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1. Uvod do problematiky

Nadorova onemocnéni jsou stale tizivéjSim problémem v oblasti verejného
zdravi. Podle zpravy Mezinarodni agentury pro vyzkum rakoviny (IARC) se za
poslednich 30 let vyskyt nadorovych onemocnéni zdvojnasobil. Odhaduje se, Ze
vroce 2008 bylo diagnostikovano vice nez 12 miliond novych pripadl
nadorovych onemocnéni, 7 miliond lidi v disledku tohoto onemocnéni zemielo, a
dalsich 25 milionG lidi Zilo s nadorovym onemocnénim. Pftes zlepSeni
onkologické péte a zlepSeni dostupnosti Ié¢by narlista pocet onkologickych
onemocnéni. Na této skutecnosti se podili trvaly rist a starnuti svétové populace.
Zprava IARC zddrazriuje globalni ,,on kologickou krizi“. Problémem i pro bohaté
zemé je otazka, jak ziskat dostatek financnich prostfedkd, aby se véem pacientiim
dostalo IéEby a aby mohla byt poskytovana paliativni, podplrna a terminalni péc e
velkému poctu pacientt. Cim dél tim vétsi dliraz je kladen na prevenci vzniku
nadorovych onemocnéni (boj s obezitou, koufenim atd.) a také na vcasnou
diagnostiku nadoru. V poslednich letech byla zavedena fada screeningovych
programi. Na zaGatku roku 2009 zah4jilo Ministerstvo zdravotnictvi CR
celorepublikovy screeningovy program zaméfeny na vCasny  zachyt
kolorektalniho karcinomu. Navazuje tak na program pro screening nadord prsu,
ktery v Ceské republice Usp&3né probiha od roku 2002, a program pro screening
nadord hrdla délozniho, ktery byl zahajen v roce 2008. Neustale se hledaji nové
postupy Vv 1é¢bé nadord, které by zlepsily 1é8bu a preZiti pacientd. V poslednich

letech predevsim v oblasti imunoterapie.



V Ceské republice je ro¢né onkologické onemocnéni diagnostikovano u vice
nez 67000 pacientl, zemre pfes 27000 z nich. S nemoci Zije 387 000 lidi. Pocet

amrti na jednotlivé nadorové onemocnéni je znazornéno v tabulce.

Pocet imrti Zen na nadorové onemocnéni v CR za rok 2005

Zeny

Tlusté stFevo a konecnik 3236

Deéloha a délozni Cipek 2742

Plice 1617

Vajetnik 1121

Podet amrti muZzd na nadorové nemocnéni v CR za rok 2005

MuZzi

Tlusté stFevo a konecnik

Mocovy méchyF

Krev a mizni tkan

Pocet amrti za rok, UZIS, 2005



Umrtnost (mortalita) na zhoubné novotvary je v Ceské republice mezi
vyspélymi zemémi jedna z nejvy3Sich, coZ je dano i tim, Ze patfime mezi
onkologicky nejzatizenéjSi populace v Evropé [1]. Mezi evropskymi zemémi
pretrvavaji dvojnasobné rozdily v mortalité a incidenci nadorovych onemocnéni.
Nejvetsi imrtnost muzl v letech 2000-2004 najdeme v Madarsku 255,2 imrti na
100000 obyvatel za rok, v Ceské republice 215,9/100000, na druhém konci
spektra jsou Svédsko, Finsko, Svycarsko s pfiblizngé 130 umrtimi na 100000
jedinct. Nejhorsi vysledky méa CR v pieziti u kolorektalniho karcinomu. Tento
fakt je dan skutecnosti, Ze vice nez 50 % pacientl s touto diagnézou je v CR
diagnostikovano v pokroCilém klinickém stadiu a tedy ve stavu, kde je
pravdépodobnost dlouhodobého preZiti vyrazné snizena. Vysoky podil pozdé
zachycenych nador(l tak snizuje celkové vysledky IéEby ve srovnani s Fadou
jinych zemi. Ze statistik je zfejmé, Ze nadorové onemocnéni je velkym
problémem dnesni doby a hledame kromé jiz osvédéenych lééebnych postupd
také dalsi moZnosti. Dnes standardné pouZivanymi lécebnymi metodami je Ié¢ba
chirurgicka, chemoterapie a radioterapie. LéCba jen malé ¢asti nadord je mozna
pouze jednou z vySe uvedenych modalit. K dosaZeni dobrého léCebného efektu je
nutna kombinace l1é¢ebnych metod. Ke zlepSeni preZiti pacienta by mohlo pomoci
zafazeni novych postupl, které jsou v dnesni dobé ve stadiu vyzkumu.
Nejacinnéjsim zplsobem odstranéni nadorové tkané je chirurgicka Ié¢ba. Na
naSem pracovisti, které je centrem pro lé¢bu détskych nadord, o perujeme rocng

kolem 100 pacient(l s nadorem.



Nadory operované na klinice détskeé chirurgie 200 5-2008

2005j2006MR200 720058

Tumor hrudni stény 2 6 2 3
Plicni metastaza - 6 4 5 2
thorakoskopie

Plicni metastaza - 3 9 7 5
resekce plic

Nador Zaludku 2 1 1

Nador tenkého 1

stfeva

Nador tlustého 3 2

stfeva

Sakrokokcygealni 8 5 3 2
teratom

Currarinova triada 1 4
Neurofibrom 1
mesenteria

Desmoid 1
mesenteria

Benigni nador jater 1 1 1
— resekce

Hepatoblastom 4 5 3 1
Hepatocelularni 2 2

karcinom + sarkom

Fokalni nodularni 1 2
hyperplazie - FNH

Hemangiom jater 1
Papilarné cysticky 3
a solidni tumor

pankreatu (PCSTP)

Karcinom 1
pankreatu

Neuroblastom 19 16 12 15
Nefroblastom 8 6 7 7
(Wilms)

Tumor mocového 1

méchyfe - biopsie

Adrenokortikalni 5 4 4 2
nador nadledviny

Lymfangiom 1 2
retroperitonea

Nador varlete 4 6 4 4
Kozni hemangiom 18 22 11 14
Kozni lymfangiom 8 7 6 5
Pigmentové névy 12 13 15 8
Tumor mékkych 2 5 4 8
tk&ni

Lipom 9 9 6 3
Sarkom panve 2

Celkem 115 124 | 99 93




Chirurgicka IéCba ma sva omezeni. V nékterych pfipadech neni mozné nador
cely odstranit, nékdy zlstanou nadorové buiiky po odstranéni nadoru v hraniéni
tkani. V této fazi onemocnéni také jeSté nelze detekovat vzdalené metastatické
postizeni. Eliminace této tzv. minimalni rezidualni nemoci (MRN) je pro preziti
pacienta klicova. K eliminaci MRN se v soucasné dobé pouZiva chemoterapie,
radioterapie. V poslednich letech se jevi dalSi moZnosti i zavedeni imunoterapie.

Zasadni vyznam imunitniho systému v souvislosti s nddorovym bujenim je
znam jiz dlouho. Z historie byla popséana fada pripadd, kdy doslo k vymizeni nebo
alespori regresi tumoru po probéhlé bakteriadlni infekci. Vyvolani imunitni reakce
proti bakteriim plsobilo také na rist nadoru. Tento efekt byl popsan ne jcastéji po
erysipelu. V 19. stoleti popsal Busch po probéhlé infekci erysipelu regresi a
nasledny relaps lymfomu. Na prelomu 19. a 20. stoleti Fehleisen a Bainbridge
popsali po erysipelu regresi u karcinomu prsu. Problematikou se nejvice zajimal
na konci 19. stoleti americky chirurg W. Coley, ktery zaznamenal regresi sarkomu
po probéhlé bakterilni infekci. Po fadé zkuSenosti vytvofil vlastni sérum, které
bylo kombinaci mrtvych bakterii Streptococcus pyogenes a bakterii Serratia
marcescens, a které bylo po ném nazvano Cooleyho toxin. Cooley vyzkousel svou
metodu na fadé dalSich pacientli, nez musel s metodou skoncit pro drasticky
pribéh lécby a ne zcela presvédCivé vys ledky. V roce 1950 byly publikovany
studie, které ukazaly, Ze inbredni mySi mohou byt imuni zovany proti nadordim

karcinogeny, a Ze protilatky vytvorené proti tumoru byly specifické [2].
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Vroce 1957 byla formulovana Thomasem a Burnetem hypotéza o
protinddorovém imunitnim dohledu. Tato hypotéza spoCiva v tom, Ze imunitni
systém v€as rozpoznava zménéné mutované bunky a odstrani je.

