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ANOTACE

Kompilaéni prace se zabyva proteinem PD-1. Tento protein se nachazi na povrchu bunék a
spolu se svymi ligandy PD-L1 a PD-L2 potlacuje aktivaci T lymfocyti. Tento mechanismus
vyuzivaji nddorové buiiky pro unik pied imunitnim systémem. Dochazi k nérastu PD-1 na po-
vrchu bunék, ¢ehoz lze vyuzit k 1é¢bé nadorovych onemocnéni.

KLiCOVA SLOVA
PD-1, PD-L1, PD-L2, nadorova bunka.

TITLE

Protein PD-1 and his importance in regulation IS and in anti-tumor immunity.

ANNOTATION

The compilation thesis deals with PD-1 protein. This protein is located on the cell surface
and together with his ligands PD-L1 and PD-L2 inhibits T cell activation. This mechanism is
used by tumor cells to escape the immune system. There is an increase in PD-1 on the cell

surface, which can be used to treat cancer.

KEYWORDS
PD-1, PD-L1, PD-L2, tumor cell.
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UvVOD

Nejvetsi a nejdilezitéjsi uloha imunitniho systému je ochrana lidského organismu pied §kod-
livymi vnitfnimi a vnéj$imi vlivy. K obran¢ vyuziva lidsky organismus nékolik mechanismd,
které zajist'uji spravnou funkci vSech procesti imunitniho systému. Jsou vsak nutné jejich kon-
troly, aby nedoslo ke vzniku autoimunitniho onemocnéni. K takovymto kontrolnim mechanis-
mum patii mj. protein PD-1.

PD-1 byl objeven v roce 1992 tymem Yasumasa Ishidy. Ten se zabyval studiem apoptdzy a
proteinti programované smrti [1]. Tento protein se zacal zkoumat blize pro jeho inhibi¢ni
ucinky. V konjugaci se svymi ligandy dokaze potlacit aktivaci T lymfocytu.

Ukézalo se, Ze tohoto mechanismu vyuzivaji nékteré nadorové buiiky pro své maskovani
pred imunitnim systémem. Tato vlastnost se zacala vyuzivat pti onkologickych vySetfeni, pro-
toze zvyseny vyskyt mohl indikovat nadorové bujeni. Kromé vyuziti jako nddorovy marker se
PD-1 se svymi ligandy vyuzivd i pifi 1écb€. K tomu napomahaji specifické protilatky
anti-PD-1.

Tato kompilacni prace popisuje aktudlni znalosti o klinicky vyznamném proteinu PD-1, po-
pisyje jeho strukturu, funkci a vyznam. V zévéru prace upozornuje na klinické vyuziti popsa-

ného mechanismu pii nddorové terapii.
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1 PROTEIN PD-1

Receptor bunééné smrti neboli PD-1, je jeden z inhibiénich receptort, ktery potlacuje aktivaci
T lymfocytd. Tyto inhibi¢ni receptory slouzi jako kontrolni body imunitniho systému proti ne-
omezenému aktivovani T lymfocytl. Maji také dulezitou roli v udrzovani periferni tolerance a

imunitni homeostazy v priab¢hu infekce. Jednim z téchto inhibitord je pravé PD-1 [2].

1.1 Struktura PD-1

Molekuly PD patii do skupiny B7 kostimula¢nich a funkénich proteind adaptivniho imunit-
niho systému. PD-1 neboli CD279 je vystaven na povrchu lymfocyti a makrofagh. Jeho ligand
PD-L1 neboli CD274, se nachézi na povrchu bunék imunitniho systému a nehematopetickych
burikach [3].

Protein PD-1 obsahuje 288 aminokyselin [7] a jeho velikost se pohybuje kolem 55 kDa [3].
Patii k povrchovym glykoproteiniim monomerniho typu I, ktery patii do imunoglobulinové su-
perrodiny IgSF [5]. Tyto imunoglobuliny na povrchu obsahuji jeden dusikaty konec podobny
IgV doméng, jenz je dlouhy pfiblizné 20 aminokyselin a odd€luje IgV doménu z plazmatické

membrany, transmembrany a cytoplazmatické domény [7].

168-191

25-34

SP ’ IgV domain
N-loop A ‘ A A

N49 N58 N74 N116

Obrazek 1: Schéma proteinu PD-1

Cely protein PD-1 je rozdélen mezi ektodoménu (signalni peptid, N-smycka, IgV doména a
oblast stonku), transmembranu a nitrobunéénou doménu. N58 znaci N-glykosylaci, ktera mtize
byt pozorovana v komplexni struktuie ektodomény. Tato glykosylace je znacena plnou zelenou
Sipkou, zbylé N-glykosylace oznaduji duté zelené ipky. Cisla ozna¢uji polohy aminokyselin.
Prevzato a upraveno [4].

PD-1 (Obr.1) je ¢asto zafazovan do skupiny CD28, vétSinou jen na zaklad¢ jejich funkénich
podobnosti. AvSak PD-1 sdili vice strukturni homologie s antigennimi receptory a CD8. Miize
tak byt povazovan za piechod mezi antigennimi receptory a proteiny CD28. Tento fakt nazna-

Cuje, Zze PD-1 podobny protein byl prekurzorem signalnich receptort skupiny IgSF [5].
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Ttidéni proteint podle jejich funkce, jako je tomu naptiklad U enzymu, se ukdzalo obtiznym
ukolem. Plati to zejména pro proteiny obsahujici doménu s aminokyselinovou sekvenci s po-
dobnosti k imunoglobulinim — imunoglobulinova superrodinna (IgSF) doména. Po sekvenaci
imunoglobulint se ukazalo, Ze obsahuji strukturn¢ diskrétni domény 0 100 aminokyselinach.
Ty se mohou délit do dvou kategorii. Prvni je zalozena na funkci (variabilni doména neboli V-
doména), druha na velikosti (trvala doména neboli C-doména) [6].

Cytoplazmaticka doména IgV se sklada z inhibi¢niho imunoreceptoru na zakladé tyrozino-
vého motivu (ITIM) a imunoreceptoru se spinatem na zaklad¢ tyrozinového motivu (ITSM).
Mutagenetické studie ukazuji, ze tyrozin v ramci ITSM motivu je zakladni pro funkci PD-1
T lymfocyti a B lymfocytti. Na sekvenci ITSM se mlze vazat protein tyrozinové fosfatazy
SHP-1a SHP-2. Zatim v8ak neni zji§téno, zda tato vazba probiha i za fyziologickych podminek.
Dalsim dualezitym proteinem je extracelularni cystein. Tento cystein je obsazen v CD28, cyto-
toxickych T lymfocytech a dalsich buiikach, kromé PD-1. Umoziiuje tvorbu homodimerd. Pro-

toze PD-1 cystein neobsahuje, mize tvofit pouze monodimery. [8]

1.2 Ligandy PD-L1 a PD-L2

PD-1 ma dva pfirodné se vyskytujici ligandy. Témi jsou PD-L1 (B7-H1 neboli CD247) a
PD-L2 (B7-DC neboli CD273). Oba dva ligandy jsou | typ transmembranového glykoproteinu
zalozeného na IgC- a IgV- extracelularni doménég (Obr. 2). Ligandy sdili z n&jakych 20 % ami-
nokyseliny totozné s B7-1 a B7-2, coZ jsou ligandy pro CD28 a CTLA-4. PD-L1 a PD-L2 maji
kratké cytoplasmatické konce bez znamého motivu pro pienos signalu, coz naznacuje, Ze tyto
ligandy neptenaseji zadny signal pro interakci s PD-1 [9]. PD-L1 ma kratkou cytoplazmatickou
doménu (okolo 30 aminokyselin), kterd se uchovala napfi¢ druhy, ale neni znama jeji funkce.
To délka cytoplazmatické domény PD-L2 je zavisla na kom se vyskytuje. U hlodavci ¢ini jeji
délku pouze 4 aminokyseliny u ostatnich savct jeji délka odpovida délce PD-L1 [8].

