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1 Uvod

Nadorova onemocnéni, znama téz jako rakovina, jsou souborem chorob, jejichz spole¢nym
rysem je nekontrolovatelnd, autonomni proliferace bun¢k riznych tkéni. To znamena, ze se bunky
vlastniho t€la zatnou samy od sebe nekontrolovatelné délit a tim vznika nador. Nadorova
onemocnéni mohou byt velmi zakeina, v mnoha piipadech nelécitelna a az piili§ ¢asto smrtelna.
Podle udajii Ceského statistického Gifadu byla rakovina v roce 2016 pii¢inou takika 26 % tmrti
v Ceské republice. Souc¢asné 1é¢ebné metody k vyléeni mnoha typt nadorovych onemocnéni
nestaci a jsou télu dokonce skodlivé, jelikoz kvili své nespecifi¢nosti narusuji kromé nadorovych
1 zdravé builky. Je tedy zasadnim cilem lidstva nalézt na tento problém nové, efektivnéjsi feseni.
Ukazuje se, Ze by jim mohla byt imunoterapie, diky niz by bylo mozné cilit lé€bu piimo do nadoru,
a tim t¢lo zbavit nejen novotvaru, ale také metastaz.

Tato bakalafskd prace se zabyva problematikou nadorové imunoterapie cilené na
pankreaticky adenokarcinom, jenz je znamy svou vysokou mortalitou. Péti let od stanoveni
diagnozy se dozije jen 8 % nemocnych (Siegel a kol., 2017), polovina se dozije maximalné jednoho
a pul roku (Hlavsa a kol., 2008). Pfiznaky vyskytu tohoto nadoru se vétSinou projevi, az kdyz je
tumor v pokro¢ilém stadiu. Pankreaticky adenokarcinom je pak u pacienta diagnostikovan az ve
chvili, kdy je neoperovatelny, nebo se pacientovi po téle jiz rozsifily metastazy. Vakcina, jez byla
vyvinuta tymem RNDr. Jana Zenky, CSc., funguje na principu vrozené i ziskané imunity a mohla
by byt feSenim tohoto problému.

Smyslem této prace je vylepSeni jiz existujici terapie tak, aby byla co nejt¢inné;si a poradila
si 1 s velkymi nadory pankreatického adenokarcinomu. Vhodnym vylepSenim se zda byt pfidani
anti-CD47 ke stavajici terapii. Dale v této praci zjistujeme, zda by nebylo mozné upravit stavajici
vakcinacni schéma a snizit pocet injekci za pulz. Zaveéry vyvozené V reSersSni ¢asti byly ovéteny

experimentalne.



1.1 Nadorova onemocnéni

1.1.1  Epidemiologie

Nadorova onemocnéni jsou v Ceské republice druhou nejéast&jsi p¥i¢inou umrti a jsou
rovnéz druhou nejzavaznéjsi pri¢inou nemocnosti ekonomicky aktivni ¢asti obyvatelstva. Ro¢né je
evidovano 33 tisic ptipadl pracovni neschopnosti zptisobené onemocnénim rakovinou. Celkové
tvofi ztraty narodniho diichodu, vydané na léCbu, hospitalizaci, nemocenské davky a invalidni
diichody 8,3 miliardy K¢ ro¢né. Pfi¢iny vysoké umrtnosti a ekonomickych ztrat spocivaji jednak

V nariistajici incidenci, jednak v pozdé&jSim zachytu piiznakti nadorovych onemocnéni. Ceska

republika zaujima v celoevropskych statistikach v incidenci rakoviny pfedni misto (Kastnerova,

2016).

1.1.2 Nador

Nador je mistné¢ neregulovany rist tkané o autonomni povaze, ktery se vymknul
zZ regulacnich mechanismi organismu. Pfi¢inou jsou genové mutace v buiice, zplisobené rliznymi
Ciniteli. Za normalnich okolnosti jsou bunky schopny svou mutaci detekovat a opravit, anebo
alespon sami sebe znicit aktivaci apoptdzy. Nadorové bujeni mize byt naprosto neskodné, jako
naptiklad bradavice, anebo, jako tfeba karcinom pankreatu, mize v pomémn¢ kratké dobé

postizeného zahubit (Dvotfackova a Gamratova, 2017).

1.1.3 Obecné vlastnosti nadoru

Charakteristické rysy rakoviny zahrnuji biologické schopnosti, které nador ziskava béhem
svého vyvoje. Tyto znaky piedstavuji organizacni zpusob, jakym lze zjednodusit a shrnout jinak
slozita neoplastickd onemocnéni. Zahrnuji autonomni proliferacni signalizaci, vyhybani se
rastovym supresorim a odolavani bunééné smrti, coZ jim umoZziuje replikacni nesmrtelnost.
Dalsimi znaky jsou pak indukce angiogeneze (tvorby novych kapilar v nadoru), invazivita a tvorba
metastdz. Zakladem téchto charakteristickych rysii je nestabilita genomu, kterd je pfiCinou

genetické rozmanitosti, jez urychluje jejich narGst, a zanét, ktery podporuje mnoho funkénich



znaktl. Systematicky pokrok v poslednim desetileti pfinesl do tohoto seznamu dal$i dva znaky —
pfeprogramovani energetického metabolismu a zabranéni poSkozeni imunitniho systému. Kromé
nadorovych bunék obsahuji tumory také fadu zaclenénych nenadorovych bunék, které piispivaji
k ziskani charakteristickych ryst vytvafenim "mikroprostiedi nadord". Poznavani rozsahlejsi
aplikovatelnosti téchto pojma bude stale vice ovliviiovat rozvoj novych prostiedku k 1é¢bé

rakoviny lidi (Hanahan a Weinberg, 2011).

1.14 Déleni nadoru

Tumory lze délit do skupin z vice hledisek. Do nékolika skupin ¢lenime nadory podle toho,
z jaké tkdné novotvar vzeSel. Podle jejich biologického chovani rozliSujeme nadory nepravé
a pravé. Nepravé nadory neboli pseudotumory piipominaji nadorové 1éze, mimo jiné zvétSovanim
svého objemu, ale mezi pravé nadory nepatii. Pravé naddory pak dale délime na nadory nezhoubné
(benigni) a zhoubné (maligni). Benigni nadory rostou expanzivné, jsou neinvazivni

a nemetastazuji. Naproti tomu maligni nadory tvofi metastazy, jsou invazivni, vnikaji do okolni

.....

1.1.5 Nadory pankreatu

Z praktického hlediska 1ze nadory pankreatu rozd¢lit na maligni duktalni adenokarcinom,
tvorici pfes 95 % nadora této zlazy a ty ostatni, méné Casté (nadory cystické, neuroendokrinni,
lymfomy a metastazy nadort jinych lokalizaci), pficemz nejhorS$i prognoézu ze vsech
pankreatickych nadort ma pravé duktalni adenokarcinom (Hlavsa a kol., 2008). Je jednim
z biologicky nejagresivnéjsich nadort, ktery se jiz pii malé velikosti §iti nejen lymfatickou cestou,

ale také perineuraln¢ — podél nervu (Allema a kol., 1995).

1.1.5.1 Lécba pankreatickych nadori

Obecnou terapeutickou snahou témét u vSech typt pankreatickych neoplazii je radikalni

resekce, tzn. odstranéni tumoru do makroskopicky i mikroskopicky tumor negativni tkang, tzv. RO



resekce, ktera je povazovana za jedinou lécebnou metodu, ktera potencialné mize vést k plnému
vyléceni (Hlavsa a kol., 2008). Median pteziti duktalniho adenokarcinomu se i po RO resekci
pohybuje kolem 16 mésicti a celkové pétileté pieziti neptesahuje 10 % (Cameron a kol., 1991; Sohn
a kol., 2000; Richter a kol., 2003). Prognoza ostatnich pankreatickych neoplazii je vyrazné lepsi

s moznosti pIného vyléceni (Hlavsa a kol., 2008).

1.1.5.2 Diagnostika pankreatickych nadoru

Primarni diagnostika pankreatickych neoplazii je obtiznd. Vcasné rozpoznani nadoru je
v§ak jednim z hlavnich faktort ovliviiujicich progn6zu pacientt. Vétsina pankreatickych neoplazii
postihuje hlavu pankreatu. Nejcastéjsim priznakem je zloutenka a zvraceni vyvolané utlakem
dvanactniku. Pacienti s t¢mito pfiznaky jsou praktikem odeslani na klinické pracovisté, kde jsou
kompletné doSetteni a 1éceni. V téchto pripadech je vSak nador ¢asto jiz v pokrocilém stadiu, bez
moznosti kurativni chirurgické 1écby (Hlavsa a kol., 2008). Takovych nemocnych je 70-80 %
(Ryska, 2010), téetina z toho ma postiZzeny regionalni uzliny, tfetina ma metastatické postizeni jater,
u poloviny nemocnych je diagnostikovana angioinvaze — nadorové buiiky jsou prokazany
v krevnich nebo lymfatickych cévach, coz indukuje vyssi riziko vzniku metastdz. Kazdy desaty
nemocny ma roz$ifena loziska nadoru po pobfisnici (Allema a kol., 1995). Pii postizeni téla ¢i
kaudy (ocasu) pankreatu je nador Casto diagnostikovan v lokalné pokro¢ilém stadiu, kdy prorusta
do zaludku, traéniku, levé nadledviny, ledviny a/nebo magistralnich cév. V piipadé
neoperovatelného nalezu se vétsina pacientl nedoziva vice nez 12 mésict (Hlavsa a kol., 2008).
Z toho je patrné, ze dosud znamé prostiedky 1écby rakoviny nejsou proti tomuto typu nadoru pfilis
ucinné a je tedy potieba vyvinout novy zpiisob 1écby, ktery by si poradil i S neoperovatelnymi

novotvary a s metastazemi.

1.1.5.3 Incidence rakoviny pankreatu v Ceské republice

Problém 1é¢by pankreatického adenokarcinomu se piimo dotyka Ceské republiky. Jak je
patrné z nasledujiciho grafu (Obr. 1), zaujimala Ceska republika v roce 2012 pfedni misto ve
svétovém zebticku incidence rakoviny slinivky bfisni. Z grafu je také zjevna jeji vysoka mortalita.

