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Anotace:
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The work is devoted to antibodies and their use in the diagnosis and prediction of cancer.
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vitro. But also, in vivo tests are included.
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1 Uvod

Protilatky v nasem téle zastdvaji mnoho funkci. Jsou soucasti velkého cyklu
imunitnich reakci a chrani nas tak pfed ohromnou Skalou onemocnéni. Protilatky jsou
vSak také slibnym diagnostickym a prognostickym biomarkerem pro nadorova
onemocnéni. Primérny vek doziti ¢lovéka se za poslednich 150 let vice nez
zdvojnasobil. S tim je spojeny zvySeny vyskyt nadorovych onemocnéni, ktery se pfti
véku doziti kolem 35 let tolik nezaznamenaval. Se stdle nartstajicim procentem lidi,
trpicim nddorovym onemocnénim, se také rozvijeji metody na jejich detekci a jejich
1écbu. K diagnostice se vyuzivd zobrazovacich technik. Mezi nejznaméjsi patii
ultrazvuk, rentgen, mamograf, pocitaova tomografie a magneticka rezonance. Dalsi
moznosti jsou bioptické metody, kdy se odebird tkan, ktera se nasledné podrobi
histologickému vySetfeni. Vyuziva se i genetickych metod, kdy se sleduji zmény
v DNA. Provadéji se 1 biochemické testy, kdy se testuji biologické materidly, jako
krev, moc, stolice a sleduji se nddorové markery ve vétSich koncentracich (obvykle
bilkoviny produkované nadorem). V poslednich letech se studia zamétuji na vyuziti
autoprotilatek k detekci Casnych stadii nadorovych onemocnéni. Vyuzivaji
skute¢nosti, nddorové bunky maji na svém povrchu nddorové specifické antigeny
(TSA — Tumor Specific Antigens) a proti nim télo vytvaii protilatky. Kazdy druh
nadorové bunky ma urcity soubor téchto TSA. Nékteré jsou vice specifické a nékteré
se vyskytuji u vice druhii nddorovych bunck. Také se vyuziva exprese s nadorem
asociovanych antigeni (TAA — Tumor Asociated Antigens), které se vSak vyskytuji i
na zdravych bunikach télu vlastnich. Prace se zamétuje na jednotlivé autoprotilatky
vyuzivané k diagnostice a mozné¢ progndze raznych nddorovych onemocnéni.
V nékterych piipadech jsou totiz autoprotilatky produkovany diiv, nez by bylo mozné
nador odhalit jingymi metodami. Dal§im tématem je ptiprava a klinické vyuziti vakecin
ptipravenych z dendritickych bunék imunizovanych nddorovymi antigeny. Ty poté
stimuluji imunitni systém a Casto dopliuji bézné metody boje s rakovinou, jako je

napfiklad radioterapie nebo chemoterapie.
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2 Imunitni systém

Imunitni systém (IS) je soubor mechanismii, ktery chréani nase télo pted
riznymi vné&jSimi, ale i vnitinimi vlivy, které by mohly poskodit nas organismus, nebo
jakkoliv omezit jeho spravnou funkci. IS je tvofen velkou Skalou druhd bunck a
molekul s interakcemi mezi nimi. Jedna ¢ast imunitniho systému se stard o staré,
poskozené bunky, které jiz neplni svou funkci. Také ma za kol kontrolovat spravnou
funkénost a spravné mnozeni bun€k. Problém nastavd, pokud se builka zacne
nekontrolovatelné mnozit a ztoho divodu ztrati svou funkénost. Zaroven unika
dohledu imunitniho systému a jeji déleni nepodléha kontrole. Takové buiky se
oznacuji jako nadorové burky. Za nador, piesnéji maligni nador, povazujeme soubor
bunék, ktery v disledku selhani riznych mechanismi bunééného déleni, prestal plnit
svou fyziologickou funkeci, jelikoz se zacal nekontrolované mnozit. Zaroven se také
muZe rozSifovat do okolnich tkani a uvoliiuje malé fragmenty (metastazy), které putuji
po téle a tim se nador §ifi. Na takovéto bunky, nebo tkané v idealnim ptipadé télo
reaguje pomoci riznych obranych mechanisma napt. zvySenou produkci protilatek.
Bohuzel se tomu tak nedéje u vSech piipadi a mnohé nddorové bunky unikaji

imunitnimu systému a nekontrolovateln¢ se mnozi dal.

2.1 Lymfatické organy

Obecné je délime na primarni a sekundarni. Mezi primarni lymfatické organy
fadime kostni dien, thymus. V téchto organech (kostni dien) vznikaji, nebo se dale
diferencuji (kostni dien i thymus) imunokompetentni buniky. To jsou bunky, které
zprostiedkovavaji imunitni odpovéd’. Rozlisuji se 2 skupiny. Bunky nespecifické
imunity (granulocyty a makrofagy) a buiky specifické imunity (B a T-lymfocyty).
Sekundarni lymfatické organy jsou lymfatické (mizni) uzliny a jejich organizované
shluky, jako jsou mandle (tonsily), apendix, nebo Peyerovy platy ve stieve, dale sem
patfi i slezina. Sekundérni lymfatické organy jsou mistem, kde probihaji hlavni faze

antigenné specifickych imunitnich reakci.
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2.2 Buiiky imunitniho systému

Hlavnimi buitkami IS jsou leukocyty (bilé krvinky), a to v riznych podobach.
Vsechny druhy leukocytdi vznikaji zkmenovych bunék v kostni dfeni
s charakteristickym znakem CD34. Vyvoj bilé krevni fady probihd dvéma liniemi.
Jednou z nich je myeloidni a druha lymfoidni. U myeloidni fady se kmenovéa buiika
(CD34) méni na myeloidni prekurzor a ten se mize diferenciovat bud’ na monocyt, ze
kterého se nasledné stane makrofag, nebo dendritickd bunka. Tyto buiikky se poté
podileji na fagocytoze. Z myeloidniho prekurzoru mohou vznikat i granulocyty. Téch
jsou tii druhy. Neutrofily, eozinofily a bazofily (z nich vznikaji dale zirné buiiky neboli
mastocyty). I granulocyty se podileji na fagocytoze a diky tomu vSechny tyto bunky
vzniklé z myeloidnich prekurzori mizeme zatadit do slozky nespecifické (vrozené)
imunity. Druhou linii je lymfoidni linie, ve které se z kmenové buiiky (CD34) pies
lymfoidni progenitor vyvijeji buiky imunity specifické. Jedna se hlavné o B-
lymfocyty a T-lymfocyty. Dale sem patii jest¢ NK bunky, coz jsou tzv. pfirozeni

zabijeci.

Obr. 1: Diferenciace riznych druhii leukocytti z kmenové bunky [52]
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2.3 Nespecificka imunita
Nespecifickd imunita, téz imunita vrozend, pfirozena je v organismu piitomna jiz ve

fazi zygoty, jelikoz jeji informace jsou zaprany v DNA jedince.

2.4 Bunécné slozky nespecifické imunity

2.4.1 Fagocyty

Mezi fagocyty, které se staraji o fagocytozu cizorodych, ale i vlastnich bun¢k
organismu fadime granulocyty neutrofilni a eosinofilni, poté monocyty, které se po
prestupu z krve do tkani méni na makrofagy. Granulocyty se zaméfuji na ochranu pred

cizorodymi extraceluldrnimi patogeny.