PD-1 véaZe dva ligandy. Prvni PD-L1 byl identifikovan pomoci hledani stejné homologie
S jiz znamou molekulou B7. Druhy, PD-L2 byl nalezen diky homologii s B7 a PD-L1 [10].

Afinita k PD-1 se u obou ligandu li§i. PD-L2 ma afinitu tfikrat vétsi nez PD-L1. PD-L1 se
zase muze vazat na B7-1, coz PD-L2 nemize [8].

K odhaleni vazby mezi PD-L1 a B7-1 byli pouzity biofyzikalni techniky. Mira interakce
byla stanovovéna v parech B7-1 s CD28 a B7-1 s CTLA-4. Pouzitim proteinového zesiténi a
hmotnostni spektroskopie se ukazalo, Ze tyto dva proteiny piekryvali rozhrani B7-1:CTLA-4 a
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rozhrani PD-L1:PD-1. Interakce B7-1:PD-L1 muzZe inhibovat bunéénou proliferaci T lymfo-
cytl a produkcei cytokint [11].

Role, kterou maji PD-L1 a PD-L2 v aktivaci T lymfocytl jsou jak inhibi¢ni, tak stimulacni.
Bylo také prokazano, ze B7-1 je schopen se navazat s PD-L1, ktery je jiz asociovany s T lym-
focyty. Tato vazba ma za nasledek inhibovani proliferace T lymfocyti a produkci cytokint
[12].

Dephosphorylation

Reduced signal;
® Reduced T cell activation

Proximal
signalin
ITSM | SHP 2 klgasesg \j

Obrazek 2: PD ligand na povrchu APC.

Na konci IgV domén jsou ptidany smycky pro zdiraznéni jejich orientace, které jsou podobné
oblastem ur¢ujicim komplementaritu. Pfevzato a upraveno [26]

1.2.1 Vyskyt PD-L1a PD-L2

Ligandy PD-L1 a PD-L2 se stejn¢ jako PD-1 vyskytuji na hematopoetickych a nehematopo-
etickych buiikach. Jejich mRNA byla déle nalezena na riznych tkanich, véetné srdce, plic a
placenty [10].

PD-L2 je vyjadfen na méné bunkach nez PD-L1. PD-L2 se inducibiln¢ vyskytuje na povrchu
dendritickych bunék, makrofazich, peritonealni Bl B bunck, pamétovych B bun¢k a na po-
vrchu zirnych bungk ziskanych z kostni diené. V kontrastu k PD-L2 je PD-L1 S$iroce vyjadio-
van na povrchu hematopoetickych a nehematopoetickych bunck. PD-L1 se nejpodstatnéji vy-
skytuje na povrchu B lymfocytd, dendritickych bunék, makrofazich, zirnych bunék pochazejici

z kostni diené a T lymfocytech. Vice jsou dale regulovany pfi jejich aktivaci. PD-L1 je také
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vyjadfen na Siroké Skale druhi nehematopoetickych bunék, véetn¢ vaskularniho endotelu,
fibroblastickych retikuldrnich bunkéch, buiikkach pankreatickych ostriivki, astrocytech, neuro-
nech a bunék imunitni vysady, dale na trofoblastech v placenté a v pigmentu sitnice epitelial-
nich bunék v oku a tato vazba ochranuje oko od aktivovanych T lymfocytt [13, 14].

V brzliku se PD-L1 vyskytuje na povrchu bunék lokalizovanymi v jadru, zatimco PD-L2 se
omezen¢ vyskytuje na stromalnich bunikach [14].

MBS .

E136 %P0 4 S ad21

V== 122
WA /

~ Y12382
;"'\,/\_, % k124
R125

Mé4r_

W
E136 ,N%@'wﬂ‘é
A /.
¢“;01? D111
jroc Y112
n‘ ® k113

Y114

_PD-1/,PD-L2

Obrazek 3: Strukturni zaklady interakce PD-1/PD-L1 (PD-L2).
Ptevzato a upraveno [25].
1.2.2 Komplex PD-1/PD-L1 a PD-1/PD-L2

Vysoké rozliSeni krystalové struktury komplexu tvofeného Gplnymi ektodoménami mysich
PD-1 a PD-L2 odhalilo, Ze tento komplex ma stechiometrii v poméru 1:1, receptor:ligand.

Tento komplex se vykazuje odliSnym rozhranim a molekuldrni organizaci, od pozorovaného
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inhibi¢niho komplexu CTLA-4/B7 [12]. Pivodné vsak krystalova struktura ukazovala spiSe na
stechiometrii 2:1. Pomér 1:1 byl potvrzen biochemickymi testy [15]. (Obr. 3)

1.2.3 Aktivace ligandu

Tvorba a vyjadieni PD-L1 a PD-L2 zavisi na zanétlivém prostfedi, protoze produkované
cytokiny, jsou silnymi stimulanty. Interferony typu 1 a 2 indukuji jejich vyjadieni na
T a B lymfocytech a epitelovych a endotelovych bunikach. Bézné y fetézce cytokinu IL-2, IL-7
a IL-5 navySuji PD-LI na lidskych T lymfocytech. IL-21 je nenavySuje na T lymfocytech, ale
stimuluje je na B lymfocytech z perifernich mononuklearnich bunék (PBMCs) a na monocy-
tech. PD-L2 je in vitro stimulovan interferony, IL-4 a granulocytarni/makrofagovym kolonie-
stimulujicim faktorem (GM-CSF). Studie ukazuji, Ze vyjadfeni PD-L1 zavisi na dvou vazeb-
nych mistech IFN regulujicim faktoru-1 (IFR-1). Tato vazebna mista byla nalezena nejen u lidi,
ale i u mysi [8]. Vyjadieni PD-L1 na monocytech lze také indukovat IL-10. IL-4 spolu s
GM-CSF, stimuluji PD-L2 na dendritickych bunkach. INF-y mize regulovat PD-1 na nelym-
foidnich buikach. PD-1 jsou na povrchu epitelialnich bunék vyjadiovany kontinualnég, ale pfi

1é¢bé in vitro, zpusobi INF-y jejich rychly nartst [14].

1.3 Funkce PD-1

Imunitni systém ma soubor funkci pro ochranu organismu nejen proti riiznym cizim patoge-
niim, ale i proti vlastnim autoreaktivnim a destruktivnim tkanim. Tento selektivni proces je
fizen mechanismem centralni (je aktivni pouze ve fetdlnim obdobi) a periferni tolerance. Cen-
tralni tolerance je odpovédna za odstranéni autoreaktivnich buné€k, ne vSechny buiiky jsou ale
odstranény a unikaji na periferii. Periferni kontrolni mechanismy volné imunokompetentni
buiiky rozpoznavaji a rozhoduji, prosttednictvim inhibi¢nich a regula¢nich T a B lymfocytl o
jejich zapojeni do imunitni odpoveédi nebo o jejich anergizaci a zniceni. Specificka inhibice
odpovida za kiehkou rovnovahu mezi G¢innou imunitou a toleranci vlastnich tkani [16]. PD-1
jako protein rodiny CD28/B7 jednim z popsanych inhibi¢nich receptort. Dalsi jsou CTLA-4 na
povrchu regulac¢nich B a T lymfocyti [17].