Karcinom pankreatu je dle udajt UZIS (Ustav zdravotnickych informaci a statistiky) z roku 2015



Vewr v

devatou nejéastéjsi malignitou Ceské republiky u muzi a sedmou nejéast&jsi u Zen, s incidenci 21,5
umuzi a 19,7 u zen. Jde o nador starsiho véku, vétSina piipadu je diagnostikovana v 6.— 8. decéniu.
V literatufe nejcastéji uvadénymi rizikovymi faktory jsou chronicka pankreatitida (zvySujici riziko

5 az 15%) a nikotinizmus (Talamini, 1999).

Pancreatic cancer
ASR (W) per 100,000, all ages

Male Female
Czech Republic 11'910_3 7_2?'9
Slovakia e a5 7?_58
Armenia 1111'?6 ?'3
115 74
Hungary 111
Finland . e
Slovenia 9 q ?_;'8
106
Japan 95
Denmark 9'48.4 7
Latvia 108
Austria
Malta
Bulgaria
Republic of Moldova
Romania
. 15
FYR Macedonia 118
Germany
Lithuania 1as
Uruguay
Israel
French Guiana
15 10 5 0 5 10 15
M Incidence
GLOBOCAN 2012 (IARC) (21.3.2018) [ Mortality

Obr. 1: Graf incidence a mortality rakoviny pankreatu ve 20 zemich svéta v roce 2012 (ptevzato

z Globocan, 2012).

Graf ASR (W) — age-standardized rate (world), tzn. vékové standardizovana hodnota ptepoétena

na svétovy standard.



Na obrazku 1 je graf znazornujici vékove standardizovanou miru incidence a mortality
rakoviny slinivky bfisni na 100 000 osob. Hodnoty jsou zobrazeny zvlast’ pro muze (male) a pro
zeny (female). Je zde ilustrovano 20 zemi svéta, kde je vyskyt rakoviny pankreatu nejcastéjsi, shora

v

od nejvyssi incidence po nejnizsi.

1.1.6  Mysi pankreaticky adenokarcinom nadorové linie Panc02

Pii iv vivo pokusech, kdy cilem pokusu je snaha o vyléceni novotvaru, je nejdiive potieba
vyvolat v testovaném organismu nadorovy rist. To je mozno ucinit dvéma zpisoby — bud’
vpravenim vysoce kancerogenni latky do pozadované tkané organismu, nebo do organismu
injikovat pfimo pozadovany typ rakovinnych bunék. Pokud jsou jakozto pokusné subjekty
pouzivany mysi, je nutné, aby tato bunécna linie pochéazela téz z mysi, a to stejného kmene.

Mysich bunéénych linii pro nador slinivky neni mnoho. Vpichnutim 3-metyl-chlorantrénu
do pankreatu mysi C57BL/6 vznikla bunécna linie Panc02. Bohuzel postrada muta¢ni zmény, které
se vyskytuji v ptipad¢ lidského adenokarcinomu, a tim je jeho klinicky vyznam omezen. Ma vsak

Siroké vyuziti pfi vyhodnocovani riiznych strategickych terapii (Torres a kol., 2013).

1.2 Imunitni systém a nadorova imunoterapie

1.2.1  Hlavni funkce imunitniho systému

Imunitni systém se vyznaéné podili nejen na obrané proti infekci, ale také na udrzeni stalosti
vnitiniho prostfedi. V jeho ¢innosti jsou dulezité tfi zakladni funkce: rozpoznani cizorodého od
vlastniho, reaktivita na cizorodé¢ latky (imunologickd odpovéd’) a jejich odstraiiovani
a imunologick4 pamét’ (Hamplova a kol., 2015).

Rozpoznavani §kodlivin zevniho i vnitiniho ptivodu se projevuje jako obranyschopnost, coz
mikroorganismiim a jejich toxickym produktim. Dale se projevuje jako autotolerance, kdy

imunitni systém rozpoznava vlastni tkdn¢ organismu a udrzuje toleranci vii¢i nim. Poslednim



mechanismem je imunitni dohled — imunitni systém rozpoznava vnitini Skodliviny, tj. prabézné
odstranuje star¢, poskozené a nékteré zménéné (mutované) buiky (Hoftejsi a kol., 2017).

Imunitni mechanismy Ize rozdélit do dvou zakladnich kategorii: vrozené (neadaptivni)
aziskané (adaptivni, antigenn¢ specifické). U obratlovci jsou oba tyto mechanismy

nepostradatelné, zivotné dulezité a vzajemné kooperuji (Hotejsi a kol., 2017).

1.2.2  Slozky imunitniho systému

Slozkami imunitniho systému jsou lymfatické organy, cirkulujici buniky neboli leukocyty

a mediatory imunitniho systému, cytokiny.

1.2.2.1 Leukocyty

Leukocyty tvofi podstatnou ¢ast imunitniho systému. Z morfologického hlediska se dé€li
podle charakteru jejich cytoplasmy na granulocyty a agranulocyty.

Granulocyty maji v cytoplazmé barvitelna granula a segmentované jadro. Maji schopnost
takzvané degranulace, coz znamena, ze se obsah granul uvolni mimo bunku. Tvofi prvni, rychlou
obrannou linii organismu a najdeme zde neutrofily, eozinofily a bazofily.

Mezi agranulocyty patii lymfocyty a monocyty. Maji na rozdil od granulocytt cytoplazmu

bez granul a velké, ovalné, ne¢lenéné jadro.

Podle funkce se leukocyty déli na fagocytujici bunky, cytotoxické bunky, bunky
produkujici protilatky a antigen prezentujici buniky.

Fagocytujici buiiky jsou specializované k pohlcovani ¢astic. Do této skupiny patii
neutrofily, zirné¢ bunky, dendritické bunky a makrofagy (a jejich prekurzory monocyty).

Cytotoxické buiiky cilen¢ zabijeji jiné bunky. Patii sem eozinofily, cytotoxické
T-lymfocyty a NK burnky (natural killers).

Buiiky produkujici protilatky jsou B-lymfocyty a tvofi zaklad humoralni imunity.

Antigen prezentujici bunky rozstépi fagocytovanou ¢astici na proteinové fragmenty a ty
potom vystavuji na svém povrchu. Do této skupiny nalezi makrofagy, monocyty, dendritické buiky

a B-lymfocyty.



1.2.2.2 Cytokiny

Cytokiny jsou zakladni regulatory imunitniho systému, tkanové hormony — proteiny
sekretované leukocyty a jinymi buiikami, které ptisobi prostfednictvim specifickych receptori na
rizné bunky imunitniho systému i mimo néj. Existuji také membranové formy nékterych
cytokint, které jsou na rozdil od sekretovanych forem zakotveny V cytoplazmatické membrané
transmembranovymi proteiny (Hofejsi a kol., 2017).

Vétsina cytokini je ve svych ucincich pleiotropni (ptisobi na nékolik druhti bunék), ¢asto
pusobi v kaskadé (jeden cytokin indukuje tvorbu druhého) a cely cytokinovy systém je do urcité
miry redundantni (jednotlivé cytokiny mohou byt ¢asto nahrazeny jinymi). Cytokiny piisobi
autokrinné (cytokin ptsobi na bunku, ktera jej produkuje), parakrinné (ptisobi na buiiky v t€sné
blizkosti) nebo endokrinné (po transportu krevnim fecistém ptisobi na vzdalené tkan¢€). Pro nékteré
ucely je ziejmé nutné koordinované piisobeni nékolika riznych cytokinli — slozité a dosud mélo
prozkoumané synergistické a antagonistické interakce v cytokinovém systému (Hofejsi a kol.,
2017).

V soucasné dobé byla urena primarni struktura vice nez 120 riznych cytokinl a je mozné
predpokladat, ze tento pocet neni konecny. Tyto molekuly hraji v organismu nejriizné;si dalsi role,
které nejsou omezeny jen na imunitni systém (Hofejsi a kol., 2017).

Cytokiny se déli do nekolika skupin, jejichZz nazvy odrazeji spiSe historicky vyvoj tohoto
oboru nez strukturni a funkéni vztahy: interleukiny (IL-1 az IL-38), chemokiny (MIP-1q,
MIP-1B), interferony (IFN-a, IFN-B, IFN-y), transformujici rastové faktory (TGF-a, TGF-B),
faktory stimulujici kolonie (CSF), faktory nekrotizujici nadory (TNF-a, TNF-B) a jiné rustové
faktory (napt. CSF, EPO aj.) (Hofejsi a kol., 2017).

1.2.3 Vrozena imunita

Vrozena imunita je nespecificka. Patii sem pfirozené obranné mechanismy, které jsou
soucasti normalnich fyziologickych funkci. Neptedchazi ji Zadny kontakt s infekénim agens
(Hamplova a kol., 2015). Je zaloZena na molekulach a bunikach, které jsou v organismu pfipraveny
piedem a jsou obvykle G¢inné proti mnoha riznym patogeniim tim, Ze reaguji na strukturni nebo

funk¢ni rysy, které jsou jim spole¢né (Hotejsi a kol., 2017).



Je tvotena fadou fyzikalnich bariér (mechanické, chemické, mikrobialni). Je-li tato obrana
prolomena, uplatiuji se dalsi slozky vrozeného imunitniho systému (Hamplova a kol., 2015). Témi
jsou bunééné vrozené systémy, které jsou reprezentovany piedev§im fagocytujicimi buitkami (NK
buiiky) a humoralni slozky vrozené imunity, jez tvofi komplementovy systém, interferony, lektiny

a jiné sérové proteiny (Hoftejsi a kol., 2017).

1.24  Slozky vrozené imunity a nadorova onemocnéni

1.2.4.1 Rozpoznavaci mechanismy bunék vrozené imunity

Pii rozpoznavani mikrobialni infekce pathogen-associated molecular patterns (PAMPS)
poskytuji exogenni signaly, které varuji imunitni systém pied pfitomnosti patogenti, ¢imz aktivuji
imunitu. Nachazeji se na povrchu riznych organismd, ale nikoli na neposkozenych burkach
organismu Vlastnich. Tyto struktury jsou evolu¢né velmi konzervované, sdilené rtznymi
mikroorganismy a jsou nezbytné pro jejich zivot (Akira a Hemmi, 2003; Janeway, Jr., 1989;
Janeway, 1989).