2.4.2 Dendritické bunky

Dendritické buiiky (DC) se fadi mezi fagocyty, avSak mezi fagocyty, které predkladaji
antigen (APC). Diky tomu jsou dendritické builkky jakymsi spojovnikem mezi
imunitou antigenné nespecifickou a imunitou antigenné specifickou. V organismu se
vyskytuji ve dvou formach. Zralé a nezralé. Nezralé DC béhem svého Zivota pohlcu;ji
odumtelé¢ ¢asti  zdravych tkdni. Poté je wvystavi pomoci MHC (Major
Histocompatibility Complex) pro T-lymfocyty. Zde vSak nedochazi k aktivaci T-
lymfocytl, ale spiSe naopak. Dochazi k utlumu, nebo se z T-lymfocyti stanou tzv.
regulacni T-lymfocyty (Treg), které aktivné potlacuji imunologické akce proti tomuto
typu bun¢k. Dendritické bunky prezentuji T-lymfocytiim piedev§im buiiky télu vlastni
a diky nim T-lymfocyty nepoziraji vlastni zdravé tkdn€. Pokud nastane situace, kdy
dendriticka buitka vyhodnoti pomoci receptorii, které ma na povrchu, ze pohltila
patogen, dojde ktakzvanému dozrani. B¢éhem zrani také dochazi k tzv.
pieprogramovani na antigen prezentujici buitku (APC). Predevsim kvuli zvySeni
exprese MHC proteind. Po dozrani uz DC nepohlcuje ¢astice z okoli, pouze zpracuje
patogen, ktery pohltila naposledy a prezentuje jej pomoci MHC pro T-lymfocyty.
Hlavni vyznam zralych DC je ten, Ze dokézou aktivovat naivni T-lymfocyty, tedy
lymfocyty, které nepfiSly do kontaktu s antigenem. Pfi vystaveni antigenli pomoci
MHC I. tfidy dochazi k aktivaci Tc-lymfocytl a pii vystaveni antigenu MHC II. ttidy
se aktivuji Th-lymfocyty. Po kontaktu s patogenem se zralé¢ dendritické bunky
ptesouvaji do lymfatickych uzlin, kde dochazi ke kontaktu s lymfocyty a jejich
aktivaci. Dendritické buniky maji vliv na rozsah a intenzitu imunitni reakce. Pro kazdy

patogen je imunitni reakce jind. K dozrani DC muZe dojit 1 po pohlceni bunky télu
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vlastni, kterd vSak zahynula neobvyklou smrti. Zde se jednd o rozpoznani fizené
bunééné smrti neboli apoptdzy, pii které nedochazi k poruseni bunécéné stény a
nekrozy, kdy dojde naptiklad k mechanickému poskozeni buiiky a vnitiek buiky se
vylije do okoli. Dalsim zpiisobem aktivace DC je vliv okolnich bunék, konkrétné pak
vliv prozéanétlivych cytokint. Dozrani dendritickych bunék je nevratné a po dozrani
maji zivotnost 48-72 hodin. Za tuto dobu se snazi aktivovat co nejvetsi mnozstvi

lymfocytt, at’ uz jsou to Tc, Th, nebo pamétové T-lymfocyty.

2.4.3 Zirné buiiky

Zirné buiiky jsou také nazyvany mastocyty nebo heparinocyty. Jejich hlavni
funkci vSak neni fagocytoza, ale vynikaji spiSe svou sekrecni funkci. Zname dva typy.
Pojivové a slizni¢ni. K jejich diferenciaci dochazi podle vlivu prostiedi, kde se
vyskytuji. Jejich hlavni ulohou je vyvolani alergické reakce, a to kvili pfitomnosti
histaminu a heparinu uvnitt mastocytu. Uplatiiuji se vSak 1 pti vyskytu zanétu, nebo
pfi napadeni parazity. DalSim dilezitou vlastnosti je uvolhovani latek, jako jsou
proteazy, zanétlivé cytokiny, rustové faktory a dal$i. Ve studii bylo zjisténo, ze

mastocyty maji velky vliv pti ochrané pted ptirodnimi zivocisnymi jedy. [1]

2.4.4 NK buiky

NK burky neboli natural killer cells, pfirozeni zabijeci jsou diilezitou slozkou
pfirozené imunity. Tvofi pfiblizn€ 10-15 % vSech lymfocytl. Jejich dileZitost je
hlavné diky schopnosti reagovat bez piedchozi aktivace. Sta¢i pouze kontakt
s poskozenou, napadenou burikou. Na vyvolani reakce se tedy nepodili antigeny MHC.

Produkuji fadu cytokint a chemokind, tim jsou schopny regulovat imunitni reakce.

2.5 Humoralni sloZka nespecifické imunity

2.5.1 Komplement

Komplement je soubor pfiblizné 30 sérovych a membranovych proteint. Je
soucasti nespecifické humoralni imunitni odpovédi. Mezi 30 proteiny vynika hlavnich
9 sérovych proteinil. Ty se oznacuji C1-C9. Funkce komplementu jsou riizné, ale mezi
hlavni patfi opsonizace, tedy zvyraznéni/oznaeni patologické castice nebo uz
napadené buiiky a tim pomoci fagocytiim ji rychleji detekovat a nasledné eliminovat
(C3Db). Déle je to chemotaxe, coz je pohyb bun¢k IS smérem k oblasti, kde se vyskytuji
chemotaxiny (C3a, C3b). Jedna se o mista, kde je naptiklad zanét. Dalsi funkci jsou

napiiklad osmoticka lyze (komplex C3b-C9), aktivace B-lymfocytii (C3dg) a dalsi.
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2.6 Specificka imunita

Specificka imunita se od té nespecifické 1isi tim, ze je fylogeneticky novéjsi, je tedy
mladsi a vyskytuje se pouze u obratlovcll. Byva také oznacovana jako imunita ziskana.
To hlavné kvili tomu, Ze v genetické informaci jedince jsou zapsany pouze jeji
zaklady a specificka imunita se rozviji béhem zivota. Naptiklad u savcl se rozviji uz
s pfijimanim matetského mléka, poté hned po porodu pii kontaktu s patogeny
v okolnim prostfedi. Specifickd imunita je tvofena bunétnou slozkou, kam patii

B-lymfocyty a T-lymfocyty. Druhou slozkou je sloZzka humoralni, kam fadime

protilatky a cytokiny.

2.7 Buné¢né slozky specifické imunity

2.7.1 T-lymfocyty

T-lymfocyty jsou velmi vyznamné v obrané proti viriim, plisnim 1 nddorovym
bunikdm a zodpovidaji i za odmitnuti transplantovanych tkéni. Jejich hlavnim tkolem
je regulovat ¢innost dalSich imunocytl prostiednictvim cytokinti. Pomoci téchto latek
aktivuji B-lymfocyty, makrofagy a zprostredkovavaji cytotoxicitu [2]. T-lymfocyty
uzce spolupracuji s MHC proteiny, které jim predkladaji antigeny z bun¢k, nebo
z blizkého okoli bun€k. Vyvoj T-lymfocytt probiha v kostni dfeni a poté pokracuje
v thymu. T-lymfocyty se poté diferencuji. Zname naptiklad Tu pomocné lymfocyty,
T. cytotoxické lymfocyty, Treg a dalsi. Tyto skupiny se od sebe li§i funkcemi a
rozliSujeme je podle specifickych receptorti, koinhibitorii nebo kostimulac¢nich
molekul. RozliSuji se napiiklad v prutokovém cytometru, kde se vyuziva rozdilnych

znaki na kazdé skupiné T-lymfocyt.

Plazmatické buriky CD38+

Monocyty CD14+
Granulocyty CD15+
Zralé T lymfocyty CD3+

Pomocné T lymfocyty |CD4+
Cytotoxické

T lymfocyty CD8+

Aktivované

T lymfocyty CD25+

Zralé B lymfocyty CD19+, CD5+
CD56+,

NK buriky CD16+

Tab. 1: Seznam leukocyti a jejich konkrétnich znakti vyuzivanych pii pritokové cytometrii [58]
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2.7.2 B-lymfocyty

B-lymfocyty se podileji hlavné na tvorbé protilatek a pii vytvafeni imunitni
paméti. Vznikaji v kostni dfeni a odtud putuji do periferie. Antigen rozpoznavaji
pomoci BCR (B Cell Receptor), kdy po navazani antigenu na tento receptor dojde
k diferenciaci a pomnozeni B-lymfocytu. D¢li se na plazmatické buniky, které vytvareji
protilatky a Cast z B-lymfocytd se pfeménuje na tzv. pamétové buiky, které pti

opakovanému vystaveni stejnému patogenu urychluji imunitni reakei.

2.8 Humoralni slozky specifické imunity

2.8.1 Protilatky

Protilatky jsou bilkovinné latky, které jsou tvofeny plazmatickymi buiikami.
Protilatky se specificky vazi na antigen. Protilatky jsou sméfovany proti
extracelularnim patogentim, jako jsou napftiklad bakterie, rizni parazité, nebo toxiny.
Déle také podporuji ostatni slozky IS. Zahajuji zanétlivé reakce, nebo pomoci

opsonizace usnadiuji fagocytozu.