V poslednich 30 letech se vlivem obrovského rozvoje imunologie pokousi fada
experimentalnich i klinickych studii vyvolat imunitni reakci proti nadordm a tim
ovlivnit jejich rlst. Principem téchto metod je pouZiti antigen prezentujicich
bunék, které hraji velmi vyznamnou ulohu v imunitni reakci a tvofi spojovaci
Clanek mezi nespecifickou a specifickou imunitni reakc i. Po styku s nddorovym
antigenem tento antigen prezentujici bufika vystavi na svém povrchu. Existuji
postupy, kterymi Ize v laboratofi pFipravit z monocytll pacienta obrovské
mnozstvi dendritickych bunék. Poté, co jsou takto pfipravené dendritické bunky
»prinuceny* pohltit a vystavit na svém povrchu nadorové antigeny, je mozno je
injikovat zpét pacientovi s nddorovym onemocnénim jako jistou formu proti
nadorové vakciny. Prezentace nadorovych antigend v lymfatickych uzlinach by
v optimalnich podminkach vedla ke vzniku protinddorové imunitni reakce, a tim
ke zlepSeni progndzy onemocnéni. Tento postup je nazyvan vakcinaci, stejné jako
u infekénich onemocnéni, protoZze se snazime po podani antigenu vyvolat
naslednou imunitni reakci. Termin vakcinace je spojen s Edwardem Jennerem,
anglickym venkovskym lékafem, ktery si vSiml, Ze dojicky, které prodélaly
kravské nestovice, nikdy neonemocnély pravymi nestovicemi. Jennerdv postup

byl pojmenovan "vakcinace", pochazejici ze slova vacca (latinsky krava).
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1.1 Specificka a nespecifickd imunita

V obrané proti nadorlim se podili obé slozky imunitniho systému, jak systém
specifické (adaptivni) tak i nespecifické (pfirozené) imunity. Jednotlivé slozky
imunity spolu Uzce spolupracuji a navzajem se ovliviiuji, a reguluji bud’ pfimym
kontaktem zprostfedkovanym adhezivnimi molekulami na bunéfném povrchu,
nebo rozpustnymi mediatory, zejména cytokiny.

Bunécné slozky nespecifické imunity (makrofagy, NK burky, granulocyty) a
nespecificke humoralni slozky (komplement, antimikrobialni peptidy, cytokiny),
jsou schopny rychlé detekce pFitomnosti patogenu v organismu. Jde o systém
vyvojové starSi. Obranna reakce v pfipadé nespecifické imunity je velmi rychla,
uniformni, tj. vZdy stejna at’ uz se s antigenem dfive setkali nebo ne. Nespecificka
imunita nema mechanismy, které by zabezpecily vznik imunologické paméti.

Predstaviteli specifické bunécné imunity jsou T lymfocyty a specifickou
humoralni imunitu zastupuji produkty plazmatickych bunék -  protilatky.
Specifita spoCiva v rozpoznani antigenu. Klicovym mechanismem pro funkci
specifické imunity je proces vzniku specifickych receptorti na B a T lymfocytech.
Vysledkem nahodného preskupovani genovych se gmentl u genli pro T a B
lymfocyty je existence obrovského mnoZstvi receptord s presné definovanou
specifitou, tedy velkda zasobarna antigen specifickych lymfocytl. BohuZzel
lymfocytl pro urcity antigen je velmi malé mnoZstvi a tento pocet je pro ¢asnou
obranu organismu nedostacujici. Nejprve dochazi ke klonalni expanzi a vytvore ni

dostatecne populace efektorovych bunék.
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Tento proces trvd vétSinou 4-7 dni. Pfi opakovaném setkani s patogenem je
situace odliSna, v organismu jsou vytvofeny pamétové T a B lymfocyty a
sekundarni odpovéd je mnohem rychlejsi. Lymfocyty T se vyvijeji z lymfoidnich
predchdldcl z kostni diené a dozravaji v thymu (brzliku). Déli se podle funkci na
nékolik podskupin. Ty je mozné rozlisit pomoci membranovych znak( (receptori)
oznacovanych jako CD. Podskupina T lymfocytd kterd ma na povrchu re ceptor
CD4 ma zejména funkci pomahacd, helperd. Rozpoznava antigen, ktery predklada
burika presentujici antigen. Druha hlavni podskupina T lymfocytl mé znak CD 8.
tato subpopulace vykonava funkci cytotoxickou a supresorovou ( nici infikované
nebo nadorové bunky a potlacuje imunitni reakci).

Lymfocyty B maji své oznaceni od slova Bursa, nebot’ u ptakd existuje organ
zvany Fabriciova bursa, kde lymfocyty dozravaji. Konecnym stadiem B
lymfocytl jsou plazmatické buriky, které vytvari protilatky, proti antigenu, kt ery
reakci vyvolal. Povrchové molekuly typické pro B lymfocyty jsou CD 19 a CD20.
Aktivace T a B lymfocytl je pomérné slozZity proces, ktery je pod prisnou
kontrolou. Aktivace nespravnych lymfocytll mize mit pro organismus fatalni
nasledky, napf. v podobé autoimunitnich onemocnéni. Béhem vyvoje T a B
lymfocytl je fada autoreaktivnich bunék eliminovana. Kontrolnim mechanismem
je sit’ regulaénich T lymfocytl. Dal$im klicovym mechanismem je fakt, Ze
k aktivaci T lymfocytim nestaCi pouze pfitomnost antigenu, ale an tigen musi byt
predkladan antigen prezentujicimi buiikami. NejacingjSim predstavitelem antigen
prezentujicich bunék jsou dendritické bunky (DC). Dendritické buriky tedy plni
roli prostiednika mezi systémy nespecifické a specifické imunity . Zplsobuji, Ze

mZe dojit k plnohodnotné imunitni reakci.
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1.2 Nadorové antigeny

Imunitni systém patfi k zakladnim homeostatickym mechanismim a jeho
Ukolem je chranit organismus pfed Skodlivinami zevniho i vnitfniho prostredi.
Imunitni systém pribézné ustranuje staré, poSkozené nebo zmutované buriky.
Tyto struktury imunitni systém rozpozna pomoci antigenl. NejvyznamnéjSimi
antigeny jsou proteiny a rlizné komplexni polysacharidy. Nejcastéji jso u antigeny
z vnéjSiho prostredi, jsou nazyvany exoantigeny. Antigeny, které pochazeji z
organismu samotného nazyvame autoantigeny.

Zékladnim pfedpokladem reakce imunitniho systému s nadorovymi burikami je
existence nadorové specific kych antigend, které by umoznily imunitnimu systému
jejich rozpoznani. Rozlisujeme dvé kategorie nadorovych antigend. Jednak
antigeny specifické pro nadory (TSA). Mezi tyto antigeny patfi proteiny, které se
na normalnich burikach nevyskytuji. Napfiklad komplexy MHC gp . I. tfidy
s abnormalnimi  fragmenty bunécnych proteinl, nebo s fragmenty proteinl
onkogennich virdl. Druhou kategorii jsou antigeny asociované s nadory (TAA).
Tyto antigeny nejsou vylucné specifické pro nadorové buriky ale nachazeji se i na
nékterych normalnich burikach. Odlisnost spociva v kvantité exprese, nebo v
Casové abnormalité exprese. Tyto antigeny se pouzivaji jako pomocné
diagnostické markery. Patfi sem onkofetalni antigeny napfiklad a-fetoprotein
(AFP), karcinoembryonalni antigen (CEA), nékteré melanomové antigeny (AGE -
1, Melan-A), prostaticky specificky antigen (PSA) [3].

14



1.3 Buiiky imunitniho systému podilejici se na obrané proti nadortim

Pokud je abnormalita nadorovych bunék imunitnim systémem rozpoznana, na
boji s nadorovymi burikami se podili v zésadé vSechny hlavni imunitni
mechanismy: nespecifické (neutrofilni granulocyty, makrofagy, NK bunky, i
antigenné specifické (protilatky aktivujici komplement, Thl, Tc - buiky). Které
konkrétni slozky imunitniho systému maji vliv na proti nadorovou imunitu se
prokazalo v fadé experimentélnich studii.

Zasadni vyznam v obrang proti nadorim maji T a B lymfocyty. | athymické
mySi nejsou zcela imunodeficitni, lze u nich detekovat vyznamné pocty
cirkulujicich ap T lymfocytl. AZ pokusy na mysich bez funkénich genli RAG1 a
RAG2 (RAG-/-), které nemaji T a B lymfocyty, se podafilo prokazat, Ze u téchto
mysi se vyvinou indukované nadory rychleji a vznika také vice spontannich
nadord [4].

Dalsi ddlezitou slozkou v proti nadorové imunité jsou NK burky (pfirozeni
zabijeCi). Jsou to lymfocyty, které nejsou ani T, ani B. Patfi do systétmu
nespecifické imunity a vyznamné se podileji na zabijeni bunék infikovanych viry,
nebo nadorové zménénych. Rozpoznavaji a nici zejména ty buriky, které nemaji
HLA molekuly. Obsahuji perforiny, kterymi nici cilovou bunku. Selektivni
eliminace NK bunék u mysi po podani anti-asialo -GM? protilatky, ¢ini mySi 3x

vnimavéjsi k chemicky indukovanym tumordm.
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DalSim typem bunék podilejicim se na proti naddorové imunité jsou NK -T-
lymfocyty. Tyto buriky jsou bohatym zdrojem cytokind (napt. IFN -y, IL-4) a
maji pravdépodobné dilezité regulacni funkce. Mysi, které nemaji NKT burky
(kmen Jo281 -/-), maji také vyssi incidenci indukovanych tumord [5-7].

Velky vyznam v protinddorové imunité ma cytokin IFN-y, ktery podporuje
tvorbu antigen — specifickych CD4 Thl bunék a cytotoxickych T lymfocytd,
podporuje také aktivaci dendritickych bunék a m akrofagl a inhibuje angiogenezi.
PFi neutralizaci IFN- y monoklonalnimi protilatkami nebo pomoci genetické
manipulace se zvySuje vnimavost k chemicky indukovanym, i spontdnnim
tumordm [8].

Indukce specifické protinadorove im unitni odpovédi byla prokazéna u celé fady
lidskych nadorovych bunék, napf. maligniho melanomu, leukémii, renalniho
karcinomu, karcinomu prostaty, ovarialniho k arcinomu a dalSich [9-13].

