Univerzita Karlova

Prirodovédecka fakulta

Studijni program: Biologie

Studijni obor: Imunologie

Bc. Marie Ksandrova

Sledovani parametrii imunitni odpovédi u pacientek s karcinomem ovaria lé¢enych
experimentalni aktivni bunéénou imunoterapii DCVAC/OvCa ve fazi II klinického
hodnoceni
Immune response to experimental active immunotherapy DCVAC/OvCa in patients with

ovarian carcinoma in phase II clinical trial

Diplomova prace

Vedouci prace: RNDr. Lenka Sadilkova, Ph.D.

Praha, 2017



Prohlaseni

ProhlaSuji, ze jsem zavérecnou praci zpracovala samostatné a Ze jsem uvedla vSechny pouzité
informacni zdroje a literaturu. Tato prace ani jeji podstatna ¢ast nebyla pfedloZena k ziskani

jiného nebo stejného akademického titulu.

V Praze, 2. kvétna 2017

Bc. Marie Ksandrova



Podékovani

Na tomto misté¢ bych moc rada podckovala své skolitelce RNDr. Lence Sadilkové,
Ph.D. za odborné vedeni, vstficnost, rady a ¢as, ktery mi v pribehu vypracovani diplomové
prace vénovala. Velky dik patii také prof. MUDr. Radku Spiskovi, Ph.D., ktery mi umoznil
vypracovat diplomovou praci ve vyzkumném odd¢€leni spole¢nosti Sotio, a.s., ¢ehoz si velice
cenim. Dékuji také vSem kolegiim z vyzkumného oddéleni za pomoc a vytvoteni piijemného
pracovniho prostfedi. Pod€kovani patii také mé rodiné a vSem, ktefi m¢ v prib¢hu studia

podporovali.



ABSTRAKT

V ramci klinické studie SOV02 (Eudra CT number: 2013-001323-38) je testovan
imunoterapeuticky piipravek DCVAC/OvCa v 1écbé pacientek s karcinomem ovaria. Toto
onemocnéni se fadi mezi gynekologické malignity s nejvétsi mortalitou. Kolem 60%
pacientek je diagnostikovano v pokro€ilych stadiich. Navzdory pocatecni uspésné 1€cbé,
dochazi u vétSiny piipadl krelapsu a onemocnéni se navic stdva casto rezistentni
k chemoterapii. U¢inna 1é¢ba pro pacientky s relapsem &i metastazami stale chybi. Resenim
by mohla byt imunoterapeutickd Iécba. DCVAC je aktivni buné¢na imunoterapie zalozena na
autolognich dendritickych bunkach. Pfedmétem této diplomové prace bylo sledovani
imunitnich parametrt u vzorkd pacientek z klinické studie SOVO02 v pribéhu casového
obdobi definovaného v protokolu studie. Sledovali jsme pfitomnost antigenné specifickych T
lymfocytli, néadorové-specifickych protilatek, imunosupresivni populace T regulac¢nich
lymfocyti a MDSC bunék a také expresi inhibi¢nich molekul na povrchu T lymfocytu.
Zaznamenali jsme vyS$$i hladiny Her-2, Muc-1 a MAGE-AT1 protilatek u skupiny pacientek
lécenych ptipravkem DCVAC/OvCa oproti skupiné kontrolni. Vyznamné rozdily v dalSich
sledovanych parametrech nebyly oproti o¢ekavanim zaznamendny. Bylo vSak ziskano velké
mnozstvi dat, kterd budou déle statisticky analyzovédna a korelovana s daty klinickymi, coz
ptispéje k objasnéni ucinku ptipravku DCVAC/OvCa ¢i k nalezeni prognostickych markert,
které¢ by bylo mozno vyuZzit napt. k identifikaci takovych pacientek, pro které bude lécba

pfinosna.

Kli¢ova slova: imunitni odpovéd’, imunoterapie, karcinom, klinické hodnoceni, ovaria



ABSTRACT

The immunotherapeutic drug DCVAC/OvCa is being tested in the treatment of
ovarian cancer patients within the SOV02 clinical trial (Eudra CT number: 2013-001323-38).
Ovarian cancer belongs to gynaecological malignancies with the highest mortality rate.
Around 60% of patients are diagnosed at advanced stages. Despite the initial successful
treatment, relapses occur in most cases, and the disease often becomes resistant to
chemotherapy. Effective therapy for relapsed or metastatic patients is still missing. The
solution could be immunotherapeutic treatment. DCVAC is an active cellular immunotherapy
based on autologous dendritic cells. The aim of this diploma thesis was monitoring of
immune parameters in samples from clinical trial SOV02 patients during the time period
defined in the study protocol. We have monitored the presence of antigen specific T
lymphocytes, tumor specific antibodies, immunosuppressive populations of regulatory T cells
and MDSC cells, and also the expression of inhibitory molecules on the surface of T
lymphocytes. We observed higher levels of Her-2, Muc-1 and MAGE-A1 antibodies in the
DCVAC/OvCa treated group of patients versus the control group. Significant differences in
the other monitored parameters were not observed. However, a large amount of data have
been obtained that will be further statistically analysed and correlated with clinical data to
help to clarify the effect of DCVAC/OvCa, or to find prognostic markers that could be used,

for example, to identify such patients for those the treatment would be beneficial.

Keywords: immune response, immunotherapy, carcinoma, clinical trial, ovary
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1. SEZNAM ZKRATEK

ADCC

APC
bFGF
BRAF
Bv8
CA 125

CDC

CEA
CT
CTLA-4

CTNNB1
DAMPs

DC
DCVAC
DFI
DNA
ELISA

ELISPOT

EpCAM

FDA

FIGO

FMO

FOLRI1

FoxP3
GM-CSF

bunéénd cytotoxicita zéavisld na protilatkdch (antibody-dependent cell
cytotoxicity)

antigen-prezentujici butika (antigen presenting cell)

zakladni rastovy faktor fibroblastii (basic fibroblast growth factor)

B-Raf proto-onkogen, serin/threonin kindza

prokineticin 2

antigen asociovany s karcinomem ovarii (cancer antigen 125), jiny ndzev pro
Muc-16

bunéénd cytotoxicita zdvisldA na komplementu (complement-dependent
cytotoxicity)

karcinoembryonalni antigen (carcinoembryonic antigen)

vypocetni tomografie (computed tomography)

protein 4 asociovany s cytotoxickymi T lymfocyty (cytotoxic T-lymphocyte
associated protein 4)

beta-katenin 1 (catenin beta 1)

molekularni struktury asociované s nebezpecim/poskozenim (danger/damage-
associated molecular patterns)

dendritické bunky (dendritic cells)

imunoterapie na bazi dendritickych bunék

interval bez ptiznaki recidivy onemocnéni (disease-free interval)
deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucleic acid)

imunologickd metoda slouzici k detekci protilatek (enzyme-linked immuno-
sorbent assay)

imunologickd metoda slouzici kdetekci bun€k produkujicich vybrané
cytokiny (Enzyme-linked immunospot)

epitelialni bunécna adhezivni molekula (epithelial cell adhesion molecule)
Utad pro kontrolu potravin a 1é¢iv (U.S. Food and Drug Administration)
mezinarodni gynekologicka a porodnicka federace (Féderation Internationale
de Gynécologie et d’Obstétrique)

kontrola pro spravnou analyzu dat z pritokového cytometru (fluorescence
minus one)

folatovy receptor 1 (folate receptor 1)

transkripéni faktor FoxP3 (forkhead box P3)

faktor stimulujici kolonie granulocytd a monocytu (granulocyte-macrophage

colony-stimulating factor)



GPI
H,0,
HAVCR2

HE4
Her-2

HGSC
HMGBI1
iDC
IDO
IFNy
IL4-Ra
kDa
KRAS
LAG-3
LGSC
Lin

MAGE-AL1
MAGE-A3
MAGE-A4
MDSC

MHC
MICA/B

MLH
M-MDSC
MMP9
MRI
mRNA
Muc-1
Muc-16
NADPH

NK

glykosylfosfatidylinositol (gylcosylphosphatidylinositol)

peroxid vodiku

bunécny receptor pro virus hepatitidy A 2 (hepatitis A virus cellular receptor
2)

lidsky nadvarlatovy protein 4 (human epididymis protein 4)

receptor lidského epidermalniho rlstového faktoru 2 (human epidermal
growth factor receptor 2)

high-grade serdzni karcinom (high-grade serous carcinoma)

protein HMGB1 (high mobility group box 1)

nezralé dendritické bunky (immature dendritic cells)

indolamin -2,3- dioxygendza (indoleamine -2,3- ioxygenase)

interferon y

o podjednotka receptoru pro interleukin 4

kilodalton

KRAS proto-onkogen, GTPaza

protein 3 aktivujici lymfocyty (lymphocyte activating protein 3)

low-grade ser6zni karcinom (low-grade serous carcinoma)

smés protilatek pro znaceni linii imunitnich bunék zahrnujici CD3, CD14,
CD19, CD56, piipadné dalsich (lineage)

antigen 1 asociovany s melanomem (melanoma associated antigen 1)

antigen 3 asociovany s melanomem (melanoma associated antigen 3)

antigen 4 asociovany s melanomem (melanoma associated antigen 4)
imunosupresivni populace bunék odvozena od myeloidni linie (myeloid
derived suppressor cells)

hlavni histikompatibilni komplex (major histocompatibility complex)

protein piibuzny MHC I A nebo B (MHC class I polypeptide-related sequence
A/B)

homolog proteinu MutL. (MutL homolog)

monocytarni MDSC

matrix metaloproteinaza 9 (matrix metalloproteinase 9)

magneticka rezonance (magnetic resonance imaging)

messenger ribonukleova kyselina (messenger ribonucleic acid)

mucin 1

mucin 16

nikotinamidadenindinukleotidfosfat (nicotinamide adenine dinucleotide
phosphate)

NK bunky (natural killer cells)
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NKT
NO
NY-ESO-1

ORR
oS
OV-90
PAP
PARP
PBMC
PD-1
PD-L1/2

PFS
PMA
PMN-MDSC
polyl:C
PSA
PTEN
ROS
SK-OV-3
TAA
TAL
TAM
TCR
TGF-p
Thi

Th2

TIL
TIL-Treg
TIM-3

TLR-3
TRAIL

VEGF

NK T lymfocyty (natural killer T cell)

oxid dusnaty

nadorovy testikularni antigen, nazyvany také CTAGIB (New York
esophageal squamous cell carcinoma 1, cancer testis antigen 1B)

mira objektivni odpovéedi (objective response rate)

celkové preziti (overal survival)

bunécna linie karcinomu ovarii

kysela prostatické fosfatdza (prostatic acid phosphatase)

polymeraza polyADP-ribozy (poly (ADP-ribose) polymerase)

mononuklearni buiiky periferni krve (peripheral blood mononuclear cells)
protein 1 programované bunécné smrti (programmed cell death protein 1)
ligand '2 proteinu 1 programované bunécné smrti (programmed death-ligand
1/2)

doba pfeziti bez progrese onemocnéni (progression free survival)
forbol-myristat-acetat (phorbol-12-myristate-13-acetate)

polymorfonuklearni MDSC

polyinosinova-polycytidylova kyselina (polyinosinic:polycytidylic acid)
prostaticky specificky antigen (prostate-specific antigen)

homolog fosfatazy a tensinu (phosphatase and tensin homolog)

reaktivni kyslikové radikaly (reactive oxygen species)

buné¢na linie karcinomu ovarii

antigeny asociované s nadory (tumor-associated antigens)

lymfocyty asociované s nadory (tumor-associated lymphocytes)

makrofagy asociované s nadory (tumor-associated macrophages)

T bunéény receptor (T cell receptor)

transformujici rastovy faktor B (transforming growth factor )

pomocné T lymfocyty typu 1 (helper T cells type 1)

pomocné T lymfocyty typu 2 (helper T cells type 2)

tumor-infiltrujici lymfocyty (tumor-infiltrating lymphocytes)

tumor infiltrujici T regulacni lymfocyty

T bunéény imunoglobulin obsahujici mucinovou doménu 3 (T-cell
immunoglobulin and mucin-domain containing 3)

Toll-like receptor 3

ligand indukujici apoptézu ptibuzny TNF (TNF-related apoptosis inducing
ligand)

vaskularni endotelialni ristovy faktor (vascular endothelial growth factor)
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2. UVOD A CILE PRACE

Karcinom ovarii patii mezi gynekologické malignity s nejvyssi mortalitou. Zaroven se
fadi na paté misto mezi naddorovymi onemocnénimi zpiisobujicimi nejvice umrti u zen.
Mnozstvi pacientek, které pteziji déle nez 5 let, je v porovnani s dal§imi nddorovymi
onemocnénimi relativné nizké - pouze 46% (u karcinomu prsu piezije dobu 5 let az 90%
pacientek). Vzhledem k tomu, Zze se karcinom ovarii projevuje znacné nespecifickymi
symptomy a neexistuje zatim Zadnd spolehliva screeningovd metoda, je karcinom ovarii
diagnostikovan v pokroc€ilych stadiich az u 60% pacientek. I kdyz zpoc€atku u téchto
pokrocilych stadii zabird chemoterapeutickd 1éc¢ba, u vétSiny pacientek bohuzel dochézi
k relapsu onemocnéni, pro které zatim zddna vhodnd a efektivni terapie nebyla nalezena, a
proto dobu 5 let pfezije pouze 29% pacientek s pokrocilymi stadii karcinomu ovarii
(American Cancer Society, 2017).

Vhodnou terapii by pro pacientky s karcinomem ovarii mohla pfedstavovat
imunoterapeuticka 1é¢ba. V soucCasnosti probihd mnoho klinickych studii zaméfenych na
rizné imunoterapeutické piistupy v 1écb€ karcinomu ovarii. Firma Sotio, a.s. vyviji
experimentalni aktivni bunéénou imunoterapii pod ndzvem DCVAC. Tento 1éCivy piipravek
je zalozen na autolognich dendritickych bunkéch pacienta, které jsou in vitro kultivovany
s bunkami nadorovych linii oSetfenych vysokym hydrostatickym tlakem. Aktivované
dendritické buniky rozpozndvajici nddorové-specifické antigeny jsou pak v nékolika davkach
podavany pacientovi a predpoklada se, Ze jsou schopné u pacienta aktivovat bunky adaptivni
imunitni odpovédi. Firma Sotio, a.s. zacala ptipravek DCVAC testovat u pacient
s karcinomem prostaty. V soucasné¢ dob¢ probiha rozsdhld multicentricka klinicka studie faze
111, jejimz cilem je zhodnotit u€inek pifipravku DCVAC u pacientl s karcinomem prostaty.
DCVAC je vSak vyrabén také pro pacienty s karcinomem ovaria a plic.

SOV02 je klinicka studie faze I1, hodnotici podéani ptipravku DCVAC v kombinaci se
standardni chemoterapii u pacientek s platina-senzitivnim epitelidlnim karcinomem ovarii,
s primarnim peritonedlnim karcinomem nebo s karcinomem vejcovodi. Jedna se o studii
nezaslepenou, s paralelnimi skupinami. Rozdéleni do skupin umozZiuje sledovani uGcinku
DCVAC na zaklad€ porovnani pacientek 1écenych kombinaci DCVAC a chemoterapie oproti
pacientkam 1éCenych pouze chemoterapii. Néaplni této diplomové je sledovani vybranych

imunitnich parametra u pacientek z klinické studie SOV02.
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Mezi cile této diplomové prace patii:

e Sledovani nasledujicich imunitnich parametri u pacientek v klinické studii

SOVO02 v priibéhu terapie a hodnoceni rozdilti mezi 1é¢enymi skupinami:

o

©)

detekce antigenné specifickych T lymfocytl

sledovani  pfitomnosti protilatek specifickych  vici  vybranym
nadorovym antigeniim

zastoupeni imunosupresivnich populaci bunék MDSC a Treg

sledovani exprese inhibi¢nich “immune checkpoint™ proteinii na

povrchu T lymfocyta
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3. LITERARNI PREHLED

3.1. KARCINOM OVARIQ

Karcinom ovarii je druhé nejcastéjsi gynekologické nadorové onemocnéni. Americka
spolecnost pro boj s rakovinou (American Cancer Society) oCekava, ze v roce 2017 bude
v USA diagnostikovano 22 440 novych piipadl a ze karcinom ovarii zptsobi 14 080 umrti,
coz je nejvice v ramci gynekologickych nddorovych onemocnéni. Celkové je karcinom ovarii
pfi¢inou 5% umrti spojenych s rakovinou u Zzen. Statistické udaje ukazuji, ze az 46%
pacientek diagnostikovanych s karcinomem ovarii piezije dobu 5 let. Pokud se karcinom
ovarii diagnostikuje v ¢asném stadiu, az 92% pacientek miiZze byt vyléceno. Problémem vSak
je, ze u vétSiny pacientek (az 60%) se onemocnéni podafi identifikovat az v pokrocilém

stadiu, kdy pouze 29% pacientek piezije dobu 5 let (American Cancer Society, 2017).

3.1.1. RIZIKOVE FAKTORY A GENETICKE PREDISPOZICE

Mezi rizikové faktory se fadi vyssi vek, obesita a vyskyt karcinomu ovarii, prsu, ¢i
napt. d€lohy nebo tlustého stieva vroding. Faktory, které souviseji s vyS$Sim poctem
ovulacnich cykli (napf. casny pocatek menstruace, pozdni menopauza ¢i neplodnost), jsou
spojené rovnéz s vyS$im rizikem vzniku karcinomu ovarii. Naopak faktory snizujici pocet
ovulacnim cykli jako napf. mnohonédsobnd téhotenstvi, prodlouzena laktace, ¢i uzivéani
hormonalni antikoncepce, maji souvislost s nizZ§im rizikem rozvoje karcinomu ovarii béhem
zivota (Bast Jr., Hennessy and Mills, 2009).

Vyssi riziko vzniku karcinomu ovarii je spojeno také s mutacemi v genech jako je
napt. BRCAI, BRCA2, MLHI, MLH?2 nebo TP53. BRCA1 a BRCA2 maji diileZitou ulohu pfi
homolognich opravach dvoufetézcovych zlomi DNA. Zarodecné mutace v téchto genech
vyrazné zvysSuji riziko vzniku karcinomu prsu i karcinomu ovarii. V priméru u 40 % Zen
s mutaci v genu BRCA2 dojde k rozvoji karcinomu ovarii. V pfipadé Zen nesoucich mutaci
BRCAI se toto riziko pohybuje mezi 11 a 18 %. Riziko vzniku onemocnéni se u drZitelek
téchto mutaci navic zvySuje s vékem. Karcinom ovarii byvad u téchto pacientek casto
doba pteziti (OS) delsi (Andrews, Med and Mutch, 2017). Mezi nej€astéji mutované geny
v ramci nadorovych onemocnéni viibec patii tumorovy supresor 7P53. U karcinomu ovarii se
mutace genu 7P53 objevuje v 60-80% piipadii. Tato mutace je navic asociovana s rezistenci

k chemoterapeutické 1éc¢bé na bazi platiny (Bast Jr., Hennessy and Mills, 2009). Mutace
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v genech MLHI a MLH2 jsou nejCastéji spojovany s Lynchovym syndromem (dédi¢né
nadorové onemocnéni tlustého stieva). Tyto geny se fadi mezi tzv. mismatch repair geny, tedy
geny opravujici chybné zatfazeni bazi v DNA. Riziko vzniku karcinomu ovarii u mutaci téchto
genl se pohybuje mezi 8 az 15% (Bonadona ef al., 2013). DalSim piikladem genetickych
abnormalit vyskytujicich se u karcinomu ovérii je zvySend exprese malého G proteinu
RAB25. Ten ma vyznamnou roli v regulaci intracelularniho transportu a jeho amplifikace

souvisi jak s karcinomem ovarii, tak s karcinomem prsu (Cheng et al., 2005).

3.1.2. SYMPTOMY A DIAGNOSTIK A

Efektivni screening, ktery by vcas dokézal odhalit karcinom ovarii, stale chybi. Velké
mnozstvi pacientek je diagnostikovano az v pokrocilych stadiich, kdy je 1écba
komplikovanéjsi a prognéza horsi. Umrtnost spojena s karcinomem ovarii tak ziistava stale
vysoka (69%), v porovnani s karcinomem prsu, kdy onemocnéni podlehne pouze 19%
pacientek (Das and Bast Jr, 2007). Pozdni diagnéza karcinomu ovarii iizce souvisi s relativné
nespecifickymi symptomy, které casto napodobuji jind gastrointestinalni, genitourinarni ¢i
gynekologickd onemocnéni. Mezi symptomy popsané u karcinomu ovarii se fadi bolesti
bticha, krvaceni, ndhla snizeni vahy, ztrata chuti k jidlu, zmény v zazivani a dalsi (Ebell, Culp
and Radke, 2016).

Metody vyuzivajici se k diagnostice karcinomu ovarii zahrnuji pohmatovou zkousku,
ultrazvuk, magnetickou rezonanci (MRI), pocitatovou tomografii (CT), pozitronovou emisni
tomografii (PET), ¢i histologickou zkousku, nebo laboratorni testy nddorovych markera. Tyto
metody maji riznou senzitivitu a specificitu (Su, Graybill and Zhu, 2013). Pro pocate¢ni
vySetieni je asi nejvhodnéjsi zobrazovaci metodou ultrazvuk. Na zaklad€ tohoto vySetfeni se
da vyloucit onemocnéni karcinomem ovarii, ¢i charakterizovat jeho benigni nebo maligni
charakter. Piipadné se da vyuZit jesté vice specifického intravaginalniho ultrazvuku. Cast
pacientdl (20%) ma vSak na zaklad¢ vysetieni ultrazvukem hrani¢ni nalez a jsou tedy nutna
dalsi vySetieni. Pfesnéjsi v rozliSovani benignich a malignich nadort je MRI a CT. CT je vSak
mén¢ vyuzivanou zobrazovaci metodou. V porovnani s MRI méa CT vySetteni niZ8i schopnost
v rozliSovani mékkych tkani, je draz§i a méné dostupné. Pii pocatecnim hodnoceni se tedy CT
prili§ Casto nevyuzivd, toto vySetieni md& vSak vyznam pii hodnoceni pokrocilych
metastatickych f4zi nemoci. Zde nachazi vyuziti také pozitronova emisni tomografie (PET),
kterd podava dostatecné informace o rozsahu onemocnéni, a to 1 z hlite dostupnych mist, kde

by zobrazovani pomoci CT nebo MRI bylo obtizné. Na druhou stranu ma PET Spatné

14



prostorové rozliSeni a limitovanou senzitivitu. Témto problémim se vSak da do jisté miry
vyhnout, pokud se vySetieni PET kombinuje s CT (Bharwani, Reznek and Rockall, 2011).

