Univerzita Karlova v Praze

3. lékarska fakulta

Postgradualni doktorské studium biomediciny

Obor: Biofyzika

I 4

Imunomodula¢ni G€inky hypertermie v 1é¢bé nadoru

Dizertacni prace

MUDr. Jiri Kubes$

Pracovisté: Ustav radia¢ni onkologie Fakulni Nemocnice Bulovka

Skolitel: Doc. MUDr. Jozef Rosina

Praha 2007



Abstrakt

Diserta¢ni prace ,,Jmunomodulacni u¢inky hypertermie v 1é¢bé nadori* se obecné zabyva
vyuzitim termoterapie jako slibn¢ se rozvijejici metody 1é¢by nddorovych onemocnéni. Prvni
cast prace se zabyva hypertermii obecné a popisuje fyzikalni principy ohtevu, spole¢né s
technikami pouzivanymi pti klinickém provadéni hypertermie, jejimi zakladnimi mechanismy
ucinku a klinickymi indikacemi a vysledky. Druha ¢ast je vénovéna struénému piehledu
mechanisml protinadorové imunitni reakce, s dirazem na problematiku antigenicity

nadorovych bungk a efektorovych bunék protinddorové imunity.

Vyznamna ¢ast prace se zabyva vlivem hypertermie na imunologickou odpovéd’. Je uveden
ptehled dosavadnich znalosti pochazejicich z pokusii in vitro a klinickych aplikaci celotélové
hypertermie. Soucasné hypotézy piredpokladaji zvySeni antigenicity nadorovych bunéck
s naslednou stimulaci NK (natural killer) bunék a dendritickych bun¢k (DC). Aktivované DC
stimuluji tvorbu protinddorovych specifickych cytotoxickych T-lymfocyti (CTL). Dosud
vSak nebylo jasné, k jakym zménam dochézi po lokdlnim ohfevu nddorového loziska in vivo.
Ve vlastnim experimentu jsme na myS$im modelu maligniho melanomu hodnotili aktivaci
imunitniho systému po lokalni hypertermii implantovaného nadoru. Tyto pokusy prokazaly
zvySenou aktivaci bunék prezentujicich antigen v nadoru po hypertermii, zvyseni poc¢tu CTL a
NK bunék ve slezinach pokusnych zvitat, které bylo provazeno zvysenim jejich cytotoxické
aktivity proti buitkkdm primarniho nadoru v pokusech in vitro. Pokusy in vitro prokazali, ze
hypertermie stimuluje aktivitu CTL pouze pii jejich pfedchozim kontaktu s nadorovymi
buiikami. Kone¢nym vysledkem je prikaz systémové aktivace imunitniho systému po lokalni

hypertermii nddorového loziska.



Abstract
The dissertation thesis ,Jmmunomodulation effects of the hyperthermia in cancer treatment*
relates on the hyperthermia as evolving method of the cancer treatment. The first part
describes  hyperthermia in general, especially physical principles of the heating, the
equipment necessary for clinical practice of the hyperthermia, basic effects in biological
tissues, clinical indications and results. The second part is brief review of mechanisms
antitumor immunological response, with emphasis on antigenicity of tumor cells and effector

cells in antitumor response.

The main part of the thesis relates to effects of hyperthermia on immunological response.
Previous results from experiments in vitro and clinical applications of whole-body
hyperthermia are described. Current hypothesis suggests, that hyperthermia enhances the
antigenicity of tumor cells with consequent stimulation NK (natural killer)-cells and dendritic
cells (DC). Activated DC stimulate production cytotoxic T-cells (CTL) with antitumor
specificity. Changes in immunological response after local hyperthermia of tumors were not
investigated until now. We investigated the activation of the immune system after local
microwave hyperthermia of implanted tumors on the mouse melanoma model. These
experiments demonstrated, that hyperthermia enhanced activation of antigen presenting cells
in the tumor, increased the number of CTL and NK cells in the spleen of experimental
animals, and increased cytotoxic activity of these cells against cells from primary tumor in
vitro. Experiments in vitro demonstrated, that hyperthermia stimulated the activity of CTL
only after previous contact these cells with tumor cells. In summary, we demonstrated the

activation of the immune system after local hyperthermia of implanted tumors.
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1. Uvod

Nadorovd onemocnéni piedstavuji v rozvinutych zemich vyznamny zdravotnicky a
socioekonomicky problém. V roce 2004 onemocnélo zhoubnym nadorem v CR 68 600
obyvatel. Incidence ¢inila 387 pfipadii na 100 000 obyvatel, coZ znamend mirny vzestup
oproti roku 2003. Mortalita na nadorova onemocnéni stagnuje u zen (113 na 100 000
obyvatel) a velmi slabé klesd u muzt (206 na 100 000 obyvatel). Lécba téchto onemocnéni v
soucasnosti spo¢iva ve vyuziti chirurgickych pfistupli, radioterapie a chemoterapie. Ptes
nesporné pokroky, kterych bylo v jednotlivych modalitdich protinadorové 1écby dosazeno,
odrazi stagnace léCebnych vysledkli omezeni soucasné terapie. Jednou z cest ke zlepSeni péce
o pacienty s nadorovym onemocnénim je vyvoj novych metod 1éCby, které ucinkuji na zcela
odlisnych principech. Takovou metodou je hypertermie (ohiev tkani na teploty 40 - 44 °C) a
predkladana prace popisuje soucasny stav technického vybaveni, znalosti o0 mechanismech

ucinku a klinickych zkuSenosti s touto metodou.

Jednim z diskutovanych témat v onkologii je uloha imunologického dohledu pifi vzniku
nadord. Hypertermie ma jako jeden ze svych mechanisml ucinku potencialni stimulaci
protinadorové imunitni reakce. Tyto mechanismy vyuzivaji evolu¢nich mechanisml
febrilnich stavii u savct, které se vyvinuly jako obrana hostitele pied infekénimi agens. Zda
se, ze takovychto d&jii Ize vyuzit 1 pro artificialni stimulaci protinddorové imunitni reakce. Ve
druhé casti se proto prace zabyva ovlivnénim a stimulaci imunitni protinadorové reakce

hypertermii.

2. Hypertermie

Hypertermii (HT) definujeme jako zvySeni teploty tkdné, v 1écbé nadort timto pojmem
oznalujeme ohtev biologické tkané na teploty mezi 40 - 44 °C. Teploty nad timto rozmezim
maji destruktivni G¢inky i na zdravé tkané, nizsi teploty pak maji minimalni lécebnou
ucinnost. A¢ prvni dochované zminky o ptiznivém lécebném efektu tepla v 1écbé riznych
zvyseni t&lesné teploty prace Coleyho'”, ktery si pov&iml regrese sarkomu mékkych tkani pfi
septickém stavu doprovazejicim erysipel. Tuto situaci se potom Coley snazil napodobit a

pacientiim aplikoval bakterialni lyzat, znamy jako Coley toxin, ktery mél vyvolavat febrilni



reakce. V zacatcich 20. stoleti se srozvojem techniky hledaly nastroje umoziujici
lokalizovany ohiev tkani. Tak se experimentovalo sohfevem ve vodni ldzni, diatermii,
infracervenym ohfevem. Soucasné se tato l1écba nadorti kombinovala s dalSimi modalitami,
nejcastéji s radioterapii. Po 1. svétové valce doslo k Gtlumu vyvoje v disledku technickych
obtizi a renesance hypertermie probiha od 70. let 20. stoleti, kdy byly uspokojivé vyfeseny
technické aspekty ohfevu a postupné se objasiiuji mechanismy u¢inku hypertermie a jeji

klinické indikace.

2.1. Typy hypertermie

Hypertermie se déli podle lokality a objemu ohfevu na povrchovou, regiondlni,
intrakavitarni, intersticidlni a celotélovou. Dal§imi dvémi metodami vyuzivajicimi teploty
v uvedeném rozmezi je hypertermickd lavaz a hypertermicka perfuse. Pro kazdy typ je

vhodny jiny technicky princip a ma jiny okruh indikaci.

Pii povrchové hypertermii dochdzi k ohfevu tkani uloZenych pfiblizné do 4 cm pod
povrchem téla. V této aplikaci se vyuziva nejcastéji mikrovinného ohfevu, piipadné ohievu
pomoci ultrazvuku. Z indika¢nich okruhi jsou nejvyznamnéjsi karcinom prsu, nadory hlavy a

krku a maligni melanom.

Regionalni hypertermie je wurCena pro ohfev hluboce ulozenych tkani (panev,
retroperitoneum), pomoci sestav mikrovinnych aplikatori, pfipadné¢ za pouziti kapacitniho
ohtevu. V klinickych situacich je indikovana pro zhoubné nadory ¢ipku délozniho, konecniku,

sarkomil retroperitonea.

Intrakavitarni hypertermie oznacuje metodu, pii které je aplikator zaveden do dutého
organu. Tato metoda vyuzivd mikrovinnych aplikatorti a jedinou popsanou indikaci jsou
nadory mo&ového méchyie.?

Pii intersticialni hypertermii jsou mikrovinné aplikatory zavadény piimo do tkéani (naptiklad

do mozkové¢ tkané pti 1é¢bé zhoubnych nddorti mozku).



Celotélova hypertermie je zatim experimentadlnim pfistupem zkouSenym v lécbé
diseminovanych malignich onemocnéni. Vyuzivd se dvou technik ohfevu: pomoci

infracerveného zéteni a ve vysokofrekvenénim elektromagnetickém poli.

Pii hypertermické lavazi se provadi aplikace fyziologického roztoku s rozpusténym
1é¢ivem, naptiklad cytostatikem, do dutiny bfiSni. Indikaci k pouziti této techniky je

peritonealni rozsev maligniho nadoru.

2.2. Technické principy ohievu

Pro ohtev tkani lze vyuzit riiznych fyzikalnich principt, které jsou popsany v nésledujicim
oddile, spole¢n¢ s popisem pfistrojii pouzivanych pro danou metodu. V soucasné dob¢ je

nejvyuzivanéj$i mikrovlnna hypertermie, proto je ji vénovana nejvetsi pozornost.

Mikroviny
Pii mikrovinném ohfevu se vyuziva stfidavého elektromagnetického pole o frekvencich
0,3 - 2,4 MHz. Fyzikdlni interakce elektromagnetick¢ho pole s biologickou tkani
(dielektrikem) je zalozena na reakci castic s elektrickym nabojem (atomd i molekul
biologické tkan€) na plisobeni vnéjsiho elektromagnetického pole. Posun ¢i deformace téchto
nabitych castic z jejich ustadlené neutrdlni polohy dava vznik elektrickym dipolim. Mezi déje
zpisobujici vznik dip6li patii:
- elektronova polarizace (posun elektrond vici jadru atomu)
- atomova polarizace (posun celych jader atomti v disledku nerovnomérného rozlozeni
naboje v molekule)
- orientovand polarizace (polarni dielektrika obsahuji permanentni dipdly vzniklé
asymetrickym rozlozenim opac¢nych ndboji v molekulach latky)
- Maxwell-Wagnerova polarizace (ndboj nahromadény na rozhrani mezi riznymi
oblastmi heterogenniho prostiedi)
Pii plsobeni stfidavého pole se kmitajici elektrické castice opozdi za budici slozkou
elektrického pole a dielektrikum tedy ohtiva ztratovy proud. Hloubka priniku mikrovin do
tkani zavisi na jejich frekvenci a pro pouziti v I€kafstvi jsou ptidéleny vinové frekvence

uvedené v tabulce 1.



ffMHZz] lécba
27,20 hloubkova
433,92 podpovrchova
915 podpovrchova
2450 povrchova

Tab.1. Frekvence pouzivané pfi termoterapii.

Souprava pro mikrovinnou hypertermii:

Soupravy pro mikrovlnnou hypertermii jsou tvofeny nasledujicimi zakladnimi slozkami:
1) vykonovym generatorem;
2) aplikatorem,;
3) fidici jednotkou;

4) termometrickou soupravou.