Kromeé toho jsou buiiky pfirozené imunity schopné rozeznavat i nékteré molekuly, které se
uvoliuji z poskozenych bunék a tkani a které byvaji souhrnné oznacovany jako damage-associated
molecular patterns (DAMPS). Tyto endogenni molekuly tedy slouzi jako signaly nebezpeci, které
varuji vrozeny imunitni systém pied neplanovanou bunénou smrti, mikrobidlni invazi a reakci na

stres (Bianchi, 2007; Rubartelli a Lotze, 2007; Matzinger, 1994).

Pro rozpoznani téchto charakteristickych mikrobialnich nebo endogennich komponent
vyuziva vrozeny imunitni systém rtzné druhy receptorti oznacované jako pattern recognition
receptors (PRRs), které mohou byt exprimovany na bunécném povrchu, V intracelularnich
prostorach nebo sekretovany do krevniho fecisté a tkanovych tekutin. (Medzhitov a Janeway, Jr.,
1997). Jejich hlavnimi funkcemi jsou opsonizace, aktivace komplementu a koagula¢nich kaskad,
fagocytoza, aktivace prozanétlivych signalizacnich cest a indukce apoptozy (Janeway, Jr.

a Medzhitov, 2002; Janeway, Jr., 1989).



1.2.4.2 Toll-like receptory

Mimotadnou dileZzitost pfi rozpoznavani cizorodych struktur maji receptory skupiny TLR
(toll-like receptors), které rozeznavaji celou fadu molekul charakteristickych pro rtizné patogeny.
Byly prvnimi PRRs, které byly popsany, a jsou také nejlépe prostudované. Doposud bylo popsano
tiinact TLRs u lidi a mysi. OdliSuji se od sebe v ligandové specificité, expresnimi patterny
a pravdépodobné v cilovych genech, které mohou indukovat. TLR1 — TLR9 se nachazeji u lidi
i my$i, TLR10 je funk¢ni u ¢loveka, nikoli pak u mysi a TLR11 — TLR13 u ¢lovéka exprimovany

nejsou a u mysi ano. (Kawai a Akira, 2011; Janeway, Jr. a Medzhitov, 2002).

1.2.42.1 TLR agonisté pouZivani nasim tymem v nadorové imunoterapii a
mechanismus jejich fungovani

Nase terapie je zalozena na indukci prozanétlivych cytokini pomoci TLR agonisti vedouci
k zanétlivé infiltraci nadoru. Nase terapeuticka smés obsahuje tii TLR agonisty (R-848 + poly (I:C)
+ LTA) plisobici v synergii, coz zlepSuje jeji ii¢inek. Dal§imi slozkami terapeutika je manan-BAM,
podporujici fagocytézu naddorovych bunék a protilatka anti-CDA40, stimulujici jak vrozenou, tak

ziskanou imunitu.

LTA (lipoteichoic acid) je lipopolysacharid, tvofi hlavni stimulaéni slozku grampozitivnich
bakterii a zprostiedkovava bunéénou aktivaci TLR2. Vaze se na membranovy protein CD14 a tim
indukuje aktivaci transkripéniho faktoru NF-kB v hostitelskych buiikach, jako jsou makrofagy,
monocyty a granulocyty (Schwandner a kol., 1999).

Dale LTA podporuje expresi CD86 na dendritickych bunkach (DCs), tvorbu IL-12, expresi
CD40 na DCs a makrofazich a opsonizuje fragmenty nadorovych bun¢k pro fagocytozu DCs
(Michelsen a kol., 2001).

R-848 (resiquimod) aktivuje mysi bunky prostfednictvim TLR7 (Hemmi a kol., 2002),
zatimco v lidskych bunkach R-848 také aktivuje pomoci TLRS (Jurk a kol., 2002). R-848 zvysuje
uvolnovani cytokint typu Thl (IL-2, IL-3), TNF-o (Jones, 2003), IFN-a, IFN-B, IL-12 a MIP-1a
(Larangé a kol., 2009).
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TNF-a je tumor nekrotizujici faktor (tumour necrosis factor). Pusobi cytotoxicky,
regulacné a prozanétlivé. IL-2 je ridstovym faktorem hemopoetickych bun¢k — T-lymfocyti,
B-lymfocyti a NK-bun¢k. Dale se uplatiiuje v bunécné zprostiredkované imunité. 1L-3 je ristovy
faktor, ktery stimuluje hemopoetické prekurzory. IFN-a ma antivirovy ucinek, je dalezitym
regulatorem imunitniho systému a rdstu a diferenciace bunék, a plsobi také jako tumor-
supresorovy protein (Gutterman, 1994). IL-12 ptsobi prozanétlivé a uplatiiuje se v bunééné
zprostiedkované imunité. Funkci chemokinu MIP-1a je chemotaxe a aktivace monocytl,

granulocytii a T-lymfocyti.

Poly (1:C) (polyinosinic-polycytidylic acid) je velmi silny adjuvant. Je silnym induktorem
IFN-a, ktery je dominantnim hnacim motorem dvou vrozenych bunécnych odpovédi: zrani
dendritickych bun¢k a aktivace NK bunék za vzniku IFN-y (Longhi, 2009; Trumpfheller, 2008).
Maturované dendritické bunky prezentuji antigeny naivnim CD4+ a CD8+ T-lymfocytim. T buiiky
soucasn¢ produkuji cytokiny IFN-y, TNF-a a IL-2 ve velkych mnozstvich a po delsi dobu
(Trumpfheller, 2008). Dale poly (I:C) podporuje expresi CD40 a CD86 na dendritickych bunikach
CDA40 na makrofazich a velmi efektivné indukuje expresi IFN-a a IFN- (Longhi, 2009).

IFN-y se uplatiiuje v bunécné zprosttedkované imunité¢ a ma také regulacni a antivirovy
ucinek a také potlacuje proliferaci nadorovych bunék (Gollob a kol., 2005) a zvySuje jejich
imunogenitu. Nadorové buriky jsou pak snaze rozpoznany a eliminovany (Svane a kol., 1997).
Navic v mikroprosttedi, jez se tvoii v nadorech, potlacuje IFN-y angiogenezi (Ribatti a kol., 2006).
TNF-a a IFN-y spolu synergicky indukuji IL-8 (Yasumoto, 1992), ktery téZ podporuje zanétlivou
reakci a je hlavni chemotaktickou latkou pro neutrofily (Kunkel a kol., 1990).

R-848 a poly (1:C) spolu v silné synergii produkuji IL-12. Tato produkce je zesilena dalsi

slozkou nasi terapeutické smési, kterou je anti-CD40 (Napolitani a kol., 2005).

1.24.3 MBL, MR, CR3

MBL (mannan-binding lectin) je lektin typu C s doménou podobnou kolagenu. Nejsilné&;jsi
aviditu prokazuje pro opakujici se strukturalni patterny zalozené na mandze a typické pro
mikrobidlni povrchy. Timto zptisobem se MBL mlzZe véazat na Sirokou Skélu bakterii a jinych

mikroorganismti, neutralizovat je a / nebo je opsonizovat aktivaci komplementu pomoci lektinové
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drahy aktivace komplementu (Klipatrick, 2002), nebo je opsonizovan komplementovou jednotkou
IC3b a nasledné dojde k fagocytoze (Jack a kol., 2001).

MR (mannose receptor) je PRR, ktery je schopen, stejné¢ jako MBL, rozpoznavat manan,

coz muze zpusobit fagocytdzu nadorovych bunék.

CR3 (complement receptor 3) je membranovy fagocytarni PRR, ktery je exprimovany
makrofagy, neutrofily a NK bunkami. ZjednoduSené se jednd o heterodimer se dvéma
podjednotkami — jedna vaze iC3b a druha rozpoznava p-glukany pii¢emz vazba B-glukanu na CR3
vede k fagocytoze cilové bunky opsonizované iC3b (Ross a Vétvicka, 1993; Vétvicka a kol., 1996).

1.2.4.3.1 Manan-BAM pouZivany nasim tymem v nadorové imunoterapii a
mechanismus jeho fungovani

Manan je polysacharid, sloZzeny hlavné z manozy. Existuje vice druhti. Tyto PAMPS se
vyskytuji v rostlinach a houbach.

Manan spojujeme kovalentné¢ s molekulovou BAM (biocompatible anchor for cell
membranes) za vzniku manan-BAM. BAM je molekula vyvinuta Kato a jeho tymem. Sestava
Z hydrofobni fetézce kyseliny olejové na jednom konci a hydrofilnim polyethylenglykolem (PEG)
s navazanou reaktivni skupinou na druhém. Alifaticky fetézec kyseliny olejové slouZzi jako kotva,
ktera prostupuje buné€nou membranou, aniz by ji porusila. Na reaktivni skupinu pak lze navazat
dalsi latky, v nasem pfipadé manan (Kato a kol., 2004).

Manan-BAM plisobi tak, Ze se ukotvi do membrany nadorovych bunék, je rozpoznan MBL
¢imz dojde k aktivaci komplementu lektinovou cestou.. Nasledkem toho dojde k opsonizaci téchto
bunék molekulami 1C3b, jez jsou rozpoznany receptory CR3 na povrchu bunék vrozené imunity

(viz vyse). Ty nasledné nadorové buiiky napadnou a odstrani (Janotova a kol., 2014; Waldmannova
a kol., 2016).
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1.2.4.4 Bunééna vrozena imunita a nadorova onemocnéni

Jako obrana proti nadorovému bujeni slouzi v ramci vrozeného imunitniho systému
zejména NK bunky. V ramci nasi terapie se vSak zapojuji i dal$i imunocyty. Pro svoji schopnost
fagocytozy jsou to neutrofily a makrofagy a diky svym prozanétlivym G¢inkim i dendritické

bunky.

Neutrofily se vyskytuji v Krvi i pfimo ve tkanich. Podili se na opsonizaci a fagocytoze
antigent. Infiltruji postizené misto v akutni fazi zanétu (Selders a kol., 2017). Ackoli se podileji
prevazné na likvidaci bakterialnich infekci, jsou aktivované i v ptipadé nékterych rakovin (Ocana
a kol., 2017; Treffers a kol., 2016). Pomoci exkrece nékterych cytokinti mobilizuji dalsi slozky
imunitniho systému.