PD-1 je nejCastéji aktivni v perifernich tkanich, kde mohou T lymfocyty potlacovat jejich
setkani s PDL-1 a PDL-2 a také pfispiva k funkénim defektim paméti CD8 T lymfocytt [18,
19].
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1.3.1 Mechanismus signalnich drah PD-1/PD-L

Zpusob pisobeni PD-1/PD-L1 je dilezity pro nékolik fyziologickych procesi, véetné roz-
voje centralni a periferni tolerance [3]. Nejdulezitéjsi tlohou PD-1/PD-L drahy, je inhibice
funkce T lymfocytd. Té lze zabranit navazanim PD-1 s PD-L1 na T lymfocytech nebo PD-L2
na APC (Obr. 4) [20].

(a) Resting DC (b) Virus- or parasite- (c) Activated DC
treated DC
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Obrazek 4: PD-1/PD-L inhibuje aktivované T lymfocyty.

Rovnovédha mezi PD-L a kostimula¢nimi ligandy na T lymfocytech a (a) klidovych dendritic-
kych bunkach, (b) virech nebo parazitech, nebo (c¢) aktivovanych dendritickych butikach. Pte-
vzato a upraveno [21].

PD-1 a PD-LI se na povrch T lymfocytii tvoii a vyjadiuji béhem jejich vyvoje v brzliku.
Jejich zvySeny vyskyt blokuje pozitivni vybér T lymfocyti. Absence brzlikového PD-1 zase
vede ke zvyseni dvojité-negativnich T lymfocytu [3].

Vime, ze PD-1 je inhibitorem imunitni odpovédi pouze v piipad¢, ze dojde k propojeni TCR
ptipadné¢ BCR povrchovych receptorti T a B lymfocyti s HLA Ag II. tfidy na DC (APC), na
rozdil CD28Zprosttedkovana signalizace PD-1 inhibuje spottebu glukézy, produkei cytokinii,
proliferaci a preziti T lymfocyti. Dale je také zabranéno tvorb¢ transkripcnich faktort, jenz
maji spojitost s funkci efektorovych bungk, véetné GATA-3, T-bet a Eomes [14].

Kdyz se PD-1 spoji s ligandem, za¢ne fosforylace tyrozinovych zbytka (Obr. 5). Jejich fos-
forylace vede k navazani proteinovych tyrozinovych fosfataz (PTP), jako je naptiklad SHP2.
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Zajimavosti je, ze SHP-2 se rekrutuje po indukované aktivaci TCR bungk i ptes neptitomnost
zapojeni PD-1. Avsak, aby prob&hlo aktivni blokovani T lymfocytd, musi byt PD-1 zapojeno.
PD-1 je také v tésné blizkosti CD3 a CD28, které pak funguji jako negativni regulatory. Zapo-
jené PTP mohou defosforylovat kindzy a antagonizovat pozitivni odpovédi, které nastavaji pro-
sttednictvim TCR a CD28. Ovliviiuji signalni dréhy vcetné téch, které zahrnuji
fosfoinositid-3-kinazu (PI13K) — AKT, RAS, mimobunéénou kinazu ovliviigjici signal (ERK),
VAV a fosfolipazu Cy (PLCy). Funkénim zavérem téchto Gcinki je snizeni aktivace, prolife-

race, preziti a tvorba cytokinti T lymfocyti a zménéného metabolismu. [22, 23, 24].

Cell cycle Apoptosis l \ Bel-xL )
Protein Synthesis IL-2 production upregulation
| |
¥ ¥
Proliferation Cell Survival Cell Survival
PD-1 Decreased Decreased Decreased Decreased Decreased
signaling: Proliferation Survival Protein Synthesis IL-2 Survival

Key,. [mm  BSH2 domain
| ITSM [0 SH3 domain

Obrazek 5: schéma aktivace/inhibice receptorti PD-1

Ligace TCR a PD-1 vede k fosforylaci (P) tyrosinu v ITIM a ITSM PD-1. Pfevzato a upra-
veno [8].

V cytoplazmatické oblasti inhibi¢nich receptorti, jako je IgC Fc receptor typu IIB a CD22,

byla identifikovana sekvence obklopujici N-terminalni tyrosin. Tato sekvence okolo tyrosinu
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splituje pozadavek ITIM. Lze proto pfedpokladat, ze PD-1 ke svému inhibi¢nimu ucinku vyu-
ziva prave tento tyrozinovy zbytek. Pfi stimulaci jsou tyto zbytky ITIM obvykle fosforylovany.
Fosforylace umoziuje ziskani Src homolog 2 (SH2), jenz obsahuje fosfatazu, ktera ma velice
dilezitou roli pii negativni regulaci bunééné aktivity. Vicestupniovy model pro signalizaci BCR
nejdiive stimulaci aktivuje Lyn. Lyn pak fosforyluje tyrozinovy zbytek v imunoreceptoru na
tyrozinové bazi s motivem aktivaci Iga a Igf, ¢cimz dojde k naboru dal$iho proteinu tyrozinové
kinazy, Syk. Aktivovany protein tyrozinové kinazy fosforyluje tyrozinovy zbytek v ITIM. Ten
nabira fosfatazu obsahujici SH2 k defosforylaci a deaktivaci signalovych pievodniki. Tim pa-
dem je regulace fosforylace tyrosinu dilezita jak v aktivaci, tak i inhibici B lymfocyti. Mezi
imunoinhibi¢nimi receptory ITIM se uvadi, ze FcylIB rekrutuji doménu obsahujici SH2-fos-
fatidylinozitol 5-fosfataza (SHIP) s vazbou na BCR, jehoZ zapojeni vede k deaktivaci CD19 a
inhibici signalizace zprostiedkovanou molekulou CD19 [27, 28].

Ukazuje se ze PD-1 ptfednostn¢ signalizuje inhibici CD28 vice nez drahy tizené TCR. Citli-
vost PD-1 je pravdépodobné ovlivnéna zavislosti riznych druhtt T lymfocyti na TCR nebo
CD28 [23].

S ptihlédnutim ke chronickym virovym infekcim, hraje roli inhibi¢ni draha PD-1 i u nadoru.
vymi bunkami koreluje s velmi Spatnou progndzou, coz naznacuje ze rakovinné bunky tuto

drahu eliminuji, aby se vyhnuly odpovédi imunitniho systému [19].
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2 PD-1 A IMUNITNI SYSTEM

Jak bylo zminéno v piedchozi kapitole PD-1 a jeho ligandy se vyskytuji na rtiznych hema-
topoetickych (T lymfocyty, B lymfocyty, monocyty, myeloidni dendritické buriky atd.) a nehe-
matopoetickych (epitelové, endotelové) bunkach. V nasledujicich kapitolach bude pojednano o

jednotlivych typech bun¢k, které tento typ receptorti maji.
2.1 Hematopoetické bunky

2.1.1 T lymfocyty

Populace regulujicich T lymfocytt je dilezita pro udrzeni periferni tolerance a hraje také
dulezitou roli v imunitnich odpovédich jako jejich silny inhibitor [20].

