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1. Uvod

Jeden z nejvétsich Gspéchd imunologie a moder ni mediciny predstavuje eradikace neStovic
zavedenim preventivnich ockovacich programd roku 1798 Edwardem Jennerem (Ada,
2001). Ackoliv je primarni funkci imunitniho systému ochrana pfed patogeny, uspéch
vakcinace proti infeknim chorobam vedl ke snaham o vyuZziti imunitniho systému také
v boji proti nadorovym onemocnénim. Poznani klicové role dendritickych bunék v procesu
zahdjeni imunitni reakce a moZnost jejich pfipravy ve velkém mnoZstvi in vitro vedly
k ivahdm o jejich vyuZiti v imunoterapii nadorovych onemocnéni. Zavedeni bunécné
terapie do klinické praxe vSak podléha fadé legisla tivnich opatfeni, cely postup pfipravy
musi probihat v podmink&ch spravné vyrobni praxe na zakladé schvéleni regulanimi
autoritami. PFestoZe jsou teoretické predpoklady nejlepsi G€innosti vakcinace v ¢asnych
stadiich onemocneéni, v klinické praxi se aplikace imunoterapie, jakoZto nové léCebné
metody, omezuje spiSe na pokrocila stadia onemocnéni. VV téchto pfipadech je pak potfeba
kombinovat imunoterapii s chemoterapii, ktera je standardem IéCebné péce. Ukazuje se
v8ak, Ze imunoterapie a chemoterapie mohou byt navzajem potencujici se modality.
Pfispévkem mé dizertatni prace do problematiky protinadorové imunoterapie je
optimalizace protokolu vyroby dendritickych bunék z krevnich monocytdl za podminek
spravné vyrobni praxe. Vysledky této publikované prace byly s ouCéasti farmaceutické
dokumentace, ktera vedla ke schvéleni vyrobniho postupu i klinické studie u pacientt
s karcinomem prostaty regulacnimi autoritami. DalSi prace se zabyva testovanim
imunogenicity lidskych primarnich nadorovych bunék a nadorovych linii, u nichz byla
navozena bunécna smrt klinicky pouzivanymi chemoterapeutiky. Vysledky této in vitro
studie koreluji s daty ziskanymi na mySich modelech. Ty definuji antracykliny jako
chemoterapeutika schopnd navodit imunogenni bunéCnou smrt u nadorovych bunék.
Tretim pFispévkem je shrnuti principu chemo-imunoterapie na kazuistice konkrétniho
pacienta s karcinomem prostaty, u néhoz byl tento postup aplikovan.

Tyto tfi publikace tvofi zaklad dizertani prace.



2. Role imunitniho systému v obrané proti nadorim

2.1. Vyvojové aspekty soucasnych znalosti o vztahu imunitniho systému a nadord

Zasadni pro racionalni vyuZiti imunitniho systému v IéCbé nador(l je predpoklad,
Ze imunitni systém je schopen rozpoznat neoplastické buiiky a znicit je dfive, nez se
projevi jako Klinicky zavazné onemocnéni. Nadorové buriky exprimuji na svém povrchu
antigenni struktury, které se na jinych bunéénych typech nevyskytuji vibec,
nebo pouze ve velmi malé mife. Téchto tzv. nadorové specifickych, resp. asociovanych
antigen( je jiz popsano velké mnozstvi. Problémem vSak je, Ze nadorové buriky samy
nemohou fungovat jako antigen prezentujici bunky, jelikoZ na svém povrchu neexpri muji
kostimulacni molekuly. Dalsi Gskali predstavuje fakt, Ze nadorové bunky disponuji celou
fadou mechanism{, pomoci nichZ jsou schopné uniknout imunitnimu systému.

Myslenka, Ze imunitni systém je schopen rozeznat nadorové bujeni a odpovidat na ngj,
byla poprvé formulovana na poCatku dvacatého stoleti americkym chirurgem W. Coley em,
jenz zaznamenal regresi nador( v pribéhu bakterialnich infekci (Coley, 1898). V roce
1950 byly publikovany studie, které ukazaly, Ze inbredni mySi mohou byt imunizovany
proti nadordm indukovanym karcinogeny a Ze protilatky vytvofené proti odvrzenému
tumoru byly specifické. Tyto objevy vedly vroce 1957 k formulaci hypotézy
0 protinadorovém imunitnim dohledu. Hypotéza byla vyslovena Thomasem a Burnetem
ahovofila o existenci ochrannych bunék z thymu, které monitoruji pFitomnost
transformovanych nadorovych bunék (Burnet et al., 1970).

Rozhodujici dilkaz o roli imunitniho systému v obrané proti nadordm poskytly studie
na mysich bez funkénich genll pro rekombinaci T a B bunécnych rece ptori RAG-1 a
RAG-2 (RAG-/-). RAG-/- mysi vyvijeji chemicky indukované nadory rychleji a s vétsi
frekvenci nez imunokompetentni kontroly, ale také tvofi mnohem vice spontannich
tumor(, pokud experiment probiha del$i dobu (Shankaran et al., 2001).

Analogické studie na dalSich mySich modelech identifikovaly roli dalSich bunécnych
komponent imunitniho systému v prevenci naddorového onemocnéni. Selektivni eliminace
NK bunék u mysi, jimzZ byly podany anti-asialo-GM1 protilatky, je Cini tfikrat vnimavé;si
k chemicky indukovanym tumorlim (Smyth et al., 2011). Podobné kmen mysi,
které nemaji NKT buriky, ma vyssi incidenci chemick y indukovanych tumord (Smyth et
al., 2000; Smyth et al., 2001; Street et al., 2001).



DalSim prikladem jsou studie Roberta Schreibra na univerzité ve Washingtonu, jeZ hovofi
0 zésadni roli interferonu-y v imunitnim dohledu (Kaplan et al., 1998). Ztrata funkce IFN-y
pomoci neutralizace monoklonalnimi protildtkami nebo pomoci genetické manipulace
zvysuje vnimavost k chemicky indukovanym i spontannim nadordm (Dighe et al., 1994).
IFN-y podporuje tvorbu antigen-specifickych CD4+ Thl bunék a cytotoxickych
T lymfocytd (CTL), podporuje aktivaci dendritickych bunék a makrofagl a inhibuje
angiogenezi (Bach et al., 1997; Hayakawa et al., 2002). Dokonce samotné nadorové buriky
se ukazaly byt vyznamnym bunéénym cilem ucinku IFN -y, protoZe tento cytokin indukuje
zvyseni exprese nékterych slozek MHC | (hlavni histokompatibilni komplex 1) (Wong et
al., 1997). V dalsich experimentech byl jako dllezitd molekula protinddorové obrany
identifikovan také perforin (van den Broek et al., 1996).

2.2. ,,Cancer immune editing* — editace nadoru imunitnim systémem

Plvodni teorie Thomase a Burneta byla brzy rozsifena novymi poznatky ziskanymi
na imunodeficitnich mySich modelech RAG. Jde o hypotézu Dunna et al., nazvanou
»,Cancer immune Editing“, tj. editace nadoru imuni tnim systtmem (Dunn et al., 2004).
Pokusy ukazuji vyznamné rozdily v imunogenité nadord v zavislosti na hostiteli,
ve které rostly (Shankaran et al., 2001). Pokud byl tumor, izolovany z RAG-2-/- mysi
bez funkéniho imunitniho systému, transplantovan do mysi stejného kmene, rostl se
stejnou kinetikou. Pfenos nadoru rostouciho v imunokompetentni mysi do kontrolni mysi
téhoz kmene také vedl k rychlé implantaci a rozvoji vsech tumord. Zajimavé a neekané je
ovéem zjisténi, Ze 50 % tumorl rostoucich v RAG-2-/- imunokompetentni mysi
do kontrolni mysi bylo odvrZzeno po pfenosu do imunokompetentniho hostitele. Nadory
rostouci v nepfitomnosti funk&niho imunitniho systemu, jsou tedy vice imunogenni
neZ tumory vytvofené v imunokompetentnich hostitelich. Tyto vysledky ukazuji,
Ze imunitni systém vyviji na nadorové buriky neustaly selekéni tlak, ktery vede k selekci
takovych variant transformovanych bunék, které dokazi uniknout efektorovym
mechanismim imunitniho systému. Dunn odliuje tfi odlisné Grovné boje imunitniho
systému proti nadorovym bufikdm - eliminaci transformované bunky (elimination),
ustanoveni rovnovahy mezi transformovanou burikou a organismem (equilibrium) a Gnik

transformované bunky pfed kontrolou imunitniho systému (escape) (obr.1).
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Upraveno podle Schreiber RD et al, Science 2011

Obr.
a klinicky korelat jednotlivych stadii

1 Teorie protinadorového dohledu, editace nadoru imunitnim systémem

Ve VétSing pripadd je nadorova buiika rozpoznana v Gasnych stadiich transformace
a znicena imunitnim systémem. Cely proces vSak mize skongit nebo prejit do dalSich fazi.
Ve fazi ustanoveni rovnovahy hostitelsky imunitni systém a prezivajici nadorové buriky
vchazeji do stadia dynamické rovnovahy. Nesmirna prizplisobivost nadorovych bungk,
vyplyvajici z rostouci genetické nestability, da nakonec vzniknout novym genotyplim,
které zmens$i imunogenicitu a mlze dojit k fazi Uniku této buiiky pfed vlivem imunitniho
systému. Faze ustanoveni rovnovahy je nejdel$i z téchto procesi a klinicky se nejvice
shoduje s preneoplastickym onemocnénim, které nejéastéji zlstava nediagnostik ované.

Vysledkem stadia rovnovahy mohou byt tfi rdzné situace: 1. kompletni eliminace
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nadorovych bunék; 2. dlouhodobé udrZeni dynamické rovnovahy mezi aktivni imunitni
odpovédi a vymezenou populaci nadorovych bunék; 3. tnik pfed kontrolou imunitni reakce
a rozvoj klinického onemocnéni.

Pokud imunitni systém nadorové bunky rozpozna, bojuje proti nim vSemi hlavnimi
imunitnimi mechanismy, a to jak nespecifickymi (neutrofilni granulocyty, aktivované
makrofagy, NK bunky (,,natural Killers“, pfirozeni zabijeci)), tak specifickymi (T 41 a T¢
bunky, protilatky aktivujici komplement nebo protilatky zprostfedkovavajici bunécnou

toxicitu (,,antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity*, ADCC)).

2.3. Stimulace nadorového onemocnéni imunitnim systémem

Skute€nost, Ze zanét je silné propojeny s nadorovym onemocnénim, je v dnesSni dobé
jiz dobfe zndmym faktem. Zejména zanét chronicky pfispivd k rozvoji nadorového
onemocnéni.

Tato zjisténi vSak nepopiraji hypotézu imunitniho dohledu. Specificka imunitni odpovéd
namifena proti nadorovym buiikam mdZze vést k jejich eliminaci, zatimco chronicky zanét
udrZovany pretrvavajici virovou infekci nebo dlouhodobou expozici karcinogenlim vede
k produkci cytokind, chemokind, rlistovych faktorli a ke zvy$eni genetic ké nestability
(Hussain SP et al., 2003). Zaroven se uvaZuje 0 moznosti, ze chronicky zanét potlaCuje
specifickou imunitni odpovéd proti naddorovému onemocnéni. Zmény v nadorovém

mikroprostredi patfi mezi hlavni pfekazky imunoterapie v 1é¢bé nadorového onemocnéni.

12



3. ZAakladni charakteristiky nadorovych bunék
3.1. Nadorové antigeny

K maligni transformaci buriky mlZe dojit mnoha zpUsoby. Vétsinou jde o disledek selhani
mechanism{ regulace bunéného déleni. Tyto poruchy vyvolavaji nejcastéji mutace
v onkogenech a anti-onkogenech. Nadorové buriky se vyvijeji z bunék organismu
vlastnich, od kterych se |isi expresi nadorovych antigen(. Zakladni predpoklad
pro interakci imunitniho systému s nadorovou burikou je existence naddorové specifickych
povrchovych antigenl, jez by umoznily rozpoznani nadorovych bunék. Navzdory této
skute¢nosti fada nadorovych bunék imunitnimu systému unikd, diky malé odliSnosti
od zdravych bunék.

V roce 1943 Gross oveéfil, Ze sarkomy indukované chemickymi karcinogeny na mySim
modelu jsou schopny vyvolavat imunitni reakce. Pozdéji bylo zjisténo, Ze tyto imunitni
reakce vznikaji, jak proti nadorlm indukovanym pdsobenim karcinogenti (chemickych
i fyzikalnich), tak i proti nadorim vznikajicim bez umélé indukce (Kripke, 1974;
Srivastava a Old, 1988). Tyto vysledky vedly ke vzniku teorie, Ze n&dory bez ohledu
na plvod svého vzniku, exprimuji jedine¢né nadorové antigeny, které umoziiuji jejich
rozpoznani a naslednou eliminaci (Srivastava a Old, 1988).

Bunécné proteiny, z kterych jsou odvozovany nadorové antigeny, jsou si u mysi a lidi
vzajemné podobné. V soucasné dobg je identifikovana fada lidskych nadorovych antigend,
coZ umozZnil zejména vyzkum na inbrednich mysich liniich. N&dorové antigeny jsou
u mysi vétsSinou nadorové a individualné specifické, zatimco u ¢lovéka je znamo nékolik
sdilenych, univerzalnich antigend.