2.8.2 Cytokiny

Cytokiny jsou skupina nizkomolekularnich proteini a glykoproteini. Jsou
produkovany bunikami imunitniho systému v zavislosti na riizné stimuly. Zajistuji
piedevsim komunikaci mezi bunikami IS a také spojuji slozky nespecifické a specifické

imunity. Déle se podileji na aktivaci specifické imunity.

3 Imunitni systém a interakce s vnitfnim prostredim

Schopnost imunitniho dohledu ma kazdy clovek. Jednda se o slozku
autoimunitniho systému, ktery slouzi ke kontrole povrchu bungk téla. O tuto kontrolu
se zasluhuji pfedevsim lymfocyty T a NK buiiky. Buiiky jsou kontrolovany bud’ ptimo,
nebo se kontroluji prostfednictvim vzorki pfinesenych dendritickymi buiikami. Vliv
autoimunity je prokazéan na piikladech lidi, které trpi oslabenym imunitnim systémem
bud’ nemocemi postihujici IS, napf. AIDS, nebo vlivem imunosupresiv (latky
oslabujici IS). U takovych to lidi byl prokézan vyssi vyskyt nadorovych onemocnéni
vyvolanych viry. Nadorové buniky vznikaji v téle kazdého ¢loveka, je pouze otdzkou,

pokud je na$ imunitni systém natolik schopny vSechny tyto butiky odhalit a eliminovat.
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3.1 Imunitni editace

V posledni dobé je vSeobecné pfijimand rozsSifend modifikace hypotézy o
imunitnim dohledu, oznacovand jako imunitni editace nddori. Podle ni ma vyvoj
nadoru tfi fdze — eliminace, rovnovdha aunik (anglicky ,,3 E — Elimination,
Equilibrium, Escape®). V prvni fazi imunitni systém rozpozna a ni¢i nadorové buiky.
Dtlezitou podminkou pro aktivaci eliminacnich imunitnich protinadorovych
mechanismi je, aby nadorové bunky hynuly tzv. imunogenni buné¢nou smrti. K tomu
dochazi, pokud se napf. nachazeji v hypoxickém prostiedi. Na povrchu takoveé
umirajici builky se poté prezentuji molekuly, které predevSim dendritické buiky
vnimaji jako signdly nebezpeci a reaguji na né aktivaci. Souhrnné se oznacuji jako
DAMPs (Danger Associated Molecular Patterns) a patii mezi né napiiklad tzv.
proteiny teplotniho Soku (HSP70 a HSP90), nebo protein kalretikulin, normalné
pfitomny v endoplazmatickém retikulu. Z téchto umirajicich bunc€k jsou ale
uvoliiovany 1rozpustné aktivatni DAMPs, jako ATP nebo kyselina mocova. V
ptipad¢, ze nedochazi k prezentovani DAMPs, kviili genetickym mutacim, nejsou DC
schopny tyto nadorové builkky v€as detekovat a IS je nemiize timto zplisobem
eliminovat. Nastavd druha faze procesu imunitni editace — rovnovaha. V této
fazi imunitni systém sice jest¢ dokaze kontrolovat riist nddoru, ale nedokaze jej zcela
eliminovat. Tato faze nékdy odpovida tomu, co se klinicky oznaCuje jako
preneoplastické onemocnéni, které ve velké vétSiné ptipadd zistava neodhalené
amuze trvat i mnoho let. V nékterych pfipadech ale dojde k dalSim genetickym
zménam v nékterych nddorovych buiikach, které jim piinesou ristovou vyhodu nebo
zvysi odolnost vic¢i imunitni kontrole, nebo je imunitni systém oslaben (napft. vlivem
starnuti nebo nékterych nemoci). Potom mohou nadorové bunky imunitni kontrole
zcela uniknout a zacit se nekontrolované mmnozit, unikat z primarniho nadoru

a vytvaret metastazy (tieti faze — unik) [3].

3.2 Vyznam protiliatek v detekci nadorovych bunék
Protilatky k dneSnimu dni prokdzaly velky vyznam pfi ochrané organismu pied
virovymi, bakterialnimi i parazitickymi infekcemi. Nicméné jejich vyznam v boji proti

nadorovym onemocnénim teprve pomalu odkryvame.

Jednim z vyuziti protilatek v protinadorové 1écbé a prevenci pred vznikem
nadorového onemocnéni je sledovani hladin urCitych protilatek, které slouzi jako
indikator mozného propuknuti rakovinotvorného bujeni. Ty se daji po izolaci z nadoru
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pouzit i pfi dal$im boji s nddorovymi buitkami. Tyto protilatky totiz vznikaji i nékolik

let, pfed diagnostikou rakoviny [4].

Jednou z prvnich takto sledovanych protilatek byly protilatky anti-p-53. Jiz
v roce 1982 byla publikovana studie, kterd spojovala protilatky proti proteinu p-53 a
rakovinu prsu [5]. Vroce 1987 byly protilatky proti p-53 objeveny u déti s B-
bunécnym lymfomem, ale také u déti s jinymi druhy néadort [6]. Doslo se tedy
k zavéru, ze protilatky anti-p-53 nemaji specifickou diagnostickou funkeci, protoze se
vyskytuji u velkého poctu nadorovych onemocnéni, jako je naptiklad rakovina plic,

mocového méchyte, slinivky, prsu, a vajecniki [7].

Skupinou, s diagnostickou funkeci, takto sledovanych protilatek je naptiklad
rodina protilatek [gM. Pomoci hybridomové metody bylo izolovano 5 skupin takovych
protilatek. Jedna se o skupinu LM-1, které byla izolovéana z pacienta s rakovinou plic.
Protilatky PM-1 a PM-2 izolovan¢ z pacienta s rakovinou pankreatu a protilatky CM-
1 a CM-2, které byly izolovany z pacienta s karcinomem tlustého stteva. VSechny tyto
protilatky byly izotypy IgM/A. Pro izolaci téchto monoklonalnich protilatek
s nadorovou reaktivitou, byly lymfocyty z miznich uzlin nebo sleziny znesmrtelnény
somatickou hybridizaci spolecné s heteromyelomem HAB-1. Tyto protilatky byly
zjistény metodou ELISA, kdy byly testovany supernatanty hybridomii na jejich
pritomnost a nasledn¢ byla provedena dalsi ELISA, kde byly protilatky primarné
testovany imunohistochemicky proti jejich autolognimu nddoru, pro zjisténi jejich
specifické naddorové reaktivity. Béhem testovani bylo prokazano, Zze dochazi k silné
interakci mezi protilatkami (LM-1, PM-1, PM-2, CM-1 a CM-2) a nadorovymi
tkanémi. Pouze u CM-1 byla prokazana slaba interakce s tkani dlazdicovych bun¢k
jicnu (Tab. 2). U protilatek LM-1 a PM-2 byla prokazana specifita k vice nadorovym
tkanim, ale naptiklad skupina CM-2 je specificka pouze k nddorovym buiikdm tlustého

stieva (Tab. 3) [8].
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Reaction pattern of the monoclonal IgM antibodies on normal
tissues

Tissue LM-1 PM-1 PM-2 CM-1 CM-2
Stomach - - - - -
Colon - - - - -
Lung - - - - —
Esophagus - - = + -
Thyrowd - - - - —
Urinary bladder - - - - -
Kidney - — — - -
Prostate - — — - -
Testis - - - - -
Breast — — — — -

Tab. 2: Reaktivita monoklonalnich protilatek tiidy IgM se zdravymi tkanémi [59]