TANSs (tumour associated neutrophils) jsou neutrofily nachazejici se v nadorech. Jsou
dvojiho typu, oznacované jako fenotypy N1 a N2. N1 neutrofily jsou protinadorové a prozanétlivé,
exprimované v nadoru, rozhoduji o tom, ktery z fenotypu zde bude pievladat. (Fridlender a kol.,
2009; Fridlender a Albelda, 2012). N1 neutrofily nadorové buiky atakuji pfimo nebo se na jejich
eliminaci podileji nepiimo — stimulaci dendritickych bunék (van Gisbergen a kol., 2005) nebo
CD8+ pamét'ovych bunék, zatimco N2 neutrofily jejich aktivitu zfejmé inhibuji (Fridlender a kol.,
2009).

Makrofagy hraji vyznamnou roli pfi regulaci patogeneze nadord (Jaiswal a kol., 2010).
Jejich funkcemi jsou fagocytoza, prezentace antigenu a produkce cytokint, které putisobi
v homeostatickém odklizeni bun¢k, obrané proti patogentim a pii zanétlivych reakcich.

Bylo zjisténo, ze rust nadori muze byt podpofen takzvanymi TAMSs (tumor associated
macrophages) (Mantovani a kol., 1992). Ty délime do dvou odlisnych subpopulaci makrofagu,
které podporuji bud’ pro- nebo anti-tumorogenni prostiedi v zavislosti na jejich schopnosti
prezentovat antigeny, produkovat zanétlivé cytokiny, stimulovat angiogenezi a umoziovat
cytotoxickou aktivitu (Allavena a kol., 2008).

Makrofagova fagocytdza je rozhodujici pii programovaném odstranovani poskozenych
a cizich bunék. Zda je buiika pohlcena ¢i nikoli, zavisi na relativni expresi pro- a anti-fagocytarnich

signald na jejim povrchu — exprese pro-fagocytarnich a ztrata anti-fagocytarnich signalt vede
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k jejimu pohlceni. Jak nékteré studie prokazaly, nadory Se brani proti fagocytdéze makrofagy
prostfednictvim exprese anti-fagocytarnich signall, mezi néz patii napiiklad CD200, CD47 (Chao
a kol., 2011) a CD31 (Grimsley a Ravichandran, 2003).

NK buiiky (natural killer) jsou schopné rozpoznat a odstranit nadorové bunky ¢i bunky
napadené viry. Nesou na povrchu dva typy receptori. Prvnimi jsou lektinové receptory, které
aktivuji cytotoxicitu. Druhy typ receptort rozpoznava MHC | a cytotoxicitu blokuje. Kdyz se NK
burika setka s bunikou, kterd ma na svém povrchu abnormalné malo MHC I (molekuly prezentujici
antigeny), je tato bunka napadena. Takové buiky jsou bud’ nadorové nebo napadené virem.

Jak bylo feceno vyse, NK buiiky produkuji IFNy. Také hraji roli pii aktivovani makrofagt
a T-lymfocyt v nadoru (Kowanko a Ferrante, 1987; Vivier a kol., 2008).

Dendritické buiiky jsou bunky vrozené imunity s nejvétsi schopnosti iniciovat zanétlivou
reakci. Jsou nejefektivnéj$i bunénou populaci schopnou prezentovat antigeny T-lymfocytim

a stimulovat aktivaci a klonalni expanzi i naivnich T-lymfocyta.

1.2.4.4.1 Anti-CD40 protilatka pouZivana nasim tymem v nadorové imunoterapii

a mechanismus jejiho fungovani

Dendritické bunky (a jiné antigen prezentujici buniky) exprimuji molekulu CD40, ktera ma
regulacni funkci. Vaze se na ligand CD154 na povrchu Th lymfocytl a tim indukuje maturaci
dendritickych bunék a také stimuluje jejich aktivitu. CD40 je i povrchovy receptor B-lymfocyta
(Bajor a kol., 2015; Defance a kol., 1992).

Anti-CD40 protilatka funguje jako agonista CD40 receptoru a zaroven stimuluje
dendritické bunky. Podporuje nejen aktivaci sloZek ziskané imunity, ale 1 naslednou reakci. (Bajor
a kol., 2015). Dale podporuje pusobeni vrozené imunity.

R-848 a poly (1:C) oba stimulaci tvorby IFN-a a IFN-B podporuji anti-CD40 k tomu, aby
pfi zkiiZzené prezentaci antigent naivnim CD8+ lymfocytliim vznikaly nejen CTL, ale i zna¢né
mnozstvi CD8+ pamét’ovych bunék (Ahonen a kol., 2004).

Anti-CD40 protilatka byla do na$i vakciny pfidana, protoze vysledky terapie, ktera byla
pouzita nejprve na melanomu, nebyly tak signifikantni pii aplikaci na pankreaticky adenokarcinom

(Caisova a kol., 2018).
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1.2.45 Humoralni vrozena imunita a nadorova onemocnéni

Komplement tvoii asi tficet sérovych a membranovych proteind, které kooperuji mezi
sebou a s dal§imi imunitnimi mechanismy. Slozky komplementu se kaskadovité aktivuji a tim
spoustéji imunitni reakci. Ustfedni slozkou je C3 (fragment C3b se kovalentn& vaZze na mikrobialni
povrch). Meziprodukty této kaskadovité reakce maji vyrazné biologické funkce, jako jsou
opsonizace a chemotaxe. Terminalnim produktem kaskady je komplex proteini nazyvany MAC
(membrane attack complex). Ten perforuje cytoplasmatické membrany nékterych bunék a pisobi
jejich lyzu, zabiji je. Hlavnimi funkcemi komplementu jsou opsonizace, chemotaxe, prozanétlivé
funkce a osmoticka lyza. Rozeznavame tii zplsoby aktivace komplementu: alternativni cesta,
lektinova cesta, klasicka cesta. Lektinové cesta je variantou klasické. Jak jiz bylo zminéno, pomoci
kotveného manan-BAM aktivujeme komplement lektinovou cestou a vyuzivame iC3b opsonizace

nadorovych bunék pro jejich napadeni buiikami vrozené imunity, zejména pak fagocyty.

1.25 Ziskana imunita

Pii selhani vrozeného imunitniho systému pfistupuje k zastaveni infekce dalSi stupent
obrany napadeného hostitele, kterym je ziskana imunita (Hamplova a kol., 2015). Je evolu¢né
mlad$i nez vrozena imunita, je adaptivni a antigenn¢ specifickd. Mechanismy ziskané imunity
reaguji na kazdou cizorodou strukturu prostfednictvim vysoce specifickych molekul (protilatky,
antigenné specifické receptory T-lymfocytll). Patii mezi né¢ mechanismy humoralni (zaloZené na
protilatkach) a bunééné zprostiedkované (zalozené hlavné na T-lymfocytech). Pro tyto
mechanismy je charakteristické, Ze se spoustéji az po setkdni s danym antigenem a pro jejich
iniciaci je nezbytna aktivita slozek vrozené imunitni odpovédi. K uplnému rozvoji adaptivni
imunitni reakce je zapotfebi n€kolika dni aZ tydntl. Typickym rysem téchto reakci je imunologicka

pamét’ (Hoftejsi a kol., 2017).

1.2.6  Slozky ziskané imunity a nadorova onemocnéni

T-lymfocyty jsou nezbytné pro antigenné specifické bunécné zprostiedkované

I protilatkové imunitni reakce. Rozpoznavaji antigen v komplexu a antigeny MHC (major
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histocompatibility complex). Rozpoznani pak vede k jejich proliferaci a diferenciaci na pamét’ové
a efektorové T buiiky.

Rozlisujeme dvé zakladni subpopulace T-lymfocytt — cytotoxické (Tcyt) CD8+ a pomocné
(Th) CD4+.

CD8+ dokazi buiiku pfimét k apoptdze, popiipadé ji pfimo znicit za pomoci cytotoxickych
mechanismi. Rozpoznavaji antigen v kontextu s MHC molekulami. Pod vlivem lymfokinii
produkovanych TH bunikami diferencuji na cytotoxické T-lymfocyty (CTL). CTL kontroluji stav
bunék v organismu. Odstranuji vlastni pozménéné bunky — infikované virem nebo nadorové, a
transplantované bunky.

CD4+ produkuji velkou skalu cytokint. Podle toho, které cytokiny vytvaieji, je rozliSujeme
na Thl, jejichz funkci je podpora cytotoxicity, makrofagh a CTL, a Th2: podporuji B-lymfocyty
a tvorbu protilatek. DalSimi subpopulacemi jsou Th9, Th17 a Th22.

B-lymfocyty nesou protilatkovou molekulu jako receptor, jenz rozeznava samotny antigen.
Po navazani na antigen B bunky proliferuji. Vzniklé dcefiné bunky se diferencuji na pamét’ové

a plazmatické buriky, které produkuji protilatky a uz nemaji imunoglobulinové receptory.

Hlavni histokompatibilni komplex MHC je soubor molekul bunééné membrany
zodpovédnych za rozpoznavani imunitnim systémem. Rozeznadvame MHC molekuly I t¥idy, ktery
se vyskytuje na vSech bunkach, a MHC molekuly II tfidy, nachazejici se pouze na antigen

prezentujicich bunkéach.

1.2.7  Schopnost uniku pankreatického adenokarcinomu imunitnimu
systému

Nadory se brani ataku fagocytujicimi buiikami mimo jiné molekulami CD31, CDA47,
CD200, které exprimuji na svém povrchu (Elward a Gasque, 2003). Také karcinom slinivky
vykazuje zvySenou hladinu pifedevs§im imunoglobulinu CD47 (Cioffi a kol., 2015). Aby se ubranily
pfed napadenim T-lymfocyty, exprimuji na svém povrchu abnormalné malo MHC 1. V béZném
ptipadé by tento krok vedl k jejich rozpoznani NK buiikami. Proti nim si v§ak naddorové bunky
vyvinuly odolnost pomoci exprese pozménénych MHC Ib, ¢imz se pro NK buiiky prezentuji jako

zdravé.
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Pankreaticky duktalni adenokarcinom je téz silné podporovan tumor-asociovanymi
makrofagy (TAMs), jez se zdaji byt protumorogenni a jejich pfitomnost je spojovana se Spatnou
klinickou prognozou (Cioffi a kol., 2015).