Cilem je hledat takové nadorové antigeny, které: jsou intenzivné exprimovany
v rliznych nadorech, ale minimalné ve zdravych tkanich; jsou nepostradatelné v procesu
karcinogeneze, a to nejlépe v asnych stadiich; obsahuji co nejvice imunogennich epito pi
s vysokou afinitou k HLA systému; jsou rozpozndvany T burikami schopnymi vyvolat
imunitni odpovéd; obsahuji epitopy, které jsou pfirozené zpracovavané v proteasomu
nadorové bunky (Schultze a Vonderheide, 2001).
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Jak bylo zminéno v Gvodu této kapitoly, ackoliv nadorové buriky pochazeji z vlastnich
tké&ni, vystavuji Casto na bunééném povrchu mutacemi zménéné molekuly, nédorové
antigeny. Tyto antigeny mohou, ale nemusi souviset s maligni transformaci. Nadorové

antigeny, Ize rozdélit do Ctyr zakladnich skupin:

e Produkty mutovanych onkogentl a supresorovych gent nador(
Takto zménéné proteiny vznikaji bodovymi mutacemi, delecemi a chromozomalnimi
translokacemi nebo inzerci virovych genom i do proto-onkogend ¢i supresorovych gend
nadortl (Novellino et al., 2005). Vznikaji tak proteiny se zcela odliSnou funkci a nadorové
specifické. V roce 1996 Dudley a Roopenian upozornili na vyznamnou imunogenitu

takto vzniklych proteind u mysich model(.

e Produkty dal$ich mutovanych gend
Tato skupina proteind neni pfimo zodpovédna za malignitu buiiky, pouze maligni
transformaci doprovazi. Do této skupiny patfi napf. tumor -specifické transplantacni

antigeny (TSTA), které se vyskytuji u chemicky indukovanych nadord.

e Antigeny kddované genomy onkogennich DNA a RNA vird
Jedna se o produkty virovych gend, které jsou exprimovany v nadorech asociovanych
s virovou infekci. Proteiny tumorgennich virl jsou velmi specifické a mimo zminéné
nadory se nevyskytuji. Aminokyselinova sekvence téchto proteind je diky jejich plvodu

zpravidla znama a je tedy mozné je za ucelem detailniho prozkoumani synteticky vyrabét.

e Embryonalni proteiny (onkofetalni antigeny)
Vtéto skupiné antigend nachazime zejména proteiny, které jsou produkovany
b&hem embryonélniho Zivota a u dospélych se s nimi setkdvdme ve zvySeném mnoZstvi
jen v souvislosti s patologickymi stavy, nadory a nespecifickymi zanéty (De Smet et al., 1994;
De Smet et al., 1999). Mezi nejzndméjsi antigeny této skupiny patfi alfa -fetoprotein (AFP)

a karcino-embryonalni antigen (CEA).
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3.2.  Autokrinni stimulace

Néadorove buniky béhem svého vyvoje pfestavaji podléhat kontrole imunitniho systému,
zaroven neodpovidaji na produkci ristovych faktorl od ostatnich bunék. Naproti tomu
produkuji celou fadu rlstovych faktord, na které samy odpovidaji. Nékteré z téchto faktor(
mohou ovliviiovat imunitni systém. Napfiklad IL-4 a I1L-10 jsou autokrinni rlistové faktory
karcinomu §titné Zlazy (Stassi et al., 2003; Nabarro et al., 2005). Oba tyto cytokiny
polarizuji T lymfocytarni odpovéd ze sméru Thl do Th2, jez pfispiva k inhibici
protinadorové imunitni odpovédi, kterd pfevazné zavisi na Thl vétvi. DalSim prikladem je
cytokin IL-6, autokrinni faktor nddorovych bunék, ktery blokuje ko ntakt mezi pfirozenou
a adaptivni imunitni reakci u rozsahlého spektra lidskych nadorovych onemocnéni
(Kryczek et al., 2006).

3.3. Schopnost neodpovidat na protir(istové signaly

Ve zdravé tkani funguje cela Fada antiproliferacnich signalli, které udrzuji tkanovou
homeostazu. Jednim z nejvyznamnéjsich antiproliferacnich signalli je transformujici
rdstovy faktor (TGF-B) (Ghiringhelli et al., 2005; Gorelik et al., 2002). TGF-B ovliviuje
mnoho populaci bunék svym imunosupresivnim G€inkem. V pfipadé dendritickych bunék
blokuje schopnost jejich antigenni prezentace. Dale inhibuje aktivitu IFNy, redukuje
proliferaci T bunék, sniZzuje cytotoxickou aktivitu NK bunék a stimuluje proliferaci

regulacnich lymfocytd.
3.4. Schopnost inhibovat apopt6 zu

Apoptdéza mlZze byt spusténa dvéma zakladnimi cestami. Mitochondridlni drahou,
kterd zahrnuje rozruSeni vnéjsi mitochondrial ni membrany (Green et al., 2004) a drahou
pres ,,death receptor”, ktera zahrnuje formaci komplexu DISC (death-inducing signalling
complex) (Debatin et al., 2004). Nadorové burky jsou v3ak schopné vyvijet resistenci
k hlavnim signalim spoustéjicim apoptézu. Mezi endogenni inhibitory MOMP
(mitochondria outer membrane permeabilization) patfi napf. anti-apoptotické proteiny
BCL-2, BCL-X a MCL1 produkované B bunécnym ly mfomem. Déle bylo zjiSténo,
Ze nadorove buriky Casto postradaji expresi funkéni molekuly APAF1 ( apoptotic-protease-
activating factor-1), ktera je nezbytnd pro apoptosomové-dependetni aktivaci kaspaz.
Dalsim prikladem je zvy$ena exprese inhibitor(i apoptotickych proteind (IAPs) na povrchu

nadorovych bunék, které take inhibuji aktivaci kaspaz.
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3.5. Neomezena schopnost se délit

Nadorové bunky jsou schopné pomoci upregulace exprese enzymu telomerazy prochazet
neomezenym mnozenim. K ,nesmrtelnosti“ nadorovych bunék také prispivaji rizné
mutace, jako mutace v proteinu p53 Ci jeho naprosta ztrata. Pokud nadorova burika
neexprimuje protein p53 (Ichiki et al., 2004), exprese regulatoru bunéného cyklu B1 je

také sniZzena a burika prochazi neomezenymi cykly bunécného déleni.

3.6. Invazivita do okolnich tkani a zakladani metastaz

VétSina umrti spojenych s nadorovymi onemocnénimi je spojend s jejich schopnosti
metastazovat. Nadorové buiikky mohou inaktivovat celou Fadu proteinl, jako je
napf. nectin-like 2 protein (NECL2). Inaktivace tohoto proteinu umozni burikdm odpoutat
se od loZiska primarniho nadoru avolné se pohybovat krevnim obéhem (Boles et al.,
2005). Podobny efekt maji proteolytické enzymy napf. katepsin, jez umoziuje burfikdm

odpoutat se od loZiska primérniho nadoru a zakladat metastazy.

3.7.  Mechanismy Uniku néddorovych bunék pfed imunitnim systémem

Néadorove buriky jsou schopné uniknout kontrole imunitniho systému pomoci celé fady
strategii (Zitvogel et al., 2006). Dulezitych mechanismem je produkce cytokind,
které inhibuji protinddorovou imunitni reakci, jako je TGF-B a IL-10. Oba zminéné
cytokiny jsou schopné pfimo inhibovat maturaci dendritickych bunék. DalSim unikovym
mechanismem jsou mutace v genech, které koduji bilkoviny dllezZité pro prezentaci
antigend v APC (antigen prezentujicich buiikach) . Prikladem mohou byt mutace v genech
pro B2-mikroglobulin, TAP (transporter associated with antigen processing) €i v genech
kodujicich podjednotky proteasomu (Marincola et al., 2000). Tyto zavazné mutace vedou
ke wvzniku rezistence k CD8 T Ilymfocytdm. Tento fakt je obtizné prekonat,
prestozZe snizend exprese MHC | vede Kk vy3§i wvnimavosti nadorovych bunék
k NK burikam. Nadorové bunky také exprimuji molekuly B7-H1, B7-H4 nebo
indolamin 2,3-oxygenazu, jez indukuji anergii antigen specifickych T lymfocytd
(Uyttenhove et al., 2003).
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4. Interakce mrtvych nadorovych  bunék s bunkami

imunitniho systému
4.1. Imunogenni bunéna smrt

Apoptdza byla vZdy povazovana za neimunogenni typ bunécné smrti (Savill et al., 2002).
Naopak nekrotickd bunécna smrt byla oznaCovana jako imunogenni typ bunécné smrti

zejména proto, Ze pfi ni dochazi k rozruseni plasmatické membrany a uvolnéni bunécnych
komponent, véetné zanétlivych markerd jako IL -8 a TNF.

V uplynulych deseti letech byla publikovéana fada védeckych praci, které méni dosavadni

pohled na apoptdzu, jako na typ imunogenné tiché smrti (Zitvogel et al., 2004; Apetoh et
al., 2008; Spisek et al., 2006) a upozoriuji na jeji vyznam v konceptu imunogenni bunécné
smrti. Z toho vyplyva, Ze typ bunécné smrti pfimo neurcuje, zda jde o imunogenni smrt.
Rozhodujici je typ podnétu, ktery bunéfnou smrt zahaji. Nékteré podnéty jsou schopné
zvySovat expresi imunogennich molekul na povrchu nadorové bunky nebo jejich uvolnéni
do extracelularniho prostoru (Kepp et al., 2009).

Pro dokonalé pochopeni konceptu imunogenni smrti je tfeba definovat typy bunécné smrti

u eukaryotickych bunék, které délime dle morfologickych zmén (Krysko et al., 2006;
Galluzzi et al., 2007), kterymi burika prochazi na:

e Apoptbdza
Béhem apoptotickeé smrti dochazi k mnoha morfologickych zméndm bunky (Kerr et al.,
1972):
e kondenzaci chromatinu (pyknosis)
o fragmentaci jadra (karyorhexis)
e zahusténi cytoplazmy

o formaci apoptotickych télisek

V burice dochazi k aktivaci kaspaz a permeabilizaci mitochondrialni membrany (Kroemer
et al., 2005; Ferri et al., 2001; Marzo et al., 1998). Apoptdza nadorovych bunék mize byt
spusténa celou fadou faktor(, jako je hypox ie, radioterapie ¢i chemoterapie. Nasledné jsou
apoptotické bunky rozeznany fagocyty (makrofagy, dendritickymi burikami, endotelialnimi

burikami a fibroblasty) a odstranény. Béhem tohoto procesu fagocytujici bunky secer nuji
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potencionalni proti-zanétlivé cytokiny jako TGF-B (Chen et al., 2001), PGE2
nebo aktivaéni faktor desticek (Savill et al., 2000). Z tohoto dlivodu byla apoptdza
jednomysIné povaZovana za imunologicky tichy typ bunécné smrti (Voll et al., 1997,
Steinman et al., 2000). Toto tvrzeni vSak nelze aplikovat na vSechny experimentalni
situace. SoucCasné studie ukazuji, Ze oSetfeni nadorovych bunék antracyliny (Obeid et al.,
2007), oxaliplatinou (Tesniere et al., 2010) a ionizujicim zéafenim (Obeid et al., 2007)
indukuje imunogenni smrt in vitro a in vivo, pokud jsou nadorové burky aplikovany
do imunokompetentni mysi (obr.2). Naopak nékteré induktory apoptotické bunécné smrti
(mitomycin C, etoposide a staurosporin) nejsou schopné indukovat imunogenni buné¢nou
smrt (Banchereau et al., 1998).

e Nekroza
Nekrotickou smrt buriky provazi vyrazné morfologické zmeény. Dochazi zejména
k nabobtnani cytoplazmy, celkovému zvétSeni objemu buriky vedouci Kk ruptufe
cytoplazmatické membrany a nasledné uvolnéni poSkozenych organel (Galluzzi et al.,
2007). Tento proces byva nejcastéji dlsle dkem fyziologického stresu buriky nebo jejiho
intenzivniho poskozeni. Béhem tohoto procesu dojde k uvolnéni celé fady zanétlivych
cytokind jako je IL-8, IL-10 a TNF-a, hlavné z tohoto diivodu byla nekréza povazovana

dlouhou dobu za typ imunogenni bunécné smrti.

Apoptdza Nekroza
Cavie Ieaky Pozdm Zriaky
O HWV ..i:

o ..
Qi

RT

HSP®

Kepp, O er al Apoptosis 2009

Obr. 2 Imunogenni determinanty bunécné smrti. V pribéhu ¢asnych fazi apoptozy
dochazi k expresi calreticulinu (CRT). Jeho exprese je nasledovana expresi fosfatidylserinu
(PS). High mobility group box I (HMGB1) je uvolnén v pozdnich fazich apoptoézy.
Béhem nekrézy dojde k uvolnéni proteind teplotniho Soku (HSP) do extracelularniho

prostoru. Poruseni plazmatické membrany vede k uvolnéni cytokin( IL-8 a IL-10.
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e Autofagie
Autofagie je odpovéd eukaryotické buniky na stresové prostredi, jako je hypoxie, infekce
Ci nedostatek vyZivy (Kepp et al., 2009). Tento pomaly typ buné&né smrti vede k degradaci
intracelularnich organel po jejich sekvestraci do vakuol ohranienych dvojitou mem branou
(Maiuri et al., 2007). Autofagie slouzi jako hlavni mechanismus pro eliminaci

nadbytecnych ¢i poskozenych organel a intracelularnich patogend.

e Mitotické katastrofa
Jde o dalsi druh bunééné smrti, ktery souvisi s poruchami v priibéhu mitdzy, resp. dalsimi
chybami v bunééném cyklu. Tento typ bunécné smrti doprovazi zme nseni jadérka a burika
obsahuje vedle hlavnich jader nékolik mikrojader. Existuji dva odlisné typy mitotické
katastrofy. Prvni bez (Casti p53, druhy je zavisly na p53 s mechanismem podobajicim se
apoptéze. Obéma typlim je spolecna porucha aktivace cyklinu B a Cdkl ( Castedo et al.,
2004).

4.2. Molekularni parametry imunogenni bunécné smrti

Béhem procesu imunogenni bunéfné smrti dochazi k expresi a uvolnéni casnych
i pozdnich marker. Tyto molekuly hraji zasadni Ulohu v rozpoznani apoptotickych
nadorovych bunék imunitnim systémem, zejména burikami prezentujicimi antigen .

Z&kladni vycet téchto molekul a jejich vliv na populaci APC uvédi tabulka 1 a obrazek 3.
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Nadorova bunka Dendriticka bunka
Komponenty plazmatické
membrdny
Crosprezentace nadorovych
HSP70 a HSP90 antigen(
Calreticulin Indukce fagocytdzy
Indukce rozpozndani nadorovych
Fosfatidylserin a Integriny bunék
Medidtory zanétu
HSP70 a HSP90 Maturace DC
Zpracovani antigenu a jeho
HMGB1 prezentace
Mocova kyselina pres TLR2 Maturace DC
Degradacni produkty pozdni faze
DNA pies TLR9 Maturace DC
RNA pies TLR3 Aktivace DC
PTX3 Regulace maturace DC

Tab.1 Hlavni determinanty imunogenni bunécné smrti a jejich vliv na DC

4.2.1. Heat shock proteiny

Heat shock proteiny (HSP), neboli proteiny teplotniho stresu, jsou chaperonové proteiny,
které zajistuji spravné sbhaleni a znovurozbaleni proteind béhem stresovych situaci
v bunce. Ackoliv jsou tyto proteiny vétSinou lokalizovany v intracelularnich
komparmentech, dva zastupci této rozsahlé rodiny, HSP70 a HSP90, mohou byt
exprimovany na buné¢ném povrchu a Gc€astnit se aktivace imunitniho systému.