T lymfocyty patii do skupiny bilych krvinek. Vznikaji v ustfednich lymfatickych organech.
K primarnim lymfoidnim organtim patii thymus a Fabriciova burza. Ta se vyskytuje u ptakda,
savci maji jeji ekvivalent a u lidi je to kostni dienl. Zde se z pluripotentni hematopoetické kme-
noveé buiilky vznikaji naivni lymfocyty, které ziskavaji dospélost. Pfeménuji se do plné funkc-
nich T-lymfocytl. Maturace T lymfocytl probiha v thymu [29]. Béhem jejich vyvoje dochazi
k preskupeni genti kodujicich receptor pro antigen, TCR. Ten pak spole¢né s HLA napomaha
lymfocytové diferenciaci.

T lymfocyty se rozdéluji podle povrchovych znakd nebo funkéniho hlediska do rGznych
podtypli. Nejvétsi a zédkladni subpopulace tvoii T lymfocyty, které na svém povrchu ukazuji
molekuly CD4 a CD8. Molekulu CD4 vyjadiuje subpopulace s pomocnou funkci
tzv. Th-helper. Znak CD8 je vyjadien subpopulaci s funkcei cytotoxickou tzv. Tec. [30]

CD4 T pomahacské lymfocyty maji dilezitou ulohu v ziskané imunité. Aktivuji a povolavaji
dal$i buiiky imunitniho systému véetné B lymfocytl, makrofagl, zirnych bunék, neutrofild,
eozinofill a bazofild. Sekreci cytokinll a vyskytem specifickych transkripcnich faktor se Th
déli na ¢tyfi hlavni linie Th1, Th2, Th17 a Treg. Kazda z téchto linii produkuje smés cytokind,
mezi n¢ patii napt. IL-2, IL-9 a IL-10, INFy a dalsi [31].

CDS8 T lymfocyty myji cytotoxickou funkci neboli usmrcuji poSkozené burniky. Poskozené
buniky jsou rozpoznavany TCR. Tento heterodimer je schopen preskupovat DNA a podilet se

na aktivaci T lymfocytu v odpovédi na prezentovany antigen. TCR délime na TCR typu of

22



nebo vd a k jejich vyvoji je zapotiebi thymového prostedi. K jejich aktivaci slouzi MHC mo-
lekuly na bunkach prezentujici antigen. Aktivaci TCR se zahaji proces, na jehoz konci dojde
K bunééné proliferaci, diferenciaci, produkci cytokini nebo k aktivaci indukované bunééné

smrti (apoptozy) [32]. (Obr. 6)
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Obrazek 6: Ligace T lymfocyt na PD-1

Po zapojeni T lymfocytu do TCR dojde k navySeni PD-1 a PD-L1. (B) PD-L1 inhibuje PI3K-

AKT v naivnich T lymfocytech. Dochazi k funkéni inaktivaci naivnich T lymfocyti a k inhi-
bovani diferenciace a funkce efektorovych T lymfocyti. (C) Je ptitomen TGF-p, PD-1 zmiriuje
ucinky PI3K-AKT. Zvyhodnéné¢ ovliviiuje programovani naivnich T lymfocytl smérem k roz-
voji a preziti iTreg. Pievzato a upraveno [8]
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2.1.2 B lymfocyty

B lymfocyty vznikaji délenim a diferenciovanim kmenovych bunék v kostni dfeni. Kmenova
buinika se rozdéluje na dvé vétve, myeloidni a lymfoidni. B lymfocyty patii do lymfoidni
fady [33].

Zrani B lymfocytt je striktné€ udrzovany proces, v némz dochézi k postupné preméné V, (D)
a J genovych segmentd, které koduji variabilni (V) oblast t€zkého a lehkého Ig fetézce. Naivni
B lymfocyty putuji z kostni dien¢ do germinalnich center, kde se poprvé setkavaji s antigenem.
Tyto buniky maji zvySenou Zivotnost, rychlost a silngj$i imunitni odpovéd’ na stimulaci a tvorbu
somaticky mutovanych a afinitné zralych imunoglobulinovych genti. Skoro polovina B lymfo-
cyti v lidském téle je tvofena pamétovymi bunikami, coz je dalsi vyvojové stadium B lymfo-
cytl. Ty kromé IgG, IgA tvoti i IgM s nebo bez 1gD [34].

Na povrchu funk¢nich B lymfocytu se vyjadiuji PD-1- (Obr. 7)

Nonfunctional & =
effector T cell PD-1

“.IL10R

Func_tional
PD-1" B cell

Obrézek 7: Schéma interakce mezi T lymfocytem, B lymfocytem a monocytem

Piima interakce PD-L1* na povrchu monocytii nebo makrofagi s PD-1" B lymfocytii indukuje
dysfunkci T lymfocytt prostiednictvim dependentnim IL-10. Tato dysfunkce mize byt indiko-
vana i pfimou interakci PD-L1 — PD-1, mezi monocytem a T lymfocytem. Pievzato a upraveno
[36]
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2.1.3 Dendritické buiiky

Dendritické buniky jsou unikatnimi APCs a slouzi jako hlidky imunitniho systému. Samotné
bunky neslouzi jako efektory bojujici proti patogentim, ale kontroluji ziskanou imunitu a po-
skytuji zakladni signaly k fizeni pozadované imunitni reakce. Funguji jako spojnik mezi rych-
lou nespecifickou a pomalou specifickou ¢asti imunitniho systému [33]. (Obr. 8)

Vsechny DC pochazeji ze spoleéného makrofag/DC progenitoru, ktery se nachéazi v kostni
dfeni. Tento progenitor se dale diferencuje na monocyt/makrofag nebo na spolecny progenitor
dendritickych bun&k (CDP). CDP dava vzniknout plasmacytoidnim dendritickym bunikdm a
pre-DC progenitorim. pDC pIné dozravaji v kostni dfeni, kterou nasledné opusti do krevniho
reCisté jiz jako dospélé funkéni buiiky. To pre-DC na druhé strané migruje skrz vaskularni sys-
tém do tkani nebo lymfatickych organii. Tam se dokonci jejich diferenciace na rtizna zékladni
skupiny, jako je napiiklad CD8¢*/CD103* DC nebo CD11b* DC [34].

Dendritické buiiky se vyskytuji nejvice v kiizi a ve sliznicich traviciho a dychaciho ustroji.
Slizni¢ni DC jsou schopny se pomoci svych vybézki, dostat do prostoru mezi epitelidlnimi
bunikami a odebirat tam vzorky potravnich ¢i jinych antigent. V ptipadé€, Ze se v organismu
nevyskytuje infekce, jsou nezralé DC vyuZivany k pohlcovani odumielych bunék zdravych
tkani. Mohou pohlcovat i rtizné rozpusténé molekuly z mezibunééné tekutiny. Ty pak mohou
spolu s fragmenty antigent vyjadfovat na svém povrchu v komplexu s MHC proteiny. Kdyz
nezrald bunka béhem své existence narazi na patogenni organismus aktivuji se na zralé dendri-

tické bunky [37].
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Obrazek 8: Imunologické spojeni mezi DC a T lymfocytem

Schéma popisuje tfi signaly mezi APC a T lymfocytem vedouci k aktivaci T lymfocytu. Prvni
signal ukazuje vazbu komplexu peptidu MHC s TCR (uprostied). Ve druhé vazbé je ukazana
pozitivni kostimulacni interakce, ptesnéji CD80/CD28 a CD40/CD40L (nahote). Posledni
vazba zobrazuje negatini kostimulacni interakci. V tomto pifipadé mezi PD-L1/PD-1 a
CD90/CTLA-4. Pfevzato a upraveno [35]

2.1.4 Monocyty

Monocyty, spolu s makrofagy a dendritickymi burikami pochazi z myeloidni mononuklear-
nich bun€k (MMCs), které poskytuji dlileZité snimaci funkce pfirozené imunity a zaroven pied-
stavuji skrz prezentaci antigentll i most k ziskané imunité.