Zatim neni schvaleny zadny jednoduchy laboratorni test pro ¢asnou diagnostiku ¢i
screening karcinomu ovarii. Hledani specifickych nadorovych markert, které by dokazaly
onemocnéni v€as zachytit, je vSak vénovéana velka pozornost. Nejslibngj$Sim markerem pro
diagnostiku karcinomu ovarii je stale CA 125 (Muc-16). Tento glykoprotein, o vysoké
molekuldrni hmotnosti (>200 kDa), byl objeven vroce 1981 a dosud byly jeho zvySené
hodnoty zaznamenany napt. u karcinomu plic, prsu, tlustého stfeva a slinivky. CA 125 je
zvySeny u 83% pacientek s karcinomem ovarii (Nossov ef al., 2008). V pocatecnim stadiu I
byva CA 125 zvySeny v 50% pftipadl, v dalsim stadiu II jsou zvySené hodnoty naméieny u
90% pacientek a v dalSich stadiich (III a IV) se zvySené hodnoty CA 125 vyskytuji jesté
Castéji. Vzhledem k omezené specificité neni CA 125 vhodnym markerem k diagnostickému
screeningu. Je vSak relativné senzitivni, a diky tomu je vyuzivan pfi sledovani uspésnosti
lécby a detekci recidivy onemocnéni. Hladina CA 125 po primdrni terapii muze byt u
pacientek s karcinomem ovarii brdna také jako prognosticky marker (¢im niz8i koncentrace
CA 125, tim lepsi progndza) (Su, Graybill and Zhu, 2013).

Dal$im studovanym nadorovym markerem je v poslednich letech HE4. Tento
nizkomolekuldrni glykoprotein je ve zvySené mife exprimovan karcinomem ovarii ser6zniho,
endometrioidniho a svétlobunécného (clear cell) typu. Podobné jako CA 125 se HE4 da
vyuzit ke sledovani odpovédi na primarni 1écbu. Ukazuje se dokonce, Ze by HE4 mohl byt
vhodné;jsi pii sledovani relapsu karcinomu ovarii nez CA 125, protoZze ke zvySeni hladiny
tohoto markeru dochazi asi o 5 az 8 mésici diive nez v ptipadé¢ CA 125 (Su, Graybill and

Zhu, 2013).

3.1.3.574DIA

Nejrozsifenéj§im a nejvice akceptovanym systémem pro klasifikaci riznych stadii
malignich nddorti obecné je bezpochyby TNM systém. Nazev je odvozeny od tfech Grovni, na
zakladé kterych se stadium nadoru klasifikuje: rozsah nddoru (T = tumor), regiondlni
lymfatické uzliny (N = nodes) a vzdalené metastazy (M = metastases). RozliSeni jednotlivych
stadii a substadii karcinomu ovarii vede k piesné diagndéze a zvoleni vhodné 1€¢by. Pro
klasifikaci karcinomu ovarii se vSak nejCastéji pouziva systém Mezindrodni federace
gynekologie a porodnictvi (FIGO - Féderation Internationale de Gynécologie et

d’Obstétrique). Oba systémy jsou shrnuty v nasledujici tabulce (Tabulka 1).
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Tabulka 1: Stadia karcinomu ovarii podle systému TNM a FIGO (pfevzato a upraveno podle Greene
et al., 2002).

TNM FIGO |definice

X primarni nador nelze hodnotit

TO bez znamek primarniho nadoru

Tl I nador ohranicen na ovaria

Tla 1A nador ohranicen na jedno ovarium, pouzdro intaktni, zadny nador na povrchu
ovaria, v ascites nebo peritonealnim vyplachu nejsou maligni buiiky

T1b IB nador ohrani¢en na ob¢ ovaria, pouzdro intaktni, zddné znamky nadoru na
povrchu ovaria, v ascites nebo peritonealnim vyplachu nejsou maligni buiiky

Tlc 1C nador ohrani¢en na jedno nebo ob¢ ovaria, bud’ s rupturou pouzdra nebo nadorem
na povrchu ovaria nebo maligni bunky v ascites ¢i peritonealnim vyplachu

T2 II nador postihuje jedno ¢i obé ovaria, Siii se v panvi

T2a oA nador se $ifi na délohu nebo vejcovody nebo implantaty na déloze nebo
vejcovodu, v ascites nebo peritonealnim vyplachu nejsou maligni bunky

Tob B nador se $ifi na jiné panevni tkang, v ascites nebo peritonealnim vyplachu nejsou
maligni bunky

T2¢ IIC |nador se §ifi v panvi, s malignimi buiikami v ascites nebo peritonealnim vyplachu
nador postihuje jedno nebo ob¢€ ovaria, s mikroskopicky prokazanymi

T3 I peritonealnimi metastdzami mimo panev a/nebo metastizy v regionalnich miznich
uzlinach

T3a IIT A |mikroskopické peritonedlni metastdzy mimo panev

T3b B makroskopické peritonealni metastazy mimo panev 2 cm nebo méné v nejvétsim
rozméru

T3c I C peritonealni metastazy mimo panev vétsi nez 2 cm v nejveétsim rozméru a/nebo

nebo N1 metastdzy v regionalnich miznich uzlinach

Ml v vzdalené metastazy (mimo peritonealni metastazy)

3.1.4. HISTOLOGIE

Nadorova onemocnéni ovarii zahrnuji naddory epitelialni, germinalni a mesenchymalni.
Epitelidlni karcinom ovarii je nejcastéjSim typem, tvoii asi 80% vSech ovarialnich karcinomt
(Lengyel, 2010). Epitelidlni karcinom ovarii se na zakladé histologie déli na pét typi
(Obrazek 1). Toto déleni ma velky vyznam pii volbé vhodné 1é¢by. Karcinomy mucindzniho
a svétlobunééného typu maji horsi prognézu a hiife odpovidaji na chemoterapeutickou 1é€bu

zalozenou na platiné (Gilks and Prat, 2009).
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Obrazek 1: Pét hlavnich histologickych subtypii ovaridlniho karcinomu: A) high-grade serdzni
karcinom, B) svétlobunéény karcinom, C) endometrioidni karcinom, D) mucinézni karcinom, E) low-
grade serozni karcinom (pfevzato z Gilks & Prat, 2009).

Vv

High-grade ser6zni karcinom (HGSC) je nejcastéjsim typem epitelidlniho karcinomu
ovarii. Vé&tsina pacientii je diagnostikovana v pokro¢ilém stadiu. Casté jsou abnormality
v BRCAI, BRCA2 a TP53 genech. V disledku mutaci v téchto a dalSich genech dochazi ke
ztraté schopnosti opravovat dvouvldknové zlomy DNA, coz vede k chromozomalni
nestabilité. Jedna se o vysoce proliferativni karcinom. Low-grade serdzni karcinom (LGSC)
predstavuje pouze asi 5% vSech ptipadl ovaridlnich karcinomi. Prognéza byva lepsi nez u
HGSC. Po pocatecni uspesné 1écbé sice také ¢asto dochazi k relapsu, avSak po delsi dobé nez
u HGSC. LGSC je ¢asto spojen s mutacemi v genech BRAF a KRAS, ale na rozdil od HGSC
nebyva asociovan s mutacemi BRCAI a BRCA2 a chromozomalni nestabilitou. Mucin6zni typ
tvoii sice jen 10-15% vSech primarnich ovaridlnich tumorli, nicméné ve vétSiné piipada

(80%) se jedna o benigni naddory. Pouze 3-4% ovaridlnich karcinomt byvé mucin6zniho typu.
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Co se tyce molekularni patologie, Casta je mutace v genu KRAS a také amplifikace HER-2.
Castéji byva zastoupen karcinom endometroidniho typu, a to piiblizné v 10%. Tento ovarialni
karcinom je ¢asto asociovan s endometridozou (ve 42%), ¢i s karcinomem endometria (ve 20%
piipadi), avsak s tim byva nékdy chybné zaménovan. Endometroidni karcinom ovarii se Casto
podafi diagnostikovat jiz v pocateCnich stadiich. Nejcastéj$i genetickou abnormalitou je
mutace geni PTEN a CTNNBI (gen pro beta-katenin). Diky vcasné diagnostice a dobré
odpovédi na chemoterapeutickou 1écbu se jedna o karcinom ovarii s nejptiznivéjsi prognozou.
V Casném stadiu byva typicky diagnostikovan také karcinom svétlobunééného typu, tvortici
také priblizné 10% ovaridlnich karcinomu. Prognéza bohuzel nebyvd moc pfizniva, avsSak
pokud je tento karcinom asociovan s endometridézou, je ptiznivejsi. Oproti HGSC je tento typ
karcinomu mén¢ proliferativni, geneticky stabilngj$i a méné senzitivni k chemoterapii na bézi
platiny (Gilks and Prat, 2009).

S vyse popsanym histologickym délenim souvisi jest¢ dalsi déleni karcinomi ovarii, a
to déleni na dva zakladni typy podle vyvoje nadoru a jeho progrese. Mezi epitelialni
karcinomy ovarii typu I se fadi low-grade ser6zni, mucin6zni, endometriodni a svétlobunécny
karcinom. Vyvoj a progrese karcinomil tohoto typu probiha postupné, v nékolika krocich,
ptes benigni a ohranicené 1éze az po vznik malignich tumoriti. Na molekularni tirovni je pro
karcinomy typu I charakteristickd mikrosatelitovd nestabilita a mutace v genech KRAS,
BRAF, CTNNBI a PTEN. Pocetngj$i jsou ovarialni karcinomy typu II, zahrnujici nejcastéji
high-grade ser6zni karcinomy. Na rozdil od prvniho typu se tyto karcinomy vyvijeji velmi

rychle a agresivné. Casto u nich dochazi k vysokému stupni chromozomové nestability a

mutacim p53 a BRCA1/2 (Ricciardelli and Oehler, 2009).

3.1.5. LECBA4

Volba vhodné terapie se odviji od stadia, stupn€ a histologického typu ovarialniho
karcinomu. Standardem u vétSiny pacientek s potvrzenou diagnézou ¢i s podezienim na
epitelidlni karcinom ovarii je chirurgickd 1écba. Smyslem tohoto zékroku je kromé zjisténi
rozsahu a cytoreduktivniho odstranéni nadoru, také pfesné urceni patologické diagndzy.
Urceni ptesného stadia podle FIGO kritérii je nezbytné pro vybér spravné terapie a stejné tak
je kritickym faktorem pro urceni dal$i progndzy. V ramci chirurgického zakroku je pomérné
Casto volen radikalni postup, ktery mize kromé odstranéni vajecnikii a vejcovodl zahrnovat i
¢aste¢né odstranéni jater, mocového méchyie, délohy ¢i stfeva, aby bylo dosazeno optimalni
cytoredukce. Mnozstvi rezidualni nemoci po primdrnim chirurgickém zakroku nepiimo

koreluje s dobou preziti a je tak dal§im vyznamnym prognostickym faktorem. Kromé¢ toho, Ze
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maximalni ¢i optimalni cytoreduktivni zakrok pfed nasazenim chemoterapeutické lécby
zvySuje preziti u pacientek s pokroc¢ilymi stadii (III-IV dle FIGO) karcinomu ovarii, zaroven
také pfindsi zlepSeni nckterych symptomi (zvraceni, abdominalni distenze nebo bolest
bficha). U nekterych pacientek se zvySenym rizikem perioperativnich komplikaci, Spatnym
zdravotnim stavem nebo pokrocilym stavem onemocnéni neni mozné provést primarni
chirurgicky zékrok a odstranit nador. V takovych piipadech je ptednostné nasazena
chemoterapeutickd 1écba. Po zmenseni nddorové masy je nasledn¢ proveden chirurgicky
zékrok. Chirurgické odstranéni nadorové masy se muze provést i opakovane. Sekundarni
cytoredukce mé vyznam u pacientek s dobou bez progrese onemocnéni od ukonceni
chemoterapeutick¢ 1é€by mezi 12 a 18 mésici, a potencidln¢ chemosenzitivnim
a lokalizovanym rekurentnim nadorem (u né&jz je mozné kompletni odstranéni) (Ramirez,
Chon and Apte, 2011).

Po primarnim chirurgickém zakroku je ve vétSiné piipadii nasazena chemoterapeuticka
1é¢ba. Ta miize byt aplikovana intravendzn¢ nebo intraperitonealné, pricemz druhy zpisob
podani ukazuje zvySené celkové preziti 1 delsi dobu pfeziti bez progrese onemocnéni. Na
druhou stranu je intraperitonedlni podani spojeno s vice nezéddoucimi vedlejSimi efekty a
1écba musi byt Castéji prerusena (Ramirez, Chon and Apte, 2011). Ve vétSin¢ zemi se tak stale
nejcastéji vyuziva intravendzni podani. Volba chemoterapeutické 1éCby zavisi predevsim na
pfesném ur€eni stddia nddoru po primarnim chirurgickém zakroku, jehoz soucésti jsou také
histologické zkousky odebranych tkani ¢i peritonealni vyplach.

V Casnych stadiich (I- IIa dle FIGO) je karcinom ovarii diagnostikovan pouze asi ve
20% ptipadi. Diky tomu, ze v téchto stadiich je nador lokalizovany a dobte ohraniceny, lze
dosdhnout kompletni resekce a vétSinou dalsi 1écba jiz neni nutni. To se tyka piedevSim
dobie diferencovanych tumorli stddia IA nebo IB s histologickym nalezem jinym nez
svétlobunécného typu. V ostatnich ptipadech je indikovdna chemoterapeutickd 1é€bé zalozena
na karboplating, ¢i kombinaci karboplatiny a paclitaxelu. K relapsu dochazi asi u 25 %
pacientek. U ostatnich pokrocilych stadii nasleduje po chirurgickém odstranéni nadoru vzdy
chemoterapeutickd 1écba. V 1é€bé epitelidlniho karcinomu ovarii se standardné vyuZivaji
derivaty platiny (karboplatina, cisplatina) a taxany (napf. paclitaxel). Nejcastéji je vyuzivana
kombinace karboplatina-paclitaxel vzhledem k dobrym Iécebnych vysledkim a zéaroven
pomérné niz$i toxicit€é v porovnani s jinymi chemoterapeutiky ¢i jejich kombinacemi. Na
1é¢bu odpovida zhruba 65% pacientek, doba bez progrese onemocnéni se pohybuje mezi 16 a
21 mésici a celkova doba preziti je 32-57 mésict (na zdkladé vysledki nedavnych klinickych

studii) (Pignata ef al., 2011).
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Od objevu cisplatiny ub¢hlo jiz vice nez padesat let. Carboplatina a oxaliplatina byly
objeveny jako mén¢ toxické analogy cisplatiny. O mechanismu protinddorového ucinku
téchto platinovych derivati toho nebylo dlouho pfili§ mnoho znamo (Muggia et al., 2015).
Dnes se ma za to, ze mechanismy pusobeni derivati platiny zahrnuji nekovalentni DNA
interkalace, tvorbu kovalentnich aduktli na DNA, tvorbu vazeb mezi fetézci DNA, vytvaieni
zlom na DNA v disledku inhibice topoisomerdzy II, ¢i G€inek volnych radikala (Fong,
2016).

Mezi nejcastéji pouzivané taxany v protinadorové terapii se fadi docetaxel a paclitaxel.
Tato chemoterapeutika byla izolovana ze stromt Tisu (Taxus brevifolia a Taxus baccata)
v 70. a 80. letech minulého stoleti. Mechanismus jejich protinadorového tcinku je zalozen na
interakci s tubulinem. Docetaxel ma velmi vysokou afinitu k B-tubulinu, postihuje ptedev§im
organizaci centrozomu a jeho efekt se projevuje vS, G, a M fazi bunééného cyklu.
Protinddorovy efekt paclitaxelu je trochu odliSny — zplsobuje predevsim poskozeni
mitotického vieténka v G, a M fazi bunééného cyklu (Gligorov and Lotz, 2004).

Mira odpovédi na prvni linii chemoterapeutické 1écby dosahuje 1 vice nez 80%, je tedy
pomérné vysokd. Bohuzel u vétSiny pacientek dochézi k relapsu onemocnéni. V zéavislosti na
tom, po jak dlouhé dob¢ se onemocnéni opakuje, délime pacientky na platina-refrakterni (k
progresi dojde jiz béhem prvni linie 1€¢by), platina-rezistentni (k progresi dojde béhem 6
mesicl po ukonceni prvni linie 1é¢by) a platina-senzitivni (k progresi dojde po vice jak 6
mésicich od ukon&eni primarni 1é¢by). Cim je doba bez progrese onemocnéni delsi, tim vétsi
je Sance, ze bude mit 1écba druhé linie zalozena na platiné klinicky ptinos. U pacientl
s platina-senzitivnim relapsem karcinomu ovarii se v druhé linii chemoterapeutické 1€cby opét
vyuziva kombinace derivatil platiny a taxanil. Pfi opakované 1é€beé vSak dochézi ke kumulaci
neurotoxickych U¢inkli karboplatiny i1 paclitaxelu. Pro 1é€bu platina-rezistentnich ¢i platina-
refrakternich pacientek se nejcastéji vyuZzivd monoterapie zaloZend na jinych lécivech nez
derivatech platiny (které u téchto pacientek jiz nepfinaseji odpovidajici benefity) — napf.
topotecan, pegylovany liposomélni doxorubicin, nebo gemcitabine. Vzhledem k tomu, Ze
dosud nebyla nalezena vhodnd chemoterapeutika k 1é¢bé platina-refrakternich a platina-
rezistentnich nadort, jsou tyto pacientky Casto pfednostné zatazovany do klinickych studii.
V soucasné dobé probiha nékolik klinickych studii faze II 1 III zkoumajicich nova 1éciva
(pegylovany liposomalni doxorubicin, inhibitory angiogenese aj.), nové kombinace
chemoterapeutik ¢i nové zplsoby davkovani (co se frekvence nebo zplsobu podani tyce)

(Pignata et al., 2011; Colombo et al., 2014).
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3.2. PROTINADOROVA IMUNITA

3.2.1. INTERAKCE MEZI NADOREM A IMUNITNIM SYSTEMEM

Béhem tumorigeneze dochazi v nddorovych bunkach k akumulaci riznych mutaci a
genetickych zmén, které vedou k poskozeni a modifikacim bunécénych regulacnich procest.
Dusledkem je vznik neoantigeni Ci exprese diferenciacnich a testikularnich antigent
v tkédnich, kde se fyziologicky nevyskytuji. Prezentace téchto neobvyklych antigenti na MHC
I nadorové bunky odliSuje od ostatnich netransformovanych buné¢k. Jiz ptes dvacet let je
znamo, ze komplexy MHC I s nddorové-specifickymi antigeny jsou spontann€ rozpoznavany
CD8" T lymfocyty (Boon et al., 1994). Interakce nadoru a imunitniho systému zahrnuje
mnoho riznych mechanismii. Tento vztah vysvétluje hypotéza imunoeditace naddort (cancer
immunoditing) a zahrnuje tfi faze - fazi eliminace nadoru, rovnovahy a uniku nadoru pied
imunitnim systémem (Obrazek 2).

V prvni fazi eliminace ma imunitni systém dohled a pfevahu nad vznikem nadoru.
Mechanismy vrozené a adaptivni imunity dokazi zni¢it a vyhledat vznikajici nador jesté pred
tim, nez dojde k jeho klinickym projevim. Dulezitou roli v této fazi maji tzv. DAMPs
signaly. Mizeme mezi n¢ zafadit napt. interferony typu I, molekuly uvolnéné z umirajicich
bunék (HMGBI1) ¢ poSkozenych tkani (fragmenty hyaluronanu) nebo ligandy stresu
(MICA/B). Tyto molekuly jsou rozpoznavany receptory bun¢k vrozené imunity, které reaguji
produkci zanétlivych a imunomodulaénich cytokinl a aktivuji nddorové-specifickou imunitni
odpovéd’. Dochézi také k produkei riznych chemokini (CXCL9, CXCL10, CXCLI11), které¢
sméfuji buiiky vrozené imunity (NKT, NK, y6 T buiky, makrofagy, dendritické bunky) do
mista vznikajiciho nadoru. NK buiiky a makrofagy produkuji IFNy a IL-12 a pouzivaji i dalsi
mechanismy (TRAIL, perforin, reaktivni kyslikové ¢i dusikové radikaly) k ni€eni nadorovych
bunék. Dendritické bunky, které pohltily nadorové antigeny a byly aktivovany imunogennimi
signaly, putuji do lymfatickych uzlin, kde indukuji vznik IFNy-produkujicich Th1 CD4" T
lymfocytti, které pak pfispivaji ke vzniku CD8" cytotoxickych T lymfocytii. Tyto efektorové
buiiky antigen-specifické imunity ndsledné putuji do mista vznikajiciho nadoru, kde se

podileji na eliminaci nddorovych bunék (produkce IFNy, TRAIL, perforinu, granzymu).
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Obrazek 2: Hypotéza imunoeditace nadorti zahrnuje tii faze: fazi eliminace, fazi rovnovahy a fazi
uniku nadoru pfed imunitnim systémem (pfevzato a upraveno dle Schreiber, Old and Smyth, 2011).

Faze rovnovahy je charakteristickd piitomnosti nadorovych bunck, které nebyly
zniceny imunitnim systémem ve fazi eliminace. Tyto buiiky jsou vSak v latentnim stavu a
jejich riist a vyvoj je stale pod dohledem imunitniho systému, pfedeviim IFNy", CD4" a CD8"
T lymfocytl. Zaroven je na nadorové bunky vytvaren selekéni tlak. Ten preziji predevsim ty
bunky, které ziskaji imunoinvasivni vlastnosti a mutace umoznujici jim uniknout pied

dohledem imunitniho systému. Takto transformované nadorové buiiky pak mohou rychle rist,
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délit se a vytvaret tak samotny nddor i vzdalené metastazy. K tiniku nadorovych bun¢k pied
imunitnim systémem pfispiva n¢kolik riznych mechanismi. Snizeni exprese MHC I proteini
nebo poskozeni drah, které vedou k prezentaci antigenti na téchto komplexech, coz zapficini
snizené rozpoznavani nadorovych bunék imunitnim systémem. Nadorové builkky se mohou
branit také spusténim anti-apoptotickych drah, diky kterym jsou pak méné citlivé vuci
cytotoxickému pisobeni imunitniho systému. Nadorové builky ovliviuji celé nédorové
mikroprostiedi a pfispivaji také ke vzniku imunosupresivnich populaci bunék (Treg a MDSC)
¢1 ptfimo produkuji supresivni cytokiny (TGFB ¢i VEGF) (Dunn et al., 2002; Schreiber, Old
and Smyth, 2011).

