené abnormalné vysokymi
hladinami vaskularnich rdstovych faktorti a faktorti zvySujicich permeabilitu cév (bradykinin, NO,
prostaglandiny) v nadorovém mikroprostiedi. Diky propustnéjsim cévam a zaroven nedostatecné
lymfatické drendzi nadoru se v ném mohou akumulovat molekuly s vysokou molekulovou hmotnosti a
o velikosti az n€kolik stovek nm. [108], [109]

V poslednich cca deseti letech se ukazuje, Zze EPR efekt mize byt u pacientti velmi heterogenni,
a to jak mezi riiznymi typy nadoru, tak i mezi jedinci se stejnym typem nadoru. Vysledky klinickych
studii zabyvajici se polymernimi konjugaty s 1é¢ivem casto nejsou tak jednoznacné jako preklinické
studie. Vyzkum naznacuje, ze EPR efekt se 1isi také u lidi a u mySich modeld, miize se ménit béhem
vyvoje nadoru nebo byt jen transientni. Proto je potfeba vyvinout protokoly a zobrazovaci techniky pro
ureni miry EPR efektu u konkrétnich pacientli pro moznost personalizované terapie polymernimi
konjugaty. Zaroven je potteba zdlraznit, ze i u nadord s niz§im vlivem EPR efektu na akumulaci 1é¢iva
v nddorovém prostiedi se uplatiiuji ostatni vyhodné vlastnosti polymernich konjugatt oproti
nizkomolekularnim chemoterapeutikim, jako je snizeni toxicity léCiva, umoznéni rozpustnosti
hydrofobnich latek, zvyseni doby cirkulace v krvi, zvySeni maximalni tolerované davky 1é¢iva, moznost

navazani cilicich molekul a specifické uvoliovani 1éCiva z polymerniho nosice. [103], [108]
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Obrazek 2: EPR efekt, pasivni a aktivni cileni do nddorového mikroprostiredi a do nadorové

buiiky. (pfevzato z: Pérez-Harrero, 2015 [102])
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3.3.3 Prekonani mnohocetné 1ékové rezistence (MDR)

Velkym problémem chemoterapie je mnohocetna lékova rezistence (MDR) nadorovych bunék.
MDR mtze byt indukovana podédvanim chemoterapeutika, kdy dojde ke zvySené expresi genu MDR1,
ktery koduje transmembranovou proteinovou pumpu P-glykoprotein (P-gp).[101]

P-gp patii do skupiny ABC (ATP Binding Cassette) transportért a diky energii ziskané hydrolyzou
ATP vylucuje toxiny a xenobiotika z buniky do extracelularniho prostoru. Bézné se vyskytuje na
bunkach epitelu, tim mtlize branit absorpci latek pres stievni epitel a znemoznit tak transportu 1é¢iva do
cilové tkané. Je specificky pro velké mnozstvi substrati a v nadorovych burkach je casto exprimovan
ve zvySené mite. [110] Kromé P-gp mohou podobné fungovat i dal$i molekuly ze skupiny ABC
transportéru.

Polymerni konjugaty jsou schopny obejit MDR diky tomu, Ze se do bunky dostavaji pinocytézou
a z lysozomu jsou uvolnény az v perinuklearnim prostoru, daleko od P-gp [111]. Dale je také mozné na

polymer navazat nejen 1é¢ivo, ale i inhibitory P-gp. [112]

3.3.4 Polymerni nosice 1é¢iv

patii polyetylen glykol (PEG) nebo poly[N-(2-hydroxypropyl)methacrylamide] (p-HPMA).

3.34.1 PEG

Polyethylen glykol (PEG) je ve vodé rozpustny, neutrdlni, biokompatibilni polymer. Ve
farmaceutickém pramyslu se vyuziva jako excipient. Po navazani na jinou molekulu snizuje jeji
imunogenicitu, zlepsSuje farmakokinetiku nebo prodluzuje polocas cirkulace v krvi. PEGylované mohou
byt jak proteiny, tak i nukleové kyseliny. Nevyhodou PEG je, ze neni biologicky degradabilni, a proto
je omezena jeho molekulova hmotnost, aby bylo stale mozné PEG vyloucit z téla glomerularni filtraci.

Také je u n¢j omezené mnozstvi skupin vhodnych pro vazbu 1é€iva, 1ze vyuzit jen konce fetézct. [113],

[114]

3.3.4.2 HPMA

HPMA, neboli N-(2-hydroxypropyl)methacrylamide, byl poprvé syntetizovan v roce
1973.[115] HPMA je biokompatibilni molekula s funkénimi skupinami vhodnymi pro vazbu léCiva,
enzymi nebo hormonil. Nejvice je polymerni HPMA studovan s navazanym nizkomolekuldrnim
lé¢ivem, které ma protinadorovy ucinek (napt. doxorubicin). Lécivo je na HPMA mozné navazat pomoci
spaceru, ktery zajistuje kontrolované uvoliiovani 1é¢iva. Jak uz bylo zminéno vyse, spacer mtze byt
Stépen v zavislosti na pH nebo enzymaticky (Obr. 3). [113]

Prvni generace polymernich konjugati s HPMA obsahovala nedegradabilni polymerni nosic s
optimalni molekulovou hmotnosti, ktera zajist'ovala jak moznost akumulace v nadoru diky EPR efektu,

tak moznost odstranéni z ob&hu glomerularni filtraci. Druha generace téchto konjugati ma vysokou
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molekulovou hmotnost a polymerni nosic je biologicky degradabilni (diky biodegradabilnim spojkam),
aby mohl byt stéle filtrovan ledvinami. Degradabilni polymerni konjugéit mize mit rizné uspotadani,
napt. diblok, multiblok, hvézdicovity konjugét zaloZzeny na dendrimernim jadru nebo tvofi polymerni

micely. [113], [116]
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Obrazek 3: Schéma biodegradabilniho p-HPMA diblokového konjugatu s doxorubicinem. Vlevo
Doxorubicin navazany na HPMA pH senzitivni hydrazonovou vazbou. Vpravo doxorubicin navazany

na HPMA enzymaticky Stépitelnym GFLG spacerem (Pfevzato z: Chytil, 2018[116])

3.3.4.2.1 Hveézdicovité polymerni nosice

Hvézdicovité polymerni nosice jsou zaloZeny na dendrimernim jadru, na které jsou navazany
polymery HPMA s léCivem. Prvni syntetizované hvézdicovité polymery pro preklinicky vyzkum byly
nedegradabilni a jejich velikost se pohybovala nad moznosti glomerularni filtrace. Novéjsi typy téchto
kopolymerti obsahuji $té€pitelné vazby mezi dendrimerem a HPMA polymerem, proto mohou dosahovat
vysoké molekulové hmotnosti. Molekulova hmotnost polymeri ale neni neomezena. Bylo ovéreno, ze
maximalni velikost tohoto typu konjugatu se pohybuje kolem 600 kDa. Vétsi velikost uz pak nepfinasi
dalsi vyhody. [117], [118]
3.3.4.2.2 Miceldrni polymerni nosice

Micelarni polymerni nosice 1éCiv se skladaji z amfifilnich polymert, které po ptekroceni
kritické micelarni koncentrace samovoln¢ tvoii micely s hydrofobnim jadrem a hydrofilnim obalem,

ktery micelu stabilizuje. Existuji dva druhy micel, prvni tvoii s 1é¢ivem nekovalentni vazbu zaloZenou
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na hydrofobnich interakcich. Takto je mozné do micely uzaviit jakékoli hydrofobni Ié¢ivo bez ohledu
na jeho funkéni skupiny a moznosti vazby na polymer. Druhy typ micely tvoii polymery s kovalentné
navazanym lé¢ivem. Po hydrolyze vazeb se mulze 1éCivo uvolnit a micela se rozpada. Jednotlivé
unimery, které tvofily micelu tak mohou byt vylouceny z téla ledvinami. Micela nemutze byt takto
vylou€ena, protoze jeji velikost piekracuje hranici pro moznost glomerularni filtrace. Vyhodnéjsi je
vyuziti druhého typu micely s kovalentné navazanym lé¢ivem. Z prvniho typu micely se ve vétsi mire
spontanné¢ uvolituje 1é¢ivo a kovalentni vazba toto uvoliiovani omezuje. [113], [119], [120]

3.3.4.2.3 Imunogenicita

Na ruiznych myS$ich modelech bylo ovéreno, Ze samotny homo- i kopolymer na bazi HPMA neni
imunitnim systém rozpoznan jako antigen, a proto neni imunogenni. Naopak HPMA, podobn¢ jako
PEG, snizuje imunogenicitu ostatnich latek, které jsou na n&j navazany. Tento efekt je vySsi u polymera
s vy$8i molekulovou hmotnosti. Mechanismem je pravdépodobné hydrofilni povaha polymeru a sterické
branéni, kdy HPMA ,,obali* navazanou molekulu a zabrani imunitnimu systému, aby ji rozpoznal. [121]

Navazani daunomycinu nebo doxorubicinu na HPMA polymer snizilo jejich toxicitu vici
bunkam kostni dfené€. Pfi chemoterapii jsou rychle se délici butiky kostni dfené€ eliminovany, coz vede
k imunosupresi. Omezenim této imunosuprese se snizi riziko, Ze se pacient po chemoterapii nebude
moci branit infekei. [121]
3.3.4.2.4 Protinadorova ucinnost

Pti 1é¢bé mysich nadorovych modeld pomoci polymernich konjugatii HPMA s doxorubicinem
(DOX) s riznou strukturou vznika u Gspesné vylécenych mysi dlouhotrvajici rezistence viic¢i danému
typu nadoru. To bylo ovéfeno opétovnou inokulaci vylécenych mysi letalni davkou nadorovych bunék
(az 130 dni po 1écb€). Mysi byly ponechany bez 1€cby a oproti kontrolam vyvinuly nador pozdéji, nebo
se nador nevyvinul vibec. Dalsi studie ukazaly, ze jsou za vznik rezistence zodpovédné CD8" T
lymfocyty. [122]-[124]

Aktivace imunitni odpovédi proti konkrétnimu typu nadoru po uspésné terapii polymernimi
konjugaty HPMA s DOX pravdépodobné souvisi s imunogenni buné¢nou smrti (immunogenic cell
death, ICD). Tou se aktivuje imunitni odpovéd’ proti nddoru. Imunogenni bunééna smrt zavisi na druhu
podnétu, ktery ji spusti. ICD aktivuje protinadorovou imunitni odpovéd’ tim, ze se z nadorové bunky
uvolnuji molekuly DAMP (danger associated molecular pattern) jako je kalretikulin, proteiny teplotniho
Soku (heat shock proteiny), ATP nebo HMGB1 (High mobility group box 1). Molekuly DAMP
podporuji aktivaci a maturaci dendritickych bunék, které pak aktivuji protinadorovou imunitni odpovéd’
zprosttedkovanou CD4" a CD8" T lymfocyty (Obr. 4). Prvnimi chemoterapeutiky, ktera byla popsana
jako induktory ICD, jsou mitoxantron a antracykliny (napf. doxorubicin). [125]-[128]
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Mezi antracykliny patii napiiklad doxorubicin. Bylo prokazéano, ze polymerni konjugaty

s doxorubicinem navdzanym hydrazonovou vazbou si zachovavaji schopnost indukovat ICD. [126]
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Obr. 4: Indukce protinadorové imunitni odpovédi. (pfevzato z: Fucikova, 2015 [125])
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Roztoky a média