HSP70 patfi do rodiny ATP-dependentnich chaperonovych proteinl, ktery reguluje
skladani nové syntetizovanych po lypeptidli a jejich transport do jednotlivych bunéénych
kompartment. Pokud se nachazi HSP70 uvnitf bufky, pak apoptézu vétSinou blokuje
nékolika zplsoby. Jednak interaguje s vyznamnou molekulou Apaf-1, ¢imz inhibuje tvorbu
apoptosomu, ktery je nezbytny pro aktivaci kaspazovych drah (Beere et al., 2000).
Dale HSP70 blokuje proapoptoticky transkripéni faktor p53 (Wadhwa et al., 2002)
a stresoveé kinazy, jako je c-Jun N-termindlni kinaza 1 ¢i ERK. Intracelularné lokalizovany
HSP90 ma také protektivni funkce. Vaze se na signalizani proteiny, jako jsou steroidni
receptory, MyoD (Nathan et al., 1995), v-Src (Hartson et al., 1994) nebo Raf-1 (Wartmann
et al., 1994).
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Béhem imunogenni bunécné smrti dochéazi k translokaci HSP70 a HSP90 na bunécny
povrch, kde maji tyto molekuly imunostimulacni vlastnosti. Hraji vyznamnou roli
v procesu crosprezentace nadorovych antigend na molekulach MHC | a napomahaji
tak indukci protinadorové specifickych CD8+ T lymfocytll (Doody et al., 2004; Schild et
al., 1999). Dendritickd burika rozpoznava takovy komplex HSP-peptid pomoci TLR-4
aCD14 (Asea et al., 2002). Aktivaci TLR-4 dojde k uvolnéni prozanétlivych cytokin(
(TNF-a, IL-1pB, IL-12, IL-6), jeZ stimuluji zahajeni imunitni odpovédi (Lehner et al.,
2004). DalSi imunostimula¢ni vlastnosti molekuly HSP70 je vliv na maturaci DC zvySenim
exprese CD86 a CD40 (Singh-Jasuja et al., 2000). Heat shock proteiny exprimované
na povrchu nadorové buriky reaguji scelou fadou receptorli pfitomnych na APC.
Mezi nejvyznamnéjSi molekuly patfi CD40 a scanvengerovy receptor LOX-1 a SR-A
(Becker et al., 2002).

V soucasné dobé se fada védeckych skupin zaméfila na sledovani exprese HSP po aplikaci
cytotoxickych latek. Prikladem miZe byt studie provedena na burkach lidského myelomu .
PFi oSetfeni bunék bortezomibem, proteazovym inhibitorem, dochéazi ke zvySeni exprese
molekuly HSP90 ve srovnani s oSetfenim bunék y-zafenim C¢i dexamethasonem.
Pokud byla bunétna smrt indukovana bortezomibem, dochéazelo ke zvy3ené fenotypické
maturace dendritickych bunék a schopnosti aktivovat T lymfocyty in vitro (Spisek et al.,
2007).

4.2.2. Calreticulin

Calreticulin (CRT) je protein vézajici vapnik, ktery se podili zejména na regulaci
homeostazi Ca®*. Nachéazi se zejména v lumen endoplazmatického retikula (Groenendyk et
al., 2004; Coppolino et al., 1997; Kwon et al., 2000). Stejné jako heat shock proteiny patfi
mezi chaperononové proteiny a interaguje s celou fadou protein(, zejména s disulfid
izomerdzou Erp57 (Oliver et al., 1999). Calreticulin, se podobné jako HSP, nachézi
na povrchu apoptotickych bunék oSetfenych nékterym z induktord imunogenni smrti.
Apoptoticke nadorové bunky exprimujici na svém povrchu calreticulin se stavaji vice
atraktivni pro makrofagy a dendritické buniky (Obeid et al., 2007; Gardai et al., 2006).
V soucasné dobé je exprese calreticulinu na ap optotickych nadorovych burikach spojovana
zejména s antracykliny a y-zafenim (Obeid et al., 2007). Jak primarni nadorové buriky
tak nadorové linie translokuji CRT na bunécny povrch po oSetfeni antracykliny
nebo inhibitorech komplexu PP1/GADD34 (Obeid et al., 2007; Obeid et al., 2007; Chaput
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et al., 2007). Calreticulin se objevuje na povrchu apoptotické burky velice zahy
po oSetfeni antracykliny nebo y-zafenim, dokonce dfive nez buinka zacne odhalovat
fosfatidylserinové zbytky na vnéjsi strané plazmatické membrany. Proto je calreticulin
oznaCovan jako Casné apoptoticky znak. Exprese calreticulinu je spojend s fosforylaci
elF2a, kterd neni jediny predpoklad pro expresi calreticulinu. To dokazuje expozice
nadorovych bunék napf. brefeldinu ¢i tunicamynu jako pfimym induktorim ER
(endoplazmatickeé retikulum) stresu, po kterych nedochazi k expresi calreticulinu (Obeid et
al., 2007). Dalsi ddlezitou podminkou pro expresi calreticulinu po osetfeni antracykliny je
aktivace kaspaz. Pokud blokujeme aktivaci kaspaz pfi aplik aci antracyklinl pomoci
inhibitoru kaspaz Z-VAD-fmk, nedochazi k expresi CRT. Exprese CRT na povrchu
apoptotickych bunék je zodpovédna za indukci protinadorové imunitni odpoveédi
jak v invitro tak in vivo podminkach. Aktivace protinddorové imunitni odpovéd i je spojena
s rychlym rozpoznanim a intenzivni fagocytdzou nadorovych bunék dendritickymi
buikami, jez vede k indukci antigenné specifické cytotoxické CD8 T lymfocytarni
odpovédi. Tento fakt dokazuje aplikace protilatek blokujicich aktivitu CRT nebo CRT
knockdown pomoci specifickych siRNAs (Obeid et al., 2007). Imunogenicita nddorovych
bunék, které neexprimuji calreticulin, mlze byt vyrazné zvy$ena pomoci adsorpce
rekombinantniho CRT proteinu na bunécny povrch. Tato skute€nost podtrhuje kli¢ovou

roli tohoto proteinu v procesu imunogenni smrti nddorovych bunék.

4.2.3. Zanétlivé cytokiny uvolfiované nadorovymi burikami

Produkce prozanétlivych cytokinl indukujicich imunitni odpovéd, je typicka zejména
pro nekrotickou smrt. Pravé béhem nekrdzy dochédzi k poruSeni plazmatické membrany
a uvolnéni obsahu cytoplazmatickych cytokinii do okolniho prostfedi. Naopak béhem
apoptézy burika vytvari mald apoptoticka téliska, kterd jsou snaz rozpoznateln & APC
a nedochazi k poruSeni plazmatické membrany (Matzinger, 2002). Nekrotické buriky,
produkci prozanétlivych cytokinG  TNF-a, IL-8, IL-10 a IL-6 (Krysko et al., 2006),
ovliviuji zejména fibroblasty, makrofagy a dendritické bunky (Basu et al., 2000).
Do pocetné skupiny faktorli uvolfiovanych do e xtracelularni matrix béhem nekré zy,

miZeme zaradit také HSP a kyselinu moc¢ovou (Shi et al., 2003).
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4.2.4. High mobility group box 1

High mobitility group box 1 (HMGB1) je chromatin-vazajici protein, ktery ovliviiuje
transkripci a dalSi jaderné funkce (Bianchi et al., 1989). Molekula HMGB1 patfi
mezi pozdné apoptotické markery. Aktivné je secernovana ze zanétlivych bunék (Wang et
al., 2009) a pasivné z nekrotickych bunék (Scaffidi et al., 2002). V extracelularnim
prostoru HMGBL signalizuje poSkozeni tk&né a zahajuje prozanétlivou odpovéd vazbou
na celou fadu specifickych receptort, jako je RAGE (receptor for advanced glycosylation
products), TLR2 a TLR4 (Rovere-Querini et al., 2004).

Zajimavé jsou vysledky experimentd, které ukazuji, Ze produkce HMGB1 béhem nekrézy
neaktivuje imunitni odpovéd proti nadorovym buikdm (Ronchetti et al., 1999;
Gamrekelashvili et al., 2007). Naopak bunky béhem apoptotické smrti navozené
antracykliny v in vitro podminkach vyvolavaji protinadorovou odpovéd, pokud jsou
aplikovany subkutdnné do syngennich imunogennich mySsi. Tento protinadorovy
vakcinacni efekt nevyzaduje pfitomnost dalSich imunostimulaCnich latek a zajiStuje
dlouhodobou ochranu proti Zivym nadorovym bunikdm (Casares et al., 2005). Tento proces
protinadorové vakcinace zahrnuje nezbytné rozpoznani a fagocyt6zu nadoro vych bunék
dendritickymi bunkami (DC), protoZe deplece DC in vivo vyrusi tuto protinddorovou
imunitni odpovéd ( Apetoh et al., 2007; Casares et al., 2005).

Po uvolnéni HMGBL1 z nadorovych bunék dojde k navazani molekuly na TLR4 na povrchu
DC. Zde molekula napomaha prezentaci nadorovych antigent (Apetoh et al., 2007).
TRL4 se podili na kontrole prezentace antigenti tak, Ze inhibuje spojeni fagosomu
s lysozomem (Blander et al., 2004; Shiratsuchi et al., 2004). Dlikazem je blokace molekuly
HMGB1 pomoci specifickych protilatek, kdy dojde k naprostému vyruSeni imunitni reakce

Vv invivo a in vitro podminkéach.

4.2.5. Kyselina mocova

V pribéhu bunééného stresu dochazi v burice ke zvySeni koncentrace kyseliny mocové
v dlsledku rychlé degradace RNA a DNA a nasledné pfeméné vzniklych purinl (Shi et al.,
2002). Zvysena koncentrace mocové kyseliny byla detekovana zejména po oSetfeni bunék
teplem, cykloheximidinem a UV radiaci. Pokud blokujeme uvolfiovani kyseliny mocoveé
napf. allopurinolem, nedochazi ani k rozvoji antigenné specifické odpovédi. Kyselina
mocCova je specificky rozpoznavana pomoci inflamasomu cryopyrin/NALP3 u APC
(Martinon et al., 2006).
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4.2.6. Degradacni produkty pozdni faze bunécné smrti s prozanétlivymi vlastnostmi

ZéavéreCnd faze bunécné smrti je doprovazena u nekrézy rozrusenim plazmatické
membrany. Béhem tohoto procesu dojde k uvolnéni RNA molekul, které se vazi na TLR3
na povrchu DC (Kariko et al., 2004). Dale dochazi k uvolnéni dsDNA (Ishii et al., 2001),
kterd stimuluje jak makrofagy tak DC. V neposledni fadé burika uvolni volné nukleotidy,
které vedou k maturaci DC (Krysko et al., 2005) a aktivaci NF-kB signalizaCni drahy
(Ferrari et al., 1997). VSechny tyto molekuly produkované b&hem pozdnich fazi bunécné
smrti usnadiuji rozpoznavani nadorovych bunék imunitnim syst émem také pomoci
pentraxinovych receptord (Bottazzi et al., 2006). Kratké pentraxiny jako je C-reaktivni
protein nebo sérovy amyloid hraji vyznamnou roli v procesu odstranéni zbytkl bunék
(Rovere et al., 2000).

4.2.7. Aktivace p53 v naddorovych burikach

V pripadé poSkozeni bunétné DNA ionizujicim zé&fenim i chemoterapi i, dochazi
k aktivaci proteinu p53, jehoZz hlavni funkci je zastaveni bunééného cyklu a navozeni
apoptozy. Buriky, u kterych dochazi k aktivaci této apoptotické drahy, exprimuji NKGD2
ligandy, jako je napf. Casny transkript retinové kyseliny. Nadorové buriky exprimujici

NKGD?2 ligandy jsou snadngji rozpoznavany NKT burikami a cytotoxickymi T lymfocyty.
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5. Imunoterapie

Imunoterapie v l1éCbé nadorovych onemocnéni byla poprvé zminéna Paulem Ehrlichem
v 80. letech minulého stoleti. V soucasnosti imunoterapie zaujima v IéCbé konkrétnich
nadorovych onemocnéni velmi pevné postaveni (Finn, 2003). Presto je stale tfeba
pri pripravé imunoterautickych protokoll odpovidat na fadu otazek: jaky antigen pouZit,
jaky typ imunitni reakce vyvolat, jak vakcinu spravné aplikovat?

Protinadorové vakciny jsou navrhovany tak, aby pfipravily imunitni systém na setkani
s nddorovou burikou. Nadorové onemocnéni s sebou nese celou fadu pfirozenych prekéazek,
které musi vakcina prekonat. Jde zejména o imunosupresivni plisobeni nadoru a dopady
predchozi terapie na imunitni systém pacienta. Pokud jsou vakciny pouZivany v prevenci
nadorovych onemocnéni, pak musi indukovat dlouhodobou imunitni pamét bez rizika
vedlejsich Gcinkd, kterymi mohou byt napf. autoimunity.

Maé-li byt imunoterapie naddorového onemocnéni UspéSna i v pokroCilém stadiu
onemocnéni, musi dojit k rychlé indukci velkého mnozZstvi efektorovych bunék, cozZ je
velmi obtizny ukol. Efektorové buriky musi poté migrovat do nadorové tkané, coz je
znesnadnéno pritomnosti imunosup resivnich latek, které produkuje nadorové tkan
a nadorové stroma. V pokrocilém stadiu onemocnéni je navic populace naddorovych bunék
heterogenni a nékteré buniky nemusi exprimovat nadorové antigeny (Finn, 2003),
proto nejsou rozpoznavany antigen specifickymi T lymfocyty a protinddorovymi
protilatkami. Proto populace rezistentnich nadorovych bunék roste nezavisle
na pritomnosti imunitni reakce a dava vzniknout nadoru, ktery je zcela rezistentni

k protinadorové imunoterapii.
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5.1. Z&kladni typy imunoterapeutickych protokol(

Aktivni i pasivni imunoterapie vyuZivaji specifické i nespecifické imunity k boji
proti nadorovym bunkam. Pasivni imunoterapie se zaklada na aplikaci vétSiho mnozstvi
predem pfipravenych protilatek, bunék imunitni ho systému ¢&i dalsich faktord prijemci,
¢imz se lisi od aktivni imunoterapie, kde se do léCebného procesu aktivné zapojuje
I imunitni systém pfijemce (Houghton et al., 1985; Miller et al., 1981; Miller et al., 1982).
Vycet jednolivych typll imunoterapeutickych protokold presahuje ramec této prace.

Detailnéji se zaméFim na imunoterapii pomoci dendritickych bunék.

