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1. Úvod do problematiky

Nádorová onemocnění jsou stále tíživějším problémem v oblasti veřejného

zdraví. Podle zprávy Mezinárodní agentury pro výzkum rakoviny (IARC) se za

posledních 30 let výskyt nádorových onemocnění zdvojnásobil. Odhaduje se , že

v roce 2008 bylo diagnostikováno více než 12 milionů nových případů

nádorových onemocnění , 7 milionů lidí v důsledku tohoto onemocnění zemřelo, a

dalších 25 milionů lidí žilo s nádorovým onemocněním. P řes zlepšení

onkologické péče a zlepšení dostupnosti léčby narůstá počet onkologických

onemocnění. Na této skutečnosti se podílí trvalý růst a stárnutí světové populace.

Zpráva IARC zdůrazňuje globální „on kologickou krizi“. Problémem i pro bohaté

země je otázka, jak získat dostatek finančních prostředků, aby se všem pacientům

dostalo léčby a aby mohla být poskytována paliativní, podpůrná a terminální péč e

velkému počtu pacientů. Čím dál tím větší důraz je kladen na prevenci vzniku

nádorových onemocnění (bo j s obezitou, kouřením atd.) a také na včasnou

diagnostiku nádoru. V posledních letech byla zavedena řada screeningových

programů. Na začátku roku 2009 zahájilo Ministerstvo zdravotnictví ČR

celorepublikový screeningový program zaměřený na včasný záchyt

kolorektálního karcinomu. Navazuje tak na program pro screening nádorů prsu,

který v České republice úspěšně probíhá od roku 2002, a program pro screening

nádorů hrdla děložního, který byl zahájen v roce 2008.  Neus tále se hledají nové

postupy v léčbě nádorů,  které by zlepšily léčbu a přežití pacientů. V posledních

letech především v oblasti imunoterapie.
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V České republice je ročně onkologické onemocnění diagnostikováno u více

než 67000 pacientů, zemře přes 27000 z nich. S nemocí žije 387 000 lidí. Počet

úmrtí na jednotlivé nádorové onemocnění je znázorněno v tabulce.

Počet úmrtí žen na nádorové onemocnění v ČR za rok 2005

Ženy

Prs 5533

Tlusté střevo a konečník 3236

Děloha a děložní čípek 2742

Plíce 1617

Krev a mízní tkáň 1404

Vaječník 1121

Počet úmrtí mužů na nádorové nemocnění v ČR za rok 2005

Muži

Prostata 4846

Tlusté střevo a konečník 4746

Plíce 4632

Močový měchýř 1180

Ledvina 1821

Krev a mízní tkáň 1602

Počet úmrtí za rok, ÚZIS, 2005
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Úmrtnost (mortalita) na zhoubné novotvary je v České republice mezi

vyspělými zeměmi jedna z nejvyšších, což je dáno i tím, že patříme mezi

onkologicky nejzatíženější popul ace v Evropě [1]. Mezi evropskými zeměmi

přetrvávají dvojnásobné rozdíly v mortalitě a incidenci nádorových onemocnění.

Největší úmrtnost mužů v letech 2000-2004 najdeme v Maďarsku 255,2 úmrtí na

100000 obyvatel za rok, v České republice 215,9/100000, na druhém konci

spektra jsou Švédsko, Finsko, Švýcarsko s přibližně 130 úmrtími na 100000

jedinců. Nejhorší výsledky má ČR v přežití u kolorektálního karcinom u. Tento

fakt je dán skutečností, že více než 50 % pacientů s touto diagnózou je v ČR

diagnostikováno v pokročilém klinickém stadiu a tedy ve stavu , kde je

pravděpodobnost dlouhodobého přežití výr azně snížena. Vysoký podíl pozdě

zachycených nádorů tak snižuje celkové výsledky léčby ve srovnání s řadou

jiných zemí. Ze statistik je zřejmé, že nádorové onemocnění je velkým

problémem dnešní doby a hledáme kromě již osvědčených léčebných postupů

také další možnosti. Dnes standardně používanými léčebnými metodami je léčba

chirurgická, chemoterapie a radioterapie. Léčba jen malé části nádorů je možná

pouze jednou z výše uvedených modalit. K dosažení dobrého léčebného efektu je

nutná kombinace léčebných met od. Ke zlepšení přežití pacienta by mohlo pomoci

zařazení nových postupů, které jsou v dnešní době ve stádiu výzkumu.

Nejúčinnějším způsobem odstranění nádorové tkáně je chirurgická léčba. Na

našem pracovišti, které je centrem pro léčbu dětských nádorů, o perujeme ročně

kolem 100 pacientů s nádorem.
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Nádory operované na klinice dětské chirurgie 200 5-2008

2005 2006 2007 2008
Tumor hrudní stěny 2 6 2 3
Plicní metastáza -
thorakoskopie

6 4 5 2

Plicní metastáza -
resekce plic

3 9 7 5

Nádor žaludku 2 1 1
Nádor tenkého
střeva

1

Nádor tlustého
střeva

3 2

Sakrokokcygeální
teratom

8 5 3 2

Currarinova triáda 1 4
Neurofibrom
mesenteria

1

Desmoid
mesenteria

1

Benigní nádor jater
– resekce

1 1 1

Hepatoblastom 4 5 3 1
Hepatocelulární
karcinom + sarkom

2 2

Fokální nodulární
hyperplázie - FNH

1 2

Hemangiom jater 1
Papilárně cystický
a solidní tumor
pankreatu (PCSTP)

3

Karcinom
pankreatu

1

Neuroblastom 19 16 12 15
Nefroblastom
(Wilms)

8 6 7 7

Tumor močového
měchýře - biopsie

1

Adrenokortikální
nádor nadledviny

5 4 4 2

Lymfangiom
retroperitonea

1 2

Nádor varlete 4 6 4 4
Kožní hemangiom 18 22 11 14
Kožní lymfangiom 8 7 6 5
Pigmentové névy 12 13 15 8
Tumor měkkých
tkání

2 5 4 8

Lipom 9 9 6 3
Sarkom pánve 2
Celkem 115 124 99 93
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Chirurgická léčba má svá omezení. V některých případech není možné nádor

celý odstranit, někdy zůstanou nádorové buňky po odstranění nádoru v hraniční

tkáni. V této fázi onemocnění také ještě nelze detekovat vzdále né metastatické

postižení. Eliminace této tzv. minimální reziduální nemoci (MRN) je pro přežití

pacienta klíčová. K eliminaci MRN se v současné době používá chemoterapie,

radioterapie. V posledních letech se jeví další možností i zavedení imunoterapie.

Zásadní význam imunitního systému v souvislosti s nádorovým bujením je

znám již dlouho. Z historie byla popsána řada případů, kdy došlo k vymizení nebo

alespoň regresi tumoru po proběhlé bakteriální infekci. Vyvolání imunitní reakce

proti bakteriím působilo také na růst nádoru. Tento efekt byl popsán ne jčastěji po

erysipelu. V 19. století popsal Busch po proběhlé infekci erysipelu regresi a

následný relaps lymfomu. Na přelomu 19. a 20. století Fehleisen a Bainbridge

popsali po erysipelu regresi u karcinomu prsu . Problematikou se nejvíce zajímal

na konci 19. století americký chirurg W. Coley, který zaznamenal regresi sarkomu

po proběhlé bakteriální infekci. Po řadě zkušeností vytvořil vlastní sérum, které

bylo kombinací mrtvých bakterií Streptococcus pyogenes a bakterií Serratia

marcescens, a které bylo po něm nazváno Cooleyho toxin. Cooley vyzkoušel svou

metodu na řadě dalších pacientů , než musel s metodou skončit pro drastický

průběh léčby a ne zcela přesvědčivé výs ledky. V roce 1950 byly publikovány

studie, které ukázaly, že inbrední myši mohou být imuni zovány proti nádorům

karcinogeny, a že protilátky vytvořené proti tumoru byly specifické [2].
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V roce 1957 byla formulována Thomasem a Burnetem hypotéza o

protinádorovém imunitním dohledu . Tato hypotéza spočívá v tom, že imunitní

systém včas rozpoznává změněné mutované buňky a odstraní je.