Monocyty jsou typické MMCs, tvofici asi 10 % vSech mononuklearnich bunék v periferni
krvi. Maji nepfeberné mnozstvi funkci pii zanétu a velmi rychle se diferencuji do bungk s fe-
notypem podobnym DC a makrofagiim, které se mohou od sidlicich populaci [38].

PD-L1 na povrchu monocytti mize inhibovat T lymfocyty podle schématu na Obr. 6.
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2.2 Nehematopoetické bunky

2.2.1 Epitelové buiky

Epitelové buniky jsou zédkladem pro pfeziti a udrzeni homeostazy organismu. VSechny tyto

bunky se vyskytuji na povrchu sliznic, klize, a dalSich strukturach pro fyziologické funkce.

Predstavuji bariéru mezi vnitinim a vnéjSim prostiedim. DéElime je nejcastéji podle tvaru a

funkce [39]. Pro zjednoduseni je vytvotrena nasledujici tabulka. Aktivace PD-1 na epitelovych

bunkach pii poskozeni epitelu napomaha jeho obrané viici Skodlivym agens (Obr. 9).

Rozdéleni epitelové tkané

Podle uspotadani bun¢k

Plosny epitel (kryci epitel)

Tramcity epitel (trojrozmérné tramce — jatra, endokrinni zlazy)

Retikulérni epitel (brzlik)

Podle funkce

Kryci Jednovrstevny | Plochy (endotel cév, glomerulus)
Kubicky (kanalky ledvin)
Cylindricky (zaludek, déloha, HCD)
Vicevrstevny | Dlazdicovy (epidermis, jicen, dutina ustni)

Kubicky (vyvod potnich Zlaz)

Cylindricky (spojivka, muzska uretra)

Ptechodny (ledvinna panvicka, ureter, mocovy mechyi)

Zlazovy (epitel zaludku, pankreatického acinu, hepatocyty)

Aktivace PD-1 na epitelovych buiikach pii poskozeni epitelu napomaha jeho obrané vuci

Skodlivym agens (Obr. 9).
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Obrazek 9: Epitelové buiiky s aktivovanym PD-1

Poskozeny epitel uvoliiuje 1L-33. IL-33 pies ST2 aktivuje ILC2. ILC zvySuje denzitu PD-L1
na povrchu bunék a interaguji s T lymfocyty, tim se podpoii exprese GATA3. Zacne tvorba IL-
13, ktery nasledné aktivuje epitelové bunky. Pfevzato a upraveno [40].

2.2.2 Bunky vaskularniho endotelu

Bunky vaskularniho neboli cévniho endotelu se nachdzeji na vnitini sténé cév. Jsou na ba-
zalni lamin¢ a maji lehce zplostély a protahly tvar v podélném sméru cévy. Vyskytuji se v tep-
nach, zilach a ve vlase¢nicich. Ma nekolik funkci, z nichZ nejpodstatnéjsi je napomahani srazeci
kaskad¢ pii poranéni cévy.

Experimenty prokézali, Ze transgenni vyjadfeni lidského PD-1 na povrchu prasecich endo-

telovych bunék muze predstavovat ptistup pro inhibici lidskych xenoreaktivnich buné¢k. Indu-
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kovany lidsky PD-1, na prasecich endotelovych bunkach, snizuje odezvy zprostredkované lid-
skymi antiprase¢imi T lymfocyty. Zprostfedkované T lymfocyty jsou inhibovany prostiednic-
tvim signalti PD-1 [41] (Obr.10).
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activated

) t_' xenopeptide
(C/ =
\le' [[ ‘ MHC-CLASS Il

g

PORCINE ENDOTHELIAL CELLS
Obrazek 10: Lidsky PD-1 na povrchu prasecich endotelovych bunék

Geneticka modifikace praseciho endotelovych bunék genem pro lidsky PD-L1 a studium jejich
interakce s aktivovanymi lidskymi T lymfocyty. Pfevzato a upraveno [41]

3 PD-1 ANADOROVE BUJENI

Rast nadorové tkané€ je uréen rovnovahou mezi bunécnou proliferaci a bunéénou smrti.
Z toho diivodu nekteré z nadorovych mutaci, které fidi rist a vliv nddoru, musi jednu z téchto
dvou véci regulovat [42]. Kromé regulovani jednoho z téchto dvou mechanismt, je nador také
schopen vyhybat se imunitni odpovédi. Tato schopnost je zajisténa tvorbou ligandu kostimula-
torti negativnich receptort, které vystavuje na povrchu svych bunék [43] (Obr. 11).

Imunitni systém ma tfi cesty, jak se vy poradat s nadorovym bujenim. Prvni z nich je ochrana

proti bakteridlni ¢i virové infekei, kterd mtize ptisobit jako piivodce rakoviny. Druhy zptsob je
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napomahani 1écby zanétu. Treti, nejvyznamnéjsi zplisob spociva v rozpoznani a zniceni rako-
vinnych bunék. Maligné zvrhla bunika také vyuziva v boji proti imunitnimu systému rtizné me-
chanismy. K tém patii ztratu tumorovych antigenti, snizeni proliferace APC, odolnost viéi cy-
totoxickym molekulam [45]. Maligné zvrhlé buriky si pro svij rust vytvareji vhodné prostiedi.
Jeho hlavnim rysem je zmirnéni autoimunity, a to prostfednictvim regulace aktivovanych
T lymfocytti a BTLA. Vsechny tyto faktory posouvaji imunitni mikroprostiedi k imunosupre-
sivnimu stavu. Tento proces se nazyva imunoeditace. Ta ma tii stadia. V prvnim dochazi k eli-
minaci tumoru. Ve druhém nastdva nastaveni rovnovahy mezi tumorem a imunitnim systémem
a ve tfetim vznikd néador, kde bunky disponuji siln€j§imi mechanismy inhibujicimi imunitni

systém. [45, 46)]

N\ PD-L1 PD-1 |

Survival "-—l.'_) D o S | |
lpp2 _—" RGMb\ |

9 - — Respiratory
W s tolerance
Tumor cells T cells
APCs B cells

Myeloid cells

Obrazek 11: MozZnosti ovlivnéni imunokompetentnich bun¢k, buitkou nadorovou prostiednic-

tvim PD-L.