Ad 1) Ke generovani vykonu fadové stovek wattli je potieba pouzit nékteré z mikrovinnych
elektronek. VSechny typy pro svou ¢innost vyuzivaji interakci mezi svazkem elektronii a
vysokofrekvencnim elektromagnetickym polem, i kdyz se 1i§i konstrukéni geometrii i
principem ¢innosti. Elektrony jsou emitovany z rozzhavené katody, kterd je pokryta oxidem
baria nebo tungstenem. Proud elektroni je fokusovan do tizkého svazku a ptitahovan anodou
s vysokym napétim, nebo je pouzit solenoidalni elektromagnet. Vystup vysokofrekvencni
energie zpravidla umoziuje koaxidlni sonda nebo smycka. Tyto generdtory maji obvykle
vykon 100 az 300 W.

Ad 2) Aplikatory predstavuji zdkladni prvek vSech hypertermickych zafizeni, protoze prave
ony rozhoduji o G¢innosti pfevodu vysokofrekvenc¢ni energie z generatoru do biologické tkané
a zejména také o tvaru a rozmérech ohiivané oblasti. Podle charakteru 1écby je mozno rozlisit
aplikatory pro termoterapii na lokdlni (povrchovou, podpovrchovou, hloubkovou),
intrakavitarni, regionalni, celotélovou a intersticialni. Na zaklad¢ technického provedeni pak
na aplikdtory vlnovodové, tvofené tisekem vedeni, kapacitni a induktivni. V klinické praxi
jsou pro povrchovou hypertermii nej€astéji pouzivany aplikatory vlnovodové, ze kterych se
elektromagneticka vlna $ifi coby hloubkova vlna od mista vniku do hloubé&ji uloZené tkéané.
Nejcastéji pouzivanou frekvenci pro povrchové aplikace je 434 MHz Spole¢nou vlastnosti
regiondlnich aplikatord je to, ze vyuzivaji elektromagnetickych vin valcovych sbihavych.
Takovéa vlna se §ifi z povrchu téla dovnitt. Po volbé vhodné frekvence je pfi zadanych

dielektrickych vlastnostech tkan€ mozno zajistit teplotni narGst smérem ke stfedu. Nizsi



frekvence (27 MHz) umoznuji dosazeni hypertermické teploty ve vétsi oblasti, pfi pouziti
frekvenci vyssich (100 MHz) l1ze energii fokusovat do mensiho objemu biologické tkan¢.

Ad 3) Ridici jednotkou pro hypertermické soupravy je vykonny PC po¢itag.

Ad 4) Termometricka souprava je podrobnéji popséana v oddile 2.3.

Obrazky 1 a2 ukazuji schéma a ptiklad soupravy pro HT.
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Obr. 1: Schématické znazornéni hypertermické soupravy



Obr.2: Souprava Lund Hyperthermia System pro povrchovou mikrovinou HT
(Ustav radia¢ni onkologie FN Bulovka). Ukézka aplikace pti nadoru ORL oblasti.

Kapacitni ohtev

Kapacitni aplikatory vytvareji elektromagnetické pole kolmé k povrchu téla, konkrétné
k elektrickému rozhrani mezi tukovou a svalovou tkani. Tato orientace elektromagnetického
pole neni optimalni a téchto aplikatorti 1ze pouzit pouze u velmi hubenych pacienti a ve
specifickych anatomickych oblastech. Fyzikdlni princip ohievu je stejny jako u vyse

uvedenych mikrovinnych aplikatort.

Ultrazvukovy ohtev

Ultrazvuk (mechanické vinéni s frekvenci vyssi nez 20 000 Hz) byl pro své nékteré vyhody
shleddn jako vhodny zpisob ohfevu biologické tkan€é. Mechanickd vlna pii priniku do
biologické tkang zpisobuje zahusténi a zfedéni prostiedi a §ifi se tedy za pomoci Castic, které
kmitaji kolem rovnovazné polohy. Zaroven dochazi k absorpci ultrazvukové viny a preméné
mechanické energie v tepelnou. Utlum ultrazvukové viny je exponencidlni a velmi tzce
souvisi s frekvenci. Zatimco pfti frekvencich okolo 10 MHz bude prohfivana vrstva do 1 cm,
v ptipadé frekvence 0,5 MHz je mozno docilit ohfevu az do hloubky 10 cm. Ultrazvukové

systémy rovnéz umoznuji ohfev lokalni, regionalni, intrakavitarni ¢i intersticidlni.



Nevyhodou ultrazvukového systému je vysoka absorpce v kostech a pohlcovani v plynném
prostiedi (stfeva) a proto pouziti pro regiondlni ohfev oblasti malé panve je velmi

problematické. Naopak velmi vyhodné je pouziti pro intrakavitarni a intersticialni ohfev.

Ohtev pomoci magnetickych nanocéstic

Tato technika je nejnovéjSim pokrokem v oblasti hypertermie a vyuziva cilené aplikace
roztoku magnetickych nanocastic do naddorové tkané. V publikovanych pracich se vyuziva
nano&astic na bazi aminosilanu®, které jsou prednostné vychytavany naddorovymi buitkami.
Po aplikaci tekutiny do cilového mista je pacient umistén do aplikatoru, ve kterém se indukuje
sttidavé magnetické pole. Zména polarity magnetického pole zpiisobuje pohyb Castic a jejich
mechanickd energie se ve tkdnich méni na energii tepelnou. Metoda byla dosud

experimentalné aplikovana u naddortt mozku a nadorti prostaty.

Infracervené zateni

K celotélové hypertermii lze vyuzit infracerveného zéateni. K absorpci tohoto zéafeni dochazi
v povrchovych vrstvach kiize, kde se jeho energie méni na energii tepelnou. Pti vhodné dobé
ohfevu a minimalizaci tepelnych ztrat 1ze dosdhnou pii celotélové hypertermii teplot az 42 °C.
Metoda ma zasadni nevyhodu v nehomogenité ohfevu, kdy se dfive ohiivaji povrchové vrstvy
téla s vysokym pocCtem nervovych zakonceni, coz miize vést k zdvaznym nezaddoucim

ucinktm.

2.3. Termometrie

Meéfeni teploty v biologickych systémech je v souCasnosti nejvétSim uskalim hypertermie.
Toto méteni je komplikovano zejména nehomogenitou biologické tkané, ktera se zahtiva
nerovnomérné, a variabilitou pritoku krve danou oblasti (rizna rychlost ochlazovani
regionu). Standardné se pouzivda méfeni bodového, ve vice mistech prohfivané oblasti.
Informace o dosazené teploté¢ je vSak pouze omezend a je zatizena pomérné vyznamnou
nejistotou. Noveé se experimentdlné vyuzivd méteni teploty pomoci magnetické rezonance,

kterou je mozné méfit teplotu s vysokym rozlisenim v celé ohfivané oblasti .

Pro bodové méteni se vyuziva termistorit nebo optickych detektorti. Termistory se fadi mezi
polovodicové odporové senzory, které vyuzivaji teplotni zéavislosti odporu na teploté.
U polovodic¢l je dominantni teplotni zévislost koncentrace nosi¢ii naboje. Optické senzory

teploty maji na vstupu zdroj svétla (LED, polovodicovy laser), ktery vysila opticky signal do



optického vldkna. Na vystupu je fotodetektor (PIN dioda, pfipadné struktura PIN - FET),
ktery piijimd senzorem modulovany opticky signal. Vlastni senzor je elektricky pasivni
prvek, jehoz podstatou je snimanou veli¢inou vyvolany fyzikélni (opticky) jev, ktery mezi
zdrojem a detektorem zpusobi zménu (modulaci) optického signalu. Obecné optické senzory
teploty vyuzivaji teplotni zmény indexu lomu, teplotni zmény absorpénich vlastnosti,
fluorescenci nebo termoluminiscenci. Piikladem mize byt fluorescencni teplomér firmy
Luxtron Corp. Optické vlakno je opatieno koncovkou [fosfor, (Gdy99Eug01)O2S - gadolinium
europium oxid sulfat], kterd je excitovdna po ozateni UV zafenim (A = 300 nm). Na
frekvencich okolo 500 az 600 nm Ize pozorovat dvé ostrd maxima emise. Pomér téchto
maxim je po detekci (dva silikonové diodové detektory) vyhodnocovan, coz umoziuje urcit
teplotu v intervalu — 50 az 300 °C srozliSenim 0,1 °C. Pro zajiSténi této rozliSovaci
schopnosti je vSak zapotfebi pouzit Casového primérovani. Velkou prednosti optickych
senzorii teploty je nepfitomnost kovovych soucasti, které mohou ovlivnit rozlozeni
elektromagnetického pole, nebo mohou byt, pfi nespravném ulozeni (jiném neZ kolmém ke
sméru vektoru elektrického pole), =zatizeny chybou v disledku indukujicich se

vysokofrekvenénich proudu, které ¢idlo zahtivaji.

2.4. Mechanismy ucinku hypertermie

Uginky tepla na buiiky v organismu lze pro nazornost rozdélit na p¥imé a nepfimé. Neptimé
ucinky priméarné souvisi s mikrocirkulaci v nddoru a v okolnich zdravych tkénich a vedou
v dusledku ke zpomaleni pritoku krve nddorem, relativné vysSimu nértstu teploty v nddorové
tkani a s tim spojené hypoxii, acidose a vyS$im energetickym narokiim na nadorové buiky.
Ptimé uc¢inky spocivaji v ovlivnéni terciarni a kvarterni struktury proteini v buiikach a s tim
spojenymi funkénimi poruchami téchto proteint. Posledni kategorii t€inkii hypertermie je jeji

ovlivnéni imunitniho systému, které je podrobné&ji popsano v nasledujicich oddilech.

2.4.1. Teplo a mikrocirkulace:

Reakci normalniho cévniho fecisté na zvySeni teploty je vasodilatace. V nadorové tkani jsou
novotvorené cévy defektni, postradaji svalovinu a proto nejsou vasodilatace schopné. Na
tepelné podnéty tedy vyznamnéji nereaguji. Kombinace vasodilatace v okolni zdravé tkéani

s nezménénym prasvitem cév v nddoru vede k relativnimu sniZzeni pritoku krve néddorem



(zvySuje se pomér prusvitu cév v normalni tkéni/prasvitu cév v nadoru). Tento jev se nekdy
v literatufe oznacuje jako ,,steal fenomén a jeho disledkem je relativné vyssi ohfev nadoru

vV

nez okolni zdravé tkan€. Tento d& spousti pozitivni zpétnou vazbu, nebot’ vyssi teplota
v nddoru znamend vys$i miru poskozeni endotelu, stim spojenou agregaci erytrocytl a
trombocytl, coz vede k dalsimu snizeni pritoku krve. Poskozeni endotelu je rovnéz
doprovazeno unikem tekutiny do intersticidlniho prostoru, coz vede ke zvySeni tlaku na
mikrokapilary a zaroven k zvySeni viskozity krve. VSechny tyto jevy pfispivaji pozitivni

zpétnou vazbou k nérlstu teploty v nadorové tkani a jsou schematicky znazornény na

obrazku 3.
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Obr.3: Schématické znazornéni vlivu hypertermie na pritok krve normalni a nadorovou tkani

Je nutno uvést, ze tento diive piijimany model indukovanych zmén v priitoku krve béhem
hypertermie mé v posledni dobé fadu odpiirci. Novéji publikované prace prokazali piesné
opacny efekt hypertermie na nadorovou tkan. Song a kol. a dalsi autofi prokazali zvySeni

prittoku krve v nadorech u pokusnych zvifat p¥i pouziti 40 - 42 °C &9,

S jistotou lze fici pouze to, ze hypertermie ovliviluje pritok krve nadorovou tkéni.
V zavislosti na primdrnich charakteristikdch pritoku krve nadorem se patrné pozitivni

zpétnou vazbou bud prohlubuje nadorovd hypoxie (v pifipadé nadoru jiz pfed HT

—_—



hypoxického), nebo naopak zlepSuje oxygenace nadoru (v pfipadé nadoru primarné dobie

perfundovaného). Vyznamnym faktorem mtize byt pouzita teplota a trvani aplikace.
2.4.2. Teplo a oxygenace tkani

Zatimco ve zdravych tkanich hypertermie zplisobuje zvySeni prutoku krve a tim zvySeni
pO,, vnadorové tkani je situace nejasna. Teoretické pifedpoklady naznacuji, Ze by
hypertermie méla snizovat prutok krve tkanémi a tim sniZovat oxygenaci tkani. Studie tykajici
se této problematiky maji vSak nejednoznacné vysledky a ukazuje se, Ze odezva tkani bude
vyznamné zavisla na dobé ohfevu, dosazené teploté, velikosti nddoru, jeho prokrveni ptred
terapii. Nekteré studie popisuji zvySeni pritoku krve v prabéhu HT a v nésledujicich 24
hodinach™, jini popisuji bifazicky prib&h oxygenace po provedeni hypertermie s inicialnim
vzestupem a naslednym poklesem pod pocateéni hodnotu® Pro oxygenaci nadorové tkang

tedy plati stejna uvaha, jako pro perfusi nadorové tkan¢ po HT.