V posledních 30 letech se vlivem obrovského rozvoje imunologie pokouší řada

experimentálních i klinických studií vyvolat imunitní reakci proti nádorům a tím

ovlivnit jejich růst. Principem těchto metod je použití antigen prezentujících

buněk, které hrají velmi významnou úlohu v imunitní reakci a tvoří spojovací

článek mezi nespecifickou a specifickou imunitní reakc í. Po styku s nádorovým

antigenem tento antigen prezentující buňka vystaví na svém povrchu . Existují

postupy, kterými lze v laboratoři připravit z monocytů pacienta obrovské

množství dendritických buněk. Poté, co jsou takto připravené dendritické buňky

„přinuceny“ pohltit a vystavit na svém povrchu nádorové antigeny, je možno je

injikovat zpět pacientovi s nádorovým onemocněním jako jistou formu proti

nádorové vakcíny. Prezentace nádorových antigenů v lymfatických uzlinách by

v optimálních podmínkách vedla ke vzniku protinádorové imunitní reakce, a tím

ke zlepšení prognózy onemocnění. Tento postup je nazýván vakcinací, stejně jako

u infekčních onemocnění, protož e se snažíme po podání antigenu vyvolat

následnou imunitní reakci. Termín vakcinace je spojen s Edwardem Jennerem,

anglickým venkovským lékařem, který si všiml, že dojičky, které prodělaly

kravské neštovice, nikdy neonemocněly pravými neštovicemi. Jennerův postup

byl pojmenován "vakcinace", pocházející ze slova vacca (latinsky kráva).
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1.1 Specifická a nespecifická imunita

V obraně proti nádorům se podílí obě složky imunitního systému, jak systém

specifické (adaptivní) tak i nespecifické (přirozené) imunity. Jednotlivé složky

imunity spolu úzce spolupracují a navzájem se ovlivňují , a regulují buď přímým

kontaktem zprostředkovaným adhezivními molekulami na buněčném povrchu,

nebo rozpustnými mediátory, zejména cytokiny.

Buněčné složky nespecifické imunity (makrofágy, NK buňky, granulocyty) a

nespecifické humorální složky (komplement, antimikrobiální peptidy, cytokiny),

jsou schopny rychlé detekce přítomnosti patogenu v organismu. Jde o systém

vývojově starší. Obranná reakce v případě nespecifické imunity je velmi rychlá,

uniformní, tj. vždy stejná ať už se s antigenem dříve setkali nebo ne. Nespecifická

imunita nemá mechanismy, které by zabezpečily vznik imunologické paměti.

Představiteli specifické buněčné imunity jsou T lymfocyty a specifickou

humorální imunitu zastupují produkty plazmatických buněk - protilátky.

Specifita spočívá v rozpoznání antigenu. Klíčovým mechanismem pro funkci

specifické imunity je proces vzniku specifických receptorů na B a T lymfocytech.

Výsledkem náhodného přeskupování genových se gmentů u genů pro T a B

lymfocyty je existence obrovského množství recep torů s přesně definovanou

specifitou, tedy velká zásobárna antigen specifických lymfocytů. Bohužel

lymfocytů pro určitý antigen je velmi malé množství a tento počet je pro časnou

obranu organismu nedostačující. Nejprve dochází ke klonální expanzi a vytvoře ní

dostatečné populace efektorových buněk.
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Tento proces trvá většinou 4 -7 dní. Při opakovaném setkání s patogenem je

situace odlišná, v organismu jsou vytvořeny paměťové T a B lymfocyty a

sekundární odpověď je mnohem rychlejší. Lymfocyty T se vyvíjejí z lymfoidních

předchůdců z kostní dřeně a dozrávají v thymu (brzlíku).  Dělí se podle funkcí na

několik podskupin. Ty je možné rozlišit pomocí membránových znaků (receptorů )

označovaných jako CD. Podskupina T lymfocytů která má na povrchu re ceptor

CD4 má zejména funkci pomahačů, helperů. Rozpoznává antigen, který předkládá

buňka presentující antigen. Druhá hlavní podskupina T lymfocytů má znak CD 8.

tato subpopulace vykonává funkci  cytotoxickou a supresorovou ( ničí infikované

nebo nádorové buňky a potlačuje imunitní reakci ).

Lymfocyty B mají své označení od slova Bursa, neboť u ptáků  existuje orgán

zvaný Fabriciova bursa, kde lymfocyty dozrávají. Konečným stadiem B

lymfocytů jsou plazmatické buňky, které vytváří protilátky, proti antigenu, kt erý

reakci vyvolal. Povrchové molekuly typické pro B lymfocyty jsou CD 19 a CD20.

Aktivace T a B lymfocytů je poměrně složitý proces, který je pod přísnou

kontrolou. Aktivace nesprávných lymfocytů může mít pro organismus fatální

následky, např. v podobě autoimunitních onemocnění. Během vývoje T a B

lymfocytů je řada autoreaktivních buněk eliminována. Kontrolním mechanismem

je síť regulačních T lymfocytů. D alším klíčovým mechanismem je fakt, že

k aktivaci T lymfocytům nestačí pouze přítomnost antigenu, ale an tigen musí být

předkládán antigen prezentujícími buňkami. Nejúčinějším  představitelem antigen

prezentujících buněk jsou dendritické buňky (DC). Dendritické buňky tedy plní

roli prostředníka mezi systémy nespecifické a specifické imunity . Způsobují, že

může dojít k plnohodnotné imunitní reakci.
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1.2 Nádorové antigeny

Imunitní systém patří k základním homeostatickým mechanismům a jeho

úkolem je chránit organismus před škodlivinami zevního i vnitřního prostředí.

Imunitní systém průběžně ustraňu je staré, poškozené nebo zmutované buňky.

Tyto struktury imunitní systém rozpozná pomocí antigenů. Nejvýznamnějšími

antigeny jsou proteiny a různé komplexní polysacharidy. Nejčastěji jso u antigeny

z vnějšího prostředí, jsou nazývány exoantigeny. Antigeny, které pocházejí z

organismu samotného nazýváme autoantigeny.

Základním předpokladem reakce imunitního systému s nádorovými buňkami je

existence nádorově specific kých antigenů, které by umožnily imunitnímu systému

jejich rozpoznání. Rozlišujeme dvě kateg orie nádorových antigenů . Jednak

antigeny specifické pro nádory (TSA). Mezi tyto antigeny patří proteiny, které se

na normálních buňkách nevyskytují. Například komplexy MHC gp . I. třídy

s abnormálními fragmenty buněčných proteinů, nebo s fragmenty proteinů

onkogenních virů. Druhou kategorií jsou antigeny asociované s nádory (TAA).

Tyto antigeny nejsou výlučně specifické pro nádorové buňky ale nacházejí se i na

některých normálních buňkách. Odlišnost spočívá v kvantitě exprese, nebo v

časové abnormalitě exprese. Tyto antigeny se používají jako pomocné

diagnostické markery. Patří sem onkofetální antigeny například α-fetoprotein

(AFP), karcinoembryonální antigen (CEA), některé melanomové antigeny (AGE -

1, Melan-A), prostatický specifický antigen (PSA) [3].
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1.3 Buňky imunitního systému podílející se na obraně proti nádorům

Pokud je abnormalita nádorových buněk imunitním systémem rozpoznána, na

boji s nádorovými buňkami se podílí v zásadě všechny hlavní imunitní

mechanismy: nespecifické (neutrofilní granulocyty, makrofágy, NK buňky, i

antigenně specifické (protilátky aktivující komplement, Th1, Tc – buňky). Které

konkrétní složky imunitního systému mají vliv na proti nádorovou imunitu se

prokázalo v řadě experimentálních studií.

Zásadní význam v obraně proti nádorům mají T a B lymfocyty. I athymické

myši nejsou zcela imunodeficitní, lze u nich detekovat významné počty

cirkulujících αβ T lymfocytů. Až pokusy na myších bez funkčních genů RAG1 a

RAG2 (RAG-/-), které nemají T a B lymfocyty, se podařilo prokázat, že u těchto

myší se vyvinou indukované nádory rychleji a vzniká také více spontánních

nádorů [4].

Další důležitou složkou v proti nádorové imunitě jsou NK buňky (přirození

zabíječi). Jsou to lymfocyty, které nejsou ani T, ani B. Patří do systém u

nespecifické imunity a významně se podílejí na zabíjení buněk infikovaných viry,

nebo nádorově změněných. Rozpoznávají a ničí zejména ty buňky, které nemají

HLA molekuly. Obsahují perforiny, kterými ničí cílovou buňku. Selektivní

eliminace NK buněk u myš í po podání anti-asialo -GM¹ protilátky, činí myši 3x

vnímavější k chemicky indukovaným tumorům.
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Dalším typem buněk podílejícím se na proti nádorové imunitě jsou NK -T-

lymfocyty. Tyto buňky jsou bohatým zdrojem cytokinů (např. IFN –γ, IL-4) a

mají pravděpodobně důležité regulační funkce. Myši, které nemají NKT buňky

(kmen Jα281 -/-), mají také vyšší incidenci indukovaných tumorů [5-7].

Velký význam v protinádorové imunitě má cytokin IFN –γ, který podporuje

tvorbu antigen – specifických CD4 Th1 buněk a cytotoxických T lymfocytů,

podporuje také aktivaci dendritických buněk a m akrofágů a inhibuje angiogenezi.

Při neutralizaci IFN– γ monoklonálními protilátkami nebo pomocí genetické

manipulace se zvyšuje vnímavost k chemicky indukovaným, i spontánním

tumorům [8].

Indukce specifické protinádorové im unitní odpovědi byla prokázána u celé řady

lidských nádorových buněk, např. maligního melanomu, leukémií, renálního

karcinomu, karcinomu prostaty, ovariálního k arcinomu a dalších [9-13].