PD ma nejméné 5 interagujicich molekul. PD-L1 a PD-L2 byly identifikovany jako jeho ligandy
a jejich interakce s PD-1 muze indukovat supresi T lymfocytt. PD-L1 také interaguje s B7-1,
nachazejici se na aktivovanych T lymfocytech, a inhibuji aktivitu T lymfocytd. PD-L2 intera-
guje i s RGMb, ¢imz aktivuje nejprve T lymfocyty, ale nasledné indukuje respiracni toleranci.
Dale mize PD-L1 na nadorové buiice fungovat jako receptor a pomoci signalu z PD-1, vysky-
tujicim se na T lymfocytech, ochranit bunku pied lyzou. Pfevzato a upraveno [46]

Bunky, které na svém povrchu vystavuji PD-L1 ovladaji né€kolik mechanismd, aby se vy-

hnuly T lymfocytim (indukce apoptdzy, anergie, vyCerpani T lymfocytl, tvorba molekularniho
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Stitu proti lyze nadorovych bungk, vycerpani a dalsi) (Obr. 11). Pomoci apoptdzy, zprostiedko-
vané PD-L1, si hostitel udrzuje homeostazu. U lidi mtize PD-L1 indikovat apoptézu PD-1 na
T lymfocytech. U mysi je k tomu potifeba B7-H117. Mechanismus vy¢erpani byl objeven pfi
studiu chronické infekce. PD-1 se hojn¢ vyskytuje na povrchu funkéné vycerpanych antigen
specifickych T lymfocytech. Lze jej také pomoci B7-H1 detekovat v lymfatickych organech.
Blokadou PD-1 nebo B7-H1 lze zachranit buniky pfed uplnym vycerpanim [47].
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Obrazek 12: Inhibi¢ni u¢inky B7-H1 v naddorové imunitni odpovédi

Nédorové a tumor-asociované antigen prezentujici bunky tvoii vysoké hladiny B7-H1. Poten-
cidlni supresivni uc¢inky byly feSeny v nékolika modelech a ptedpoklada se, ze zpisob Ginkil
je jejich kombinaci. Molekulovy §tit je popsan jako rezistence nadorovych bunék vici lyze
cytotoxickymi T lymfocyty (CTL). Pievzato a upraveno [47]
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4 METODY STANOVENI PD-1

Ke stanoveni a vysvétleni funkce PD-1 se vyuziva mnoho metod. V odbornych ¢lancich byly
pouzity metody jako je pratokova cytometrie, Western Blott [1], izometricka titra¢ni kalorime-
trie [5], mikroCipova analyza [19], ELISPOT analyza [48], kvantitativni PCR v realném cCase
[24], histopatologie [73] a jiné. V této kapitole si n¢kolik z téchto technik popiseme.

4.1 Prutokova cytometrie

Jak jiz nazev napovida, jedna se o metodu, ktera vyuziva méfeni ¢astic v proudu kapaliny.
Na rozdil od vétSiny ostatnich klinickych metod, ma pritokova cytometrie Siroky zabér v moz-
nostech vzorki. Nejedna se jen o bunky z periferni krve, je ta i kostni dfeii, mozkomisni mok,
pleurdlni mok, mikroorganismy a jiné.

K méfeni se vyuziva laserového paprsku. Ten prochazi ptes uzkou kyvetu, nejcastéji vyro-
benou z kiemene, ktera se vyznacuje vysokou optickou kvalitou. KdyZ je buiikka ozafena lase-
rem, zpusobi rozptyl svételného paprsku. Méti se dva druhy tohoto rozptylu ptimy rozptyl
(FSC) a bocni rozptyl (SSC). FSC zobrazuje velikost prochazejici buiky. SSC urcuje granula-
ritu, ¢i jadernou celistvost.

Ptednosti pratokové cytometrie je schopnost, zkombinovat informace ze svételného rozptylu
a fluorescen¢nim znafenim. Buiku Ize oznacit pomoci vazby specifickych monoklonalnich
protilatek, znacenych fluoreskujicim barvivem, na jeji povrchové antigeny. Jako fluorescencni
barvivo se nejcastéji vyuziva fluorescein isothiokyanat (FITC), fykoerytrin (PE).

Pratokova cytometrie se dale zlepSuje a zptesiuje, diky vyvoji novych monoklonalnich pro-
tilatek a fluorescenénich barviv [50,51].

Tym Okazaki a spol. pfi stanoveni PD-1 vyuzily PD-1 deficientni mys$i B lymfocyty. Frag-
menty mysi PD-1 cDNA, které¢ byly slouceny s mySimi fragmenty FcyRIIB cDNA. Slou¢enim
téchto dvou molekul vytvoftili chimérické molekuly, které se sestavaly z extracelularni oblasti
FcyRIIB a cytoplazmatické oblasti FcyRIIB, KIR a PD-1 nebo z mutace PD-1. Pro zjisténi
mnozstvi PD-1 se vyuzily PE zna¢ené monoklonalni protilatky anti FcyRIIB, které interagovaly

s extracelularnim FcyRIIB na povrchu B lymfocytu [1].
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4.2 Izotermalni titracni kalorimetrie

Izotermalni titracni kalorimetrie (ITC) spolu s diferencialni skenovaci kalorimetrii (DSC)
patii k hlavnim kalorimetrickym technikam. tyto metody slouzi ke studiu mechanismt regulace
a fizeni biologickych struktur a procesti na molekularni urovni.

ITC je zalozeno na méfeni biochemickych reakcich nebo molekuldrnich interakcich pti kon-
stantni teplote, napf. interakce mezi enzymem a substratem. Reakce je spuSténa zménou che-
mického sloZeni vzorku titraci pozadovaného reaktantu. V ITC zjiStujeme energii spojenou
s reakcemi nebo procesy, které probihaji za konstantnich teplot [52].

V prubéhu ITC se méfi generované nebo absorbované teplo, které vznika pii vazebné reakci.
Nejcastéji se jedna o ptidani vazebného partnera (titrant) pomoci titrace k druhému vazebnému
partnerovi v priabéhu ¢asu. Muze se jednat o jednu nebo vice davek. Podle toho, jaky se pouZzije
ptistroj mefime teplo bud’ jako zménu teploty nebo jako zménu vykonu potiebnou pro udrzeni
teploty mezi vzorkem a referen¢ni buitkou. Vzniklé teplo je pfi kazdém vstiiknuti vzorku,
umérné mnozstvi nové vzniklého komplexu [53].

ITC je rozsifena technika jiz se aplikovala na fadu systémtl. VétSinou se jedna o molekularni
interakce, jako je protein s proteinem, protein a maly ligand, DNA. Dale se vyuziva ke zkou-
mani dalSich jevi, jako je napf. kinetika enzymt. ITC se rutinné€ pouZziva ke stanoveni funkc-
nosti a substratové specifity kanalti a transportéra [54].

V experimentech tymu Chenga a spol. pro vyjadteni a purifikaci PD-1 byla vyuzita extra-
celularni oblast lidského PD-1 (hPD-1). hPD-1 byl upraven pfidanim Met na N-konec a mutaci
Cys na Ser, aby se zvysila jeho denzita. Tato iprava byla provedena ve formé neoznaceného
proteinu v inkluznich téliskach v buiikach Escherichia coli. hPD-1 byl poté produkovan z bu-
nék Escherichia coli, ktera se péstovala ve vhodném zivném mediu. Pfi stanovenich se pouzily
i lidské a mysi PD-L1 (hPD-L1 a mPD-L1) a PD-L2 (hPD-L2 a mPD-L2). Oba tyto ligandy
byly produkovany ve bunkéach ovarii ¢inského kiecka. Pro samotné stanoveni byly pouzit
hPD-L1 nebo hPD-L2. Nasledné se jeden z ligandu ptidal k roztoku lidského PD-1Fc, ktery byl
obsazen v kalorimetrické komtirce. Stanoveni zjistovalo zahtivaci ziedéni interakce hPD-L1

nebo hPD-L2 s PD-1Fc. To bylo vysledkem pfidani hPD-L1 nebo hPD-L2 k PD-1Fc [5].
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4.3 Western Blotting

Western blotting nebo také proteinovy blotting, ¢i imunoblotting je metoda, ktera se vyuziva
pro imunodetekci proteind. Tato metoda se vyvinula z DNA blotovani (Southern blotting) a
RNA blotovani (Northern blotting).