5.2. Raciondlni pFistup k imunoprevenci

Nemoznost oveéfit nékteré zakladni imunoterape utické problémy u lidi podporuje vyzkum
na vhodnych zvifecich modelech. Technicky pokrok za posledni dvé desetileti umo Znil
védclim pracovat s mySim genomem na takové Urovni, Ze lze modifikovat expresi gend
vedoucich k vyvoji specifickych nadord. Vyvoj zvifecich modelll je stale dokonalejsi
apro fadu nadord jsou jiz k dispozici modely, u nichZz dochazi k rozvoji nadorového
onemocnéni v podobnych stadiich jako u ¢lovéka (Finn et al., 2002). Modely pro postupny
rozvoj onemocnéni pfes neoplastické Iéze az po pIné vyvinu ty nador existuji napfiklad
pro kolorektalni karcinom, karcinom pankreat u a karcinom prsu (Guy et al., 1992; Harada
et al., 1999; Hingorani et al., 2003).

Nejvice experimentalnich dat o roli imunitni reakce v ristu nadord bylo ziskano na mysim
modelu karcinomu prsu zplsobeném expresi protoonkongenu Her2/neu. V¢asna vakcinace
proti Her2/neu proteinu celou bilkovinou, jednotlivymi peptidy ¢i pomoci DNA vede
k prevenci rozvoje naddorového onemocnéni. Pokud jiz dojde k rozvoji nadorového
onemocnéni, je protinddorova vakcinace mnohem m éné efektivni. Hlavnimi mechanis my
acinné protinadorové odpovédi jsou na tomto modelu protilatky proti Her2/neu a IFN-y
(Nanni et al., 2001; Quaglino et al., 2004). Dal$im ddlezitym cytokinem je 1L -12, coz dale
doklada ddlezitost Thl typu imunitni reakce v eliminaci nadorovych bunék.
Vakcina zaloZzend na podavani dendritickych bunék, které prezentuji nadoro vé antigeny,
zabranila rozvoji polypu v tlustém stfevé na mySim modelu fami liarni polypézy tlustého
streva. Roli v eliminaci nadorovych bunék hraji i dalsi efektorové mechanismy,
jako napriklad cytotoxické T Ilymfocyty. Znovu je ovsem potfeba zddraznit,

Ze pro eliminaci preneoplastickych a neoplastickych bunék je nejdilezitéjsi soucasna
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a koordinovana aktivace Sirokého spektra efektorovych mechanismi specifické
a nespecifické imunity.

5.3. Imunoprevence nadorovych onemocnéni a jeji klinicka aplikace

Klinicka aplikace protinadorové imunoterapie miZe byt vyuZita u mnoha skupin pacient
v rozliénych Klinickych situacich. Pokud hovofime o primarni prevenci nadorového
onemocnéni, je tfeba charakterizovat pacienty s vysokym rizikem rozvoje nadorového
onemocnéni. Takové pacienty nachdzime v rodinach s vysokym genetickym zatiZzenim,
které zvySuje zasadnim zplsobem riziko rozvoje nadorového onemocnéni. O genetickém
zatizeni mlzeme hovofit u pacientl s Li-Fraumen syndromem, mutacemi v BRCA,
mutacemi v K-ras, u kterych mohou byt detekovany specifické mutace, a také zvysené
riziko nadorového onemocnéni (Finn et al., 2002). Dals$i skupinu pacientli vhodnou
pro aplikaci imunoprevencni terapie jsou ti, u nichz bylo detekovano preneoplastické
onemocnéni (Spisek et al., 2006). V tomto pfipadé jde zejména o pacienty s kolorektalnimi
polypy a cervikdlni intraepitelialni neoplazii. Samoziejmé nejvétsi skupinu pacientd,
u kterych bude zvaZovéana protinddorova terapie, budou vzdy tvofit pacienti, u kteryc h
jiz byl diagnostikovan tumor. V dosud probéhlych studiich byla imunoterapie testovana
jako posledni pristup u pacientd, ktefi byli ve velmi pokrocilém stadiu diseminovaného
onemocnéni a ktefi podstoupili chemoterapii. Diky tomuto faktu je nadéje na trvaly efekt
imunoterapie mald. Naopak je povzbudivé, Ze vétSinou doSlo k indukci detekovatelné
imunitni  odpovédi. Imunoterapie by méla mit v dneSni dobé wvyhradni postaveni
v soucasnych lécebnych schématech, nejlépe u pacientli ve stadiu minimalni rezidualni

nemoci, napf. po radikalnim chirurgické m vykonu.
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6. Imunoterapie dendritickymi burikami

Pochopeni vyjimecného postaveni dendritickych bunék v procesu T bunéfné aktivace
v kombinaci s vyvojem metod pro diferenciaci DC in vitro vedly k rozvoji nové oblasti
imunoterapie — imunoterapie zaloZené na dendritickych bunkach (Banchereau J &
Steinman RM, 1998).

6.1. Zakladni charakteristiky a Zivotni cyklus dendritickych bunék

Dendritické buiky maji mezi antigen prezentujic imi bufikami jedine¢né postaveni.
Jako jediné mohou aktivovat naivni T lymfocyty a tim zahdjit primarni specifickou
imunitni odpovéd, tj. aktivaci naivnich nediferencovanych T lymfocytl (obr.4) (Steinman
et al., 1983). Populace dendritickych bunék byla objevena vroce 1973 Ralphem
Steinmanem a Cohnem a pojmenovana podle charakteristi cké morfologie s mnoZstvim
vybézk(, dendritl. V populaci dendritickych bunék je vSak vyrazna heterogenita dana
anatomickou lokalizaci téchto bunék, ktera urCuje jejich funkci. V této heterogenité
vSak existuje nékolik zakladnich parametrli, které jsou pro v Sechny subtypy shodné,

schopnost migrace a indukce primarni odpovédi T lymfocytd.
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Obr. 4 Zivotni cyklus dendritickych bunék
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6.2. Diferenciace dendritickych bunék in vitro

Rozvoj imunoterapeutickych protokolli a potfeba velkého mnoZstvi dendritickyc h bunék
pro vakcinacni postupy vedla k pfipravé dendritickych bunék z prekurzorl z rdznych
drovni procesu hematopoézy.

Nejrozsitengjsi cestou pripravy in vitro DC jsou dendritické buiiky pfipravené z monocytd .
V tomto pripadé jsou periferni monocyty difere ncovany na DC pomoci cytokind IL -4
a GM-CSF (Romani et al., 1994; Sallusto & Lanzavecchia, 1994). Monocyty lze jednoduse
izolovat z lidské periferni krve, a proto se je tato metoda ideélni pro imunoter apeutické
protokoly, jelikoZz umoZiuje pfipravu velkého mnoZstvi DC béhem nékolika dni.
Pro pfipravu DC v in vitro podminkéach se pouziva rovnéz kostni dfefi a pupecnikova krev,
v které jsou pfitomny CD34+ prekurzory DC. Tyto prekurzory jsou rovnéZ pomoci
cytokini — GM-CSF a TNF-a diferencovany v DC.

6.3. Historie imunoterapie zaloZzené na dendritickych burikach

V pilotnich studiich byly dendritické bufiky pouZivany k pfipravé vakcin pro imunizaci
proti rakovinnym burikdm resp. nadorovym antigenim. Poprvé na mysSich modelech bylo
dokéazano, Ze dendritické bunky prezentujici nadorové antigeny jsou schopné vyvolat
acéinnou protinadorovou imunitni odpovéd a dosahn out vyléceni vzniklého nadoru
a prevenci vzniku dalSich metastaz. Tyto studie byly zahy aplikovany na pacientech
s nadorovym onemocnénim (Davis et al., 2003) nebo u pacientl s chronickou HIV infekci.

Od té doby byly publikovany desitky praci zabyvajici se rdiznymi aspekty tohoto pristupu.

6.4. Protokol vakcinace dendritickymi burikami

Obecné schéma imunoterapie dendritickymi burikami je na obr azku 5. Po vybéru pacientd,
ktefi jsou zafazeni do studie, je pFipraveno velké mnozstvi nezralych dendritickych bunék
z monocytl v periferni krvi v pfitomnosti GM-CSF a IL-4. Po péti dnech dojde
k diferenciaci monocytll v nezralé DC. Dal$i postup zavisi na typu pouZzivaného
nadoroveho antigenu. PFi pouZiti mrtvych nadorovych bunék, jako zdroje celého spektra
nadorovych antigend, je prvnim krokem inkubace dendritickych bunék s nadorovymi
bunikami (Spisek et al., 2002; Tobiasova et al., 2007). Po pohlceni nadorovych bunék jsou
nasledné dendritické bunky aktivovany a zralé DC, které prezentuji naddorové antigeny,

jsou poté jako protinadorova vakcina podany zpét pacientovi.
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V optimélnim pfipadé predpokladame, Ze dendritické buriky prezentuji nadorové antigeny
v lymfatickych uzlinach. Nasledné dochazi k aktivaci antigen specifickych T lymfocytl
ak aktivaci B lymfocytd. Vysledkem je klonalni expanze nadorové specifickych
T lymfocytd a produkee specifickych protilatek.

V pfipadé protinadorové vakcinace ve stadiu preneoplazie nasleduje v dalSi fazi tvorba
pamét'ovych bunék. Jestlize poté zacne nador rlist, existuje predpoklad, Ze vyvola aktivaci
sekundarni imunitni reakce s rychlou expanzi velkého mnoZstvi efektorovych bunék

a tvorbou vysokych titrd protilatek.
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Obr. 5 Schéma imunoterapeutického prot okolu na bazi dendritickych bunék

6.5. Aspekty pfi vyrobé vakcin z dendritickych bunék

Rozhodujici pro aginnost vakcinace je zejména postup vyroby vakciny, zplsob a frekvence
aplikace v rlznych fazich onemocnéni. Proces diferenciace DC in vitro byl intenzivné
zkouman celou fadou védeckych skupin. Pouziti rozliénych cytokinovych koktejlli vede
k pripravé zcela odlisnych populaci DC s rdznou schopnosti aktivovat T lymfocyty.
Klasickym postupem ve vyrobé dendritickych bunék je diferenciace perifernich monocytd
v pfitomnosti IL-4 a GM-CSF (Romani et al., 1994; Sallusto & Lanzavecchia, 1994).
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Uspésné byly i alternativni pfistupy ve vyrobé dendritickych bunék s pouzitim IFNa
(Santini et al., 2000) a IL-15 (Mohamadzadeh et al., 2001). Rovnéz bylo testovano pouZziti
DC izolovanych pfimo z periferni krve a pulsovanych ex vivo naddorovym antigenem
(Timmerman et al., 2002) nebo pouZziti odlisnych populaci vychozich progenitor(i (CD34+
hematopoetické progenitory) (Banchereau et al., 2001).

Dalsi kliGovou otazkou je zdroj pouzitych nadorovych antigenl. BéZnou metodou
v imunoterapeutickych protokolech je pouzivani presné definovanych epitopl nadorovych
antigen ve formé kratkych peptidd. V tomto pripadé jsou dendritické buiiky nejprve
maturovany a teprve zralé DC, které exprimuji velké mnoZstvi HLA molekul, jsou
inkubovany s nadorovym antigenem. DalSimi moZnostmi je transfekce dendritickych
bunék RNA izolovanou z nadorovych bunék, plazmidy kddujicimi nadorovy antigen
a v neposledni fadé pouziti apoptotickych télisek pochazejicich z umirajicich nadorovych
bunék (Berard et al., 2000).

Dalsimi kli¢ovymi parametry imunoterapie jsou zplisob aplikace a podet DC ve vakcing.
zminénou cestou je fakt, Ze se do lymfatickych uzlin €asto dostava jen velmi malé procento
injikovanych DC, coz mlze vést k selhani vakciny. Klicovym parametrem je exprese
chemokinového receptoru CCR7 na povrchu DC, diky kterému jsou buriky schopné
odpovidat na chemokinove signdly CCL19 a C CL21, jeZ jsou exprimované v sekundarnich

lymfatickych organech.

6.6. Vliv maturacniho stavu dendritickych bunék na G€innost vakcin

Nezralé dendritické bunky s nizkou expresi kostimulaénich molekul nejsou schopné
dodavat T buiikam dostate¢né silné aktivacni signaly. Tento stav mlZe vést k anergii
T lymfocytd, deleci antigen-specifickych T bunék nebo vzniku regulaénich T lymfocytd
(Steinman et al., 2003). Pokud podavame vakciny obsahujici nezralé dendritické buriky ,
mlZeme navodit nezadouci toleranci vic¢i nadorové mu antigenu.

K maturaci dendritickych bunék se v klinickych studiich vyuZivd zejména smési
prozanétlivych cytokinl, napf. IL-1B, TNF, IL-6, PGE-2 (Jonuleit et al., 1997).
Nedostatkem tohoto maturaéniho koktejlu je indukce lymfocytil s reguladnim fenotypem
(Banerjee et al., 2006).

Dal$im maturacnim signalem pouzivanym v Kklinickych studiich jsou ligandy TLR.

Nékteré z nich jsou silné aktivatory produkce Thl polarizatniho faktoru IL -12 a aCinné
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navozuji crosprezentaci antigend. Jako vyhodné se ukazuje i pouziti vice druhl TLR
pro zajisténi rozsahlejsi imunologické reakce (Querec et al., 2006). Timto zpdsobem
mUGzeme dosahnout i synergického G¢inku TLR ligandl a znasobenti jejich G¢inku.

DalSim rizikem pfi aplikaci maturovanych DC je podavani tzv. vycCerpanych DC.
Maturované DC zacnou produkovat velké mnozZstvi cytokinl véetné IL-12-p70,
avsak po podani dalsich maturacnich signall jiz nejsou schopny produkce dalSich
cytokind. Takova burika pak neni schopna indukovat antigenné specifickou odpovéd.

Z ddvodl bezpeénosti neni Fada maturacnich signal(l (napf. LPS), pouZivana v in vitro
pokusech, schvalena pro pouZziti v klinickych studiich.

Pravé v této oblasti optimalizace protokolll imunoterapie je stile potfeba hledat nova
Gcinngjsi agens a nové znaky spojené s Zadoucim Thl polarizanim fenotypem

maturovanych DC.

6.7. Klinickéa aplikace vakcin

Protinadorova imunoterapie by méla byt zahajena v co nej¢asnéjSim stadiu onemocnéni,
eventuelné ve fazi, kdy je v organismu pfitomno malé mnoZstvi nadorovych bunék.
Soucasné terapeutické protokoly pouzivané v onkologii (chirurgie, chemoterapie,
radioterapie) jsou relativné velmi G¢inné ve své schopnosti redukovat mnozstvi
nadorovych bunék. U mnoha typl malignit vSak z(stava problémem perzistence malého
mnoZstvi bunék rezistentnich na pouZzité léky. Tento stav oznaCujeme jako minimalni
reziduadlni nemoc (MRN) a souvisi s progndzou pacienta. PreZivajici bunky daji v dalSim
pribéhu choroby vznik nové, terapeuticky tézko ovlivnite Iné nadorové populaci.
Pacienti ve stadiu MRN by tedy mohli byt vhodnymi kandidaty pro protinadorovou
imunoterapii, protoZe aktivace specifické protinadorové imunitni reakce by v této fazi
mohla vést ke zlep3eni progndzy onemocnéni.