Fosfatovy fyziologicky roztok (PBS)

9¢ NaCl

1,2g Na,HPO4.12H,0

0,2g NaH,PO+.H,O

Deionizovana H,O do objemu 1 1, pH upraveno na 7,4 pomoci 4 M NaOH

Pufr pro prutokovou cytometrii (FACS pufr)
PBS

2 % fetalniho teleciho séra (FTS, Invitrogen)

2 nM EDTA (Invitrogen)

RPMI médium pro kultivaci EL4 bunék
Médium RPMI 1640 (Sigma-Aldrich)

10 % FTS

100 U/ml Penicilin (Sigma-Aldrich)

100 pg/ml Streptomycin (Sigma-Aldrich)
2 nM glutamin (Sigma-Aldrich)

4,5 g/l gluko6za (Sigma-Aldrich)

1 mM pyruvat sodny (Sigma-Aldrich)

RPMI médium pro kultivaci CT26 bunék
Médium RPMI 1640 (Sigma-Aldrich)

10 % FTS

100 U/ml Penicilin (Sigma-Aldrich)

100 pg/ml Streptomycin (Sigma-Aldrich)
4,5 g/l glukodza (Sigma-Aldrich)

1 mM pyruvat sodny (Sigma-Aldrich)

10 mM HEPES (Sigma-Aldrich)
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4.2 Nadorové linie
Bunécné linie

Pro experimenty byly pouzity buiiky mysich nadorovych linii EL4 (T bunéény lymfom; ATCC,
TIB-39) a CT26 (kolorektalni karcinom; ATCC, CRL-2638). Pro podani in vivo byla vyuzita vzdy prvni
pasaz po rozmrazeni bunék.

Bunécna linie EL4 je odvozena z mysi kmene C57BL/6 (B6) a u nadort z ni odvozenych dobie
funguje EPR efekt. Po subkutanni (s.c.) inokulaci se nadorové buiiky relativn¢ pomalu §iii, do sleziny
se roz§ifi pravdépodobné hematogenni cestou 21-28 dni po inokulaci. EL4 lymfom odpovida na lécbu
volnym doxorubicinem omezen¢ a vyborn€ odpovida na lé¢bu polymernimi konjugaty s doxorubicinem.
Lepsi odpovédi na terapii EL4 lymfomu jsou jen po jedné davce chemoterapie. Nelécené mysi nesouci
EL4 nador piezivaji priméme 32 dni.

Bunécna linie CT26 je odvozena z mysi kmene BALB/c a nadory jsou obtizné lécitelné. Vuci
chemoterapii je karcinom CT26 malo citlivy, protoze pfirozené¢ exprimuje vysoké mnozstvi ABC
transportért, predev§im P-glykoproteinu (P-gp). Lepsi vysledky terapie jsou s opakovanymi niz$imi
davkami lé¢iva. CT26 metastazuje pomalu a je pomérné€ imunogenni, protoZze ma vysokou muta¢ni naloz
(mutation load). Nelécené mysi nesouci CT26 nador prezivaji prumérne 60 dni.

Kultivace bunék

Bunky byly kultivovany v polystyrenovych kultiva¢nich lahvich (Nunc, Thermo Fisher
Scientific) v kompletnim médiu, v inkubatoru se stabilnim obsahem 5 % CO, pfi teploté 37 °C.
S butikami bylo manipulovano v laminarnim boxu za sterilnich podminek. Pocet bun¢k v suspenzi byl

stanovovan automatickou pocitackou bunék Countess (Invitrogen) v roztoku trypanové modfi.

4.3 Experimentalni mySi
Pro experimenty byly pouzity samice mysi kmene BALB/c a C57BL/6 (B6) a obé pohlavi kmene
SJL z Mikrobiologického ustavu AV CR, umisténé v podminkéach konvenéniho chovu, potrava a voda

ad libitum. Experimentalni mysi byly 2-8 mésicu staré.

4.4 Polymerni konjugaty
Vsechny pouzité polymerni konjugaty byly pfipraveny v Laboratofi biolékaiskych polymert v

Ustavu makromolekularni chemie AV CR. Pro jednotlivé modely bylo 1é¢ivo vybrano podle
piedchozich zkuSenosti laboratoie tak, aby mélo dobrou terapeutickou ucinnost pro dany model.
Hvézdicovity polymerni konjugat STAR-n

Hvézdicovity polymerni konjugat STAR-n byl nedegradovatelny HPMA konjugat zalozeny na
PAMAM (polyamidoamin) dendrimeru. Molekulova hmotnost (Mw) byla 250 000 g/mol. Obsah
doxorubicinu byl 9,5 %. Lécivo bylo na polymerni nosi¢ navazano pH senzitivni hydrazonovou vazbou.
Hvézdicovity polymerni konjugat STAR1

Hvézdicovity polymerni konjugat STAR1 byl degradovatelny HPMA polymerni konjugat s
doxorubicinem zalozeny na bis-MPA (2,2-bis(hydroxymethyl)propionic acid) dendrimeru (Obr. 5A).
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Jeho molekulova hmotnost byla 543 000 g/mol a obsahoval 11,1 % doxorubicinu. Lécivo bylo na

polymerni nosi¢ navdzano pH senzitivni hydrazonovou vazbou.

Hvézdicovity polymerni konjugat STAR2

Hvézdicovity polymerni konjugdt STAR2 byl degradovatelny HPMA polymerni konjugat
s doxorubicinem zalozeny na bis-MPA dendrimeru (Obr. 5A). Jeho molekulova hmotnost byla 310 000
g/mol a obsahoval 9,3 % doxorubicinu. Lé€ivo bylo na polymerni nosi¢ navazano pH senzitivni

hydrazonovou vazbou.

Micelarni polymerni konjugat (MIC)

Micelarni konjugidt HPMA polymeru s doxorubicinem obsahoval hydrofobni slozku — analog
cholesterolu, cholest-4-en-on (Obr. 5B). Molekulovd hmotnost polymeru byla 24 000 g/mol. Obsah
doxorubicinu navazaného na polymerni nosic¢ byl 8,7 %. Lécivo bylo na polymerni nosi¢ navazano pH

senzitivni hydrazonovou vazbou.
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Obriazek 5: Struktura polymernich konjugata vyuZitych k terapii nadori pro nasledné FACS
analyzy. (A) Degradabilni hvézdicovity polymerni konjugat zalozeny na dendrimernim jadru. (B)

Micelarni polymerni konjugat

4.5 Volné lécivo
Vedle terapie polymernimi konjugaty byly nékteré skupiny mysi 1éCeny také volnym

doxorubicinem (Iékova forma, Adriblastina, Pfizer).

4.6 In vitro cytotoxicita — inkorporace *H-thymidinu

Z kultivacni ldhve byly za sterilnich podminek v laminarnim boxu odebrany buniky. Burnky byly
jednou promyty kompletnim kultivaénim médiem a v pfipravené suspenzi bylo uréeno mnozstvi bun¢k
a zivotnost. Byla pfipravena suspenze s 25x10° bunék/ml. Do kazdé jamky v 96 jamkové destic¢ce
(desticka pro tkanové kultury s plochym dnem, Thermo Fisher Scientific) bylo napipetovano 200 pl
buné&éné suspenze (5x10° bunék/jamka). K butikdm bylo piiddno 50 ul média s polymernim konjugéatem

nebo volnym doxorubicinem v sérii fedéni. Pro kazdou koncentraci 1éCiva byly ptipraveny vzdy Ctyti
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paralelni vzorky. Vedle jamek s 1é¢ivem byly kontrolni jamky s butikami bez 1é¢iva. Kultivacni desticka
byla inkubovana celkem 72 hodin v CO; inkubatoru pii 37 °C s 5 % CO..

Na poslednich 6 hodin kultivace bylo do kazdé jamky pfidano 50 pl 3H-thymidinu (0,2 pCi
v jamce; Perkin Elmer) nafedéného v kompletnim médiu. Desticky byly 6 hodin inkubovany v CO»
inkubatoru (37 °C, 5 % COz). Poté byly zmrazeny (-20 °C) a nasledné harvestovany na filtr ze
sklenénych vldken (Harvester 96 Mach 3, Tomtec, USA; Glass Fiber filter, Perkin Elmer). Po usuSeni
filtrd pfi pokojové teploté a zataveni s pevnym scintilatorem (Meltilex, Perkin Elmer) byla méfena
radioaktivita jednotlivych jamek (Microbeta 1450 Trilux, Wallac, Finland). Cytostatické aktivita 1é¢iv
byla vyjadfovana hodnotou IC50; ta je rovna koncentraci 1é¢iva, kterd indukuje praveé polovi¢ni inhibi¢ni

efekt.

4.7 In vitro cytotoxicita — MTT esej

U bunék EL4, které neinkorporuji *H-thymidin, byla cytotoxicka aktivita 1é¢iv stanovena pomoci
MTT eseje, kterou se detekuje metabolicka aktivita bun€¢k. Buiiky byly s 1écivem inkubovany 72 hodin
v 96 jamkovych destickach stejné jako u detekce cytostatické aktivity 1é¢iv pomoci inkorporace
SH-thymidinu (viz kapitola 4.6).

Po 72 hodinach inkubace bunék s 1é¢ivem byla desticka centrifugovana (400 g, 5 min) a do kazdé
jamky bylo pfidano 100 pl kompletniho média a 20 pl MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromid; roztok 5 mg/ml PBS). Desticka byla inkubovana v CO, inkubatoru (37 °C,
5% CO). Po 1 az2 hod bylo do kazdé jamky ptidano 200 ul DMSO (dimethylsulfoxid). Po 15 minutach
ve tmé byla kazd4d jamka promichiana pipetou a meéfena absorbance pomoci destickového
spektrofotometru Infinite M200 Pro (Tecan) pii vinové délce 540 nm, referencni vinova délka 690 nm.
Metabolicka aktivita 1é¢iv byla vypocitana po odectu hodnoty blanku a vyjadfovana hodnotou IC50; ta

je rovna koncentraci l1é¢iva, kterd indukuje prave polovicni inhibicni efekt.