2.4.3. Metabolické ucinky hypertermie

Zmény voxygenaci a vpratoku krve vnadorech se odrazi v metabolickém stavu
nadorovych bun¢k. Zjisténé metabolické zmény zapadaji do teoretického ramce, ve kterém
hypertermie zptsobuje zpomaleni pratoku krve nadorem (v disledku kolapsu cév nebo
v disledku relativniho sniZeni pritoku (,,steal“ fenomén), které méa za nasledek hypoxii a
prohloubeni anaerobniho metabolismu. Statisticky vyznamné stoupa hladina laktatu béhem

hypertermie, jako prokézali Streffer a kol. na modelu DS - sarkomi!'”

. Tato akumulace
laktatu béhem hypertermie je dasledkem anaerobni glykolyzy glukosy, kterda méa ovSem
vyrazné niz§i vytéznost ATP. Dusledkem vzestupu hladin laktatu je zvySeni pH po
hypertermické 16¢b&. Méfeni pH pomoci *'P-NMR spektroskopie prokazala, ze hodnoty pH
v nddorech (tato metoda méfi intracelularni pH) jsou velmi podobné hodnotam zdravych
tkani. Po aplikaci hypertermie byl vSak prokazan vyznamny pokles pH !". Tato acidifikace se
krom¢& laktatu pfi€itd téZ intenzifikované hydrolyze ATP, zvySeni parcialniho tlaku CO; a
inhibici funkce Na'/H" kanalu na bunééné membrané. Poslednim publikovanym zavaznym
metabolickym disledkem hypertermie jsou zmény v metabolismu ATP. Schaefer a kol.
srovnavali koncentrace ATP v nadorech ptfed a po hypertermické 1écbé a zjistili, ze po

hypertermii statisticky vyznamné klesd hladina ATP v nddorech. Toto sniZeni autofi

vysvétluji zvySenymi naroky bunck pfi stresové situaci, horSim vytézkem ATP v disledku



anaerobni glykolyzy, restrikci mikrocirkulace a tim niz$i dostupnosti substrati pro
(12)

energeticky metabolismus, a ptipad¢ inhibici adenylat-kinasy acidosou
Hypertermie prokazatelné zptsobuje vyznamné zmény v metabolismu nadorové tkané, které
mohou sami o sob& vést ke smrti malignich bunék. Obrazek 4 shrnuje zmény pisobené

hypertermii.
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Obr. 4: Metabolické zmény indukované v nadorové tkani.

2.4.4. Proteiny a jejich struktura



Proteiny se skladaji zfetézcli aminokyselin vazanych peptidovymi vazbami. Poradi
aminokyselin urCuje primarni strukturu, sekundarni struktura je déna vodikovymi mustky a
vytvaii pravideln¢ se opakujici regiony (a-Sroubovice nebo [-skladany list), terciarni
struktura je déna zejména hydrofobnimi interakcemi a disulfidovymi vazbami a kvarterni
struktura je déna interakcemi mezi jednotlivymi proteiny. Teplo — tedy pfenos energie —
konkrétn¢ pfeména tepelné energie na kinetickou energii — znamena vétsi rozkmitani molekul
ve vazbach, coz ma za nasledek mensi stabilitu a naruseni vazeb (zejména téch, které jsou
slabé (elektrostatickych, hydrofobnich/filnich, vodikovych mitstkl) — tj. vazeb vytvafejicich
sekunddrni a terciarni strukturu proteini. Zmény pH, ke kterym dochazi béhem HT, zplsobuji
zmény v rozlozeni elektrostatického naboje a tim ovliviiuji elektrostatické interakce mezi
proteiny. Naruseni vodikovych vazeb, hydrofobnich a elektrostatickych interakci znamena
zménu konformace proteinti. Vzhledem ktomu, ze funkce makromolekul (proteint) je
optimalni pfi konkrétni konformaci, znamen4d zména konformace zménu aktivity molekuly
nebo Uplnou inhibici jeji funkce. Zmény terciarni struktury proteinti se oznacuji jako

denaturace proteint a dochazi k nim jiz pfi teplotach od 40 - 41 °C.

Zakladnim mechanismem ucinku hypertermie je denaturace proteini. Teploty, které je
mozno v hypertermii bezpecné pouzit, vS§ak zpisobuji denaturaci pouze urcitych kritickych
bunéénych struktur a buiky zdravych tkani a tkani nepostizenych jinou terapeutickou

metodou jsou schopny tyto ucinky tolerovat.

2.4.5. Kritické struktury — bunécné jadro

Na trovni jednotlivych buné€k se za kritické struktury povazuji zejména proteiny bunéénych
membran a bunécné enzymy. Jak jiz bylo uvedeno, méni se v disledku plisobeni tepla aktivita
proteinovych molekul, stejné¢ jako jejich afinita k riznym substratim. Zmény v aktivité
proteinti bunéénych membran se projevuji naruSenim membranovych potenciall a to vést ke
smrti bunék zpusobené tepelnou slozkou samotnou. Tento mechanismus neni patrné
v klinické praxi hlavnim mechanismem, nebot’ by se projevoval nekrosou nadorovych bun¢k,
kterd neni pozorovana. Navic by ziejm¢ postradal selektivitu. Hlavni mechanismy U¢inku

hypertermie tedy budou uc¢inky vice selektivni.

Za hlavni mechanismus ucinku hypertermie je povazovana inhibice schopnosti opravovat
poskozeni DNA zpilisobend ionizujicim zafenim. Toto poSkozeni vznika plisobenim volnych

radikald a projevuje se dvojitymi zlomy v DNA (DSB — double strand breaks), zlomy jednoho



fetézce DNA (SSB — single strand breaks) a poskozeni bazi v DNA. Tato poskozeni jsou
v normalnich buiikdch detekovédna a z 95 — 99 % reparovana v rozmezi nékolika hodin po
pusobeni ionizujiciho zéafeni. Neopravend poskozeni (klicové jsou DSB) vedou ke spusténi
signalni kaskady vedouci k apoptose nebo k takovému poskozeni DNA, které znemoziluje
prachod bunky kontrolnimi body bunééného cyklu ¢i mitosou. Konkrétnimi mechanismy

reparujicimi poSkozeni jsou:

NHEJ — non homologous end joining — mechanismus odpovédny za reparaci DSB
HR — homologous recombination — alternativni mechanismus odpovédny za reparaci DSB
BER — base exchange repair - mechanismus odpovédny za opravu poSkozenych bazi

NER — mechanismus odpovédny za opravu poskozenych nukleotidi

Kazdy z téchto mechanismil v sob¢ zahrnuje né€kolik typli proteind a enzymu, které detekuji

poskozeni DNA a riiznymi mechanismy provadéji opravu tohoto poskozeni.

Z experimentll je prokazéno, Ze hypertermie v kombinaci s radioterapii zvySuje pocet
nereparovanych 1¢ézi v DNA. Naptiklad El-Awady a kol. prokazali, Ze po ozafeni bunéénych
kultur v kombinaci s hypertermii doslo k vzestupu poctu nespojenych dvojitych zlomt (DSB)
vDNA z5 % na 14 % a kvzestupu chybné spojenych DSB z13 % na 51 %%,
V soucasnosti vSak neni zndmo, ktery mechanismus je nejvice citlivy na zvySeni teplot.
Kampigna a kol. prokézali na zvifecich modelech s vyfazenymi drdhami reparace DNA, Ze
k radiosensitizaci hypertermii dochézelo bez ohledu na funkénost drahy NHEJ a obdobnym
zpusobem vyloucili ovlivnéni HR. Nejpravdépodobnéjsim kandidatem na kritickou strukturu
je podle téchto autord proces BER!Y. Dalsim, doned4vna prehlizenym jevem, ke kterému
dochdzi pisobenim tepla na Grovni jadernych struktur buiiky, je agregace jadernych proteint.
Podle Lepocka jsou non-histonové jaderné proteiny tvofici jadernou matrix termolabilni.
Teploty 42 °C zpiisobi degradaci tdchto proteintl s obnaZenim hydrofobnich zbytkd, coz ma
za nasledek zvySeni poctu interakci protein-protein s jejich néaslednou agregaci. Kone¢nym

diisledkem je inaktivace proteinii a maskovéani poskozenych mist v DNA ).

Ackoliv neni pfesny mechanismus zndmy, povazuje se inhibice reparace DNA za hlavni
mechanismus, kterym potencuje hypertermie ucinnost radioterapie. Selektivni modalita 1écby

(RT) je tak potencovana mnohem méné selektivni metodou (HT).



2.5. Klinické pouZiti hypertermie

Hypertermie jako samostatnd modalita nedosahuje vyznamnéjSich 1é¢ebnych uspéchii. Proto

se tato metoda vzdy kombinuje s jinym typem protinadorové 1écby.

2.5.1. Kombinace hypertermie s radioterapii

Hypertermie v soucasné dobé neni metodou, kterou by bylo mozné selektivné prohiivat
presnéji lokalizované oblasti organismu a z fyzikalnich a biologickych principti zfejmé ani
tohoto cile nemtze byt dosazeno. Urcité selektivity je vSak mozné dosdhnou kombinaci
s jinou, selektivni modalitou protinddorové 1écby. Takovouto modalitou je radioterapie a
hypertermie se v klinické praxi s radioterapii témét vzdy kombinuje. Obvyklym postupem je
aplikace HT 1x tydné v priibéhu radioterapie, ihned po frakci zéfeni. HT se aplikuje po frakci
radioterapie za prvé proto, aby se potencovaly ucinky ionizujiciho zafeni na Grovni DNA, a
druhym divodem je moznd indukce hypoxie nadorové tkané, ktera je pro lécbu zafenim

nezadouci.