Niz8i ti¢innost nasi experimentalni imunoterapie pankreatického adenokarcinomu muze byt
Castecné vysvétlena nizkou infiltraci efektorovymi T buiikami a soucasnou masivni infiltraci
imunosupresivnimi leukocyty. Hustd desmoplasticka stroma podporuje angiogenezi, nicméné vSak
zabranuje vstupu bun¢k imunitniho systému. Stroma neni jen pasivni bariérou pro imunitni systém;
interaguje také s nadorovymi buitkami stimulujicimi jejich progresi a invazivitu. (Kunk a kol.,

2016).

1.3 CDA47 a jeho role pri uniku rakovinnych bunék
vrozenému imunitnimu systému

CD47 je molekula buné¢ného povrchu, patiici mezi imunoglobuliny a takzvané SAMP
(self-associated molecular pattern) (Elward a Gasque, 2003), ktera vaze nékolik proteint, véetné
integrint (Brown a Frazier, 2001), a podili se na riznych fyziologickych procesech, véetné bunééné
migrace (Liu a kol., 2001; Jaiswal a kol., 2009; Lindberg a kol., 1996), a aktivace T bunék
a dendritickych bunék (Sarfati a kol., 2008). Navic CD47 funguje jako inhibitor fagocytozy pies
ligand SIRPa (signal-regulatory protein alpha) exprimovany na fagocytech, coz vede k aktivaci
tyrosinfosfatazy a inhibici hromadéni myozinu na fagocytarnich synapsich (Tsai a Discher, 2008).
Timto zpisobem slouzi CD47 jako ,,don 't eat me signal”, jelikoz ztrata CD47 vede k homeostatické
fagocytoze starych nebo poskozenych bunék (Blazar a kol., 2001; Gardai a kol., 2005). CDA47 je
bézné exprimovan na vétsin€ normalnich tkani (Reinhold a kol., 1995), coz naznacuje, Ze hraje
zasadni roly v regulaci fagocytozy.

Poprvé byl CD47 identifikovan jako nadorovy antigen na lidském karcinomu vajecniki
v 80. letech 20. stoleti (Poels a kol., 1986). Od té¢ doby bylo zjiSténo, Ze CD47 je exprimovan na
mnoha typech lidskych nadord, véetné akutni i chronické myeloidni leukémie (Jaiswal a kol., 2009;
Majeti a kol., 2009), mnohocetného myelomu (Rendtlew Danielsen a kol., 2007), rakoviny
mocového méchyie (Chan a kol., 2009), ale také rakoviny pankreatu (Cioffi a kol., 2015) a mnoha
dal$ich. Tyto diive jmenované studie a mnoho dal$ich prokazuji, Ze zatimco CD47 se v normalnich

bunikach vyskytuje v nizké hlading, nadorové buiiky oproti nim vykazuji zvySenou hladinu této
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molekuly. Mizeme se tedy domnivat, Ze nadmérna exprese CD47 umoziuje tumorim S touto
schopnosti uniknout vrozenému imunitnimu systému diky zastaveni fagocytézy. Tento proces
nastava vazbou CD47 na nadorovych bunkach na SIRPa na fagocytech, ¢imz je podpoiena inhibice

fagocytdzy a preziti nadoru.

1.3.1  Anti-CDA47 protilatka

Zvysena exprese CD47 na mnoha riiznych typech nadort a jeho vlastnosti jakozto ,,don’t
eat me* signalu nas vedou k zavéru, ze by tento jev, potazmo jeho potlaceni, mohl byt vyuzit
V nadorové imunoterapii.

Jiz byla vyvinuta snaha inhibovat dréhu CD47-SIRPa, zejména pomoci monoklonalnich
protilatek, které blokuji CD47. Monoklonalni protilatky jsou produktem jednoho klonu
plazmatickych buné€k, maji unikatni specifitu a jsou jednoho izotypu.

Anti-CD47 protilatky jiz prokazaly preklinickou aktivitu proti mnoha riznym typim

lidské rakoviny (viz vyse), a to jak in vitro, tak i in vivo pomoci xenotransplantace na mysich.

1.3.2  Mozny dopad pridani anti-CD47 protilatky ke stavajici vakciné

Jak uz bylo zminéno vySe pankreaticky duktalni adenokarcinom vykazuje zvySenou hladinu
imunoglobulinu CD47. Blokace této ,,don 't eat me* molekuly by mohla mit pro nasi terapii zasadni
vyznam. JelikoZz je naSim cilem vyvoldni zénétu a fagocytovani nadorovych bunc¢k bunkami
vrozené imunity, mohlo by odstranéni molekuly, jeZ fagocytézu inhibuje, siln€ podpofit ucinek
ostatnich slozek nasi vakciny. ZvySeni ataku fagocytujicich buné€k by mohlo vést k G¢inngjsi
redukci nddorové hmoty. Tuto teorii podporuje i vyzkum z roku 2015, kdy byla téZ na mysim
modelu zkoumana inhibice CD47 na rakoviné pankreatu a kdy pomoci anti-CD47 dosahli vyrazné
redukce nadorové hmoty (Cioffi a kol., 2015). Touto cestou bychom pak mohli 1é¢it i hodné
narostlé nadory.

Nase terapie vSak zaroven cili i na slozky ziskané imunity a vyvolani vakcina¢niho ucinku.
K tomu, aby méla ziskana imunita Cas se zapojit a aby byl vyvolan dostate¢ny vakcinaéni ucinek,

je potieba, aby nador nebyl zredukovan pfiili§ rychle a aby se nevstiebal dfive nez po tfech
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vakcinacnich pulzech. Potom jsou mysi odolné dokonce i vuci retransplantacim (Caisova a kol.,

2018).

1.4 Vakcinace

Aktivni imunizace neboli vakcinace je postup, kterym je zajiStovana ochrana osob proti
infekénimu onemocnéni podanim vhodné pfipraveného antigenu. Faktory, které ovliviuji
uspésnost imunitni odpovédi jsou piedevsim charakter antigenu, davka antigenu, pfidatné slozky
ockovaci latky (zejména adjuvancia), pouzité ockovaci schéma, zpusob aplikace, stav a v&k
imunizovaného jedince (Jilkova, 2012).

Ve vétsiné ptipadd je cilem a smyslem vakcinace vytvofeni ochrannych hladin
neutraliza¢nich protilatek a dlouhotrvajici imunologické paméti, ktera je schopné odpovédét velmi
rychle a robustné pii dalSim setkani s infek¢nim agens a spustit takzvanou sekundarni odpoveéd’
(Obr. 2). K té dochazi v ptipadé podani dodateéné davky vakciny (pFeofkovani), které se provadi
u vétSiny vakcin prFi poklesu specifickych protilaitek pod ochrannou hladinu. Stejny
mechanismus probiha i v pfipadé setkdni s pfirozenym infekénim agens. Takova odpovéd je
zajisténa kooperaci vSech slozek imunitniho systému, zejména ale ziskanou imunitou (Jilkova,

2012).
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Obr. 2: Primarni a sekundarni odpovéd’ na podani antigenu (pievzato z Ferencik a kol., 2004).
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Po antigennim podnétu dochazi k aktivaci a diferenciaci imunokompetentnich bunék
a vysledkem je klondlni expanze specifickych T a B-lymfocyti. K rozvoji specifické imunitni
reakce je tfeba nékolika dnii, eventualné 2-3 tydni. Cely prubéh Ize charakterizovat jako
nasledné¢ 1 soucasn¢ probihajici déje nejprve nespecifickych imunitnich dét (chemotaxe,
fagocytdza, prezentace antigenu), které jsou zakoncCeny vysoce specifickou odpoveédi slozek
imunitniho systému — tvorba specifickych protilatek, vytvoreni bunécné paméti. Dlouhodoba
imunita je zajiSténa vytvorenim antigen specifické imunitni efektorové odpovédi — tvorbou
specifickych protilatek a T-lymfocytd a vytvofenim imunitnich pamétovych bunck. Tim je
zajisténa dostatené efektivni a rychle reaktivovatelna imunitni odpovéd’ v pripad¢ sekundarniho

setkani s antigenem (Castellino a kol, 2009; Jilkova, 2012).

1.4.1  Terapeuticka nadorova vakcinace

vvvvvv

24

imunitnimu systému, ktery byl indukovan toleran¢nimi nebo polariza¢nimi mechanizmy. Ty nuti
imunitni systém, aby nemoc tolerovala. Lepsi vysledky lze s nejvétsi pravdépodobnosti ziskat
lepSim vybérem antigend, zlepSenim slozeni vakciny a vhodnymi lé€ebnymi postupy. Ty mohou
Zmirnit imunosupresivni mechanismy v mikroprostfedi rakoviny a zvysit vykon vakciny vhodnou
stimulaci nebo modulaci imunitniho systému (Melief a kol., 2017).

Terapeutické vakciny proti rakoviné musi dosdhnout dostate¢né koncentrace antigenu v DC
a aktivace DC, coz dale fidi odpovédi CD4 +a CD8 + T bunék. CD4 + T buriky jsou potiebné pro
optimalni a trvalé odpovédi efektorovych CDS8 + T bunék (Bennet a kol., 1998; Ridge a kol., 1998;
Schoenberger a kol, 2003), stejné jako indukce a udrzovani CDS8 + paméti (Janssen a kol., 2005).
Kromé toho, ze CD4 + podporuji CD8 + T bunky, maji i vlastni efektorovou funkci (Quezada
a kol., 2010).