4.8 In vivo terapie nadori

Z kultivacni lahve byly za sterilnich podminek v laminarnim boxu odebrany burky. Bunky byly
jednou promyty bezsérovym médiem, poté byla pfipravena suspenze bunck v bezsérovém médiu a
pomoci automatické pocitacky bunék v ni bylo ur€eno mnozstvi bun¢€k a zivotnost. Byla pfipravena
suspenze obsahujici 1x10° (EL4) nebo 2x10° (CT26) zivych bun&k/ml. My§im SJL nebo B6 bylo v den
0 subkutanné (s.c.) injikovano 100 pl suspenze bunék EL4 (obsahujici 1x10° Zivych bun&k). Mysim
BALB/c bylo v den 0 s.c. injikovano 100 ul suspenze bunék CT26 (obsahujici 2x10° zivych bungk).
Zivotnost pouzitych nadorovych bunék se vzdy pohybovala nad 90 %. V den 8 (SJL) nebo 9 (BALB/c)
bylo myS$im nesoucim nador intravenozné (i.v.) podano lé¢ivo rozpusténé v PBS nebo byly mysi
ponechany bez 1écby. Poté byla métena velikost nddord a sledovano prezivani mysi.

Pro FACS analyzu byly mysi 1é¢eny podle vybraného schématu (1 nebo 3 davky 1éCiva) a
v urCitém Casovém intervalu po terapii byly usmrceny. Mysim byla odebrana slezina a nador, které byly

dale zpracovany (viz 4.7-9).
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4.9 1Izolace splenocytii, priprava jednobunécné suspenze pro FACS analyzu

Mysi byly usmrceny cervikalni dislokaci a byla jim odebrana slezina. Slezina byla umisténa do
kyvety (C tube, Miltenyi Biotec) se 4 ml bezsérového média a pomoci tkanového disociatoru
(GentleMACS Tissue Dissociator, Miltenyi Biotec; program spleenl.1) byly sleziny homogenizovany.
Suspenze byla pielita do 50ml kyvety pfes 70um filtr a centrifugovana (400 g., 5 min). Supernatant byl
odstranén a bunécna peleta byla resuspendovana ve 2 ml yzac¢niho pufru ACK (Sigma-Aldrich) pro lyzu
erytrocyti. Po 10 min pfi normalni teploté bylo do kyvety doplnéno 20 ml FACS pufru pro zastaveni
aktivity ACK pufru a od této chvile byly suspenze uchovavany na ledu a veskera manipulace probihala
za chladu. Suspenze byly stoceny (400 g., 5 min) a resuspendovany ve 3 ml FACS pufru. Dale byly
prefiltrovany pfes 30um filtr do 15ml kyvety a bylo ur¢eno mnozstvi bun€k a Zivotnost pomoci

automatické pocitacky bun¢k. Poté byla suspenze pouzita na FACS analyzu.

4.10 Izolace bunék z nadoru, priprava jednobunécna suspenze pro FACS analyzu

Mysi byly usmrceny cervikalni dislokaci a byl jim odebran nador z ptvodni lokalizace. Nador
byl zvéazen, rozdélen na mensi kousky (cca 3 mm) a umistén do kyvety (C tube, Miltenyi Biotec)
s pfipravenou enzymovou smési (Tumor Dissociation Kit, mouse, Miltenyi Biotec). Nadory byly
homogenizovany pomoci tkanového disociatoru (GentleMACS Tissue Dissociator, Miltenyi Biotec;
program m-impTumor 02) a za pomalého michani inkubovany 40 min pti 37 °C. Pro piipravu suspenzi
z nador EL4 i CT26 byl pouzit postup doporuc¢eny vyrobcem pro nadory s vysokym podilem stromatu,
enzymy D + R + A dle pokynt vyrobce, pii upraveném postupu (viz kap. 5.6) enzymy D + A. Po
inkubaci byly suspenze znovu dvakrat homogenizovany (program m-impTumor 03) a piefiltrovany
pies 70um filtr do 50ml kyvety. Filtr byl jest¢ promyt 5-10 ml bezsérového média. Suspenze byly
stoCeny (400 g, 5 min) a supernatant byl odstranén. Peleta bun¢k byla resuspendovana v 5 ml FACS
pufru a od té doby byly buiky uchovavany na ledu. U nadord s vysokym mnozstvim erytrocytd byly
jesté lyzovany erytrocyty ACK pufrem (viz 4.7). Suspenze byly nakonec prefiltrovany pres 30um filtr
do 15ml kyvety a pomoci automatické pocitacky bylo stanoveno mnozstvi bunék v suspenzi. Poté byla

suspenze pouzita pro FACS analyzu.

4.11 Priatokova cytometrie

Do 96 jamkové desticky (U profil, TPP) byla napipetovana suspenze bunék (viz 4.7 a 4.8) tak,
aby v jedné jamce bylo cca 10° bunék ve 100 pl pufru. Desti¢ka byla stocena (470 g, 4 min, 4 °C) a
supernatant byl odstranén. Peleta byla resuspendovana a do kazdé jamky bylo pfidano 20 ul smési
nafedéného Fc bloku (anti-mouse CD16/CD32; eBiosceince, fedéno 1:50) s 10 % mysiho séra. Po 10
minutach inkubace na ledu bylo do desticky ptidano 200 ul FACS pufru na jamku a desticka byla
stocCena (470 g, 4 min, 4 °C). Poté byly znaceny povrchové markery pfipravenou smési monoklonalnich
protilatek (mAb) konjugovanych s fluorochromem. Protilatky byly nafedény FACS pufrem do

pozadované koncentrace (Tabulka 2). Do kazdé jamky bylo pfidano 20 ul smési protilatek a desticka
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byla inkubovana 30 minut na ledu ve tmé¢. Poté byly buniky dvakrat promyty 200 ul FACS pufru (470
g, 4 min, 4 °C).

Pro fixaci, permeabilizaci a znaceni intracelularnich markert byl pouzit FoxP3 Transcription
Factor Staining Buffer Set (eBioscience). Peleta bunék byla resuspendovéana ve 100 pl pfipraveného
Fix/Perm roztoku (eBioscience, 1 dil Fix/Perm Concentrate, 3 dily Fix/Perm Diluent). Desticka byla
inkubovana 30 minut ve tm¢ za pokojové teploty nebo ptes noc ve tme pii 4 °C. Do kazdé jamky bylo
pak pfidano 100 pl Perm Wash (eBioscience, Perm Wash nafedén 1:10 v destilované vod¢) a desticka
byla stoc¢ena (470 g, 4 min, 4 °C). Poté byla desticka jesté jednou promyta 200 pl Perm Wash. Peleta
byla resuspendovana v 50 ul smési nafedénych mAb konjugovanych s fluorochromem (fedéno v Perm
Wash) pro znaceni intracelularnich markerti. Do nebarvenych jamek (bez intracelularniho znaceni) bylo
pfidano 50 pl Perm Wash. Desticka byla inkubovana 30 min na ledu ve tmé a poté buinky dvakrat
promyty 200 pl Perm Wash (470 g, 4 min, 4 °C). Peleta byla resuspendovana ve 100 ul FACS pufru a
poté byly buiiky analyzovany pritokovou cytometrii.

K méfeni byl vyuzit pratokovy cytometr LSRII (BD Biosciences, USA) s HTS (High Throughput
sampler) zafizenim. Naméfena data byla poté vyhodnocena pomoci softwaru FlowJo verze 10.6 (Tree
Star, USA).

Tabulka 2: Seznam monoklonalnich protilatek s fluorochromem pouzitych pro FACS analyzu.

Marker Fluorochrom Klon Redéni Znaceni Panel*

CD45 PerCP-Cy5.5 30-F11 1:300 extracelulami | 1,2,3 - BALB/c
CD45.1 PerCP-Cy5.5 A20 1:300 extracelularni | 1,2,3 — naddory SJL
CD45.2 PerCP-Cy35.5 104 1:100 extracelularni | 1,2,3 —sleziny SJL
CD3 eFluor450 17A2 1:30 extracelularni | 1,3

CD3 FITC 17A2 1:100 extracelularni | 2

CD4 PE-Cy4 GK1.5 1:200 extracelularni | 1,2,3

CD8 AF700 53-6.7 1:50 extracelularni | 1,2,3

PD-1 APC J43 1:50 extracelularni | 1

CTLA-4 APC UC10-4B9 | 1:100 intracelularni | 3

CTLA-4 PE UC10-4B9 | 1:100 intracelularni | 1

CD44 FITC M7 1:300 extracelularni | 2

CD62L APC MEL-14 1:200 extracelularni | 2

CD25 eFluor450 PC61.5 1:400 extracelularni | 3

FoxP3 PE FIK-16s 1:100 intracelularni | 3

FVD eFluor780 - 1:200 extracelularni | 1,2,3

* Panel 1: T lymfocyty s PD-1 a CTLA-4; panel 2: T lymfocyty s CD44, CD62L; panel 3: Treg
Vsechny protilatky: eBioscience; anti-CD45.2: Invitrogen
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4.12 ELISA — detekce IFNy v mySi plazmé

BALB/c mysi byly inokulovany nadorovymi buitkami CT26 a léCeny tfemi davkami léciva tak,
jako je popsano v kapitole 4.6. V den 21 byla mysim odebrana krev do zkumavek s heparinem (odbérové
zkumavky Sarstedt). Zkumavky byly ihned umistény do ledové 1azn¢ a centrifugovany (376 g., 10 min),
plazma byla odebrana do ¢isté zkumavky a znovu centrifugovana (376 g, 10 min.). Takto pfipravena
plazma byla rozd€lena na alikvoty a zamrazena (-20 °C). Po rozmrazeni bylo v plazmé¢ stanoveno
mnozstvi IFNy pomoci kitu mouse [FNgamma ELISA Ready-Set-Go! (eBioscience).

Byl dodrzen postup doporuc¢eny vyrobcem. Strucné shrnuto:

Prvni protilatka byla navazana na 96 jamkovou desticku (Nunc Maxisorp). Desticka byla
s protilatkou inkubovana ptes noc pii 4 °C a poté byl z desticky vymyt nenavazany zbytek protilatky
(tfikrat promyto promyvacim pufrem: PBS, 0,05 % Tween-20, Sigma-ALdrich). Desticka byla
blokovana blokovacim roztokem 1 hodinu pii pokojové teploté. Poté byla dvakrat promyta a do jamek
byl napipetovan nafedény standard (v 8 koncentracich od 15,6 do 2000 pg/ml) a vzorky plazmy (fedéné
2x; vSechny vzorky i standard v dupletech). Desticka byla se vzorky inkubovana 2 hodiny pii pokojové
teploté. Poté byla desticka promyta Ctytikrat a do jamek byla pfidana detekcni protilatka, inkubace byla
1 hodinu pii pokojové teploté. Desticka byla Ctyfikrat promyta a inkubovana 30 minut s detek¢nim
enzymem (Avidin-HRP, horseradish peroxidase). Nasledn¢ byla desticka promyta sedmkrat a byl ptidan
substrat — TMB (Tetramethylbenzidine). Po 15 minutich inkubace pii pokojové teploté byla reakce
zastavena 2N H»>SO4. Nakonec byla zméfena absorbance pii 450 nm s odectenim referenc¢ni hodnoty

(absorbance pii 570 nm). Mnozstvi IFNy bylo vypo¢itano pomoci standardni kiivky.