3.2.2. IMUNOGENICITA BUNEK KARCINOMU OVARII

V disledku mutaci, chromozomalnich ptestaveb a dalSich genetickych zmén dochazi
v nddorovych buiikdch k expresi mutovanych proteinil, proteinil s alternativnimi post-
translacnimi modifikacemi, ¢i napt. ke zvySené expresi proteind ve tkanich, kde se normalné
nevyskytuji. Tyto zmény vedou k rozpoznani nadorové-specifickych antigeni imunitnim
systémem, ktery vici abnormdlnim antigeniim muze vytvaret imunitni odpovéd’. Dale jsou
uvedeny vybrané nadorové antigeny, které se podileji na imunogenicité karcinomu ovarii.

Karcinoembryonalni antigen (Carcinoembryogenic antigen, CEA) patfici do
superrodiny imunoglobulinti je glykoprotein o molekulové hmotnosti 180 kDa. Pfirozené je
exprimovan béhem onkofetdlniho vyvoje a v nizké mife také na sliznici tlustého stfeva.
Zvysena exprese CEA se vyskytuje u adenokarcinomu tlustého steva, plic, prsu, slinivky a
dalSich. CEA se uplatiiuje v bunééné adhezi. Pfi nddorové transformaci miiZe inhibovat
bunéénou smrt zplsobenou ztratou kontaktu s extracelularni matrix (anoikis) (Berinstein,
2002). V ramci danské studie MALOVA byla provedena imunohistochemicka analyza 571
vzorkll karcinoml ovarii riznych typti. CEA byl exprimovan v 17% vSech typt nadort,
signifikantné vice byl detekovan u mucindzniho karcinomu, kde byl exprimovan ve 33%
nadort (Hegdall et al., 2008).

Her-2 (human epidermal growth factor receptor 2, znamy také jako Her2/neu ¢i
ERBB2) je transmembranovy glykoprotein s tyrozinazovou aktivitou piibuzny receptoru pro
epidermalni rastovy faktor. Podili se na aktivaci riznych signalnich drah, které jsou spojené
s bunécnou diferenciaci, proliferaci, migraci ¢i apoptéozou. V perifernich tkanich je jeho
exprese velmi nizka, avSak byva zvySena v pfipad¢ karcinomu ovarii. V riznych studiich byla

zvySena exprese Her-2 detekovana u 5-66% ptipadii (Preston et al., 2012).
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Mezi dalsi glykoproteiny, které jsou u karcinomu ovarii exprimované ve zvySeném
mnozstvi, patfi transmembranové muciny. Jedna se o zna¢né glykosylované proteiny s velkou
molekulovou hmotnosti, exprimované epitelidlnimi tkanémi. Jejich funkci je predevsSim
ochrana a lubrikace tkani. V souvislosti s karcinomem ovarii jsou nejvyznamnégj$i Muc-1 a
Muc-16 (Preston et al., 2012). Uvadi se, Zze Muc-1 je ve zvysené mife exprimovan u vice nez
90% epitelidlniho karcinomu ovarii. Muc-1 asociovany s nadorem se vSak strukturné 1isi od
Muc-1 fyziologicky exprimovaného epitelialnimi tkanémi. Dochazi ke zménam v glykosylaci
a také k odhaleni novych struktur, které se normaln¢ na povrchu proteinu nevyskytuji.
Zvysena exprese Muc-1 pfispiva k invazivnimu rastu nddorovych bunék a tvorbé metastazi
(Deng et al., 2013). Muc-16, znamy také jako CA 125, je nejvétsim membranoveé vazanym
mucinem. MlzZe byt proteolyticky §té€pen a uvoliiovan do krevniho ob&hu a peritonea. Pouziva
se jako sérovy marker pii diagnostice karcinomu ovarii. V danské studiit MALOVA byla
exprese Muc-16 zjisténa u 70% z 584 ptipadi karcinomu ovarii. Také bylo zjisténo, ze
zvysSend exprese CA 125 koreluje s vysSim stadiem karcinomu ovarii dle FIGO. Nejvice byl
Muc-16 exprimovan u ser6zniho adenokarcinomu (85%), nejméné pak u mucindézniho
karcinomu ovarii (12%) (Hegdall ef al., 2007).

Dalsi skupinou antigenti asociovanych s karcinomem ovaria jsou proteiny patiici mezi
nadorové testikularni antigeny. Tyto proteiny se vyskytuji v testikularni tkani a predpoklada
se, ze jsou exprimovany také béhem vyvoje ovarii. V jinych tkanich se vSak nevyskytuji.
Jedna se o velkou skupinu zahrnujici mnoho riznych proteind, v souvislosti s karcinomem
ovarii jsou zde vSak pro piehlednost uvedeny pouze NY-ESO-1 (New York esophageal
squamous cell carcinoma 1, jinym jménem CTAGIB) a MAGE (melanoma associated
antigen) antigeny. Na zakladé detekce mRNA bylo nalezeno NY-ESO-1 u 30% pftipadi, pfi
imunohistochemické analyze pak u 43% piipadii karcinomu ovarii (Odunsi et al., 2003). NY-
ESO-1 je pravdépodobné jednim z nejvice imunogennich nddorovych testikularnich antigent
(Taherian-esfahani et al., 2016). Dalsi studie ukdzala exprest MAGE-A1 u 57% a MAGE-A3
u 37% ovarialnich nadorovych tkani. Exprese téchto antigeni navic pozitivné korelovala
s diferenciaci a klinickym stadiem nédoru (Zhang et al., 2010). V ramci vSech histologickych
typli byl MAGE-A4 exprimovan u 23% z celkového poctu 150 vzorkl karcinomu ovarii. U
karcinomu mucinozniho typu vSak exprese MAGE-A4 nebyla detekovdna (Zimmermann et

al., 2013).
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3.2.3. ULOHA ANTIGEN SPECIFICKYCH PROTILATEK

Vétsina nadortt je asociovdna se vznikem specifickych nadorovych protilatek
namifenych proti antigenim asociovanych s nadory (TAA — tumor associated antigens).
Pfitomnost téchto protilatek v séru onkologickych pacienti se sleduje zejména s cilem
objasnit jejich diagnosticky ¢i prognosticky vyznam a pozdéji je i takto vyuzit. Tato moznost
se nabizi, protoze na rozdil od samotnych TAA pfitomnych v séru, jsou protilatky podstatné
stabiln€j$i nez nadorové proteiny, které maji kratSi polocas rozpadu. Navic jsou protilatky
v séru zastoupeny ve veét§i mife nez proteinové biomarkery a jsou Casto pritomné jesté diive,
nez dojde ke klinickym projeviim onemocnéni (Chatterjee and Tainsky, 2010). Vyhodou by
mohlo byt jejich vyuziti pii diagnoéze Casnych stadii nemoci, kdy jsou proteinové markery
jesté nedetekovatelné (Luborsky et al., 2005).

V sérech pacientek s karcinomem ovarii byly detekovany autoprotilatky proti mnoha
riznym nadorovym antigeniim zahrnujicich tumor supresorovy protein p53 (Gadducci et al.,
1999; Vogl et al., 2000), protein teplotniho Soku HSP-90 (Luo et al., 2002), testikularni
antigeny NY-ESO-1, LAGE-1 (Odunsi et al., 2003) a SPAG9 (Garg ef al., 2007), ¢i muciny
Muc-1 (Cramer ef al., 2005) a Muc-16 (Frietze et al., 2016). Mezi dal$imi lze zminit vapnik-
vazajici signalizacni protein psoriasin SI00A7 (Gagnon et al., 2008), epitelidlni adhezni
molekulu Ep-CAM (Kim ef al., 2003), transkripéni faktory s homeodoménou HOXA7
(Naora, Montz, et al., 2001) a HOXB7 (Naora, Yang, et al., 2001), ¢i lysosomalni protedzu
Katepsin D (Chinni ef al., 1997).

Mnozstvi pritomnych protilatek pravdépodobné zavisi na mife exprese daného
proteinu a zarovenl miZe korelovat s antigen specifickou T bunéénou odpovédi (Gnjatic et al.,
2003). Pritomnost protilatek v séru onkologickych pacientil by se dala chapat jako nepfimy
ukazatel funkce imunitniho systému, at’ uz se zaméfime na T buiiky nebo B buiiky. Protilatky
mohou po navdzani na antigen vyvolat bunéénou smrt nadorovych bunék napt. diky
cytotoxicité zavislé na protilatkach (ADCC — antibody dependent cell cytotoxicity), nebo na
komplementu (CDC — komplement-dependent cytotoxicity). Také mohou blokovat vazbu
ligandu na receptor a mit tak vliv na pfenos signalu v buiice. Zatim neni zcela jasné, jestli se
protilatky podileji na protinadorovém imunitnim dohledu, nebo zda pfispivaji
k tumorigennimu zanétu (Jéras and Anderson, 2011). Nicméné¢ je jasné, ze role B lymfocytii
v nddorové imunité je vyznamna, a tak je ponékud piekvapivé, ze se vyzkum obecné
zaméiuje spiSe na T lymfocyty a o vztahu B lymfocytl a nddort toho zatim neni ptili§ zndmo.

Lungren et al. se zabyval pfitomnosti B bun¢k a plazmatickych bun€k v nadorové tkéani u
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pacientek s epitelidlnim karcinomem ovarii. Na zédkladé¢ imunohistochemické analyzy vzorka
od 154 pacientek bylo zjisténo, ze vysokd exprese molekuly CD138 na imunitnich burnikach je
spojena s krat§im prezivanim pacientek. Dfive znama zjisténi, ze infiltrace high-grade
serozniho karcinomu ovarii CD20 pozitivnimi B bunkami je asociovana s prodlouzenym
ptezivanim (Stone et al, 2003), se nepodafilo potvrdit (Lundgren et al., 2016). Bylo by
ptinosné, kdyby se dalsi vyzkum zaméfil vice na vyznam B lymfocytl v nadorové imunologii
a vice tak objasnil, jejich zatim spornou roli v nddorové imunité. Zajimavé by také bylo
zamg¢fit se na vztah T- a B-bunécnych populaci a jeho prognosticky vyznam.

Je zajimavé zminit, Zze kromé TAA-specifickych protilatek, ma asi 30% onkologickych
pacientl v séru pfitomné také anti-nuklearni protilatky, které jsou charakteristické zejména
pro autoimunitni onemocnéni. Nabizi se né€kolik rGznych mechanismi vzniku TAA-
specifickych autoprotilatek. Poruchy tolerance, unik lymfocytt pted klonalni deleci ¢i snizeni
poctu regulacnich T lymfocyti patii urcit€ mezi mozné mechanismy. Dal§imi jsou naptiklad
zvySena exprese daného antigenu, nebo exprese antigenu v tkani, kde se tento protein
fyziologicky nevyskytuje (exprese testikuldrnich antigent v somatické tkéani). Ke vzniku
nadorové specifickych autoprotilatek miize vést také alternativni struktura proteinti, spojena
se somatickymi mutacemi nebo zménami konformace proteind vedoucich k prezentaci
neobvyklych epitopli, na které imunitni systém reaguje. Cilem nadorové specifickych
autoprotilatek jsou také proteiny s neobvyklymi post-translaénimi modifikacemi, nejcastéji
glykosylacemi nebo fosforylacemi, které mohou ovlivnit interakci TCR s komplexem MHC-
antigen. Humoralni imunitni reakci mohou vyvolat také intraceluldrni nadorové specificke, ¢i
asociované antigeny, které uniknou pii bunééné lyzi nebo nekroze. Na zavér je tieba
zdiiraznit, Ze vyznam pfitomnosti a mnozstvi nadorové specifickych protilatek je stale
pfedmétem kontroverzi a pravdépodobné zavisi na konkrétni autoprotilatce, zdali ma

pozitivni ¢i negativni pfinos v prognoéze onemocnéni (Zaenker, Gray and Ziman, 2016).

3.2.4. IMUNOSUPRESIVNI POPULACE BUNEK - MDSC

Imunosupresivni populace bun¢k odvozené od myeloidni linie (MDSC) maji
vyznamnou regula¢ni roli jak u nddorovych onemocnéni, tak i1 ujinych onemocnéni
souvisejicich s chronickym zénétem, autoimunitnimi onemocnénimi, infekci, ¢i reakei §tépu
proti hostiteli. U zdravych jedinct je vSak jejich vyskyt méné Casty. Jak lze z ndzvu odvodit,
jsou MDSC blizce piibuzné myeloidnim buiikam, avSak maji supresivni vlastnosti. Jedna se o
velmi heterogenni populaci bungk, jejichz vyvoj je zastaven v riznych stadiich diferenciace.

Na zéklad¢ fenotypu a morfologie 1ze MDSC buinky rozdélit na ty, které se vice podobaji
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neutrofilim — tzv. polymorfonuklearni MDSC (PMN-MDSC), a na bunky odvozené od
monocytll — tzv. monocytarni MDSC (M-MDSC). U vétSiny typti nadora pievazuje populace
PMN-MDSC bun¢k. Pro PMN-MDSC buiikky je charakteristicky fenotyp CD14°
CD15'CD11b", ptipadné CD14CD11b"'CD66b". M-MDSC mohou byt definovany jako
CD14"CD15CD11b"HLA-DR™" (Gabrilovich, 2017). Je tieba podotknout, Ze jednotny
postup pro detekci riiznych populaci lidskych MDSC bunék byl navrzen teprve nedavno
(Damuzzo et al., 2015; Bronte et al., 2016) a riizné vyzkumné tymy k charakterizaci fenotypu
MDSC buné¢k pouzivaly a pouzivaji rozdilné strategie. Dale je nutné poznamenat, ze vétSina
studii se zabyva pouze volné cirkulujicimi MDSC. MDSC populacim infiltrujicim nadory je
vénovana mnohem mensi pozornost (Solito et al., 2014). Pfitom k akumulaci MDSC bun¢k
dochazi v naddorové tkani i v perifernich lymfatickych organech. V nadorové tkani pievladaji
bunky naleZejici do populace M-MDSC, které se mohou diferencovat v nadorové-asociované
makrofagy (TAM). Naopak PMN-MDSC jsou pievazujici populaci v perifernich
lymfatickych organech (Kumar ef al., 2016). Ne vSechny dosud znamé subpopulace MDSC
bunck musi byt pfitomné najednou. Pravdépodobnégjsi je, Ze v riznych typech nddort dochézi
k expanzi jedné nebo vice subpopulaci, zastavenych v riznych stadiich diferenciace.
Podstatné vsak je, ze vSechny tyto buiiky ptisobi supresivné na imunitni systém (Damuzzo et
al., 2015).

Pti definovani a charakterizaci MDSC bun¢k nesmime opomenout jejich supresivni
vlastnosti uplatiiujici se pii regulaci riznych imunitnich reakci, tykajicich se predevS§im T
lymfocyti. Jednim z mechanismti imunosupresivniho plsobeni MDSC je zvySenad exprese
NADPH oxidazy. Pisobenim tohoto enzymu vznikaji reaktivni kyslikové radikaly (ROS) —
superoxidovy anion (O;), peroxid vodiku (H,0O,) a peroxynitrit (ONOO"). H,O, potlacuje
expresi CD3( fetézce, a tim pisobi inhibi¢n€ na proliferaci T lymfocytl. DalSim
mechanismem imunosupresivniho ptisobeni je produkce oxidu dusnatého (NO), jejiz pfi¢inou
je zvySena exprese arginazy (argl) a inducibilni syntazy oxidu dusnatého (iNOS). Oxid
dusnaty reaguje s aromatickymi jadry nékterych aminokyselin (napf. tyrosinu). To mtze vést
k nitraci receptori T lymfocyti (TCR), které poté maji snizenou schopnost rozpoznavat
komplexy peptid-MHC. ZvySena exprese indolamin -2, 3- dioxygenazy (IDO) pak ma za
nasledek depleci tryptofanu. Pisobenim dalSich faktor( (napft. jiz zminéné argl) dochazi také
k lokdlnimu snizeni hladiny dalSich aminokyselin (L-argininu, L-cysteinu nebo L-
fenylalaninu) klicovych pro proliferaci T lymfocyti. Nedostatek téchto zakladnich slozek

v disledku potlacuje imunitni odpovéd zalozenou na T lymfocytech. K dal§$im

-----

27



TGFP a IL-10 (Solito et al., 2014; Kumar et al., 2016). Mimo to produkuji MDSC bunky také
dalsi cytokiny (VEGF, bFGF, Bv8 a MMP9) a ovlivituji tak nddorové mikroprostredi,
podporuji angiogenezi a rtst nadort (Gabrilovich, 2017).

Vyskyt a expanze MDSC bun¢k uzce souvisi snadorovymi onemocnénimi.
V poslednich letech se také objevuji nové souvislosti mezi akumulaci MDSC bun¢k a
klinickym vyvojem stavu onkologickych pacientd (Gabrilovich, 2017). Do roku 2015
zminovalo rozsifeni populaci MDSC bunék u onkologickych pacientii pfes 70 odbornych
¢lanka (Damuzzo et al., 2015). Nekolik studii ukézalo souvislost mezi expanzi MDSC bunék
a celkovou dobou pfeziti u onkologickych pacienti. Vzhledem ktomu, ze frekvence
ptitomnych MDSC bun¢k v krvi klesa po resekci nadoru, je pravdépodobné, ze pritomnost a
frekvence téchto bunck uzce souvisi s rozsahem a stddiem naddorového onemocnéni. Pokud se
potvrdi zminéné souvislosti, nabizi se moznost korelovat frekvence MDSC bunék

s klinickymi parametry a vyuzivat je jako prognostické markery (Solito et al., 2014).

3.2.5. ULOHA REGULACNICH T LYMFOCYTU

Regulacni T lymfocyty (Treg) jsou klicovymi buitkami zajist'ujici periferni toleranci
v organismu. V fadé nadorovych onemocnéni je vSak pocet téchto bun¢k zvySen a navic se
ukazuje, ze tyto bunky inhibuji specifickou protinadorovou imunitu. Treg jsou vyznamnou
soucasti supresivniho mikroprostiedi ovarialniho karcinomu. Vyskytuji se jak piimo
v mikroprostiedi solidniho nadoru ¢i ascites, tak je lze nalézt také v periferni krvi pacientek
s karcinomem ovaria. Treg vyskytujici se v téchto riiznych prostfedich se od sebe navzijem
li§i v mifte aktivace. Treg infiltrujici nador mohou proliferovat vétsi rychlosti, produkovat vice
IL-10 a exprimovat vét§i mnozZstvi aktivacniho markeru CD69 neZ Treg cirkulujici v periferni
krvi. Mezi mechanismy, kterymi Treg inhibuji efektorové T lymfocyty, patii piedev§im
deplece IL-2, pro ktery maji vyssi aviditu nez T lymfocyty, a produkce imunosupresivnich
faktori jako IL-10 nebo TGF-B. Kromé toho, Zze Treg plisobi imunosupresivné na efektorové
mechanismy protinddorové imunity, mohou blokovat také efekt protinddorové imunoterapie.
Mimo imunosupresivni piisobeni mohou Treg pusobit také protumorigenné tim, Ze produkuji
VEGF a podporuji tak angiogenezi. Z divodu jejich nezadouciho plsobeni jsou nékteré
imunoterapeutické pfistupy dopliiovany nizkymi davkami cyklofosfamidu, ktery snizuje pocet
Treg bundk. Treg jsou nejéastdji charakterizovany jako CD4 CD25 FoxP3™ bunééna
populace. CD25 je podjednotka receptoru pro IL-2 (IL-2Ra) s vysokou afinitou k tomuto
interleukinu. FoxP3 je vyznamny transkripcni faktor regulujici vyvoj a funkci T lymfocyta.
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Nékdy se jako dal§i marker pro detekci T lymfocyth pfidava jesté nizka exprese podjednotky
receptoru pro IL-7 (IL-7Ra) - CD127 (CD127"°%) (Barnett et al., 2005; Singh et al., 2016).

3.2.6. VYZNAM EXPRESE INHIBICNICH “IMMUNE CHECKPOINT “ MOLEKUL

Protein asociovany s cytotoxickymi T lymfocyty — CTLA-4 (CD152) je exprimovan T
lymfocyty a ma dualezitou roli v regulaci aktivace téchto bun¢k. T lymfocyty jsou aktivovany
dvéma signaly. Prvnim je specifickd vazba mezi komplexem antigen-MHC s TCR receptorem
a druhym je vazba CD80 nebo CD86, vyskytujicich se na APC, na molekulu CD28
nachazejici se na T lymfocytech. Po aktivaci dochazi ke zvySeni exprese CTLA-4 a
translokaci této molekuly z intracelularnich veziklii na bunéény povrch, kde se vaze s vétsi
aviditou na CD80/CD86 a na rozdil od CD28 vysilad do bunky inhibi¢ni signal. Dtsledkem je
zastaveni bunécné proliferace a sekrece cytokinli (Longoria and Eskander, 2015). CTLA-4,
imunoglobulin a holomolog CD28, je tak vyznamnym faktorem v udrzovani homeostazy T
lymfocytli. CTLA-4 je vyznamné exprimovan také Treg a zd4 se, ze CTLA-4" Treg mohou
pusobit supresivné a zamezit hyperaktivaci také CTLA-4" bun¢k (Walker, 2017).

LAG-3 (CD223) patii rovnéZz do rodiny imunoglobulinli a sdili 20% homologii
s molekulou CD4. Podobné jako CD4, i LAG-3 se na strukturni Grovni sklada ze ctyt IgG
domén a vaze se na MHC II. K vazbé dochazi s vétsi aviditou nez u CD4, ale na jiném mistg.
Za normalnich okolnosti je velka ¢ast LAG-3 lokalizovana v intracelularnich veziklech a jeho
exprese se zvySuje po bunécéné aktivaci. Na rozdil od CD4, poskytuje LAG-3 buiice negativni
kostimulaéni signal. LAG-3 je exprimovan mnoha riznymi bunéénymi populacemi jako napf.
aktivovanymi T lymfocyty, Treg, TIL, NK, NKT, B builkami ¢i plasmacytoidnimi
dendritickymi buiikami. LAG-3 se podili na regulaci proliferace a efektorovych funkci T
lymfocytd, stejné jako na Fizeni jejich homeostaze. Po spusténi LAG-3 signalizace na CD4"
buiikdch dochazi k zastaveni aktivace téchto bunck, snizeni produkce IL-2 a cytokind typu
Thl. U CD8" bunék slouzi LAG-3 také jako negativni regulator a podili se na dosaZeni jejich
tolerogenniho stavu. Po vazb&é na MHC 1II na povrchu DC, dochazi k inhibici maturace téchto
antigen-prezentujicich bunék. Dale se LAG-3 podili na supresivni funkci Treg (Sierro,
Romero and Speiser, 2011).