Reaction pattern of the monoclonal IgM antibodies on tumor tissues

Tissue Carcinoma type LM-14+/— PM-14+/— PM-2+4/— CM-1+/— CM-2+ /-
Stomach Adeno 21 ET) | 30 172 03
Colon Adeno 30 21 3/0 2512 11/16
Lung Adeno 2/1 31 30 31 0/4
Squamous cell 30 212 30 211 0/3
Esophagus Squamous cell 0 30 30 30 /3
Pancreas Adeno 50 5/1 6/0 1/5 06
Urinary bladder  Urothel 110 o1 1/0 o1 o1
Kidney Renal cell 10 o1 1/0 ol o1
Prostate Adeno 4/0 1/4 4/1 4/3 /5
Breast Invasive (ductal) 210 21 30 30 3
Invasive (lobular) 20 21 30 112 3
Ovary Adeno 30 1/1 30 21 012
Uterus Adeno 30 112 3/0 210 0/3

Tab. 3: Aktivita monoklonalnich protilatek tfidy IgM s nadorovymi tkanémi [59]

Pro zjisténi mozné funkcni aktivity protilatek in vitro byla pouzita metoda
MTT (Colorimetric Mitochodrial Hydroxylase Assay), coz je bézna metoda pii
stanoveni proliferace [9]. Jednalo se o inkubaci nadorovych bun¢k s raznymi
koncentracemi rtznych protilatek (LOU-NH91 pro LM-1, BXPC-3 pro PM-1 a PM-
2, Colo-206F pro CM-1 a CM-2). Po 24 hodinach vSech 5 skupin protilatek dokazalo
inhibovat buné¢nou proliferaci v zavislosti na koncentraci, zatimco kontrolni vzorky

bez protilatek zlistaly nezménény [16]. (Obr. 4)
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Obr. 2: Funkéni analyza protilatek LM-1, PM-1, PM-2, CM-1 CM-2 in vitro. a) na koncentraci zavisla
inhibice bunééné proliferace protilatkou LM-1 na bunéénou linii rakoviny plic LOU-NH91. b) na
koncentraci zavisla inhibice bunécné proliferace protilatkou PM-1 a PM-2 na bunécnou linii rakoviny
pankreatu BXPC-3. ¢) na koncentraci zavisla inhibice buné¢né proliferace protilatkou CM-1, CM-2 na
bunécnou linii rakoviny tlustého stieva Colo-206F. Kontrolni médium: supernatant ochuzené bunééné

kultury jinych (nez zkoumanych) IgM protilatek byl ptidan ve stejnych koncentracich [53]
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DalSim pfedmétem zkoumani byl vliv protilatek na riist a usmrceni nadorovych
bungk. K tomu byl pouzit ELISAPYUS Kit pro detekci bun&éné smrti (Cell Death
Detection ELISAP'YS Apoptosis Assay). Tento test dokéaze rozlisit rozdil mezi buiikou
zahynutou nekrézou, nebo bunkou usmrcenou fizenou apoptoézou. Test po 24 hodinové

inkubaci prokazal schopnost protilatek hubit nddorové bunky apopticky (Obr. 5).
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Obr. 3: Protilatkami zprostiedkovana apoptdza detekovana ELISAPYS kitem pro detekci apoptotické
bunécné smrti s protilatkami LM-1, PM-1, PM-2, CM-1, CM-2. a) protilatkou zprosttedkovana
apoptoza s protilatkou LM-1 na bunéénou linii karcinomu plic LOU-NH91. b) protilatkou
zprostiedkovana apoptoza s protilatkou PM-1 a pm-2 na buné¢nou linii karcinomu pankreatu BXPC-
3. ¢) protilatkou zprostiedkovana apoptoéza s protilatkouCM-1 a CM-2 na bunécnou linii tlustého
stteva CACO-2. Kontrolni médium: supernatant ochuzené bunééné kultury jinych (nez zkoumanych)

IgM protilatek byl pfidan ve stejnych koncentracich [53]

Tyto testy dokazaly vliv izolovanych protilatek na proliferaci, ale také na

jejich schopnost indukovat apoptoézu u rakovinnych bunék [8].
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3.3 Prirozené protilatky proti nadorovym bunkam

Ptirozené polyreaktivni autoprotilatky (NAA - Natural Auto-Antibodies),
prevazné se jedna o izotypy IgM, kdédované nemutovanymi zarodecnymi liniemi IgV
geny, predstavuji velkou cast cirkuluyjicich protilaitek. Nevazi se k riznym
proteinovym strukturam, ale rozpoznévaji specifické vzory konzervativnich molekul
[10]. Jednou skupinou protilatek sledovanou pii brzkych stadiich rakoviny prsu jsou
MUCI protilatky [11]. MUCI (polymorfni epitelialni mucin) byl zkoumdn jako
vakcina pro imunoterapii pro pacienty s adenokarcinomem. Sledovaly se tedy hodnoty
piirozené se vyskytujicich MUCI protilatek. Pozitivni vysledek MUCI1 1gG a IgM
protilatek v séru pted 1écbou byl spojeny s velkou vyhodou pro pieziti stadia I a II pro
pacienty trpici rakovinou prsu. Dale se podle hladin MUC1 IgG a IgM protilatek 1épe
urcit stadium uZz propuklého nddorového onemocnéni. Pacienti s pfirozenym vyskytem

MUCI IgG a IgM v séru maji vyssi Sanci na kompletni vyléceni nddoru prsu [10].

Béhem mnoha let vyzkumu bylo zjisténo, Ze pfirozend imunita a piirozené
protilatky IgM hraji velkou roli pfi imunitnim dohledu na rakovinné buiiky. Pochopeni
téchto, v téle se piirozené vyskytujicich, autoimunitnich odpovédi, které vznikaji
v ptitomnosti nadorovych bun¢k je kliCcové k vytvofeni postupii pii prevenci u

nadorovych onemocnéni (Tab. 4).

Autoantibody Target antigen Function References

Anti-CENP-B Breast cancer Unknown (25)

anti-SS-B

Anti-survivin Breast cancer Unknown/diagnostic (26)

anti-livin

Anti-thyroglobulin Thyroid cancer Unknown (28)

Anti-melanocytes Melanoma cell lines Proliferation inhibition (29)

Antibody mediated Lambert- Small cell lung cancer Diagnostic (30)

Eaton myastenic syndrome

Natural IgM-autoAbs Leukemia cells Apoptosis 31

Anti-Fas Abs Colorectal adeno- Apoptosis (32)
carcinoma cells

Anti-dsDNA SP2/0 and Wehi 164 Apoptosis (34)

tumor cells

Tab. 4: Autoprotilatky a jejich cilové rakovinné antigeny [60]

Zvysené hladiny konkrétnich autoprotilatek byly spojeny s vyskytem urcitého

druhu nddorového onemocnéni (Tab. 4).

Pti sledovani hladin autoprotilatek u rakoviny prsu byla vytvofena skupina

pacientl k testovani hladin autoprotilatek anti-SS-B a anti-CENP-B. Pfedmétem testd
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bylo 55 pacientl s rakovinou prsu a 25 pacienti s jinym benignim onemocnénim. Bylo
zjisténo, ze hladina anti-CENP-B byla u pacientt s rakovinou prsu o 25 % vyssi (33
vs 8 %) nez u kontrolni skupiny hladiny anti-SS-B o 20 % vyssi (44 vs 24 %) nez u
kontrolni skupiny [12].

Dalsimi sledovanymi autoprotildtkami jsou anti-survivin a anti-livin. Survivin
a livin se totiz hojné vyskytuji na rakovinnych a na transformovanych buiikédch. Na
zdravych tkanich se téméf nevyskytuji. Jejich zkoumani probihalo ve spojeni
s rakovinou plic. Pacienti s rakovinou plic byli stanoveni s pouzitim cut-off hodnoty
pro pozitivitu stanovenou jako primérnou absorbance + 2SD pro zdravé kontrolni
vzorky. 19 z 37 pacientd s rakovinou plic (51,3 %) byli pozitivni na pfitomnost anti-
livin protilatek v téle. 18 z 31 (58,1 %) z té samé skupiny pacientli byli pozitivni na
pritomnost anti-survivin protilatky. U 21 z 31 (71 %) pacientd s rakovinou plic byla
prokdzani pii kombinovaném testu piitomnost alespont jedné, nebo obou
autoprotilatek. Z testu zle usoudit, Ze kombinovany test séra na anti-livin a anti-

survivin se da vyuzit k diagnostice rakoviny plic [13].