4.13 Statistické zpracovani dat

Vsechna data byla zpracovana pomoci softwaru GraphPad Prism8. Data jsou graficky zobrazena
jako primérné zastoupeni dané populace +/- SD. Pro urceni statistické signifikance byl proveden
dvouvybérovy neparovy t test. V ptipade sledovani prezivani mysi byl proveden log-rank (Mantel-Cox)

test. Hodnoty *p < 0,05, **p <0.01 a ***p < 0.001 byly povazovany za signifikantni.
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5 VYSLEDKY

5.1 Invitro cytotoxicka aktivita polymernich konjugati

Pti charakterizaci polymernich konjugati s doxorubicinem byla vzdy stanovena jejich
cytotoxicka aktivita in vitro. Ta byla testovana na nékolika bunécnych liniich pomoci inkorporace
SH-thymidinu (detekce cytostatické aktivity). Bufiky EL4, které neinkorporuji *H-thymidin, byly
testovany pomoci MTT eseje (detekce metabolické aktivity). Na obr. 7 jsou znazornény cytotoxické
aktivity vybranych polymernich konjugati na bazi HPMA s doxorubicinem u linii EL4 a CT26. Aktivita
polymernich konjugati STAR1 a MIC byla srovnavana s aktivitou polymerniho konjugatu STAR-n,
ktery obsahoval nedegradovatelny HPMA polymerni nosi¢ s navazanym doxorubicinem, a s aktivitou
volného doxorubicinu.

IC50, koncentrace 1éCiva, kterd indukuje pravé polovicni inhibi¢ni efekt, byla pro linii EL4, pro
konjugat STAR-n (nedegradovatelny hvézdicovity konjugat) a STAR1 stanovena piiblizné jako
desetkrat vyssi nez pro volny doxorubicin. IC50 konjugatu MIC byla pétkrat vyssi nez hodnota volného
DOX (Obr. 7A). Pro linii CT26 byla hodnota IC50 konjugatu STAR-n, STAR1 a MIC stanovena pomoci
inkorporace *H-thymidinu jako pfiblizn& dva az pétkrat vys$si nez IC50 volného doxorubicinu.
(Obr. 7B).

Charakterizace  téchto  polymernich  konjugatdi  vcetné¢ hodnot IC50 je jiz

publikovana. [118], [129]

A B

EL4 CT26
- 150 -
260 mm STAR-n
2004 mm STAR1
= < 1004 = MIC
-§,150- %,
E s B DOX
2 1004 o
o 8 50-
50-
0- 0-
PP R &N O A
NP K SR
ég?’ 6& Q é\} G}V‘ Q

Obr. 7: Cytotoxicka aktivita polymernich konjugatii v porovnani s volnym doxorubicinem.
Cytotoxicka aktivita konjugat STAR-n (nedegradovatelny hvézdicovity konjugat), STARI
(degradovatelny hvézdicovity konjugat), MIC (micelarni konjugat) a volného doxorubicinu detekovana
pomoci MTT eseje (detekce metabolické aktivity) u linie EL4 (A) a pomoci inkorporace *H-thymidinu
(detekce cytostatické aktivity) u linie CT26 (B). Hodnoty IC50 jsou vyjadteny jako koncentrace DOX
ekv. (ng/ml). (jiz publikovana data[118], [129])
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5.2 Rist nadoru a prezivani mysi kmenii B6 a SJL s nadory EL4

SJL je kongenni kmen k B6. Hematopoetické buiikky kmene B6 a z n€j odvozena nadorova linie
T bunééného lymfomu EL4 exprimuji na svém povrchu molekulu CD45.2. Kongenni kmen SJL
exprimuje molekulu CD45.1. Diky tomu je mozné pomoci pritokové cytometrie rozliSit injikované
nadorové buniky EL4 (CD45.2") a mysi tumor infiltrujici lymfocyty (CD45.17).

Mysim B6 a SJL byly v den 0 injikovany nadorové buiiky EL4 (s.c. 1x10° ve 100 ul PBS). V den
8 jim bylo podano 1é¢ivo (i.v., polymerni konjugat STAR2, 10 mg DOX ekv./kg) (Obr. 8A). Poté byly
mefeny velikosti nadord a sledovano piezivani mysi. Rist nadorti byl méfen od dne 8 po inokulaci
nadorovych bunék EL4 a méfeni bylo ukonceno v den 35. Sledovani ptezivajicich mysi bylo ukonc¢eno
v den 100 po inokulaci nadorovych bungk.

Pro mozné vyuziti mySiho kmene SJL pro dal§i experimenty (pro odliSeni injikovanych
nadorovych bunék EL4 a mysich lymfocytti) bylo tedy takto ovéteno, ze — podle predpokladu — neni
rozdil mezi kmeny SJL a B6 v odpovédi na 1écbu. Proto byly sledovany rozdily v ristu nadort a
v prezivani mysi mezi kmenem B6 a SJL po podani 1écby a mezi kontrolnimi skupinami bez 1éCby.
Vysledky u téchto dvou kmend se signifikantné nelisily, a to jak pfi srovnani lécenych skupin, tak i mezi
kontrolnimi skupinami (Obr. 8A, 8B). Rozdil v ristu nadort a u preziti mezi skupinou lé¢enou a bez

1é¢by byl ovsem statisticky signifikantni u obou kmenti.

A

Den 0 8
| | 3 sledovani ristu
l ! nador( a prezivani
EL4 podani
léciva

o~
@)

Ruast nadora Piezivani mysi

— B6 I6&ba (n=6)

—~ 1500
< 100 |. B6 kontrola (n=7)
E — Ly5.1 lé&ba (n=7)
£ 1000+ ]ns S = = Ly5.1 kontrola (n=7)
o ® |
2 2 50 —I-
2 500 =
S T : ns
2 M M i
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Obrazek 8: Porovnani ristu nadorti EL4 a preZivani mySi kmenu SJL a B6. (A) Schéma
experimentu. MySi kmene B6 a SIL byly v den 0 inokulovany s.c. nadorovymi buitkami EL4 (1x10° ve
100 ul PBS) a v den 8 jim byla podana lécba (i.v., polymerni konjugat STAR2, 10 mg DOX ekv./kg)
nebo byly ponechany bez 1écby. (B) Graf ristu EL4 nadorti (primér +/- SD) (C) Graf prezivani mysi.
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5.3 Subpopulace T lymfocyti SJL mysi s EL4 nadory

Mysi SJIL odpovidaji na 1é¢bu polymernim konjugatem s doxorubicinem stejn¢ jako B6 mysi.
Proto mohly byt pro nasledujici experimenty vyuzity mysi kmene SJL (exprimujici CD45.1 na vSech
hematopoetickych bunkach) inokulované buiikami T buné¢ného lymfomu EL4 (exprimujici CD45.2).

Buiiky EL4 byly mySim injikovany s.c. v den 0 (1x10°ve 100 ul PBS) a v den 8 jim byla podana
1écba (i.v., polymerni konjugat STARI1, 10 mg DOX ekv./kg) nebo byly ponechany bez 1écby. V den
11, 14 a 18 po inokulaci nddorovych bunék byly detekovany populace CD4" a CD8" T lymfocytt u
splenocytti a bun¢k z nadoru pomoci pritokové cytometrie (Obr. 9A).

Zastoupeni CD4" T lymfocytl se ve slezinach mysi v nékolika ¢asovych intervalech vyznamné
neménilo (minimaln€ do dne 18 po inokulaci nddorovych bun¢k). Rozdily nebyly statisticky vyznamné
ani mezi 1é¢enymi a kontrolnimi skupinami (Obr. 9B, C). U populace CD8" T lymfocyti byl vidét mirny
narist v den 18 u léCenych mysi oproti neléCenym kontroldm (Obr. 9C). Analyza exprese vybranych
markert u CD8" T lymfocyt uz ukazala rozdil v imunitni odpovédi 1é¢enych a kontrolnich mysi. PD-
1, marker vyCerpanych T lymfocytd [84], a CTLA-4 byly od dne 14 po inokulaci nadorovych bunék
oproti nelécené skuping vyrazné vice zastoupené u T lymfocytt [éCenych mysi. (Obr. 9D,E) Rozdil ale
nebyl kvtili malym skupinam a pomérné velkému rozptylu v ramci skupin signifikantni. Proto jsme se
pro nasledujici experimenty rozhodli sledovat dalsi subpopulace CD4" a CD8" lymfocyta, kde bychom
mohli vidét aktivaci imunitni odpovédi po podéni 1éCiva.

Analyzovany byly také buiiky z nadord experimentalnich mysi. Pomoci markert CD45.1 a CD3
byly pfi analyze dat z pritokového cytometru vybrany a dale sledovany tumor infiltrujici lymfocyty
(TIL, CD45.1°CD3"), (Obr. 9F-I). V zastoupeni populaci T bunék nebyly u TIL zadné signifikantni
rozdily, diky malym skupinam a velkému rozptylu v ramci skupin. Vyznamny byl ale rozdil mezi
podilem PD-1" nebo CTLA-4" T lymfocytd ve slezinach a v nadorovém mikroprostiedi. Zatimco ve
slezinach bylo do 10 % CTLA-4 nebo PD-1 exprimujicich CD8" T lymfocyti, v nddoru toto ¢islo ¢asto
ptesahovalo 50 % (Obr. 9D.E a 9H,I). Ve slezinach bylo ale jasné vyssi zastoupeni CTLA-4" a PD-1* T
bunék u Iécenych mysi oproti kontrolam, u TIL nebyl zasadnéjsi rozdil mezi 1é€enymi a neléenymi
skupinami.

(Reprezentativni dot-ploty viz ptiloha 1.)

Obriazek 9: Zastoupeni populaci T lymfocyti ve slezinach a v nddorovém mikroprostiedi SJL
mysi s EL4 nadory. (A) Schéma experimentu. SJL mysi byly vden 0 inokulovany nadorovymi
bufikami EL4 (s.c. 1x10° ve 100 ul PBS) a v den 8 jim byla podana lé¢ba (i.v., polymerni konjugat
STARI, 10 mg DOX ekv./kg) (n=3) nebo byly ponechany bez 1écby (n=2). (B-E) Zastoupeni populaci
T lymfocyti ve slezinach SJL mysi (data z pritokové cytometrie). (F-I) Zastoupeni populaci TIL (data

z prutokové cytometrie). Hodnoty jsou zndzornény jako primérné zastoupeni dané populace +/- SD.
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5.4 Efektorové subpopulace T lymfocyti SJL mySi s EL4 nadory

Poté, co jsme vidéli zmény v populacich PD-1" a CTLA-4" T lymfocytd, jsme se zaméfili na
dalsi markery, které by pomohly 1épe posoudit miru aktivace imunitniho sytému po 1€cbé polymernimi
cytostatiky. Sledovali jsme populace Treg (CD4"'CD25 FoxP3"), CTLA-4" Treg (intezivné proliferujici
Treg maji zvySenou expresi CTLA-4 [130]), aktivované T lymfocyty (CD8'CD25"), centralni
pamétové T lymfocyty (CD8'CD44°CD62L") a efektorové pamétové T lymfocyty
(CD8'CD44"CD62L" ). Gatovaci strategie viz obr. 6.