PD-1 (CD279) je podobné jako CTLA-4 dalsi receptor z CD28 rodiny. Funkce PD-1
je podobnd CTLA-4. Podili se na inhibici proliferace T lymfocytl a produkci IFNy, TNFa a
IL-2. PD-1 je kromé& aktivovanych T lymfocytl exprimovan i na B lymfocytech, NK, NKT a
myeloidnich bunkéach. Jeho ligandy jsou PD-L1 a PD-L2. PD-L1 se vyskytuje na
lymfocytech, dendritickych bunikach, makrofazich, i nehematopoetickych bunikach (napf. na

29



astrocytech, keratinocytech ¢i vaskularnich endotelidlnich buiikéch) a jeho exprese mize byt
vyvolana také na parenchymatickych buiikach ¢i nddorech riznych typt. Naproti tomu PD-L2
se nachazi pfedevSim na dendritickych bunkach, makrofazich a monocytech. Na rozdil od
CTLA-4, ktery ma dulezitou roli v primarni fazi aktivace T lymfocytl, ptisobi PD-1 béhem
efektorové faze v perifernich tkénich (Keir, Francisco and Sharpe, 2007; Buchbinder and
Desai, 2016).

Dalsi inhibi¢ni molekulou, o které je nutno se zminit je TIM-3 (CD366), znamy také
pod nazvem HAVCR2. Tento protein je exprimovan na Sirokém spektru imunitnich bun¢k
zahrnujicich Thl a Th17 buiky, CD8+ lymfocyty, dendritické bunky, monocyty, Treg, NK,
TIL ¢i zirné bunky. Nenajdeme ho vSak na pomocnych T lymfocytech typu II (Th2). U
nékterych typl nadorii se miZzeme setkat se zvySenou expresi TIM-3 na buiikdch vrozené
imunity. Ligandem TIM-3 je galectin-9, ktery po vazbé ptes TIM-3 spousti apoptozu T bunck
a tedy negativné reguluje T buné¢nou imunitni odpoveéd’ (Xu et al., 2017). Dalsi role TIM-3
souvisi s MDSC buiikami. Nartust populaci MDSC bunék je podporovan zvySenou expresi

TIM-3 na T lymfocytech (Anderson, 2012).
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3.3. IMUNOTERAPIE V LECBE KARCINOMU OVARII

Jak jiz bylo feceno, i pies pocatecni tspéchy a remisi karcinomu ovarii, dochazi ¢asto
k relapsu a vzniku nadora rezistentnich k chemoterapii. Imunoterapie by mohla byt efektivni
1é¢bou téchto nadort. Jelikoz bunky karcinomu ovarii exprimuji tumor-asociované molekuly,
muze dochazet ke vzniku specifické imunitni odpovédi. Imunogenicita ovarialniho karcinomu
je jednim z divodii vyvoje mnoha novych terapii zaméfenych na protinddorovou imunitu.
Chen a Mellman teoreticky popsali cyklus, kterym vysvétluji, jak vznikéd adaptivni imunitni
protindadorova odpovéd’ (Obrazek 3). Na pocatku zachyti dendritick¢é builkky nadorové
neoantigeny uvolnéné spolecné s dalSimi imunogennimi signaly umirajicimi nadorovymi
bunikami do okolniho prostiedi. Takto aktivované dendritické buniky pak prezentuji peptidy ze
zachycenych neoantigeni na MHC molekuldch a aktivuji specifické T lymfocyty. Ty dale
infiltruji nddorové prostiedi, rozeznévaji specifické antigeny na naddorovych burkach a takto
zacilené nadorové bunky zabijeji. To vyvold dalS$i uvolnéni nadorovych antigenii a
prohloubeni imunitni odpovédi (Chen and Mellman, 2013). V soucasné dob¢ je vyvijeno a
testovano mnoho novych imunoterapeutickych piipravki, které jsou zacilené na rtizné faze
tohoto cyklu a pomdhaji vytvétet adaptivni imunitni odpoved..

Smérovani
d v T lymfocyta do

) nadorove tkané

Priming a aktivaceT

lymfocytu
N
anti-CTLA-4
. Infitrace T lymfocytd
)} do nadorové tkané
hymfaticka .
uzlina ant-WEGF
Prezentace
nadorovych =~
antigen( '-\_2_. Rozpoznani
-, nadorovych bunék
peptidové vakeciny (B) Tymiocyty

DC vakciny

Usmrceni
_ nadorovych bunék

Uvolnéni nadorovych
antigenu

Obrazek 3: Cyklus vzniku adaptivni protinadorové imunitni odpovédi. Uvolnéné naddorové antigeny
jsou prezentovany dendritickymi buiikami T lymfocytim. Aktivované T lymfocyty poté infiltruji
nadorovou tkan, rozpoznavaji a usmrcuji nadorové buniky. Imunoterapie (vakciny, protilatky, anti-
angiogenni terapie, inhibitory “immune checkpoint” molekul) podporuje vznik adaptivni imunitni
odpoveédi v riznych fazich tohoto cyklu (pfevzato a upraveno dle Chen and Mellman, 2013).
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3.3.1. IMUNOTERAPIE ZALOZENA NA PROTILATKACH

Vyuziti protilatek v imunoterapii pfindsi nékolik vyhod. Jednak jsou vysoce specifické
k vybranému antigenu, jsou stabilni a také je mozné je pomérné snadno vyrobit pomoci
dostupnych biotechnologii. Na zaklad¢ vyuzitych biotechnologii se protilatky d€li na vice
typt: mysi, chimerické, humanizované a lidské. Dale uvadim ptehled vybranych protilatek
vyuzivanych v imunoterapeutické 1é¢bé karcinomu ovarii.

Farletuzumab je humanizovand monoklonalni protilatka proti folatovému receptoru 1
(FOLRI). FOLRI je ve zvySené mife exprimovan vétSinou typt karcinomu ovarii. Funkci
tohoto membranoveé vazaného proteinu je vazba a transport folatu do bunék, ¢i regulace
proliferace obdobnymi signalnimi drahami jaké vyuzivaji proteiny s GPI kotvou (Miotti ef al.,
2000). Folat hraje dilezitou roli v bunééném metabolismu, piedevsim pfi syntéze a opravach
DNA. Rychle d¢lici se bunky tak maji zvysené naroky na ptijem folatd. Nadorové buiiky maji
Casto zvySenou expresi folatového receptoru, coz jim poskytuje vyhodu oproti zdravym
buitkdm pfi vychytavani folatt z vnéjsiho prostiedi (Kelemen, 2006). Farletuzumab neblokuje
vazbu folatu ani jeho transport do butiky, ale po vazbé spousti buné€nou cytotoxicitu zavislou
na protilatkdch (Drerup et al., 2015). Farletuzumab byl v klinickych studiich testovan
v kombinaci s karboplatinou a taxany (paclitaxelem nebo docetaxelem). Klinické hodnoceni
faze Il ukéazalo zvySenou miru objektivni odpovédi v porovndni s historickymi daty pouze
chemoterapeuticky lé¢enych pacientek (White et al., 2010). Farletuzumab byl dale testovan
v rozsahlé klinické studii faze III, ktera zahrnovala 1100 pacientek. Primarnim cilem studie
bylo sledovani hodnoty progression-free survival (PFS). Vysledky studie vSak neukézaly
zvySeni PFS pacientek 1éenych Farletuzumabem oproti kontrolni skupiné (Vergote et al.,
2016).

Catumaxomab je bispecificka monoklonalni protilatka vazajici epitelidlni adhezni
molekulu EpCAM a koreceptor T lymfocytit CD3. Mezi mechanismy protinadorového u¢inku
Catumaxomabu muZeme zahrnout cytotoxicitu zavislou na protilatkach, fagocytozu a lyzi
bunék zprostiedkovanou T lymfocyty. Transmembranovy glykoprotein EpCAM je vhodnym
cilem protinddorové terapie, protoze je vysoce exprimovan builtkami karcinomu ovarii
ruznych typi, avSak zdravé ovarialni epitely exprimuji EpCAM velmi malo, nebo témét
vubec (Tse et al., 2014). Catumaxomab byl klinicky hodnocen v rdmci studie CASIMAS faze
III, kdy byl podavéan pacientim s malignimi ascity formou intraperitonedlnich infuzi. Tato

studie potvrdila jednak bezpec¢nost uzivani ptipravku a také relevantni klinicky pfinos, jak
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ukézalo zvyseni hodnot PFS a OS. Na zdklad¢ toho byl Catumaxomab schvéalen Evropskou
Unii k 1é¢b¢ pacientii s malignimi ascity (Sehouli et al., 2014).

Abagovomab je anti-idiotipovd monoklonalni protilatka proti Muc-16 (vice o tomto
antigenu viz. kapitola 3.2.2). Uginek protilitky Abagovomab je zalozen na funkéni
podobnosti s nadorovym antigenem CA 125. V rdmci klinické studie faze 111 — MIMOSA byl
zaznamenan vznik silné protilatkové odpovédi, navzdory tomu vsak tato studie nepotvrdila
zadny vyznamny klinicky pfinos s ohledem na PFS a OS (Sabbatini et al., 2013). Muc-16 je
cilem 1 dalsi protinadorové terapie zalozené na protilatkach. Oregovomab je modifikovana
mysi [gG1 protilatka s vysokou afinitou k Muc-16, se kterym tvoti komplexy. Tyto komplexy
jsou oproti samotnému Muc-16 ve vétsi mife vazany antigen prezentujicimi buiikami, které
dale indukuji vznik CD4 a CD8 T bunécné imunitni odpovédi. BohuZel ani u této protilatky
nebyl v ramci klinického hodnoceni faze III prokézan klinicky piinos v 1écbé karcinomu
ovarii (Berek et al., 2004).

Dalsim cilem monoklondlnich protilatek vyuzivanych v protinadorové 1é¢be je
vaskularni endotelidlni ristovy faktor (VEGF). Bevacizumab blokuje vazbu VEGF na
receptor a ovliviiuje tak vaskularizaci - Inhibuje formovani novych krevnich cév, snizuje
jejich pocet 1 hustotu. Klinické studie faze III potvrdily prodlouzeni PFS u pacientek
s primarnim karcinomem ovarii v pokrocilém stadiu, stejné¢ tak s platinum-senzitivnim i
platinum-rezistentnim relapsem. Oproti PFS se zlepSeni celkové doby pfteziti (OS)
neprokazalo, nicméné studie ukazaly, ze 1é€ba zvySuje kvalitu Zivota pacientek s relapsem
karcinomu ovarii. Bevacizumab se stal prvni schvélenou anti-angiogenni terapii v onkologii

(Rosst et al., 2016).

3.3.2. INHIBITORY “IMMUNE CHECKPOINT ~ MOLEKUL

Vyznamu exprese “immune checkpoint ” molekul jsem se vénovala v kapitole 3.2.6.
Nasledujici vybrané protilatky blokuji vazbu CTLA-4 nebo PD-1 s jejich ligandy, které,
pokud dojde k vazb¢, inhibuji proliferaci T lymfocyti a sekreci cytokint. Ipilimumab
predstavuje plné¢ humanizovanou IgG1 anti-CTLA-4 monoklonalni protilatku. V roce 2011
byl Ipilimumab schvalen FDA pro 1é€bu pacientii s metastatickym melanomem. Ipilimumab
je v soucasné dob¢ testovan v probihajici klinické studii faze II, hodnotici jeho bezpecnost a
ucinnost 1écby u pacientek s platina-senzitivnim karcinomem ovarii (Wang, Guo and Wu,
2014; ClinicalTrials.gov, 2017). Hned v n€kolika klinickych studiich faze II (NCT02766582,
NCT02608684, NCT02834975, NCTO02674061) je hodnocen Pembrolizumab v Iécbé
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primarniho ¢i rekurentniho karcinomu ovarii. Jedna se o anti-PD-1 protilatku, kterd je jiz

schvalena pro 1écbu melanomu a nemalobunééného karcinomu plic (Khoja et al., 2015).

3.3.3. PEPTIDOVE VAKCINY

Uelem peptidovych vakcin je aktivace a expanze antigenné specifickych T
lymfocyti. K tomuto ucelu se vyuzivaji rizné peptidy odvozené od nadorové specifickych
antigenll. Vakcina obsahujici peptidy Her-2 a GM-CSF byla testovana u pacientll s nadory
prsu, ovaria ¢i nemalobunéénym karcinomem plic, zvySené¢ exprimujicich Her-2. U vétSiny
pacientll vakcinace vyvolala antigenné specifickou T bunécnou odpoved’, ktera pietrvavala i
poté, co byla vakcinace ukoncena (Disis ef al., 2002). V klinické studii faze I byla u pacientek
s karcinomem ovaria testovana vakcina slozend z peptidového epitopu NY-ESO-1
v nekompletnim Freundové adjuvans. Vakcina byla dobfe tolerovand a indukovala u
pacientek vznik CD4" a CD8" antigenné specifické T bunééné odpovédi (Odunsi et al., 2007).
Imunizace syntetickym peptidem p53 byla hodnocena v klinické studii faze II. Do této studie
bylo zahrnuto 20 pacientek s karcinomem ovaria se zvySenou hladinou CA 125. U vSech
pacientek byly detekovany IFNy-produkujici T lymfocyty. Déle bylo ukdzéno, Ze vakcinou-
indukované p53-specifické T lymfocyty produkovali pfevdzné Thl a Th2 cytokiny (Leffers et
al., 2009). Imunitni odpovéd’ vyvolavala také vakcina peptidu p53 s GM-CSF u pacientek

s rekurentnim karcinomem ovaria exprimujicim p53 (Rahma et al., 2012).

3.3.4. IMUNOTERAPIE ZALOZENA NA DENDRITICKYCH BUNKACH

Prvni schvéalenou imunoterapeutickou vakcinou vyuZivajici dendritické buiiky se stal
vroce 2010 Sipuleucel-T, znamy také pod nazvem Provenge, vyrabény firmou Dendreon.
Sipuleucel-T je aktivni bunéénd imunoterapie urcend pro 1écbu pacientll s metastatickym
kastra¢né-rezistentnim karcinomem prostaty. Vyrabi se z autolognich buné€k periferni krve,
ziskanych leukaferetickym odbérem. Tyto buiiky jsou inkubovany s PAP-GM-CSF faznim
proteinem, dochazi k aktivaci dendritickych bunék, které poté stimuluji PAP-specifickou
imunitni odpovéd. PAP je prostatickd fosfatdza exprimovand nddorovymi buitkami
karcinomu prostaty. Sipuleucel-T byl schvalen na zéklad€ klinické studie faze III IMPACT,
ktera ukazala, Ze stfedni doba preziti u pacientd lécenych touto vakcinou byla o 4,1 mésice
delsi nez u pacientt lécenych placebem (Cheever and Higano, 2011).

Existuje nékolik zpiisobu pfipravy imunoterapeutickych vakcin, které vyuzivaji
dendritické bunky k prezentaci nadorovych antigenti T lymfocytiim a nasledné indukuji vznik

antigenné specifické imunitni odpovédi. Dendritické buriky, vétSinou ziskané z autolognich
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monocytl stimulaci GM-CSF a IL-4, mohou byt pulzované peptidy, nukleovymi kyselinami,
¢i usmrcenymi nadorovymi bunikami (Brtnicky et al., 2012). Jednou z DC vakein testovanych
v 1écb¢ karcinomu ovaria je Cvac. Tato vakcina je vyrabéna z autolognich dendritickych
bunék inkubovanych s manosylovanym Muc-1. Klinicka studie faze II ukdzala, Ze vakcina je
dobfe tolerovana. U 4 z 26 pacientek byla pozorovana odpovéd ve snizeni ¢i stabilizaci
hladiny tumorového markeru CA125 (Mitchell et al., 2014). Brossart et al. sledoval indukci
cytotoxické T lymfocytarni odpovédi u pacientek s karcinomem prsu a ovaria léCenych
autolognimi DC pulzovanymi s peptidy odvozenymi od Her-2 a Muc-1. V této pilotni studii
byly u 5 z 10 pacientek detekovany Her-2- a Muc-1-specifické cytotoxické T lymfocyty
(Brossart et al., 2000). Vakcinace dendritickymi bunikami pulzovanymi s autolognimi
lyzovanymi nadorovymi buitkami byla hodnocena v klinické studii faze I/Il. Pacientkdm
s karcinomem ovarii, které podstoupily chirurgické odstranéni nddoru a chemoterapeutickou
1é¢bu, byly podany dvé subkutanni davky DC vakciny v kombinaci s IL-2. Tti z deseti
pacientek dosahly po vakcinaci kompletni remise na dobu 83, 81 a 38 mésicii bez relapsu
onemocnéni. U jedné pacientky se stabilnim onemocnénim do$lo po vakcinaci k vymizeni
nadoru na 51 mésici. U nékterych pacientek byly po vakcinaci také zaznamenany
signifikantni zmény v imunitni odpovédi — zvySena aktivita NK bunék, zvySena sekrece
stimulacnich cytokint, snizeni sekrece supresivnich faktorti a mnozstvi IFNy-produkujicich T
lymfocyti (Baek et al, 2015). DC pulzované s autolognimi néddorovymi buiikami byly
testovany také v kombinaci s anti-angiogenni terapii a cyklofosfamidem (Kandalaft, Chiang,
et al., 2013). V dalsi klinické studii byla 1é€ba sestavajici se z DC vakciny (DC byly opét
pulzované autolognimi nadorovymi lyzovanymi buiikami) v kombinaci s anti-angiogenni
terapii nasledovéna jesté¢ adoptivnim transferem ex vivo stimulovanych T lymfocyti. U 4 z 6
pacientek byla zaznamenana protinddorova imunitni odpovéd’ a také klinicky pfinos pouzité
terapie (Kandalaft, Powell, ef al., 2013). V soucasné dob¢ probiha nékolik dalSich klinickych

studii hodnoticich rizné pfipravené DC vakciny v kombinacich s dal$imi terapiemi.

3.3.5. PARP INHIBITORY

Tyto inhibitory cili na poly(ADP-ribose) polymerdzu (PARP), ktera ma velmi
dalezitou ulohu pii opravach DNA. Nasledkem zablokovani PARP polymerdazy dochazi
k nahromadéni mutaci DNA, coz se pro bunky stava letdlnim. Klinické hodnoceni faze II
ukézalo signifikantni klinicky pfinos u pacientek léenych inhibitorem Olaparib oproti
placebu. Olaparib ma nejvéetsi ucinek u nadortt s mutacemi v genech BRCA1 a BRCA2, tedy

genech rovnéZ zapojenych v opravach DNA. V Evropské Unii je Olaparib schvaleny jako
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udrzovaci 1é€ba pro pacientky s platinum-senzitivnim, BRCA-mutovanym relapsem
karcinomu ovarii. Olaparib je schvéleny také v USA, kde se vyuziva jako monoterapie pfi
1écbe pokrocilych stadii BRCA-mutovaného karcinomu ovarii (Ledermann et al., 2016). V
pomérné nedavné dobé byly schvaleny dalsi dva PARP inhibitory pro 1é¢bu karcinomu ovarii
- Rucaparib a Niraparib. V klinické studii faze III byla u skupiny pacientek s platina-
senzitivnim relapsem karcinomu ovaria 1é€enych Niraparibem zaznamendna del§i doba bez
progrese onemocnéni oproti skupiné lécené placebem, a to bez ohledu na pfitomnost

zarode¢nych BRCA mutaci (Mirza et al., 2016).

3.3.6. KOMBINACE IMUNOTERAPIE A CHEMOTERAPIE

V klinickych studiich zamétenych na protinddorovou terapii se stale Castéji testuje
kombinovana 1écba zahrnujici jak imunoterapeutické ptipravky, tak cytotoxické
chemoterapeutické latky. Nové poznatky naznacuji, Ze nékterd chemoterapeutickd léciva
mohou mit pfiznivy vliv na protinddorovou imunitu. Fludarabin a cyklofosfamid mohou
snizovat zastoupeni imunopatogennich regulac¢nich T lymfocyta. 5-fluorouracil ma nepiiznivy
ucinek na MDSC populaci bun€k potlacujicich protinadorovou imunitu. Imunogenicita

nadord mize byt zvysena diky ucinku antracyklind (Drerup ef al., 2015).
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3.4. DCVAC

3.4.1. AKTIVNI BUNECNA IMUNOTERAPIE

DCVAC je I€civy ptipravek vyrabény a testovany firmou Sotio, a.s. Jedna se o aktivni
autologni imunoterapii na bazi dendritickych bun¢k. DCVAC je vyrabén individualné pro
kazdého pacienta (Obrazek 4). Prvnim krokem pii vyrob¢ je leukafereticky odbér, pti kterém
se pacientovi z periferni krve odebere velké mnozstvi mononukledrnich bunék (PBMC).
Z téchto bunék se po pridani IL-4 a GM-CSF generuji nezralé dendritické bunky (iDC) a ty
jsou nasledné pulzovany usmrcenymi nadorovymi bunkami. Pro vyrobu pfipravku
DCVAC/OvCa pro lécbu pacientek s karcinomem ovarii se pouzivaji naddorové bunky
bunécnych linii SK-OV-3 a OV-90. Tyto buiky jsou pted pulzaci s iDC oSetfeny vysokym
hydrostatickym tlakem (HHP), ktery vyvolava tzv. imunogenni bunéénou smrt. Takto
usmrcené nadorové buiiky vystavuji na svém povrchu Siroké spektrum nadorovych antigent.
Nezralé¢ dendritické buiiky rozpoznavajici nddorové antigeny jsou dale aktivovany ligandem
TLR-3 receptoru (polyl:C). Takto ptipravené zralé¢ dendritické buniky jsou poté zamrazeny
v nékolika davkach v tekutém dusiku a nasledné podavany pacientovi. Z jednoho
leukaferetického odbéru se zpravidla ptipravi 10 davek DCVAC, které vystaci na 1écbu
trvajici ptiblizné jeden rok. Lécivy piipravek DCVAC je aplikovéan subkutanné a predpoklada
se, ze po aplikaci dochédzi k migraci dendritickych bun€k do lymfatickych uzlin, prezentaci
nadorovych antigent naivnim T lymfocytim a nésledné aktivaci antigen specifickych T a B

lymfocytu.
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Obrazek 4: Schéma vyroby imunoterapeutického piipravku DCVAC. Nejdfive jsou pacientovi
v aferetickém centru odebrany PBMC buiiky. Z monocytl ptitomnych v leukaferetickém odbéru se po
pridani IL-4 a GM-CSF generuji nezralé dendritické bunky. Ty jsou nasledné pulzovany bunkami
nadorovych linii oSetienych vysokym hydrostatickym tlakem (HHP) a dozravaji. Zralé DC jsou
zamrazené v nékolika davkach v tekutém dusiku. Takto vyrobeny imunoterapeuticky piipravek
DCVAC je poté aplikovan pacientovi v prislu§né nemocnici.