U pacientii s malobunéénym bronchogennim karcinomem (SCLC —
Small Cell Lung Cancer) bylo prokdzano delSi pieziti, pokud jim zéaroveinn byl
diagnostikovan Lambert-Eatontiv myastenicky syndrom (LEMS). Pfedmétem testii
bylo provéfit imunogenni faktory u SCLC-LEMS v porovnani s NT-LEMS (Non
Tumor LEMS) a zjistit jejich roli v prodlouzeni pieziti u pacientli s SCLC [14].

U pacientii s diferencovanymi karcinomy Sstitné zlazy (DTC) byly
sledovéany hladiny cirkulujicich protilatek thyroglobulinu (TgAbs). Prevalence TgAbs
na pocatku vyzkumu u pacientii s DTC byla 29 %. U jedné desetiny pacienti v pribéhu
nemoci hladiny TgAbs jesté rostly. Po 3 letech od propuknuti nemoci se hladiny
TgAbs zacaly snizovat ptiblizné o 10 % [15].

Pti zkoumani rakoviny tlustého stieva byl prokazan ptimy uc€inek receptoru Fas
(Apo-1, CD 95) spojeny s apoptdézou. Byly zkoumdny autoprotilatky proti Fas u
pacientl s kolorektdlnim adenomem a u pacientl s kolorektalnim adenokarcinomem.
Porovnavalo se se zdravymi kontrolami. Anti-Fas titry byly zna¢né€ vyss$i u pacientl a
kolorektdlnim adenomem nez u zdravych kontrol. AvSak jesté vyssi byli u pacientii
s kolorektalnim adenokarcinomem. To dokazuje, Ze Anti-Fas hraji obranou roli pfi

karcinogenezi a dokazuji zna¢ny vliv autoprotildtkovych obrannych mechanismi [16].
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Obr. 4: Graf znazoriyjici aritmeticky primeér, median a rozmezi sérovych titrd anti-Fas autoprotilatek
u zdravych kontrol, pacientt s kolorektalnim adenomem a pacientl s kolorektalnim adenokarcinomem
[54]

Anti-dsDNA autoprotilatky maji diagnostickou hodnotu u rtiznych nemoci,
jako je erytematozni lupus, AIDS, ale 1 nadorova onemocnéni [17]. Technikou nepfimé
imunofluorescence bylo prokazéano, ze anti-dsDNA autoprotilatky se mohou vazat na
povrch rakovinnych buné€k. In vitro test imunoséra mysi, ktera dostala anti-dsDNA
autoprotilatky izolované z nadorové bunky, byla pozorovatelna v 6. tydnu vyznamna
cytotoxicita proti nddorové tkéni v porovnani s mysi nenaoCkovanou. Navic bylo
zjisténo, Ze nadorové buniky jsou hubeny apoptézou. To samé poté prokazal i test in
vivo. Tento test prokazal schopnost ANA (Antinuclear Antibodies) protilatek chovat

se jako protirakovinné agens [18].
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V souvislosti a ANA protilatkami byla provedena studie na 82 pacientech
s diagnostikovanym difaznim velkobunéénym B lymfomem (DLBCL) v rtiznych
stadiich a 120 zdravymi kontrolami. DLBCL je nejcastéjsi formou (30-40 %) non
Hodgkinova lymfomu, coz je forma rakoviny lymfatického systému [19]. Hladiny
ANA protilatek u pacientdl trpicich DLBCL byly jasn¢ vyssi. Neprojevily se vSak u
vsech pacientd, ale pouze u 25 (30,5 %). I u 9 (7,5 %) zdravych kontrol se objevily
zvySené hladiny ANA protilatek. Béhem testovani se ukazalo, ze vétSina pacientl si
nevytvorila autoimunitni onemocnéni, tedy lze pifedpokladat, ze hladiny ANA
protilatek nesouvisi a autoimunitnimi nemocemi, ale souvisi s nadorovym
onemocnénim DLBCL. Zaroven se prokazalo, Ze hladiny ANA protilatek se neliSily u
pacientii v riznych stadiich DLBCL. Nejedna se tedy o ukazatel pribéhu a zdvaznosti

onemocnéni. Nicméné pacienti s ANA protilatkami v séru méli vétsi miru preziti [20].

Déale se sledovaly hladiny anti-ENA protilatek (Anti-Extractable Nuclear
Antigen Antibodies) u pacientil s non-Hodgkinovym lymfomem pied, béhem a po
chemoterapii a tyto vysledky byly porovnavany se zdravymi pacienty. Hodnoty ENA
byly vyrazné vyssi u nelécenych pacientil v porovnani se zdravymi kontrolami. U
pacientl, kteti méli pozitivni odezvu na chemoterapii, byl zaznamenéan vysoky nartst
titrt ENA protilatek v porovnani s pacienty, u kterych nenastala pozitivni odezva na

16¢bu [21].

Vroce 2018 byl vJaponsku hospitalizovan 72 lety muz s bolestivymi
vyrazkami na kazi kloubli ruky a ocnich vickach a svalovou slabosti. Byla mu
diagnostikovana dermatomyositida (DM), tedy idiopatické chronické zanétlivé
onemocnéni. Pacient podstoupil testy zjisténi hladin autoprotilatek. Byly nalezeny
vysSi hladiny anti-TIF1y (transkripéni zprostiedkujici faktor 1 gama) protilatek. Po
dalsich vysSetfenich byla nalezena cysta na thymu., kterd se potvrdila byt nadorového
pivodu. U 20 % pacienti s diagnostikovanym DM se setkdvame s vy$S§imi hodnotami

anti-TIF 1y protilatek. AZ u 80 % téchto pacientl se vyskytla maligni onemocnéni [22].

Ve studii z minulych let se prokazalo, ze zvySené hladiny anti-centromerniho
proteinu F (CENPF) protilatek byly zaznamenané u pacientli s hepatocelularnim
karcinomem. Tyto protilatky byly produkovény, jako odpovéd’ na velkou expresi

tohoto proteinu prave na rakovinnych buiikach [23].
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Podobnym mechanismem télo reaguje i na velkou expresi receptoru
HER2/neu, ktery je detekovatelny u 30 % adenokarcinomti [24]. U rakoviny prsu
s nizkym vyskytem receptoru HER2/neu nebyly zaznamenany zadné protilatky.
Naopak u rakovin prsu, kde byl receptor HER2/neu vysoce exprimovan na

rakovinnych buiikach, byly protilatky v 82 % ptipadu [25].

Jednou z moznosti 1é¢by rakoviny prsu je vyuziti piipravku Herceptin™
s u¢innou latkou Trastuzumab. Jedna se o 1€k proti rakoving prsu typu HER2 pozitivni.
Trastuzumab je rekombinantni humanizovana monoklonalni protilatka 1gG1, ktera se
selektivné vaze na extracelularni doménu receptoru 2 pro lidsky epidermalni rlstovy
faktor (HER2). Avsak vysledky 1é¢by samotnym ptipravkem byly GispéSny pouze z 11-
15 %. Pti kombinaci 1écby pripravkem Trastuzumab a chemoterapie byl prodlouZen
Cas progrese nemoci ze 4,6 mésicii na 7,4 mésice. Bylo dosaZzeno vysSiho procenta
pozitivni odpovédi na lé€bu az na 50 % a sniZzeni procenta umrtnosti v pribéhu

jednoho roku z 33 % na 22 % [26].

3.4 Rozpoznani nadorovych bunék

V piipadé napadeni bunky virovou infekci zacne buiika syntetizovat virové
bilkoviny a nukleové kyseliny. Ty jsou poté prezentovany prostiednictvim HLA
molekul I. tfidy cytotoxickym T lymfocytim (T¢). Ty ji podle téchto vystavenych
molekul analyzuji a v pfipadé rozeznani patogenity =zafidi vyfazeni bunky

z organismu, tedy jeji zniCeni.