Z&kladnim predpokladem, aby mohl imunitni systém spustit G¢innou reakci proti
nadoru, musi nadorovou bufiku nebo specific ky povrchovy antigen rozpoznat.
V tom hraji zéasadni ulohu fagocytujici buriky, zvIasté bunky dendritické, které

zpracovavaji a prezentuji antigen.
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1.4 Dendritické burnky

Dendritické bunky jsou nejucinngjSim predstavitelem skupiny antigen
prezentujicich bunék (APC). Poprvé dendritické buriky popsal Langerhans uZ
v roce 1968, avsak jako nervové bunky klze. Jejich pravou funkci obj evily az
Steinman a Cohn, ktefi jsou tedy povaZovani za jejich objevitele. V roce 1973
urcili, Ze se jedna o buriky odlisné od makrofagl, a Ze se tyto buiiky specializuji
na stimulaci naivnich T lymfocytl. Dendritické buriky jsou zvlastnim typem
fagocytujicich bunék. Mezi fagocytujici buriky jesté patfi neutrofilni a eosinofilni
granulocyty, monocyty a jejich tkanova forma makrofagy. Mezi témito bunikami
je ale fada rozdil(i. Zakladnim rozdilem je, Ze neutrofilni granulocyty neexprimuji
za normalnich okolnosti MHC proteiny Il. tfidy a nejsou tedy bunkami
prezentujicimi antigen. Ulohou dendritickych bunék je pfedevsim zp racovani a
predkladani antigenu. Tim aktivuji naivni T lymfocyty a tvofi spojnici mezi
nespecifickou a specifickou imunitou. Makrofagy se stavaji p Iné funk&nimi az po
aktivaci signaly, které jim poskytnou T lymfocyty ve formé cytokind (TNF, IFN-
y). Dendritické buriky jsou tedy jako jediné schopny aktivovat naivni T
lymfocyty.

DC vznikaji z kmenovych bunék v kostni dfeni, odkud jsou jiZ jako nedg lici se
buriky vyplavovany do krevniho obéhu. V dendritické buriky se také mdZou
diferencovat monocyty. V rlznych tkanich se buriky odvozené od monocytl
nazyvaji rGznymi jmény. Langerhansovy buiky v kidzi, Kupfferovy buiky
v jatrech, alveolarni makrofagy v plicich, peritonealni makrofagy v dutiné bfisni,
oligodendroglie v centralnim nervovém systému. Typicka morfologie dendritické

bunky je na obr. ¢€.1.
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Obr.¢.1 DC ve svételném mikroskopu

Zpracovani a prezentace antigenu lymfocytdm, je jednim z hlavnim krok
vyvolani specifické imunitni reakce. PFi aktivaci dendritickych bunék se
produkuji cytokiny, které aktivuji specifické slozky imunity a zaroven
zprostfedkuji celkovou reakci organismu. Zejména IL 1, IL 6, TNF. Dendritické
bunky se vyskytuji témér ve vSech organech a tka&nich a cestuji mezi krvi a
lymfou. Dendritické buriky se nevyskytuji pouze v mozku, v testes a v corney.
Nejvice dendritickych bunék je v k{zZi a ve sliznicich dychaciho a traviciho tra ktu.

Moznost ziskat dostatecné mnozstvi DC z perifernich monocytl in vitro za
pritomnosti Interleukin — 4 (IL-4) a faktoru stimulujiciho kolonie granulocytll a
makrofagl (GM-CSF) umoznila jejich intenzivni studium a béhem poslednich 5
let byl u€inén znacny pokrok ve znalostec h o jejich presné funkci v organismu a
jejich fyziologii [14-17].
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V perifernich tkanich se DC vyskytuji v tzv. nezralém stavu a na svém povrchu
nemaji molekuly nezbytné pro aktivaci T lymfocytl jako napf. CD40, CD54,
CD80, CD86 a znaky typické pro zralé DC. V tomto stadiu nestimuluji T
lymfocyty, ale pohlcuji okolni antigeny [18]. V nezralém stavu mé& dendriticka
burika na svém povrchu soubor antigenl poskytujici reprezentativni vzorek latek
pritomnych v jejim okoli. Pro efektivni aktivaci T lymfocytll jeji vybava ovsem
nedostacuje. Prace z posledni doby spiSe naznaCuji, Ze funkci nezralé DC in vivo
je indukce specifické tolerance proti vlastnim antigendm. DC se tedy vyznamné
podileji v zachovani tolerance vici vlastnim tkanim. DC priibézné pohlcuji
odumfelé molekuly vlastnich tkani, fragmenty molekul zpracuji a vystavi
v komplexu s MHC proteiny na svém povrchu. T lymfocyty autogeny poznaji a
jsou utlumeny nebo reakci vici antigenu aktivné potlacuji, vytvari tzv. regulagni
T lymfocyty. Tento mechanismus je pro organismus velmi dllezity. Kdyby
dochazelo ke stimulaci imunitni odpovédi i za klidového stavu, znacné by se
zvysilo riziko vzniku autoreaktivnich klon T i B lymfocytl a z toho pramenici
nebezpeci vzniku autoimunitnich onemocnéni [17-19].

Jina situace nastava, pfi naruSeni integrity organismu. Nebezpe¢i mize byt
reprezentovano fadou situaci. Klasicky jde o pfitomnost infekéniho patogenu a
nebo velkého mnoZstvi bunék hynoucich nekrotickou smrti. Detekce téchto
specifickych signaldl nastartuje proces maturace dendritické burky, vedouci
k vyrazné zméné fenotypu a funkcnich vlastnosti DC. Dendriticka burka pfestane
pohlcovat okolni antigeny a zpracovava fragmenty, které ji aktivovaly. ZvySena
transkripce genl pro hlavni histokompatibilni komplex MHC 1 . a Il. tfidy ma za
nasledek vyssi syntézu téchto molekul a jejich zvySeny transport na membranu.

Obrézek DC pfi oznaceni povrchovou protilatkou proti CD 80 je na obr. €.2.
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Obr. ¢.2 Typick& morfologie DC pfi znaCeni povrchovou protilatkou proti CD 80

a pozorovani v konfok&lnim mikroskopu.

Dendritické bunky tvofi komplex MHC molekuly a zpracovaného antigenu
nékolika zplisoby. Pohlti exogenni antigen, ktery je degradovan na polypeptidy
v endozomech a navazan na molekulu MHC II. tfidy, kterou poté prezentuje na
bunééném povrchu. K cytotoxické reakci prostiednictvim CD 8+T lymfocytl je
nutna prezentace antigenniho peptidu na molekule MHC |I. tfidy. Takto
zpracovany antigen je endogenniho plvodu a pochazi z vlastnich bunék
organismu, nebo z intracelularnich parazitdl (virl). DC vSak dokédzou na MHC 1 .

tfidy navazat také exogenni antigeny.
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Tento proces nazyvany cross — priming umoZziuje primarni aktivaci T lymfocyt(i
s poZzadovanou antigenni specifitou, napfiklad pravé v imunoterapii nadord.
Rozpoznani komplexu MHC - peptid na DC receptorem na T lymfocytech
predstavuje prvni signal. Druhym signalem k aktivaci lymfocyt( je interakce mezi
koostimulaénimi molekulami na DC a jejich ligandy na T lymfocytech P¥i
nedostate¢ném druhém signalu je indukovana anergie T lymfocytll. Béhem
maturace dochazi k pfesmyku v expresi chemokinovych receptord a DC se
presunuje do lymfatickych uzlin, kde aktivuje antigen specifické T lymfocyty.
Zralé DC exprimuji celou Fadu kostimulacnich molekul (CD 80, CD 86),
adhezivnich molekul, cytokinl (napf. I1-1, IL-6, TNF, IL-12), které jsou potfebné
pro optimalni stimulaci T lymfocyt( [19,20].

Stejné jako u lymfocytl, tak u dendritickych bunék lIze rozlisit celou Fadu
subpopulaci. Hlavni jsou dva zékladni podtypy. VySe popisované nezralé a zralé
DC jsou oznatovany jako myeloidni (mDC). Kromé nich existuji jesté
morfologicky i funk¢né zcela odlisné plazmocytoidni DC (pDC). Nazev dostali
pro svou podobu pfipominajici plazmatické bunky, avSak funkén é s nimi Zadnou
podobu nemaji. Pro mDC jsou hlavnimi rdstovymi faktory IL4 a GM -CSF a
hlavni funkci je stimulovat specifické T lymfocyty. Hlavnimi rlstovymi faktory
plazmocytoidnich bunék jsou CD40L a IL3 a hlavnim znakem je exprese
receptoru pro IL3, kterym je CD 123. Plazmocytoidni dendritické buriky, stejné
jako myeloidni, po stimulaci dozravaji a stimuluji specifické T lymfocyty. AvSak
hlavnim rozdilem je, Ze plazmocytoidni dendritické buriky exprimuji receptory
nukleovych kyselin TLR 7, TLR 9 a po setka ni s viry produkuji velké mnoZstvi
interferonu a. V soucasné dobé neni zcela jasné kolik subpopulaci dendritickcyh
bunék existuje a jaké jsou mezi nimi vyvojové vztahy. Je vSak jiZ zcela jasné, Ze
maji zadsadni Ulohu v indukci imunitni reakce.
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2. Cile studie

Objeveni klicové role dendritickych bunék pro zahajeni imunitni reakce
podnitilo Gvahy o jejich mozném vyuZiti v klinické mediciné pro specificko-
protinadorovou imunoterapii.

Cilem této studie je vytvorit model terapeutické protinadorové vakcinace pomoci
dendritickych bunék na modelu fibrosarkomu. N&§ vyzkum mé nékolik Césti.