Schéma 1éCby a intervaly analyz byly stejné jako v piredchozim experimentu (Obr. 10A).

Na grafech v obrazku 9B-D je znazornéno zastoupeni populaci CD4" T lymfocytl a Treg ve
slezinach SJL mysi. Stejn€é jako v predchozim experimentu se béhem sledovaného intervalu pfilis
neménilo celkové zastoupeni CD4" T lymfocytu ve slezinach SJIL mysi (Obr. 10B). V prub&hu ¢asu se
zvySovalo a opét klesalo zastoupeni regulacnich T lymfocytt (Treg), které jsou definované jako
CD4FoxP3"CD25", stejné jako zastoupeni proliferujicich Treg, které exprimuji CTLA-4 (Obr. 10C,D)

Zastoupeni CD8" T bungk, které exprimuji CTLA-4, bylo ve slezinach vyssi u 1é¢ené skupiny
mysi oproti neléCené skupiné (Obr. 10G). Rozdil ale nebyl signifikantni. Aktivované (CD25%) T
lymfocyty byly u léCené skupiny v nejvy$sim zastoupeni v den 14 a 18. Oproti tomu u nelécenych
kontrol tento podil v den 18 opét klesal (Obr. 10J). Na obr. 10H a I jsou grafy zastoupeni centralnich
pamétovych CD8" T lymfocytd (CD44°'CD62L") a efektorovych pamétovych CD8" T lymfocyti
(CD44"CD62L"). Jejich zastoupeni se v prubéhu ¢asu také ménilo, pokles a nartst zde téméf kopiroval
trend u aktivovanych CD8"CD25" T lymfocytt (u 1é¢enych skupin narist zastoupeni populaci béhem
¢asového intervalu a nartst a pokles u nelécenych kontrol).

(Reprezentativni dot-ploty viz piiloha 2.)

V nadorovém mikroprostiedi jsme sledovali populaci TIL (CD45.1°CD3"). Zastoupeni
cytotoxickych CD8* T lymfocyta bylo vyss§i (kolem 20 %) neZ pomocnych CD4" T lymfocytt (kolem
10 %) (Obr. 11A,D). Oproti tomu ve slezinach byl viceméné zachovan normalni pomér CD4*"a CD8" T
lymfocyti (kolem 50-60 % CD4" a kolem 40 % CD8" bunék; obr. 10B,E). Ve skupiné mysi, které
dostaly 1é¢ivo, zastoupeni CD8" T lymfocyti u TIL mezi dny 11 a 18 po inokulaci nadorovych bunék
mirné stoupalo (Obr 11D). CD8" TIL mély z vétSiny fenotyp vycerpanych lymfocyti, PD-17 (Obr. 11E).
Molekula CTLA-4 byla u TIL exprimovana vyrazné€ vice nez u T buné¢k ve slezinach (Obr. 11F, 10G).
Stejné tak efektorovych pamétovych (CD44'CD62L"), centralnich pamétovych (CD44°CD62L") a
aktivovanych (CD25") CD8" T lymfocytt byl v nadorovém mikroprostiedi vétsi podil nez ve slezinach.
Jejich zastoupeni v nadoru ani se slezinidch se ale mezi 1é¢enou a kontrolni nelécenou skupinou
signifikantné nelisilo. (Obr. 10H-J a 11G-I).

(Reprezentativni dot-ploty viz ptiloha 2.)
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Obriazek 10: Efektorové subpopulace T lymfocytu ve slezinich SJL mysi s EL4 nadory. (A)

Schéma experimentu. SJL mysi byly v den 0 inokulovany nadorovymi butikami EL4 (s.c. 1x10° ve 100

ul PBS) a v den 8 jim byla podana lécba (i.v., polymerni konjugat STAR1, 10 mg DOX ekv./kg) (n=2-
4) nebo byly ponechany bez 1é¢by (n=2). (B-J) Zastoupeni populaci T lymfocytl ve slezinach SJL mysi

(data z pritokové cytometrie). Hodnoty jsou znazornény jako prumérné zastoupeni dané populace +/-

SD.
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experimentu viz obr.10A. Hodnoty jsou znazornény jako priimérné zastoupeni dané populace +/-
SD.
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5.5 Efektorové subpopulace T lymfocyti BALB/c mySi s CT26 nadory .

Stejné jako u modelu SJL byly provadény experimenty s myS$im kmenem BALB/c a zng¢j
odvozenou nadorovou linii CT26 (kolorektalni karcinom). CT26 jsou podobn¢ jako EL4 imunogenni
nadorové bunky, pomalu metastazuji ze s.c. loziska. Buitky CT26 ale pfirozené exprimuji zvysenou
hladinu P-gp, proto jsou malo citlivé na chemoterapii. [131]

BALB/c my$im byly s.c. injikovany nadorové buiiky CT26 v den 0 (s.c. 2x10° ve 100 ul PBS) a
v den 9 jim byla podana lécba (i.v., polymerni konjugat MIC, 17,5 mg DOX ekv./kg) nebo byly mysi
ponechany bez 1é¢by. V den 13, 16 a 20 byla provedena analyza splenocyti a bun¢k z nadoru pomoci
prutokové cytometrie (Obr. 12A).

Ve slezindich BALB/c mysi jsme sledovali populace T lymfocytd, a to jak celkové zastoupeni
CD8" a CD4" T lymfocytu, tak i dalsi efektorové populace. Stejné jako v experimentech s modelem SJL
se zastoupeni CD8" a CD4" lymfocytt v Case signifikantné neménilo (Obr. 12B,E). Zmény v prib¢hu
sledovanych ¢asovych intervalll byly patrné az u efektorovych subpopulaci lymfocytii. V priibéhu casu
u lé¢enych i neléCenych skupin kolisalo zastoupeni Treg a snizovalo se zastoupeni proliferujicich Treg,
které exprimuji CTLA-4 (Obr. 12C,D). V den 16 stoupl ve slezindich BALB/c my$i u 1écené i nelécené
skupiny podil PD-1" CD8" T lymfocytu. (Obr. 12F). V poslednim sledovaném ¢asovém intervalu, v den
20 po inokulaci nadorovych bunék, bylo vy¢erpanych T lymfocyti (PD-17) ve slezinach 1é¢enych mysi
signifikantné vice nez u nelécenych kontrol (Obr. 12F). Stejné tak CTLA-4" T lymfocyty mély mirné
vys8i zastoupeni u 1é¢ené skupiny nez u kontrol (Obr. 12G). Centralni (CD44°CD62L") a efektorové
(CD44°CD62L°) pamétové CD8" T lymfocyty byly u léCenych skupin zastoupeny méné nebo
srovnatelné s nelécenymi kontrolami (Obr. 12H,I). Rozdily zde nebyly statisticky signifikantni. Oproti
tomu u aktivovanych, CD25" T lymfocytt byl ode dne 16 vidét u 1é¢ené skupiny nartst. V den 20 byl
pak rozdil exprese CD25 ve slezinach mezi 1é¢enou a nelé¢enou skupinou signifikantni. (Obr. 12J).

V nadorovém mikroprostiedi klesl mezi dnem 13 a 20 podil CD4" T lymfocytd. Podil CD8" T
lymfocytli v tomto intervalu stoupl a opét klesl (Obr. 13A,D). Zastoupeni Treg se béhem casu
signifikantné neménilo (kolem 20 %) a témét vSechny Treg v nadoru exprimovaly CTLA-4 (kolem 90
%). Zastoupeni CTLA-4" Treg mirné kleslo aZ v den 20; stale bylo ale pfiblizné 7krat vyssi (70 %) nez
ve slezinach (10 %) (Obr. 13C a 12D). Zastoupeni vycerpanych CD8" T lymfocyti (PD-1%) v nadoru
s postupem casu rostlo a bylo opét vyrazné vyssi nez ve slezindch (v nadoru kolem 70-80 %, ve slezinach
do 3 %) (Obr.13E, 12F). Molekula CTLA-4 byla u CD8" TIL lé¢enych mysi s postupem cCasu
exprimovana ve vyssi mite (kolem 50 %) nez u nelécenych (kolem 30 %; obr. 13F). V den 20 byl u TIL
oproti nelé¢ené kontrole podil CTLA-4" T lymfocytt signifikantné vy$si u 1écené skupiny. Podobné
jako u PD-1 i zde byl vyrazny rozdil oproti slezindm (kolem 40 %, ve slezinach do 1 %). U centralnich
(CD44'CD62L") a efektorovych (CD44°CD62L") pamétovych CD8" TIL rozdily mezi lé¢enou a
kontrolni nelécenou skupinou nebyly (Obr. 13G,H). Exprese CD25 u TIL v den 20 byla vyssi po 1écbé
(5 %) oproti nelécené kontrole (pod 0,5 %) (Obr. 131). (Reprezentativni dot-ploty viz piiloha 3.)
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Tyto vysledky naznacuji, Ze imunitni systém je nejen v prostiedi nadoru, ale i mimo néj ve
slezinach aktivovanéjs$i po 1écbé polymernim konjugitem s doxorubicinem. Proto, abychom vidéli

jasngjsi rozdily v aktivaci imunitniho systému, jsme se na zaklad¢ predchozich vysledki rozhodli zménit

schéma a usporadani nasledujicich experimenta.
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Obrazek 12: Efektorové subpopulace T lymfocyti ve slezinach BALB/c mysi s CT26 nadory. (A)
Schéma experimentu. BALB/c mysi byly v den 0 inokulovany nadorovymi butikami CT26 (s.c. 2x10°
ve 100 ul PBS) a v den 9 jim byla podana 1écba (i.v., polymerni konjugat MIC, 17,5 mg DOX ekv./kg)
(n=3-4) nebo byly ponechany bez 1éCby (n=4). (B-J) Zastoupeni populaci T lymfocytt ve slezinach

BALB/c mysi (data z priutokové cytometrie). Hodnoty jsou znazornény jako pramérné zastoupeni dané
populace +/- SD.
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Obrazek 13: Efektorové subpopulace T lymfocyti v nddorech BALB/c mysi s CT26 g ...
nadory. (A-I) Zastoupeni populaci TIL u BALB/c mysi (data z priitokové cytometrie).  Bkontrola

Schéma experimentu viz obr. 12A. Hodnoty jsou znazornény jako primérné zastoupeni dané
populace +/- SD.
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5.6 Zmény v usporiadani experimentii na zakladé predchozich vysledki

Po vyhodnoceni ptedchozich vysledki jsme se rozhodli zménit uspotradani nasledujicich
experimentd. Na zaklad¢ dat od kolegl jsme zvolili jiné davkovani 1é¢iva. Namisto jedné davky jsme
pouzili tfi mensi davky kazdy treti den, které maji u modelu CT26 lepsi terapeuticky efekt nez jedna
velka davka. Pro srovnani efektu polymerniho konjugatu s doxorubicinem a efektu volného 1é¢iva jsme
pridali dalsi skupinu mysi léCenou volnym doxorubicinem. Stejné jako u polymerniho konjugatu bylo
zvoleno schéma tfech mensich davek. Dale jsme zvétsili velikost skupin ze 3 mysi na 6.