Podobné¢ je tomu u nadorovych bunék. Zde se vSak uplatiiuje vice mechanismt
slouzicich k identifikaci a vSechny nejsou jesté popsany. Pokud dochézi k nddorovému
bujeni vlivem viru, bavime se poté o infekci onkogennim virem. Je zde vyuzivano
stejného mechanismu, jako u normalni virové infekce. Cytotoxické T lymfocyty
reaguji 1 na ptitomnost specifickych bilkovin tzv. nddorovych antigenii neboli tumor
markerli. Sem patii glykoproteiny, fragmenty produkti mutovanych gent, které jsou
produkovany pouze nadorovymi buitkami (TSA — Tumor-Specific Antigen). Kromég
téchto specifickych nadorovych antigenli se k identifikaci nadorovych bun&k hojné
vyuziva antigenl asociovanych s naddory (TAA — Tumor-Associated Antigen). Jedna
se o latky té€lu ne uplné cizi. JelikoZ se fyziologicky vyskytuji na embryonalnich
bunkach. AvSak jejich vyskyt na nadorovych buikéach je nékolikandsobné vyssi.

Nejedna se tedy o latky zcela specifické pro nadory, ale jejich pfitomnost v dospélém
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veéku se da pouzit jako marker nddorového onemocnéni. Mezi hlavni zastupce TAA
patii onkofetalni antigeny. Které se v postnatalnim obdobi jiz v téle nevyskytuji a Ize
je objevit na naddorovych buiikach. Konkrétné se poté jedna o a-fetoprotein (AFP)
produkovany buinikami hepatomt a karcinoembryonalni antigen karcinomu tlustého
stfeva. Nékteré melanomové antigeny (MAGE-1, Melan-A) jsou pfitomny v malém
mnozstvi na normalnich melanocytech, ale mnohem vice se jich vyskytuje
na melanomovych bunkach. Jako dalsi je antigen HER2/neu, receptor ristového
faktoru epitelidlnich bunék, ktery se v malém mnoZstvi objevuje na normalnich
epitelidlnich bunikach, kdezto jeho exprese na buiikach nékterych karcinomi mlécné

zlazy je velmi silna.

Muze vSak nastat situace, ze nadorova bumnka nema, nebo netvori zadné
specifické bilkoviny. Mize nastat situace, Ze na membrané buiiky se nevyskytuji ani
HLA molekuly, kter¢ umoznuji funkcénost cytotoxickych T lymfocytd. V tomto
piipad¢ zastoupi T tzv. NK builkky a cytotoxické monocyty. Zde se neuplatiiuje
schopnost rozpoznavat antigeny, jako u T, ale dochazi k rozliSeni nddorové bunky od
zdravé na zéklad¢ piitomnosti véts§iho poctu vyznamnych substanci obsahujicich
sacharidy. Jejich vyskyt je zfeteln€ vétsi nez u bunék zdravych. NK builky vyuzivaji
receptorti typu lektinovych bilkovin, pomoci kterych NK buiiky pevné pfilnou
k nadorovym buinkam s vys§im poctem sacharidovych substanci (Obr. 5). V ptipadé
uplné absence HLA molekul na membrané nadorové buiiky se také uplatiuji NK
bunky, a to z divodu Ze v ptitomnosti HLA molekul na membrané jsou cytotoxické
ucinky NK bunék inhibovany a nechavaji tak prostor Tc. Vedle receptori typu
lektinovych bilkovin, maji NK buiiky také tzv. KIR (Killing Inhibitory Receptor). KIR
se uplatituje prave pii inhibici NK bunék, a to tak, ze se na KIR navaze ligand, tedy
HLA molekula (Obr. 6). Pokud vSak nastane situace, kdy nadorova buika, jako
mechanismus obrany proti autoimunité, nemd HLA molekuly, u¢inek KIR se neuplatni
a NK buiika je schopna na takové naddorové bunky reagovat. Dal§im mechanismem
v rozpoznani nadorovych bunék je rozpoznani pomoci protilaitek. Po navazéani
protilatky na nadorovou buiitku dojde k vystaveni Fc konce téZkého fetézce protilatky
(Obr. 7). Na ten reaguji cytotoxické bunky s Fc receptory (FcR), konkrétné pak
monocyty a NK builky. Tento zpiisob rozeznavani a nasledné likvidace se oznacuje

jako bunkami zprostfedkovana cytotoxicita zavisla na protilatce (ADDC — Antibody-
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Dependent Cell-Mediated Cytotoxicity). Bunky, které umi vyuzit k identifikaci
protilatek, tedy schopné provést ADCC, se oznacuji jako buiiky K (killer).

teréova burika § teréova burika
a) b) 9)

Obr. 5: a) NK buiiky rozpoznavaji nadorové bunky, jez netvofi specifické bilkoviny a nemaji ani
molekuly HLA, ale maji na svém povrchu substance obsahujici sacharidy, b) NK buiiky rozpoznavaji
bunky, které nemaji na svém povrchu molekuly HLA, tim, Ze receptor pro molekuly HLA na NK

bunkach neni obsazen, c) Identifikace nebezpecné burnky protilatkou [55]

3.5 Zpiisoby likvidace nadorovych bunék

Po rozpoznani nadorové bunky buiikou cytotoxickou dojde k jeji aktivaci. To
zpusobi zvyseni poctu adheznich molekul, diky kterym je cytotoxicka burika schopna
1épe ptilnout k nadorové bunice. Zaroven dochazi k zmnoZzeni cytokinovych receptort,
diky tomu je mozny leps$i pfijem aktivacnich signdlii. Existuje nékolik zplsobt, jak
likvidovat nezadouci buniky. Jednou z moZnosti je prodéravéni membran pomoci
perforind. Jedna se o latky bilkovinné povahy, ale nejedna se o enzymy. Perforiny jsou
tvofené a uvolnované po kontaktu snddorovou buiikou cytotoxickymi buikami.
Dtlezitou schopnosti perforini je polymerizace v membrané cilové bunky.
Polymerizuje ptiblizné 10-20 molekul a vytvoii tak valcovy duty utvar, kterym poté
unika cytoplazma z cilové buniky do extracelularniho prostoru a dochazi k rozhozeni
iontové rovnovahy a poté k nasledné bunétné smrti. Dalsi latky pomahajici pii
likvidaci nadorovych bunck jsou granzymy, tedy granularni enzymy. Jednd se o
proteolytické enzymy, které se nachazeji v granule cytotoxickych bun€k. Granzymy
poskozuji nitrobunééné déje v nadorové bunice a zaroven podporuji funkei perforind.

Dalsi moznosti je vyvolat v cilové buiice apoptozu, a to piesné obsazenim receptoru
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pro TNFf, nebo obsazenim molekuly Fas (CD95). Tento zpisob bunééné smrti

nevyzaduje spotiebu energie od cytotoxické buriky.

4 Vliv dendritickych bunék v protinadorové imunité

Pro rozvoj protinadorové imunity, konkrétné¢ pak specifické imunity, jsou
nezbytné dendritické buiikky. Nadorové antigeny jsou pohlcovany dendritickymi
buitkami pomoci makropinocyt6zy, kterd umozni pohlceni ¢astic velkych 0,5 az 3 mm,
a fagocytodzou, jiz jsou pohlcovany mensi Castice. Aby byla schopnost rozpoznat
antigeny zesilena, je tfeba plisobeni receptorti pro Fc fragment imunoglobulinti 1gG
(FcyRII/CD32, FcyRI/CD64) a receptoru pro manodzu [45]. Nediferencované DC si
mohou osvojovat 1 apoptotické burnky, a to prostfednictvim integrinovych
heterodimertt avp5, avp3 a vychytavacich receptori CD36 [46]. Po vystaveni
nadorovych antigeni na povrchu DC (nyni uz zralé DC) pomoci MHC dochazi
k zastaveni pohlcovani dalSich antigenil a takto zralad DC putuje do lymfatickych uzlin.
Zde ptichazi do kontaktu s dal§im druhem bilych krvinek s tzv. naivnimi T-lymfocyty.
Pti kontaktu DC s naivnim T-lymfocytem dochazi k predani schopnosti rozpoznat
antigeny nadorovych bun¢k. Takové naivni T-lymfocyty se dé€li (proliferuji) a méni se
na lymfocyty efektorové. Ty jsou poté schopné cilené¢ rozpoznat a eliminovat

nadorové bunky [47].