V prvni fazi hledame zpisob pomoci néhoz bychom indukovali tumory u
experimentalnich zvifat. Tumor bychom indukovali dvémi zplsoby. V prvni
skupiné pomoci kancerogennich latek a v druhé pomoci sarkomové linie.

V druhé fazi bychom pfipravili protinadorovou vakcinu z monocytl periferni
krve. Chtéli bychom charakterizovat pfipravenou vakcinu zaloZenou na
dendritickych bunkach, které prezentuji nadorové antigeny a ukazat, Ze tyto
bunky jsou schopny indukovat protinadorovou imun itni odpovéd. Principem je
pouZziti in vitro pfipravenych DC, které prezentuji vhodnou formu nadorovych
antigen(. Existuji postupy, kterymi lze v laboratofi pfipravit z monocytll pacienta
velké mnoZzstvi dendritickych bunék. Poté, co jsou takto pfipravené dendritické
bunky ,,pfinuceny“ pohltit a vystavit na svém povrchu nadorové antigeny,
jemozné je aplikovat zpét pacientovi s nadorovym onemocnénim jako
protinadorové vakciny. V nasi studii jsme jako antigen pouZili zabité nadorové
buiiky. Ty jsou vhodnym zdrojem nadorovych antigend z nékolika dlivodd. Pri
pouZiti této strategie nemusime znéat pfedem specifické nadorové antigeny. PouZiti
celych nadorovych bunék poskytuje Siroké spektrum nadorové specif ickych
antigend, specifickych pro MHC 1. i Il. tfidy, véetné nadorovych antigen(

specifickych pro jednotlivé pacienty.
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Pfedchozi studie ukazuji, Zze DC, které prezentuji nadorové antigeny
z pohlcenych mrtvych nadorovych bunék mohou indukovat nado rové specifickou
imunitni odpovéd in vitro i in vivo.

V z&véreCné fazi by probéhla vlastni studie, aplikace dendritickych bunék a
sledovani ovlivnéni rdstu tumoru na experimentalnim modelu . Prezentace
nadorovych antigend, ktera by vedla ke vzniku imunitn i reakce, by mohla zlepsit

progn6zu nadorovych onemocnéni.
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3. Material a metodika

3.1 Indukce tumoru Diethylennitrosaminem a Phenobarbitalem

V prvni fazi experimentu jsme se pokusili indukovat tumor jater pomoci
kancerogennich latek. Pouzili jsme 15 potkand (Wistar) véazicich kolem 200g
rozdélenych do dvou skupin. V prvni skupiné o poctu 10 zvifat jsme tumor
indukovali. V druhé skupiné o poCtu 5 zvifat jsme tumor neindukovali, s témito
zvifaty jsme pocitali na vyrobu vakciny. Potkani, byli umisténi v klecich
maximalné po tfech zvifatech, ve standardizovanych laboratornich podminkach.
Byly dodrZeny stavajici pfedpisy a smérnice pro chov a experimentalni pouzivani
zvirat. Experiment byl provadén se souhlasem etické komise. Tumor jsme
indukovali ~ pomoci  Diethylennitrosaminu  (200mg/kg/d), v kombinaci
s podavanim Phenobarbitalu (500ppm/rat). Diethylennitrosamin byl aplikovan
jednorazoveé injekéné intraperitonealné, phenobarbital byl zvitatim podavan jako

primés ve stravé. Indukce trvala 5 mésicd.

3.2 Indukce tumoru pomoci sarkomové linie

P¥i této indukci jsme pouzili sarkomové linie imortalizovanych fibroblastl (K2).
Tento model nadorového onemocnéni jsme pouzivali ve spolupraci s Ustavem
molekularni genetiky AV CR. O znageni kultury A 297, Nblll 2A (5000000 j/ml).
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Fibrosarkomova linie K2 byla kultivovana v médiu MEM suplementovaném
10% fetalnim bovinnim sérem, 2 mM L -glutaminu, 100 U/ml penicilinu a 100 &
g/ml streptomycinu (Cambrex). Pro bunéfné kultury bylo pouZito médium
RPMI+10%FBS. Aplikovali jsme 0.2 ml tkanové kultury, subkutdnné. Na tento
experiment jsme pouzili skupinu 20 potkan( Lewis vazicich kolem 250g. Nadory
se chovaly velice agresivng, rychle se zvétSovaly, proridstaly do okolnich tkani a

metastazovaly do jater a plic.

3.3 Priprava dendritickych bunék

Dendritické buiiky byly pfipraveny z monocytd. Mononuklearni buriky periferni

krve byly izolovany na ficolovém gradientu (Amersham Pharmacia Biotech,
Uppsala, Sweden), monocyty izolovany pomoci 2h adherence na povrch
kultivacni lahvicky a kultivovany 5 dndi s 250 pg/ml krysiho IL -4 a 10 ng/ml GM-
CSF [17]. Nezralé DC byly kultivovany pres noc se zabitymi K2 bunikami
v kompletnim RPMI médiu v poméru 1:1. Maturace DC byla indukovana
fidanim 25 .g/ml Poly I:C (Sigma) po dobu 6hod.

3.4 Kvantifikace produkce IL-12

Supernatanty z kultur DC byly sebrany 24h po pfidani Poly I:C a uchovany v -
20°C do okamziku analyzy. Concentrace bioaktivni formy IL-12 p70 byly
stanoveny pomoci ELISA kit( (Invitrogen, Carlsbad, CA).
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3.5 Priitokovéa cytometrie

Pro analyzu fenotypu DC bylo 2x 10° bunék inkubovéno s protilatkami proti
CD80/B7.1 and CD86 v PBS po dobu 30 min ve 4°C. Nasledné byla vazba
primarnich protilatek detekovana pomoci sekundarnich protilatek konjugovanych
s FITC (Immunotech, Marseille, France). Znaceni bylo detekovan o na pfistroji
FACSCalibur a data analyzovana softwarem FlowJo (Treestar, Oregon, USA).

V pfipadé intraceluldrniho znaCeni byly bunky restimulovany in vitro pomoci
zabitych nadorovych bunék v pfitomnosti 5 ug/ml brefeldinu A (Sigma-Aldrich)
v 37°C po dobu 6h. Buriky byly nésledné oznaceny pr otilatkou proti CDS,
fixovany, permeabilizovany pomoci roztoku cytofix -cytoperm (BD Biosciences),

a oznaceny protilatkou proti IFN -y.

3.6 Indukce nadorové specifickych T lymfocyt( in vitro

K2 burky byly zabity pomoci UV ozéfeni (312 nm, 10 min). Ne zralé DC byly
po dobu 6h kokultivovany se zabitymi nadorovymi bufikami v poméru 1:1 a
pohlceni nadorovych bunék bylo ovéfeno konfokalni mikroskopii. DC pulzované
nadorovymi burikami byly nasledné aktivovany 6h pomoci 25 pg/ml Poly I:C for
6h a pouzity pro stimulaci T lymfocytl izolovanych ze sleziny. DC pulzované K2
burikami byly pfidany v poméru 1:10. T¥eti den byl do buné&né kultury pfidan IL -
2 (25 1U/ml). Sedmy den byly T lymfocyty restimulovany DC pulzovanymi
nadorovymi burikami a nasledné byla stanovena fr ekvence nadoroveé specifickych

T lymfocytdl, pomoci intracelularniho znaceni pro IFN y [20].
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3.7 Podani vakciny zaloZzené na DC in vivo

V modelu terapeutické vakcinace jsme injikovali 2x10° Zivych K2 nadorovych
bunék subkutanné do pravého boku. Po tfech tydnech, kdyZ byly rostouci nadory
palpacné zjistitelné byly krysy imunizovany 5x10° zralych DC, které byly
pulzovany zabitymi K2 burikami. DC byly injikovany s.c. do okoli nadoru. Rst
nadoru byl monitorovan kaliperem kazdy druhy den. V kaZzdé experimentalni

skupiné bylo zafazeno pét zvifat.

3.8 Statisticka analyza

Pro protektivni vakcinaci byly sestrojeny kfivky preZiti podle Kaplana a Meiera.

Pro porovnani experimentalnich skupin byl pou Zit Man-Whitney test.

27



4. Vysledky

Indukce tumoru pomoci kancerogennich latek Diethylennitrosaminu a
Phenobarbitalu byla malo Gspésnd, protoZe se ndm podafilo vyvolat kancerogenni
efekt pouze u malé Casti zvifat. Dle odbornych praci se pomoci diaminobenzidinu
nebo nitrosaminu podafi primérné u 80% krmenych zvifat tumor indukovat [21-
30], vnaSem pfipadé jsme tak UspéSni nebyli a kancerogenni efekt jsme
zaznamenali pouze ve 20 %. Pouzivali jsme Diethylennitrosamin
(200mikrograml/kg a | den), v kombinaci s podavanim Phenobarbitalu
(500ppm/rat).