Déle se ukazuje, Ze imunoterapie a chemoterapie mohou byt v 1é¢bé pacienta kombinovany
se synergickym efektem (Rozkova et al., 2009). Jednim z diivodi mUiZe byt chemoterapii
redukovana populace T-regulanich lymfocytll, u kterych byl jednoznaéné prokazan
podplrny efekt na rdst tumorl tim, Ze aktivné tlumi protinadorovou imunitni reakci.
Zaroven, jak jiz bylo zminéno, nékteré druhy chemoterapie, napf. bortezomib
a antracykliny (Spisek et al., 2006; Zitvogel et al., 2007), jsou schopné indukovat

tzv. ,,imunogenni smrt“ nadorovych bunék, ktera pak Iépe indukuje imunitni odpovéd
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organismu. Pravé tyto dva pristupy v kombinaci s imunoterapii by mohly docilit zvySeni
efektivity protinadorové vakciny.

6.8. Budoucnost DC vakcin v imunoterapii

V kratké dobé, po objasnéni role dendritickych bunék v indukci imunitni reakce
a publikaci protokol(l pro jejich pFipravu z monocytl, bylo provedeno nékolik klinickych
studii u fady nadorovych onemocnéni napf. u maligniho melanomu (Palucka et al., 2003),
u pacientdl s renalnim karcinomem (Holtl et al., 2005), non-Hodgkinskym lymfomem
(Cheson et al., 2003), karcinomem prostaty (Frank et al., 2010). V fadé téchto studii doSlo
k laboratorné detekovatelné indukci protinadorové imunitni odpovédi. AvSak pres nékolik
popsanych regresi nadorovych lezi nebyl klinicky efekt vétSinou d louhodoby. Divodem
mUze byt skutenost, Ze v mnoha pfipadech byla vakcinou Uspé$né iniciovana nadorové
specificka T bunécna odpovéd prekonana pisobenim supresivnich mechanis ml. Podstatné
je nejen imunitni odpovéd iniciovat, ale vytvofit dostateCnou populaci efektorovych bunék
a bunék pamétovych.

Dalsi problém provazejici DC imunoterapeutické studie je silny imunosupresivni ucinek
nadoru samotného (jak bylo zminéno v druhé kapitole této prace), ve kterém je G¢innost
imunitnich  mechanismd  oslabena. Vyznamné imunosupresivni  plsobeni  maji
také regulacni T lymfocyty, jejichZ populace je u onkologickych pacientd v krvi a tkani
rovnéz vyrazné zvysena (Viguier et al., 2004). Proto je sou€asti mnoha imunoterautickych
protokolll aplikace latek, které maji za cil potlagit funkce ¢i eliminovat nadorové -
specifické T regulacéni bunky (Sutmuller et al., 2001). V fadé klinickych studii se
pro eliminaci regulaénich T lymfocyt(l pouzivaji cytostatické latky, napf, cyklofosfamid
(North, 1984).

Z&sadnim problémem dosud probéhlyc h klinickych studii je fakt, Ze do nich byli zahrnuti
prevazné pacienti ve velmi pokroCilé fazi onemocnéni, u kterych byly vycerpany vSechny
ostatni terapeutické modality. U téchto pacientll je imunitni systém poskozen a vycerpan
probéhlou chemoterapii a imunosupresivnimi mechanismy nadorové tkané. Proto je
potieba zdlraznit, Ze v souladu s teoretickymi predpoklady i experimentalnimi daty ma
protinadorovd imunoterapie nejvétsi Sanci na Uspéch v pfipadé, Ze bude aplikovana
pacientim v Casnych fazich onemocnéni, pripadné pacientdm po radikalnim chirurgickém

vykonu ve fazi minimalni rezidualni nemoci.
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V soucasnosti se jako nejvhodnéjsi pristup jevi kombinace l1é¢by DC vakcinace s dalSimi
formami terapie (Pardoll et al., 2004), zejména pak u pacientll v pokrocilejSich stadiich

onemocnéni v kombinaci s chemoterapii.

Dlkazem o Ucinnosti tohoto postupu pfinesla vakcina z dendritickych bunék Provenge
americké firmy Dendreon. Faze Il klinické studie prokazaly, Ze aplikace této vakciny
u pacientl s hormon-refrakternim karcinomem prostaty v kombinaci s chemoterapii
statisticky vyznamné prodlouZuje celkové preziti ve srovnani se skupinou bez vakciny.
Na zakladé vysledkl téchto nékolikaletych studii schvalila americkd FDA tento preparat
ke klinickému pouziti a zafadila jej do lécebnych postupl u této kategorie nemocnych.
Jde o prvni protinddorovou individudlni bunécnou vakcinu schvalenou k rutinnimu
klinickému pouZiti. Imunoterapie obohacuje mozaiku komplexni terapie nadorovych
onemocnéni, kterd zahrnuje rdzné lééebné modality zaméfené na jednotlivé slozky

ekosystému nadoru.
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7. Cile prace

Predchazejici teoreticka Cast této disertaCni prace shrnuje soucasny pohled na problematiku
imunoterapie, imunogenni bunéfné smrti a jeji aplikaci v imunoterapeutickych
protokolech.

Poznéni kliCové role dendritickych bunék v procesu zahdjeni imunitni reakce vedlo
k rozvoji nového sméru imunoterapie. V soucasné dobé probiha fada klinickych studii
zalozenych na aplikaci dendritickych bunék pacientim s nadorovym onemocnénim.
Nedilnou soucasti vyvoje imunoterapeutického protokolu je pfiprava dendritickych bunék
v podminkach spravné vyrobni praxe. Jak jiz bylo fe€eno v Gvodu mé préace nejlepsi
acinnosti, dle teoretickych predpoklad, ma imunoterapie zaloZend na dendritickych
bunkach v €asnych fazich onemocnéni. V klinické praxi se naopak setkdvame s opakem.
Vakcina je aplikovana pacientim v pokrocilém stadiu onemocnéni, jejichZ imunitni systém
je zatizen chemoterapii. Z tohoto ddvodu se Fada védeckych skupin zabyvd moZznosti
kombinace chemoterapie s imunoterapii. Pfekvapivé jsou vysledky téchto praci,
které potvrzuji, Ze tyto dvé terapeutické metody mohou byt navzajem potencujici se
modality v Ié€bé nadorového onemocnéni. Koncept chemo-imunoterapie je zaroven
podporen vysledky mnoha védeckych skup in, které hovofi o imunogenicité nadorovych
bunék po oSetfeni nékterymi chemoterapeutiky. Vyznamnou skupinu IéCiv indukujicich
imunogenni buné&nou smrt tvofi antracykliny.

Problematika této prace je ¢lenéna do t¥i tematickych celku:

e Optimalizace protokolu pro vyrobu dendritickych bunék za podm inek

spravné vyrobni praxe

Cilem prace byl vyvoj protokolu pro pfipravu DC v imunoterapeutickém protokole
za podminek Spravné vyrobni praxe. Klicovym ukolem byla definice optimalniho
kultivatniho média a matura¢niho stimulu, jeZ zaruci pfipravu DC se zralym fenotypem.
Soucésti této prace bylo testovani aktivacniho stavu dendritickych bunék a schopnost

indukovat antigen specifické T lymfocyty.
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e Testovani schopnosti Klinicky aplikovanych chemoterapeutik indukovat
imunogenni  bunéCnou smrt u lidskych primarnich nadorovych bunék

a nadorovych linii

Imunogenni bunéna smrt je charakterizovana expresi molekul teplotniho Soku,
calreticulinu a HMGB1 molekuly. Po oSetfeni nadorovych bunék nékterymi
chemoterapeutiky (oxaliplatina, antracykliny, bortezomib), dochazi k expresi zminénych
molekul na povrchu nadorovych bunék. Imunogenni nadorové buriky jsou schopné
aktivovat dendritické bunky a indukovat protinadorové specifickou odpovéd. VSech ny
dosavadni studie, sledujici imunogenni bunéCnou smrt, byly provedeny na mys ich
modelech. V nasi préci si klademe za cil ovéfit tato experimentélni data v lidském systému
a sledovat schopnost rliznych chemoterapeutik indu kovat imugenni bunétnou smrt
na lidskych primarnich naddorovych burikach a nddorovych liniich. Soucasti tohoto pro jektu
je také sledovani vlivu potencionalné imunogennich bunék na populaci DC a jejich

schopnost indukovat antigenné specifickou odpovéd.

e Shrnuti principu chemo-imunoterapie na kazustice pacienta s hormon-

refrakternim karcinomem prostaty

Cilem imunoterapie u pacientdl s pokro¢ilym nadorovym onemocnénim neni kompletni
odstranéni  nadorovych bunék, nybrz znovuob noveni dynamické rovnovahy
mezi nadorovymi buiikami a imunitnim systémem, jak jsem zminila v Gvodu své préce.
Vhodnd kombinace redukce nadorové masy a imunoterapie vytvafi vhodné podminky
pro indukci protinddorové specifické odpovédi. Cilem této prace je shrnuti
experimentalnich  zékladd aplikované chemo -imunoterapie na kazuistice pacienta

s hormon-refrakternim metastatickym nadorem prostaty se Spatnou p rognézou.
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8. Vysledky a diskuze

Vysledky této prace byly shrnuty do tfi publikaci. V nésledujicim oddilu jsou
tyto publikace uvedené ve formé, ve které byly otiStény v zahrani¢nim tisku (mimo
publikace €.1, ktera je recentné pfijatd). Komentar predch &zejici kazdé publikaci shrnuje

a diskutuje zasadni vysledky prace a hodnoti jejich vyznam.
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8.1. Imunoterapeuticky protokol zaloZeny na dendritickych burikach generovanych

v CellGro a aktivovanych pomoci Poly I:C

Dendritické bunky jsou jediné antigen prezentujici bunky schopné aktivovat naivni
T lymfocyty. Nezbytnou podminkou aktivace protinadorové specifickeé odpovédi
dendritickymi burikami je jejich aktivni stav. Moznost pfipravy DC ve velkém mnozstvi
invitro z monocytd oteviela novy prostor pro protinadorovou imunoterapii zaloZenou
na dendritickych bunkéch. Principem je podani velkého mnozstvi DC, které p rezentuji
nadorové antigeny. Nasledné dochazi k aktivaci specifické imunitni odpovédi
proti nadorovym burikdm. Pro zahajeni klinickych studii je nezbytny vyvoj protokold,
které zarucuji pfipravu vakciny za podminek Spravné vyrobni praxe , ktery bude zaroven
podléhat Fadé legislativnich opatfeni.
Cilem préace byl vyvoj protokolu pro pfipravu DC v imunoterapii za podminek Spravné
vyrobni praxe. Klicovym Ukolem byla definice optimalniho maturacniho stimulu
a kultivacniho média, které zaruci pfipravu velkého mnozstvi aktivovanych dendritickych
bunék. Soucéasti prace bylo ovéfit schopnost takto pFipravenych DC indukovat
protinadorové specifickou odpovéd. Na dendritickych burikach pfipravenych z monocyt(
jsme testovali dvé kultivacni média, pFichazejici v Uvahu pro Klinické pouziti CellGro
aRPMI s5 % lidského AB séra. V dalsim kroce byly DC aktivovany tfemi riznymi
maturaénimi stimuly - smési cytokin(l (IL-1, IL-6, TNF, PGE-2), Polyl:C (polyinosine-
polycytidylic acid) a lipopolysacharidem (LPS). Po 24h byl vyhodnocen aktivacni stav DC
z hlediska fenotypu a produkce cytokinl. V' posledni fazi jsme testovali schopnost zralych
DC aktivovat antigen specifické T lymfocyty a regulacni T lymfocyty.
Nejvétsi pocet nezralych DC byl ziskan pfi kultivaci monocytd v médiu CellGro. Kultivace
monocytll v RPMI + 5% AB séra vedla k zisku nezralych DC v mensim mnoZstvi.
Stimulace smési cytokind, Poly I:C i LPS indukovala u v3ech typli DC fenotypické zmény
spojené s maturaci. Pouze DC aktivované Polyl:C a LPS oviem produkovaly velka
mnozstvi prozanétlivych cytokind. DC bunky pfipravené v CellGro a aktivované Polyl:C
byly nejaginnéjsi v aktivaci specifickych T lymfocytl. Zajimavym zjisténim je, ze DC
aktivované smési cytokin( indukovaly vice regulacnich T lymfocytl, které suprimuji
imunitni reakci.
Pro pouZziti v Klinickych imunoterapeutickych studiich se jako optimalni protokol jevi
priprava DC v bezsérovém médiu Cell Gro a aktivace DC pomoci Poly I:C. Smés cytokin(,
pouzivana v dosavadnich studiich vede k neutplné aktivaci DC a vy3si indukci nezadoucic h
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regulacnich T lymfocytl. Nami vypracovany protokol byl schvalen Statnim Ustavem

pro kontrolu léCiv pro pouZiti v klinické studii.
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8.2. Lidské nadorové bunky oSetfené antracykliny indukuji proti nadorové

specifickou imunitni odpovéd’

Bunécna smrt indukovana antracykliny je v soucasné dobé povaZovana za imunogenni typ
bunécné smrti. Imunogenni bunécna smrt je charakterizovana expresi molekul tepl otniho
Soku (HSP) a calreticulinu. Tyto molekuly exprimované na povrchu nadorovych bunék
jsou nasledné schopné indukovat maturaci dendritickych bunék a usnadfuji tak prezentaci
nadorovych antigenl dendritickymi buiikami dal$im burikdm imunitniho systému.

Pozdné imunogenni marker bunécné smrti High mobility gro up box 1 (HMGBL), vazici se
toll-like receptor 4 (TLR4) na povrchu dendritickych bunék, usnadiiuje prezentaci antigen(

nadorovych bunék dendritickym burikam.

VSechny dosavadni studie sledujici imunogenni bunécnou smrt byly provedeny na mysich
modelech. VvV nasi praci  sledujeme  schopnost  rlznych  chemoterapeutik,

véetné antracyklinll, indukovat imunogenni bunéénou smrt na ovarialni (OV90),

prostatické (DU145) a leukemické nadorové linii a primarnich bunik&ch karcinomu ovaria

a leukemickych blastech pacientl s ALL. Dal$im cilem prace bylo charakterizovat,
zda jsou imunogenni burky schopné indukovat ve zvySené mife fagocyt6zu dendritickymi

buikami a jejich aktivaci. Pouze dokonale aktivovanad dendritickd burnka je schopna

indukovat protinadoroveé specifickou imunitni od povéd.