3.4.2. KLINICKE STUDIE VEDENE SPOLECNOSTI SOTIO

Kromé¢ DCVAC/OvCa vyviji spole¢nost Sotio, a.s. také 1écivy piipravek pro pacienty
s karcinomem prostaty (DCVAC/PCa) a plic (DCVAC/LuCa). Testovani DCVAC/PCa je jiz
ve fazi III klinického hodnoceni. V nésledujici tabulce (Tabulka 2) je uveden piehled vSech
klinickych studii vedenych firmou Sotio, a.s. (probihajicich i uzavienych), jejichz cilem je

hodnoceni lé¢ivého piipravku DCVAC.
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Tabulka 2: Klinické studie vedené spolecnosti Sotio, a.s. (Sotio.com, 2017, ClinicalTrials.gov, 2017),
zabyvajici se hodnocenim léCivého imunoterapeutického piipravku na bdzi dendritickych bunék

DCVAC (SoC chemo = standardni chemoterapie — standard of care chemotherapy, hormon. t. =

hormonalni terapie, imunomod. = imunomodulacni 1é¢ba).

Pocet Ukonceni
Studie | Faze Diagnoza Lécba zatazenych :
S studie
pacientu
SP001 I kastra¢né-rezistentni karcinom DCVAC/PCa 62 03/2017
prostaty SoC chemo
SP002 I | metastazujici karcinom prostaty DCVAC/PCa 63 01/2017
hormon. t.
spoo3 | 1 | lokalizovany karcinom prostaty po | oy ac/pca | 150 06/2017
primarni radikalni prostatektomii
lokalizovany karcinom prostaty
SP004 | T | vysokého rizika po primarni DCVAC/PCa 1, 09/2018
. .. radioterapie
radioterapii
lokalizovany karcinom prostaty po
SP0O10 II | primarni radikalni prostatektomii, DCVAC/PCa |23 04/2017
lécba druhym cyklem DCVAC/PCa
metastazujici kastraéné-rezistentni
VIABLE | III | karcinom prostaty s indikaci DCVAC/PCa ! 170 06/2018
] .. SoC chemo (ptedp.)
k primérni chemoterapii
nove diagnostikovany epitelialni
SOVO01 I | karcinom vajecniki, po radikalni DCVAC/OvCa 99 05/2018
. SoC chemo
operaci
SOV02 I prvni relaps platina-senzitivniho DCVAC/OvCa 71 02/2017
epitelialniho karcinomu vajecniki SoC chemo
SOV03 | prvni .r’elalps platlr'la-rc-*:mster.ltlznlr’lo° DCVAC/OvCa 75 082016
epitelialniho karcinomu vajecnikii SoC chemo
nemalobunécny karcinom plic ve DCVAC/LuCa
SLUO1 | VI . y p SoC chemo 105 (predp.) | 04/2018
stadiu IV .
imunomod.
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3.5. KLINICKA STUDIE SOV02 (EUDRA CT NUMBER: 2013-
001323-38)

Cilem klinické studie SOV02 je hodnoceni ucinku a bezpec¢nosti podani ptipravku
DCVAC/OvCa v kombinaci se standardni chemoterapii u pacientek s karcinomem ovarii.
Jedna se o randomizovanou, multicentrickou, otevienou klinickou studii s paralelnimi
skupinami. Tato klinickd studie faze II byla zahijena v listopadu 2013 a je vedena a
financovana firmou Sotio, a.s. Klinicka studie faze I (EudraCT: 2010-021462-30) probihajici
béhem let 2011 a 2012 jiz ukézala bezpecnost experimentalni [écby DCVAC/OvCa.

3.5.1. PACIENTKY ZARAZENE DO KLINICKE STUDIE SOV(?2

V patnacti nemocnicich v Ceské republice, Polsku a Némecku bylo do klinické studie
SOV02 nabrano celkem 71 pacientek. Do studie byly zafazeny zeny s epitelidlnim
karcinomem ovarii, s primarnim peritoneadlnim karcinomem nebo s karcinomem vejcovodu a
to jak serdzniho, endometroidniho nebo mucinézniho typu. Jednalo se o pacientky, které
dosahly kompletni remise po 1écbé€ standardni chemoterapii prvni linie (na bazi platiny) a u
nichz doslo k naslednému relapsu po vice jak 6 mésicich, kdy progrese onemocnéni ve stadiu

I nebo 1V (podle FIGO) byla potvrzena CT nebo MRI vySetienim.

3.5.2. LECB4

Pro zatfazeni do studie musi pacientky nejprve projit screeningem, kdy se na zakladé
mnoha kritérii ovéfuje, zda mohou podstoupit 1écbu danou protokolem studie. Dal$im krokem
je randomizace, kdy jsou pacientky nahodné rozdéleny do dvou skupin (Obrazek 5).
Nasleduje faze 1éceni. VSechny pacientky podstupuji standardni chemoterapeutickou 1é€bu.
V ptipadé této studie, kdy se jednd o pacientky s prvnim relapsem platinum-senzitivniho
epitelidlniho karcinomu ovarii, byla jako standardni chemoterapeutickd 1é€ba zvolena
kombinace karboplatiny a gemcitabinu. Chemoterapie probihala v 6-10 cyklech dlouhych 21
dni, pficemZz pocet cykll zavisel na individudlnim stavu pacientky. Chemoterapie byla

podéana dvakrat v ramci kazdého cyklu, a to prvni a osmy den.
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Predlécebna Lécebna Follow-Up

faze perioda perioda
Doba screeningu —
hodnoceni kritérii
pro zarazeni
pacientek do studie Lécena skupina A
Leukafereticky Standartni chemoterapie
1 odbér (karboplatina a gemcitabin) 1
) Sledovani pacientek v 6-ti
Randomizace 10 davek DCVAC/OvCa tydennich intervalech az do
pacientek do 72. tydne
Ié&ené skupiny [ | EN
A nebo B Sledovani Overall survival
kazdych 12 tydnu do konce
Lécena skupina B studie

Standartni chemoterapie
(karboplatina a gemcitabin)

Obrazek 5: Schéma pribéhu klinické studie SOV02 u pacientek zatazenych v 1écené skupiné A a B.

V 1écené skupiné A byl navic pacientkam podavan DCVAC/OvCa jako ptidavek ke
standardni chemoterapeutické 1é¢bé (Tabulka 3). Tato 1écba zahrnovala celkem 10 davek
imunoterapeutické¢ vakciny. Prvnich pét ddvek bylo podano ve tfitydennich intervalech,
dalsich pét davek v Sestitydennich intervalech. Prvni davku pacientky dostaly jeden tyden po
ukonceni druhého cyklu chemoterapie. Po dokonceni 1é€by jsou pacientky nadéle sledovany

do ukondenti klinické studie.

Tabulka 3: Casovy piehled davkovani 1éby u pacientek s karcinomem ovarii dle protokolu klinické
studie SOV02.

S0OV02 SCR Wk24 Wk48 |FU72
tyden 4 (1[2|3|4|5(6|7|8|9[10[11|12(13[14|15|16|17[18| 24 |30(36|42| 48 | 72
Chemoterapie X| X X| X X| X X| X X | X X | X

Imunoterapie X X X X X| X | X| X]|X]| X

3.5.3. HODNOTICI PARAMETRY

Primérni parametr sledujici vliv pfidavku DCVAC/OvCa ke standardni
chemoterapeutické 1€¢bé je v klinické studii SOVO02 tzv. progression free survival (PFS). PFS
je doba od randomizace, po kterou nedojde k progresi onemocnéni, ptipadné umrti pacientky.
Progrese onemocnéni je hodnocena na zakladé kritérii RECIST 1.1 (Response Evaluation

Criteria In Solid Tumors) (Eisenhauer ef al., 2008).

Mezi sekundéarni hodnotici parametry v klinické studii SOV02 patii nasledujici:

e Overal survival (OS) - celkova doba pieziti
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e Objective response rate (ORR) - celkova a CasteCnad odpoveéd na 1écbu méiend dle
kritérii RECIST 1.1

e Biological progression free survival - sledovani progrese onemocnéni na zaklade
zvyseni hladiny tumorového markeru CA 125

e Imunitni odpovéd - sledovani vybranych parametrii protinddorové imunitni
odpovédi

e Bezpecnost

e Zmény v kvalité Zivota - vyhodnocené na zakladé standardizovaného FACT-O

(Functional Assessment of Cancer Therapy—Ovarian) dotazniku

Sledovani vybranych parametrti imunitni odpovédi, které je sekundarnim hodnoticim

parametrem v klinické studii SOV02, je pfedmétem této diplomové prace.
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. MATERIALY A VYBAVENI

4.1. PRISTROJE

Priatokovy cytometr BD Canto (Becton Dickinson)

Chladni¢ka Lkv 3910 (Liebherr)

Mrazici box -20°C GG 5210 (Liebherr)

Hluboce mrazici box -86°C MDF-U55V-PE (Panasonic)

CO2 inkubator SteriCycle 371 (Thermo Scientific)

Laminarni box HERASAFE KS 12, Biohazard (Thermo Scientific)
Centrifuga Megafuge 16R (Thermo Scientific)

Opticky mikroscop Nikon E TS 100

Sunrise — ELISA spektrofotometer TECAN

Biirkerova komurka

4.2. ROZTOKY A CHEMIKALIE

PBS (Lonza)

PBS-EDTA (Lonza)

RPMI 1640 (Gibco)

MEM Non-Essential Amino Acids Solution (100x) (Gibco)
2-Mercaptoethanol (50 mM) (Gibco)

Sodium Pyruvate 100mM (100x) (Gibco)

GlutaMAX - I CTS (Gibco)

Penicillin-Streptomycin Solution (Gibco)

AB Human Serum — Heat Inactivated (Invitrogen)
Dimethyl sulfoxide puriss. p.a., ACS reagent, >99.9% (GC) (Sigma-Aldrich Co.)
Human IL-2, 10 pg (PeproTech)

Brefeldin A Solution (1,000X) (BioLegend)

Rat serum (Sigma-Aldrich Co.)

Fixation/Permeabilization diluent (eBioscience)
Fixation/Permeabilization concentrate (eBioscience)

Permeabilization buffer (eBioscience)
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Aqua pro injectione (Miniplasco)

Bovine Serum Albumin (Sigma Aldrich Co.)

Acetic acid (PENTA)

Trypan blue stain 0,4% (Gibco)

Buffer Kit for Antibody Pairs (ThermoFisher Scientific)
Ionomycin (Sigma Aldrich)

PMA (phorbol-12-myristate-13-acetate) (Sigma Aldrich)

Kompletni médium s penicilinem: RPMI 1640, 10% AB Human Serum, 1% GlutaMAX, 1%

Penicillin-Streptomycin, 1% MEM Non-Essential Amino Acids, 1% Sodium Pyruvate, 0,1%

2-Mercaptoethanol

4.3. PEPMIXY

Pepmix CEF Pool (extended) (JPT Peptide Technologies)

Pepmix Human CEA (JPT Peptide Technologies)

Pepmix Human Ny-ESO-1 (JPT Peptide Technologies)

Pepmix Human Her2/Neu (Erb-ECD) (JPT Peptide Technologies)
Pepmix Human Muc-1 (JPT Peptide Technologies)

Pepmix Human MAGE-A1 (JPT Peptide Technologies)

Pepmix Human MAGE-A3 (JPT Peptide Technologies)

Pepmix Human MAGE-A4 (JPT Peptide Technologies)

4.4, REKOMBINANTNI PROTEINY

Tetanus toxoid (recombinant protein) (Abcam)

ERBB2 (Her-2) (Human) recombinant protein (PO1) (Abnova)
CTAGIB (NY-ESO-1) (Human) recombinant protein (Abnova)
Muc-1(Human) recombinant protein (Q01) (Abnova)

Muc-16 (CA 125) (Human) recombinant protein (Q01) (Abnova)
MAGE-A1 (Human) recombinant protein (PO1) (Abnova)
MAGE-A3 (Human) recombinant protein (PO1) (Abnova)
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4.5, PROTILATKY

e Anti-Human CD3 Alexa Fluor 700 (BioLegend)

e Anti-Human Perforin APC (BioLegend)

e Anti-Human IFN gamma PE-Cyanine7 (BioLegend)
e Anti-Human CD4 PerCP-Cyanine5.5 (BioLegend)

e Anti-Human CD8a eFluor 450 (BioLegend)

e Anti-Human Granzyme B PE (BioLegend)

e Anti-Human CD154 (CD40 Ligand) FITC (BioLegend)
e LIVE/DEAD Fixable Aqua Dead Cell Stain Kit, for 405 nm excitation (Invitrogen)
e Goat Anti-Human IgG antibody (Abcam)

e Anti-Human CD14 eFluor 450 (eBioscience)

e Anti-Human HLA-DR PE-Cy7 (eBioscience)

e Anti-Human CD11b FITC (eBioscience)

e Anti-Human CD33 Alexa700 (eBioscience)

e Anti-Human CD15 APC (eBioscience)

e Anti-Human IL-4Ra PE (R&D Systems)

e Anti-Human CD4 PE-Cy7 (eBioscience)

e Anti-Human CD25 PerCP-Cy5.5 (eBioscience)

e Anti-Human CD127 APC (eBioscience)

e Anti-Human FoxP3-AF488 (eBioscience)

e Anti-Human CD3 AF700 (eBioscience)

e Anti-Human CD4 Brilliant violet 510 (Biolegend)

e Anti-Human PD-1 FITC (eBioscience)

e Anti-Human TIM-3 PE (eBioscience)

e Anti-Human LAG-3 PerCP-eFluor 710 (eBioscience)
e Anti-Human CTLA-4 eFluor 660 (eBioscience)

4.6. SOFTWARE

e BD FACS Diva Software v8.0.1
e FlowJo9.7.7
e (GraphPad Prism 6
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e Magellan
e  Microsoft Office 2010

4.7. MERENE VZORKY

Métené vzorky pochazely od pacientek z klinické studie SOV02 (Eudra CT number:
2013-001323-38). Do studie byly zatfazeny pacientky starsi 18 let s radiologicky potvrzenym
epitelidlnim karcinomem ovarii, s primarnim peritonealnim karcinomem nebo s karcinomem
vejcovodu ve stadiu III nebo IV dle FIGO, u nichz nastal relaps po vice jak 6 mésicich od
dosazeni remise. Do klinické studie bylo zahrnuto 15 center v Ceské Republice, Polsku a
Némecku.

Pacientské vzorky pro vyzkumné ucely byly odebirané v predem urcenych casovych
rozmezich definovanych v protokolu studie SOV02. Jednd se o Ctyfi vzorky od kazdé
pacientky (vzorek z obdobi screeningu pred zapocetim terapie, vzorek odebrany pied Sestym
cyklem imunoterapie po ukonceni chemoterapeutické 1€cby, vzorek odebrany pred desatym
cyklem imunoterapie a vzorek odebrany po ukonceni 1é¢by v 72. tydnu od jejiho zahajeni, viz
Tabulka 4). Z casti odebrané¢ho vzorku plné krve byly izolovany mononuklearni bunky
(PBMC), zamrazeny a dale uchovavany v Dewarovych nadobach s tekutym dusikem. Druha
¢ast odebrané krve se vyuzila k izolaci séra, které bylo dale zamrazeno a uchovavano v -80°C.
Vsechny vzorky byly zpracovavany a zamrazovany v centralni laboratofi — firma Synlab
(ptivodné Interlab, Mnichov, Némecko) a nasledné prevezeny do firmy Sotio a.s. v Praze

(Jankovcova 1518/2, Praha 7).

Tabulka 4: Casovy plan odebirani vzorkii pro vyzkumné téely v klinické studii SOV02 dle protokolu

studie.

SOVo02 SCR Wk24 Wk48 |[FU72
tyden 4 |1(2|3|4|(5[6|7|8|9[10{11|12(13|14|15|16|17[18| 24 [30|36|42| 48 | 72
Chemoterapie X | X X[ X X[ X X | X X| X X| X

Imunoterapie X X X X X X [ X]| X| X[ X
Méfené vzorky X X X X
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5. METODY

5.1. DETEKCE ANTIGENNE SPECIFICKYCH T LYMFOCYTU

PBMC vzorky byly rozmrazeny ve vlazné vodni lazni, obsah vialek byl ihned
pienesen do 10 ml kompletniho média s penicilinem. Bunky byly centrifugovany (1300 rpm,
2 minuty), supernatant byl slit a bunky byly resuspendovény v 1 ml Cerstvého média a
nasledné spocitany. 10 ul bunétné suspenze bylo smichéno s 10 pl Trypanové modfi, byl
spocitan pocet bunék v 16 malych ctvercich v Biirkerové komtrce. Pocitany byly vSechny
zivé bunky uvnitt malych ctvercii a také ty, které se dotykaly horni a levé strany ctverce.
Pocet bun¢k (x) byl dosazen do Rovnice 1 a byla spocitdna koncentrace bunék v 1 ml média

().
y=x/16/0,004 x 2 x 1000

Rovnice 1: Vypocet koncentrace bun¢k v 1 ml média (y) na zaklad€ poctu bun¢k v 16 malych
¢tvercich v Biirkerové komirce (x).

Dale byly bunky napipetovany do 96 jamkové U desticky v minimalnim poctu 50 000
bun¢k na jamku. Kazdy vzorek byl rozdélen do 9 jamek, objem média byl doplnén na 200 ul
v kazdé jamce. Pokud ve vzorku nebyl dostateCny pocet bunék, vzorek nebyl k analyze
pouzit. Buiiky byly inkubovany pti 37°C a 5% CO; po dobu 10 dnti (Obrazek 6).

Druhy den byly buiiky stimulovany Pepmixy vybranych nadorovych antigent. Jedna
se o smé&si prekryvajicich se peptidli pokryvajicich celou sekvenci vybraného nadorového
antigenu. Bunky byly centrifugovany (1300 rpm, 2 minuty), z kazdé jamky bylo odebrano 50
pl média a nasledné byly buiky resuspendovany s 50 pl smési Cerstvého média s danym
pepmixem. Prvni jamka byla oznacena jako negativni kontrola (NC) a bylo do ni pfidano
pouze cCerstvé kompletni médium. Do druhé jamky byl pfidan pepmix CEF (smés peptida
zahrnujici antigeny viru chiipky, CMV a EBV) ve vysledné koncentraci 1,5 pg/ml, tato jamka
slouZzila jako pozitivni kontrola. Dal$i jamky byly oznaceny podle pepmixu, ktery byl do nich
pfidan (CEA, NY-ESO-1, Her-2, Muc-1, MAGE-A1, MAGE-A3, MAGE-A4), koncentrace
pepmixi v téchto jamkéch byla 2,5 pg/ml.

V pribéhu inkubace (4., 6. a 8. den) byl k buitkdim ptfidavan IL-2, aby finalni
koncentrace v jamkach byla 2 pg/ml. 9. den protokolu byly buiiky restimulovany pepmixy
stejnym zptisobem jako pfi po¢atecni stimulaci druhy den. Po dvou hodinach od stimulace byl

jeste pridan Brefeldin A, inhibitor bunécného transportu proteint. Nasledujici, desaty den
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byly buiiky stoceny (1300 rpm, 2 minuty) a piepipetovany do 96 jamkové V desticky. Po
promyti 200 pul PBS byly buiikky resuspendovany v 50 upl smési protilatek urcené

k povrchovému barveni T lymfocyt (Tabulka 5) a inkubovany 20 minut v lednici.

Tabulka 5: Smés protilaitek na povrchové barveni vzorki PBMC urcéend pro detekci antigen
specifickych T lymfocytii metodou pratokové cytometrie.

Protilatka Objem/ 1 jamka (ul)
LIVE/DEAD Fixable Aqua Dead Cell Stain Kit 0,25
Anti-Human CD3 Alexa Fluor 700 1,5
Anti-Human CD8a eFluor 450 1,5

PBS 46,75

Dale bylo k buiitkam ptidano 100 pl PBS, buiiky byly centrifugovany (1300 rpm, 2
minuty) a po sliti supernatantu resuspendovany ve 100 pl fixaéniho/permeabiliza¢niho
roztoku (Fixation/permabilization concentrate: Fixation/permabilization diluent = 1:3). Buiiky
byly fixovany a permeabilizovany 30 minut v lednici, poté bylo do kazdé jamky ptidano 100
ul permeabiliza¢niho pufru, desticky byly centrifugovany (2200 rpm, 2 minuty) a promyty
dalsimi 100 pl permeabilizaéniho pufru. Pfi intracelularnim barveni byly bunky
resuspendovany v 50 pl odpovidajici smési protilatek (Tabulka 6) a inkubovany 20 minut
v lednici. Na zavér byly buniky dvakrat promyty 200 ul PBS. Vzorky resuspendované ve 200
ul PBS byly zméteny na pratokovém cytometru BD Canto.

Tabulka 6: Smés protilatek na intracelularni barveni antigen specifickych T lymfocyti.

Protilatka Objeny/ 1 jamka (ul)
Krysi sérum 2
Anti-Human IFN gamma PE-Cyanine7 1
Anti-Human CD154 (CD40 Ligand) FITC 1,5
Anti-Human Perforin APC 1,5
Anti-Human Granzyme B PE 1,5

Anti Human CD4 PerCP-Cyanine5.5 1,5
Permeabilization buffer 41

Na Obrazek 6 je uveden piehled celého 10-ti denniho protokolu, ktery zachycuje
schéma experimentu detekce T lymfocytl specifickych proti vybranym nadorovym

antigenim (CEA, NY-ESO-1, Her-2, Muc-1, MAGE-A1, MAGE-A3, MAGE-A4).
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barvenia

méfeni na
pridani pridani IL-2 pridani IL-2 pridani IL-2 pritokovém

D1 pepmixd (4 ng/ml) (4 ng/ml) (4 ng/ml) D9 cytometru
| | | | | | | | | |
| | | | | | | | | |

rozmrazenia D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 pfidani D10
potitani pepmixd,
bunék Brefeldinu A

Obrazek 6: 10-ti denni protokol stanoveni antigen specifickych T lymfocyta.

Data z prutokového cytometru byla vyhodnocena v programu FlowJo. Pomoci
parametrit SSC a FSC byla nejdfive vybrana piredpokladana populace T lymfocytii bez debris
(Obrazek 7). V dalsich krocich byly postupné oznaceny populace zivych bun¢k (Live/dead
negativni), pomocnych T lymfocyti (CD3"CD4") a cytotoxickych T lymfocytt (CD3°CD8").
U CD4+ i CD8+ T lymfocyti bylo vyhodnoceno procentualni zastoupeni IFN-y pozitivnich
bunék a u téchto bunék byly dale jesté blize specifikovany IFNy'CD154", IFNy granzym' a
IFNy "perforin” bun&éné populace. Takto ziskana data byla nasledné statisticky vyhodnocena

v programu GraphPad.

burky bez debris zivé bunky T lymfocyty

Wy
R \..‘...----- J

SSC
CD3

Live/Dead

FSC FSC Cbhs8

NC | k
Iy

Granzyme

CEF I\

CD154
Perforin

Granzyme

[FNy IFNy [FNy IFNy
Obrazek 7: Analyza vysledk zpritokového cytometru pii detekci antigenné specifickych T
lymfocytii. Ukézana je analyza¢ni strategie pro CD8" T lymfocyty, CD4" T lymfocyty byly
analyzovany stejnym zptisobem. (NC = negativni kontrola, CEF = smés béznych virovych antigenti
slouzici jako pozitivni kontrola).
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5.2. DETEKCE ANTIGENNE SPECIFICKYCH PROTILATEK

K detekci antigenné specifickych protilatek v séru pacientek z klinické studie SOV02
byla zvolena metoda ELISA. K provedeni této metody byly pouzity komeréné dostupné
rekombinantni proteiny od firmy Abnova, roztoky z kitu Buffer kit for antibody pairs
(ThermoFisher Scientific) a 96-ti jamkové desticky MaxiSorp (Nunc). U vSech vzorka byly
detekovany protilatky proti nasledujicim Sesti nddorové specifickym antigentim: NY-ESO-1,
Her-2, Muc-1, Muc-16, MAGE-A1 a MAGE-A3. Tetanus toxoid (rekombinantni protein) byl
pouzit jako pozitivni kontrola.