Jednd se o metodu, kterd umoziiuje pifenos proteini z polyakrylamidového gelu
dodecylsulfatu sodného (SDS) na absorpéni membranu. Takto pfenesené proteiny tvoii piesnou
repliku gelu. Diky tomuto pfenosu se daji stanovovat i jinak ziidka se vyskytujici proteiny [55].

Blotovani proteinit mé nékolik vyhod. Jedna se o snadno proveditelnou techniku, ma dobrou
citlivost a umozni nam specifickou detekci jednotlivych proteinti. Jak jiz bylo poznamenéno
dalezitym prvkem metody je piesna kopie elektroforetického vzoru v gelu. Diky blotovani 1ze
kombinovat riizné elektroforetické techniky. Navic proteiny zadrZzené na membranach nemaji
detek¢ni problémy jako proteiny v gelu. Na matrici nedochdzi k diftzi, Ize eliminovat SDS a
renaturovat proteiny. K identifikaci se daji vyuzit monoklonalni i polyklonalni protilatky a dalsi
[56].

Pro stanoveni PD-1 inhibi¢nich receptorti metodou Western blott byly vyuZity Jurkat buniky
neboli linie lidskych nesmrtelnych T lymfocytl. Tato bunécna linie produkovala na svém po-
vrchu hPd-1. K samotnému stanoveni se pouzily monoklonalni protilatky anti-PD-1, anti-CD28
a dalsi [49].

4.4 Povrchova plazmonova rezonance

Povrchova plazmonova rezonance (SPR) patii mezi optické techniky. Plazmon je kvantum
oscilace plasmy. Povrchovy plazmon je tedy vina hustoty povrchového naboje, ktery se vysky-
tuje na povrchu kovu [57]. Vyuziva se pro charakterizaci tenkych vrstev, monitorovani procest
kovového rozhrani, senzory pro méteni fyzikalnich, chemicky ¢i biologickych veli¢in, nebo pro
analyzu biospecifickych interakci v redlném case.

Rezonujici povrchovy plazmon muze existovat na rozhrani dvou prosttedi s dielektrickymi
konstantami opa¢nych znamenti, pro ptiklad kov s dielektrikem. Hustotni vina naboje je spojena
s elektromagnetickou vilnou. Jeji vektory na rozhrani dosahuji svého maxima a nésledné se
evanescentné rozpadne do obou prostiedi. Tuto povrchovou plazmonovou vinu Ize podpofit u

optickych vinovych délek vhodnymi kovy. Nej¢astéji se pouziva zlato a stiibro [58].
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Studie ukazuji, ze pro nejlepsi méfeni by se méla vinova délka plazmonid nachazet, mezi
excita¢ni vinu a Ramanovu emisni vinovou délku. Pomoci snimani vinovych délek 1ze deteko-
vat fadu chemicky a biologicky vyznamné molekuly [59].

Pfi tomto experimentu vyuzil tym Chenga a spol. se pro stanoveni vazebné afinity lidského
a mysiho PD-1 K jeho ligandim, mysi a lidské PD-L1 a PD-L2, pfipadné kontrolni biotinylo-
vany protein. PD-1 se poté navazal na imobilizované ligandy. Alternativné se pfipravil a akti-
voval 1 lidsky nebo mysi fazni protein PD-1Fc. Na PD-1Fc se v tomto stanoveni vazali pfes

hPD-L1 nebo hPD-L2. Timto experimentem se zjist'ovala data pro kinetickou analyzu [5].

4.5 Mikrocipova analyza

Zaklady mikrocipové analyzy jsou zalozeny na molekuldrni biologii. Mikroc€ipy vyuZzivaji
prvky s vysokou hustotou, rovinné sklenéné substraty, nizké reakéni objemy, vicebarevné
fluorescencni znaceni. K analyze se vyuziva vysokorychlostni pfistrojové vybaveni a sofistiko-
vany software pro analyzovana data a modelovani. VSechny tyto prostfedky ndm umoziuji mi-
niaturni biologické testy, diky kterym lze zkoumat jakykoliv organismus v genomickém mé-
fitku [60].

Mikrocipy se obvykle vyrabi natiSténim malych (subnanolitrovych nebo nanolitrovych) ob-
jemi ligandi. Tisk se provadi na povrch proteint robotickym mikro¢ipem. Ligand je jednim
koncem navazan na povrch mikro€ipu, druhy konec se obvykle vaZze na stanovovanou latku,
ktera je ve vétSine€ piipadl fluorescenéné znacena. Mikroc€ipova technika je mocnym nastrojem
k vySetfovani interakci $irokych tfid molekul, napi. s RNA [61].

Tym Duraiswamy a spol. pomoci mikroCipové analyzy stanovovali profil exprese genu
PD-1 na T lymfocytech u dospélych, zdravych lidi. K analyze byla pouzita lidska krev, z které
se izolovaly mononuklearni bunky periferni krve. Data genové exprese byla sloucena s RMA,
mala RNA, a spojena podle kazdého typu buiiky (PD-1", PD-1"°). U kazdé skupiny byly kiizové
vysetieny jeji signalni geny, aby se ziskaly jedine¢né soubory genti mezi podskupinami PD-1""

PD-1"° a naivnimi T lymfocyty [19].
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5 KLINICKE VYUZITI PD-1

V poslednich letech se pti 1é€bé hojné vyuziva imunoterapie. Imunoterapie je odvétvi, ve
kterém se ucinili obrovské pokroky, jako je identifikovani a odstranéni novych inhibitor imu-
pokrokii vyvoje inhibitorti imunitniho kontrolniho bodu jako moznost protinadorové 1écby, byl
pfistup pii objevovani nadorovych 1€kt [62]. Napomahalo i zvySovani znalosti o aktivaci imu-
nitniho systému a pokrok v technologiich. Technologicky pokrok umozni klinické testovani na
imunitné stimulujicich cytokinech, mezi které patii interferony nebo interleukiny [63]. Prvni
ptipady, kde se tyto 1€ky objevily, bylo pfi lé¢be v prvni linii, kterd ma vice nadorti. Do téchto
onemocnéni miZzeme fadit metastazujici melanom, nemalobunécny karcinom, karcinom ledvi-
novych bunék ¢i rakovinu mocového méchyte. Zacala se zkouset i 1écba jinych typt rakovin,
napt. rakovina prsu, hlavy, krku nebo hematologické malignity [64]. Prvni schvaleny inhibitor
pro 1écbu, ktery se postaral o pokrok v 1écbé, byl schvalen v roce 2011. timto l1ékem byl
Ipilimumab, coZ je lidskd monoklonalni protilatka proti CTLA-4. Jako 1€k ho schvalila ame-
ricky Utad pro dohled pro jidlo a drogy (FAD) [65]. V sou¢asné dobé jsou FAD schvaleny dva
druhy imunoterapie. Jednou z nich je terapie CTLA-4 a druhou je pouzivani PD-1 a jeho li-
gandu [62].