Základním předpokladem, aby mohl imunitní systém spustit účinnou reakci proti

nádoru, musí nádorovou buňku nebo specific ký povrchový antigen rozpoznat .

V tom hrají zásadní úlohu fagocytující buňky, zvláště buňky dendritické, které

zpracovávají a prezentují antigen.
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1.4 Dendritické buňky

Dendritické buňky jsou nejúčinnějším představitelem skupiny antigen

prezentujících buněk (APC). Poprvé dendritické buňky popsal Langerhans už

v roce 1968, avšak jako nervové buňky kůže. Jejich pravou funkci obj evily až

Steinman a Cohn, kteří jsou tedy považováni za jejich objevitele. V roce 1973

určili, že se jedná o buňky odlišné od makrofágů, a že se tyto buňky specializují

na stimulaci naivních T lymfocytů. Dendritické buňky jsou zvláštním typem

fagocytujících buněk. Mezi fagocytující buňky ještě patří neutrofilní a eosinofilní

granulocyty, monocyty a jejich tkáňová forma makrofágy. Mezi těmito buňkami

je ale řada rozdílů. Základním rozdílem je, že neutrofilní granulocyty neexprimují

za normálních okolností MH C proteiny II. třídy a nejsou tedy buňkami

prezentujícími antigen. Úlohou dendritických buněk je především zp racování a

předkládání antigenu. Tím aktivují naivní T lymfocyty a tvoří spojnici mezi

nespecifickou a specifickou imunitou. Makrofágy se stávají p lně funkčními až po

aktivaci signály, které jim poskytnou T lymfocyty ve formě cytokinů (TNF, IFN–

γ). Dendritické buňky jsou tedy jako jediné schopny aktivovat naivní T

lymfocyty.

DC vznikají z kmenových buněk v kostní dřeni, odkud jsou již jako nedě lící se

buňky vyplavovány do krevního oběhu. V dendritické buňky se také můžou

diferencovat monocyty. V různých tkáních se buňky odvozené od monocytů

nazývají různými jmény. Langerhansovy buňky v kůži, Kupfferovy buňky

v játrech, alveolární makrofágy v plících, peritoneální makrofágy v dutině břišní,

oligodendroglie v centrálním nervovém systému. Typická morfologie dendritické

buňky je na obr. č.1.
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Obr.č.1 DC ve světelném mikroskopu

Zpracování a prezentace antigenu lymfocytům, je jedním z hlavním kroků

vyvolání specifické imunitní reakce. Při aktivaci dendritických buněk se

produkují cytokiny, které aktivují specifické složky imunity a zároveň

zprostředkují celkovou reakci organismu. Zejména IL 1, IL 6, TNF. Dendritické

buňky se vyskytují téměř ve všech orgánech a tkáních a cestují mezi krví a

lymfou. Dendritické buňky se nevyskytují pouze v mozku, v testes a v corney.

Nejvíce dendritických buněk je v kůži a ve sliznicích dýchacího a trávicího tra ktu.

Možnost získat dostatečné množství DC z periferních monocytů in vitro za

přítomnosti Interleukin – 4 (IL-4) a faktoru stimulujícího kolonie granulocytů a

makrofágů (GM-CSF) umožnila jejich intenzivní studium a během posledních 5

let byl učiněn značný pokrok ve znalostec h o jejich přesné funkci v organismu a

jejich fyziologii [14-17].
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V periferních tkáních se DC vyskytují v tzv. nezralém stavu a na svém povrchu

nemají molekuly nezbytné pro aktivaci T lymfocytů jako např. CD40, CD54,

CD80, CD86 a znaky typické pro zralé DC. V tomto stadiu nestimulují T

lymfocyty, ale pohlcují okolní antigeny [18 ]. V nezralém stavu má dendritická

buňka na svém povrchu soubor antigenů poskytující reprezentativní vzorek látek

přítomných v jejím okolí. Pro efektivní aktivaci T lymfocytů její výbava ovšem

nedostačuje. Práce z poslední doby spíše naznačují, že funkcí nezralé DC in vivo

je indukce specifické tolerance proti vlastním antigenům. DC se tedy významně

podílejí  v zachování tolerance vůči vlastním tkáním. DC průběžně pohlcují

odumřelé molekuly vlastních tkání, fragmenty molekul zpracují a vystaví

v komplexu s MHC proteiny na svém povrchu. T lymfocyty autogeny poznají a

jsou utlumeny nebo reakci vůči antigenu aktivně potlačují, vytváří tzv. regulační

T lymfocyty. Tento mechanismus je pro organismus velmi důležitý. Kdyby

docházelo ke stimulaci imunitní odpovědi i za klidového stavu, značně by se

zvýšilo riziko vzniku autoreaktivních klonů T i B lymfocytů a z toho pramenící

nebezpečí vzniku autoimunitních onemocnění [1 7-19].

Jiná situace nastává, při narušení integrity organismu. Nebezpečí může být

reprezentováno řadou situací. Klasicky jde o přítomnost infekčního patogenu a

nebo velkého množství buněk hynoucích nekrotickou smrtí. Detekce těchto

specifických signálů nastartuje proces maturace dendritické buňky, vedoucí

k výrazné změně fenotypu a funkčních vlastností DC.  Dendritická buňka přestane

pohlcovat okolní antigeny a zpracovává fragmenty,  které ji aktivovaly. Zvýšená

transkripce genů pro hlavní histokompatibilní komplex MHC I . a II. třídy má za

následek vyšší syntézu těchto molekul a jejich zvýšený transport na membránu.

Obrázek DC při označení povrchovou protilátkou proti CD 80 je na obr. č.2.
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Obr. č.2 Typická morfologie DC při značen í povrchovou protilátkou proti CD 80

a pozorování v konfokálním mikroskopu.

Dendritické buňky tvoří komplex MHC molekuly a zpracovaného antigenu

několika způsoby. Pohltí exogenní antigen, který je degradován na polypeptidy

v endozomech a navázán na m olekulu MHC II. třídy, kterou poté prezentuje na

buněčném povrchu.  K cytotoxické reakci prostřednictvím CD 8+T lymfocytů je

nutná prezentace antigenního peptidu na molekule MHC I. třídy. Takto

zpracovaný antigen je endogenního původu a pochází z vlastních buněk

organismu, nebo z intracelulárních parazitů (virů). DC však dokážou na MHC I .

třídy navázat také exogenní antigeny.
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Tento proces nazývaný cross – priming umožňuje primární aktivaci T lymfocytů

s požadovanou antigenní specifitou, například právě v imunoterapii nádorů.

Rozpoznání komplexu MHC – peptid na DC receptorem na T lymfocytech

představuje první signál. Druhým signálem k aktivaci lymfocytů je interakce mezi

koostimulačními molekulami na DC a jejich ligandy na T lymfocytech Při

nedostatečném druhém signálu je indukována anergie T lymfocytů. Během

maturace dochází k přesmyku v expresi chemokinových receptorů a DC se

přesunuje do lymfatických uzlin, kde aktivuje antigen specifické T lymfocyty.

Zralé DC exprimují celou řadu kostimulačních m olekul (CD 80, CD 86),

adhezivních molekul,  cytokinů (např. Il -1, IL-6, TNF, IL-12), které jsou potřebné

pro optimální stimulaci T lymfocytů [1 9,20].

Stejně jako u lymfocytů, tak u dendritických buněk lze rozlišit celou řadu

subpopulací. Hlavní jsou dva základní podtypy. Výše popisované nezralé a zralé

DC jsou označovány jako myeloidní (mDC). Kromě nich existují ještě

morfologicky i funkčně zcela odlišné plazmocytoidní DC (pDC). Název dostali

pro svou podobu připomínající plazmatické buňky, avšak funkčn ě s nimi žádnou

podobu nemají. Pro mDC jsou hlavními růstovými faktory IL4 a GM -CSF a

hlavní funkcí je stimulovat specifické T lymfocyty. Hlavními růstovými faktory

plazmocytoidních buněk jsou CD40L a IL3 a hlavním znakem je exprese

receptoru pro IL3, kterým je CD 123.  Plazmocytoidní dendritické buňky, stejně

jako myeloidní, po stimulaci dozrávají a stimulují specifické T lymfocyty. Avšak

hlavním rozdílem je, že plazmocytoidní dendritické buňky exprimují receptory

nukleových kyselin TLR 7, TLR 9 a po setká ní s viry produkují velké množství

interferonu α.  V současné době není zcela jasné kolik subpopulací dendritickcýh

buněk existuje a jaké jsou mezi nimi vývojové vztahy. Je však již zcela jasné, že

mají zásadní úlohu v indukci imunitní reakce.
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2. Cíle studie

Objevení klíčové role dendritických buněk pro zahájení imunitní reakce

podnítilo úvahy o jejich mož ném využití v klinické medicíně pro specificko-

protinádorovou imunoterapii.