2.5.2. Kombinace hypertermie s chemoterapii

Hypertermie vyznamné ovlivituje ptisobeni chemoterapeutickych 1ékti. Zpisobuje zmény
v jejich farmakokinetice, zvysuje jejich (selektivni) absorpci v nadorovém lozisku pfi jeho
lokalnim ohfevu a ovliviiyje prinik farmak bunéénymi membranami. Stejné jako pii interakcei
s ionizujicim zafenim inhibuje reparani pochody na urovni bunécného jadra, zejména na

trovni DNA(9,

2.5.3. Indikace hypertermie

Ptes teoretické nejasnosti tykajici se mechanismii u¢inku je HT metodou zavedenou
v klinické praxi a jeji ucinnost byla potvrzena v fad€ klinickych studii faze III. Jeji G€innost
neni omezena na urCit¢ typy nadorovych onemocnéni a indikace vychdzeji spiSe
z technickych limitaci danych pfistrojovym vybavenim. Pro povrchovou HT jsou
nejcastéjSimi indikacemi lokdlni recidivy nadort prsu a maligni melanom, pro regionalni HT
malignity v oblasti panve, zejména karcinom ¢ipku délozniho a rekta. Klinické studie vSak
prokazali jeji ti¢innost i u tak resistentnich nadort, jako jsou glioblastomy (intersticialni HT)

nebo sarkomy mékkych tkani. Obrazky 5,6 shrnuji randomizované studie hodnotici u¢innost



pridani hypertermie k radioterapii z hlediska dosazeni kompletni odpoveédi na 1écbu a

celkového piezivani 7.
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Obr.5: Studie faze III srovnavajici procento dosazenych kompletnich odpovédi na 1écbu u
riznych nadorovych onemocnéni (RT = radioterapie samotna; RT+HT = radioterapie se

soucasnou hypertermif)
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Obr.6: Studie faze III srovnavajici celkové piezivani pacientll po 1€¢bé riznych nadorovych

onemocnéni (RT = radioterapie samotnd; RT+HT = radioterapie se soucasnou hypertermii)

3. Imunitni systém a nadorova onemocnéni

Imunitni systém se v pribéhu evoluce vyvinul tak, aby byl schopen rozliSovat mezi
molekulami t€lu vlastnimi a té€lu cizimi. Takto vytvofeny systém je zasadni pro preziti
organismu, jelikoz poskytuje obranny mechanismus pied cizorodymi patogeny (viry,
bakteriemi). Na této obrané pied vnéjSimi patogeny se podileji obé slozky imunitniho
systému, vrozena i ziskand. Né&které prvky systému vrozené imunitni reakce reaguji na obecné
a spoleCné antigeny patogent s naslednou aktivaci vrozené i ziskané¢ imunitni reakce.
Adaptivni imunitni reakce diky ,,imunologické paméti potom umoziuje specifickou reakci

na patogeny, s nimiz se v minulosti imunitni systém organismu setkal.

Imunitni odpovéd’ proti nddorim se odliSuje od tohoto konceptu cizi/vlastni, jelikoz nador
neni exogennim patogenem, ale patologii vznikajici z vlastnich bunék. Imunitni systém je
vSak béhem vyvoje nastaven tak, aby toleroval ,,vlastni* antigeny. Tak je v pribéhu ¢asného
vyvoje vthymu zniceno pfiblizné 90 % nezralych T-lymfocyti s TCR (T-cell receptor)
s vysokou afinitou k vlastnim antigenim. I pies tuto pfisnou selekci v organismu pietrvavaji
zralé, ,self-reaktivni T-lymfocyty s TCR s relativné nizkou afinitou k vlastnim antigentim.
Tyto slabé antigeny nejsou sami o sobé schopny indukovat imunitni odpovéd’, mohou vsak
byt urcitym zplisobem aktivovany. Uvedené T-lymfocyty tvofi jednu z hlavnich slozek

imunitni reakce proti malignim nadoram.

Reakce imunitniho systému proti nddorové tkani obecné spoc¢iva v rozpoznani nadorovych
bunék a jejich u¢inném zniceni. Tento proces mé dvé klicova uskali:
1. rozpoznani slabé antigennich nadorovych bungk;

2. aktivaci efektorovych bunék imunitniho systému.

3.1. Antigeny asociované s nadory (tumor associated antigens — TAA)



Jak bylo uvedeno vyse, pochéazeji nadory z vlastnich bun¢k organismu a stim je spojena
urcitéd tolerance imunitniho systému. Genetické zmény probihajici béhem kancerogenese vSak
vedou k expresi pozménénych proteint (antigentl) nebo normalnich proteint v jiné kvantité ¢i
ontogenetickém kontextu, které jiz imunitni systém rozpoznat mize. Jednim typem téchto
antigenu jsou ty, které jsou rozpoznavatelné protilaitkami (obvykle membranové proteiny —
her2-neu, EGFR, CD20). Proti t¢émto antigeniim lze pfipravit monoklonalni protilatky, které
se pouzivaji jiz 1 vklinické praxi. Druhym typem TAA jsou antigeny rozpoznavané
T-lymfocyty. Tyto antigeny nejsou rozpozndvany piimo, ale vzdy v komplexu s molekulami
hlavniho histokompatibilnho komplexu (MHC) 1. nebo II. tfidy. MHC molekuly jsou

receptory pro peptidové antigeny”?

. Dvé tfidy MHC receptorii se odliSuji v typu jimi
indukované imunitni reakce, maji jinou tkanovou distribuci a prezentuji navazané peptidy

jinym subpopulacim nadorovych bunck.

Molekuly I. tfidy se vyskytuji zejména na somatickych a nadorovych buiikdch, zatimco
molekuly II. tfidy se vyskytuji zejména na nadorovych bunkach, B-lymfocytech, makrofagach
a dendritickych buikach (DC). MHC molekuly 1. tfidy prezentuji antigeny CD8+
T-lymfocytim, zatimco MHC molekuly II. tfidy CD4+ T-lymfocytim.

Vyznamnym rozdilem je typ vazaného antigenu. MHC molekuly I. tfidy vazi kratsi peptidy,
obvykle pochazejici z intracelularnich cytosolovych proteint, jako jsou vlastni proteiny a
produkty intracelularnich virti a bakterii. Peptidy vazici se na MHC molekuly II. tfidy jsou
v&tsi, jejich pivod je obvykle extracelularni a do bundk se dostavaji endocytosou'®”.
Peptidové fragmenty z intracelularnich proteini jsou pro MHC-I prezentaci pfipraveny v sérii

navazujicich kroka®®

. Na tomto zpracovani se podili Stépeni v proteasomu, zpracovani
chaperony a vazba na slozky MHC I komplexu. Potom jsou komplexy transportovany pres

Golgiho komplex na povrch bunék. Toto zpracovani je casto naruseno v nadorovych builkéach.

MHC molekuly I. tfidy mohou také prezentovat za urCitych okolnosti extraceluldrni
peptidové fragmenty. Toto se d&je cestou dendritickych bunék a jedna se o mechanismus
vyznamny zejména pro aktivaci naivnich CD8+ T-lymfocytlii oznacovany jako ,,cross-
priming®“. Jednim z navrzenych mechanismli pro ,,cross-priming* je intracelularni tvorba
komplext s proteiny tepelného Soku (Hsp — heat shock proteins), které se po uvolnéni z bunék

vazi na DC cestou receptorti pro Hsp umisténych na membrané téchto bunck.



Peptidy prezentované s MHC molekulami II. tfidy jsou buiitkou obvykle pohlceny
endocytosou, dale jsou zpracovany v endosomu a transportovany na bunécnou membranu.

Zde komplexy peptidovy fragment-MHC molekula II. tfidy interaguji s CD4+ T-lymfocyty.

3.2. Poruchy prezentace antigenii v ndadorech

Prvni problém prezentace antigenii naddorovymi buiikkami spoc¢iva v nedostatku antigent
v nddorovych buiikdch nebo v jejich slabé antigenicité. Druhy problém souvisi s poruchami
MHC systému, zejména MHC molekul I. tfidy. Mnohé lidské nadory (karcinomy cipku
délozniho, plicni karcinom, kolorektalni karcinom) maji vyznamné redukovanou povrchovou
expresi MHC molekul tfidy I, a n€které nadory (rendlni karcinom) neexprimuji tyto molekuly

vitbec®”,

3.3. Buiiky prezentujici antigen

Mnoho nadorti exprimuje jak antigeny, tak MHC molekuly I. tfidy, pfesto vSak nedochézi
k ptimé aktivaci CTL. Divodem je to, ze neexprimuji kostimula¢ni molekuly nutné pro tuto
aktivaci. V takovych situacich mohou protinadorovou imunitni reakci iniciovat specializované
pomocné bunky oznacované jako bunky prezentujici antigen. Nejvyznamnéj$im
reprezentantem skupiny APC jsou dendritické buniky (DC). DC jsou bunikami myeloidniho
puvodu, které jsou rovnomérné rozptyleny po tkanich, kde endocytosou pohlcuji antigeny a
nasledn¢ je zpracovavaji. Po aktivaci dozravaji a migruji do T-lymfocytarnich oblasti
lymfatickych uzlin, kde se dostavaji do kontaktu s T-lymfocyty nesoucimi vhodny receptor a
aktivuji je. Cross-priming popsany vyie je in vivo zprosttedkovan zejména DC®Y. Kromé
aktivace mohou mit v lymfatické uzliné podle specifickych okolnosti téz inhibi¢ni funkce.
Kromé¢ DC patii mezi APC B-lymfocyty a makrofagy. Tkanové makrofagy fagocytuji
patogeny, bakteridlni produkty a nekrotické bunécéné slozky, dochazi k jejich aktivaci spojené
se zvySeni exprese MHC molekul 1. i II. tfidy a stavaji se vykonnymi APC. Zd4 se, Ze
makrofagy se nepodileji na cross-primingu antigenit v komplexu s MHC I molekulami a

fagocytosa apoptotickych bunék inhibuje APC aktivitu makrofaga®

.V mikroprosttedi
nadoru jsou APC zastoupeny jak DC, tak makrofagy. Zda se vSak, Ze makrofagy ve vitalnim

nadoru ¢asto produkuji IL-10, coZ inhibuje prezentaci antigenti. Aktivace DC bunék v nadoru



je téz inhibovana cytokiny v mikroprostiedi nadoru (naptiklad IL-10, PGE, a TGF-B), coz

zna¢né narusuje imunitni reakci proti nadoru.

3.4.Uloha T-lymfocytii v rozpozndni ndadoru

Protinddorové T-lymfocyty jsou stimulovany po interakci s nddorovymi builkami nebo
s APC. Na stimulaci se podili mnoho mezibunéénych interakci, znichz nejdulezitéjsi je
interakce receptoru T-lymfocytti (TCR) s komplexy MHC molekula-antigen. TCR obsahuje
variabilni doménu odpovédnou za specificitu k antigenu. V pribé¢hu zrani T-lymfocyti
v thymu dochdazi k jejich negativni selekci, kdy jsou eliminovany klony neexprimujici TCR,
exprimujici TCR nerozpoznavajici MHC molekuly a — coz je zpohledu protinddorové

imunity nejvyznamnéjsi — klony silné reaktivni s vlastnimi antigeny.

Po vyzrani a selekci T-lymfocytl vthymu mize za urcitych okolnosti dojit k jejich
aktivaci. Pro tuto aktivaci je nutny kontakt TCR s komplexem antigen-MHC molekula na
buiice prezentujici antigen. Relativné slaba vazba TCR na antigeny vyzaduje ko-stimula¢ni
signaly, které jsou dodavany molekulami jako je CD4 a CDS8, adhesnimi molekulami, které
zesiluji vazbu T-lymfocyti na APC. Tyto molekuly vytvareji béhem nékolika minut od
inicidlni vazby TCR na APC jakousi molekulovou ,,synapsi®, kterd ziejmé zesiluje signal
vznikly zvazby TCR na APC. DalSim vyznamnym faktorem pro stimulaci naivnich

T-lymfocyti je IL-2, bez jehoz pfitomnosti se T-lymfocyty stavaji anergnimi.

Aktivované, zralé periferni T-lymfocyty mohou byt deletovany apoptosou. Tento proces se
oznacuje jako ,,aktivaci-indukovana bunécna smrt (AICD)* a mtize postihovat CD4+ a CD8+
lymfocyty. Je zprostiedkovan zejména Fas ligandem, ale podili se na ném téz ,, TNF-like*
ligandy, jejichZ receptory jsou zvySen¢ exprimovany na aktivovanych lymfocytech. Tento
mechanismus slouzi pfedev§$im k regulovani nadmérné imunitni reakce, ale z hlediska

nadorové imunity miZe byt pii¢inou jejiho selhani ©*.