Nejprve byly proteiny nafedény do koncentrace 0,8 pg/ml v uhli¢itanovém pufru a
nasledné napipetovany do pfislusnych jamek na desti¢ce v objemu 50 pl na jamku. Desticky
s napipetovanymi proteiny byly inkubovany pies noc pii 4°C. Nasledujici den byly desticky
tiikrat promyty promyvacim pufrem (Wash buffer) a poté byly 1 hodinu inkubovany
s blokovacim pufrem (Assay buffer) pifi laboratorni teploté (100 pl blokovaciho pufru na
jamku). Desticky byly opét tfikrat promyty a poté do nich byly v laminarnim boxu
napipetovany pacientské vzorky (sérum). Sérum bylo natedéno 1:100 v blokovacim pufru a
kazdy vzorek byl méten v duplikatu na kazdém proteinu. Jako pozitivni kontrola byly pouzity
jamky snavdzanym toxinem tetanu inkubované jak se sérem odpovidajici pacientky ze
screeningové navstévy, tak se sérem zdravého dérce, u né¢hoz byli pfitomné protilatky proti
tetanu. Negativnimi kontrolami u kazdého proteinu byly jamky inkubované pouze
s blokovacim pufrem. Po navazani specifickych protilatek byly desticky opét tfikrat promyty.
Nasledovala 30-ti minutova inkubace se sekundarni protildtkou proti IgG konjugovanou s
kienovou peroxidazou. Tato protilatka byla nafedénd 1:50 000 v blokovacim pufru a bylo
napipetovano 50 pl do kazdé jamky. Po inkubaci byly desticky tfikrat promyty a poté bylo do
kazdé jamky napipetovano 50 pl substratu pro kienovou peroxidazu — TMB (3, 3¢, 5, 5 —
tetrametylbenzidin). Po 20 minutach bylo do kazdé jamky pfidano 50 pl roztoku pro zastaveni
reakce (Stop solution) a desti¢ky byly ihned zméfeny na ELISA spektrofotometru pfi vinoveé
delce 450 nm.

5.3. DETEKCE IMUNOSUPRESIVNICH POPULACI MDSC BUNEK

Bunky byly rozmrazeny stejnym postupem jako bunky pro detekci antigenné
specifickych T lymfocyti. Kazdy vzorek byl rovnomérné rozdélen do sedmi jamek na 96-
jamkové U desti¢ce, v minimalnim poctu 50 000 bunék/ 150 pl média/ jamka. Desticky byly
inkubovany ptes noc pii 37°C. Druhy den byly dvé jamky ptepipetovany do 96- jamkové
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V desti¢ky urcené na barveni MDSC bunék, zbytek byl ponechan pro detekci Treg bunék a
exprese inhibi¢nich molekul na povrchu T lymfocyti. Vzorky byly dale centrifugovany
(1300 rpm, 2 minuty) a promyty 200 pl PBS. Jedna jamka byla ponechéna jako nebarvena
kontrola, druh4a byla nabarvena néasledujici smési protilatek (Tabulka 7). Vzorky byly
inkubovéany 20 minut v lednici, promyty 200 ul PBS a nakonec resuspendovany ve 150 pl

PBS a zméfeny na prutokovém cytometru.

Tabulka 7: Smés protilatek na barveni bunék pro detekci riznych populaci MDSC bun¢k.

Protilatka Objem/ 1 jamka (pl)
LIVE/DEAD Fixable Aqua Dead Cell Stain Kit 0,25
Anti-Human CD14 eFluor 450 1,5
Anti-Human HLA-DR-PE-Cy7 1,5
Anti-Human CD11b-FITC 1,5
Anti-Human CD33-Alexa700 1,5
Anti-Human CD15-APC 1,5
Anti-Human IL-4Ra-PE 2

PBS 40,25

Pfi analyze dat z pratokového cytometru byly na zdklad¢ parametrt SSC a FSC
nejprve vybrany buiiky bez debris a z nich zivé bunky (Live/dead negativni), ndsledné bylo
postupovdno podle strategie navrzené¢ pro rozliSeni Sesti riznych populaci MDSC,
polymorfonuklearnich i monocytarnich (Damuzzo et al., 2015). Ptehled fenotypovych znakt
jednotlivych populaci MDSC bunék znazoriiuje Tabulka 8, analyzacni strategie v programu
FlowJo zachycuje Obrazek 8. Poté, co bylo odstranéno debris, byly na zdklad¢é pouZitého
Live/Dead kitu vybrany zivé buiiky a ztéch pak analyzovany pfislusné populace MDSC
buné¢k. M-MDSC populace maji spolecny marker CD14, naopak PMN-MDSC populace znaci
molekula CD15.

Tabulka 8: Prehled fenotypovych znaki jednotlivych populaci MDSC bunék vybranych pro analyzu
dat z prutokového cytometru.

Monocytarni - MDSC Polymorfonuklearni - MDSC
A) CD14"/ IL-4Rao.” B) CD15"/ IL-4Ra"

C) CD14"/ HLA-DR™ D) CD147/ CD15"/ CD11b"
F) CD14°/CD15/CD33"¢"/HLA-DR™™ | E) CD15"€"/FSC""/SSCe"
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Obrazek 8: Strategie analyzy dat v programu FlowJo pii detekci populaci MDSC bunék.

5.4. DETEKCE REGULACNICH T LYMFOCYTU (TREG)

Bunky byly rozmrazeny najednou pro detekci MDSC, Treg a “immune checkpoint”
molekul na povrchu T lymfocyti podle postupu v kapitole 5.3. Den po rozmrazeni byly dvé
jamky bunék vmédiu o objemu 150 pl prepipetvany do 96- jamkové V desticky,
centrifugovany (1300 rpm, 2 minuty) a promyty 200 pl PBS. Nésledné byly buiky
resuspendovany v 50 pl smési protilatek na intracelularni barveni (Tabulka 9) a inkubovany

v lednici po dobu 20 minut.

Tabulka 9: Smés protilatek na extracelularni barveni bun¢k pro detekci Treg.

Protilatka Objeny/ 1 jamka (ul)
LIVE/DEAD Fixable Aqua Dead Cell Stain Kit 0,25
Anti-Human CD4 PE-Cyanine7 1,5
Anti-Human CD8 a eFluor 450 1,5
Anti-Human CD25 PerCP-Cyanine5.5 1,5
Anti-Human CD127 APC 1,5

PBS 43,75
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Po inkubaci bylo ptidano 150 pl PBS-EDTA a buiiky byly opét centrifugovany (1300
rpm, 2 minuty). Déle byly resuspendovany ve 100 pl fixacniho/permeabiliza¢niho roztoku od
eBioscience (Fixation/permabilization concentrate: Fixation/permabilization diluent = 1:3) a
inkubovéany 30 minut v lednici. Dale bylo pfidano 100 ul permeabiliza¢niho pufru, bunky
byly centrifugovany (2200 rpm, 2 minuty) a jest¢ jednou promyty 100 ul permeabiliza¢niho
pufru. Nasledovala 30-ti minutova inkubace bunck v lednici v 50 pl smési protilatek na
intracelularni barveni (Tabulka 10). Buiiky v jedné jamce byly nabarveny touto smési, druha

jamka slouzila jako FMO kontrola (fluorescence minus one) pro spravnou analyzu dat.

Tabulka 10: Smé¢s protilatek na intracelularni barveni bunék pro detekci Treg.

Protilatka Objen/ 1 jamka (pl)
Krysi sérum 2
Anti-Human FoxP3 Alexa Fluor 488 1
Permeabilizacni pufr 47

K bunkdm bylo pfidano 150 pl permeabiliza¢niho pufru a po dalsi centrifugaci (2200
rpm, 2 minuty) byly bunky jeSt€¢ jednou promyty 200 pl PBS. Nakonec byly bunky
resuspendovany ve 150 pl PBS a zméfeny na pritokovém cytometru. Prvnim krokem pfi
analyze dat v programu FlowJo bylo vybrani o¢ekavané populace T lymfocytd na zakladé
parametrit SSC a FSC. Déle byly vybrany zivé buiiky (Live/dead’), CD4", nasledng CD25"
buiiky a v poslednim kroku byla uréena populace CD127"°%FoxP3" bunék. Celkovy piehled
strategie analyzy pouZité pro detekci CD4'CD25°CD127°%FoxP3" T regulatnich T

lymfocytt je ukdzan na nésledujicim obrazku (Obrazek 9).

buriky bez debris Zivé buriky T lymfocyty

SsC

Live/Dead

FSC

CcD127
Obrizek 9: Strategie analyzy pouzité pro detekci CD4'CD25'CD127°¥FoxP3" Treg bun&k.
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5.5. DETEKCE EXPRESE INHIBICNICH “IMMUNE CHECKPOINT*

PROTEINU NA POVRCHU T LYMFOCYTU

Rozmrazené PBMC byly pouzity jednak na pfedchozi dvé stanoveni (kapitoly 5.3 a
5.4) a zaroven byly tfi jamky s buikami v médiu o objemu 150 pl ureny na stanoveni
exprese tzv. immune checkpoint molekul na povrchu T lymfocyt. Stanoveni bylo provadéno
den po rozmrazeni bun¢k. Buniky v prvni jamce nebyly stimulované (NS), buniky ve zbylych
dvou jamkéch byly stimulovany PMA a ionomycinem v koncentracich 50 ng/ml a 1 pg/ml po
dobu 4 hodin v inkubatoru (37°C, 5% CO,). Po stimulaci bylo provedeno povrchové barveni,
fixace a permeabilizace a intracelularni barveni podle stejného protokolu jako barveni Treg
bunck (kapitola 5.4) s tim, ze byly pouzity odlisné smési protilatek (Tabulka 11). Kazda ze tii
jamek byla barvena jinymi protildtkami na extra- a intracelularni barveni, prvni jamka
obsahovala nestimulované buiiky (NS), druha jamka obsahovala buiiky stimulované a slouzila
jako FMO kontrola (FMO), ve tfeti jamce byly opét stimulované buniky, barvené vSemi

protilatkami (test).

Tabulka 11: Smési protilatky na barveni bunék za ucelem detekce “immune checkpoint” molekul na
povrchu T lymfocyti. Kazdd jamka (NS, FMO a test) byla barvena jinymi smésmi protilatek,
nestimulované bunky (NS) byly pii intracelularnim barveni resuspendovany pouze v 50 pl
permeabiliza¢niho puftu.

Jamka Protilatka Objem/ 1 jamka (ul)
Anti-Human CD3 Alexa Fluor 700 1,5
Anti-Human CD8a eFluor 450 1,5
Extracelularni Anti-Human CD4 Brilliant violet 510 1,5
barveni Anti-Human TIM-3 PE 1,5
Anti-Human LAG-3 PerCP-eFluor 710 1,5
NSatest |, Human PD-1 FITC 1,5
Anti-Human CTLA-4 eFluor 660 1,5
PBS 39,5
Extracelulérni Anti-Human CD3 Alexa Fluor 700 1,5
barveni Anti- Human CD8a eFluor 450 1,5
Anti-Human CD4 Brilliant Violet 510 1,5
L (O PBS 45,5
Anti-Human CD3 Alexa Fluor 700 1,5
Intracelulérni Anti-Human CD8a eFluor 450 1,5
barveni Anti-Human CD4 Brilliant violet 510 1,5
Anti-Human TIM-3 PE 1,5
test Anti-Human LAG-3 PerCP-eFluor 710 1,5
Anti-Human PD-1 FITC 1,5
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Anti-Human CTLA-4 eFluor 660 1,5
Krysi sérum 2
Permeabilizacni pufr 37,5
Anti-Human CD3 Alexa Fluor 700 1,5
Intracelularirni Anti- Human CD8a eFluor 450 1,5
barveni I i -Human CD4 Brilliant Violet 510 1,5
FMO Krysi sérum 2
Permeabilizacni pufr 43,5

Vzorky byly zméfeny na pritokovém cytometru a data analyzovdna v programu
FlowJo (Obrazek 10). Dle SSC a FSC byla vybrana populace lymfocyti bez debris a z ni pak
CD3 pozitivni bunky (T lymfocyty). Dale bylo stanoveno osm riiznych populaci T lymfocyta:
CD3"'CD4" lymfocyty exprimujici CTLA-4, LAG-3, PD-1, TIM-3 a CD3'CDS8" lymfocyty
exprimujici CTLA-4, LAG-3, PD-1 a TIM-3. Nestimulované buiniky byly analyzovany na

zakladé¢ porovnani s FMO kontrolou a stimulovanymi barvenymi buiikami téhoz vzorku.
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buriky bez debris T lymfocyty

SsC
FSC

FMO stimulovaneé

CTLA-4

CD8

LAG-3

CD8

PD-1

CcD8

TIM-3

CD8

w

TIM-3 TIM-3 TIM-3

Obrazek 10: Strategie vyhodnocovani T lymfocytd exprimujicich inhibi¢ni molekuly CTLA-4, LAG-
3, PD-1 a TIM-3 v programu FlowJo.
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5.6. STATISTICKA ANALYZA DAT

Statistickd analyza dat byla provedena v programu GraphPad Prism, verze 6. U
jednotlivych méfeni bylo provedeno porovnani hodnot mezi pocateéni navstévou (SCR) a
kazdou dalsi navstévou (Wk24, Wk48, FU72) a to vramci obou léCenych skupin zvlast.
K tomuto hodnoceni byl pouzit parovy neparametricky Wilcoxontiv test, za statisticky
vyznamné byly povazovany hodnoty p < 0,05. Dale bylo provedeno porovnani hodnot mezi
léCenymi skupinami v ramci kazdé navstévy. V tomto piipadé byl pouzit neparovy
neparametricky T-test Mann-Whitney, za statisticky vyznamné byly povazovany hodnoty p <

0,05. V ramci grafti jsou data prezentovana jako prumeér se standardni odchylkou.

5.7.VALIDACE POUZITYCH METOD

Vsechny pouzité metody byly v laboratofich firmy Sotio, a.s. validovany a vSechny
laboratorni prace se fidily pokyny Spravné vyrobni praxe (Good manufacturing practice).
Tyto pokyny jsou zvefejnény Evropskou komisi v Pravidlech pro 1é¢ivé ptipravky v Evropské
Unii, Svazek v — Pokyny pro spravnou vyrobni praxi

(http://ec.europa.eu/health/documents/eudralex/vol-4/index_en.htm). Uplné aktualni znéni a

Cesky preklad téchto pokynl je mozné najit také na webovych strankach Statniho tstavu pro

kontrolu 1é¢iv  (http://www.sukl.cz/leciva/vyroba-leciv). U jednotlivych metod bylo

validovano nékolik riiznych parametrii, prehled vybranych parametrti shrnuje Tabulka 12.

Tabulka 12: Piehled vybranych parametrd validovanych u pouzitych metod.

Parametry Cil validace
. Schopnost jednoznacné detekovat stanovovany parametr (bunky, protlatky) — specifita
Specifita ., T
reagencii, analyticka, klinicka
Preciznost - Urcit presnost (odchylku) vysledkt pifi opakovani metodického postupu za stejnych

opakovatelnost | podminek (méteni v duplikatech, triplikatech...)

Urcit presnost (odchylku) vysledkt pii opakovani metodického postupu pii riznych

Mezilehla ‘. v Ty oo wu . s n e
. proménnych v laboratofi (méfeni v riznych dnech, méteni provadéné riiznymi
preciznost .
osobami)
Presnost Shoda mezi namétenou hodnotou a akceptovanou referenéni hodnotou
Mez detekce Urc¢it nejnizsi mnozstvi sledovaného parametru, které mize byt detekovano
Mez Ur¢it nejnizsi a nejvyssi koncentraci daného parametru ve vzorku, kterd mtize byt

stanovitelnosti | kvantitativné stanovena

Definovat schopnost metody poskytnout vysledky méteni pfimo imérné ke

Linearita .

© koncentraci analytu
Referencni Charakterizovat koncentra¢ni rozsah, ve kterém byly valida¢ni parametry
rozsah vyhodnoceny a ovéfeny
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6. VYSLEDKY

6.1. DETEKCE ANTIGENNE SPECIFICKYCH T LYMFOCYTU

Pti sledovani ucinku imunoterapeutického ptipravku DCVAC v 1é¢bé pacientek
s karcinomem ovarii, zafazenych do klinické studie SOV02, jsme se zaméfili na detekci T
lymfocytt specifickych vi¢i nadorovym antigenim CEA, NY-ESO-1, Her-2, Muc-1, MAGE-
Al, MAGE-A3 a MAGE-A4. Zajimalo nas, jestli v prib¢hu 1écby a v dalSich nékolika
tydnech po jejim ukonceni dochdzi ke zméndm v procentudlnim zastoupeni antigenné
specifickych T lymfocytli a zda se mnozstvi téchto bunck liSi mezi skupinou pacientek
lécenych piipravkem DCVAC v kombinaci s chemoterapii (lé€ena skupina A) oproti
pacientkdm 1é¢enych pouze chemoterapii (IéCena skupina B). K tomuto ucelu bylo zméteno
celkem 119 vzorkti bunék odebranych z periferni krve pacientek v pribéhu lécby (SCR,
Wk24, Wk48) 1 po jejim ukonceni (FU72). BohuZel ne od kazdé pacientky jsme méli
k dispozici vzorky ze vSech ¢tyf navstév. Celkem jsme analyzovali vzorky od 39 pacientek,
25 pacientek bylo zatazeno v 1é¢ené skupiné A, 14 pacientek v 1é¢ené skupiné B.

K analyze antigen specifickych T lymfocytt byla zvolena metoda 10-ti denni kultivace
PBMC bungk, stimulace T lymfocytl pepmixy a I1-2 a nasledného intracelularniho barveni a
stanoveni IFNy pozitivnich T lymfocyti na zéklad¢ dat ziskanych meétenim vzorkli na
prutokovém cytometru. Tato metoda byla jiz dfive pouZita pro méfeni vzorka prostatickych
pacienti z klinické studie SPO02 (Podrazil et al., 2015).

Vramci této analyzy jsme se zaméfili na pomocné CD3'CD4" (Obrazek 11) i
cytotoxické (Obrazek 12) CD3'CD8" T lymfocyty. Co se tyée CD4" T lymfocytd,
nedochazelo v prubéhu 72 tydnt k zddnym signifikantnim zméndm v zastoupeni antigen
specifickych T lymfocyth ani u jedné ze sledovanych skupin pacientek. U pacientek z 1écené
skupiny A jsou vidét jemné rozdily, kdy mezi 48. a 72. tydnem dochéazi ke zvySeni
procentualniho mnozstvi CD3 CD4'TFNy" antigen specifickych bunék, rozdil viak neni
statisticky vyznamny. Porovnani zastoupeni téchto bunék mezi obéma lécenymi skupinami
pacientek nenaplnilo ofekavani a nezaznamenali jsme Zadné statisticky vyznamné rozdily
v zastoupeni sledovanych bun€k na jednotlivych navstévach u zadného ze sledovanych
antigend.

Podobn¢ jako u pomocnych T Ilymfocyth, ani u cytotoxickych T lymfocyth
nedochazelo v pribéhu l1écby ani po 1écbe ke statisticky vyznamnym zménam v zastoupeni

antigenné specifickych bun&k. Je viak zajimavé, Zze obdobné jako CD3'CD4 'TFNy" bungk, je
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u CD3"CD4 TFNy" T lymfocytii nejvyssi procentudlni hodnota zaznamenéna také u vzorki ze
72. tydne (FU72), zamétime-li se na 1é¢enou skupinu A. Dale stoji za pozornost porovnani
sledovanych bun¢k mezi obéma skupinami pacientek, kdy je vice antigenné specifickych T
lymfocyti zaznamenano u pacientek, kterym byl podavan imunoterapeuticky piipravek
DCVAC, a to u vsech sledovanych nadorovych antigenti. Signifikantné vyssi (*p<0,05)
procentudlni mnozstvi bunék se vSak po statistické analyze ukazalo pouze u antigenu MAGE-
A4 u vzorkl odebranych pifi druhé navstéveé ve 24. tydnu. Jiné signifikantni rozdily nebyly
zaznamenany. Vzhledem ktomu, Ze jsme nezaznamenaly zadné vyznamné zmeény
v procentudlnim zastoupeni antigenné specifickych T lymfocyt v pribéhu terapie, ani zadné
pfesvédcivé signifikantni rozdily mezi [éCenymi skupinami pacientek, podrobnéjsi
statistickou analyzou hodnotici subpopulace IFNy ' CD154", IFNy perforin” a IFNy granzym"
bunck jsme se jiz nezabyvali. Tyto vysledky vSak budou individualné u kazdé pacientky

korelovany s klinickymi daty.
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Obrazek 11: Graficky zndzornéné zastoupeni pomocnych T lymfocytl specifickych vii¢i vybranym
nadorovym antigenim u pacientek zlécené skupiny A (Cerné sloupce) a lé¢ené skupiny B (Sedé

sloupce) v klinické studii SOV02.
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Obrazek 12: Hodnoceni pfitomnosti CEA, NY-ESO-1, Her-2, Muc-1, MAGE-A1l, MAGE-A3 a
MAGE-A4 specifickych cytotoxickych T lymfocytii v periferni krvi pacientek s karcinomem ovaria
v klinické studii SOVO02. Piitomnost CEF specifickych CD8" T lymfocytii slouzila jako pozitivni
kontrola.
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6.2. DETEKCE ANTIGENNE SPECIFICKYCH PROTILATEK

Pro detekci antigenné specifickych protilatek proti antigenim asociovanym
s karcinomem ovaria v séru pacientek zarazenych do klinické studie SOVO02 byla zvolena
metoda ELISA. Celkem byly analyzovany vzorky od 32 pacientek léCenych standardni
chemoterapii v kombinaci s imunoterapeutickou 1écbou hodnocenou v ramci studie, a od 19
pacientek z kontrolni skupiny l1éCenych pouze standardni chemoterapii. Od pacientek byly
k dispozici vzorky séra ze Ctyf riznych ¢asovych rozmezi definovanych v protokolu studie.
Vzorky odebrané v takto pfedem stanovenych casovych bodech pokryvaly dobu pted
zahajenim lécby, v jejim pribéhu i v asovém odstupu po jejim ukonceni. Celkem bylo
zméfeno a analyzovano 182 vzorkl (v nékterych piipadech nebyly k dispozici vzorky ze
vSech Ctyf navstév). U kazdého vzorku byla analyzovana ptitomnost specifickych protilatek
proti NY-ESO-1, Her-2, Muc-1, Muc-16, MAGE-A1 a MAGE-A3 (Obrazek 13). Pii
vyhodnocovani vysledkl jsme se zaméfily na hodnoceni zmén hladiny ptitomnych protilatek
v obou lécenych skupinach v pribéhu terapie. Dale jsme zkoumaly rozdily mezi 1é¢enymi
skupinami na jednotlivych navstévach.