Cílem této studie je vytvořit model terapeutické protinádorové vakcinace pomocí

dendritických buněk na modelu fibrosarkomu. Náš výzkum má několik částí.

V první fázi hledáme způsob pomocí něhož bychom indukovali tumory u

experimentálních zvířat. Tumor bychom indukovali dvěmi způsoby. V první

skupině pomocí kancerogenních látek a v druhé pomocí sarkomové linie.

V druhé fázi bychom připravili protinádorovou vakcínu z monocytů periferní

krve. Chtěli bychom charakterizovat připravenou vakcínu založenou na

dendritických buňkách, které prezentu jí nádorové antigeny a ukázat, že tyto

buňky jsou schopny indukovat protinádorovou imun itní odpověď. Principem je

použití in vitro připravených DC, které prezentují vhodnou formu nádorových

antigenů. Existují postupy, kterými lze v laboratoři připravit z monocytů pacienta

velké množství dendritických buněk. Poté, co jsou takto připravené dendritické

buňky „přinuceny“ pohltit a vystavit na svém povrchu nádorové antigeny,

je možné je aplikovat zpět pacientovi s nádorovým onemocněním jako

protinádorové vakcíny. V naší studii jsme jako antigen použili zabité nádorové

buňky. Ty jsou vhodným zdrojem nádorových antigenů z několika důvodů. Při

použití této strategie nemusíme znát předem specifické nádorové antigeny. Použítí

celých nádorových buněk poskytuje široké spektrum nádorově specif ických

antigenů, specifických pro MHC I. i II. třídy, včetně nádorových antigenů

specifických pro jednotlivé pacienty.
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Předchozí studie ukazují, že DC, které prezentují nádorové antigeny

z pohlcených mrtvých nádorových buněk mohou indukovat nádo rově specifickou

imunitní odpověď in vitro i in vivo.

V závěrečné fázi by proběhla vlastní studie , aplikace dendritických buněk a

sledování ovlivnění růstu tumoru na experimentálním modelu . Prezentace

nádorových antigenů, která by vedla ke vzniku imunitn í reakce, by mohla zlepšit

prognózu nádorových onemocnění.
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3. Materiál a metodika

3.1 Indukce tumoru  Diethylennitrosaminem a Phenobarbitalem

V první fázi experimentu jsme se pokusili indukovat tumor jater pomocí

kancerogenních látek. Použili jsme 15 potkanů (Wistar) vážících kolem 200g

rozdělených do dvou skupin. V první skupině o počtu 10 zvířat jsme tumor

indukovali. V druhé skupině o počtu 5 zvířat jsme tumor neindukovali, s těmito

zvířaty jsme počítali na výrobu vakcíny. Potkani, byli umístěni v klecích

maximálně po třech zvířatech, ve standardizovaných laboratorních podmínkách.

Byly dodrženy stávající předpisy a směrnice pro chov a experimentální používání

zvířat. Experiment byl prováděn se souhlasem etické komis e. Tumor jsme

indukovali pomocí Diethylennitrosaminu (200mg/kg/d), v kombinaci

s podáváním Phenobarbitalu (500ppm/rat). Diethylennitrosamin byl aplikován

jednorázově injekčně intraperitoneálně,  phenobarbital byl zvířatům podáván jako

příměs ve stravě. Indukce trvala 5 měsíců.

3.2 Indukce tumoru pomocí sarkomové linie

Při této indukci jsme použili sarkomové linie imortalizovaných fibroblastů (K2).

Tento model nádorového onemocnění jsme používali ve spolupráci  s Ústavem

molekulární genetiky AV ČR. O značení kultury A 297, NbIII 2A  (5000000 j/ml).
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Fibrosarkomová linie K2 byla kultivována v médiu MEM suplementovaném

10% fetálním bovinním sérem, 2 mM L -glutaminu, 100 U/ml penicilinu a 100

g/ml streptomycinu (Cambrex). Pro buněčné kultury bylo použito médium

RPMI+10%FBS. Aplikovali jsme 0.2 ml  tkáňové kultury, subkutánně. Na tento

experiment jsme použili skupinu 2 0 potkanů Lewis vážících kolem 250g. Nádory

se chovaly velice agresivně, rychle se zvětšovaly, prorůstaly do okolních tkání a

metastazovaly do jater a plic.

3.3 Příprava dendritických buněk

Dendritické buňky byly připraveny z monocytů. Mononukleární buňky periferní

krve byly izolovány na ficolovém gradientu (Amersham Pharmacia Biotech,

Uppsala, Sweden), monocyty izolovány pomocí 2h adherence na povrch

kultivační lahvičky a kultivovány 5 dnů s 250 pg/ml krysího IL -4 a 10 ng/ml GM-

CSF [17]. Nezralé DC byly kultivovány přes noc se zabitými K2 buňkami

v kompletním RPMI médiu v poměru 1:1. Maturace DC byla indukována

řidáním 25 g/ml Poly I:C (Sigma) po dobu 6hod.

3.4 Kvantifikace produkce IL-12

Supernatanty z kultur DC byly sebrány 24h po přidání Poly I:C a uchovány v -

20C do okamžiku analýzy. Concentrace bioaktivní formy IL -12 p70 byly

stanoveny pomocí ELISA kitů (Invitrogen, Carlsbad, CA).
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3.5 Průtoková cytometrie

Pro analýzu fenotypu DC bylo 2× 10 5 buněk inkubováno s protilátkami proti

CD80/B7.1 and CD86 v PBS po dobu 30 min ve 4°C. Následně byla vazba

primárních protilátek detekována pomocí sekundárních protilátek konjugovaných

s FITC (Immunotech, Marseille, France). Značení bylo detekován o na přístroji

FACSCalibur a data analyzována softwarem FlowJo (Treestar, Oregon, USA).

V případě intracelulárního značení byly buňky restimulovány in vitro pomocí

zabitých nádorových buněk v přítomnosti 5 g/ml brefeldinu A (Sigma-Aldrich)

v 37oC po dobu 6h. Buňky byly následně označeny pr otilátkou proti CD8,

fixovány, permeabilizovány pomocí roztoku cytofix -cytoperm (BD Biosciences),

a označeny protilátkou proti IFN -

3.6 Indukce nádorově specifických T lymfocytů in vitro

K2 buňky byly zabity pomocí UV ozáření (312 nm, 10 min). Ne zralé DC byly

po dobu 6h kokultivovány se zabitými nádorovými buňkami v poměru 1:1 a

pohlcení nádorových buněk bylo ověřeno konfokální mikroskopií. DC pulzované

nádorovými buňkami byly následně aktivovány 6h pomocí 25 μg/ml Poly I:C for

6h a použity pro stimulaci T lymfocytů izolovaných ze sleziny. DC pulzované K2

buňkami byly přidány v poměru 1:10. Třetí den byl do buněčné kultury přidán IL -

2 (25 IU/ml). Sedmý den byly T lymfocyty restimulovány DC pulzovanými

nádorovými buňkami a následně byla stanovena fr ekvence nádorově specifických

T lymfocytů, pomocí intracelulárního značení pro IFN  [20].
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3.7 Podání vakcíny založené na DC in vivo

V modelu terapeutické vakcinace jsme injikovali 2x10 6 živých K2 nádorových

buněk subkutánně do pravého boku. Po třech týdnech, když byly rostoucí nádory

palpačně zjistitelné byly krysy imunizovány 5x10 5 zralých DC, které byly

pulzovány zabitými K2 buňkami. DC byly injikovány s.c. do okolí nádoru. Růst

nádoru byl monitorován kaliperem každý druhý den. V každé experimentální

skupině bylo zařazeno pět zvířat.

3.8 Statistická analýza

Pro protektivní vakcinaci byly sestrojeny křivky přežití podle Kaplana a Meiera.

Pro porovnání experimentálních skupin byl pou žit Man-Whitney test.
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4. Výsledky

Indukce tumoru pomocí kancerogenních látek Diethylennitrosaminu a

Phenobarbitalu byla málo úspěšná, protože se nám podařilo vyvolat kancerogenní

efekt pouze u malé části zvířat. Dle odborných prací se pomocí diaminobenzidinu

nebo nitrosaminu podaří průměrně u 80% krmených zvířat tumor indukovat [21-

30], v našem případě jsme tak úspěšní nebyli a kancerogenní efekt jsme

zaznamenali pouze ve 20 %. Používali jsme Diethylennitrosamin

(200mikrogramů/kg a l den), v kombinaci s podáváním Phenobarbitalu

(500ppm/rat).

První studii jsme provedli na 10 potkanech (Wistar). Indukce trvala 5 měsíců.

Histologicky byly přítomny ve 20% kancerogenní změny v játrech, v 10% atypie

bez nádorových buněk, v 10% steatosa, v 10 % chronické fibrotické změny.

Bohužel jsme dosáhli pouze malé úspěšnosti v indukci tumoru. Nádory vzniklé

přímo na zvířeti působením kancerogenu, by se více podobaly nádorům u  našich

pacientů, než nádory indukované již připravenou nádorovou linií. Tento model by

měl větší přínos v hodnocení výsledků léčby pomocí dendritických buněk.