3.5. Funkce zralych protinadorovych T-lymfocytit



CD4+ T-lymfocyty (Th lymfocyty)

Hlavni ulohou Th lymfocytt v protinadorové imunitni reakci je poskytnuti ko-stimulacnich
signall pro navazané naivni CTL a aktivace APC. Toto se déje prostiednictvim sekrece IL2 a
dalsich aktiva¢nich molekul. Podle typu aktivacnich signalu a jeho kvantity dochazi k aktivaci
Thl nebo Th2 CD4+ lymfocytd (coz urcuje typ imunitni reakce), nebo naopak k utlumeni
aktivity efektorovych bunck (CD4+ CD25+ subpopulace T-lymfocyti).

Cytotoxické T-lymfocyty (CTL)
Tyto buiiky jsou nejvyznamnéjsi bunécnou populaci v protinddorové imunitni reakci a

skladaji se ze dvou typti — CTL a NK buné¢k.

CTL lymfocyty jsou CD8+ a rozpoznavaji antigeny v komplexu s MHC molekulami I.
tiidy®". CTL se obvykle navazi pres sviij TCR na antigen na nadorové buiice, adhesni
molekuly a dalsi kostimulacni molekuly aktivuji CTL a dojde k indukci apoptosy nadorovych
bunék. Apoptosa je indukovana bud’ exocytosou granuli obsahujicich perforin a granzym,
nebo prostiednictvim ligandti indukujicich apoptosu, jako je Fas ligand nebo TRAIL (TNF-

related apoptosis-inducing ligand)*?.

NK buitky maji spolecnou progenitorovou bunécnou linii s CTL, ale nenesou na svém
povrchu TCR/CD3 komplex. Jsou hlavnim zdrojem protinadorové cytotoxické aktivity, ktera
nevyzaduje specifické rozpozndni antigenu. Na svém povrchu maji rizné receptory
umoziujici rozpoznani nadorovych buné€k, které potom zabijeji mechanismem podobnym

jako CTL, tedy uvolnénim granuli a cestou Fas ligandu ©*.

3.6. Protindadorova imunitni reakce - shrnuti

Imunitni systém nejlépe rozpozndva antigeny vyznamné odlisné od vlastnich molekul (jako
jsou antigeny virt a bakterii). Nadorové buiiky jsou z diivodu podobnosti s vlastnimi antigeny
Spatn€ rozpoznatelné. Hlavnim divodem je slabd exprese antigend s vyznamnou afinitou
k receptorim T-lymfocytl, nedostatecnd exprese MHC molekul (zejména ttidy I), poruchy
exprese adhesnich kostimula¢nich molekul, ptipadné exprese molekul inhibujicich CTL nebo

zpusobujicich jejich apoptosu.

Hlavnimi efektorovymi buitkami v protinadorové imunitni reakci jsou CTL a NK buiiky,

kde prvni rozpoznavaji specifické antigeny a druhé jsou buitkami nespecifickymi. Aktivace



CTL muze byt pfima (samotnymi nadorovymi buinikami), ale nejcastéji je zprostiedkovana
profesiondlnimi buiikami prezentujicimi antigen (DC buitkami a makrofagy). CD4+
T-lymfocyty poskytuji ko-stimula¢ni signidly nutné pro spravny rozvoj a udrZeni

protinadorové imunitni reakce.

4. Hypertermie a imunitni reakce

Zvyseni télesné teploty je fyziologickou obranou reakci, kterd se patrné vyvinula jako
obranna reakce proti mikroorganismiim a viriim. Pfi¢inou je to, Ze n€které mikroorganismy
maji optimalni teploty pro preZiti v rozmezi od 35 do 37 °C a netoleruji zvyseni teplot nad
tyto hodnoty ®¥. P¥imé cytotoxické uginky tepla viak nejsou obvykle sami o sob& schopny
eliminovat mikroorganismy. Dilezit¢j$i jsou interakce mezi hostitelem (jeho imunitnim
systémem) a patogenem, které jsou zvysenou teplotou ovlivnény. Tento jev byl prokazan u

infek&nich onemocnéni 2.

S febrilnimi teplotami je spojena aktivace riznych slozek imunitniho systému, jejichz vycet
je uveden v tabulce 2°9. Ne viechny tyto zm&ny jsou ve smyslu posileni imunity; napiiklad je

popsano snizeni aktivity NK bunék pii febrilnich teplotach 7.

Zvysena motilita neutrofilii a monocyti

Zesileni fagocytosy

Zvysena produkce kyslikovych radikala fagocytujicimi buitkami

Vys$i produkce interferonu

Vyssi exprese Fc receptort

Aktivace pomocnych T-lymfocyti

Vyssi produkce protilatek

Zesilena proliferativni odpovéd’ T-lymfocytd na nespecifické mitogeny, IL1 a 2
Lepsi zabijeni intracelularnich bakterii

Indukce proteinii tepelného Soku (Hsp) u hostitele

Indukce proteint tepelného Soku (Hsp) u patogenu

Tab. 2: Nékteré ptiznivé imunologické ucinky tepla/febrilnich stavi



Hypertermie v 1é¢b¢é nadorovych onemocnéni vyuziva artificialniho zvySeni teploty nadort
nebo celého téla pomoci rtiznych metod, které byly popsany vyse. VSem hypertermickym
metodam je spoleéné zvyseni teploty na 41 - 45 °C. Predpoklada se, e tyto teploty jsou
schopné navodit stimulaci imunitniho systému. V literatufe existuji prace popisujici vliv HT
na imunitni systém in vitro, ovlivnéni imunity po celotélové hypertermii (whole body
hyperthermia, WBH) a sporadické prace zkoumajici vztah lokalni hypertermie a imunity in

vivo.

4.1. Ovlivnéni imunitniho systému in vitro

Exprese a prezentace antigenil na nadorovych buiikéch

Zpravy o ucinku hypertermie na antigenicitu nadorovych bunék jsou protichidné. Davies a
kol. prokézali, Ze hypertermie sniZzuje antigenicitu nddorovych bun¢k v dusledku ztraty a
maskovani melanomovych povrchovych antigenii®?. Jina prace popisuje sniZeni schopnosti
prezentace antigend v kontextu MHC molekul II. t¥idy®”. Kuperberg a kol. prokazali sniZeni
funkce bun&k prezentujicich antigen ve slezing v disledku hypertermie™”. Tyto prace tedy
poukazuji na zhorSeni antigennich vlastnosti a prezentace antigenli v diisledku hypertermie.
Oproti tomu stoji prace novéjsi, s protichidnymi vysledky. Michalek a kol. prokazali lepsi

prezentaci antigenu v komplexu s MHC molekulami II. t¥idy“"

a Ito a kol. prokazali zvySeni
exprese MHC antigent I. tfidy po hypertermii a toto zvySeni korelovalo s indukci proteinu
tepelného Soku 70 (Hsp70)*®. Vysledky jsou tedy kontroverzni a neni ziejmé, zda
hypertermie zplsobuje imunoresistenci nebo zesileni imunogenicity nddorovych bunék.
Milani a kol. naznacuji, ze efekt hypertermie velmi siln¢ zdvisi na pouzitém bunécném
modelu a na velikosti a trvani tepelného stresu™.
Monocyty/makrofagy

Monocyty a makrofagy jsou vyznamnou subpopulaci profesionalnich bunék prezentujicich
antigen. Jejich primarni ulohou je pohlceni antigenu v ¢asnych stadiich expozice antigenu,
jeho zpracovani a nasledna prezentace T-lymfocytiim spojena s jejich selekei a expanzi. Vliv
teploty na aktivitu téchto bunc¢k byl zkouman na mySim modelu a zjistilo se, Ze expozice
peritonealnich makrofagi teplotdm do 40 °C zvy3uje jejich fagocytosu o piiblizng 40 % ve

(44)

srovnani s kontrolami kultivovanymi pii teplotach 37 °C“Y. Tato zjisténi naznacuji, ze

hypertermie ma potencial zvySovat vychytavani antigenii makrofagy.



Dendritické buiiky

Dendritické buitkky (DC) jsou povazovéany za centrdlni bunéénou populaci v generovani
protinddorové imunitni reakce. Maji potencial aktivovat, selektovat a expandovat T-lymfocyty
v lymfatickych orgdnech a patrné téZ v misté naddoru. Jsou téZ subpopulaci nejintenzivnéji
studovanou z hlediska ucinku hypertermie. Bylo zjisténo, ze termalni stres zvySuje migraci
DC z epidermis™. Nekolik tymil prokazalo téZ maturaci DC bunék, ktera se projevila
zvySenim exprese MHC antigenti tiidy I a II, CD40, CD80 a CD86***". Hypertermie
stimulovala produkci IL-12 (cytokinu odpovédného za stimulaci NK bun¢k a T-lymfocyth)
aktivovanymi DC*®. Vzhledem k tomu, ¢ DC jsou nejuginngjdimi APC pro stimulaci
naivnich T lymfocyti, jsou klinicky nejvyznamnéjsi studie hodnotici efekt teplem
ovlivnénych DC na stimulaci T-lymfocytl. Dendritické bunky stimulované ovalbuminem a
nasledné oetfené hypertermii 1épe stimulovali produkci IFN-gamma v T-lymfocytech®®,
stejné jako 1épe stimulovaly proliferaci T-lymfocytd- specifickych pro antigen®”. Podobné
vysledky byly ziskany v myS$im modelu in vivo, kde byly DC od mys$i po celotélové
hypertermii 4-krat u¢inn&jsi ve stimulaci T-lymfocyta™®. V literatufe viak lze nalézt i prace
provedené na modelech in vivo, které ukazuji na inhibici aktivity DC po aplikaci celotélové

hypertermie*”

. Predpoklada se tedy, Ze zvySeni teploty muze aktivovat DC tak, Ze jsou lépe
schopny iniciovat a regulovat imunitni reakci. Fyziologické zvySeni teploty muze byt
exogennim signalem napomahajicim dozrani DC s naslednou aktivaci antigen specifickych

(50)

T-lymfocyta Podrobnosti tohoto procesu vSak nejsou jasné a v literatufe existuji

protichtidné zpravy o Gcincich hypertermie in vivo.

Cytotoxické T-lymfocyty
Piimé ovlivnéni CTL hypertermii neni v literatufe popisovano. Rada praci se vsak zabyva
aktivitou CTL stimulovanou DC nebo jinymi APC bunkami (viz vySe), pfipadné aktivaci

CTL v dasledku zvysSeni antigenicity nadorovych bunék a exprese proteinti tepelného Soku.

NK buiiky

Mechanismy regulujici aktivitu NK bunék nejsou zatim zcela piesné znamé. NejCastéji
citovanou hypotézou je ,,missing — self* hypotéza, kterd predpoklada, ze MHC antigeny 1.
ttidy jsou kritickymi inhibitory aktivity NK bun¢k. Chybéni MHC molekul I. tfidy vSak samo
o sobé NK buiikky neaktivuje a k aktivaci dochéazi v situaci, kdy cilové builky exprimuji
aktivacni ligandy. Mezi tyto ligandy patii n¢které molekuly indukované stresem, jako jsou

MICA/B®Y a proteiny tepelného Soku®?. Stejna skupina prokazala, Ze hypertermie indukuje



zvySenou expresi Hsp70 na nadorovych bunkach, kterd koreluje se zvysenou lyzou

zptsobenou NK buitkami®?.

Vyznam proteini- tepelného Soku (Hsp)

Proteiny tepelného Soku jsou jednou tfidou stresovych proteinl. Jejich ndzev odrazi
stresovy podnét, pii kterém byly objeveny; jsou vSak exprimovéany v buiikach po riznych
stresovych stimulech jinych nez je teplo a jejich konstitutivni varianty jsou exprimovany i za
normalniho stavu. Hlavnimi hsp sav¢ich bunck jsou hsp25, hsp70, hsp90 a hsp110. Témto
proteiniim se pfisuzuji dvé hlavni funkce:

1) t¢inkuji jako molekularni chaperony; a
2) jsou signaliza¢nimi proteiny imunitniho systému.