Z nasich vysledk vyplyva, Ze pouze antracykliny indukuji translokaci calreticulinu,
HSP70 a 90 na bunécny povrch a uvolnéni molekuly HMGB1 po 12 hodinové expozici
chemoterapeutiku, jak jsme dokéazali pomoci pritokové cytometrie a konfokalniho
mikroskopu. Dale jsme dokazali, Ze dendritické bunky fagocytuji ve zvySené mire
nadorové burky oSetfené antracykliny, coz pfimo souvisi s expresi calreticulinu na jejich
bunécném porvrchu. U dendritickych bunék pulzovanych nadorovymi bufikami oSetfenymi
antracykliny vidime fenotypickou maturaci. Pro studium mechanism{ interakce
dendritickych bunék pulzovanych nadorovymi burik ami s autolognimi lymfocyty byla
vybrana nadorova linie REH (ALL). Dendritické bunky pulzované nadorovymi burikami
oSetfenymi antracykliny aktivuji nejvice specifickych T lymfocytl pro dukujicich IFNy
a zaroven inhibuji populaci imunosupresivnich regulacnich T lymfocytd.

Tato data definuji molekularni charakteristiku imunogenni bunécné smrti jako klicového

parametru protinadorové imunitni odpovédi a ukazuji moZnou strategii immunogenni

chemoterapie u onkologickych pacientd.
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8.3. Kombinovanéa chemo-imunoterapie v |éChé hormon-refrakterniho

metastazujiciho karcinomu prostaty

V souCasné dobé se imunoterapie Fadi mezi mozné léCebné postupy nadorového
onemocnéni vedle chirurgické 1écby, chemoterapie a radioterapie. Cilem imunoterapie
u pacientli s pokro¢ilym nadorovym onemocnénim neni kompletni odstranéni nadorovych
bunék, ale znovuobnoveni dynamické rovnovahy mezi nadorovymi buiikami a imunitnim
systémem. Vhodna kombinace redukce nadorové masy (pomoci chirurgie ¢i chemoterapie)
a inhibice nadorové indukované imunosuprese, vytvari idealni podminky pro indukci proti -
nadorové imunitni odpovédi pomoci aktivni imunoterapie. V této praci shrnujeme
experimentalni  zéklady a klicové myslenky kombinované chemo -imunoterapie
a prezentujeme ji na kazuistice pacienta s hormon-refrakternim metastatickym nadorem
prostaty se Spatnou progndzou.

Prokazali jsme, Ze aktivni bunétnd imunoterapie pomoci dendriti ckych bunék indukovala
specifickou protinadorovou odpovéd. Kombinovana chemo -imunoterapie skladajici se
z chemoterapie a vakcin na bazi DC pulzovanych prostatickymi nadorovymi burnkami
(LNCap) vede k vyznamnému zlepSeni klinickych a lab oratornich hodnot pacienta a
ke sniZeni hodnot PSA o vice nez 90 %.
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9. Zaveér

Poznani klicové role dendritickych bunék v procesu zahajeni imunitni reakce a moznost
jejich pfipravy v in vitro podminkach vedly k Gvahdm o jejich vyuziti v imunoterapii
nadorovych onemocnéni. Vyrobni postup vakciny se u rliznych vyzkumnych skupin
a biotechnologickych firem 1isi a obvykle cely protokol chranén patentem. Pfiprava
vakciny musi probihat v podminkéach spravné vyrobni praxe, proto je tfeba optimalizovat
podminky vyroby na zakladé téchto poZzadavk(. Dalsi klicovou otazkou
v imunoterapeutickém protokole je sprdvné naCasovani aplikace. Nejlepsi ucCinnosti
dosahuje imunoterapie v Casnych stadiich onemocnéni. V klinické praxi se aplikace
imunoterapie naopak omezuje pouze na pokroCila stadia onemocnéni. VV tomto pfipadé je
nutné kombinovat imunoterapii s chemoterapii, jeZ je standardem léCebné péce. Z tohoto
divodu je treba charakterizovat moznou imunogenicitu Klinicky aplikovanych
chemoterapeutik, jejichz pouZiti by mohlo vyznamné podpofit koncept chemo -
imunoterapie.

Optimalizace  vyrobniho  procesu dendritickych bunék v GMP  kvalité
a charakterizace mozné imunogenicity nadorovych bunék po oSetf eni cytostatiky byly
hlavnim pfedmétem této prace.

Byla provedena optimalizace protokolu na pfipravu dendritickych bunék
z monocytl. Charakterizovali jsme vliv kultivaénich médii a maturacnich signald
dostupnych v GMP kvalité na charakter pfipravenych dendritickych bunék. Zjistili jsme,
Ze vSechny zminéné maturaCni signaly vyvolavaji u DC fenotypické zmény spojené
s maturaci, aviak pouze DC pfipravené v kultivatnim mediu CellGro a aktivované pomoci
TLR ligandu Polyl:C jsou nejucinngjsi v aktivaci specifickych T lymfocyt.
DC aktivované smési cytokind indukuji nejvétsi populaci regulaénich T lymfocytd.
Z této prace vyplyva, Ze v klinickych imunoterapeutickych studiich se jako optimalni
protokol jevi pfiprava DC v bezsérovém médiu CellGro a aktivace DC pomoci Polyl:C.
Tento protokol byl schvélen Statnim Ustavem pro kontrolu léCiv pro pouZiti v Kklinické
studii.

Byla provedena komplexni studie zabyvajici se schopnosti klinicky aplikovanych
chemoterapeutik indukovat imunogenni bunéénou smrt na ovarialni (OV90), prostatické
(DU145) a leukemické nadorové linii a primarnich bunkach karcinomu ovaria
a leukemickych blastech pacientll s ALL. Zjistili jsme, Ze pouze antracykliny indukuji
translokaci CRT, HSP70 a 90 na bunéfny povrch a uvolnéni molekuly HMGB1
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po 12 hodinové expozici chemoterapeutiku. Pulzované dendritické burnky nadorovymi
buiikami oSetfenymi antracykliny vykazuji fenotypickou maturaci. Zaroven dendritické
bunky pulzované nadorovymi burikami po oSetfeni antracykliny indukuji nejvétsi populaci
protinadorové specifickych T lymfocytd. Tato data definuji molekularni charakteristiku
imunogenni bunécné smrti jako klicového parametru protinddorové imunitni odpové di
a ukazuji moznou strategii imunogenni chemoterapie u onkologickych pacientd.

Byly popsany experimentalni zéklady a klicové myslenky kombinované chemo-
imunoterapie, kterou prezentujeme na kazuistice pacienta s hormon-refrakternim
metastatickym nadorem prostaty se Spatnou prognézou. Aktivni bunétna imunoterapie
pomoci dendritickych bunék u pacienta indukovala specifickou protinadorovou odpovéd.
Kombinovana chemo-imunoterapie skladajici se z chemoterapie a vakcin na bazi DC
pulzovanych prostatickymi nadorovymi buikami (LNCap) vedla k vyznamnemu zlepSeni
klinickych a laboratornich hodnot pacienta. Tato data definuji molekularni charakteristiku
imunogenni bunécné smrti jako klicového parametru protinddorové imunitni odpové di

a ukazuji moznou strategii i munogenni chemoterapie u onkologickych pacientd.

89



10. Seznam citovane literatury

e Ada G. Vaccines and vaccination. N Engl J Med. 2001; 345: 1042-53.

e Apetoh L, Ghiringhelli F, Tesniere A, Criollo A, Ortiz C, Lidereau R, Mariette C,
Chaput N, Mira JP, Delaloge S, André F, Tursz T, Kroemer G, Zitvogel L. The
interaction between HMGB1 and TLR4 dictates the outcome of anticancer
chemotherapy and radiotherapy. Immunol Rev. 2007 Dec; 220:47-59.

e Apetoh L, Tesniere A, Ghiringhelli F, Kroemer G, Zitvogel L. Molecular
interactions between dying tumor cells and the innate immune sy stem determine
the efficacy of conventional anticancer therapies. Cancer Res. 2008 Jun;
68(11):4026-30.

e Asea A, Rehli M, Kabingu E, Boch JA, Bare O, Auron PE, Stevenson MA,
Calderwood SK. Novel signal transduction pathway utilized by extracellular
HSP70: role of toll-like receptor (TLR)2 and TLR4. J Biol Chem. 2002 Apr 26;
277(17):15028-34.

e Bach EA, Aguet M, Schreiber RD. The IFN gamma receptor: a paradigma for
cytokine receptor signaling. Annu Rev Immunol 1997; 15:563-91

e Banerjee DK, Dhodapkar MV, Matayeva E, Steinman RM, Dhodapkar KM.
Expansion of FOXP3high regulatory T cells by human dendritic cells (DCs) in
vitro and after injection of cytokine-matured DCs in myeloma patients. Blood.
2006 Oct 15; 108(8):2655-61.

e Banchereau J, Palucka AK, Dhodapkar M, Burkeholder S, Taquet N, Rolland A,
Taquet S, Coquery S, Wittkowski KM, Bhardwaj N, Pineiro L, Steinman R, Fay J.
Immune and clinical responses in patients with metastatic melanoma to CD34(+)
progenitor-derived dendritic cell vaccine. Cancer Res. 2001 Sep 1; 61(17):6451-8.

e Banchereau J, Steinman RM. Dendritic cells and the control of immunity. Nature.
1998 Mar 19; 392(6673):245-52.

e Basu S, Binder RJ, Suto R, Anderson KM, Srivastava PK. Necrotic but not
apoptotic cell death releases heat shock proteins, which deliver a partial maturation
signal to dendritic cells and activate the NF-kappa B pathway. Int Immunol. 2000
Nov; 12(11):1539-46.

e Baurain JF, Colau D, van Baren N, Landry C, Martelange V, Vikkula M, Boon T,

Coule PG. High frequency of autologous anti-melanoma CTL directed against an

90



antigen generated by a point mutation in a new helicase gene. J Immunol . 2000 Jun
1; 164:6057-6066.

Becker T, Hartl FU, Wieland F. CD40, an extracellular receptor for binding and
uptake of HSP70-peptide complexes. J Cell Biol. 2002 Sep 30; 158(7):1277-85.
Beere HM, Wolf BB, Cain K, Mosser DD, Mahboubi A, Kuwana T, Tailor P,
Morimoto RI, Cohen GM, Green DR. Heat-shock protein 70 inhibits apoptosis by
preventing recruitment of procaspase -9 to the Apaf-1 apoptosome. Nat Cell Biol.
2000 Aug; 2(8):469-75.

Belli F, Testori A, Rivoltini L, Maio M, Andreola G, Sertoli MR, Galino G, Piris A,
Cattelan A, Lazzari I, Carrabba M, Scita G, Santantonio C, Pilla L, Tragni G,
Lombardo C, Arienti F, Marchiano A, Queirolo P, Bertolini F, Cova A, Lamaj E.
Ascani L, Camerini R, Cosi M, Cascinelli N, Lewis JJ, Srivastava P, Parmmiani G.
Vaccination of metastatic melanoma patients with autologous tumor -derived heat
shock protein gp96-peptide complexes: clinical and immunologic findings. J Clin
Oncol 2002; 20:4169-4180.

Berard F, Blanco P, Davoust J, Neidhart-Berard EM, Nouri-Shirazi M, Taquet N,
Rimoldi D, Cerottini JC, Banchereau J, Palucka AK. Cross-priming of naive CD8 T
cells against melanoma antigens using dendritic cells loaded with killed allogeneic
melanoma cells. J Exp Med. 2000 Dec 4; 192(11):1535-44.

Bianchi ME, Beltrame M, Paonessa G. Specific recognition of cruciform DNA by
nuclear protein HMG1. Science. 1989 Feb 24; 243(4894 Pt 1):1056-9.

Binder RJ, Vatner R, Srivastava P. The heat-shock protein receptors: some answers
and more questions. Tissue Antigens. 2004 Oct; 64(4):442-51.

Blander JM, Medzhitov R. Regulation of phagosome maturation by sig nals from
toll-like receptors. Science. 2004 May 14; 304(5673):1014-8.

Boles KS, Barchet W, Diacovo T, Cella M, Colonna M. The tumor suppressor
TSLCL/NECL-2 triggers NK-cell and CD8+ T cell responses through the cell -
surface receptor CRTAM. Blood. 2005 Aug 1; 106(3):779-86.

Bottazzi B, Bastone A, Doni A, Garlanda C, Valentino S, Deban L, Maina V,
Cotena A, Moalli F, Vago L, Salustri A, Romani L, Mantovani A. The long
pentraxin PTX3 as a link among innate immunity, inflammation, and female
fertility. J Leukoc Biol. 2006 May; 79(5):909-12.

91



Burdelya L, Kujawski M, Niu G, Zhong B, Wang T, Zhang S, Kortylewski M,
Shain K, Kay H, Djeu J, Dalton W, Pardoll D, Wei S, Yu H. Stat3 activity in
melanoma cells affects migration of immune effector cells and nitric oxide -
mediated antitumor effects. J Immunol. 2005 Apr 1; 174(7):3925-31.

Burnet FM. The concept of immunological surveillance. Prog Rxp Tumor Res
1970; 13:1-27.

Casares N, Pequignot MO, Tesniere A, Ghiringhelli F, Roux S, Chaput N, Schmitt
E, Hamai A, Hervas-Stubbs S, Obeid M, Coutant F, Métivier D, Pichard E,
Aucouturier P, Pierron G, Garrido C, Zitvogel L, Kroemer G. Caspase-dependent
immunogenicity of doxorubicin-induced tumor cell death. J Exp Med. 2005 Dec
19; 202(12):1691-701.

Castedo M, Kroemer G. Mitotic catastrophe: a special case of apoptosis. J Soc Biol.
2004; 198(2):97-103.

Coppolino MG, Woodside MJ, Demaurex N, Grinstein S, St-Arnaud R, Dedhar S.
Calreticulin is essential for integrin -mediated calcium signalling and cell adhesion.
Nature. 1997 Apr 24; 386(6627):843-7.

Davis NB, Taber DA, Ansari RH, Ryan CW, George C, Vokes EE, Vogelzang NJ,
Stadler WM. Phase 1l trial of PS-341 in patients with renal cell cancer: a University
of Chicago phase Il consortium study. J Clin Oncol. 2004 Jan 1;22(1):115-9.

De Smet C, Lurquin C, Lethe B, Martelange V, Boon T. DNA methylation is the
primary silencing mechanism for a set of germ line - and tumor-specific genes with
a CpG-rich promoter. Mol Cell Biol. 1999; 19: 7327-7335.

De Smet C, Lurquin C, van der Bruggen P, De Plaen E, Brasseur F, Boon T.
Sequence and expression pattern of the human MAGE2 gene. Immunogenetics .
1994, 39:121-129.

Debatin KM, Krammer PH. Death receptors in chemotherapy and cancer.
Oncogene. 2004 Apr 12; 23(16):2950-66.