Prvni studii jsme provedli na 10 potkanech (Wistar). Indukce trvala 5 mésicl.
Histologicky byly pfitomny ve 20% kancerogenni zmény v jatrech, v 10% atypie
bez nadorovych bunék, v 10% steatosa, v 10 % chronické fibrotické zmény.
BohuZel jsme doséahli pouze malé UspéSnosti v indukci tumoru. Nadory vzniklé
primo na zviteti plisobenim kancerogenu, by se vice podobaly nadordim u nasSich
pacientl, nez nadory indukované jiz pripravenou nadorovou linii. Tento model by
meél Vétsi pFinos v hodnoceni vysledk( Ié&by pomoci dendritickych bunék.
BohuZel doba indukce byla dlouhd a tumor se nam nepodafilo u vétSiny zvirat
indukovat. Proto jsme se rozhodli pouZit k indukci tumoru sarkomovou linii
fibrobastl (K2). Systémové a intrahepatalni podani suspenze nadorovy ch bunék
vedlo k rychlému rlstu nadoru, tvorbé metastaz a nasledné ke smrti béhem |
mésice. Plicni metastatickd loZiska a plvodni nador v jatrech u jednoho

experimentélniho zvifete jsou znazornéna na obrazku (Obr. 3).
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Obr.3a. Pitevni nélez po aplikaci nadorovych bunék intrahepatalné. Patrno
je plivodni lozZisko v jatrech a plicni metastazy.

Obr.3b. Plicni metastaza po aplikaci nadorovych bunék intrahepatalné.
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Pro experimenty s aplikaci dendritickych bunék jsme zv olili subkutanni podani,
pri kterém byl rlst nador(i pomalejsi, nedochazelo k rychlé tvorbé metastaz a

velikost nador( bylo mozno objektivng méfit (Obr. 4).

Histologicky se jednalo o vysoce maligni sarkom, morfologicky blize neurceny.
Nador byl znacné bunélny, tvofeny ovalnymi aZz vretenitymi bufikami, misty

strukturalizovanymi v proudech, loZiskové s ndznaky epiteloidni koheze.

Obr.4a. Lokalizovany rist nadoru po subkutannim podani nadorovych bunék.
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Obr.4b. Lokalizovany rist nadoru po subkutannim podani nadorovych bunék.
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4.1 Priprava zralych DC, které fagocytovaly zabité bunky fibrosarkomové

linie

Nejdrive jsme z monocytd periferni krve pfipravili nezralé DC. Béhem péti dnl
kultivace monocytli v pritomnosti krysiho IL-4 a GM-CSF doslo k diferenciaci
bunék s typickou morfologii nezralych DC (Obrazek 5A). Nasledné jsme testovali
schopnost nezralych DC projit aktivaci po stimulaci bakteralnim LPS nebo
syntetickym analogem virové RNA, Poly (I:C). Po 24 h stimulace nezralych DC
témito latkami jsme detekovali vyrazné zvyseni exprese kostimulacnich molekul
(CD80, CD86) a molekul spojenych s prezentaci antigend, napf. MHC molekul I1.
tfidy (Obrazek 5B). DC stimulované Poly (I:C) a LPS také produkovaly vysoké
mnozstvi aktivni formy Th1l polarizacni ho cytokinu IL-12 p70 (Obrazek 5C).
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CD80 CD86  MHC II. tfidy

Poly I:C !

IL-12 p70

400

Nezralé DC Poly I.C LPS

Obr. 5. Charakteristiky dendritickych bunék pouzitych pro protinadorovou
vakcinaci. Nezralé DC byly pripraveny v RPM1+10% FBS medium a aktivovany
pomoci Poly I:C 24h.

A. Morfologie nezralych DC.

B. Fenotyp nezralych DC (Sedivé) a DC aktivovanych 24h pomoci Poly I:C nebo
LPS (Cerné).

C. Produkce cytokind aktivovanymi DC po stimulaci Poly I:C a LPS.
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Aby mohly byt pouzity v nddorové imunoterapii, musi zrale DC prezentovat
nadorové antigeny. V nasi studii jsme jako zdroj nadorovych antigenl pouZili
mrtvé nadorové buriky. Testovali jsme tedy, zda nezralé DC fagocytuji zabité
nadorové bunky linie fibrosarkomu K2. Nezralé dendriti cké bunky rychle
fagocytovaly K2 bufiky zabité UVA ozafenim, coZz bylo dokumentovano
pritokovou cytometrii (Obrazek 6A). Zralé DC, které fagocytovaly zabité K2
bufiky byly nasledné pouZity jako antigen prezentujici bufiky pro aktivaci
nadorové specifickych T lymfocyt( v in vitro experimentech.

Po dvou tydnech stimulace autolognich splenocytl dendritickymi burikami,
které fagocytovaly K2 buniky jsme detekovali signifikantni zvySeni nadorové
specifickych T lymfocyt(l, prfedevsim CD8 cytotoxickych T lymfocytd. Nez ralé
DC nadoroveé specifické T lymfoc yty nestimulovaly (Obrazek 6B).
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DC pohlcuji zabité burniky K2 fibrosarkomu a induku ji nadoroveé specifickou
T bunécnou odpovéd' in vitro.

K2bunky  Nezralé DC K2 +DC K2 +
+EDTA

PKH26

v

MHC class Il

Obr. 6a. Fagocytoza zabitych K2 bunék nezralymi DC. Internalizace
nadorovych bunék byla potvrzena pritokovou cytometrii. Zabité nadorové buiiky
byly oznafeny PKH26 a kokultivovany s nezralymi DC oznafenymi protilatkou
proti MHC 1. tfidy. Pokus s EDTA znazorfiuje negativni kontrolu (EDTA blokuje
fagocytarni mechanismy).
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restimulace

Nepulzované DC  DC pulzované K2

0.003 0.057 013 024

01 0,06 10,13 0,24

Nezralé DC

Zralé DC

Nezralé DC
pulzované K2

Zralé DC
pulzované K2

IFNy

v

CD8

Obr. 6.b. In vitro expanze T lymfocyt( specifickych pro K2 fibrosarkomové
burky. Nezralé DC byly pulzovany K2 burikami a aktivovany pomoci Poly I:C.

Nasledné byly pouzity pro stimulaci autolognich T lymfocytli. Po 7 dnech byla
analyzovana frekvence nadorové specifickych T lymfocytl pomoci

intracelularniho znaceni na IFN .
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4.2 In vivo protinddorova imunoterapie v modelu terapeutické vakcinace

Poté, co jsme dokazali, Ze zralé D C, které prezentuji nadorové antigeny mohou
indukovat nadorové specifické T lymfocyty, jsme testovali G¢innost vakci nace
DC na experimentalnim Zivém modelu. Na§ model terapeutické vakcinace
srovnavame s jiz zndmym a osvédcenym modelem preventivni vakcinace , ktery
probéhl v pfedchozich pokusech. V modelu preventivni vakcinace byly krysy
nejprve oCkovany vakcinou zaloZzenou na podani zralych DC, které pohltily mrtvé
nadorové bunky. Po dvou tydnech byly injikovany Zivé nadorové bunky.
V pfipadé vakcinace terapeutické byly krysy ockovany DC vakcinou 3 tydny
poté, co jim byly injikovany Zivé K2 bunky. Ockovani tedy pro béhlo aZz poté, co
byly nadory ustanoveny. Jak znazorfiuje obrazek €. 7A, krysy oCkovany
preventivné byly zcela chranény proti rlstu Zivych nadorovych bunék. Vakcinace
DC, které neprezentovaly nadorové antigeny, nebo samotnymi zabitymi
nadorovymi buikami neméla protektivni efekt. Na druhé strangé, podani DC
vakciny v modelu terapeutického ockovani k regresi nddoru nevedla. Podani DC
vakciny v terapeutickych podminkach prechodné zpomalilo kinetiku rdistu nadord,
ale efekt byl pouze pfechodny. Nadory poté zacaly opét progresivné r Ust a zvifata

nakonec podlehla (obr. 7B).

37



Preventivni vakcinace Terapeuticka vakcinace
1324
*
100 a
1204
75 - Vakcina .
% zvitat bez Velikost nadoru __ .
nadoru 50 o (mm3) R I
25 4 40
0 T L T T Y
0 10 20 30 40 14021 ¥ 4 4
Dny Dny

—=—zralé DC+K2
—-e—-PBS

—e— nepulzované DC
——mrtvé K2

Obr. 7. Efekt protinddorové vakcinace zralymi DC pulzovanymi bufikami

K2 fibrosarkomu na vznik a rust nadoru.

A. V modelu preventivni vakcinace bylo injikovano 5x10 ° zralych DC s.c., které
byly pulzovény zabitymi n&dorovymi burikami. Po sedmi dnech byly subkutanné
injikovany Zivé nadorové buriky. Pfitomnost nadoru byla kontrolovana kazdy

druhy den a byly sestrojeny krivky pfeZiti podle Kaplan -Meiera.

B. V modelu terapeutické vakcinace jsme injikovali 2x10 ® Zivych K2 nadorovych
bunék subkutanné do pravého boku. Po tfech tydnech, kdyZ byly rostouci n adory
palpatné zjistitelné byly krysy imunizovany 5x10° zralych DC, které byly
pulzovany zabitymi K2 burikami. DC byly injikovany do okoli nadoru. V' kazdé
experimentalni skupiné bylo zafazeno pét zvifat. Rlst nadoru byl méren

kaliperem kazdy druhy den.
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5. Diskuze

Jednou ze zékladnich funkci imunitniho systému je chranit organismus pred
zménénymi mutovanymi burikami. V klinické praxi jsme se setkali se spontanni
resorpci nekompletné odstranéného lipoblastomu, nebo v evoluci liposarkomu
v lipoblastom nebo ve vyzraly lipom [31,32]. V téchto pfipadech je vliv
imunitniho systému zfejmy. Imunitni systém hraje zasadni roli v kontrole rozvoje
nadoru, cozZ potvrzuji vysledky studii s imudeficitnimi mysSi. V experimentu také
probéhla Fada Uspésnych pokustl na zvifatech, kdy se pomoci indukované
imunitni reakce podafilo ovlivnit rlst tumoru, ale do klinické praxe se tyto
Uspésné postupy v rdmci protinadorové imunoterapie ve vé&tSi mife prevést
nepodarilo [33-38].