Pii své chaperonové funkci se vazi na syntetizované peptidy a brani jejich nespravnému
skladani a reakcim v prab&hu syntézy, stejné jako reguluji jejich aktivitu®®. Hsp se vazi na
uréité konkrétni peptidové motivy a mohou mit tedy riznou specificitu pro substraty®”.
Funkci téchto proteint v signalizaci imunologické odpovédi se zabyva cela fada praci. Je

znamo, ze APC maji na svém povrchu receptory specifické pro hsp(5 %

(57

. Timto receptorem na
monocytech je patrné¢ CD14 a na makrofagach TLR4®®. Dalsi prokazanou funkei hsp je
indukce maturace DC®”. V APC stimuluji hsp rovnéz sekreci prozanétlivych cytokind, jako

je IL1B, IL6, IL12 a TNFo &7

Hsp se ptivodné povazovaly za intracelularni proteiny, ale v posledni dobé se mnozi zpravy
o tom, ze jsou za stresovych situaci lokalizovdny na vnéj$im povrchu bunéné membrany
nebo zcela mimo builky. Naptiklad se prokazalo, ze pokud nadorové bunky odumiraji
nekrosou, tak exprimuji a uvoliiuji vysoké hladiny indukovatelného hsp70©Y. Pro hypertermii
je navrzena hypotéza, podle které teplo indukuje expresi hsp v bunkach, po jejich nekrose
(zpisobené obvykle kombinovanou 1é¢bou) se hsp navazi na antigeny nadorovych bunck a
tyto komplexy se navazi na DC nebo jiné APC. Aktivované APC potom stimuluji naivni

T-lymfocyty za indukce protinadorové imunitni reakce .

4.2. Celotélova hypertermie (WBH)



Pii celotélové hypertermii se provadi ohfev celého organismu na teploty 41,8 °C (u ¢lovéka)
po dobu nejméné 1 hodiny. Pii samostatném pouziti poskytuje dobry model pro vyzkum zmén
imunologickych parametri. Vzhledem k slibnym vysledkim se WBH pouziva 1 v klinické
praxi u c¢loveéka a v literatufe jsou dostupné prace hodnotici zmény v imunologickych
parametrech po WBH. Ahlers a kol. pozorovali po WBH kratkodobé snizeni poctu perifernich
CD4+ a CD8+ T-lymfocytl a ptechodné zvyseni poétu NK bungk®®. Jina skupina prokazala
vyznamnou c¢asovou zavislost odpovédi. Bezprostiedné po WBH doslo k dramatickému
vzestupu perifernich NK bunék a CTL, po 5 hodinach poklesly pocty téchto populaci k normé
a ve tfeti fazi odpovédi, za 48 hodin po WBH, doslo k vyznamnému zvySeni perifernich

aktivovanych CTL®Y. Zarovei dochazi kpoklesu CD4+ T-lymfocyti®”.

Nejnoveji
publikované prace od autori Atanackovic a kol. popisuje zvySeni NK a NKT buné¢k po WBH,
spole¢né s alteraci T-lymfocytarni populace ukazujici na migraci naivnich T-lymfocytl do
lymfatickych tkani a efektorovych T-lymfocytii do perifernich tkani®”. Existuji tedy klinicky
potvrzené dikazy o tom, ze celotélova hypertermie ovliviiuje imunitni systém jedinct. Toto
ovlivnéni je pravdépodobné ve smyslu stimulacnim, a¢ muze piimy ucinek tepla na bunky

imunitniho systému byt i inhibi¢ni, zejména je-li hodnocen bezprostfedné po aplikaci.

4.3. Regiondlni hypertermie a ovlivnéni imunitniho systému

Nejméné popsanou situaci je situace klinicky nejpouzivanéjsi, tj. regiondlni 1écba
nadorového onemocnéni a jeji systémové disledky pro imunitni systém. Vzhledem k obtizim
spojenym s vyzkumem této situace na zvifecim modelu pochazeji literarné dostupné udaje
znékolika praci provedenych na clovéku. Ostapenko a kol. hodnotili u 11 pacienta
s hepatoceluldrnim karcinomem imunologické zmény indukované 7 aplikacemi lokalni
kapacitni hypertermie. Pozorovali snizeni poméru CD4/CDS8 lymfocyti a aktivaci NK bunék
u pacientt, ktefi méli nizkou nebo normalni uroven aktivace pied 1écbou. Kdyz autofi
hodnotili zmény v prabéhu hypertermie, zjistili vyznamnou aktivaci NK bun¢k jiz po 20
minutach po zah4jeni 1é¢by (1é¢ba trvala 60 minut)®”. Lokalni hypertermii a jeji efekt na
imunitni systém hodnotili polSti autofi. Autoii opét hodnotili pomér CD4/CD8 lymfocytt a
aktivitu NK bun¢k. Po hypertermii doslo k naristu aktivity NK bun¢k na 120 — 130 %
puvodnich hladin. Jak uzaviraji tito autofi, mize mit takové zvySeni urCity klinicky
vyznam®®. Stejna skupina hodnotila v dalsi praci aktivatni imunologické parametry, které

byly pted provedenim hypertermie v oblasti karcinomu prostaty snizené (PHA transformacni



index, Noc-A indukovana supresorova aktivita T-lymfocytl a dal$i). Tyto parametry se po

hypertermii vyznamné& zvysily s maximem 2 mésice po aplikaci®.

V soucasnosti existuji vyznamné dikazy pro stimulaci imunitniho systému hypertermii.
Tyto dikazy pochazeji zejména zpokusi in vitro a c¢aste¢né z praci hodnoticich efekt
celotélové hypertermie. Odpovéd imunitniho systému na hypertermii aplikovanou pouze
lokaln¢ na nadorové lozisko je nejasnd, ptrestoze se jedna o nejcastéjsi klinicky pouzivanou

situaci.

5. Imunologicka odpovéd’ na lokalni mikrovinou hypertermii v mySim

melanomovém modelu

Cilem experimentalni prace bylo objasnéni zmén, ke kterym dochdzi v mikroprostiedi
nadoru (lokalni odpovéd’) a ve sleziné (systémova odpoveéd’) pokusnych zvitat po mikrovinné
hypertermii aplikované lokaln€ na nador. Paraleln¢ jsme hodnotili efekt hypertermie in vitro
na efektorové a melanomové buiiky s cilem eliminovat nezadouci uc¢inky anestesie pouzité in
vitro. Konkrétni otdzkou bylo, zda lokalné provedena hypertermie nadorového onemocnéni

indukuje zmény imunitniho systému ve vzdalenych/systémovych lymfatickych organech.

5.1. Material a metody:

5.1.1. Pokusna zvifata: Inbredni samci mysi C57/BL6 stafi 8 tydnl byli zakoupeni od
Charles River (D). MySi byly chovany za pfirozenych podminek se svételnym cyklem
den/noc (22 °C, 55% vihkost vzduchu) a byly krmeny komeréné dostupnymi peletami
(Velaz - ST1) ad libitum. Pokusy se zahajily nejdfive dva tydny po pfevozu zvirat, aby
se vyloucily imunologické zmény zpusobené stresem pfi transportu. Jako syngenni
nadorovy model jsme pouzili mySi melanomovou bunécnou linii - B16F10 —
odvozenou od C57/BL6 mysSi (ziskanou od Weizmann Institute, Rehovot, Israel).
B16F10 buriky (10%my$ v 0,1ml PBS) se v den 0 nao&kovaly podkozné (s.c.) do
oblasti levého boku zvifat. MySi s nadory velikosti 1-2 cm v nejvétSim rozméru se
nahodné rozdélily do tfi skupin: 1) anestezovana zvifata 1é€ena hypertermii (HT); 2)
anestezovana zvifata bez aplikace hypertermie (anest); 3) neléena zvifata
(kontrola). VSechny postupy byly provedeny v souladu s Evropskou konvenci pro

pouziti laboratornich zvifat.



5.1.2. Hypertermie

Lokalni hypertermie se provedla v celkové anestesii pokusnych zvifat (ketamin:
1,9mg/mys a

xylazin: 0,25mg/mys$ o hmotnosti 25-30g, i.p.).Pro ohfev nadoru se pouzil mikrovinny
generator s pracovni frekvenci 2450 MHz a vykonem 10 W, na ktery byl napojen
aplikator na bazi konvencniho vinovodu vyrobeny na katedfe elektromagnetického
pole CVUT. Tento aplikator ma efektivni aperturu 2x2 cm a vypodétenou a zméfenou

distribuci teploty ukazuje obrazek 7.
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Obr. 7: Vypocitany a zméreny teplotni profil pro aplikator na bazi konvenéniho
vinovodu pouzity pro lokalni mikrovinou hypertermii na mySim modelu maligniho

melanomu (s laskavym svolenim MUDr. Ing. J. Cveka, PhD).

Béhem celé doby aplikace LHT se méfila teplota na povrchu nadoru,
intratumorosné a v rektu pokusnych zvifat, za pouziti fluorooptického teploméru
(LUXTRON, Luxtron Corporation CA). Cilova teplota (42 °C) v nadoru byla dosazena
béhem 1 minuty a byla udrzovana pulsy mikrovin po dobu 7 minut. Teplota v rektu
pokusnych zvifat nesméla prekrogit 38 °C. Obrazek 8 ukazuje pokusné zvife

s aplikovanymi kanylami pro zavedeni termometrickych sond.

e

Obr. 8: C57/BL6 my$ se syngennim melanomem v oblasti pravého boku se

zavedenymi kanylami pro termometrické sondy.

Ve skupiné zvifat léCenych hypertermii jsme provedli tfi ohfevy ve dnech 10, 14 a 17

po naockovani nadorovych bunék. Zvifata v kontrolni skupiné se samotnou anestesii
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byla uvedena do anestesie ve stejné dny. Kontrolni mySi byly ponechany bez |éCby.

Pramérné teploty dosazené v prvnich dvou sériich experimentu ukazuje obrazek 9.
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Obr. 9: Teplotni profily v pribéhu lokalni mikrovinné hypertermie u experimentélnich

zvitat. Teplota méfena na povrchu nadoru, intratumorosné a rektalné. N=24.

Dvanact hodin po posledni hypertermii byla vS8echna zvifata usmrcena a pro dalSi

laboratorni zpracovani se odebraly nadory, sleziny a periferni krev.

5.1.3.1zolace bunék z mysi sleziny (SC) a leukocytu infiltrujicich nador (TIL)

Sleziny se disociovaly pomoci nylonové sitky, opakované se promyly a ihned se
pouzily pro analyzu pratokovou cytometrii (FACS) nebo pro pokusy in vitro.
Leukocyty infiltrujici nador (TIL) se pfipravily z jednotlivych melanomu rozdrcenych
nGzkami, bunky se proplachly opakovanym pipetovanim a mononuklearni bunky se
separovaly na Ficoll-Hypaque gradientu (1,086). Cerstvé separované mononuklearni

buriky se pouzily pro naslednou fenotypizaci a pro funkcni testy.