Bohužel doba indukce byla dlouhá a tumor se nám nepodařilo u většiny zvířat

indukovat.  Proto jsme se rozhodli použít k indukci tumoru sarkomovou linii

fibrobastů (K2). Systémové a intrahepatální podání suspenze nádorový ch buněk

vedlo k rychlému růstu nádoru, tvorbě metastáz a následně ke smrti během l

měsíce. Plicní metastatická ložiska a původní nádor v játrech u jednoho

experimentálního zvířete jsou znázorněna na obrázku (Obr. 3).
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Obr.3a. Pitevní nález po aplikaci nádorových buněk intrahepatálně. Patrno
je původní ložisko v játrech a plicní metastázy.

Obr.3b. Plicní metastáza po aplikaci nádorových buněk intrahepatálně.
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Pro experimenty s aplikací dendritických buněk jsme zv olili subkutánní podání,

při kterém byl růst nádorů pomalejší, nedocházelo k rychlé tvorbě metastáz a

velikost nádorů bylo možno objektivně měřit (Obr. 4).

Histologicky se jednalo o vysoce maligní sarkom, morfologicky blíže neurčený.

Nádor byl značně buněčný, tvořený oválnými až vřetenitými buňkami, místy

strukturalizovanými v proudech, ložiskově s náznaky epiteloidní koheze.

Obr.4a. Lokalizovaný růst nádoru po subkutánním podání nádorových buněk.
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Obr.4b. Lokalizovaný růst nádoru po subkutánním podání nádorových buněk.
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4.1 Příprava zralých DC, které fagocytovaly zabité buňky fibrosarkomové

linie

Nejdříve jsme z monocytů periferní krve připravili nezralé DC. Během pěti dnů

kultivace monocytů v přítomnosti krysího IL-4 a GM-CSF došlo k diferenciaci

buněk s typickou morfologií nezralých DC (Obrázek 5 A). Následně jsme testovali

schopnost nezralých DC projít aktivací po stimulaci bakterálním LPS nebo

syntetickým analogem virové RNA, Poly (I:C). Po 24 h stimulace nezralých DC

těmito látkami jsme detekovali výrazné zvýšení exprese kostimulačních molekul

(CD80, CD86) a molekul spojených s prezentací antigenů, např. MHC molekul II.

třídy (Obrázek 5B). DC stimulované Poly (I:C) a LPS také produkovaly vysoké

množství aktivní formy Th1 polarizační ho cytokinu IL-12 p70 (Obrázek 5C).
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Obr. 5. Charakteristiky dendritických buněk použitých pro protinádorovou

vakcinaci. Nezralé DC byly připraveny v RPMI+10% FBS medium a aktivovány

pomocí Poly I:C 24h.

A. Morfologie nezralých DC.

B. Fenotyp nezralých DC (šedivě) a DC aktivovaných 24h pomocí Poly I:C nebo

LPS (černě).

C. Produkce cytokinů aktivovanými DC po stimulaci Poly I:C a LPS.
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Aby mohly být použity v nádorové imunoterapii, musí zralé DC prezentovat

nádorové antigeny. V naší studii jsme jako zdroj nádorových antigenů použili

mrtvé nádorové buňky. Testovali jsme tedy, zda nezralé DC fagocytují zabité

nádorové buňky linie fibrosarkomu K2. Nezralé dendriti cké buňky rychle

fagocytovaly K2 buňky zabité UVA ozářením, což bylo dokumentováno

průtokovou cytometrií (Obrázek 6A). Zralé DC, které fagocytovaly zabité K2

buňky byly následně použity jako antigen prezentující buňky pro aktivaci

nádorově specifických T lymfocytů v in vitro experimentech.

Po dvou týdnech stimulace autologních splenocytů dendritickými buňkami,

které fagocytovaly K2 buňky jsme detekovali signifikantní zvýšení nádorově

specifických T lymfocytů, především CD8 cytotoxických T lymfocytů. Nez ralé

DC nádorově specifické T lymfoc yty nestimulovaly (Obrázek 6B).
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DC pohlcují zabité buňky K2 fibrosarkomu a induku jí nádorově specifickou
T buněčnou odpověď in vitro.

Obr. 6a. Fagocytoza zabitých K2 buněk nezralými DC. Internalizace

nádorových buněk byla potvrzena průtokovou cytometrií. Zabité nádorové buňky

byly označeny PKH26 a kokultivovány s nezralými DC označenými pro tilátkou

proti MHC II. třídy. Pokus s EDTA znázorňuje negativní kontrolu ( EDTA blokuje

fagocytární mechanismy).
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Obr. 6.b. In vitro expanze T lymfocytů specifických pro K2 fibrosarkomové

buňky. Nezralé DC byly pulzovány K2 buňkami a aktivovány pomocí Poly I:C.

Následně byly použity pro stimulaci autologních T lymfocytů. Po 7 dnech byla

analyzována frekvence nádorově specifických T lymfocytů pomocí

intracelulárního značení na IFN 
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4.2 In vivo protinádorová imunoterapie v modelu terapeutické vakcinace

Poté, co jsme dokázali, že zralé D C, které prezentují nádorové antigeny mohou

indukovat nádorově specifické T lymfocyty, jsme testovali účinnost vakci nace

DC na experimentálním živém modelu . Náš model terapeutické vakcinace

srovnáváme s již známým a osvědčeným modelem preventivní vakcinace , který

proběhl v předchozích pokusech. V modelu preventivní vakcinace byly krysy

nejprve očkovány vakcínou založenou na podání zralých DC, které pohltily mrtvé

nádorové buňky. Po dvou týdnech byly injikovány živé nádorové buňky.

V případě vakcinace terapeutické byly krysy očkovány DC vakcínou 3 týdny

poté, co jim byly injikovány živé K2 buňky. Očkování tedy pro běhlo až poté, co

byly nádory ustanoveny. Jak znázorňuje obrázek č. 7 A, krysy očkovány

preventivně byly zcela chráněny proti růstu živých nádorových buněk. Vakcinace

DC, které neprezentova ly nádorové antigeny, nebo samotnými zabitými

nádorovými buňkami neměla protektivní efekt. Na druhé straně, podání DC

vakcíny v modelu terapeutického očkování k regresi nádoru nevedla. Podání DC

vakcíny v terapeutických podmínkách přechodně zpomalilo kinetiku růstu nádorů,

ale efekt byl pouze přechodný. Nádory poté začaly opět progresivně r ůst a zvířata

nakonec podlehla (obr. 7B).
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Obr. 7. Efekt protinádorové vakcinace zralý mi DC pulzovanými buňkami

K2 fibrosarkomu na vznik a růst nádoru.

A. V modelu preventivní vakcinace bylo injikováno 5x10 5 zralých DC s.c., které

byly pulzovány zabitými nádorovými buňkami. Po sedmi dnech byly subkutánně

injikovány živé nádorové buňky. Přítomnost nádoru byla kontrolována každý

druhý den a byly sestrojeny křivky přežití podle Kaplan -Meiera.

B. V modelu terapeutické vakcinace jsme injikovali 2x10 6 živých K2 nádorových

buněk subkutánně do pravého boku. Po třech týdnech, když byly rostoucí n ádory

palpačně zjistitelné byly krysy imunizovány 5x1 05 zralých DC, které byly

pulzovány zabitými K2 buňkami. DC byly injikovány do okolí nádoru. V každé

experimentální skupině bylo zařazeno pět zvířat. Růst nádoru byl měřen

kaliperem každý druhý den.
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5. Diskuze

Jednou ze základních funkcí imunitního systému je chránit organismus před

změněnými mutovanými buňkami. V klinické praxi jsme se setkali se spontánní

resorpcí nekompletně odstraněného lipoblastomu, nebo v evoluci liposarkomu

v lipoblastom nebo ve vyzrálý lipom [ 31,32]. V těchto případech je vliv

imunitního systému zřejmý. Imunitní systém hraje zásadní roli v kontrole rozvoje

nádoru, což potvrzují výsledky studií s imudeficitními myši.  V experimentu také

proběhla řada úspěšných pokusů na z vířatech, kdy se pomocí indukované

imunitní reakce podařilo ovlivnit růst tumoru, ale do klinické praxe se tyto

úspěšné postupy v rámci protinádorové imunoterapie ve v ětší míře převést

nepodařilo [33-38].