Protinddorové vakciny musi vyuzivat ucinny zpiisob podani. Uptednostiiované zplisoby
podavani téchto vakcin musi vést k u¢innému pohlceni antigenu DC a k jeho prezentaci. Toho Ize
nejlépe dosdhnout intratumoralnim podéavanim nebo podéani do lymfatickych uzlin bohatych na DC

(Silva a kol., 2013; Melief a kol., 2017).
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Vzhledem k mnoha aktivitdam potlacujicim T buiiky v mikroprostiedi nadoru nelze
oc¢ekavat, ze protinadorové vakciny vykazi samy o sob& optimalni ucinnost, ale je tieba je pouzivat
v kombinacnich 1écbach, které jsou navrzeny tak, aby inaktivovaly nejdalezitéj$i imunosupresivni
mechanismy prostiedi. Terapeutické vakciny nabizeji moznost vysoce specifickych

protinadorovych terapii, které jsou pomérn¢ nendkladné a neinvazivni (Melief a kol., 2017).

Pro nasi terapii vyuzivame vakcina¢ni schéma, kdy je mys léCena ve Ctyfech pulzech, tfemi
injekcemi v kazdém pulzu. Vakcina je aplikovana tii dny po sobé v jednom pulzu, nasleduje pét
dni pauza: 0, 1, 2; 8, 9, 10; 16, 17, 18 a 24, 25, 26. Toto aplika¢ni schéma je vysledkem tady
experimentdl a hledani nejoptimalngjsiho uspofadani (J. Zenka, tstni sdéleni). Bylo by praktické,
kdybychom mohli pocet aplikaci zredukovat na pouze dvé za pulz. Lécba by pak byla méné

nakladnd a urcité 1 pro pacienta méné bolestiva a stresujici.
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2 Cile prace
Cilem této prace je vylepSeni jiz existujici 1écebné metody, kterou vyvinul tym Dr. Jana
Zenky, tak, aby byla co neju¢inngjsi. Konkrétnimi cili je zjistit:
e jak si vakcina poradi i s velkymi nadory pankreatického adenokarcinomu,
e jaky vliv na rist nadoru ma piidani anti-CD47 protilatky ke stavajici vakcing,

e jaky dopad na lé€bu ma zmeéna ve stadvajicim vakcinaénim schématu (redukce poctu

aplikaci).
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3 Materialy

3.1 Laboratorni mysSi

Pro in vivo pokusy byly pouzity samice inbredniho kmene mysi C57BL/6 (wilde-type),
které byly dovezeny od dodavatele Charles River Laboratories. Na zac¢atku pokusu byly mysi staré
osm tydnl a vazily mezi 18 a 20 gramy. Chovany byly ve sterilnim prostiedi IVC (individually
ventilated cages) boxu s podestylkou z dievéné neprasivé drté a ubrouskem pro stavbu hnizda, pii
fotoperiodé 12/12 hodin, za stalé teploty (22 °C) a vlhkosti vzduchu (65 %), krmeni a voda byly

podavany ad libitum. K tomuto Gcelu byly vyuzity prostory zvétince Katedry medicinské biologie.

3.2 Nadorova bunééna linie

Pro vyvolani nddorového ristu v mysich byly pfi pokusu pouzity nddorové buitky mysiho
pankreatického adenokarcinomu Panc02 (dar profesora Partecke, University of Greifswald)
kultivované¢ v D-MEM mediu s 10% FCS obsahujicim penicilin (100 j/ml), streptomycin
(100 pg/ml), amfotericin B (0,25 pg/ml), L-glutamin (2,2 mM) a merkaptoethanol

(50 uM), v atmosféie nasycené vodnimi parami a obsahujicimi 5% CO?.

3.3 Chemikalie

e Anti-CD40 protilatka (clone FGK 4.5/FGK45; BioXCell)

e Anti-CD47 protilatka (clone MIAP301; BioXCell)

e  BAMuao0o (biocompatible anchor for cell membranes; Mw 4000; NOF Europe)
e DMSO (dimetyl-sulfoxid; Sigma-Aldrich)

o EDTA (kyselina ethylendiamintetraoctova; Sigma-Aldrich)

e HBSS (Hanks balanced salt solution; VWR)

e LTA (lipoteichoic acid, Bacillus subtilis; Sigma-Aldrich)

¢ Manan (Sigma-Aldrich)
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PBS (phosphate-buffered saline; VWR)

Poly (1:C) (polyinosinic-polycytidylic acid, sodium salt; Sigma-Aldrich)
R-848 (resiquimod; Tocris Bioscience)

TRIS (TRIS-hydroxylmetylaminometan)

Trypanova modi (0,5% vodny roztok; Sigma-Aldrich)

Trypsin (Sigma-Aldrich)

24



4 Metody

4.1 Priprava bunék Panc(2

Buriky se nechaly narust, tak aby vytvorily jednovrstvou kulturu. Poté bylo odstranéno
médium a bunky byly tfikrat promyty PBS. Nasledné byla provedena trypsinizace — K buiikam byla
ptidana trypsiniza¢ni smés (0,02% EDTA v HBSS, 0,25% trypsin) a byly dany na pét minut do
termostatu pti 37 °C. Proces byl ukonéen ptidanim 50 ml média a bunécna suspenze byla pifevedena
do centrifugacnich zkumavek. Nésledné byly bunky centrifugovany (10 min, 160 g, 4 °C). Po
rozsuspendovani peletu v médiu byly bunky spocitany v Biirkerové komurce s piidavkem
trypanové modii (pro rozliSeni zZivych a mrtvych bun€k) a jejich mnozstvi bylo upraveno na

pozadovanou koncentraci.

4.2 Priprava mysi a transplantace bunék Panc(2

Mysi byly oholeny v pravé dolni ¢asti zad, kam bylo nasledné kazdé mysi podkozné
injikovano 400 000 nadorovych bunék bunééné linie Panc02 ve 100 pl média bez séra. Po 16 dnech

byly mysi, u kterych doslo k pfijeti nadorovych bunék, randomizovany do skupin po Sesti.

4.3 Priprava chemikalii

Manan-BAM:

Nejprve byla provedena redukéni aminace mananu. Roztok mananu byl redukovan
kyanoborohydridem sodnym v octanu amonném pii pH 7,5 a pii teploté 50 °C po dobu péti dnti.
Takto vznikly roztok byl ptes noc dialyzovan proti PBS pfi 4 °C s pouzitim dialyzacni membrany
MWCO 3500 (Serva, Heidelberg).

Hodnota pH roztoku mananu-NH2 musela byt udrzovana v rozmezi mezi 7,2 a 8,5. Byl
ptipraven roztok BAMaooo v DMSO (7,3 mM) a byl pfidan k roztoku mananu-NHz v ekvimolarnim

poméru, Tato smes byla pfi pokojové teploté ponechana reakénimu procesu po dobu dvou hodin,
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nez byla zastaven ptidanim TRIS/HCI (pH 8,0). Nasledné byl roztok opét dialyzovan (stejny postup
jako ptedtim). Jako vysledny roztok vznikl 0,2 mM manan-BAM v PBS, ktery byl uchovavan
zamrazen pii teploté -20 °C do doby pouziti.

Vsechny pouzité roztoky byly sterilizovany filtraci (pramér pora 0,22 um).
Priprava imunoterapeutik:

1) Zakladni terapeuticka smés R-848 + poly (1:C) + LTA + manan-BAM:
Byl vytvofen roztok 0,5 mg R-848 (nejprve vytvoien pomoci ekvivalentu HCI
hydrochlorid) + 0,5 mg poly (I:C) + 0,5 mg LTA v 0,2 mM manan-BAM v PBS. Nasledovala

sterilizace filtraci (0,22 mM), vytvoreni alikvotli a zamrazeni.

2) Pouiiti protilatek:
Protilatky anti-CD40 a anti-CD47 byly pridavany k vySe uvedené terapeutické smési
(ptipadné PBS v piipad¢é kontrol) tak, aby vysledna koncentrace ¢inila 0,4 mg protilatky / ml.

4.4 Schéma experimenti

441  Pokus ¢ 1 — Lécba pankreatického adenokarcinomu za pomoci
anti-CD47 protilatky

16 dnti po transplantaci nadorovych bunék Panc02 byla provedena randomizace mysi
s nadory do ¢tyf skupin po Sesti (den 0) Mysi byly umistény kazda do vlastniho IVC boxu. Skupiny
byly oznaceny A, B, C a kontrolni skupina K.

Nulty den byl zaroven i dnem, kdy byla zahajena terapie mysi. VSechny skupiny byly 1é¢eny
ve Ctyfech pulzech, tfemi injekcemi v kazdém pulzu. Vakcina byla injikovana tfi dny po sobé
V jednom pulzu, nésledovala pét dni pauza: 0, 1, 2; 8, 9, 10; 16, 17, 18 a 24, 25, 26. Terapeutické
latky byly podavany intratumoralné (vzdy 50 pl/mys). Kompletni piehled terapie je zaneseny do
tabulky (Tab. I).
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Tab. I: Piehled terapie, pokus €. 1.
Skupina Terapie Pocet mysi Dny
0,12
R-848 + poly (I:C) + LTA + manan-BAM + 8,9, 10;
anti-CD40 + anti-CD47 16, 17, 18;
24, 25, 26
0,12
8, 9, 10;
16, 17, 18;
24,25, 26
0,12
R-848 + poly (I:C) + LTA + manan-BAM + 8,9, 10;
anti-CD40 16, 17, 18;
24, 25, 26
0,12
8, 9, 10;
16, 17, 18;
24,25, 26

B anti-CD40 a anti-CD47 6

K PBS 6

4.4.2  Pokus ¢. 2 — Lécba pankreatického adenokarcinomu podle dvou
riuznych vakcina¢nich schémat

Stejné jako u pokusu &islo jedna baly provedena randomizace mysi s nadory 16 dntli po
transplantaci nadorovych bun¢k a tento den byl oznacen jako den 0. Mysi byly rozdéleny do tii
skupin po Sesti a umistény kazda do vlastniho IVC boxu. Skupiny byly oznaceny A, B a kontrolni
skupina K.