Z pocatku protinddorové imunoterapie se pouZivali pacientovy burky, které se
kultivovaly in vitro za pfitomnosti vysokych davek interleukinu 2, ktery zvySuje
cytotoxicitu. Takto pfipravené bunky vykazovaly in vitro znafnou schopnost
zabijet nadorové linie. Tyto buiiky (zabijeCi) byly podavany u nékterych typl
nador( napf. zhoubného nadoru ledviny, maligniho melanomu. Velké klinické
studie rozdil mezi pacienty lé¢enymi infuzemi zabije¢li a ostatnimi pacienty
neprokazaly. DalSi fazi pouziti imunoterapie se zaméfilo na moznost aktivovat a
pomnoZzit lymfocyty, které pronikly pfimo do nadoru a dalo se pfepokladat, Ze
mezi nimi budou specifické protinddorové lymfocyty. Vysledky nebyly
presvédCivé, naklady vysoké a tak se koncem 80 let od tohoto zplsobu 1é¢by také

postupné ustoupilo.
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Nadéjne vysledky pfinesli studie s dendritickymi buikami. Po objevu, Ze lze
ziskat z monocytll velké mnozstvi dendritickych bunék, které se in vitro nékolik
dni kultivovaly a dalo se s nimi dale pracovat byl zlomovym okamZikem.
Dendritickeé buriky byly in vitro stimulovany nadorovymi burikami které pohltily,
poté byly vpraveny zpét do organismu a u mysi vyvolaly Gstup nadoru. Probéhlo
nékolik studii, kde byl dokdzan v experimentu na zvifatech Gstup nadoru. V¢etné
studii preventivni vakcinace, kdy nejdfive jsou vpraveny do org anismu
dendritické bunky které prezentuji nadorovy antigen, a pozdgji jsou zvifata proti
vzniku nadoru imunni [39-41]. Brzy po objevu byly zahajeny klinické studie.
Predevsim u pacientli s melanomem, karcinomem ledviny, prostaty a né kterymi
lymfomy, ale vétSinou v pokrocilém stadiu onemocnéni.

Jednim z prvnich, kdo provedl klinickou studii s dendritickymi burikami u
nadord, byl Hsu a kol.. LéCil pacienty s malignim B lymfomem po nelispésné
klasicke terapii. Podaval vakciny dendritickych b unék s antigenem, kterym byl
imunglobulin z monoklonalnich B lymfocytd. Tolerance léby byla dobra, byla
zaznamenana regrese nadoru a byly prokézany antiidiotypové T lymfocyty,
svédcici o vyvolané imunitni reakci [42]. Klinickou studii s B lymfomy udélal
také Fong a kol.. Vakcina byla podana celkem u 4 pacientld nichz 2 méli
kompletni remisi vice nez 3 roky [43]. Nékolik studii probéhlo s melanonem.
Tento nador patfi k lidskym karcinomlm s nejvys$$i Gmrtnosti. Neodpovida na
konvencni terapii, ale tyto nddory vyvolavaji imunitni reakci a mély by tudiz byt
vhodné pro imunoterapii. Zpoc¢atku byly dendritické burky stimulovany surovym
extraktem z melanin(. Tento extrakt obsahoval nedefinovanou smés antigend.
Pozdéji diky tomu, Ze se izolovaly typické nadorové antigeny melanomt (Mage -
1, Mage -3, Melan A, antigen gp100) se dendritické buriky aktivovaly in vitro
s jednim z melanomovych peptidl. Nestle a kol. celkem podali dendritické buriky

kultivované s melanomem celkem 16 pacientim [44] .
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Klinicky efekt regrese nadoru byla pozorovana u 5 pacientd, z toho u dvou
pretrvaval vice nezZ rok. Studii s velkym poctem 31 pacientl provedl Rosenberg a
spol. z Narodniho ustavu rakoviny v americké Bethesdé. Antigenem byl peptid gp
100, jehoZz imunogenita se zvysila molekulovou manipulaci a i munitni odpovéd
zvysoval pridanim IL 2. U 16% pacient(l byl zaznamenam klinicky efekt [45] .

V poslednich nékolika letech se imunoterapie vakciny z dendritickych bunék
zaCala pouzivat u pokrocilé rakoviny prostaty. Bylo prokdzano, Ze lécha
prodluzuje preziti a zlepSuje kvalitu Zivota u pacientl s metastatickym
onemocnénim. Bufiky karcinomu prostaty produkuji bilkovinu oznacovanou jako
prostaticky specificky antigen PSA, tento antigen je zékladem vakciny. Po
obdrZeni ockovaci latky, byly u 42% pacientdl zaznamenany anti-PSA protilatky.
T bunééna odpovéd byla detekovana u 71% pacientl. 57 procent pacientl preZilo
déle, nez se predpokladalo. Nejdelsi preziti byl 71 mésich - témér Sest let [46].
Renalni karcinom je dalSi moZnou volbou pro léCbu pomoci imunoterapie,
protoZe efekt standardni chemoterapie je maly. V Bostonu probéhla studie
vakcinaci pomoci dendritickych bunék u 23 pacientll ( 13 pacientd mélo renalni
karcinom a 10 pacientl mélo tumor prsu). U 5 pacientli s renalnim karcinomem
byla zaznamenana stabilizace onemocnéni od 3-9 mésici a u 2 pacientek
stumorem prsu dokonce regrese onemocnéni [47]. Ackoli podavani
protinadorovych vakcin ve Vétsingé pripadd vedlo k indukci detekovatelné
protinddorové imunitni odpovédi, efekt na klinicky prdbéh onemocnéni byl
omezeny. [48]

Uginnost protinadorové imunity je bohuZel v praxi zatim mensi nez se plivodné
predpokladalo. Imunitni systém ma obrovskou ucinnost v ochranné proti infekci
bakterialni nebo virové, ale proti nadordm tento efekt neni dostatecné acinny.
Pro¢ tedy v Kklinické praxi neni zatim imunoterapie tak ucinna jak bychom si

predstavovali?
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Néadoroveé bunky vznikaji z vlastnich bunék organismu a nejsou tedy imunitnim
systémem vnimany jako cizi. Imunitni reakce vyvolavaji dobfe nadory, které jsou
v experimentu vyvolany na zvifatech pomoci chemickych latek nebo z
exogennich nadorovych bunék. Z lidskym nadord je nejvice imunogenni maligni
melanom.

Predpoklada se, Ze imunitni systém ma zasadni vliv a G¢innost v dobé, kdy
dochézi k maligni transformaci bunék v nadorové, a pokud imunitni systém tyto
buriky rozpozna, tak je v€as zniCi. Tento tzv. imunitni dohled je G€inny, protoZe
se jedna o stadium s minimalnim poctem nadorovych bunék, na rozdil od
pokroCilého procesu kdy nadorovych bunék je obrovské mnoZstvi. Napriklad
nador pouze o velikosti jednoho milimetru ma uz kolem milionu bunék, nador o
velikosti 1 cm obsahuje kolem 1 miliardy n&dorovych bunék, které jiz unikly
imunitnimu dohledu. Na zniCeni takového mnozstvi nadorovych bunék by bylo
zapotiebi obrovské mnoZzstvi imunitnich bunék. Zajistit takovou koncentraci
v nadoru, je sloZité jak pro pfirozenou imunitu, tak i pro 1éCebné metody. Jedinou
nadgji je zmen3eni nddorové masy chirurgicky nebo pomoci chemoterapie a
radioterapie. Kromé vzniku obrovského mnoZstvi nadorovych bunék je dalSi
pric¢inou nefunkénosti imunitniho systému proti nadordim to, Ze nadory maji rdizné
mechanismy, jak uniknout imunitnimu systému. PredevSim to je znafna
variabilita nadorovych bunék, vznik mutantnich forem, které stale dale unikaji
imunitnimu systému. V pribéhu imunitniho tlaku dochazi ke klonalni selekci.
Néadorové buniky maji mechanismy jak vytvofit toleranci, aby imunitni systém
nereagoval, a nadorové bunky pro néj byly ,neviditelné“. Toho mdZzou docilit
napfiklad nizkou hustotou exprese nadorovych antigenl. Dals$i moznosti jak
uniknout imunitnimu dohledu je produkce faktord inaktivujicich T lymfocyty

nebo jiné cytokiny s inhibi¢nim ucinkem napf TGF — 3, nebo IL 10.
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Nékteré nadorové buriky exprimuji na svém povrchu stejny protein Fas-ligand
(FasL), jako se nachazi na povrchu Tc lymfocyt(. FasL se vaze na apoptoticky
receptor Fas (CD 95), ktery je pritomny na povrchu fady bunék a zpdsobuije jejich
apoptotickou smrt. Faktory produkované nékterymi nadory pfimo inhibuji funkce
dendritickych bunék. Patfi mezi né oxid dusnaty, ktery indukuje apoptozu DC, IL
10, TGF - B inhibujici zrani DC. Dalsi pri¢inou je, Ze nadorové buriky nefunguji
jako profesionalni APC, protoZe na povrchu nemaji kostimula¢ni molekuly CD
80, CD86. Prekurzory Tc a Th , které antigen rozeznaji, jsou utlumeny. Imunitni
systém povazuje nadory za vlastni tkané a chrani je pred imunitnim plsobenim
prostrednictvym tlumivych regulacnich T lymfocytl. Po odstranéni téchto bunék
se zvysuje Gcinnost imunitniho systému proti nadortim, ale je to spojeno s rizikem
autoimunitniho onemocnéni. V nékterych pripadech plsobi proti nadorové
protilatky dokonce na stimulaci rlstovych receptorl nadoru a parad oxné urychluji
rdst tumoru [3]. Nadory maji tedy celou fadu zpQsobd, jak vyhnout imunité a zda
se Ze se jim to zatim dafi a jsou pfed védou o krok vepredu.