V piedchozich pokusech jsme pozorovali, Ze pti analyze bunék v prvnim ¢asovém intervalu (4
dny po 1écb€) neni vidét mnoho zmén v populacich imunitnich bunék oproti situaci v den podani 1éCiva.
Proto jsme pro analyzu pratokovou cytometrii nyni zvolili pouze jeden €asovy interval, 6 dni po posledni
davce 1éciva. Déle jsme optimalizovai panel protilatek pro analyzu Treg, misto anti-CD25 (FITC) jsme
pouzili anti-CD25 (eF450) a misto anti-CD3 (eF450) jsme vyuzili anti-CD3 (FITC), aby byly pfi analyze
pratokovou cytometrii 1épe oddélené populace bunék.

Posledni, vyznamnou zménou byla iprava zptisobu pfipravy suspenze bunék z nadort. Obe¢né
je obtizné pfipravit jednobunécnou suspenzi z nadortt vhodnou pro FACS analyzu. Testovana byla
disociace nadort pomoci kolagenazy D. Ta ale nepiinasi uspokojivé vytézky bunék. Jako optimalni byl
zvolen komeréni kit (Tumor Dissociation Kit, mouse, Miltenyi Biotec), ktery vyuzivd smés tfi
neurcenych enzymii (enzym A, D a R). S pouzitim kitu je vytézek bunék z nddoru zhruba dvojnasobny
oproti pouziti kolagenazy D (1 mg/ml). V piedchozich pokusech se ale v nadorovém mikroprostiedi
Casto nachazela populace CD44CD62L" T lymfocytl, ktera by podle literarnich tdaji méla byt
podstatné¢ méné Cetna. [132] Proto jsme ovéfili predpoklad, Ze néktery z enzymt tumor disocia¢niho
kitu, interferuje s detekci molekuly CD44 na povrchu bunék. Byly proto provedeny experimenty
s riznymi kombinacemi enzymi pro disociaci nadorl a tyto enzymy byly také piidany k suspenzi
splenocytt, abychom zjistili, ktery enzym ,,ztratu” CD44 zptisobuje a bude vhodné ho pro dalsi analyzy
vynechat. Enzym oznaCovany vyrobcem jako R byl identifikovan jako ten, ktery zplisoboval ,,ztratu®
molekuly CD44 z povrchu bunék. (Obr.14) Suspenzi bun¢k ptipravenou inkubaci s tumor disociaénim
kitem bez enzymu R jsme dale porovnavali se suspenzi pripravenou pomoci kolagenazy D (1 mg/ml).
V ptipadé kolagenazy D se také dati zachovat molekulu CD44 na povrchu bunék, vytézek bunck je ale
v porovnani s komerénim kitem jen polovi¢ni. Pro pfipravu bunécnych suspenzi v dalSich
experimentech jsme proto vyuzili Tumor disociacni kit, ale vynechali enzym onacovany vyrobcem

jako R.
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Byl vytvofen mix 3 CT26 nadort BALB/c mysi a rozd€len na 3 ¢asti. Suspenze z prvni ¢asti (vlevo)
byla vytvorena podle pokynd vyrobce kitu (Tumor Dissociation Kit, mouse, Miltenyi Biotec), se smési
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5.7 Efektorové subpopulace T lymfocyti BALB/c mySi s CT26 nadory II.

Po zménach popsanych vyse byly provedeny dva nezavislé experimenty s totoznym uspotadanim.
Data z obou experimentii ukazuji grafy vobr. 14 a 15. Mys$i kmene BALB/c byly inokulovany
nadorovymi bufikami CT26 (s.c. 2x10° ve 100 ul PBS) a v den 9 jim byla podéana 1é¢ba (i.v., polymerni
konjugat MIC, 3x8 mg DOX ekv./kg nebo volny doxorubicin, 3x5 mg/kg) nebo byly mysi ponechany
bez 1éCby. V den 21, tedy 6 dni po podani posledni davky léciva, byla provedena analyza buné¢nych
suspenzi pomoci pratokové cytometrie (Obr. 15A).

Terapie polymernim konjugatem snizovala zastoupeni CD4" T lymfocyti ve slezinach 1ééenych
mysi oproti neléCené kontrole. Hodnoty se ale u vSech skupin pohybovaly mezi 60 a 70 % (Obr. 15B).
Zaroven se ve slezindch mysi lé€enych konjugatem signifikantné zvysovalo zastoupeni Treg lymfocytl
(CD4'FoxP3"CD25"), a to jak oproti 1é¢bé volnym doxorubicinem (DOX), tak oproti nelécené kontrole
(Obr. 15C). Zastoupeni proliferujicich Treg (CTLA-4") bylo nejnizsi po 1é¢bé DOX (Obr. 15D).
Zastoupeni CD8" lymfocytii se mezi tfemi skupinami signifikantné nelisilo (kolem 30 %) (Obr. 15E).
Statisticky vyznamné byl ale zvySeny podil efektorovych pamétovych (CD44'CD62L) CD8" T
lymfocyth u lécené skupiny (5 %), a to jako oproti DOX, tak oproti nelécené kontrole (kolem 3 %) (Obr.
15G). Tento trend svéd¢ici o zvySené aktivaci cytotoxickych T lymfocyti po 1é€bé polymernim
konjugatem byl i u dalSich sledovanych markerti. VEtsi ¢ast CD8" T lymfocytl byla ve slezinach po
1é¢bé konjugatem oproti 1é¢bé DOX nebo nelécené kontrole aktivovana (CD25") a méla fenotyp
vyé&erpanych (PD-17) nebo chronicky aktivovanych T lymfocyti (CTLA-4%) (Obr. 15H-I).

U TIL bylo niz8i zastoupeni CD4" T bunék u obou 1é¢enych skupin (kolem 20 %) oproti nelécené
kontrole (kolem 30 %) (Obr. 16A). Podil Treg se mezi riizné [é¢enymi skupinami signifikantné nelisil,
ale CTLA-4" Treg bylo oproti kontrole mensi zastoupeni u skupiny lééené konjugatem. VSechny
skupiny mysi mély ale u TIL nad 80 % CTLA-4" Treg lymfocyt; ve slezinach to bylo jen kolem 30 %
(Obr. 16B,C a 15D). Podil CD8" a centralnich pamétovych (CD44"CD62L") CD8" T lymfocyt byl
stejny u skupiny 1écené konjugatem a neléené kontroly a mirné vyssi u skupiny 1é¢ené DOX (Obr.
16D,E). U TIL se signifikantné nelisi ani zastoupeni efektorovych pamétovych (CD44"CD62L") CD8*
T lymfocyti (Obr. 16F). Téméi vSechny CD8" T lymfocyty mély v nadorech fenotyp vycerpanych
lymfocyti (PD-1" kolem 90 %), tim se vyrazng liSily od CD8" T lymfocytl ve slezinach (PD-1" do 5
%) (Obr. 16G a 15H). Stejné tak CTLA-4" T lymfocytd zde bylo mnohonasobné vice (kolem 40 %) nez
ve slezinach (do 3 %) (Obr. 16H a 15I). Nejvyznamnéjsi rozdil v nddorovém mikroprostiedi ale byl u
aktivovanych CD8"CD25" T lymfocyti. Jak po 1é¢bé konjugatem, tak volnym doxorubicinem byl jejich
podil vyssi (kolem 50 %) neZ u nelécenych kontrol (10 %) (Obr. 161).

(Reprezentativni dot-ploty viz ptiloha 4.)
Z téchto dat vyplyva, Ze 1écba polymernim konjugéatem, spise nez volnym doxorubicinem, vede
k vyssi aktivaci imunitni odpovédi pii 1é¢be nadortt CT26 u BALB/c mysi. To mizeme sledovat nejen

pfimo v prostfedi nadoru, ale i systémové ve slezinach. Ve slezindch jsou rozdily v
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zastoupeni aktivovanych populaci T lymfocytd ¢asto vyraznéjsi, nebo vidime i mensi rozdily, které jsou

u TIL hife prokazatelné.
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Obrazek 15: Subpopulace T lymfocyt ve slezinaich BALB/c mysi s CT26 nadory. (A) Schéma

experimentu. BALB/c mysi byly v den 0 inokulovany nadorovymi buitkami CT26 (2x10° ve 100 ul

PBS) avden9, 12 a 15 jim byla podéana 1écba (i.v., polymerni konjugat MIC, 3x8 mg DOX ekv./kg

nebo volny doxorubicin, 3x5 mg/kg) (n=11) nebo byly ponechany bez 1écby (n=8). (B-J) Zastoupeni
populaci T lymfocytl ve slezinach BALB/c mysi (data z pritokové cytometrie). Hodnoty jsou
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znazornény jako priamérné zastoupeni dané populace +/- SD. Data jsou ze dvou nezavislych

experimentu.
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Obrazek 16: Subpopulace T lymfocyti v nadorech BALB/c mysi s CT26 nadory. (A-I) Zastoupeni

populaci TIL u BALB/c mysi (data z prutokové cytometrie). Schéma experimentu viz obr. 15A.
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Hodnoty jsou znazornény jako primérné zastoupeni dané populace +/- SD. Data jsou ze dvou

nezavislych experimentd.

5.8 Stanoveni hladiny IFNy v plazmé mysi BALB/¢c s CT26 nadory pomoci
metody ELISA

Analyza bunék ze slezin nebo nadorii experimentalnich mySi BALB/c nesoucich CT26 nador
ukézala, Ze 1écba polymernim konjugatem s doxorubicinem umoziuje aktivaci imunitniho systému ve
vy$8i mife nez 1écba volnym doxorubicinem. Proto jsme se snazili korelovat tento zavér také s detekci
markerd, které jsou spojeny s efektorovou funkci T bunék, jako je IFNy. Nejprve byla provedena
intracelularni detekce IFNy pomoci prutokové cytometrie. Zastoupeni populace IFNy" T lymfocytt (u
BALB/c mysi nesoucich nador CT26) bylo ale velmi malé (maximalné kolem 1 %). Vysledky jsme tedy
hodnotili jako nevyhovujici. (Detekce intracelularniho IFNy pratokovou cytometrii byla pfedem
ovétena a byla funkéni.) Proto jsme se pokusili detekovat IFNy v my$i plazmé pomoci ELISA.

Pro detekci IFNy v plazmé byly pouzity mysi z experimentu popsaném v kapitole 5.7. Uspotadani
experimentu tak bylo stejné. (Obr. 17A). Mysi byly 1é¢eny tfemi davkami 1é¢iva a v den 21 po inokulaci
nadorovych bunék bylo stanoveno mnozstvi IFNy v plazmé mysi pomoci ELISA.