Jako u predeslého pokusu znamenal nulty den zaroven i zahdjeni terapie, piicemz latky byly
podavany intratumoraln¢ (vzdy 50 ul/mys). Skupiny A a K byly 1é¢eny ve Ctyfech pulzech, tfemi
injekcemi v kazdém pulzu. Vakcina byla injikovana tfi dny po sob€ v jednom pulzu, nasledovala

pétdnipauza: 0,1, 2; 8,9, 10; 16, 17, 18 a 24, 25, 26. Skupina C byla 1é¢ena téz ve Ctyfech pulzech,
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avSak pouze dvéma injekcemi. Ty byly podany vzdy dva dny po sob¢ a nasledovala Sestidenni

pauza: 0, 1; 8, 9; 16, 17 a 24, 25. V tabulce (Tab. II) je zaznamenany kompletni prehled terapie.

Tab. I1: Piehled terapie, pokus ¢islo 2.
Skupina Terapie Pocet mysi Dny

0,1,2;

R-848 + poly (I:C) + LTA + manan-BAM + 8,9, 10;

anti-CD40 16, 17, 18;
24, 25, 26
0, 1;

R-848 + poly (I:C) + LTA + manan-BAM + 8,9;

anti-CD40 16, 17,
24,25
0,1,2;
8,9, 10;
16, 17, 18;
24, 25, 26

K PBS 6

4.5 Méreni velikosti nadoru

Od nultého dne byly ob den méteny velikosti nadorti. K tomuto tcelu byl vyuzZivan kaliper.
Z namétenych hodnot byl vypocten objem nadoru dle vzorce V = % - A+ B2, pti¢emz hodnota A
predstavovala primét nadoru v nejdelSi ¢asti a hodnota B vysku nadoru v nejvysSsi ¢asti.
Z vyslednych objemut pro jednotlivé mysi byl pak vypocten primérny objem nadort pro celou

skupinu.
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4.6 Vypocet redukce nadorového riistu

Z naméfenych hodnot byla vypocétena primérna redukce nadorového ristu. K tomu

poslouzil tento vzorec:

_ ngontrola - QVlééené -100

X
ﬂVkontrola

OViontrota Znaci pramérny objem nadoru kontrolni skupiny a @Vig¢ene znamena pramérny

objem nadoru 1é¢ené skupiny. Vysledna hodnota byla vyjadiena v procentech.

4.7 Vypocet plochy pod kfivkou

AUC (area under the curve) neboli plochu pod kiivkou lze spocitat jako soucet

lichobézniki. Pro vypocet byl pouzit nasledujici vzorec:

Vdenn + Vdenn+2
X = >

* (denpy, — deny)

Tento vzorec lze dale matematickymi Gpravami zjednodusit:
x = Vdenn + Vdenn+2

Pro vysledné hodnoty byl vytvoten vlastni graf.

4.8 Statistické vyhodnoceni

K vytvorfeni grafa a ke statistickému vyhodnoceni hodnot namétenych v prubéhu pokusu
byly pouzity programy Excel 2016 a Statistica 13.2, StatSoft, Inc. Pouzitymi testy v programu
Statistica byly jednocestna ANOVA, doplnéna o Tukeyho post-hoc test, a Kaplan-Mayertv test.
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5 Vysledky

5.1 Pokus ¢. 1

Cilem tohoto pokus bylo zjistit vliv intratumoralni aplikace stavajici vakciny s pfiddnim

anti-CD47 protilatky na velikost pankreatického adenokarcinomu a dobu preziti.

Na obrazku (Obr. 3) je znadzornén vliv terapeutika na objem nadoru ode dne 0 po den 30.

Z grafu je patrné, Ze terapeutikum s ptidanou anti-CD47 protilatkou mélo zpocatku vyrazn¢ dobry

vliv na redukci nadorové hmoty, avSak 20. den zacaly nadory opét pomalu rlst, az nakonec 26.

svoji velikosti ptekonaly velikost nadorti 1é¢enych terapeutikem bez ptidané anti-CD47 protilatky.

4 A
R-848 + poly (I:C) + LTA + manan-BAM + anti-CD40 + anti-CD47
anti-CD40 + anti-CD47
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Obr. 3: Vliv terapeutika na velikost nadoru.

Skupina A — R-848 + poly (I:C) + LTA + manan-BAM + anti-CD40 + anti-CD47, skupina B —
anti-CD40 + anti-CD47, skupina C — R-848 + poly (I:C) + LTA + manan-BAM + anti-CDA40,

skupina K — PBS.
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Graf (Obr. 4) znazornuje AUC neboli velikost plochy pod kiivkou. Jsou zde patrné
signifikantni rozdily mezi skupinami.

Hodnoty ve skupindch A i C jsou prokazateln¢ nizsi nez hodnoty skupin B a K.

Samotné protilatky anti-CD40 a anti-CD47 nemaji na velikost nddoru vibec zadny vliv.
V nasem piipadé dokonce i trochu horsi nez u kontrolni skupiny. Statisticky mezi témito skupinami
neni signifikantni odliSnost.

Mezi skupinami A a C neni statisticky prokazatelny rozdil, ackoli AUC skupiny A je trochu
mensi.

Mezi skupinami B a K neni signifikantni rozdil.

4 B
R-848 + poly (I:C) + LTA + manan-BAM + anti-CD40 + anti-CD47  *
X
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Obr. 4: Vliv G¢inku riznych terapeutickych smési na rust nadorti Panc02 — velikost ploch pod
kiivkou (AUC).

Skupina A — R-848 + poly (I:C) + LTA + manan-BAM + anti-CD40 + anti-CD47, skupina B —
anti-CD40 + anti-CD47, skupina C — R-848 + poly (I:C) + LTA + manan-BAM + anti-CDA40,
skupina K — PBS.

Hladiny statistické vyznamnosti: p < 0,05 *, p < 0,01 * *,p <0,005 * * *,
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V nasledujicim grafu (Obr. 5) je mozno sledovat vliv podani terapeutik na dobu pieziti. Jak
je zde patrné, ackoli byl vliv aplikace terapeutika s anti-CD47 na redukci nadorového rustu velky,
z4adna mys ze skupiny se nedozila 120. dne. Mezi dobou preziti této skupiny a skupin B a K, neni
zéadny signifikantni rozdil. Jedna mys ze skupiny A uhynula velice brzy, avSak nikoli na nasledky
nadorového onemocnéni, nybrz patrné kvili prozitému stresu.

Naproti tomu ve skuping C se 120. dne dozily dvé mysi a mezi skupinami C a B a skupinami
C a K je prokazatelny rozdil s hladinou vyznamnosti p < 0,05.

Ani na dobu pfeziti nemély samotné protilatky anti-CD40 a anti-CD47 velky vliv. VétSina
mys$i kontrolni skupiny sice uhynula diive, avSak jedna mys dokonce déle, nez mysi ze skupiny B.

Mezi témito skupinami neni statisticky prokazatelny rozdil.

R-848 + poly (I:C) + LTA + manan-BAM + anti-CD40 + anti-CD47

anti-CD40 + anti-CD47

R-848 + poly (I:C) + LTA + manan-BAM + anti-CD40

PBS
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40%
30% r
20%

10% r

0%

0 1l0 2I0 3I0 4l0 5I0 6I0 7-0 8I0 9I0 160 1;0 120
Den terapie

Obr. 5: Vliv intratumoralni aplikace anti-CD47 na dobu pieziti.

Skupina A — R-848 + poly (I:C) + LTA + manan-BAM + anti-CD40 + anti-CD47, skupina B —

anti-CD40 + anti-CD47, skupina C — R-848 + poly (I:C) + LTA + manan-BAM + anti-CDA40,

skupina K — PBS.

Hladiny statistické vyznamnosti: p < 0,05 *.
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5.2 Pokus ¢. 2

Cilem tohoto pokusu bylo zjistit, zda by nebylo mozné zredukovat pocet injekci za pulz,
a to ze tii pouze na dvé.

Z nasledujiciho grafu (Obr. 6) Ize vysledovat, ze snizeni davky terapeutika nemélo na
objem nadoru zadny vliv. Objemy nadort skupin A i B se pohybuji ve stejném rozmezi.

Objemy nadort skupin A a B jsou vyrazné mensi nez u kontrolni skupiny K.

Vyrazné kolisani kiivek je pficCitdno nekrotizaci nadorové tkané a chybé v méfeni

zpusobené lidskym faktorem.

4 N

R-848 + poly (I:C) + LTA + manan-BAM + anti-CD40, 4 pulzy, 3 injekce
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Obr. 6: Vliv poctu injekei v pulzu na velikost nadoru.
Skupina A — R-848 + poly (I:C) + LTA + manan-BAM + anti-CD40, 4 pulzy, 3 injekce, skupina
B — R-848 + poly (I:C) + LTA + manan-BAM + anti-CD40, 4 pulzy, 2 injekce, skupina K — PBS.
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| v tomto grafu (Obr. 7) jsou hodnoty skupin A i B takika totozné a statisticky mezi nimi
neni prokazatelny rozdil. Redukce poc¢tu podanych injekci nema negativni vliv na rst nadoru.
AUC obou skupin A i B jsou signifikantn¢ odlisné od kontrolni skupiny K s hladinou

vyznamnosti p < 0,05.
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Obr. 7: Vliv poctu injekei v pulzu na velikost plochy pod k#ivkou (AUC).

Skupina A — R-848 + poly (I:C) + LTA + manan-BAM + anti-CD40, 4 pulzy, 3 injekce, skupina
B — R-848 + poly (I:C) + LTA + manan-BAM + anti-CDA40, 4 pulzy, 2 injekce, skupina K — PBS.

Hladiny statistické vyznamnosti: p < 0,05 *.
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V nasledujicim grafu (Obr. 8) uz lze pozorovat rozdil mezi skupinami A a B. Je mozno zde
pozorovat dobu preziti skupin A, B a K.

Ackoli se zobou skupin A a B 120. dne dozily dvé mysi, vyssi frekvence podavani
terapeutika ma prokazateln¢ pozitivni vliv na dobu pfeziti vzhledem ke kontrolni skupiné
s hladinou vyznamnosti p < 0,05, zatimco skupina B nikoli. AvSak mezi samotnymi skupinami A
a B opét statisticky vyznamny rozdil neni. Lze pouze pozorovat, Ze mezi thyny prvni mysi obou

skupin je takika tiicetidenni rozdil.

R-848 + poly (I:C) + LTA + manan-BAM + anti-CD40, 4 pulzy, 3 injekce
PBS
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Obr. 8: Vliv poctu injekei v pulzu na dobu pieziti.