Oponenti proti nadorové vakcinace tedy Casto tvrdi, Ze nadéjné vysledky ze
zvitecich modeld se nepodafilo prevést do klinické praxe. To je ovsem velmi
nepfesné a zjednodusujici tvrzeni. Existuje zcela zésadni rozdil mezi ucinnymi
vakcinami u zvitecich modell a klinickymi studiemi, které byly provedeny u lidi.
Uspésné vakciny byly u zvifecich modeld testovany v modelech preventivni
vakcinace. Naproti tomu Kklinické studie testujici Gc€innost protinddorové
imunoterapie u pacientd s nadorovym onemocnénim byly vZdy testovany na
pacientech, ktefi trpéli pokro€ilym onemocnénim, ¢asto ve stadiu metastaz, a ktefi
byli preléCeni intenzivni chemoterapii. Neucinnost protinadorové imunoterapie u
téchto téZce imunosuprimovanych pacientdl neni viibec prekvapiva [49,50].

V nasi studii jsme testovali uCinnost protinadorové vakcinace pomoci DC

v modelu terapeutické vakcinace.
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Pouzili jsme jiz dfive popsany protokol zalozeny na pfipravé zralych DC, které
prezentuji nadorové antigeny ze zabitych nadorovych bunék [51]. Podavali jsme
zralé DC, které jediné dokazi aktivovat naivni T lymfocyty. PFi terapeutické
vakcinaci vedlo podani DC vakciny pouze k pfechodnému zpomaleni progrese jiz
rostouciho nadoru, ale ne k Uplné eradikaci nadorové tkané.

Soucasny nahled na vztah mezi imunitnim systémem a bufikou v procesu
nadorové transformace byl formulovan prof. R. Schreiberem v teorii
protinadorového dohledu: “Cancer immunosurveillance and immunoediting
hypothesis”. Navrhuje rozliSovat tfi stadia v prlbéhu progrese néadorového
onemocnéni, stadium eliminace, ekvilibria a Uniku nadoru imunitnimu dohledu.
[52,53]. Pro existenci tohoto modelu svédCi nyni fada experimentalnich praci.
[54]. NejCastéji je burika v pocatcich procesu nadorové transformace rozpoznana
imunitnim systémem a eliminovana. Nedojde -li k eliminaci, mZe nadorova
burika indukovat imunitni reakci, ktera sice neved e k Uplné eliminaci nddorovych
bunék, ale brani jejich nekontrolovanému rlstu. Proces mize opét vyustit
v eliminaci nadorovych bunék, nebo v dlouhotrvajici stav dynamické rovnovahy,
ktery v klinice nejspiSe odpovida preneoplastickym stavim. V pripadé, Ze
onemocnéni progreduje do dalSi faze nadorové buriky pod selekénim tlakem
imunitniho systému vyviji mechanismy, které jim dovoli unikat imunitni reakci.
Vzrlstajici geneticka nestabilita a plasticita nadorovych bunék vede ke vzniku
vedou k Uniku né&dorové populace imunitni reakci. Nadorové burky napfiklad
Casto produkuji faktory, které G¢inné inhibuji protinadorovou imunitni odpovéd,
jako napriklad TGF-B a IL-10. Produkce téchto faktor(i navic vede k indukci
supresivnich populaci T lymfocytl, predevsim regulanich FoxP3+ regulacnich T
lymfocytl [55-57].
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Z této modifikované teorie protinadorového dohledu vyplyva, Ze nejvétsi profit
z protinddorové imunoterapie by méli mit pacienti ve fazi ekvilibria, zatimco
pacienti s pokroCilym nadorovym onemocnéni (faze Uniku) by imunoterapie
neméla hrat zasadni roli, protoze nadorové bunky jiz unikly dohledu imunitniho
systému. VétSina pacientl s nadorovym onemocnénim je ale diagnostikovana
v pokroCilych stadiich a je proto nutné hledat Gc€inné strategie protinadoroveé
imunoterapie i pro tuto kohortu. Cilem protinddorové imunoterapie u téchto
pacientl nemusi byt Uplna eradikace nadorovych bunék, ale pouze navrat ze
stadia Uniku zpét do stadia dynamické rovnovahy. To by umoZznilo opétovnou
kontrolu rdstu nadorovych bunék specifickou imunitni reakci. Aby tedy méla
protinadorova imunoterapie nadéji na uspéch mélo by pred jejim zahajenim dojit
k redukci naddorové masy pomoci jinych terapeutickych mod alit (chirurgii,
chemoterapii nebo radioterapii) a k neutralizaci nadorem produkovanych
imunosupresivnich faktor(l. Pouha resekce nadorové masy vedla k eliminaci
nadorem indukované imunosuprese na modelu metastazujiciho karcinomu prsu.
Navic bylo nedavno popsano, Ze nékterd cytostatika indukuji imunogenni
bunéénou smrt, ktera je charakterizovana translokaci proteind teplotniho $oku
z endoplazmatickeho retikula na povrch bunék [58-60]. Nadorové buriky zabité
témito IéCivy aktivuji dendritické buriky a indukuji protinddorovou imunitni
reakci. Pilotni studie také prokazaly, Ze aktivni protinddorova imunoterapie mdze
byt v synergii s naslednou chemoterapii. Dvé Kklinické studie, u pacientl
s malobunéénym karcinomem plic a pacientl s glioblastoma multiforme,
prokézaly vysSi G€innost chemoterapie po pfedchozi aktivni imunoterapii pomoci
DC vakcinace [61-63].
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6. Pouziti imunoterapie v klinické praxi

U detekovatelného néadoru, ktery unikl mechanismlim imunitni obrany, jsou
moznosti imunoterapie omezené a lécba spociva ve zpomaleni rlistu nadoru, Uplné
vyléceni je vyjimecné.

V souCasné dobé se v ramci imunoterapie v praxi Uspésné aplikuji protilatky
proti  konkrétnim antigendm. Tato pasivni imunoterapie spocivd v pFipravé
monoklonalni protilatky proti nadorovému antigenu. Protilatky se navazi na
receptory nadorovych bunék a pfilakaji buiky imunitniho systému. Protilatky se
pouzivaji u nadoru tlustého stfeva, preparat se nazyva Edrekolomab, u nador(
lymfatické tkané se pouZziva preparat Rituximab, u nadord prsu Trastuzumab.

PouZiti dendritickych bunék ve formé vakcin, je zatim ve fazi klinickych studii.
V poslednich letech znalosti o funkci imunitniho systému a dendritickych
burikach rychle rostou, pfesto mnoho otazek jesté zlistava nejasnych. Pochopeni
imunobiologie DC bunék umozni terapeutickou manipulaci timto systémem a
zvétSeni vyznamu imunitni reakce v boji proti nadorlim.

Vzhledem k moZnosti vyvinuti cilené vakciny proti tumorosnimu antigenu, se
jevi moznosti podani vakciny u rizikovych pacientd, u kt erych vyvinuti nadoru
teprve predpokladame. Timto smérem se asi v nejblizsi dobé imunologicka lé¢ba
nadort bude vyvijet, tzv. primarni prevence.

Imunitni systtm ma schopnost pamatovat si antigen po dekady, nékdy i cely
Zivot. Vyzkum téchto moznosti imu nitniho systému a moznost specifické imunitni

odpovédi vedlo k obrovskému Uspéchu vakcinacniho programu proti infek&nim

Vv
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Priimérna délka Zivota se jesté na poCatku 20 . stoleti pohybovala kolem 30 let.
Imunizace je jiZz davno uznavana jako jednoducha, bezpecna a efektivni cesta
ochrany déti i dospélych proti fadé infekénich nemoci. Pro€ by se tedy stejného
Uspéchu nemohlo docilit i pfi vakcinaci proti nadorovym onemocnénim? Na
experimentalnich modelech byl tento zpdsob jizZ mnohokrat ovéren .

V soucasnosti zacalo Uspésné ockovani proti virlm zplsobujicim néadorové
onemocnéni. Vysledky v ockovani proti virim hepatitidy B, ktera je spojena
s vyskytem karcinomu jater ukazuji sniZeni poctu novych onemocnéni [64-66].
Velmi Gspésné je ockovani proti karcinomu ¢ipku u Zen. Vakcinace proti HPV
ukazuje uspésnost 100% [67,68]. Je velka nadéje, Ze stejny Uspéch jako pFinasi
vakcinace proti infekcim, mlZe pFinést vakcinace proti nadorim . Poznavani
imunitniho systému spolecné s rozvojem laboratornich technik a identifikace
nadorovych antigen(l dnes dovoluji manipulaci s komponenty imunitniho systému
in vitro. Je tedy nutné najit vCas pacienty, u kterych by se naddor vyvinul a podat
jim preventivné nadorovou vakcinu. Do této skupiny zapadaji pacienti pfedevsim
s hereditarnimi nadorovymi syndromy, jako napfiklad pacienti v jejichZ rodinach
je kolorektalni karcinom, nebo Zeny s BRCA mutaci.