5.1.4. Bunécné kultury a pokusy in vitro

Bunécné linie YAC-1 (mysi NK-sensitivni T lymfom) a B16F10 (mySi melanom) se
kultivovaly v RPMI-1640 mediu doplnéném 2 mM L-glutaminu, 1 mM pyruvatu
sodného, 0,05 mM 2-merkaptoethanolu, antibiotiky (0,05 mg/ml gentamycinu, 25

mg/ml amfotericinu B) a 10% teplem inaktivovanym fetalnim telecim sérem - FCS



(Gibco, Grand Island, NY, USA). Testy cytotoxické aktivity bunék izolovanych
zmysSich slezin se provedly v RPMI 1640 mediu doplnéném L-glutaminem,
gentamycinem a 5% FCS. Inkubace se provedla pfi 37 °C ve zvlh&ované atmosféfe
obsahujici 5% CO, v CO, inkubatoru (Jouan, France). Pro in vitro modifikaci
hypertermie se B16F10 bunééna linie (jako cilové bunky) a splenocyty (jako
efektorové buriky) kultivovaly pfi 37 °C nebo 42 °C, ve zvlhdované atmosfére a 5%
CO,. Efektorové nebo cilové buriky se pfi hypertermii prenesly do pfedem zahfatého
kultivaéniho media a provedla se inkubace pfi 42 °C po dobu 10 minut, bud
jedenkrat, nebo tfikrat podle stejného protokolu jako pfi pokusech in vivo. Burky se

potom odebraly a pouzily se jako efektorové nebo cilové bunky v testech cytotoxicity.

5.1.5. Pratokova cytometrie

Suspenze jednotlivych bunék pfipravenych z nadori a slezin se resuspendovaly
v PBS s0,1% zelatinou (Sigma) a 0,01% azidem sodnym. Fenotypy bunék se
stanovily pomoci povrchovych markert pro T-lymfocyty - CD3-PECy5 (17A2), CD4-
FITC (H129.19), CD8-PE (53-6.7), B-lymfocyty — CD45R/B220-Alexa405 (RA3-6B2),
monocyty, APC - CD11b-Pacific Blue (M1/70.15), CD11c-FITC (HL3), NK buriky —
CD49b-FITC (DX5), aktivacni antigeny NK1.1-PECy7 (PK136), CD69-PECy5
(H1.2F3) a analyza se provedla pomoci FACS LSR II (Becton-Dickinson, USA).
Barveni za pouZiti péti nebo Sesti barev se provedlo podle navodu vyrobce. Barveni
na CD45-PECy7 (30-F11) spole¢ny leukocytarni antigen (LCA) se provedlo za
ucelem odliSeni leukocytl od residualnich melanomovych bunék v TIL frakci. Dale se
separovaly Pl negativni (zivé) CD45 pozitivni (leukocyty, obrazek 10) buriky
s lymfocytarni a monocytarni morfologii (hlavni ,lymfomono-gate, SSC vs FSC,
obrazek 10) a tato populace se analyzovala na expresi povrchovych marker(
(obrazek 10C, 10D). Postup separovani ilustrativné ukazuje obrazek 10.
Monoklonalni protilatky byly zakoupeny bud od Pharmingen (San Diego, CA, USA),
nebo od Caltag (San Francisco, CA). Data byla vyhodnocena za pouziti FlowdJo
verse 6.1.1 softwaru (Tree Star Inc., Ashland, OR, USA).
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Obr. 10: FACS analyza exprese povrchovych markeru. Pl negativni (neni uvedeno) a
CD45 pozitivni buriky (A), s lymfocytarni/monocytarni morfologii (B), se analyzovaly
na expresi povrchovych markerd NK/CTL bunék (C) a monocytud/DC subpopulace
(D). Tyto subpopulace se dale analyzovaly na expresi CD69 (E, F, G), ktera se
ménila statisticky vyznamné pfi srovnani hypertermovanych zvifat (G), kontrol (E) a
anestezovanych zvifat (F) pouze v pfipadé CD45+/CD49b-CD8-/CD11b+CD11c-
bunék (monocytl). Histogramy (E, F, G) reprezentuji procento CD69 pozitivnich
bunék z ptvodni populace (CD45+, CD49b-

/CD8-/CD11b+/CD11c-). Obrazek ukazuje ilustrativni vysledky pro Ctyfi pokusy

provedené se stejnymi vysledky.

Testy cytotoxicity

Burikami zprostfedkovana cytotoxicita se hodnotila za pouziti standardniho testu
uvoliiovani °'Cr za pouziti splenocytt od pokusnych zvifat jako efektorovych bunék.
Jako cilové bunky se pouzily YAC-1, mysSi NK-sensitivni bunécna linie, a B16F10
melanomova bunééna linie, a tyto bunky se znacily 60-minutovou inkubaci
s Na,>'CrO; v 96-jamkovych mikrotitraénich plotnach (NUNC), pfi 37 °C ve
zvihCované atmosféfe obsahujici 5% CO,. Zhodnoceni lytické aktivity efektorovych

bunék proti 10* cilovych bunék se provedlo po 4 hodinach inkubace zptisobem



popsanym dfive?. Potom se odebraly supernatanty neobsahujici bufiky (0,025
ml/vzorek), pfidalo se 0,1 ml scintilaéni smési (SuperMix, Wallac, Finland) a zmé&fila
se radioaktivita za pouziti scintilacniho méficiho pfistroje Microbeta Trilux (Wallac,
Finland).

5.1.6. Statisticka analyza
Ziskané vysledky se analyzovaly jednocestnou analyzou variance (ANOVA),

hodnoty p< 0,05 se povazovaly za statisticky vyznamné (P<0,05 - *, P<0,01 - **).

5.2. Vysledky:

Provedli jsme 4 série pokusu s 22 zvifaty ve skupiné IéCené hypertermii (HT), 17
v kontrolni skupiné s anestesii (anest) a 16 zvifaty ve skupiné bez |éCby (kontrola),
ve kterych jsme hodnotili efekt lokalni hypertermie na imunologickou odpovéd zvifat
s nadory a na distribuci leukocytl v riznych kompartmentech (sleziné, nadorech).
Pro stanoveni vlivu lokalni hypertermie na aktivaci a pomérné zastoupeni imunitnich
bunék se pouZila polychromaticka FACS analyza s markery specifickymi pro
jednotlivé subpopulace a pro jejich aktivaci. Funkéni aktivity cytotoxickych bunék

(NK, CTL) se méfily standardnim testem uvolfiovani *'Cr jak in vivo, tak in vitro.

5.2.1. Lokalni hypertermie vyvolava zmény v mikroprostfedi nadoru

V experimentech jsme pomoci FACS stanovili distribuci lymfocytd infiltrujicich
nador (TIL) v malignich melanomech. V zastoupeni CTL, NK bunék a APC
v mikroprostfedi nadoru jsme nezjistili zadny rozdil mezi kontrolni, anestezovanou a
hypertermovanou skupinou zvifat. Dale jsme zkoumali zmény v zastoupeni ¢asného
aktivacniho antigenu CD69 v rGznych TIL subpopulacich — NK, CTL, APC, DC
(obrazek 10 E, F, G). Vysledky uvedené na obrazku 11 prokazuji zvySenou expresi
CD69 pouze na monocytarni populaci (CD8-/CD49b-/CD11b+/CD11c-). Pocty
aktivovanych monocyttu (CD11b+/CD69+) u kontrolnich a anestezovanych mysi byly
podobné, 12+1,7 %, zatimco ve skupiné lé€ené lokalni hypertermii bylo pozorovano
40% zvyseni (17+2,6 %) téchto bunék v TIL frakci.
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Obr. 11: Procento vyskytu aktivovanych monocytt (CD11b+/CD69+) v TIL frakci.
Pocty aktivovanych monocytu (CD11b+/CD69+) u kontrolnich a anestezovanych
mySi byly podobné, 12+1,7 %, zatimco ve skupiné léCené lokalni hypertermii bylo
pozorovano 40% zvySeni (17+2,6 %). Procentualni zastoupeni bylo pocCitano z CD45
pozitivnich bunék v TIL frakci a je uvedeno jako procentudlni zména ve vztahu ke
kontrole povazované za 100 % (pferuSovana ¢ara).
Anestesie Hypertermie

5.2.2. Membranova ¢ Lécba

DalSim krokem bylo hodnoceni membranové exprese hsp70 v nadorové tkani.
Nepodafilo se nam prokazat Zadny rozdil mezi skupinami léCenymi hypertermii a
kontrolnimi skupinami (anestezované mysi a neléCené mysSi). Vysledky ukazuje

obrazek 12.
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5.2.3. Efekt lokélni hypertermie na distribuci imunitnich bunék ve sleziné

Nase prace prokazala zmény v zastoupeni populaci imunitnich bunc¢k v sekundarnim
lymfatickém orgéanu, slezin¢, které nasledovaly po lokdlni hypertermii. Ve slezinach
pokusnych zvifat jsme sledovali podobné parametry jako v nadorech, bez barveni pro CD45.
Vysledky ukazaly zvySeni poctu cytotoxickych T lymfocytti (CD3+/CD8+) o 22 %, zvySeni
poctu NK (CD49b-/NK1.1+) bun€k o 14 % a snizeni poctu subpopulace monocytti nesoucich
znaky NK buné¢k (CD49b-/ NK1.1+/CD11b+) o 37 %. Obrazek 13 ukazuje tyto detekované
zmény. Tyto zmény byly podobné, a¢ ne tak vyrazné, ve skupiné oSetiené pouze anestesii.

Lokalni hypertermie tedy zvysila pocet CTL a NK bunék ve slezin¢ pokusnych zvitat.
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Obr. 13: Distribuce subpopulaci imunitnich bunék ve slezinach po lokélni hypertermii.
Uvedené hodnoty piedstavuji procentudlni zménu vi¢i kontrolam. Kontrolni hodnoty
(povazované za 100 %) byly pro CTL — 55 % (CD8+ z CD3+); pro NK bunky — 36 %
(NK1.1+ z CD49b+); pro NK1.1 pozitivni monocyty — 17,5 % (NKI1.1+ z CD11b+). Data
predstavuji primar + ¢ Anestesie Hypertermie
Lécba

5.2.4. Testy cytotoxicity

Kromé hodnoceni zastoupeni jednotlivych bunécnych subpopulaci ve slezinach pokusnych
zvifat je vyznamnou otadzkou, zda lokalni hypertermie ovliviiuje funkci téchto bunék. Proto
jsme provedli testy cytotoxicity proti NK-sensitivni (YAC-1) nebo syngenni (B16F10)
melanomové bun&ené linii jako cilovymi buitkami ve standardnim testu uvoliiovani >'Cr.
Vysledky ukézaly, Ze anestesie dramaticky snizuje cytotoxickou aktivitu efektorovych bunék
proti BI6F10 melanomovym bunkam, ale lokalni hypertermie rusila tento negativni efekt
anestesie a navracela cytotoxicitu na puvodni uroven. Pro NK-sensitivni YAC-1 bunécnou
linii jsme nepozorovali toto zeslabeni cytotoxicity a lokalni hypertermie vyznamné zvySovala
efektorovou funkci NK bunék. Dohromady tyto vysledky naznacuji, Ze hypertermie stimuluje
funkéni aktivitu efektorovych bunck ve specifické i1 pfirozené cytotoxické reakci proti
B16F10 a YAC-1 cilovym bunkam, pfi srovnani s anestezovanou kontrolni skupinou.

Vysledky jsou uvedeny na obrazku 14.
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Obr. 14: Specifickd (A) a prirozend (B) cytotoxicita splenocytlh proti syngennim B16F10
melanomovym nebo NK-sensitivnim YAC-1 cilovym bunikdm pfi E:T poméru 32:1 po lokalni
hypertermii aplikované in vivo. Specificka cytotoxicita proti BI6F10 melanomu byla snizena
v disledku pouziti anestetik — tento efekt byl vyrusen hypertermii (A). Pro NK cytotoxicitu
nebylo pozorovano snizeni v disledku anestesie (B) a hypertermie . Hvézdicka oznacuje

statisticky vyznamnou zménu proti nelécené kontrole (* p < 0.05; ** p < 0.01).

5.2.5. Pfimy ucinek tepla na melanomové nebo efektorové burky in vitro

Pro eliminaci vlivu anestesie a pro zkoumani efektu hypertermie na nadorové
bufiky nebo na efektorové lymfoidni buriky jsme provedli in vitro modifikaci pokusu.
V tomto pokusu jsme pouzily splenocyty bud od zdravych mySi, nebo od mysSi s
B16F10 melanomy jako efektorové buriky a B16F10 melanomové burky jako cilové
bunky.