Na obr. 17B je vidét trend, kdy terapie BALB/c mysi polymernim konjugatem mirné zvySovala
mnozstvi [FNy v plazmé. Nebyl zde ale signifikantni rozdil, predevsim kvtli velkému rozptylu hodnot
v ramci skupin. Tento trend je v souladu se zavéry z FACS analyz, Ze terapie nadord CT26 polymernim
konjugatem s doxorubicinem vede k vyssi aktivaci protinadorové imunitni odpovédi nez 1é¢ba volnym

doxorubicinem.
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Obr. 17: Koncentrace IFNy stanovena pomoci ELISA v plazmé BALB/c mySi nesoucich CT26
nador. (A) Schéma experimentu. BALB/c mysi byly v den 0 inokulovany nadorovymi bunkami CT26
(2x10° ve 100 ul PBS) av den 9, 12 a 15 jim byla podana 1é¢ba (i.v., polymerni konjugat MIC, 3x8 mg
DOX ekv./kg nebo volny doxorubicin, 3x5 mg/kg) (n=5) nebo byly ponechany bez 1é¢by (n=4). (B)
Koncentrace [FNy v plazmé mysi stanovena pomoci ELISA. Hodnoty jsou znazornény jako primérné

zastoupeni dané populace +/- SD.
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6 DISKUSE

Chemoterapie je dodnes jednou z nejcastéji vyuzivanych protinddorovych terapii, a to i pres
vyvoj novych moznosti 1é¢by, jako je imunoterapie. Chemoterapie se zaklada na podéni 1éciv, ktera ve
vétSin€ inhibuji proliferaci rychle se délicich bunék. Ma proto mnoho vedlejSich u¢inkd, jelikoz ptisobi
také na ty nenadorové bunky, které se rychle déli a jsou tak vici chemoterapii citlivé. Vedle systémové
toxicity je nevyhodou chemoterapeutik také jejich kratka doba cirkulace v krevnim obé&hu a biologicky
polocas, uzké terapeutické okno, neselektivni aktivita vii¢i nadoru, nebo Casto siln¢ hydrofobni povaha
léciva.[102]

Zlepseni farmakologickych vlastnosti chemoterapeutik je mozné dosahnout napt. jejich vazbou
na polymerni nosi¢. Pfikladem takového nosice je polymer zalozeny na HPMA.[115] Nejvice se dnes
studuji HPMA polymery v souvislosti s nizkomolekularnimi protinddorovymi 1éCivy.[124] Po navazani
léciva na HPMA polymer se zvysi jeho rozpustnost ve vode¢, snizi se toxicita, prodlouzi se doba cirkulace
v krvi a zvysi se jeho maximalni tolerovana davka. Podle typu vazby 1é¢iva na polymer se 1é¢ivo mize
specificky uvoliiovat. Na polymer se 1éCivo vaze pies spacer, ktery se mize $tépit v zavislosti na pH
nebo enzymaticky.[133] Vedle vazby léCiva se na polymer mohou navazat také molekuly, které zajist'uji
specifické cileni konjugatu, jako jsou vazebné casti protilatek.[104] Vliv na vysledné vlastnosti
polymerniho konjugatu ma také jeho architektura a velikost. Polymerni konjugaty se pasivné akumuluji
v nadorovém mikroprostiedi vyuzitim tzv. EPR efektu.[107] Konjugat se pak pinocytézou a
endocytozou dostane do nadorové buiiky, kde se mlize uvolnit 1éCivo, které ma za cil zabit nadorovou
buiitku. Z pH senzitivni hydrazonové vazby se 1é¢ivo miize do jisté miry uvoliiovat i ve tkani pevnych
nadord, kde byva snizené pH v porovnani s normalnimi tkdnémi.

Je znamo, Ze imunitni systém hraje dtlezitou roli pfi terapii nador polymernimi konjugaty
s cytostatiky, jako je konjugdt HPMA s doxorubicinem (HPMA-DOX). K Uplnému vyléceni
experimentalnich mysi pomoci HPMA-DOX je nezbytna aktivita cytotoxickych T lymfocytt. [124] Ty
jsou také zodpoveédné za vznik dlouhodobé rezistence mysi vii€i konkrétnimu nadoru poté, co byla
vylécena pomoci HPMA-DOX.[123], [124], [133] Oproti tomu terapie volnym doxorubicinem vyvoj
rezistence proti nadoru nevyvolava. Volnym doxorubicinem neni mozné mys$ kompletné vylécit nebo je
to mozné jen napt. u EL4 lymfomu po podani vysoké davky léciva. Ustaveni rezistence pak
pravdépodobné brani vysoka vedlejsi toxicita dané 1éCby.

Experimenty v této diplomové praci proto mély vést k zodpoveézeni otazky, jakym zplsobem se
lisi mnozstvi a funkéni aktivita populaci imunitnich bunék pii 1é¢bé mysi polymernim konjugatem
s doxorubicinem, volnym doxorubicinem a u neléenych mysi s nddorem. Zaméfili jsme se predevSim
na CD8" cytotoxické T lymfocyty a regulaéni T lymfocyty. Dale na expresi molekul CTLA-4 a PD-1,
abychom mohli zodpovédét otazku, zda by mohla byt terapie polymernimi konjugaty vhodna

v kombinované 1é¢beé s terapii checkpoint inhibitory.
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K 1é¢bé experimentalnich mys$i byly vyuzity polymerni konjugaty HPMA s doxorubicinem
s vysokou molekulovou hmotnosti, zalozené na HPMA polymeru navazaném degradabilni spojkou k
dendrimernimu jadru (hvézdicovita struktura, STAR). Druhou variantou byl micelarni konjugdt HPMA
méfenou pomoci inkorporace *H-thymidinu nebo pomoci MTT eseje oproti volnému doxorubicinu.
Polymerni konjugaty mohou vykazovat rozdilnou aktivitu pfi in vitro a in vivo experimentech, protoze
jejich vyhody oproti volnému lé€ivu se projevi predevs§im pfi terapii in vivo. Diky tomu sledujeme, ze
polymerni konjugaty jsou nékolikanasobné UCinnéjsi nez volné 1éCivo u in vivo modeld, ale
v jednoduchém systému pouze s nadorovymi bunkami iz vifro ma vyssi cytotoxicitu volny doxorubicin.

Pro nase experimenty jsme zvolili dva rizné¢ mysi modely, kmen SJL. a BALB/c. Kmen BALB/c
jsme testovali s nadorovou linii kolorektalniho karcinomu CT26 a kmen SJL s T bunéénym lymfomem
EL4. Linie EL4 je odvozena od kmene C57BL/6 (B6). Kmen SJL je kongennim kmenem B6. Kmen
SJL jsme zvolili proto, aby bylo mozné pomoci priutokové cytometrie odlisit injikované nadorové bunky
EL4. Ty nenesou zadny znamy tumor-specificky antigen, jsou CD3" a in vivo je ¢ast nadorovych bunék
i CD4". Nelze proto u kmene B6 odlisit nadorové buiiky od normalnich T (zejména CD4") lymfocytl
hostitelského piivodu. EL4 maji na svém povrchu molekulu CD45.2 (stejné€ jako hematopoetické buiiky
mysi B6) a mysi lymfocyty infiltrované do nadoru exprimuji molekulu CD45.1. Proto jsme nejprve
overili predpoklad, ze kmen SJL a B6 odpovida na 1é¢bu polymernim konjugatem stejné. Riist nadorti
ani prezivani SJL a B6 mysi nesoucich EL4 nador se signifikantné nelisi, a to jak mezi SJL a B6
lé¢enymi skupinami, tak i mezi neléCenymi kontrolami.

Analyza bunécénych populaci ve slezinach u mysiho modelu SJL ukazala, Ze se béhem deseti
dnti po podani 1é¢iva signifikantné neméni zastoupeni CD4" a CD8" T lymfocyti, ani jejich vzajemny
pomer. Sledovani molekuly CTLA-4 a PD-1, ktera slouzi také jako marker vyCerpanych T lymfocytt
[84], ale ukazalo, ze se po 1é€bé polymernim konjugatem STARI1 ve slezinach navySuje mnozstvi
vycéerpanych T lymfocytl (kolem 8 %) a CTLA-4+ CTL (kolem 2 %). U neléCenych kontrol je jejich
exprese minimalni (PD-17 2 %, CTLA-4" 0,3 %). Analyza TIL neukazala Zadné vyznamné rozdily
v zastoupeni bunéénych populaci mezi 1é¢enymi a nelécenymi skupinami mysi. Tento vysledek nas vedl
k rozsifeni vybéru stanovovanych markerti, abychom mohli identifikovat populace, které je vhodné
sledovat v dalSich experimentech.

Vybrané markery pro hodnoceni subpopulaci T Iymfocytd zna¢i Treg lymfocyty
(CD4'FoxP3"CD25%) [45], aktivované CD25" T lymfocyty, centralni (CD44"CD62L") a efektorové
(CD44"CD62L°) pamétové CD8* T lymfocyty [40]. Také analyzy téchto subpopulaci T lymfocyti u
SJL mysi s EL4 lymfomem neukazaly zadné signifikantni rozdily. MiZzeme zde sledovat pouze urcité
trendy. Nejvyrazngjsi je opét nardst mnozstvi vyCerpanych, CTLA-4" T lymfocytl ve slezinach mysi 10
dni po 1é¢bé ve srovnani s neléCenymi kontrolami, kde je zastoupeni CTLA-4" T bunék velmi nizké. I u
ostatnich markert sledujeme pokles nebo nartist v prubéhu deseti dnti po terapii. Rozdily mezi 1é€enymi

a neléCenymi skupinami jsou ale jen velmi malé. A to jak u bunék ze slezin, tak u TIL.
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U obou pokusti s kmenem SJL je vidét vyrazny rozdil v zastoupeni CTLA-4" nebo vyCerpanych,
PD-17, CD8" T lymfocyti mezi bunikami ve sleziné a v nadoru. Stejné tak pamétové CTL jsou vice
zastoupeny v nddoru. To naznacuje, ze se imunitni systém aktivuje a aktivované T lymfocyty, zejména
CTL, se skute¢né¢ dostavaji do prostiedi nddoru. Zaroven je ale mozné detekovat zmeény i na periferii.

Také populace imunitnich bunék ve slezinach a nddorech mysiho kmene BALB/c jsme sledovali
v nékolika ¢asovych intervalech po 1é¢be. BALB/c mysi nesly CT26 kolorektalni karcinom, ktery se od
EL4 lymfomu lisi tim, Ze je obtizné 1éCitelny. Buiiky CT26 maji zvysenou hladinu transmembranové
pumpy P-gp, ktera je zodpovédna za MDR [110].

Sleziny BALB/c mysi nesoucich CT26 nador byly analyzovany podobné¢ jako u mysi SJL s EL4
lymfomem. Opét se zde neméni celkové zastoupeni CD4" nebo CD8" T lymfocyti. Vyznamnéjsi rozdily
mezi populacemi bunék 1é¢enych a neléCenych mysi vidime ve slezinach u sledovanych markerd PD-1
a CD25. PD-1" jsou vyéerpané T lymfocyty a CD25" jsou aktivované T lymfocyty. Obé populace jsou
11 dni po 1é¢bé signifikantné vice zastoupeny ve slezinach 1é¢ené skupiny mysi. U ostatnich
sledovanych populaci ve slezinach opét nejsou vyznamné rozdily oproti nelé¢ené skuping.