Z počátku protinádorové imunoterapie se používa li pacientovy buňky, které se

kultivovaly in vitro za přítomnosti vysokých dávek interleukinu 2, který zvyšuje

cytotoxicitu. Takto připravené buňky vykazovaly in vitro značnou schopnost

zabíjet nádorové linie. Tyto buňky (zabíječi) byly podávány u některých typů

nádorů např. zhoubného nádoru ledviny, maligního melanomu. Velké klinické

studie rozdíl mezi pacienty léčenými infuzemi zabíječů a ostatními pacienty

neprokázaly. Další fází použití imunoterapie se zaměřilo na možnost aktivovat a

pomnožit lymfocyty, které pronikly přímo do nádoru a dalo se přepokládat, že

mezi nimi budou specifické protinádorové lymfocyty. Výsledky nebyly

přesvědčivé, náklady vysoké a tak se koncem 80 let od tohoto způsobu léčby také

postupně ustoupilo.
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Nadějné výsledky přinesli studie s dendritickými buňkami. Po objevu, že lze

získat z monocytů velké množství dendritických buněk, které se in vitro několik

dní kultivovaly a dalo se s nimi dále pracovat byl zlo movým okamžikem.

Dendritické buňky byly in vitro stimulovány nádorovými buňkami které pohltily,

poté byly vpraveny zpět do organismu a u myší vyvolaly ústup nádoru. Proběhlo

několik studií, kde byl dokázán v experimentu na zvířatech ústup nádoru. Včetně

studií preventivní vakcinace, kdy nejdříve jsou vpraveny do org anismu

dendritické buňky které prezentují nádorový antigen, a později jsou zvířata proti

vzniku nádoru imunní [39-41]. Brzy po objevu byly zahájeny klinické studie .

Především u pacientů s melanomem, karcinomem ledviny, prostaty a ně kterými

lymfomy, ale většinou v pokročilém stadiu onemocnění .

Jedním z prvních, kdo provedl klinickou studii s dendritickými buňkami u

nádorů, byl Hsu a kol.. Léčil pacienty s maligním B lymfomem po neúspěšné

klasické terapii. Podával vakcíny dendritických b uněk s antigenem, kterým byl

imunglobulin z monoklonálních B lymfocytů. Tolerance léčby byla dobrá, byla

zaznamenána regrese nádoru a byly prokázány antiidiotypové T lymfocyty,

svědčící o vyvolané imunitní reakci [42]. Klinickou studii s B lymfomy udělal

také Fong a kol.. Vakcína byla podána celkem u 4 pacientů nichž 2 měli

kompletní remisi více než 3 roky [43]. Několik studií proběhlo s melanonem.

Tento nádor patří k lidským karcinomům s nejvyšší úmrtností. Neodpovídá na

konvenční terapii, ale tyto nádory vyvolávají imunitní reakci a měly by tudíž být

vhodné pro imunoterapii. Zpočátku byly dendritické buňky stimulovány surovým

extraktem z melaninů. Tento extrakt obsahoval nedefinovanou směs antigenů.

Později díky tomu, že se izolovaly typické nádorové antigeny melanomů (Mage -

1, Mage -3, Melan A, antigen gp100) se dendritické buňky aktivovaly in vitro

s jedním z melanomových peptidů. Nestle a kol. celkem podali dendritické buňky

kultivované s melanomem celkem 16 pacientům [44] .
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Klinický efekt regrese nádoru byla po zorována u 5 pacientů, z toho u dvou

přetrvával více než rok. Studii s velkým počtem 31 pacientů provedl Rosenberg a

spol. z Národního ústavu rakoviny v americké Bethesdě. Antigenem byl peptid gp

100, jehož imunogenita se zvýšila molekulovou manipulací a i munitní odpověď

zvyšoval přidáním IL 2. U 16% pacientů byl zaznamenám klinický efekt [45] .

V posledních několika letech se imunoterapie vakcíny z dendritických buněk

začala používat u pokročilé rakoviny prostaty . Bylo prokázáno, že léčba

prodlužuje přežití a zlepšuje kvalitu života u pacientů s metastatickým

onemocněním. Buňky karcinomu prostaty produkují bílkovinu označovanou jako

prostatický specifický antigen PSA, tento a ntigen je základem vakcíny. Po

obdržení očkovací látky, byl y u 42% pacientů zaznamenány anti-PSA protilátky.

T buněčná odpověď byla detekována u 71% pacientů. 57 procent pacientů přežilo

déle, než se předpokládalo . Nejdelší přežití byl 71 měsíců - téměř šest let [46].

Renální karcinom je další možnou volbou pro léčbu pomocí imunoterapie,

protože efekt standardní chemoterapie je malý. V Bostonu proběhla studie

vakcinací pomocí dendritických buněk u 23 pacientů ( 13 pacientů mělo renální

karcinom a 10 pacientů mělo t umor prsu). U 5 pacientů s renálním karcinomem

byla zaznamenána stabilizace onemocnění od 3 -9 měsíců a u 2 pacientek

s tumorem prsu dokonce regrese onemocnění [47]. Ačkoli podávání

protinádorových vakcín ve většině případů vedlo k indukci detekovatelné

protinádorové imunitní odpovědi, efekt na klinický průběh onemocnění byl

omezený. [48]

Účinnost protinádorové imunity je bohužel v praxi zatím menší než se původně

předpokládalo. Imunitní systém má obrovskou účinnost v ochranně proti infekci

bakteriální nebo virové, ale proti nádorům tento efekt není dostatečně účinný.

Proč tedy v klinické praxi není zatím imunotera pie tak účinná jak bychom si

představovali?
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Nádorové buňky vznikají z vlastních buněk organismu a nejsou tedy imunitním

systémem vnímány jako cizí.  Imunitní reakce vyvolávají dobře nádory, které jsou

v experimentu vyvolány na zvířatech pomocí chemických látek nebo z

exogenních nádorových buněk. Z lidským nádorů je nejvíce imunogenní maligní

melanom.

Předpokládá se, že imunitní systém má zásadní vliv a účinnost v době, kdy

dochází k maligní transformaci buněk v nádorové, a pokud imunitní systém tyto

buňky rozpozná, tak je včas zničí. Tento tzv. imunitní dohled je účinný, protože

se jedná o stadium s minimálním počtem nádorových buněk, na rozdíl od

pokročilého procesu kdy nádorových buněk je obrovské množství. Například

nádor pouze o velikosti jednoho milimetru má už kolem milionu buněk, nádor o

velikosti 1 cm obsahuje ko lem 1 miliardy nádorových buněk , které již unikly

imunitnímu dohledu. Na zničení takového množství nádorových buněk by bylo

zapotřebí obrovské množství imunitních buněk. Zajistit takovou koncentraci

v nádoru, je složité jak pro přirozenou imunitu, tak i pro léčebné metody. Jedinou

nadějí je zmenšení nádorové masy chiru rgicky nebo pomocí chemoterapie a

radioterapie. Kromě vzniku obrovského množství nádorových buněk je další

příčinou nefunkčnosti imunitního systému proti nádorům to, že nádory mají různé

mechanismy, jak uniknout  imunitnímu systému. Především to je značná

variabilita nádorových buněk, vznik mutantních forem, které stále dále unikají

imunitnímu systému. V průběhu imunitního tlaku dochází ke klonální selekci.

Nádorové buňky mají mechanismy jak vytvořit toleranci, aby imunitní systém

nereagoval, a nádorové buňky pro něj byly „neviditelné“. Toho můžou docílit

například nízkou hustotou exprese nádorových antigenů. Další možností jak

uniknout imunitnímu dohledu je produkce faktorů inaktivujících T lymfocyty

nebo jiné cytokiny s inhibičním účinkem např TGF – β, nebo IL 10.
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Některé nádorové buňky exprimují na svém povrchu stejný protein Fas-ligand

(FasL),  jako se nachází na povrchu Tc lymfocytů. Fas L se váže na apoptotický

receptor Fas (CD 95), který je přítomný na povrchu řady buněk a způsobuje jejich

apoptotickou smrt. Faktory produkované některými nádory přímo inhibují funkce

dendritických buněk. Patří mezi ně oxid dusnatý, který indukuje apoptozu DC, IL

10, TGF – β inhibující zrání DC. Další příčinou je, že nádorové buňky nefungují

jako profesionální APC, protože na povrchu nemají kostimulační molekuly CD

80, CD86. Prekurzory Tc a Th , které antigen rozeznají, jsou utlumeny. Imunitní

systém považuje nádory za vlastní tkáně a chrání je před imunitním působením

prostřednictvým tlumivých regulačních T lymfocytů. Po odstranění těchto buněk

se zvyšuje účinnost imunitního systému proti nádorům, ale je to spojeno s rizikem

autoimunitního onemocnění. V některých případech působí proti nádorové

protilátky dokonce na stimulaci růstových receptorů nádoru a parad oxně urychlují

růst tumoru [3]. Nádory mají tedy celou řadu způsobů, jak vyhnout imunitě a zdá

se že se jim to zatím daří a jsou před vědou o krok vepředu.

Oponenti proti nádorové vakcinace tedy často tvrdí, že nadějné výsledky ze

zvířecích modelů se nepodařilo převést do klinické praxe. To je ovšem velmi

nepřesné a zjednodušující tvrzení. Existuje zcela zásadní rozdíl mezi účinnými

vakcínami u zvířecích modelů a klinickými studiemi, které byly provedeny u lidí.