Dhodapkar MV, Dhodapkar KM, Palucka AK. Interactions of tumor cells with
dendritic cells: balancing immunity and tolerance. Cell Death Differ. 2008 Jan;
15(1):39-50.

Dighe AS, Richards E, Old LJ, et al. Enhanced in vivo growth and resistence to
rejection of tumor cells expressing dominant negative IFN gamma receptors.
Imunity. 1994; 1:447-56.

92



Doody AD, Kovalchin JT, Mihalyo MA, Hagymasi AT, Drake CG, Adler Al.
Glycoprotein 96 can chaperone both MHC class I- and class Il-restricted epitopes
for in vivo presentation, but selectively primes CD8+ T cell effector function.
J Immunol. 2004 May 15; 172(10):6087-92.

Dunn GP, Old LJ, Schreiber RD. The tree Es of cancer immunoediting. Annu Rev
Immunol. 2004; 22:329-60.

Ferrari D, Wesselborg S, Bauer MK, Schulze-Osthoff K. Extracellular ATP
activates transcription factor NF-kappaB through the P2Z purinoreceptor by
selectively targeting NF-kappaB p65. J Cell Biol. 1997 Dec 29; 139(7):1635-43.
Ferri KF, Kroemer G. Mitochondria--the suicide organelles. Bioessays. 2001 Feb;
23(2):111-5.

Finn OJ, Forni G. Prophylactic cancer vaccines. Curr Opin Immunol. 2002 Apr;
14(2):172-7.

Finn OJ. Cancer vaccines: between the idea and the reality. Nat Rev Immunol. 2003
Aug; 3(8):630-41.

Frank MO, Kaufman J, Tian S, Suarez-Farifias M, Parveen S, Blachére NE, Morris
MJ, Slovin S, Scher HI, Albert ML, Darnell RB. Harnessing naturally occurring
tumor immunity: a clinical vaccine trial in prostate cancer. PLoS One. 2010 Sep
1;5(9).

Galluzzi L, Maiuri MC, Vitale I, Zischka H, Castedo M, Zitovgel L, Kroemer G.
Cell death modalities: classification and pathophysiological implications. Cell
Death Differ. 2007 Jul; 14(7):1237-43.

Gamrekelashvili J, Kruger C, von Wasielewski R, Hoffmann M, Huster KM, Busch
DH, Manns MP, Korangy F, Greten TF. Necrotic tumor cell death in vivo impairs
tumor-specific immune responses. J Immunol. 2007 Feb 1; 178(3):1573-80.

Gardai SJ, Bratton DL, Ogden CA, Henson PM. Recognition ligands on apoptotic
cells: a perspective. J Leukoc Biol. 2006 May; 79(5):896-903.

Ghiringhelli F, Puig PE, Roux S, Parcellier A, Schmitt E, Solary E, Kroemer G,
Martin F, Chauffert B, Zitvogel L. Tumor cells convert immature myeloid dendritic
cells into TGF-beta-secreting cells inducing CD4+CD25+ regulatory T cell
proliferation. J Exp Med. 2005 Oct 3; 202(7):919-29.

Gorelik L, Flavell RA. Transforming growth factor-beta in T-cell biology. Nat Rev
Immunol. 2002 Jan; 2(1):46-53.

93



Green DR, Kroemer G. The pathophysiology of mitochondrial ce Il death. Science.
2004 Jul 30; 305(5684):626-9.

Groenendyk J, Lynch J, Michalak M. Calreticulin, Ca2+, and calcineurin -
signaling from the endoplasmic reticulu m. Mol Cells. 2004 Jun 30; 17(3):383-9.
Guy CT, Webster MA, Schaller M, Parsons TJ, Cardiff RD, Muller WJ. Expression
of the neu protooncogene in the mammary epithel ium of transgenic mice induces
metastatic disease. Proc Natl Acad Sci U S A. 1992 Nov 15; 89(22):10578-82.
Harada N. Aromatase and intracrinology of estrogen in hormone -dependent tumors.
Oncology. 1999 Oct; 57 Suppl 2:7-16.

Hartson SD, Matts RL. Association of Hsp90 with cellular Src -family kinases in a
cell-free system correlates with altered kinase structure and function. Biochemistry.
1994 Aug 2; 33(30):8912-20.

Hayakawa Y, Takeda K, Yagita H, et al. IFN -gamma-mediated inhibition of tumor
angiogenesis by natural killer T -cell ligand, alpha-galactosylceramide. Blood 2002;
100:1728-33.

Hingorani SR, Petricoin EF, Maitra A, Rajapakse V, King C, Jacobetz MA, Ross S,
Conrads TP, Veenstra TD, Hitt BA, Kawaguchi Y, Johann D, Liotta LA, Crawford
HC, Putt ME, Jacks T, Wright CV, Hruban RH, Lowy AM, Tuveson DA.
Preinvasive and invasive ductal pancreatic cancer and its early detection in the
mouse. Cancer Cell. 2003 Dec; 4(6):437-50.

Holtl L, Ramoner R, Zelle-Rieser C, Gander H, Putz T, Papesh C, Nussbaumer W,
Falkensammer C, Bartsch G, Thurnher M. Allogeneic dendritic cell vaccination
against metastatic renal cell carcinoma with or without cyclophosphamide. Cancer
Immunol Immunother. 2005 Jul; 54(7):663-70.

Houghton AN, Mintzer D, Cordon-Cardo C, Welt S, Fliegel B, Vadhan S, Carswell
E, Melamed MR, Oettgen HF, Old LJ. Mouse monoclonal IgG3 antibody detecting
GD3 ganglioside: a phase 1 trial in patients with malignant me lanoma. Proc Natl
Acad Sci U S A. 1985 Feb; 82(4):1242-6.

Hussain SP, Hofseth LJ, Hartus CC. Radical caus e of cancer. Nat Rev Cancer 2003,;
3:276-85.

Chaput N, De Botton S, Obeid M, Apetoh L, Ghiringhelli F, Panaretakis T, Flament

C, Zitvogel L, Kroemer G. Molecular determinants of immunogenic cell death:

94



surface exposure of calreticulin makes the di fference. J Mol Med (Berl). 2007 Oct;
85(10):1069-76.

Chen W, Jin W, Tian H, Sicurello P, Frank M, Orenstein JM, Wahl SM.
Requirement for transforming growth factor betal in controlling T cell apoptosis.
J Exp Med. 2001 Aug 20; 194(4):439-53.

Cheson BD. Radioimmunotherapy of non-Hodgkin lymphomas. Blood. 2003 Jan
15; 101(2):391-8.

Ichiki Y, Takenoyama M, Mizukami M, So T, Sugaya M, Yasuda M, So T,
Hanagiri T, Sugio K, Yasumoto K. Simultaneous cellular and humoral immune
response against mutated p53 in a patient with lung cancer. J Immunol. 2004 Apr
15; 172(8):4844-50.

Ishii KJ, Suzuki K, Coban C, Takeshita F, Itoh Y, Matoba H, Kohn LD, Klinman
DM. Genomic DNA released by dying cells induces the maturation of APCs.
J Immunol. 2001 Sep 1; 167(5):2602-7.

Jonuleit H, Kihn U, Muller G, Steinbrink K, Paragnik L, Schmitt E, Knop J, Enk
AH. Pro-inflammatory cytokines and prostaglandins induce maturation of potent
immunostimulatory dendritic cells under fetal calf serum -free conditions. Eur J
Immunol. 1997 Dec; 27(12):3135-42.

Kaplan DH, Shankaran V, Dighe AS, et al. Demonstration of a n interferon gamma-
dependent tumor surveillance systém in immunocompetent mice. Proc Natl Acad
Sci U S A 1998; 95:7556-61.

Karanikas V, Colau D, Baurain JF, Chiari R, Thonnard J, Gutierrez -Roelens I,
Goffinet C, Van Schaftingen EV, Weynants P, Boon T, Coul e PG High frequency
of cytolytic T lymphocytes directed against a tumor -specific mutated antigen
detectable with HLA tetramers in the blood of a lung carc inoma patient with long
survival. Cancer Res 2001; 61:3718-3724.

Kariké K, Bhuyan P, Capodici J, Weissman D. Small interfering RNAs mediate
sequence-independent gene suppression and induce immune activation by signaling
through toll-like receptor 3. J Immunol. 2004 Jun 1; 172(11):6545-9.

Kepp O, Tesniere A, Schlemmer F, Michaud M, Senovilla L, Zitvogel L, Kroemer
G. Immunogenic cell death modalities and their impact on cancer treatment.
Apoptosis. 2009 Apr; 14(4):364-75.

95



Kepp O, Tesniere A, Zitvogel L, Kroemer G. The immunogenicity of tumor cell
death. Curr Opin Oncol. 2009 Jan; 21(1):71-6.

Kerr JF, Wyllie AH, Currie AR. Apoptosis: a basic biological phenomenon with
wide-ranging implications in tissue kinetics. Br J Cancer. 1972 Aug; 26(4):239-57.
Kripke, M.L. Antigenicity of murine skin tumors i nduced by ultraviolet light. J Natl
Cancer Inst. 1974; 53:1333-1336.

Kroemer G, Martin SJ. Caspase-independent cell death. Nat Med. 2005 Jul;
11(7):725-30.

Kryczek I, Wei S, Zou L, Zhu G, Mottram P, Xu H, Chen L, Zou W. Cutting edge:
induction of B7-H4 on APCs through IL-10: novel suppressive mode for regulatory
T cells. J Immunol. 2006 Jul; 177(1):40-4.

Krysko DV, D'Herde K, Vandenabeele P. Clearance of apoptotic and necrotic cells
and its immunological consequences. Apoptosis. 2006 Oct; 11(10):1709-26.
Krysko DV, Leybaert L, Vandenabeele P, D'Herde K. Gap junctions and the
propagation of cell survival and cell death signals. Apoptosis. 2005 May;
10(3):459-69.

Krysko DV, Vandenabeele P. From regulation of dying cell engulfment to
development of anti-cancer therapy. Cell Death Differ. 2008 Jan; 15(1):29-38.
Kwon MS, Park CS, Choi K, Ahnn J, Kim JI, Eom SH, Kaufman SJ, Song WK.
Calreticulin couples calcium release and calcium influx in integrin -mediated
calcium signaling. Mo Biol Cell. 2000 Apr; 11(4):1433-43.

Lehner T, Wang Y, Whittall T, McGowan E, Kelly CG, Singh M. Functional
domains of HSP70 stimulate generation of cytokines and chemokines, maturation
of dendritic cells and adjuvanticity. Biochem Soc Trans. 2004 Aug; 32(Pt 4):629-
32.

Maiuri MC, Zalckvar E, Kimchi A, Kroemer G. Self-eating and self-killing:
crosstalk between autophagy and apoptosis. Nat Rev Mol Cell Biol. 2007 Sep;
8(9):741-52.

Marincola FM, Jaffee EM, Hicklin DJ, Ferrone S. Escape of human solid tumors
from T-cell recognition: molecular mechanisms and functional significance. Adv
Immunol. 2000; 74:181-273.

96



Martinon F, Pétrilli VV, Mayor A, Tardivel A, Tschopp J. Gout-associated uric acid
crystals activate the NALP3 inflammasome. Nature. 2006 Mar 9; 440(7081):237-
41.

Marzo |, Brenner C, Zamzami N, Jirgensmeier JM, Susin SA, Vieira HL, Prevost
MC, Xie Z, Matsuyama S, Reed JC, Kroemer G. Bax and adenine nucleotide
translocator cooperate in the mitochondrial control of apoptosis. Science. 1998 Sep
25; 281(5385):2027-31.

Matzinger P. The danger model: a renewed sense of self. Science. 2002 Apr 12;
296(5566):301-5.

Miller RA, Maloney DG, McK:illop J, Levy R. In vivo effects of murine hybridoma
monoclonal antibody in a patient with T -cell leukemia. Blood. 1981 Jul; 58(1):78-
86.

Miller RA, Maloney DG, Warnke R, Levy R. Treatment of B-cell lymphoma with
monoclonal anti-idiotype antibody. N Engl J Med. 1982 Mar 4; 306(9):517-22.
Mohamadzadeh M, Berard F, Essert G, Chalouni C, Pulendran B, Davoust J,
Bridges G, Palucka AK, Banchereau J. Interleukin 15 skews monocyte
differentiation into dendritic cells with features of Langerhans cells. J Exp Med.
2001 Oct 1; 194(7):1013-20.

Nabarro S, Himoudi N, Papanastasi ou A, Gilmour K, Gibson S, Sebire N, Thrasher
A, Blundell MP, Hubank M, Canderan G, Anderson J. Coordinated oncogenic
transfromation and inhibition of host imine responses by the PAX -3-FKHR Psion
oncoprotein. J Exp Med. 2005 Nov 21; 202(10):1399 -410.

Nanni P, Nicoletti G, De Giovanni C, Landuzzi L, Di Carlo E, Cavallo F, Pupa SM,
Rossi I, Colombo MP, Ricci C, Astolfi A, Musiani P, Forni G, Lollini PL.
Combined allogeneic tumor cell vaccination and systemic interleukin 12 prevents
mammary carcinogenesis in HER -2/neu transgenic mice. J Exp Med. 2001 Nov 5;
194(9):1195-205.

Nathan DF, Lindquist S. Mutational analysis of Hsp90 function: interactions with a
steroid receptor and a protein kinase. Mol Cell Biol. 1995 Jul; 15(7):3917-25.

North RJ. Gamma-irradiation facilitates the expression of adoptive immunity
against established tumors by eliminating suppressor T cells. Cancer Immunol
Immunother. 1984; 16(3):175-81.

97



Novellino L, Renkvist N, Rini F, Mazzocchi A, Rivoltini L, Greco A, Deho P,
Squarcina P, Robbins PF, Parmini G, Castelli C. Identification of a mutated
receptor-like protein tyroxine phosphatase kappa as a novel, class Il HLA -restricted
melanoma antigen. J Immunol. 2003 Jun 15; 170(12):6363-70.

Obeid M, Panaretakis T, Tesniere A, Joza N, Tufi R, Apetoh L, Ghiringhelli F,
Zitvogel L, Kroemer G. Leveraging the immune system during chemotherapy:
moving calreticulin to the cell surface converts apoptotic death from "silent" to
immunogenic. Cancer Res. 2007 Sep; 67(17):7941-4.

Obeid M, Panaretakis T, Joza N, Tufi R, Tesniere A, van Endert P, Zitvogel L,
Kroemer G. Calreticulin exposure is required for the immunogenicity of gamma -
irradiation and UVC light-induced apoptosis. Cell Death Differ. 2007 Oct;
14(10):1848-50.