4.1 Unik nadorovych bunék pied imunitnim systémem

Nadorové bunky jsou, jak uz bylo zminéno, v nékterych ptipadech velmi
podobné bunkam télu vlastnich. Uz kvtli tomu je pro IS velmi obtizné rozlisit, proti
kterym bunkém zahdjit imunitni reakci. VySe popsané mechanismy vsak funguji pouze
pii situaci, kdy jsou APC schopny rozpoznat nadorové bunky. Ty ale maji velkou skalu
mechanismil, jak se pied IS ,,schovat“. Rada mechanismii je obdobn4 jako u infeké&nich
mikroorganismil, ale nékteré se liSi. Napfiklad vznikaji mutagenni formy bez
nadorového antigenu. Nebo je jejich hustota exprese velmi nizkd a APC jej nejsou
schopny nalézt, nebo jej ignoruji [41]. Dalsi vlastnosti, kterd komplikuje rozpoznani
nadorovych bunék je fakt, Ze nadorové bunky nefunguji jako profesionalni APC, kviili
nepiitomnosti kostimulacnich molekul CD80 a CD86 na jejich povrchu. Z toho
ditvodu jsou prekurzory Tc a Th utlumeny a nikoli aktivovany. Né&které nadorové
bunky snizuji expresi MHC glykoproteint I. tfidy a tim znemoZziuji jejich rozpoznéni

cytotoxickymi T-lymfocyty. Obdobné je tomu s expresi MHC glykoproteini II. tfidy,
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ale ty by reagovaly s pomocnymi T-lymfocyty [42]. Dal§im mechanismem k utlumeni
Tc a Th bunék je i produkce urcitych latek nadorovymi buiikami. Jedna se o latky,
které inhibuji klicové bunky IS (T-lymfocyty). Takto produkované latky jsou
napiiklad cytokiny TGF-B a IL-10 [28] nebo enzymy, jako je naptiklad IDO
(Indoleamin 2,3-dioxygendza) [43]. Tyto latky také inhibuji DC, respektive jejich
dozravani a tim 1 moznost prezentovani antigenti na jejich povrch. DC dale inhibuje
pritomnost oxidu dusnatého, ktery produkuji nékteré nadorové buiky, tim ze
zpusobuje jejich apoptozu. Velky vyznam pro nechténou ochranu nadorovych bunék
maji regulaéni (tlumivé) T-lymfocyty Treg (CD4" CD257)[29]. Ty ochraiuji
nadorove bunky stejné jako t€lu vlastni. V nedavné studii bylo prokdzano spojeni mezi
Toll-like receptory a Treg lymfocyty, kdy Toll-like receptor 8 (TLRS8) udajné dokaze
eliminovat zmény zplisobené Treg a zabranit tak inaktivaci autoimunitni eliminaci
nadorovych bunék. Tento efekt neni zavisly na ostatnich bunikach (napt. DC), ale je
zavisly na ptitomnosti funkéni signalizaci TLR8-MyD88-IRAK4 v Treg lymfocytu
[10]. Obcas dochazi k tlumu Tc (CD8+) vlivem aktivity NK bunék, které produkuji
IL-13, ktery poté iniciuje aktivaci myeloidnich bunék. Ty poté produkuji TGF-B, ktery
nasledné tlumi funk¢nost Tc. Bylo prokdzano, ze pii blokaci produkce IL-13, nebo
TGF-p byla funk¢nost Tc pfi eliminaci nadorovych bun¢k zvysena. [30] Nadory chrani
a zotavovani tkani poSkozenych zanétem. Podporuji také tvorbu novych cév
(angiogenezi), coZ je ovSem pro rostouci nador zivotné dualezité. Nador je tedy mylné
povazovan nékterymi komponentami imunitniho systému za jakousi hojici se ranu,
ktera zasluhuje pomoc [31]. M2 makrofagy jsou aktivovany IL-4 a IL-13 a sekretuji
IL-10, tim inhibuji diferenciaci T-lymfocyti [44].

4.2 Imunizace vyuZitim dendritickych bunék

Jednim z nov¢jSich typi 1é€by rakoviny je imunizace pomoci dendritickych
bunck. Ptipravuje se 1éCivy piipravek, ktery je vyhotoven piimo z krve pacienta.
Pacient prochézi pies transfuzni stanovisté, kde se mu odebere leukocytarni frakce
z jeho krve pfi procesu zvaném leukaferéza. V laboratofi se poté z leukocytl separuji
monocyty, ze kterych se poté vyvinou v inkubatoru nezralé dendritické bunky t¢inkem
cytokini GM-CSF a IL-4 [48]. Poté se k nim pfidavaji usmrcené nadorové buiiky,
které poskytuji velké spektrum nadorovych antigenti. Takto usmrcené buiiky s velkym

poctem antigentll na povrchu aktivuji dendritické burniky. Ty po kontaktu s nddorovymi
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antigeny zacinaji béhem n¢kolika hodin na svém povrchu vystavovat antigeny
z usmrcenych nadorovych bunék. Takto vzniklé dendritické bunky predstavuji vlastni
imunoterapeuticky ptipravek. Tento proces vytvoifeni vlastniho imunoterapeutického
pripravku trva ptiblizné¢ 4 tydny a poté je uchovavan v tekutém dusiku. Terapie probiha
vpichovanim pfipravku jednou meésicné€ po dobu piiblizné jednoho roku. Po aplikaci
ptipravku vpichnuté imunizované dendritické buriky putuji do miznich uzlin, kde se
potkavaji s naivnimi T-lymfocyty [49]. Zde dochézi k pfeméné naivniho T-lymfocytu
na lymfocyt efektorovy po navazani protinadorovych antigend. Protinddorové
specifické T-lymfocyty putuji krvi po téle a vyhledavaji a nasledné likviduji naddorové
buniky. Vyhody této metody jsou naptiklad fakt, Ze se imunitni systém pacienta
stimuluje DC béhem delsiho asového obdobi. Pouzitim velkého spektra nadorovych
antigend z usmrcenych nadorovych bun¢k se zvysuje pravdépodobnost rozpoznani
nadorovych bun€k v téle pacienta. Dal§i vyhodou je moznost kombinace metody
imunizace pomoci dendritickych buné¢k a dalSich metod, jako jsou naptiklad
chemoterapie nebo radioterapie. VSechny tyto faktory zvySuji Sance na uzdraveni

pacienta [32].
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Obr. 6: Priibéh vytvateni vlastni vakciny imunizovanych dendritickych bunék [56]
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4.3 Vyzkumy vakcin z imunizovanych dendritickych bunék

Prvni imunoterapii, kterd byla oficialn¢ schvéalena U.S. FDA (Food And Drug
Administration Of United States), je vakcina Provenge (Sipuleucel-T). Jedna se o
vakcinu proti rakoving prostaty v pokroc¢ilém stadiu. Faze III. byla testovana na 512
pacientech. Do testi byly zafazeny i placeba, a to v poméru 2:1. 341 pacienti
dostavalo intraven6zné€ po dobu 2 tydnt v tiech davkach Sipuleucel-T a 171 pacientti
pouze placebo. Sledovaly se hladiny PSA a laktat dehydrogenazy. Vysledky u skupiny,
které byla poskytnuta vakcina, se projevily redukci risku smrti o 22 %, cozZ znamenalo
prodlouzeni zivota v praiméru o 4,1 mésice (z 21,7 mésice na 25,8 mésice).
Pravdépodobnost pteziti 36 mésicli u léCené skupiny byla 31,7 %, misto 23 % u
skupiny s placebem. U skupiny s Sipuleucel-T se vyskytovaly mirné vedlejsi Cinky,

jako napftiklad bolest hlavy, husi kiize, teplota. [33]

V soucasné¢ dobé& se vyvoji vakcin pro imunizaci dendritickymi buinikami
zabyva hned nékolik studii v ramci nékolika riznych organizaci. Jednou z nich je
mezinarodni biotechnologické spolecnost Sotio a.s. se sidlem v Praze. Zabyvaji se jak
preklinickou pfipravou, tak i klinickym vyuzitim DC v boji proti nadorovym
onemocnénim. Vyuzivaji vlastni 1éCivy ptipravek DCVAC, ktery pravé funguje na

zéklad¢ aktivni bunécné imunoterapie [50].