Hypertermii jsme aplikovali na B16F10 burnky 1-3 krat, vzdy po dobu 10 minut,
inkubaci pfi 42 °C, v atmosféfe 5% CO-, podle stejného protokolu jako pfi [é¢bé in
vivo (3xHT ve dny 0, 4 a 7). Bunky neoSetfené hypertermii byly kultivovany za
stejnych podminek, pouze pfi teploté 37 °C. Cerstvé izolované splenocyty od mysi
s nadory nebo od zdravych zvitat se zahfivaly po dobu 10 minut pfi 42 °C (Obrazek
15 C, D) bezprostfedné pred pokusem, zatimco neoSetfené efektorové bunky se
kultivovaly pfi 37 °C (obrazek 15 A, B) v 96-jamkové plotné. Cilové B16F10
melanomové buiiky znagené *'Cr po aplikaci HT (bez aplikace, 1xHT a 3xHT, jak
ukazuje obr. 15) se potom promyly a proved! se test cytotoxicity se splenocyty v E:T
poméru 32:1. Cytotoxicita se méfila ve standardnim testu 4-hodinového uvolfiovani
cr.

Hypertermie efektorovych bunék zpusobila silnou inhibici cytotoxicity proti
neoSetfenym B16F10 cilovym burnkam, kterd byla vyraznéjSi u zdravych zvifat
(pokles na 26 %, obr. 15
A proti C) nez u zvifat s nadory (na 41 %, obrazek 15B proti D). DalSi vyznamny
pokles jsme pozorovali u cytotoxické aktivity zdravych splenocytl, kdyz byly jako
cilové bunky pouzity melanomové bunky oSetfené hypertermii (obrazek 15A).
Nepozorovali jsme zadny rozdil mezi 1 a 3 sériemi hypertermie. Naopak, cytotoxicita
splenocytu od zvifat s nadory byla statisticky vyznamné vy$si, kdyz byla na B16F10
melanomové cilové buriky aplikovana 1-krat hypertermie. Toto zvySeni jiz nebylo

patrné po 3 sériich hypertermie cilovych melanomovych bunék (Obrazek 15B).

Prezentované vysledky demonstruji inhibi¢ni vliv HT na efektorové bunky, ktery je
dobfe znam z praci jinych autorl pfi pouZiti teplot v tumoricidnim rozmezi (T=42 °C).
Cytotoxicka odpovéd efektorovych bunék na hypertermii oSetfené melanomové
buriky je vS8ak opacdna v pfipadé zdravych zvifat (kde zustava inhibovana — obrazek
15. A, C) a zvifat s nadory (kde jsme prokazali stimulaci — obrazek 15B,D). LepSich

vysledkl jsme dosahli pfi pouziti jedné hypertermie.
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Obr. 15: Cytotoxicita splenocytd proti B16F10 melanomovym cilovym buiikkam po in vitro
aplikované HT na efektorové nebo cilové buriky. Cytotoxicita splenocytl izolovanych od
zdravych zvifat (A,C) nebo od zvifat s B16F10 melanomy (B,D) proti syngenni B16F10
bunécéné linii: kontrola — neosetfeno, 1x HT B16 nebo 3x HT B16 - B16F10 buiiky s jednou
nebo tiemi aplikovanymi hypertermiemi (10 min. pfi 42 °C). Efektorové buiiky se inkubovaly
po dobu 10 minut bud’ pii 37 °C (A, B) nebo 42 °C (C, D). Testy cytotoxicity se provedly pii
E:T poméru 32:1, data reprezentuji pramér £SD tfi pokust provedenych pétkrat pro kazdy
vzorek. Statisticky vyznamné zmény vzhledem kneléCenym mySim jsou oznaceny

hvézdickou (* p <0,05; ** p <0,01).

5.3. Diskuse:

Jednou z pfi€in progrese nadorovych onemocnéni je selhani rozpoznavani
nadorovych bunék imunitnim systémem. V nasi praci jsme prokazali zvySeni poctu
aktivovanych monocytu v mikroprostiedi B16F10 melanomu, ktery je primarné

Spatné rozpoznatelnym nadorem pro imunitni systém. Tyto monocyty jsou ucinnymi



burfikami prezentujicimi antigeny (APC) a proto usnadfuji ucinnou identifikaci
nadorovych bunék dal§imi imunokompetentnimi burikami. Souvislost se zvySenou
expresi hsp70 se v naSem experimentu nepodafilo prokazat, prace jinych autor(
v8ak ukazuji, Ze mohou existovat alternativni cesty zvySeni antigenicity nadorovych

bunék v disledku hypertermie.

LepSi prezentace antigenu se v naSem pokusu odrazila ve zvySeni CTL a NK
bunék ve slezinach pokusnych zvifat. Toto kvantitativni zvySeni bylo doprovazeno
zvySenim cytotoxicity proti melanomovym bunkam (obrazek 14), které jsme
pozorovali tézZ in vitro pro
splenocyty od zvifat s melanomy (obrazek 15B). Pfedpokladame, Ze pfiCinou snizeni
cytotoxicity v pokusech in vitro, kdy splenocyty od =zdravych zvifat nebyly
v pfedchozim kontaktu s s melanomovymi bunkami, je nedostacCujici antigenni
stimulace efektorovych imunitnich bunék. Kromé toho muze za urcitych okolnosti
hypertermie zptisobovat shlukovani a maskovani povrchovych antigenti®® (obrazek
15A,C). Pfedchozi kontakt s melanomovymi burikami a nasledna aktivace imunitniho

systému jsou zfejmé zasadni podminkou pro efektorové funkce cytotoxickych bunék.

Funkéni testy ex vivo za pouziti B16F10 bunécéné linie jako cilovych bunék
prokazali zeslabeni cytotoxicity anestetiky, ale toto zeslabeni se po aplikaci lokalni
hypertermie vratilo na kontrolni uroven (obrazek 14A). Na druhou stranu, pfirozena
cytotoxicita proti YAC-1 cilovym bunkam nebyla pfi pouziti anestetik narusena
(obrazek 14B). Pokud predpokladame, ze se na celkové cytotoxicité proti B16F10
cilovym bunkam podili pfirozena a specificka slozka imunitni reakce, tak je
v usmrcovani B16F10 melanomovych bunék hlavni sloZkou specifickd imunitni
reakce. Anestetika potom ovliviiuji specifickou imunitu samotnou nebo prezentaci
antigent, ktera je nutna pro spravnou funkci slozek imunitniho systému. Podle
literatury patfi mezi zmény indukované hypertermii zvySeni imunogenicity nadoru

) a MHC I-mediovana prezentace

cestou indukce exprese hsp70"?, MHC II-
antigentd “?. Nase vysledky, které prokazuji zvyseni podtu aktivovanych monocytii
v primarnim hypertermovaném nadoru, nasledné zvyseni po¢tu CTL a NK bunék ve
slezinach pokusnych zvifat doprovazené stimulaci specifické a pfirozené cytotoxické
aktivity, jsou pFispévkem k poznani mechanismu uc€inku hypertermické [éCby

v kontextu nadorovych onemocnéni. V souladu sjiz prezentovanymi vysledky



predpokladame, Ze hypertermie zvySuje antigenicitu nadorovych bunék, coz vede
k jejich lepSimu rozpoznani monocyty infiltrujicimi nador. Aktivované monocyty potom
zfejmé prezentuji antigeny dalSim subpopulacim imunitniho systému (Th, CTL) a
aktivuji je pro jejich efektorové funkce, coz se v naSem pokusu odrazi ve zvySeném
poCtu NK bunék a CTL ve slezinach a v jejich cytotoxické aktivité. Pokusy in vitro
doplfuji nasi praci o poznatek, ze predchozi kontakt efektorovych bunék s burikami
nadorovymi je zasadni pro udrzeni této odpovédi. Podle nasich znalosti se jedna o
prvni praci, ktera prokazuje systémovou aktivaci imunitniho systému v dusledku

hypertermie lokalné aplikované na nadorové onemocnéni.

6. Zavér

Hypertermie je relativné novou metodou protinddorové 1écby, kterd se pomérné pomalu
dostava do povédomi odborné verejnosti. Tato prace si klade za cil struéné shrnout soucasny
stav techniky a znalosti o této terapeutické modalité. V prvni €asti jsou popsany zakladni
fyzikélni principy ohifevu biologické tkané, stejné jako pfistrojové vybaveni vyvinuté ke
klinickému pouziti hypertermie. Déle prace shrnuje nejnovéjs$i poznatky o mechanismech
ucinku, z nichz je nejvétsi diraz kladen na synergni piisobeni hypertermie a ionizujiciho

zatfeni na urovni buné¢né DNA.

Druhd cast prace se tykd  druhého zakladniho plsobeni hypertermie, tj. jejich
imunostimula¢nich u¢inkti. Jednim z prvnich kroka pii vzniku nadorového onemocnéni je
nedostateéné rozpoznani nadorovych bunék imunitnim systémem. Jednou z pfiCin je
nedostateCna antigenicita nadorovych bunék, dalsi je inhibice aktivace imunitnich bun¢k
nadorem samotnym. Hypertermie ma potencial modulovat imunitni systém, jak prokazali jini
autofi v pokusech in vitro nebo v pozorovénich in vivo. Publikované vysledky maji vSak
rozporuplné zavéry a ukazuje se, ze v pouzivanych modelech hraje roli znacné mnozstvi
faktorti, vCetn¢ konkrétnich bunécénych linii, teplotni expozice, doby provadéni analyzy
(vzhledem k ohievu), pfedchozi aktivace imunitnich buné¢k kontaktem s nddorem. Nejcastéji
uvadénou hypotézou je zvyseni antigenicity nddorovych bunc€k cestou proteinli tepelného
Soku (hsp), s naslednou stimulaci dendritickych bun¢k a NK bun¢k. Dendritické buiiky potom

stimuluji cytotoxické T-lymfocyty specifické pro nadorové antigeny.



Nase prace, podle naSich znalosti, poprvé pouzivd zvifeci model pro priukaz
imunostimula¢nich u€inkt lokalni hypertermie nadorového loziska. Podatilo se nam prokazat
fetézec d&ji, ktery zacind aktivaci monocytii v nddorovém lozisku, nasledné se odrazi ve
zvySeni poc¢tu CTL a NK bunck ve slezinach pokusnych zvifat. Toto zvySeni poctu bunék
bylo doprovazeno zvySeni cytotoxické aktivity téchto bunécnych subpopulaci proti
nespecifickym cilovym buiikdm 1 proti bunkdm maligniho melanomu (ktery byl néddorem
pouzitym v modelu). Lze tedy uvést, Ze lokdlni hypertermie v naSem modelu aktivuje
protinadorovou imunitni reakci u pokusnych zvitat. Praci jsme doplnili pokusy in vitro, které
prokézali souvislost mezi piredchozim kontaktem imunitnich a nadorovych bunék a jejich
aktivaci hypertermii. Pokud tento kontakt nebyl pfitomen, piisobila HT inhibi¢né. Tento
vysledek ukazuje na mozna uskali pokust provadénych in vitro, které tak mohou vést

k faleSnym zavéram.

Nase prace je zamétena na oblast, ktera v soucasné dobé nabyva na vyznamu. S rozvojem
lokalni protinddorové 1écby, zejména chirurgickych metod a radioterapeutickych metod, je
pravdépodobnéjsi likvidace makroskopického nadorového loziska. V soucasné dobé se
k eradikaci subklinické rezidualni choroby pouZziva chemoterapie, se vSemi negativnimi
disledky pro imunitni systém. Hypertermie ma potencial navodit specifickou imunostimulaci
smerovanou na rezidualni naddorové bunky, coz miize vyznamné piispét ke zlepSeni 1écebnych

vysledkd, a to bez destruktivnich nezddoucich G¢inki, které jsou pro soucasnou 1écbu typické.
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