Úspěšné vakcíny byly u zvířecích modelů tes továny v modelech preventivní

vakcinace. Naproti tomu klinické studie testující účinnost protinádorové

imunoterapie u pacientů s nádorovým onemocněním byly vždy testovány na

pacientech, kteří trpěli pokročilým onemocněním, často ve stádiu metastáz, a kteří

byli přeléčeni intenzivní chemoterapii. Neúčinnost protinádorové imunoterapie u

těchto těžce imunosuprimovaných pacientů není vůbec překvapivá [49,50].

V naší studii jsme testovali účinnost protinádorové vakcinace pomocí DC

v modelu terapeutické vakcinace.
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Použili jsme již dříve popsaný protokol založený na přípravě zralých DC, které

prezentují nádorové antigeny ze zabi tých nádorových buněk [51]. Podávali jsme

zralé DC, které jediné dokáží aktivovat naivní T lymfocyty. Při terapeutické

vakcinaci vedlo podání DC vakcíny pouze k přechodnému zpomalení progrese již

rostoucího nádoru, ale ne k úplné eradikaci nádorové tkáně.

Současný náhled na vztah mezi imunitním systémem a buňkou v procesu

nádorové transformace byl formulován prof. R. Schreiber em v teorii

protinádorového dohledu: “Cancer immunosurveillance and immunoediting

hypothesis”. Navrhuje rozlišovat tři stádia v průběhu progrese nádorového

onemocnění, stádium eliminace, ekvilibria a úniku nádoru imunitnímu dohledu.

[52,53]. Pro existenci tohoto modelu svědčí nyní řada experimentálních prací.

[54]. Nejčastěji je buňka v počátcích procesu nádorové transformace rozpoznána

imunitním systémem a eliminována. Nedojde -li k eliminaci, může nádorová

buňka indukovat imunitní reakci, která sice neved e k úplné eliminaci nádorových

buněk, ale brání jejich nekontrolovanému růstu. Proces může opět vyústit

v eliminaci nádorových buněk, nebo v dlouhotrvající stav dynamické rovnováhy,

který v klinice nejspíše odpovídá preneoplastickým stavům. V případě, že

onemocnění progreduje do další fáze nádorové buňky pod selekčním tlakem

imunitního systému vyvíjí mechanismy, které jim dovolí unikat imunitní reakci.

Vzrůstající genetická nestabilita a plasticita nádorových buněk vede ke vzniku

variant, které mají nižší imunogenicitu a disponují mechanismy, které nakonec

vedou k úniku nádorové populace imunitní reakci. Nádorové buňky například

často produkují faktory, které účinně inhibují protinádorovou imunitní odpověď,

jako například TGF-β a IL-10. Produkce těchto faktorů navíc vede k indukci

supresivních populací T lymfocytů, především regulačních FoxP3+ regulačních T

lymfocytů [55-57].
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Z této modifikované teorie protinádorového dohledu vyplývá, že největší profit

z protinádorové imunoterapie by měli mít paci enti ve fázi ekvilibria, zatímco

pacienti s pokročilým nádorovým onemocnění (fáze úniku) by imunoterapie

neměla hrát zásadní roli, protože nádorové buňky již unikly dohledu imunitního

systému. Většina pacientů s nádorovým onemocněním je ale diagnostikována

v pokročilých stádiích a je proto nutné hledat účinné strategie protinádorové

imunoterapie i pro tuto kohortu. Cílem protinádorové imunoterapie u těchto

pacientů nemusí být úplná eradikace nádorových buněk, ale pouze návrat ze

stádia úniku zpět do stádia dynamické rovnováhy. To by umožnilo opětovnou

kontrolu růstu nádorových buněk specifickou imunitní reakcí. Aby tedy měla

protinádorová imunoterapie naději na úspěch mělo by před jejím zahájením dojít

k redukci nádorové masy pomocí jiných terapeutických mod alit (chirurgií,

chemoterapií nebo radioterapií) a k neutralizaci nádorem produkovaných

imunosupresivních faktorů. Pouhá resekce nádorové masy vedla k eliminaci

nádorem indukované imunosuprese na modelu metastazujícího karcinomu prsu.

Navíc bylo nedávno popsáno, že některá cytostatika indukují imunogenní

buněčnou smrt, která je charakterizována translokací proteinů teplotního šoku

z endoplazmatického retikula na povrch buněk [58-60]. Nádorové buňky zabité

těmito léčivy aktivují dendritické buňky a indukují protinádorovou imunitní

reakci. Pilotní studie také prokázaly, že aktivní protinádorová imunoterapie může

být v synergii s následnou chemoterapií. Dvě klinické studie, u pacientů

s malobuněčným karcinomem plic a pacientů s glioblastoma multiforme,

prokázaly vyšší účinnost chemoterapie po předchozí aktivní imunoterapii pomocí

DC vakcinace [61-63].
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6. Použití imunoterapie v klinické praxi

U detekovatelného nádoru, který unikl mechanismům imunitní obrany, jsou

možnosti imunoterapie omezené a léčba spočívá ve zpomalení růstu nádoru, úplné

vyléčení je vyjímečné.

V současné době se v rámci imunoterapie v praxi úspěšně aplikují protilátky

proti konkrétním antigenům. Tato pasivní imunoterapie spočívá v přípravě

monoklonální protilátky proti nádorovému antigenu. Protilátky se naváží na

receptory nádorových buněk a přilákají buňky imunitního systému. Protilátky se

používají u nádoru tlustého střeva, preparát se nazývá Edrekolomab, u nádorů

lymfatické tkáně se používá preparát Rituximab, u nádorů prsu Trastuzumab.

Použítí dendritických buněk ve formě vakcín, je zatím ve fázi klinických studií.

V posledních letech znalosti o funkci imunitního systému a dendritických

buňkách rychle rostou, přesto mnoho otázek ještě zůstává nejasných. Pochopení

imunobiologie DC buněk umožní terapeutickou manipulaci tímto systémem a

zvětšení významu imunitní reakce v boji proti nádorům.

Vzhledem k možnosti vyvinutí cílené vakcíny proti tumorosnímu antigenu, se

jeví možností podání vakcíny u rizikových pacientů, u kt erých vyvinutí nádoru

teprve předpokládáme. Tímto směrem se asi v nejbližší době imunologická léčba

nádorů bude vyvíjet, tzv. primární prevence .

Imunitní systém má schopnost pamatovat si antigen po dekády, někdy i celý

život. Výzkum těchto možností imu nitního systému a možnost specifické imunitní

odpovědi vedlo k obrovskému úspěchu vakcinačního programu proti infekčním

nemocem a reprezentuje nejpůsobivější triumf moderní medicíny a imunologie.
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Průměrná délka života se ještě na počátku 20 . století pohybovala kolem 30 let.

Imunizace je již dávno uznávána jako jednoduchá, bezpečná a efektivní cesta

ochrany dětí i dospělých proti řadě infekčních nemocí. Proč by se tedy stejného

úspěchu nemohlo docílit i při vakcin aci proti nádorovým onemocněním? Na

experimentálních modelech byl tento způsob již mnohokrát ověřen .

V současnosti začalo úspěšné očkování proti virům způsobujícím nádorové

onemocnění. Výsledky v očkování proti virům hepatitidy B, která je spojená

s výskytem karcinomu jater ukazují s nížení počtu nových onemocnění [64-66].

Velmi úspěšné je očkování proti karcinomu čípku u žen. Vakcinace proti HPV

ukazuje úspěšnost 100% [67,68]. Je velká naděje, že stejný úspěch jako přináší

vakcinace proti infekcím, může přinést vakcinace proti nádorům . Poznávání

imunitního systému společně s rozvojem laboratorních technik a identifikace

nádorových antigenů dnes dovolují manipulaci s komponenty imunitního systému

in vitro. Je tedy nutné najít včas pacienty , u kterých by se nádor vyvinul a podat

jim preventivně nádorovou vakcínu . Do této skupiny zapadají pacienti především

s hereditárními nádorovými syndromy, jako například pacienti v jejíchž rodinách

je kolorektální karcinom, nebo ženy s BRCA mutací.

Sekundární prevence by mohla být použita u pacientů s preneoplastickými

lézemi. Pacienti, kteří mají podle teorie editace nádoru ustanovenou rovnováhu

mezi aktivní imunitní odpovědí a vymezenou populací nád orových buněk. U

těchto pacientů by vakcinace mohla bránit v progresi v maligní tumor. To jsou

pacienti například s polypy kolon, orální leukoplakií, cer vikální intraepitální

neoplasií nebo monoklonální gammapathií. Nejvíce prostudovanou preneoplasií je

monoklonání gammapathie nejasného významu (monoclonal gammopathy of

unknown significance, MGUS). Studium MGUS je technicky jednodušší než

studium solidních nádorů, protože nádorové buňky i buňky imunitního systému

mohou být poměrně jednoduše izolovány z kostní dřeně.
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Pacienti s MGUS mají v kostní dřeni klonální expanzi plazmatických buněk,

které jsou podle všech parametrů (cytogenetika, fenotyp) téměř totožné

s nádorovými buňkami u mnohočetného myelomu (MM). Zatímco MM je ovšem

onemocnění s velmi špatnou prognózou a bez léčby zcela infaustní, pacienti

s MGUS zpravidla zůstávají klinicky stabilní p o mnoho let, bez rozvoje MM .