Podobny vysledek je vidét také u tumor infiltrujicich lymfocytd. V pribéhu 11 dnti po 1é¢bé se
riznym zptisobem méni zastoupeni jednotlivych populaci v nddoru. Signifikantni rozdily jsou u
populace CTLA-4" CD8" TIL a u aktivovanych CD8" TIL (CD25"). Stejné jako ve slezinach, i v nadoru
je vyssi zastoupeni aktivovanych CD8" T lymfocytl u 1é¢ené skupiny mysi 11 dni po 1é¢bé. Témito
vysledky se potvrdily zavéry experimentli na mysSich kmene SJL s EL4 nadorem. I tady nejsou zmény
celkového zastoupeni CD8" T lymfocytu, ale méni se podil vycerpanych a aktivovanych bunék. Stejné
tak je zde n€kolikanasobné vice CD8" T lymfocyti s markery CTLA-4 nebo PD-1 v prostiedi nadoru
oproti slezinam. To plati i pro proliferujici Treg lymfocyty, které maji zvySenou expresi CTLA-4 [130].
V nadoru je téméf 100 % Treg lymfocyti CTLA-4", ve slezinach je to ale jen kolem 20 %.

Z vyse popsanych analyz vyplyva, Ze terapie nadord polymernimi konjugaty s doxorubicinem
zvySuje zastoupeni vy¢erpanych nebo aktivovanych T lymfocytd, a to jak u modelu SJL s EL4 nadorem,
tak BALB/c nesoucich CT26 nador. To svéd¢i o vyssi mife aktivace T bun€k v souvislosti s 1é¢bou
polymernim konjugatem.

Pro dalsi experimenty jsme ud¢lali nékolik zmén v jejich usporadani, abychom mohli detekovat
1 mensi zmény v zastoupeni imunitnich bun¢k. Upravili jsme davkovani 1é¢iva z jedné vétsi davky na
tfi mensi kazdy tfeti den, které maji u mysi BALB/c s CT26 nadory lepsi terapeuticky efekt. Ke
skupinam mysi lécenych polymernim konjugatem a nelécenym kontroldm jsme ptidali skupinu mysi
lécenou volnym doxorubicinem (také tremi davkami). VSechny skupiny mysi jsme zvétsili na 6 mysi na
skupinu, abychom mohli sledovat signifikantni rozdily. Také jsme optimalizovali panel protilatek pro
idedlni vyhodnoceni vysledkll. Nejvyznamnéjsi zménou bylo upraveni slozeni enzymové smési tumor
disociacniho kitu pouzivaného pro vytvoreni jednobunécné suspenze buné€k. Pti dodrzeni doporuceného

sloZeni podle vyrobce byl vidét ibytek detekce molekuly CD44. Proto jsme v né€kolika experimentech
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urcili a ovérili, kterou slozku kitu je vhodné vynechat pro zachovani vytézku bunék z nadoru a pro
zachovani detekce molekuly CD44 na buiikach.

Po vySe zminénych zménéch jsme analyzovali buriky ze slezin experimentalnich mys$i BALB/c
s nadory CT26. Lécba mysi polymernim konjugitem zvySuje zastoupeni Treg oproti 1écbé volnym
DOX. Stejné tak se zvySuje podil efektorovych pamétovych (CD44'CD62L") CTL a CTLA-4" CTL,
jak oproti 1é¢bé volnym DOX, tak oproti neléCenym kontrolam. Dale terapie polymernim konjugatem
zvySuje zastoupeni PD-1"a CD25" CD8" T lymfocyti oproti 1é6¢bé DOX.

Podobny trend je vidét také u TIL. Nejvyznamnéjsi rozdil vidime na populaci CD25"
cytotoxickych T lymfocytil, kdy je jejich mnozstvi vyrazné zvyseno po terapii jak konjugatem, tak i
volnym [éCivem. Zaroven také tento experiment potvrzuje vysledek téch predchozich. Vycerpanych
nebo aktivovanych T lymfocyti je v prostiedi nadoru nékolikanasobné vice nez ve slezinach.

Tyto vysledky velmi jasn€ podporuji nasi hypotézu, ze terapie nador polymernim konjugatem
na bazi HPMA s doxorubicinem podnécuje imunitni odpovéd’ proti nadoru ve vétsi mife nez terapie
volnym lé¢ivem. Proto jsme se rozhodli podpotit tyto zaveéry dal§im experimentem a stanovili jsme
koncentraci IFNy v plazmé experimentalnich mysi. Pro stanoveni jsme vyuzili mysi z piedchoziho
experimentu, stanoveni IFNy nasledovalo 6 dni po posledni ze tii davek 1éciva. IFNy byl poté stanoven
pomoci komeréniho ELISA kitu. Koncentrace IFNy, ktery sekretuji hlavné efektorové CD8" T buiky a
NK buiiky, byla oproti [é€bé volnym 1éCivem nebo nelécené kontrole vyssi u skupiny lé€ené polymernim
konjugatem. Vidéli jsme zde pouze urcity trend, nebyl vidét signifikantni rozdil. Podle oc¢ekavani byly
hladiny IFNy v plazmé& nizké, IFNy ptisobi spiSe jako parakrinni faktor a v cirkulaci se ve vyssi miie
nedetekuje. I tak tento vysledek podporuje zaveéry analyz populaci imunitnich bunék provedené
pratokovou cytometrii.

Vysledky experimentt s kmeny SJL i BALB/c naznacuji, Ze terapie polymernimi konjugaty na
bazi HPMA s doxorubicinem by mohla byt vhodnou soucasti kombinované terapie s checkpoint
inhibitory. Polymerni konjugat zvySuje zastoupeni CTLA-4 nebo PD-1 exprimujicich CD8" T
lymfocytl, proto by mohlo byt vyhodné tyto molekuly zablokovat jejich inhibitory, a tim prodlouzit
dobu funk¢ni aktivity T lymfocytd.

Do této doby jsme védéli, ze jsou polymerni konjugaty na bazi HPMA s doxorubicinem schopny
(oproti volnému doxorubicinu) Gpln¢ vylé¢it mysi nesouci nador. Navic se u ¢asti tuspes$né vylééenych
mysi vytvari dlouhodoba rezistence vici opakované letalni davce stejnych nadorovych bunék, za kterou
jsou zodpovédné CD8" T lymfocyty a dulezitou roli zde hraje také IFNy [122]-[124].

Terapie polymernimi konjugaty zvySuje zastoupeni aktivovanych, vycerpanych nebo CTLA-4"
cytotoxickych T lymfocyti oproti volnému doxorubicinu. Zaroven zvySuje koncentraci IFNy z plazmé.

Polymerni konjugat s doxorubicinem, ktery indukuje imunogenni bunécnou smrt [126],
v porovnani s volnym lé¢ivem pravdépodobné zvySuje miru uvoliiovani nadorovych antigent z bunck

a také mén¢ poskozuje aktivované imunitni buiiky. Vedle téchto mechanismt, nebo pravdépodobné
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jejich kombinaci, se mohou piidavat jesté dalsi zatim neznamé mechanismy, které napomahaji efektivni

aktivaci imunitniho systému proti nadoru.

7 ZAVER

Pomoci pratokové cytometrie jsme sledovali rozdily v imunitni odpovédi po terapii nadort
polymernimi konjugaty na bazi HPMA s doxorubicinem (miceldrni nebo dendrimerni konjugat),
volnym doxorubicinem a bez 1é¢by. Zaméfili jsme se na CD4" a CD8" populaci, populaci Treg
lymfocyta (CD4"FoxP3°'CD25") exprimujicich CTLA-4 a nékteré efektorové subpopulace CD8" T
lymfocytu, jako jsou aktivované CD25" lymfocyty, efektorové (CD44°CD62L") a centralni pamétové
(CD44°CD62L") CD8" T lymfocyty. Detekovali jsme také expresi molekul CTLA-4 a PD-1.

K hlavnim vysledktim této diplomové prace patii:

- Terapie mys$i SJL nesoucich EL4 lymfom polymernim konjugatem v jejich slezinach zvysuje
zastoupeni CTLA-4 nebo PD-1 exprimujicich CTL (v porovnani s nelécenou skupinou).

- Jedna davka lécby BALB/c mysi s CT26 nadory polymernim konjugatem zvySuje podil
vyCerpanych, PD1", a aktivovanych, CD25", CTL ve slezinach 11 dni po 1é¢beé.

-V prostfedi nadoru zvysuje zastoupeni CTLA-4 a CD25 exprimujicich TIL 11 dni po 1é¢bé. Oba
zavéry plati vzdy v porovnani s nelé¢enou skupinou mysi.

- Vynechani enzymu R ze smési enzymi komerc¢niho tumor disocia¢niho kitu umoziuje
dokonalou detekci molekuly CD44 priitokovou cytometrii na povrchu bunék.

- Lécba BALB/c mysi s CT26 nadory tfemi mens$imi davkami polymerniho konjugatu zvysuje
podil Treg lymfocytd ve slezinich. ZvySuje zde také zastoupeni efektorovych pamétovych
CTL, aktivovanych (CD25%), PD-1 a CTLA-4 exprimujicich cytotoxickych T lymfocytu (vse
v porovnani s lécbou DOX i nelécenou skupinou). V nadorech téchto mysi terapie polymernim
konjugatem i volnym 1é¢ivem snizuje podil CD4" T lymfocyti a CTLA-4" Treg lymfocytl
(oproti nelécené skupin€). Zarovei 1éCba konjugatem i volnym 1é¢ivem oproti nelécené skupiné
zvySuje u TIL zastoupeni aktivovanych, CD25", cytotoxickych T lymfocyti.

-V prostfedi nadoru lécenych i neléCenych SJL i BALB/c mysi je mnohonasobné vyssi podil
CTLA-4" a PD-1" cytotoxickych T lymfocytl nez v jejich slezinach.

- Tti davky polymerniho 1é¢iva u BALB/c mys$i s CT26 nadory také mirn€ zvysuji hladinu [FNy
v plazmé (oproti 1é¢bé DOX i nelécené kontrole).

- Terapie my$i polymernim konjugatem zvysuje zastoupeni CTLA-4 a PD-1 exprimujicich T
lymfocytl, proto mize byt vhodnéjsi pro kombinaéni terapii s checkpoint inhibitory. Vzhledem
k opakované prokdzané omezené systémové toxicité 1 vyS§i GCinnosti pii  1éCbé
experimentalnich nadora se tak polymerni konjugaty na bazi HPMA s cytostatikem ukazuji jako

potencialné perspektivni cesta chemoterapie nadorovych onemocnéni.
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O PRILOHY

9.1 Priloha 1: Reprezentativni dot-ploty ke grafiim na obrazku 9
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9.2 Priloha 2: Reprezentativni dot-ploty ke grafiim na obrazku 10 a 11
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9.3 Priloha 3: Reprezentativni dot-ploty ke grafiim na obrazku 12, 13
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9.4 Priloha 4: Reprezentativni dot-ploty ke grafiim na obrazku 15, 16
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