4.4 Klinické testy vakcin z imunizovanych dendritickych bunék

Mezi lety 1995 a 2004 probéhlo ne€kolik klinickych testi ve fazi 1 12. Ve fazi
2 se testoval ucinek autolognich dendritickych bunék imunizovanych pomoci
nadorovych antigent k vyvolani odpovédi T-bunék. Vysledky byly piivétive, avsak
nebyly 100%. Vysledky se projevily pfedevsim u melanomii a nddort prostaty [34, 35,
36]. Na ty se poté biotechnologické firmy zaméftily.

V roce 2006 ve Fakultni nemocnici v Brn€ na oddéleni klinické hematologie
odstartovala II. faze vyzkumu pro pouziti dendritickych buné€k proti mnohocetnému
myelomu. Do testovani byli zafazeni 4 pacienti, ktefi dostavali vakcinu slozenou
z dendritickych bun¢k a monoklonalnich imunoglobulinli, a to 6 davek v pribéhu
jednoho mésice. Imunitni odpoveéd’ se projevila u tii pacientl ze Ctyt. Méfila se hladina
monoklondlnich ~ imunoglobulin v séru. Koncentrace ~ monoklonalnich

imunoglobulinii se méfila metodou ELISpot a hodnoty kolisaly v prabéhu celého roku,
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ale nikdy neptekrocCily 25% rozmezi pro minimalni klinickou odpovéd’. Pacienti

be&hem testovani nepocitovali zddné vedlejsi t€inky. [37]

Aktuéln€ spolecnost Sotio vede vyzkumy na 3 konkrétni druhy nddorovych
onemocnéni. Jednd se o DCVAC/PCa pro pacienty s karcinomem prostaty,
DCVAC/OvCa pro pacientky s karcinomem vaje¢niku a DCVAC/LuCa pro pacienty

s karcinomem plic.

V roce 2009 bylo odstartovano klinické testovani DCVAC/PCa ve fazi I/II.
Testy se provadély od 2010 do 2014 na 27 let pacientech (ve v€ku od 47-77) se
zvySenym PSA (Prostate-Specific Antigen), ktery indikuje nadorové onemocnéni
prostaty. VSichni pacienti se zvySenym PSA podstoupili Ié¢bu pomoci DCVAC/PCa.
Zde se jednalo o dendritické buiiky imunizované usmrcenymi LNCaP, coz jsou lidské
androgen senzitivni bunky adenokarcinomu prostaty. U 12 pacientd ve vyskytla
piizniva odezva, ktera vedla se snizeni hladin PSA bez ptitomnosti vedlejSich u¢inkd.
Ti pokracovali do dalsi faze testovani. Cilem této studie bylo zjistit bezpecnost a
stanovit PSADT (PSA Doubling Time), coZ je ¢as, za ktery se zvysi hodnota PSA na
dvojnasobek. Median PSADT se u vSech 1éCenych pacientii zvysil z 5,67 mésice na
18,85 mésice po 12 mésicni 1écbé. 12 pacientt, ktefi pokracovali do dalSich fazi test

se median zvysil az na 58 mésict a zastal stabilni v prabéhu celych testi. [38]
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Obr. 7: Hodnoty casu zdvojeni prostatického specifického antigenu pied (vlevo) a po (vpravo) 1écbé

pomoci DCVAC/PCa [57]
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V dalsich letech pokracovaly klinické testy ve II. fazi u pacientl s melanomy.
Testovano bylo 39 pacientl s pokrocilymi melanomy. Byli 1é¢eni kombinovanou
1écbou imunizovanych dendritickych bunék a CTLA-4 blokddou (cytotoxicky T
lymfocytarni antigen 4). Celkem u osmi pacientt doslo k uplné terapeutické odpovédi
a u sedmi k castecné terapeutické odpovédi. Tato kombinace, tedy vyuziti
imunizovanych DC a CTLA-4 blokady, se jevi jako slibny postup pii budoucim

snazeni v boji proti metastazujicim melanomtm [39].

Produkt DCVAC/PCa je autologni imunoterapie momentalné testovana ve IIl. fazi
klinického hodnoceni (studie s nazvem VIABLE - ActiVe ImmunotherApy Using
Dendritic Cell-Based Treatment For Late Stage ProstatE Cancer), zamétené¢ho
na pacienty s metastatickym kastraéné-rezistencnim karcinomem prostaty (mCRPC)
a v n¢kolika studiich faze Il ur€enych pacientim s riznym stadiem karcinomu
prostaty. Faze III klinického hodnoceni zamétfené¢ho na pacienty s mCRPC byla
zahajena 2.6.2014 a skon¢ila 23.3.2020. Do této studie bylo zapojeno 1182 pacientl
trpicich karcinomem prostaty z 21 evropskych zemi a USA. Cilem studie bylo dokazat
u¢innost DCVAC/PCa v kombinaci se standardni chemoterapeutickou 1écbou

docetaxelem a prednisonem. Z této studie doposud nebyly zveiejnény vysledky [51].

Dalsi moznosti, ktera se pouziva ke zvySeni protinddorové imunity, je vyuziti
riznych maturacnich stimulatortt DC. Z nékolika studii vyplyva, ze pii maturaci DC
spolu s anti-CD40, IL-12 a IL-18, dochazi k vyssi stimulaci protinadorové odpovédi,

coz miize zvySovat ucinek takto pripravenych protinadorovych vakcin [40].
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5 Zavér

Vyuziti autoprotiladtek k diagnostice riznych stadii nddorovych onemocnéni se
v prubehu let posouva znacné dopiedu. S ¢im dal ¢astéjsim vyskytem nadorovych
onemocnéni v moderni dobé jsou veskeré diagnostické postupy v boji proti
nadorovym onemocnénim vitany. Jsou odhalovany dal§i a dalsi specifické
autoprotilatky proti konkrétnim druhtim nadorovych onemocnéni, presnéji tedy
proti jejich TSA nebo TAA. Jejich spolehlivost neni 100%, kvili pocetnym
mechanismim uniku nadorovych bunék, které je znemoziuji rozeznat, ale ur¢itou
vahu v diagnostice jiZ dneska maji a urcité dal poroste. Klinické vyuziti protilatek
je uz dneska zavedeno v praxi. Pfipravek Herceptin s ucinnou latkou
Trastuzumab, coZz je monoklonalni protilatka, ktera se selektivné véaze na
extracelularni doménu receptoru 2 pro lidsky epidermalni ristovy faktor (HER2).
Dnes se vyuziva i jinych zplsobi, jak podpofit protinddorovou imunitu. Jednim
z nejlepSich zpisobu dnesni doby je vyuziti vakcin, které se v laboratotich
piipravuji imunizaci dendritickych bunék. Vyhodou této vakciny je, Ze se vytvari
zbunék pacienta a je tedy pfipravend piimo pro n¢j. Princip je pomérné
jednoduchy a kopiruje déje, které se v téle odehravaji bézné. Ptipravenim a
podanim takovéto vakciny se predchazi situaci, kdy imunitni systém pacienta neni
schopny rozliSit nddorové bunky. Pfi imunizaci dendritické buiikky velkym
spektrem nadorovych antigenii se zvysuje Sance na odhaleni a naslednou eliminaci
nadorovych bunék. V soucasné dobé je na trhu jedind oficidlné uznana takto
piipravovana vakcina. Jedna se o vakcinu Provenge, kterd ma vyborné vysledky
v boji proti rakoving prostaty. I na izemi Ceské republiky mame vysledky v této
oblasti. Spole¢nost Sotio v této dobe dokoncuje III. fazi klinickych testii piipravku
DCVAC/PCa, ktera bude také slouzit pro 1é€bu rakoviny prostaty. Zaroven vyviji
ptipravky pro lécbu karcinomu vajecniki DCVAC/OvCa a pro 1é€bu rakoviny
plic DCVAC/LuCa. Tyto dva ptipravky jsou v II. fazi klinickych testt.

Vsechny tyto metody boje s nadorovymi buitkami vSak stdle nejsou natolik
ucinné, aby se dali aplikovat samostatné. Proto se 1é€by kombinuji s uz dobie
znamymi radioterapiemi a chemoterapiemi. Témito kombinacemi je vSak

dosaZeno maximalniho u¢inku, ktery byl uZ v mnoha studiich prokazan.
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