Bylo zjištěno, že pacienti s MGUS mají v kostní dřeni i v periferní krvi

lymfocyty, které jsou schopny rozpoznávat autologní nádorové buňky a reagovat

produkcí IFNγ. U MM takové buňky detekovat nelze [69-71].

Terciální prevence by byla vhodná pro pacienty s nádory, které byly odstraněny

dnes klasickými metodami, chirurgickou léčbou, chemoterapií, nebo radioterapií .

V organismu však ještě přetrvávají nádorové buňky, ať už v místě původního

nádoru, v hraniční tkání, nebo, jsou přítomny vzdálené mikroskopické metastázy.

Vakcinace v těchto případech by byla ve formě adjuvantní terapie. Tato tzv .

minimální reziduální nemoc je v současné době díky vývoji v laboratorních

technikách možná detekcí specifických molekulárních markerů (ch romozomální

translokace, T cell receptory, imunogobuliny u leukemií) .

Účinnost dendritických buněk je v současné době ověřována řadou klinických

studií. První studie na experimentálních modelech byl y velmi povzbudivé a

zařadili tento typ imunoterapie m ezi nejperspektivnější postupy v současné době.

Výhodou použití vakcín připravených z dendritických buněk je možné použití pro

různé typy nádorů, neboť jde o stimulaci vlastního imunitního systému vůči

nádorovým buňkám.

Imunologie je jedním z nejrychleji se rozvíjejících oborů. Jestli bylo 19. století

nazýváno stoletím páry, 20. století stoletím antibiotik, tak 21. století se jednou

možná bude nazývat stoletím imunoterapeutik. Uvidíme, jaké nové poznatky

nejbližší roky přinesou a kam se bude dále imunol ogie ubírat.
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Na klinice imunologie ve FN Motol , s jejíchž pomocí jsme provedli naší studii,

se dlouhodobě úspěšně zabývají výzkumem v oblasti imunoterapie pomocí

dendritických buněk. Nyní se podařilo vybudovat technické zázemí nezbytné dle

současné legislativy pro výrobu vakcín (tzv. superčisté prostory). Tuto laboratoř

certifikoval Státní ústav pro kontrolu léčiv k výrobě léčivých přípravků s

mezinárodní platností. Nyní probíhá klinické zkoušení protinádorové vakcíny

založené na dendritických buňkách u pacientek s karcinomem ovaria a u pacientů

s karcinomem prostaty.
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7. Závěr

V naší práci se nám podařilo indukovat tumor na experimentálním modelu

pomocí sarkomové linie imortalizovaných fibroblastů (K2). Indukce by la úspěšná

ve 100 %. Indukce tumoru pomocí kancerogenních látek Diethylennitrosaminu a

Phenobarbitalu se ukázala pro náš experiment nevhodná pro délku indukce a

především proto, že se nám tumor podařilo indukovat pouze u malé části zvířat.

V in vitro experimentech se nám podařilo prokázat, že zralé DC , fagocytují

zabité K2 buňky a následně aktivují specifické T lymfocyty .

Poté, co jsme dokázali, že zralé DC, které prezentují nádorové antigeny mohou

indukovat nádorově specifické T lymfocyty, jsme testov ali účinnost vakcinace

DC na experimentálním živém modelu .

Při našem pokusu na experimentálním modelu se nám podařilo po aplikac i

dendritických buněk prokázat zpomalení růstu tumoru. Nepodařilo se nám tumor

zcela eliminovat a po určitém období, kdy do šlo ke zpomalení růstu nádoru,

nastala opět progrese [72,73].

I přes značnou rozdílnost v imunitě myší a lidské experimentální údaje ukazují ,

že antitumorozní sekundární vakcinace může částečně bránit v progresi tumoru.

Protinádorová imunoterapie by měla být zahájena u pacientů, u kterých byla nálož

nádorových buněk zredukována předchozí terapií. Racionální kombinace

protinádorové imunoterapie, chirurgie a chemoterapie by mohla zlepši t prognózu

pacientů s nádorovým onemocněním.

V současné době nejsou možnosti imunoterapie na takové úrovni, aby se nádor

dal zcela vyléčit. Současná imunoterapie může dosáhnout pouze u části pacientů

ústup nádorového onemocnění a to na pouze krátkou dobu . Není na místě

nekritický optimismus, zvlášť v informování pacientů o možnosti léčby. Příští

roky však nepochybně přinesou další objevy v patofyziologii dendritických buněk

a v imunitní reakci proti nádorům.
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Již dnes je zřejmé, že imunita hraje významnou roli a výzkum tímto směrem

může dát v budoucnu pacientům šanci na vyléčení. Největším příslibem do

budoucna se jeví primární vakcinace tedy preventivní, která může rozvoji

onemocnění zcela zabránit. Imunologové, onkologové a chirurgové by měli

spolupracovat na tvorbě terapeutických protokolů, ve kterých budou

kombinovány jednotlivé terapeutické modality a navrhnout optimální časové

schéma takových protokolů. Zařazení moderních strategií protinádorové

imunoterapie do terapeutických protokolů by mohlo znamenat další zlepšení

prognózy onkologických pacientů.
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8. Souhrn

V této studii prezentujeme model terapeutické protinádorové vakcinace pomocí

dendritických buněk na modelu fibrosarkomu a srovnáváme ho s modelem

preventivní vakcinace. Charakterizujeme připravenou vakcínu založenou na

dendritických buňkách, které prezentují nádorové antigeny a ukazujeme, že tyto

buňky jsou schopny indukovat protinádorovou imu nitní odpověď. Vakcinace

krys, u kterých již existuje rostoucí nádorová tkáň nevede k eradikaci nádorových

buněk. Přestože v případě terapeutické vakcinace dojde k indukci protinádorové

imunitní odpovědi a dočasnému zpomalení růstu nádoru, nádory posléze uniknout

imunitnímu dohledu a nekontrolovaně rostou. Imunoterapie zahájená ve stá diu

minimální reziduální nemoci poté, co došlo k redukci nádorové masy jinými

terapeutickými modalitami, by mohla přispět ke zlepšení výsledků terapeutických

protokolů používaných v onkologii. Tyto výsledky naznačují, že má -li být

protinádorová imunoterapie úspěšná, je nutné, aby byla zahájena v časných

stádiích nádorového onemocnění.
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9. Abstract

In this study we present the model of therapeutic vaccination of sarcoma -bearing

rats with dendritic cells that present tumor antigens from killed tumor cells. We

present the characteristics of DCs-based vaccine and its capacity to induce

antitumor immune response. Vaccination of rats with established tumors did not

led to the eradication of tumors. Despite the induction of a vigorous immune

response after administration of DCs -based vaccine and transient decrease in

tumor progression, tumors eventually resumed their growth and animals

vaccinated with DCs succumbed to cancer. Immunotherapy initiated at the stage

of minimal residual disease, after reduction of tumor load by other modalities,

will have much better chance to offer a clinical benefit to cancer patients than the

immunotherapy at the stage of metastatic disease. These results argue for the

timing of cancer immunotherapy to the stages of low tumor load.
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11. Seznam zkratek

AFP - alfa fetoprotein

APC - buňky předkládající antigen

BRCA - název genu (breast cancer)

CEA - karcinoembryonální antigen

CD - diferenciační antigen (cluster of differentiation)

DC - dendritická buňka

EDTA - kyselinu ethylendiamintetraoctovou

FASL - Fas ligand (CD95L), transmembránový protein

FITC - fluorescein isothiocyanate

GM-CSF - faktor stimulujícího kolonie granulo cytů a makrofágů

( granulocyte macrophage colony stimulating factor )

IARC - Mezinárodní agentura pro výzkum rakoviny

IFN - interferon

IL - interleukin

LPS - lipopolysacharid

mDC - myeloidní dendritické buňky

MHC - hlavní histokompatibilní komplex

MM - mnohočetný myelom

MGUS - monoklonání gammapathie nejasného významu

(monoclonal gammopathy of unknown significance)

MRN - minimální reziduální nemoc

NK buňky - přirození zabíječi (natural killers)

NKT buňky - typ T lymfocytů (natural killers)

pDC - plasmocytoidní dendritické buňky

Poly (I:C) - polyinosinic-polycytidylic acid

PPM - parts per milion
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PRR - receptory asociované s patogeny

PSA - prostatický specifický antigen

RNA - kyselina ribonukleová

RPMI - název media podle Roswell Park Memorial Institute

TAA - antigeny asociované s nádory

TGF - transformující růstový faktor

TLR - toll like receptor

TNF - faktor nekrotizující nádory

Treg - T regulační lymfocyty

TSA - antigeny specifické pro nádory

UV záření - ultrafialové (z anglického ultraviolet)