V pribéhu sledovani pacientek v klinické studii nebyly u lécené skupiny A zjiStény
zadné signifikantni rozdily v zastoupeni vSech métenych nadorové specifickych protilatek.
Naproti tomu u lé¢ené skupiny B byl u NY-ESO-1, Her-2, Muc-1 a MAGE-A1 specifickych
protilatek zaznamenan signifikantni pokles mezi pocatecni navstévou (SCR) a tfeti navstévou
ve 48. tydnu (Wk48) (*p<0,05), v obdobi po ukonceni chemoterapeutické 1écby. U anti-NY-
ESO-1 a anti-Muc-1 protilatek byl tento pokles statisticky velmi vyznamny (**p<0,01).
Pokles byl zaznamenan také u Muc-16 specifickych protilatek, u kterych vSak nevysel
statisticky vyznamny. U NY-ESO-1 specifickych protilatek se ukazal jako signifikantni jiz
pokles mezi prvni (SCR) a druhou navstévou (Wk24) (*p<0,05). U péti z Sesti méfenych
nadorové-specifickych protilatek byl v pribéhu 48 tydnl zaznamenan trend poklesu hladiny
téchto protilatek. AvSak v pribéhu dalSiho sledovani hladina téchto protilatek mirné stoupa a
JiZ neni patrny statisticky vyznamny rozdil mezi hladinou protilatek na pocatecni (SCR) a
posledni navstéveé (FU72). Hladina MAGE-A3 specifickych protilatek se v pritbé¢hu sledovani
pacientek v klinické studii neméni.

Porovnani hladiny antigen-specifickych protilatek mezi obéma 1é€enymi skupinami na
vSech navstévach, ukdazalo statisticky vyznamné rozdily u Her-2, Muc-1 a MAGE-A1
specifickych protilatek. Hladiny téchto protilatek na tieti navstéve (Wk48) jsou signifikantné

vyssi (*p<0,05) u skupiny A, lécené¢ kombinaci chemo- a imunoterapie. U anti-Her-2
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protilatek je obdobny signifikantni rozdil (*p<0,05) zaznamendm také na vzorku z posledni
navstévy (FU72). U dalSich métenych protilatek nejsou rozdily mezi obéma sledovanymi

skupinami statisticky vyznamné.
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Obrazek 13: Grafické zndzornéni pfitomnosti nadorove specifickych protilatek proti antigentim NY -
ESO-1, Her-2, Muc-1, Muc-16, MAGE-A1 a MAGE-A3. Na kazdém grafu jsou zndzornény hladiny
protilatek na jednotlivych navstévach zahrnujici 1é¢ené obdobi i obdobi po ukonceni terapie a to u
1écené skupiny A (Cerné sloupce), i kontrolni 1écené skupiny B (Sedé sloupce).
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6.3. DETEKCE IMUNOSUPRESIVNICH POPULACI MDSC BUNEK

V ramci detekce Sesti riznych populaci MDSC bun¢k bylo analyzovéano celkem 148
vzorkli PBMC, které pochéazely od 29 pacientek z l1écené skupiny A (DCVAC + standardni
chemoterapie) a 17 pacientek zléCené skupiny B (pouze chemoterapie). Celkem byly
analyzovany vzorky od 46 pacientek z klinické studie SOV02 (Obrazek 14). Z davodu
ptehlednosti zde opét uvadim piehled jednotlivych analyzovanych populaci MDSC a jejich
fenotypovych markeri (Tabulka 13).

Tabulka 13: Piehled fenotypovych znaki jednotlivych populaci MDSC bunék vybranych pro analyzu
dat z priitokového cytometru.

Monocytarni - MDSC Polymorfonuklearni - MDSC
A) CD14"/ IL-4Ro.” B) CD15"/ IL-4Ra”

C) CD14"/ HLA-DR™™ D) CD147/ CD15"/ CD11b"
F) CD147/CD15/CD33"¢"/HLA-DR™" | E) CD15"¢"/FSC""/SSC"e"

Populace “A” piedstavuje CD14'IL-4Ro” subpopulaci monocytarnich MDSC. U
pacientek léCenych kombinaci imunoterapie a chemoterapie nedochdzelo v pribcéhu lécby
k zddnym zménam v procentudlnim zastoupeni téchto bunck. V kontrolni skupiné pacientek
lécenych pouze chemoterapii dochédzelo v pribéhu 1écby k mirnému procentudlnimu nartstu
CD14'IL-4Ra” bungk, rozdily vSak nebyly vyhodnoceny jako statisticky vyznamné.
V populaci “B” jsou patrné mirné rozdily v zastoupeni CD14'IL-4Ra.” bunék v priibéhu 1é¢by
u pacientek z obou 1é€enych skupin. Rozdily opét nejsou signifikantni, a to ani pii porovnani
hodnot ze stejnych Casovych bodi mezi obéma skupinami. Analyza CD14"/HLA-DR”¥
populace bun€k ukazuje mirny signifikantni nartst (*p<0,05) mezi prvni a druhou navstévou
(Wk24) u pacientek z lécené skupiny A. U pacientek z l1écené skupiny B se také v pribéhu
terapie zastoupeni populace “C” bun¢k mirn€ zvySuje, tento nartst vSak neni statisticky
vyznamny. Z grafu znéazornujicitho populaci “D” M-MDSC buné¢k je ztejmé, Ze v pribéhu
lécby nedochazi k zddnym zménadm v procentudlnim zastoupeni téchto bun€k ani u jedné
z léCenych skupin. Nejsou patrné ani zadné rozdily mezi t€émito skupinami. Analyza dalsi
subpopulace PMN-MDSC bun¢k — populace “E” zachycuje statisticky nevyznamné zmény
(narast a nasledny pokles) u pacientek z lé€ené skupiny B. Statisticky vyznamné rozdily
nebyly nalezeny ani pfi porovnani lécené skupiny A a B. V ramci populace “F” patiici mezi
monocytarni MDSC dochézi po ukonceni terapie k signifikantnimu nartstu (*p<0,05) téchto
bunck v kontrolni skupiné pacientek. V porovnani s lé€enou skupinou vSak nebyly nalezeny

zadné signifikantni rozdily.
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Celkové¢ shrnuto se da fici, Ze v analyzovanych subpopulacich MDSC bunék nejsou

rozdily mezi 1é¢enou skupinou A a kontrolni skupinou pacientek B. Nejsou patrné ani zadné

jasn¢ prokazatelné¢ trendy v zastoupeni jednotlivych subpopulaci v pribéhu sledovani

pacientek v 1é¢ené skupin€ A 1 B v klinické studii SOV02.
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Obrazek 14: Grafy znazornuji frekvence Sesti riznych populaci MDSC bun¢k v prubehu lécby (SCR,
Wk24, Wk48) i po jejim ukonéeni (FU72) u pacientek z lécené skupiny A (Cerné sloupce) a 1écené
skupiny B (Sedé sloupce). Populace A, B a C piedstavuje procentudlni zastoupeni z zivych PBMC
bun¢k, populace D a E je vybrana z CD15 pozitivnich bunék a frekvence populace F pochazi z CD14
pozitivnich bunék (vice viz analyzac¢ni strategie - Obrazek 8).



6.4. DETEKCE REGULACNICH T LYMFOCYTU (TREG)

Analyzovaly jsme PBMC vzorky odebrané u pacientek s karcinomem ovarii v ramci
klinické studie SOVO02. 148 analyzovanych vzorki zahrnovalo vzorky od 29 pacientek
z 1éCené skupiny A (DCVAC + standardni chemoterapie) a 17 pacientek z léCené skupiny B
(pouze chemoterapic). PBMC buiky byly nabarveny podle protokolu urceného
k intracelularnimu barveni T regula¢nich lymfocytt (kapitola 5.4).

Zajimaly nds zmény v procentudlnim zastoupeni T regulac¢nich bun€k v prabéhu
sledovani pacientek v klinické studii. Hodnoty zaznamenané na pocatecni navstévé (SCR)
jsme porovnavaly s hodnotami na kazdé¢ dalsi navstéve. Jak je vidét na Obrazek 15, dochazi
ke statisticky velmi vyznamnému poklesu (**p<0,01) Treg bun€k v periferni krvi pacientek
zlécené skupiny B po 72 tydnech od pocatecni navstévy (SCR). Podobné snizeni
procentudlniho zastoupeni T regulaénich buné¢k je lehce patrné i u 1écené skupiny A, nicméné
tento rozdil neni signifikantni. Procentudlni zastoupeni T regulacnich lymfocyti

v jednotlivych ¢asovych bodech se mezi [é¢enou skupinou A a kontrolni skupinou B nelisi.
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Obrizek 15: Detekce CD4'CD25'CD127°"FoxP3" T regulaénich bun&k u pacientek z klinické studie
SOV02 1é¢enych kombinaci chemo- a imunoterapie (Cerné sloupce) a pouze standardni chemoterapii
(Sedé sloupce) v prabéhu 72 tydni, kdy byly pacientky v klinické studii sledovany.
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6.5. DETEKCE EXPRESE INHIBICNICH “IMMUNE CHECKPOINT*

MOLEKUL NA POVRCHU T LYMFOCYTU

Poslednim parametrem, kterym jsme se zabyvali pfi sledovani zmén imunitnich
parametra v priabéhu 1é¢by pacientek s karcinomem ovarii, bylo sledovani exprese inhibi¢nich
molekul CTLA-4, LAG-3, PD-1 a TIM-3 na povrchu CD4" a CD8" T lymfocyti. K tomuto
ucelu jsme analyzovaly celkem 148 vzorkit PBMC od 46 pacientek z klinické studie SOV02.

Obecné byly studované inhibi¢ni molekuly exprimovany vice na CD8" T lymfocytech
(Obrazek 16). V pribéhu 72 dvou tydnti sledovani pacientek nedochazelo k zadnym
signifikantnim zménam v expresi téchto molekul na povrchu CD4" ani CD8" T lymfocyti.
Zaznamenany byly signifikantni rozdily (*p<0,05) vexpresi LAG-3 na CD3'CD8" T
lymfocytech u vzorki ze 48. tydne mezi obéma lécenymi skupinami pacientek s tim, ze LAG-
3 byl na téchto buiikdch vice exprimovan u kontrolni 1écené skupiny B. U této skupiny
pacientek bylo zaznamenano také vice CD3'CD4" TIM-3" T lymfocytd (*p<0,05) pfi

porovnani vzorki z tfeti navstévy (Wk48) mezi obéma sledovanymi skupinami pacientek.
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Obrazek 16: Vysledky analyzy exprese CTLA-4, LAG-3, PD-1 a TIM-3 inhibi¢nich molekul na
povrchu CD4" (vlevo) a CD8" (vpravo) T lymfocytii u 46 pacientek z klinické studie SOV02. 29
pacientek bylo 1é¢eno hodnocenym piipravkem DCVAC v kombinaci s chemoterapii (Cerné sloupce),
17 pacientkam v kontrolni skupiné (Sedé sloupce) byla podavana pouze standardni chemoterapie.
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7. DISKUZE

Pro sledovani ucinkii imunoterapeutického ptipravku DCVAC na imunitni systém
jsme monitorovali piitomnost nadorové specifickych T lymfocytl u pacientek s karcinomem
ovarii v prubéhu jejich sledovani v klinické studii SOV02. Imunomonitoring a detekce
antigen specifickych CD4" i CD8" T lymfocytil je provadén ve stale vice klinickych studiich
hodnoticich imunoterapeutické piipravky v 1€¢bé nadorti.

Morse et al. analyzoval ptitomnost CEA-specifickych T lymfocytt v periferni krvi
pacient s CEA-exprimujicimi malignitami, ktefi byli imunizovani dendritickymi bunikami
modifikovanymi virovym vektorem nesoucim CEA gen. Na zéklad¢ analyzy IFNy
produkujicich CEA-specifickych T bunék =z periferni krve metodou ELISPOT, byla
zaznamenana CEA-specifickda imunitni odpovéd’ u 13 ze 14 pacientd. Pfi detekci CEA-
specifickych CD4" a CD8" T lymfocytl pomoci intraceluldrniho barveni cytokint byly tyto
buiky nalezeny dokonce u 14 ze 14 pacientl (Morse et al., 2008). NY-ESO-1-specifické T
lymfocyty byly sledovany u pacientek s karcinomem ovarii imunizovanych vakcinou
obsahujici peptidovy epitop NY-ESO-1 v nekompletnim Freundové adjuvans. U 13 z 16
pacientek byly v prib&hu imunizace detekovany reaktivni CD4" T lymfocyty proti
peptidovému epitopu NY-ESO-1. Na zakladé¢ IFNy ELISPOT vysledk byla prokazéana i
signifikantni zavislost mezi poétem vakcinaci a poétem CD4" reaktivnich T lymfocytd. Na
konci terapie byly u vétsi ¢asti pacientek zaznameniny CD4" T bunééné odpovédi proti
epitopu NY-ESO-1. Oproti tomu pouze u 3 z 10 pacientek byly zaznamenany NY-ESO-1
specifické CD8" T lymfocyty (Odunsi ef al., 2007). V nasledujici studii, kdy byly pacientky
vakcinovany NY-ESO-1 proteinem s montanidem a GM-CSF, byly nalezeny CD8" NY-ESO-
1 specifické T lymfocyty (u 2 z 10 pacientek) i CD4" NY-ESO-1 specifické T lymfocyty (u 7
z 10 pacientek) jesté pfed zahajenim terapie. Tyto odpovédi pietrvavaly v priibéhu terapie a
navic u dvou pacientek byly nové T bunéfné odpovédi proti NY-ESO-1 detekovany
v pribehu terapie (Odunsi et al., 2014). Tato data vSak nebyla korelovana s daty ziskanymi
klinickym hodnocenim vyvoje onemocnéni té€chto pacientek. Pfitomnost NY-ESO-1
specifickych T lymfocytd byla ovéfena také pomoci HLA multimerd. Obecné patii pravé
zminéné multimery (nejcastéji tetramery) a ELISPOT mezi nej€astéji pouzivané metody pro
detekci antigen specifickych T lymfocyti. BohuZzel vSak stale neni zaveden jednotny piistup
pro monitorovani antigenné specifickych T lymfocyth v klinickych studiich hodnoticich

imunoterapeutické ptipravky v 1é€b€ nadort.
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Protokol analyzy antigenné specifickych T lymfocytl zaloZzeny na intraceluldrnim
barveni cytokinl, pouzity pro monitorovani pacientek z klinické studie SOV02 v ramci této
diplomové¢ prace, byl zaveden spolecnosti Sotio, a. s. uz pro imunomonitoring prostatickych
pacientt lécenych piipravkem DCVAC/PCa v klinické studii SP002. U 11 z 23 pacientti byly
detekovany signifikantn€é vys$si CD8+ T bunééné odpovédi na PSA antigen oproti zdravym
kontroldm. Po ukonceni terapie bylo navic mnozstvi detekovanych PSA-specifickych bun¢k
signifikantné¢ vyssi nez pied jejim zahdjenim. Pifi sledovani imunitni odpovédi proti
antigenim MAGE-A1 a MAGE-A3 k signifikantnimu narGstu antigen-specifickych T
lymfocytl nedoslo, i tak bylo detekovéno 6, resp. 3 z 23 pacientii (pro MAGE-A1 a pro
MAGE-A3) majicich signifikantné vysSsi pocet antigenné specifickych T lymfocytl oproti
zdravym kontrolam. Procentudlni zastoupeni antigenné specifickych T lymfocyt bylo navic
korelovano s IgG protilatkami specifickymi vii¢i témto antigeniim, nebyla vSak nalezena
zadna statisticky vyznamna souvislost (Podrazil et al., 2015). Oproti SP002 bylo v klinické
studii SOV02 analyzovano témét dvakrat vice pacientl. Zaméfili jsme se vice na sledovani
imunitnich parametrii v pribéhu lécby i po jejim ukonceni (od kazdé z pacientek jsme
v idedlni situaci méli k dispozici vzorky ze Etyf navstév naplanovanych dle protokolu studie)
a na porovnani dosazenych vysledkli mezi skupinou pacientek 1écenych pripravkem DCVAC
a skupinou pacientek, kterym nebyla podavana imunoterapeutickd 1écba. Vysledky ukazuji
zvyseni poctu antigenné specifickych CD8" T lymfocyt po ukonceni imunoterapeutické
1é8by a obecné vétsi mnozstvi antigen specifickych CD8" T lymfocytli u skupiny pacientek
1é€enych chemoterapii v kombinaci s DCVAC, oproti skupiné kontrolni. Jediny signifikantni
rozdil mezi t€émito dvéma skupinami vSak byl zaznamenan na druhé navstéveé ve 24. tydnu u
antigenu MAGE-A4. Tento signifikantni rozdil vSak pravdépodobné nemé zasadni vyznam,
vzhledem k tomu, Ze je zaznamendm pouze pii porovnavani vzorkll zjedné navstévy a
v dalSich cCasovych bodech jiZ signifikantné nevychazi. Detekce T lymfocyth specificky
rozpoznavajicich nddorové antigeny neni trivialni, svéd¢i o tom 1 fakt, Ze dosud nebyla
zavedena zadnd jednotnd spolehlivd a dostateCné citlivd metoda, kterd by se standardné
pouzivala k imunomonitoringu klinickych studii zaméfenych na protinadorovou imunoterapii.
Néadoroveé specifické T lymfocyty se vyskytuji také pfimo v nadorové tkani (TIL — tumor
infiltrujici lymfocyty) ¢i ascites. Jejich vyskyt zde je navic né€kolikandsobné vysSi neZ
v periferii (Ayyoub et al., 2013). Detekce antigenné specifickych lymfocyti ve vzorcich
periferni krve tak nepodava kompletni informaci o protinddorové imunitni reakci. Na druhou
stranu nam analyza PBMC vzorkli umoZziuje sledovani zmén imunitnich parametrii v priib&hu

terapie v n¢kolika casovych bodech. Dale je nutné poznamenat, ze vzhledem ke komplexité
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nadorového prostfedi, zménam spojenym s unikem nadoru pfed imunitnim systémem a
pfitomnosti rtznych supresivnich populaci bunc¢k (Treg, MDSC), nemusi pfitomnost
nadorové-specifickych T lymfocyth znamenat efektivni a funkéni protinddorovou imunitni

odpoveéd'.

Pritomnost nadorové specifickych autoprotilatek u pacientek s karcinomem ovarii
dokumentuji vysledky nékolika védecky zamétenych vyzkumt z poslednich 10-15 let.
Odunsi et al. detekoval NY-ESO-1/LAGE-1 specifické protilatky u 30% pacientek
s karcinomem ovarii, jejichz nador exprimoval tyto antigeny. Pfitomnost protilatek vsSak
neodrazela zadné zmény v celkovém pieziti (OS) ¢i v délce trvani doby bez pfiznakd nemoci
(disease free survival, DFS) (Odunsi et al., 2003). Pfitomnost NY-ESO-1 protilatek byla
sledovana jako odpovéd’ na vakcinaci NY-ESO-1 peptidem v kombinaci s nekompletnim
Freundovym adjuvans (Odunsi ef al., 2007), ¢i jako odpovéd’ na vakcinaci piekryvajicimi se
dlouhymi peptidy nadorovych antigenti (Sabbatini et al., 2012). Qian et al. blize specifikoval,
ze pro indukci NY-ESO-1 specifické bunécné a humoralni odpovédi ma vyznamnou roli
epitop 157-170 proteinu NY-ESO-1. Spontanni NY-ESO-1 specificka protilatkovd odpoved’
byla zaznamenéana u 10 z 24 (42%) pacientek s epitelidlnim karcinomem ovarii (Qian ef al.,
2004). V dalsi studii byla pfitomnost NY-ESO-1 specifickych IgG protilatek zjisténa u 26%
(9/35) pacientek, pritomnost protilatek navic korelovala se zvySenou infiltraci nddoru CD4,
CD8 a FoxP3 pozitivnimi buiikami (Milne et al., 2008). Pfi charakterizaci vzorkl séra 126
EOC pacientek byly NY-ESO-1 protilatky detekovany dokonce u 48% pacientek (Szender et
al., 2016).

Protilatky specifické pro Muc-1, pfedev§im IgM izotypu, byly nalezeny u zdravych
Zen i u Zen s karcinomem ovarii. Navic koncentrace téchto protilatek byly piekvapive vyssi u
zdravych Zen. Pfitomnost Muc-1 IgM protilatek byla asociovana slepsi progndzou u
nemocnych pacientek. Zajimava je také negativni korelace mezi pfitomnosti protilatek a
hladinou Muc-1 v séru, tato zavislost se promitla také do zmén mnozstvi Muc-1 specifickych
protilatek v pribéhu 1é¢by (Richards et al, 1998). Déle byla objevena souvislost mezi
hladinou Muc-1 specifickych protilatek u Zen mladSich 64 let a niz§im rizikem vzniku
karcinomu ovarii (Pinheiro et al., 2010). Na detekci Muc-1 protilatek izotypt IgM 1 IgG u Zen
s platina-rezistentnim, ¢i platina-refrakternim karcinomem ovarii, 1écenych intraperitonealné
podavanym IL-2, se zaméfil Budiu ef al. Muc-1 specifické protilatky izotypu IgM detekoval
v 92% ptipadi, Muc-1 IgG protilatky v 50% ptipadi. Obdobné byla detekovana pfitomnost
Muc-16 protilatek v 60% a 28% pro IgM a IgG izotypy. Béhem 1écby nebyly zaznamenany
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zadné signifikantni zmény v hladinach téchto protilatek. Pokud se vSak vzaly v Givahu pouze
pacientky odpovidajici na 1écbu, doslo u nich béhem 1écby ke zvyseni Muc-1 specifickych
IgM protilatek. Vyssi hladina anti-Muc-1 IgM, nikoli vSak anti-Muc-16, protilatek méla
souvislost s horsi prognézou (Budiu et al., 2011). Co se ty¢e Muc-16, Frietze et al. také
neprokazal zadny signifikantni rozdil v ptezivani pacientek s anti-Muc-16 protilatkami, oproti
pacientkam, u kterych tyto protilatky nebyly detekovany (Frietze ef al., 2016).