Sekundarni prevence by mohla byt pouZita u pacientll s preneoplastickymi
[ézemi. Pacienti, ktefi maji podle teorie editace nadoru ustanovenou rovnovahu
mezi aktivni imunitni odpovédi a vymezenou populaci nad orovych bunék. U
téchto pacientll by vakcinace mohla branit v progresi v maligni tumor. To jsou
pacienti napfiklad s polypy kolon, oralni leukoplakii, cervikalni intraepitalni
neoplasii nebo monoklonalni gammapathii. Nejvice prostudovanou preneoplasii je
monoklonani gammapathie nejasného vyznamu (monoclonal gammopathy of
unknown significance, MGUS). Studium MGUS je technicky jednodussi nez
studium solidnich nadord, protoze nadorové burky i buriky imunitniho systému

mohou byt pomérné jednodusSe izolovany z kostni diené.
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Pacienti s MGUS maji v kostni dfeni klonalni expanzi plazmatickych bunék,
které jsou podle vSech parametrl (cytogenetika, fenotyp) téméF totoZné
s nadorovymi burikami u mnohocetného myelomu (MM). Zatimco MM je oviem
onemocnéni s velmi Spatnou prognozou a bez léCby zcela infaustni, pacienti
s MGUS zpravidla zlstavaji klinicky stabilni po mnoho let, bez rozvoje MM.
Bylo zjisténo, Ze pacienti s MGUS maji v kostni dfeni i v periferni krvi
lymfocyty, které jsou schopny rozpoznavat autologni nadorové buiky a reagovat
produkci IFNy. U MM takové buriky detekovat nelze [69-71].

Tercialni prevence by byla vhodna pro pacienty s nadory, které byly odstranény
dnes klasickymi metodami, chirurgickou IéCbou, chemoterapii, nebo radioterapii.
V organismu v3ak jesté pretrvavaji nadorové buiky, at' uz v misté plvodniho
nadoru, v hranicni tké&ni, nebo, jsou pfitomny vzdéalené mikroskopické metastazy.
Vakcinace v téchto pfipadech by byla ve formé adjuvantni terapie. Tato tzv .
minimalni rezidudlni nemoc je v soucasné dobé diky vyvoji v laboratornich
technikach mozna detekci specifickych molekularnich marker( (ch romozomalni
translokace, T cell receptory, imunogobuliny u leukemii) .

Uginnost dendritickych bunék je v soucasné dobé ovéfovana fadou klinickych
studii. Prvni studie na experimentalnich modelech byly velmi povzbudivé a
zafadili tento typ imunoterapie mezi nejperspektivnéjsi postupy v soucasné dobé.
Vyhodou pouZiti vakcin pfipravenych z dendritickych bunék je mozné pouZiti pro
rGzné typy nador(, nebot' jde o stimulaci vlastniho imunitniho systému vici
nadorovym burikam.

Imunologie je jednim z nejrychleji se rozvijejicich obord. Jestli bylo 19. stoleti
nazyvano stoletim pary, 20. stoleti stoletim antibiotik, tak 21. stoleti se jednou
moZné bude nazyvat stoletim imunoterapeutik. Uvidime, jaké nové poznatky

nejblizsi roky pfinesou a kam se bude dale imunol ogie ubirat.
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Na klinice imunologie ve FN Motol, s jejichz pomoci jsme provedli nasi studii,
se dlouhodobé Uspésné zabyvaji vyzkumem v oblasti imunoterapie pomoci
dendritickych bunék. Nyni se podafilo vybudovat technické zazemi nezbytné dle
souCasné legislativy pro vyrobu vakcin (tzv. supercisté prostory). Tuto laboratof
certifikoval Statni Gstav pro kontrolu léCiv k vyrobé léCivych pripravkl s
mezinarodni platnosti. Nyni probiha klinické zkouSeni protinadorové vakciny
zaloZené na dendritickych burkéach u pacientek s karcinomem ovaria a u pacientd

s karcinomem prostaty.
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7. Zavér

V nasi praci se nam podafilo indukovat tumor na experimentalnim modelu
pomoci sarkomové linie imortalizovanych fibroblastl (K2). Indukce by la Uspésna
ve 100 %. Indukce tumoru pomoci kancerogennich latek Diethylennitrosaminu a
Phenobarbitalu se ukazala pro na$ experiment nevhodna pro délku indukce a
predevsim proto, Ze se nam tumor podafilo indukovat pouze u malé ¢asti zvifat.

V in vitro experimentech se nam podafilo prokazat, Ze zralé DC, fagocytuji
zabité K2 bunky a nasledné aktivuji specificke T lymfocyty .

Poté, co jsme dokazali, Ze zralé DC, které prezentuji nddorové antigeny mohou
indukovat nadorové specifické T lymfocyty, jsme testov ali UCinnost vakcinace
DC na experimentalnim zivém modelu.

PFi naSem pokusu na experimentalnim modelu se ndm podafilo po aplikac i
dendritickych bunék prokazat zpomaleni rdstu tumoru. Nepodafilo se nAm tumor
zcela eliminovat a po ur€itém obdobi, kdy do$lo ke zpomaleni rlistu nadoru,
nastala opét progrese [72,73].

| pfes znacnou rozdilnost v imunité mysi a lidské experimentalni Udaje ukazuji,
Ze antitumorozni sekundarni vakcinace muze ¢aste¢né branit v progresi tumoru.
Protinadorova imunoterapie by méla byt zahajena u pacient(, u kterych byla naloz
nadorovych bunék zredukovéna predchozi terapii. Raciondlni kombinace
protinadorové imunoterapie, chirurgie a chemoterapie by mohla zlepsi t prognézu
pacientd s nadorovym onemocnénim.

V souCasné dobé nejsou moznosti imunoterapie na takové drovni, aby se nador
dal zcela vylécit. Soucasna imunoterapie mlze dosahnout pouze u Gasti pacientd
Ustup nadorového onemocnéni a to na pouze kratkou dobu. Neni na misté
nekriticky optimismus, zvlast' v informovani pacientdl o moznosti lécby. PFisti
roky vSak nepochybné pfinesou dalSi objevy v patofyziologii dendritickych bunék

a v imunitni reakci proti nadortim.
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Jiz dnes je zfejmé, Ze imunita hraje vyznamnou roli a vyzkum timto smérem
mlze dat vbudoucnu pacientim $anci na vylédeni. Nejvétsim prislibem do
budoucna se jevi primarni vakcinace tedy preventivni, kterd mlzZe rozvoji
onemocnéni zcela zabranit. Imunologové, onkologové a chirurgové by méli
spolupracovat na tvorbé terapeutickych protokold, ve kterych budou
kombinovany jednotlivé terapeutické modality a navrhnout optimalni Casové
schéma takovych protokoll. Zafazeni modernich strategii protinadorové
imunoterapie do terapeutickych protokold by mohlo znamenat dalsi zlepseni

progndzy onkologickych pacientt.
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8. Souhrn

V této studii prezentujeme model terapeutické protinadorové vakcinace pomoci
dendritickych bunék na modelu fibrosarkomu a srovnavame ho s modelem
preventivni vakcinace. Charakterizujeme pfipravenou vakcinu zaloZenou na
dendritickych bunkach, které prezentuji nddorové antigeny a ukazujeme, Ze tyto
buriky jsou schopny indukovat protinddorovou imu nitni odpovéd. Vakcinace
krys, u kterych jiZ existuje rostouci nadorova tkan nevede k eradikaci nadorovych
bunék. PrestoZe v pripadé terapeutické vakcinace dojde k indukci protinddorové
imunitni odpovédi a dodasnému zpomaleni rdstu nadoru, nadory posléze uniknout
imunitnimu dohledu a nekontrolované rostou. Imunoterapie zahajena ve sta diu
minimalni rezidudlni nemoci poté, co doSlo k redukci nédorové masy jinymi
terapeutickymi modalitami, by mohla prispét ke zlepseni vysledku terapeutickych
protokoll pouzivanych v onkologii. Tyto vysledky naznacuji, Zze ma-li byt
protinadorova imunoterapie Uspésna, je nutné, aby byla zahajena v Casnych

stadiich nadorového onemocnéni.
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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 - buriky predkladajici antigen

BRCA - nazev genu (breast cancer)

CEA - karcinoembryonalni antigen

CD - diferenciacni antigen (cluster of differentiation)

DC - dendriticka burka

EDTA - kyselinu ethylendiamintetraoctovou

FASL - Fas ligand (CD95L), transmembrénovy protein

FITC - fluorescein isothiocyanate

GM-CSF - faktor stimulujiciho kolonie granulo cytd a makrofagi

(granulocyte macrophage colony stimulating factor)

IARC - Mezinarodni agentura pro vyzkum rakoviny
IFN - interferon

IL - interleukin

LPS - lipopolysacharid

mDC - myeloidni dendritické buriky

MHC - hlavni histokompatibilni komplex

MM - mnohoCetny myelom

MGUS - monoklonani gammapathie nejasného vyznamu

(monoclonal gammopathy of unknown significance)
MRN - minimalni rezidualni nemoc
NK buriky - pfirozeni zabijeCi (natural killers)
NKT buriky - typ T lymfocytl (natural killers)
pDC - plasmocytoidni dendritické burnky
Poly (1:C) - polyinosinic-polycytidylic acid
PPM - parts per milion



PRR - receptory asociované s patogeny

PSA - prostaticky specificky antigen

RNA - kyselina ribonukleova

RPMI - ndzev media podle Roswell Park Memorial Institute
TAA - antigeny asociované s nadory

TGF - transformujici rlistovy faktor

TLR - toll like receptor

TNF - faktor nekrotizujici nadory

Treg - T regulacni lymfocyty

TSA - antigeny specifické pro nadory

UV zéfeni - ultrafialové (z anglického ultraviolet)
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