Skupina A — R-848 + poly (I:C) + LTA + manan-BAM + anti-CD40, 4 pulzy, 3 injekce, skupina

B — R-848 + poly (I:C) + LTA + manan-BAM + anti-CD40, 4 pulzy, 2 injekce, skupina K — PBS.

Hladiny statistické vyznamnosti: p < 0,05 *.
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6 Diskuse

Nase terapie je zalozena na synergii TLR agonistii a umélé opsonizaci nadorovych bunék
pomoci manan-BAM. Ten plsobi tak, ze se ukotvi do membrany nadorovych bunék, a tim aktivuje
komplement. Diky tomu dojde k opsonizaci téchto bun¢k molekulami iC3b. Tyto molekuly jsou
rozpoznany bunkami vrozené imunity pomoci svych povrchovych receptori CR3. Tyto bunky
mohou pak nddorové buiiky napadnout a odstranit (Janotova a kol., 2014; Waldmannova a kol.,
2016). Na vrozenou imunitu pak navazuje imunita ziskana, ktera nador doléci zhruba 40. az 50.
den po zahdajeni 1é¢by (Caisova a kol., 2016; Caisova a kol., 2018).

Tato kombinace (R-848 + poly (I:C) + LTA + manan-BAM), u¢inna pii terapii mysiho
melanomu, se vSak pfi aplikaci na karcinom slinivky ukézala jako nedostate¢na (Caisova a kol.,
2018). Jak jiz bylo zminéno, divody nizsiho terapeutického ucinku muzou byt ¢astecné nizka
infiltrace efektorovymi T buiikami a souc¢asnd masivni infiltrace imunosupresivnimi leukocyty.
Hustd desmoplastickd stroma podporuje angiogenezi a zabranuje vstupu bunék imunitniho
systému, pficemZ stroma neni jen pasivni bariérou pro imunitni systém, ale také interaguje
s nadorovymi bunkami, stimuluje jejich progresi a invazivitu. (Kunk a kol., 2016).

Proto bylo nutné vakcinu vylepSit. Spravnym feSenim se ukazalo byt pfidani anti-CD40
protilatky. Z prace Ahonena a jeho kolegl totiz vyplyva, ze kombinace anti-CD40 s R-848
a poly (I:C) iniciuje tvorbu stabilnich CD8+ pamétovych bunék. Ty jsou odolné proti fyzikalnim
a chemickym vliviim, a navic jim nevadi imunosupresivni prostfedi vyvolané nadorem (Ahonen
a kol., 2004).

Timto krokem bylo dosazeno 80% pieziti pii pocate¢ni velikosti nadoru 40 mm?® (Caisova
a kol., 2018). Co by se ale stalo, kdyby byla vakcina aplikovana na objemné&j$i nadory?
Ptedpokladaly jsme, Ze pfi vétSim pocateénim objemu nadord by mohlo preziti klesnout, proto byla
vyvinuta snaha nasi vakcinu jeste vylepsit. Jelikoz dilezitou soucasti U¢inku naSi terapie je
vyvolani fagocytézy nadorovych bunék bufikami vrozené imunity, bylo logické pokusit tento
ucinek posilit. Nadorové builky se brani ataku fagocytujicimi buikami exprimovanim ,,don’t eat
me*“ molekul CD31, CD47 a CD200 na svém povrchu (Elward a Gasque, 2003). Nejvyznamnéjsi
z nich CD47, ktera se hojné vyskytuje i u pankreatického adenokarcinomu (Cioffi a kol., 2015), se
zdala byt dobrym kandidatem pro blizsi zkoumani. Z literatury bylo zjisténo, ze probéhlo jiz mnoho
pokusii o inhibici CD47 pomoci anti-CD47 monoklondlni protilatky. Tyto pokusy probéhly v ramci

nadorové imunoterapie né€kolika lidskych malignit, véetné pankreatického adenokarcinomu,
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a vysledky vykazovaly kladny vliv anti-CD47 na 1é¢bu (Jaiswal a kol., 2009; Majeti a kol., 2009;
Rendtlew Danielsen a kol., 2007; Chan a kol., 2009; Cioffi a kol., 2015).

To vSe vede k zavéru, ze pouziti anti-CD47 protilatky jako dalsi slozky nasi vakciny by
bylo spravnym krokem.

Po prostudovani uéinkt anti-CD47 protilatky se v§ak naskyta otazka, zda nebude jeji a¢inek
v kombinaci s vakcinou pfili§ prudky, coz by vedlo k p#ili§ rychlé redukci nadorové hmoty, ktera
je potiebnad k dosazeni dostate¢ného navakcinovani organismu. Podobny jev, kdy se obdobné
drastické zmengeni nadoru negativné projevilo na jeho 16bg, byl totiz jiz sledovan (J. Zenka, ustni
sdéleni).

Ze zjisténi téchto skuteCnosti vyvstala otdzka: Bude vakcina po piidani anti-CD47
protilatky 0C¢innéj§i, nebo bude jeji pfipojeni ke smesi naopak Vkonecném dusledku
kontraproduktivni? Odpovéd’ mohla byt nalezena pouze zrealizovanim praktického experimentu.
Z vysledkt tohoto vyzkumu vyplyvé nékolik zavéri.

Prvnim zavérem je, ze anti-CD47 protilatka v kombinaci s nasi terapeutickou vakcinou ma
opravdu silny pozitivni u¢inek na redukci nddorové hmoty. Velikost nadorii od pocatku terapie
klesala, az dvanacty den nadory témét vymizely. Potom vSak nastal zlom, pravdépodobné
paradoxné kvili malému mnozstvi nddorovych bunék, a nadory opét zacaly zvolna nabirat na
objemu. Znamena to, Ze nedoslo k dostate¢nému navakcinovani organismu. Dostate¢né mnoZzstvi
nadorové hmoty nevydrzelo déle nez dva pulzy. To v kone¢ném dusledku zeslabilo navakcinovani
organismu a zapojeni ziskané imunity. Jevi se, ze pro nasi terapii je pocet pulzi dilezity. Aby se
k 1é¢be stihla zapojit ziskana imunita, je potieba ¢tyt pulzt (Caisova a kol., 2018).

Ackoli byla doba pieziti u téchto mysi lepsi nez u kontrolni skupiny a skupiny 1écené pouze
anti-CD40 a anti-CD47, tento rozdil nebyl statisticky signifikantni a zddna z mysi se nedozila 120
dnd. Naproti tomu pomoci vakciny v piivodnim slozeni (bez piidaného anti-CD47) se podatilo dvé
mysi vylécit (33% preziti).

Z toho plyne, ze na$i terapeutickou vakcinu jiZz nelze vice vylepSit. Kazdé zlepSeni je
paradoxn¢ kontraproduktivni. Pokud ma byt zvysena ucinnost terapie, musi byt zkombinovana

s lé€bou s jinym terapeutickym piistupem.

Druhou otazkou bylo, zda by nebylo mozné redukovat pocet terapeutickych injekci

Z dvanacti na osm. Z praktického hlediska by pak byla 1é€ba mén¢ ndkladnd a o trochu méné
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bolestiva pro pacienta. Navic se zdd, Ze pro terapii neni vyznamny pocet injekci za pulz, nybrz
pocet pulzli (Caisova a kol., 2018).

Vysledek experimentu neni zcela jednoznacny. Co se tyce redukce nadorové hmoty, nebyl
mezi skupinami lé€enymi dvandcti a osmi injekcemi prakticky Zadny rozdil. Objemy nadorii obou
skupin byly signifikantné niz$i nez objemy nadorti kontrolni skupiny. Jedinym rozdilem mezi nimi
byly pak délky preziti.

Zatimco vyssi frekvence podavani terapeutika mé prokazatelné (s hladinou vyznamnosti
mensi nez 0,05) pozitivni vliv na dobu pfeziti vzhledem ke kontrolni skuping, mezi skupinou s nizsi
frekvenci podani terapeutika a kontrolni skupinou statisticky prokazatelny rozdil nebyl.

AvSak mezi samotnymi skupinami s odliSnou frekvenci podani terapeutika statisticky
vyznamny rozdil také neni a v obou skupinach se 120 dnii shodné dozily dv€é mysi. Lze pouze
pozorovat, ze mezi thyny prvni mysi obou skupin je takika tficetidenni rozdil.

Zda se, ze by se bez nasledkti mohl zredukovat pocet aplikaci vakciny. Vysledky jsou vSak

natolik nejednoznacéné, ze bude potieba tuto hypotézu jesté overit nékolika pokusy.
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Provedena reSerSe ukazala na potencidlni moznost kombinovat anti-CD47 protilatku s nasi

imunoterapii zalozenou na synergii TLR agonistl a stimulace fagocytozy.

Anti-CD47 protilatka v kombinaci s nasi imunoterapii pasobi velmi kladné na redukci

nadorové hmoty.

Anti-CD47 protilatka ptisobi u¢inné pouze v pocatku terapie.

VSechny mysi 1é€ené terapeutikem s pfidanou anti-CD47 protilatkou se nedozily 120 dni,

touto cestou nebylo dosazeno dostate¢ného vakcinaéniho ucinku.

ZvySovani ucinnosti primarniho ataku nadorti pomoci nasi imunoterapie se jevi jako
kontraproduktivni. Je diskutovana nutnost kombinace s jinym terapeutickym pfistupem —
bude pfedmétem dal§iho vyzkumu.

Dosazeni vakcina¢niho Gi¢inku se zda byt pro vyléceni velkych nadort pankreatu kli¢ové.
Zda se Ze, navakcinovani organismu, které pomaha dolécit nador, 1ze dosahnout pouze
S dostatecnym mnoZstvim nadorové hmoty po dostate¢nou dobu. Tato hypotéza bude dale

pfedmétem zkoumani.

U velkych pankreatickych nadord jsme schopni nasi imunoterapii (bez piidavku anti-CDA47)

vylécit 33 % mysi.

Nebyl prokazany jednoznacny rozdil mezi 1é¢bou podle vakcina¢niho schématu se tfemi

aplikacemi terapeutika na pulz a Ié¢bou podle schématu jen se dvéma aplikacemi.
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