Na detekei protilatek specifickych pro testikularni antigeny se zameétil Daudi et al. Ze
vzorkd nadorové tkan¢ byla stanovena exprese MAGE-Al u 15% a MAGE-A3 u 36%
pacientek s EOC. U 9% pacientek byla prokazana ptitomnost protilatek specifickych pro
néktery z testikularnich antigeni (MAGE-A1, MAGE-A3, MAGE-A4, MAGE-A10 nebo
MAGE-C1), ktera byla zaroven spjata s krat§i dobou pfteziti (OS). Pfitomnost nddorove
specifickych protilatek byla sledovana v nékolika studiich, a to jak u zdravych Zen, tak u
pacientek s karcinomem ovarii. Nékteré studie se zaméfily také na sledovani hladiny
protilatek v delsim ¢asovém obdobi (Richards ef al., 1998; Odunsi ef al., 2003, 2007; Budiu et
al., 2011; Sabbatini et al., 2012). I my jsme sledovali zmény v mnoZzstvi riiznych nadorové
specifickych protilatek v prib&hu 1é€by pacientek s karcinomem ovarii. Jako zajimavy se
ukdzal trend poklesu NY-ESO-1, Her-2, Muc-1 a MAGE-A1 specifickych protilatek
v pribehu 48 tydnt 1é¢by, ktery jsme zaznamenali pouze u kontrolni 1é¢ené skupiny B, nikoli
u lécené skupiny A. Vliv na mnozstvi pfitomnych protildtek ma jist¢ mnoho faktor, mimo
jiné napf. zkfizend reaktivita s homolognimi proteiny (napf. u mucinii ¢i MAGE) nebo
exprese daného antigenu v nadorové tkani, kterou jsme vSak nestanovovali. Zaméfili jsme se
predev§im na zmény v hladindch protildtek ptitomnych v pribé¢hu 1é¢by a také jsme
porovnavali hladiny néadorové specifickych protilatek mezi dvéma lécenymi skupinami.
K vys§im hladinam protilatek u lé¢ené skupiny A muze pfispivat podavani imunoterapeutické
vakciny DCVAC. Otazkou vSak zistava, jestli vy$si hladiny protilatek jsou spiSe pozitivnim,
nebo negativnim jevem, vzhledem ktomu Ze doposud publikované vyzkumy dospély
k rozdilnym zavérim (Richards et al., 1998; Budiu et al., 2011; Daudi et al., 2014). Proto je
také dilezité, ze data ziskand monitorovanim hladiny naddorové specifickych protilatek v séru

pacientek v ramci klinické studie SOV02 budou dale korelovana s klinickymi daty.

Déle se ndm podafilo detekovat ptitomnost Sesti raznych populaci MDSC buné¢k
v periferni krvi pacientek s karcinomem ovarii lé€enych standardni chemoterapii (lécend
skupina B) nebo kombinaci chemoterapie a imunoterapie zaloZzené¢ na autolognich

dendritickych bunkach (lécend skupina A). Pfi vybéru molekulovych markerii pro
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charakterizaci vybranych populaci jsme se inspirovali navrZzenou analyzacni strategii podle
Damuzzo et al. Podobnym zpiisobem byla stanovena pifitomnost MDSC bunék u pacientii
s renalnim karcinomem léCenych cyklofosfamidem a imunoterapeutickou vakcinou IMA901,
skladajici se znckolika nadorové-asociovanych peptidi (TUMAPs) pfirozené se
vyskytujicich v nadorové tkani (Walter et al., 2012). U vzorkd 68 pacientl z klinické studie
faze 1I, odebranych pted zapocetim 1écby, bylo analyzovano néasledujicich Sest populaci
MDSC: MDSC1 (CDI4'IL-4Ra’), MDSC2 (CDI5'IL-4Ra’), MDSC3 (Lin HLA-
DR CD33"), MDSC4 (CD14'HLA-DR ™), MDSC5 (CD11b'CD14 CD15") a MDSC6
(CD15'FSC¥SSC"e"). Mimo MDSC3 bylo zbylych p&t populaci MDSC analyzovéano na
zaklad¢ stejnych markert jako v naSem ptipadé (populace A-E). Na zakladé¢ porovnani
vysledkl se zdravymi kontrolami se zjistilo, ze pfitomnost MDSC bunék (populaci MDSC2-
MDSC6) je signifikantn€ vEtsi u pacientil s rendlnim karcinomem oproti zdravym kontrolam.
Data ziskana analyzou jednotlivych MDSC populaci byla také korelovana s celkovou dobou
preziti (OS). Analyza potvrdila, e piitomnost MDSC4 (CD14"'HLA-DR ) a MDSC5
(CD11b"CD14 CDI15") je signifikantné negativné asociovana s hodnotou OS (Walter et al.,
2012). K podobnym zavérim, tedy ze pocet cirkulujicich MDSC buné¢k souvisi s klinickym
stavem onkologickych pacientd, dospéla také Solito et al. U pacientek s karcinomem prsu
byla zvysena ptitomnost MDSC bunék (Lin HLA-DR'CD33'CD11b") na podate¢ni (SCR) i
konecné (FU72) navstéveé asociovana se signifikantné horsi dobou pteziti (OS). U pacientl
s karcinomem tlustého stfeva byla také potvrzena korelace mezi zvySenou hodnotou MDSC
bunck na pocatecni navstéveé (SCR) a nizsi OS. Na zédkladé téchto vysledkll byly vzneseny
predpoklady, Ze hladina MDSC bunék stoupa s progresi onemocnéni, koreluje
s prognostickymi markery a Ze je asociovana s hor§im pfezivanim (Solito et al., 2012). I ptes
to, Ze naSe data neukdzala signifikantni rozdily v poctu cirkulujicich MDSC mezi 1é¢enou
skupinou A a B, ani Z4dné vyznamné trendy ve zmeénach téchto bunck v pribéhu terapie,
vyznam MDSC bun€k u pacientek s karcinomem ovarii se muze ukazat pii korelaci
s klinickymi daty. Data ziskand méfenim MDSC populaci bunék budou proto s klinickymi
daty také korelovana.

Vyznam MDSC v [é€bé nadorovych onemocnéni byl objeven relativné nedavno.
V dutsledku toho, neni k dispozici pfili§ mnoho dat ziskanych monitorovanim MDSC buné¢k u
onkologickych pacientd v rdmci klinickych studii. U pacientek s karcinomem ovarii byly
nalezeny MDSC buiiky (CD14'CD33°CD11b") v nddorovém ascites (Obermajer et al., 2011).
Jina populace MDSC bunék (LinCD45°CD33") byla pfitomna v nadorové tkani a rovnéz

v periferni krvi pacientek s high-grade ser6znim karcinomem ovarii. U této populace MDSC
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bunék infiltrujicich naddor byl navic prokazan supresivni efekt na proliferaci T lymfocytl a
také inhibi¢ni efekt na expresi IL-2, IFN-y a granzymu B u CD4" a CDS8" efektorovych T
bunék. Infiltrace nadoru vétsim mnozstvim MDSC bunék korelovala jak s krat§i dobou preziti
(OS), tak s kratsim intervalem bez ptiznaku recidivy (DFI — disease free interval) (Cui ef al.,
2013).

Analyza MDSC bunék v PBMC vzorcich z klinické studie SOVO02 tak pfinasi zcela
nov¢ informace o pritomnosti MDSC bunék v periferni krve u pacientek s karcinomem ovarii.
Navic se jedna o jedno z prvnich sledovani vlivu imunoterapie na bazi dendritickych bunck na
zmény v zastoupeni Sesti definovanych populaci MDSC v pribéhu 1é¢by pacientek
s karcinomem ovarii. Nicméné¢ je tieba zduraznit, Ze se jedna o analyzu zalozenou pouze na
sledovani pfitomnosti pfedem definovanych fenotypovych markerii a supresivni vlastnosti
analyzovanych bun&k nebyly zkoumany. Jedna se tedy o do jisté miry omezené informace o
pritomnych MDSC buiikach, vzhledem k tomu, Ze nemame ovéteno jejich pravdépodobné
supresivni pusobeni na dalsi slozky imunitniho systému. Na druhou stranu zadna vhodna a
obecné pfijimand strategie testovani supresivnich vlastnosti MDSC zatim nebyla navrzena,
coz souvisi 1 stim, Ze mechanismy supresivniho plsobeni MDSC bunék zatim nebyly
dostate¢né objasnény. Dal§im divodem, pro¢ jsme supresivni vlastnosti MDSC nezkoumali,
byl také nedostatek bunck v pacientskych vzorcich, které jsme méli k dispozici. Pfipomenu,
ze se jednalo o PBMC vzorky odebirané v n¢kolika centrech ve stiedni Evropé, centralné
zpracovavané a zamrazované (viz. kapitola 4.7). Faktory, Ze se jednalo o analyzu PBMC
vzorkd, nikoli vzorkl plné krve, ¢i bunék infiltrujicich nador, a ze se jednalo o zamrazené,
nikoli Cerstvé vzorky, je tfeba brat v uvahu pii porovnavani vysledkid ziskanych v dalSich
klinickych studii, vzhledem k tomu Ze tyto faktory mohou mit vliv na pocet bun€k i pomér

jednotlivych populaci MDSC (Damuzzo et al., 2015).

Pfi hodnoceni ucinku imunoterapeutické vakciny DCVAC na imunitni systém
nesmime opomenout vyznamnou supresivni roli T regula¢nich lymfocytli. Proto se Treg
buiky staly jednim z Castych sledovanych parametri pii imunomonitoringu v klinickych
studiich zaméfenych na protinddorovou imunoterapii. Zmény v procentudlnim zastoupenim
CD3"CD4"CD25"CD127"°" bun&k v periferni krvi pied a po podani vakciny s dendritickymi
buiikami byly signifikantné¢ asociovany s pfezitim u pacienti s glioblastomem. ZvySeni
frekvence Treg bunck statisticky vyznamné zvySovalo pravdépodobnost umrti (Fong et al.,
2012). Klinicky vyznam hladiny Treg v periferni krvi je doklddan i u karcinomu ovarii.

Rychlejsi kinetika nariistu hladiny Treg bunék v periferni krvi pacientek s karcinomem ovaria
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je signifikantné¢ asociovdna s ¢asnym relapsem. U pacientek s pozdnim relapsem vSak
rychlost nartstu Treg bun¢k nema prediktivni hodnotu (Brtnicky et al., 2014).

V ramci imunomonitoringu pacientek v klinické studii SOV02 jsme sledovali
frekvence Treg bunék, definovanych jako CD4"CD25'CD127°"FoxP3", ve ctyfech Casovych
bodech uréenych v protokolu studie. Na zaklad¢ statistické analyzy procentualniho zastoupeni
Treg v prubéhu sledovani pacientek jsme zaznamenali signifikantni pokles Treg bunék mezi
pocatecni (SCR) a koncovou navstévou (FU72) u pacientek 1éCenych chemoterapii. Zmény ve
frekvenci Treg bunck u pacientek s karcinomem ovaria v pribéhu chemoterapeutické 1écby
sledoval také Park et al, avSak dospél kjinému vysledku. U péti pacientek, 1éenych
kombinaci karboplatiny a paclitaxelu, sledoval pfitomnost CD3'CD4"CD25"€"CD127"°""
FoxP3" buné&k v periferni krvi. I pfes zna¢né kolisani frekvence Treg bunék v priibéhu terapie,
nedoslo po ukonceni terapie (po 18 tydnech) ke sniZzeni poctu T regulacnich lymfocytt (Park

highEoxP3 " bunék pied a po

et al., 2012). Zadné zmény v procentudlnim zastoupeni CD4'CD25
podani vakciny zalozené na dendritickych buiikédch nebyli zaznamenany u pacientd s CEA-
exprimujicimi nadory (Morse et al., 2008). Ani my jsme nezaznamenali Zadné statisticky
vyznamné zmény Vv pribéhu sledovani pacientek, kterym byl poddvan imunoterapeuticky
ptipravek DCVAC na bazi dendritickych bun¢k. Po podani stejného imunoterapeutického
pripravku DCVAC/PCa byl vsak u pacientli s karcinomem prostaty zaznamenan signifikantni
pokles CD4"CD25 FoxP3" lymfocytii v periferni krvi (Podrazil et al., 2015).

Na zavér bych chtéla poznamenat, Ze stejné jako antigenné specifické T lymfocyty i
regulacni T lymfocyty infiltruji do nadorové tkané, a tak informace ziskané jejich detekci ve
vzorcich periferni krve nevypovidaji plné o jejich celkovém zastoupeni v organismu. Bu ef al.
zaznamenal signifikantng vyssi frekvence CD4'CD25" FoxP3" mezi tumor-infiltrujicimi
lymfocyty (TIL) oproti PBMC. Bylo navic zji§téno, ze TIL-Treg bunky siln€ji suprimuji
CDS8" T lymfocyty oproti Treg buitkam z periferni krve (Bu et al., 2016).

Abychom ziskali komplexnéjsi pfedstavu o zménach fungovani imunitniho systému
pacientek lé€enych hodnocenou imunoterapii, zaméfili jsme se také na analyzu exprese
vybranych inhibi¢nich molekul na povrchu T lymfocytl. Celkem u 46 pacientek z klinické
studie SOV02 jsme analyzovali ptfitomnost molekul CTLA-4, LAG-3, PD-1 a TIM-3 na
povrchu CD4" i CD8" T lymfocytii v pribéhu klinické studie SOV02. Vysledky této analyzy
budou déle korelovany s klinickymi daty. Asociace mezi expresi CTLA-4 na leukocytech
z periferni krve a pfezivanim byla zaznamenana u pacientll s glioblastomem léCenych

imunoterapii na bazi dendritickych bunék. Pokles exprese CTLA-4 na CD4" i CD8" T
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lymfocytech u pacienti po vakcinaci dendritickymi buitkami byl asociovan s prodlouzenym
prezivanim. Podobnd souvislost nebyla zaznamenana u inhibi¢ni molekuly PD-1 (Fong et al.,
2012). Co se tyka PD-1, také jsme nezaznamenaly pokles exprese této molekuly u pacientek
vakcinovanych dendritickymi buiikami. Zadné signifikantni zmény v priibéhu terapie jsme
vSak nezaznamenaly ani u CTLA-4, stejné tak jako u LAG-3 ¢i TIM-3. Prognosticky vyznam
exprese PD-1 a PD-L1 zaznamenal Darb-Esfahani et al. u TIL bunék pacientek s high-grade

cvwr

v

piiznivéjsi progndzu. Mnozstvi PD-1", ale také PD-L1" TIL mélo pozitivni uéinek na dobu
bez progrese onemocnéni (Darb-Esfahani ef al., 2015).

Matsuzaki et al. sledoval expresi riznych inhibi¢nich molekul na tumor-infiltrujicich
(TIL) a tumor-asociovanych (TAL) lymfocytech u pacientli s NY-ESO-1 pozitivnimi nadory.
Procento CTLA-4" a LAG-3" bunék negativné korelovalo s frekvenci NY-ESO-1
specifickych IFNy" bunék. Zajimavé také je, Ze vice LAG-3'CD8" T lymfocytii bylo
detekovano mezi TIL a TAL ve srovnani s leukocyty v periferni krvi. VéEtSina téchto bunék
navic je§t¢ exprimovala PD-1 a tyto buiiky (LAG-3"PD-1") produkovali nejméné IFNy a
TNFa (Matsuzaki et al., 2010). Na TIL bunky se zaméfil také Bu ef al., ktery sledoval expresi
TIM-3 na tumor-infiltrujicich Treg (TIL-Treg) u ovaridlnich pacientek. V porovnani s Treg
bunkami z periferni krve, exprimovaly TIL-Treg signifikantné vétsi mnozstvi TIM-3 a jejich
schopnost potlatovat CD8" T buné&énou odpovéd’ byla silngjsi. Dale byla nalezena pozitivni
korelace mezi frekvenci TIL-Treg a velikosti nadoru (Bu et al., 2016). Zminéné studie ukazuji
vyznam sledovani exprese inhibi¢nich molekul na imunitnich bunkéch infiltrujicich do
nadorové tkané. My jsme vSak na zdklad¢ charakteru dostupnych vzorkt sledovali expresi
téchto molekul u T lymfocytl pfitomnych v periferni krvi pacientek. Exprese TIM-3 byla uz
diive sledovana na CD4" i CD8" T lymfocytech z periferni krve pacientek s karcinomem
ovarii. Vysledky byly srovnavany také s daty ziskanymi na zadkladé meéteni zdravych kontrol.
Bylo zji§téno, ze exprese TIM-3 je jak u CD4", tak u CD8" T lymfocytli vyrazné vyssi u
pacientek s karcinomem. Vyssi exprese TIM-3 na CD4" T lymfocytech byla zaznamenana u
pacientek s relapsem oproti pacientkdm snové diagnostikovanym karcinomem ovarii, a
obdobné byla exprese TIM-3 zvySena u pacientek s pokroc¢ilym stadiem karcinomu (III nebo
IV dle FIGO) na rozdil od pacientek s karcinomem ovarii stadia I ¢i II, a také byla nalezena
souvislost se stupném vyzralosti nadoru (grade). Na zakladé téchto zavislosti by se mira
exprese TIM-3 na T lymfocytech mohla vyuzit jako prognosticky marker pro karcinom ovarii
(Wu et al., 2013). Vysledky téchto studii naznacuji vyznam TIM-3 v inhibici T bunécnych

populaci, ktera ptispiva k rlstu a progresi karcinomu ovarii.
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8. ZAVER

Pfedmétem této prace byl imunomonitoring pacientek s karcinomem ovarii v klinické
studii SOV02, ktera hodnotila ucinky lécebného piipravku DCVAC/OvCa vyvijeného firmou
Sotio, a.s. Cilem prace bylo sledovani vybranych imunitnich parametrti, zhodnoceni zmén, ke
kterym dochazi v priabéhu 1éCby, a porovnani vysledki mezi dvéma lécenymi skupinami
pacientek. Zabyvali jsme se jak efektorovymi mechanismy protinadorové imunity, tak
mechanismy imunosupresivnimi.

Po dobu 72 tydni sledovani pacientek v klinické studii jsme nezaznamenali zadné
signifikantni rozdily v procentualnim zastoupeni CD3"CD4 'TFNy', ani CD3"CD8TFNy’ T
lymfocytt specifickych vic¢i nadorovym antigenim CEA, NY-ESO-1, Her-2, Muc-1, MAGE-
Al, MAGE-A3 a MAGE-A4, a to ani u skupiny kontrolni, ani u skupiny pacientek, kterym
byl podavan imunoterapeuticky ptipravek DCVAC/OvCa. Oproti ocekavani nebyly
zaznamenany vyrazné rozdily v pfitomnosti antigenné specifickych T lymfocyti mezi
1é¢enymi skupinami. Aktivace a vznik antigenné specifickych T lymfocytd neni uréen pouze
ptitomnosti dendritickych bun€k prezentujicich nadorové antigeny, ale je ovliviiovan také
supresivnimi mechanismy imunitniho systému. Pfitomnost imunosupresivnich populaci
MDSC a Treg bunck, které mohou byt zodpovédné za inhibici antigenné specifickych T
lymfocytl, se také nijak statisticky vyznamné neli$ila mezi obéma hodnocenymi skupinami
pacientek. U obou skupin jsme zaznamenaly piitomnost CD4 CD25'CD127°¥FoxP3" Treg
bunck a také Sesti riznych populaci MDSC bunék, odvozenych od monocytarnich i
polymorfonukledrnich bunck. Studovali jsme také ptitomnost inhibi¢nich molekul CTLA-4,
LAG-3, PD-1 a TIM-3 na povrchu CD4" i CD8" T lymfocyti. Opét lze obecné fici, Ze se
vyskyt téchto inhibi¢nich molekul mezi lé€enymi skupinami neli$il. Jediné rozdily jsme
zaznamenali u CD3'CD4'TIM-3" a CD3'CDS8'LAG-3" bunék, ale pouze ve vzorcich
odebranych ve 48. tydnu. Dlouhodobégjsi trend, kdy by se exprese vybranych inhibi¢nich
molekul mezi 1é€enymi skupinami liSila, nebyl nalezen. Poslednim sledovanym parametrem
byla ptitomnost NY-ESO-1, Her-2, Muc-1, Muc-16, MAGE-A1 a MAGE-A3 specifickych
protilatek v séru pacientek. Zde jsme u kontrolni skupiny zaznamenali statisticky vyznamny
pokles u Her-2, Muc-1 a MAGE-AT protilatek v prvnich 48 tydnech 1écby. Tento trend nebyl
zaznamenan u skupiny lécené ptipravkem DCVAC/OvCa, kde se hladiny protilatek v pribéhu
sledovani neménily. Rozdily mezi 1é¢enymi skupinami se vyskytly u Her-2, Muc-1 a MAGE-
Al specifickych protilatek, kdy kontrolni skupina méla ve 48. tydnu odebrani vzorki

signifikantné méné téchto protilatek specifickych vic¢i nadorovym antigenim. Vyznam
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nadorové specifickych protilatek u onkologickych pacienti zatim nebyl objasnén. Zda jsou
tyto protilatky pro pacientky pfinosem ¢i nikoli, pomiize objasnit korelace namétenych
vysledki s klinickymi daty.

U 51 pacientek jsme sledovali nékolik vybranych imunitnich parametrii, pokryvajicich
jak protinadorové efektorové mechanismy adaptivni imunity, tak supresivni mechanismy,
které souviseji s unikem nadoru pfed imunitnim systémem. Pokud nepocitime vzorky, které
v disledku nedostatku bun¢k nebyly pro méfeni pouzity, analyzovali jsme celkem 745 vzorki
v ramci peti raznych metod. Sledovali jsme zmény v imunitnich parametrech ve ctyfech
¢asovych bodech v priibéhu 72 tydnii (stanoveno v protokolu studie) a hodnotili jsme rozdily
mezi lécenymi skupinami pacientek. Cile prace byly naplnény.

Sledovani parametri imunitni odpovédi je sekundarnim vystupnim parametrem
klinické studie SOV02. Namétené vysledky budou korelovany s klinickymi daty a pomohou
zhodnotit ucinky studované experimentalni bunééné imunoterapie DCVAC/OvCa, ptipadné
mohou pomoci nalézt prognostické biomarkery. Vezmeme-li v potaz mnozstvi naméfenych
vzorkd a komplexitu pouzitych metod, je tato prace nepochybné dilezitou soucasti klinické
studie SOV02. Na praci bude navdzdno v imunomonitoringu klinické studie SOVOI,
hodnotici stejny 1é¢ivy ptipravek, avSak u pacientek s Casné diagnostikovanym karcinomem

ovaria.
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