Oliver JD, Roderick HL, Llewellyn DH, High S. ERp57 functions as a subunit of
specific complexes formed with the ER lectins c alreticulin and calnexin. Mol Biol
Cell. 1999 Aug; 10(8):2573-82.

Palucka AK, Dhodapkar MV, Paczesny S, Burkeholder S, Wittkowski KM,
Steinman RM, Fay J, Banchereau J. Single injection of CD34+ progenitor -derived
dendritic cell vaccine can lead to induction of T-cell immunity in patients with
stage IV melanoma. J Immunother. 2003 Sep-Oct; 26(5):432-9.

Pardoll D, Allison J. Cancer immunotherapy: breaking the barriers to harvest the
crop. Nat Med. 2004 Sep; 10(9):887-92.

Quaglino E, lezzi M, Mastini C, Amici A, Pericle F, Di Carlo E, Pupa SM, De
Giovanni C, Spadaro M, Curcio C, Lollini PL, Musiani P, Forni G, Cavallo F.
Electroporated DNA vaccine clears away multifocal mammary carcinomas in her-
2/neu transgenic mice. Cancer Res. 2004 Apr 15; 64(8):2858-64.

Querec T, Bennouna S, Alkan S, Laouar Y, Gorden K, Flavell R, Akira S, Ahmed
R, Pulendran B. Yellow fever vaccine YF-17D activates multiple dendritic cell
subsets via TLR2, 7, 8, and 9 to stimulate polyvalent immunity. J Exp Med. 2006
Feb 20; 203(2):413-24.

Romani N, Gruner S, Brang D, K&mpgen E, Lenz A, Trockenbacher B,
Konwalinka G, Fritsch PO, Steinman RM, Schuler G. Proliferating dendritic cell
progenitors in human blood. J Exp Med. 1994 Jul 1; 180(1):83-93.

98



Ronchetti A, Rovere P, lezzi G, Galati G, Heltai S, Protti MP, Garancini MP,
Manfredi AA, Rugarli C, Bellone M. Immunogenicity of apoptotic cells in vivo:
role of antigen load, antigen -presenting cells, and cytokines. J Immunol. 1999 Jul 1;
163(1):130-6.

Rovere P, Peri G, Fazzini F, Bottazzi B, Doni A, Bondanza A, Zimmermann VS,
Garlanda C, Fascio U, Sabbadini MG, Rugarli C, Mantovani A, Manfredi AA. The
long pentraxin PTX3 binds to apoptotic cells and regulates their clearance by
antigen-presenting dendritic cells. Blood. 2000 Dec 15; 96(13):4300-6.
Rovere-Querini P, Capobianco A, Scaffidi P, Valentinis B, Catalanotti F, Giazzon
M, Dumitriu IE, Mdller S, lannacone M, Traversari C, Bianchi ME, Manfredi AA.
HMGBL is an endogenous immune adjuvant released by necrotic cells. EMBO
Rep. 2004 Aug; 5(8):825-30.

Rozkova D, Tiserovd H, Fucikovd J, Last'ovicka J, Podrazil M, Ulcova H,
Budinsky V, Prausova J, Linke Z, Minarik I, Sediva A, Spisek R, Bartlinkova J.
FOCUS on FOCIS: combined chemo-immunotherapy for the treatment of
hormone-refractory metastatic prostate cancer. Clin Immunol. 2009 Apr; 131(1):1-
10.

Sallusto F, Lanzavecchia A. Efficient presentation of soluble antigen by cultured
human dendritic cells is maintained by granulocyte/macrophage colony -stimulating
factor plus interleukin 4 and downregulated by tumor necrosis factor alpha. J Exp
Med. 1994 Apr 1; 179(4):1109-18.

Santini SM, Lapenta C, Logozzi M, Parlato S, Spada M, Di Pucchio T, Belardelli F.
Type | interferon as a powerful adjuvant for monocyte-derived dendritic cell
development and activity in vitro and in Hu-PBL-SCID mice. J Exp Med. 2000
May 15; 191(10):1777-88.

Savill J, Dransfield I, Gregory C, Haslett C. A blast from the past: clearance of
apoptotic cells regulates immune responses. Nat Rev Immunol. 2002 Dec;
2(12):965-75.

Savill J, Fadok V. Corpse clearance defines the meaning of cell death. Nature. 2000
Oct 12; 407(6805):784-8.

Scaffidi P, Misteli T, Bianchi ME. Release of chromatin protein HMGBL1 by
necrotic cells triggers inflammation. Nature. 2002 Jul 11; 418(6894):191-5.

99



Shankaran V, lkeda H, Bruce AT, White JM, Swanson PE, OIld LJ, Chreiber RD.
IFNgamma and lymphocytes prevent primary tumour development and shape
tumour immunogenicity. Nature. 2001 Apr 26; 410(6832):1107-11.

Shi Y, Evans JE, Rock KL. Molecular identification of a danger signal that alerts
the immune system to dying cells. Nature. 2003 Oct 2; 425(6957):516-21.
Shiratsuchi A, Watanabe I, Takeuchi O, Akira S, Nakanishi Y. Inhibitory effect of
Toll-like receptor 4 on fusion between phagosomes and endosomes/lysosomes in
macrophages. J Immunol. 2004 Feb 15; 172(4):2039-47.

Schild H, Arnold-Schild D, Lammert E, Rammensee HG. Stress proteins and
immunity mediated by cytotoxic T lymphocytes. Curr Opin Immunol. 1999 Feb;
11(1):109-13.

Schultze JL, Vonderheide RH. From cancer genom ics to cancer immunotherapy:
toward second-generation tumor antigens. Trends Immunol. 2001 Sep; 22(9):516 -
23

Singh-Jasuja H, Toes RE, Spee P, Miunz C, Hilf N, Schoenberger SP, Ricciardi-
Castagnoli P, Neefjes J, Rammensee HG, Arnold-Schild D, Schild H. Cross-
presentation of glycoprotein 96-associated antigens on major histocompatibility
complex class | molecules requires receptor -mediated endocytosis. J Exp Med.
2000 Jun 5; 191(11):1965-74.

Smyth MJ, Crowe NY, Godfrey DI. NK cells and NKT cells collaborate in host
protection from methylcholanthrene -induced fibrosarcoma. Int Immunol. 2001;
13:459-63.

Smyth MJ, Thia KY, Street SE, et al. Differential tumor surveillance by natural
killer (NK) and NKT cells. J Exp Med. 2000; 191:661-8.

Spisek R, Bretaudeau L, Barbieux I, Meflah K, Gregoire M. Standardized
generation of fully mature p70 IL-12 secreting monocyte-derived dendritic cells for
clinical use. Cancer Immunol Immunother. 2001 Oct; 50(8):417-27.

Spisek R, Dhodapkar MV. Immunoprevention of cancer. Hematol Oncol Clin
North Am. 2006 Jun; 20(3):735-50.

Spisek R, Charalambous A, Mazumder A, Vesole DH, Jagannath S, Dhodapkar
MV. Bortezomib enhances dendritic cell (DC)-mediated induction of immunity to
human myeloma via exposure of cell surface heat shock protein 90 on dying tumor
cells: therapeutic implications. Blood. 2007 Jun 1; 109(11):4839-45.

100



Srivastava P.K, Old L Individually distinct transplantation antigen sof chemically
induced mouse tumors. Immunol Today. 1988 Mar; 9(3):78-83.

Stassi G, Todaro M, Zerilli M, Ricci-Vitiani L, Di Liberto D, Patti M, Florena A,
Di Gaudio F, Di Gesu G, De Maria R. Thyroid cancer resistance to
chemotherapeutic drugs via autocrine production of interleukin -4 and interleukin-
10. Cancer Res. 2003 Oct 15; 63(20):6784-90.

Steinman RM, Gutchinov B, Witmer MD, Nussenzweig MC. Dendritic cells are the
principal stimulators of the primary mixed leukocyte reaction in mice. J Exp Med.
1983 Feb 1; 157(2):613-27.

Steinman RM, Hawiger D, Liu K, Bonifaz L, Bonnyay D, Mahnke K, lyoda T,
Ravetch J, Dodapkar M, Inaba K, Nussenzweig M. Dendritic cell fiction in vivo
during the steady state: a role in peripheral tolerance. Ann N Y Acad Sci. 2003
Apr; 987:15-25.

Steinman RM, Turley S, Mellman I, Inaba K. The induction of tolerance by
dendritic cells that have captured apoptotic cells. J Exp Med. 2000 Feb;
191(3):411-6.

Street SE, Cretney E, Smyth  MJ. Perforin and interferon-gamma activities
independenty control tumor initiation, growth, and metastasi s. Blood. 2001,
97(1):192-7.

Sutmuller RP, van Duivenvoorde LM, van Elsas A, Schumacher TN, Wildenberg
ME, Allison JP, Toes RE, Offringa R, Melief CJ. Synergism of cytotoxic T
lymphocyte-associated antigen 4 blockade and depletion of CD25(+) regulatory T
cells in antitumor therapy reveals alternative pathways for suppression of
autoreactive cytotoxic T lymphocyte responses. J Exp Med. 2001 Sep 17;
194(6):823-32.

Tesniere A, Schlemmer F, Boige V, Kepp O, Martins I, Ghiringhelli F, Aymeric L,
Michaud M, Apetoh L, Barault L, Mendiboure J, Pignon JP, Jooste V, van Endert
P, Ducreux M, Zitvogel L, Piard F, Kroemer G. Immunogenic death of colon
cancer cells treated with oxaliplatin. Oncogene. 2010 Jan 28; 29(4):482-91.
Timmerman JM, Singh G, Hermanson G, Hobart P, Czerwinski DK, Taidi B,
Rajapaksa R, Caspar CB, Van Beckhoven A, Levy R. Immunogenicity of a plasmid
DNA vaccine encoding chimeric idiotype in patients with B -cell lymphoma.
Cancer Res. 2002 Oct 15; 62(20):5845-52.

101



Tobiasova Z, Pospisilova D, Miller AM, Minérik I, Sochorova K, Spisek R, Rob L,
Bartlinkova J. In vitro assessment of dendritic cells pulsed with apoptotic tumor
cells as a vaccine for ovarian cancer patients. Clin Immunol. 2007 Jan; 122(1):18-
27.

Uyttenhove C, Pilotte L, Théate I, Stroobant V, Colau D, Parmentier N, Boon T,
Van den Eynde BJ. Evidence for a tumoral immune resistance mechanism based on
tryptophan degradation by indoleamine 2,3 -dioxygenase. Nat Med. 2003 Oct;
9(10):1269-74.

van den Broek ME, Kagi D, Ossendorp F, et al. Decreased tumor surveillance in
perforuj-deficient mice. J Exp Med. 1996; 184:1781-90.

Van der Bruggen P, Traversari C, Chomez P, Lurquin C, De Plaen E, Van den
Eynde B, Knuth A, Boon T. A gene encoding an antigen recognized by cytolytic T
lymphocytes on a human melanoma. Science . 1991; 254:1643-1647.

Viguier M, Lemaitre F, Verola O, Cho MS, Gorochov G, Dubertret L, Bachelez H,
Kourilsky P, Ferradini L. Foxp3 expressing CD4+CD25(high) regulatory T cells
are overrepresented in human metastatic melanoma lymph nodes and inhibit the
function of infiltrating T cells. J Immunol. 2004 Jul 15; 173(2):1444-53.

Voll RE, Herrmann M, Roth EA, Stach C, Kalden JR, Girkontaite |I.
Immunosuppressive effects of apop totic cells. Nature. 1997 Nov; 390(6658):350-1.
Wadhwa R, Yaguchi T, Hasan MK, Mitsui Y, Reddel RR, Kaul SC. Hsp70 family
member, mot-2/mthsp70/GRP75, binds to the cytoplasmic sequestration domain of
the p53 protein. Exp Cell Res. 2002 Apr 1; 274(2):246-53.

Wang T, Niu G, Kortylewski M, Burdelya L, Shain K, Zhang S, Bhattacharya R,
Gabrilovich D, Heller R, Coppola D, Dalton W, Jove R, Pardoll D, Yu H.
Regulation of the innate and adaptive immune responses by Stat-3 signaling in
tumor cells. Nat Med. 2004 Jan; 10(1):48-54.

Wartmann M, Davis RJ. The native structure of the activated Raf protein kinase is a
membrane-bound multi-subunit complex. J Biol Chem. 1994 Mar 4; 269(9):6695-
701.

Weinschenk T, Gouttefangeas C, Schirle M, Obermayr F, Walter S, Schoor O,
Kurek R, Loeser W, Eichler KH, Wernet D, Stefanovic S, Rammensee HG.
Integrated functional genomics approach for the design of patient -individual
antitumor vaccines. Cancer Res 2002; 15:5818 -5827.

102



e Wong LH, Krauer KG, Hatzinisiriou I, et al. Interferon-resistant human melanoma
cells are deficient in ISGF3 components. STAT 1, STAT2, and p48-1SGF3gamma.
J Biol Chem 1997; 272:28779-85.

e Zitvogel L, Casares N, Péquignot MO, Chaput N, Albert ML, Kroemer G. Immune
response against dying tumor cells. Adv Immunol. 2004; 84:131-79.

e Zitvogel L, Tesniere A, Kroemer G. Cancer despite immunosurveillance:

immunoselection and immunosubve rsion. Nat Rev Immunol. 2006 Oct; 6(10):715-
27.

103



11. Seznam vlastnich publikaci

Zahranic¢ni publikace:

Rozkova D, Tiserova H, Fucikova J, Lastovicka H, Podrazil M, Ulcova H, Budinsky V,
Prausova J, Linke Z, Minarik I, Sediva A, Spisek R, Bartunkova J. Combined chemo -
immunotherapy for the treatment of hormone -refractory metastatic prostate cancer. Clin
Immunol. 2009 Apr; 131(1):1-10. 1F=3,932

Fucikova J, Kralikova P, Fialova A, Brtnicky T, Rob L, Bartunkova J, Spisek R Human
tumor cells killed by antracyclines induce a tumor -specific immune response. Cancer
Research. 2011 Jul 15; 71(14):4821-33. 1F=8,234

Fucikova J, Rozkova D, Ulcova H, Bartunkova J, Spisek R Generation of clinical-grade
dendritic cell-based vaccine for immunotherapy of ovarian cancer . Journal of Translation
Medicine 2011. Accepted for publication. 1F=3,51

Stepanek I, Indrova M, Bieblova J, Fucikova J, Spisek R, Bubenik J and Reinis M. Effects

of 5-azacytidine and Trichostatin A on Dendritic Cell Maturation. JBRHA . Accepted for
publication. 1F=3,167

Publikace v domacim tisku:

Fucikova J, Kucera A, Bartunkova J, Spisek R. Role imunitniho systému v obrané proti

nador(im a strategie protinadorové imunoterapie. Alergie. 2008 Feb; 10:119-125

104