Jednim z problému bylo, ze samotny imunitni systém vynaklad4 ohromné Usili, aby zabranil
nadmérné imunitni aktivaci, v obavé pied poSkozenim zdravé tkdné organismu. Tento strach
vyuziva i rakovina, pro své ukryvani pfed imunitnim systémem. Ke svému uniku pouziva fadu
riznych mechanismi. Do téchto mechanismi se fadi i protein PD-1.

Jak jiz bylo zminéno, PD-1 je inhibitorem TCR pomoci svych dvou ligandii a vyskytuje se
Vv mikroprosttedi tumoru. ZvySend selektivita imunitnich potlacujicich signald, vysilanych
pfimo nadorovou bunkou, spolu s PD-1, jenz reguluje hlavné efektorovou fazi T lymfocyti,
naznacuje, ze jeho vyuziti v 1é¢bé bude mit vedlejsich ucinkti nez protinadorova aktivita inhi-
bicnitho CLAT-4. PD-1 inhibuje T lymfocyty pii chronickych onemocnénich, kdy je dlouha
expozice antigenu na T lymfocyty [63].
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Obrazek 13: Nadorova imunologie a metabolicka draha PD-L1/PD-1.
Pfevzato a upraveno [68].

L 1

Zvyseny vyskyt PD-L1 na povrchu nadorové buiky je zapfi¢inén aktivaci kliCcovych
antigennich drah (Obr.13). K témto draham patfi fosfotidin 3-kinazy a mitogenem aktivovany
protein kinazy, nebo IFN-y. IFN-y je produkovan v nddorovém mikroprostiedi aktivni
protinadorovou odpovédi T lymfocytt. (Obr. 14 (A)) PD-L2 ma podobny utlumovaci vliv na T
lymfocyty, pii interakci s PD-1. Tato interakce vSak vykazuje menSi miru denzity, ktera je
vyjadifena na APC, makrofagach nebo zirnych buikach. Tyto rozdily mohou poukazovat na
odlisné funkce v imunitni regulaci napfi¢ vSemi typy bunék. Stejné¢ jako se PD-L2 mén¢
vyskytuje nez PD-L1, tak i PD-L1 ptevlada u nadorovych bunék vice nez PD-L2. PD-L1 ma,
stejné jako PD-1, schopnost umoznit imunosupresivni funkci pfes zapojeni na jiné proteiny,

véetné B7.1 11, 68].
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Obrazek 14: Uloha NK bunék pii blokadé kontrolniho mechanismu

Zanétlivé prostiedi v hostitelském organismu ovliviiuje tvorbu PD-1 na NK bunkéach.
V mikroprostfedi se ukazuje jeho zvySena tvorba. (B) Aktivita Nk bun¢k je ddna fadou
aktivacnich a inhibi¢nich signali. Blokovani PD-1 pomoci anti- PD-1 zabrani intraceluldrni
signalizaci. Také blokace PD-L1 pomoci anti-PD-L1 zabrani poslani inhibi¢niho signalu k PD-
1 na T lymfocytech, nebo na PD-L1 na APC. Ptevzato a upraveno [69].

Hladina PD-1 pii nadorovém onemocnéni souvisi s jeho prognozou. Vyssi hladina PD-1

ukazuje na horsi prognézu [70].

5.1 Autoimunitni onemocnéni

Po skonceni autoimunitni reakce, je nutné, aby se imunitni systém vratil do klidového stavu.
Kontrolovat tento proces miZze pomoci pii terapii autoimunitniho onemocnéni, odmitnuti trans-
plantovaného Stépu, pfi chronickém onemocnéni nebo maligniho bujeni. Roli v tomto kontro-
lovani ma 1 aktivita T lymfocyti. T lymfocyty Gto¢i na vlastni tkdn€, nebo je jejich aktivita
nedostatecna. V obou pfipadech je velmi zddana terapeuticka strategie. A jelikoz PD-1 ma vy-
sokou funkci pfi regulaci a aktivaci T lymfocytd, stava se terapeuticky zadanym cilem [16].

Jak jiz bylo mnohokrat popsano, PD-1 mé dva ligandy. Tyto ligandy se li§i hlavné mistém
svého vyskytu. Tento rozdil je vSak také predpokladem myslenky, Ze PD-1 piisobi se
zpozdénim pro udrZzeni dlouhodobé tolerance. Negativni signaly zpusobené PD-1 na T

lymfocytech kontroluji autoimunity. Dale se PD-1 zkoumalo v autoimunitnich modelech, které
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predstavovaly diabetes, roztrousena skleréza. Pfi podavani protilatek proti PD-L1 byl u
testovaného subjektu zpozorovan diabetes [70].

PD-1 ma svou ulohu jiz béhem tchotenstvi, kdy se na placentarnich syncytiotrofoblastech
vyskytuje PD-L1 a na placentarnich vaskularnich endotelovych bunkach zase PD-L2. Denzita
PD-L1 vzrista béhem druhého trimestru, vlivem rostouci hladiny kysliku. Pti poklesu hladiny
kysliku poklesne i mnozstvi PD-L1. Zajist'uje toleranci matky na plod. Poddvanim protilatek

anti-PD-L1 matkam, vyvolalo potrat (test probihal u samice mysi) [71].

5.2 Infekéni onemocnéni

Inhibi¢ni vlastnosti PD-1 vyuziva kromé malignich bun¢k a autoimunitnich onemocnéni i
chronicka bakterialni, nebo virova infekce. Interakce PD-1/PD-L1 patii ke sty¢nym bodim ob-
rany hostitele proti patogennim mikroorganismim (Obr. 15). Podobn¢ jako maligni buriky, i
mikroorganismy vyuzivaji pfi chronickych infekci, mechanismus PD-1, aby se skryli pfed imu-
nitnim systémem. PD-1/PD-L pfispiva ptimo k dysfunkci T lymfocyti. Kromé toho v§ak PD-
1/PD-L1 omezuje poskozeni zpisobené T lymfocyty [71].
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Obrazek 15: Infekéni virus a PD-1 v imunitni reakci
Ptevzato a upraveno [72].
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ZAVER

Protein PD-1 ma diky svym vlastnostem vyuziti v protinadorové 1é¢b¢, autoimunitnich i in-
fek¢nich onemocnéni. Nadorové buriky se in vivo pomoci PD-1 a vazbou ligandt PD-L1 a PD-
L2 dokézou maskovat a chranit pfed itokem imunokompetentnich bunék. Tento mechanismus
ucinné tlumi aktivitu T lymfocyta.

V experimentalnich studiich se stanovuje jeho pfitomnost na povrchu nadorovych bunék.
Pokud je PD-1/PD-L piitomen vyuzivaji se protilatky anti-PD-1/anti-PD-L, které zablokuji na
nadorové bunce piisluSny receptor. Nadorova buiika tak neni schopna, po rozpoznani imunit-
nim systémem, ovliviiovat aktivitu T lymfocyta.

PD-1 hraje vyznamnou roli i u autoimunitnich onemocnénich, kdy svoji aktivitou udrzuje T
lymfocyty v nereaktivité viici vlastnim bunikam. Pokud PD-1 neni na povrchu bungk, ¢i je néjak
jinak zablokovan, muze dojit Kk autoimunitnimu onemocnéni.

Kromé, vyse zminéné pronadorové aktivity, jsou inhibi¢ni mechanismy tohoto proteinu vy-
uzivany i u chronickych infek¢énich onemocnéni. K jejich terapii se nejcastéji pouzivaji speci-

fické protilatky proti PD-1 nebo PD-L.
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