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1.UVOD

1.1. Nadorova onemocnéni

Nadorova onemocnéni jsou oznaCovana jako zhoubny novotvar nebo Castéji se
mizeme setkat s oznacenim rakovina. Rakovina vznika transformaci z bunék té€lu vlastnich
vlivem nahromadénych mutaci ve zdravé bunice. Navic dand zmutovand bunka prestava
odpovidat na signaly vedouci k programované bunécné smrti a zacne se nekontrolovatelné

mnozit (Chabner a Chabner, 2013).

Hlavni pficinou ovliviiujici vznik rakoviny je nahromadéni velkého mnozstvi mutaci.
Mutace mohou byt vrozené ¢i ziskané pusobenim vnéjsich faktort. Vnéjsi mutageny délime
na biologické (lidsky papillomavirus, Epstein-Barrové virus a lidsky herpeticky virus 8),
fyzikalni (ionizacni a UV zéafeni) a chemické (polycyklické aromatické uhlovodiky)

(Comings, 1973).

Dalsimi vlastnostmi charakteristickymi pro nadorova onemocnéni jsou schopnost
pronikat do okolnich tkani a zakladani metastaz, schopnost pieprogramovat energeticky
metabolismus bunék, moznost uniknout imunitnimu systému, sobéstacnost v potiebé
rastovych faktort, necitlivost k rist regulujicim signalim, neomezena replikace, rezistence

vuci apoptdze, angiogeneze, genomova nestabilita (vznik mutaci) (Hanahan a kol., 2011).

1.1.1. Klasifikace nadoru

Nadory rozliSujeme na benigni, maligni, semimaligni a potencionalné maligni podle

jejich klinického a biologického chovani a podle jejich vztahu k okolni tkani.

Benigni (nezhoubné) nadory jsou charakterizovany jako ohranicené, neinvazivni,
snadno chirurgicky odstranitelné, expanzivné a pomalu rostouci. Benigni nadory mohou
zpusobovat problémy v piipadé, Ze pusobi mechanickym tlakem V nepfiznivé lokaci

(naptiklad v CNS) (Rejthar a Vojtések, 2002).

Maligni (zhoubné) nadory jsou charakterizovany jako invazivni (metastazujici),

agresivni vUci okolni tkani, rychle rostouci, neohrani¢ené a tim padem i hife chirurgicky



odstranitelné. Pokud nejsou uspé$n¢ odstranény vSechny maligni buiky, dochazi

k znovuobnoveni nadoru a metastazovani do riznych casti téla (Rejthar a Vojtések, 2002).

Semimaligni a potenciondlné maligni nadory jsou takové druhy nadord, u kterych
nemuzeme podle diagnostickych metod urcit jejich malignitu nebo benignitu (Rejthar a
Vojtések, 2002).

Dale nadorova onemocnéni klasifikujeme podle tkang, ze které vznikaji, na epitelové,
mezenchymové, neuroendokrinni, mezoteliomy, choriokarcinomy, lymfomy, smiSené a
nadory z krvetvorné tkané kostni diené (Vorlicek a kol., 2016). A podle organové lokalizace

na rakovinu varlat, prsu, Zaludku, tlustého stieva apod. (Sell, 2004).

1.1.2. Sifeni nadoru

Nédor se §ifi prosttednictvim metastaz, coz jsou dcefiné bunky vytvorené buitkami primarniho
nadoru za ucelem expanze. Metastaze se $ifi do t€lnich dutin, lymfatickych uzlin, tkani ¢i
organi (Adam a Vorlicek, 2004). Zejména metastaze jsou zodpovédné za tmrti u 90 %

pacientt s rakovinou (Hejmadi, 2010).

Metastaze délime podle zplsobu Sifeni na lymfogenni, hematogenni a implantacni
(v seroznich dutinach - kloubni prostory, perikard) metastaze (Rejthar a Vojtések, 2002; Adam
a Vorlicek, 2004).

1.1.3. Pankreaticky adenokarcinom

Pankreaticky adenokarcinom vznika z exokrinniho nebo endokrinniho parenchymu
slinivky bfisni. V 95 % piipadt jde o exokrinni karcinom, Ktery vznika z pojivové tkang,
duktalniho epitelu nebo z acinéznich bunék. Nejcastéji byva diagnostikovan maligni
adenokarcinom pankreatu z duktalniho epitelu. Ptiblizné 70 % pankreatickych
adenokarcinomi vznika v hlavé pankreatu, dalSich 15 % se nachazi v téle a zbylych 15 %
vocasu. V dobé diagndzy se vétSina adenokarcinomill pankreatu jiz rozsifila za pankreas a

nodalni metastaze nejsou neobvyklé (Ducreux a kol., 2015; Luchini a kol., 2016).

Adenokarcinom pankreatu je spojen se Spatnou progndzou a rostouci incidenci.

Od stanoveni diagnozy do péti let zemie 95 % pacientl. Nador je vétSinou asymptomaticky a



piiznaky se projevuji az v pozdni fazi, kdy dochazi k Sifeni metastaz do okolnich uzlin, plic a

jater. Pfitom v¢asna diagnostika karcinomu je pro tspésnou 1écbu kli¢ova (Miller akol., 2016).

Klinické ptiznaky jsou nespecifické. NejcastéjSimi piriznaky jsou ztrata hmotnosti,

zvraceni, bolest bficha, zloutenka a pocinajici diabetes (De Souza a kol., 2016).

Mezi rizikové faktory zvysujici vyskyt rakoviny slinivky bfisni fadime zejména
kouteni. Koufeni zvySuje riziko vzniku karcinomu az o 75 % a toto zvysené riziko ptetrvava
jesté dalSich 10 let po ukonceni koufeni. Diabetes mellitus zvySuje u pacientl vznik
pankreatického karcinomu 0 30 % (Bosetti a kol., 2014). Geneticky je ovlivnén vznik u 5-
10 % pacientd (Ducreux a kol., 2015). Dalsimi rizikovymi faktory jsou chronicka

pankreatitida, obezita a zvysena konzumace alkoholu (Raimondi a kol., 2009).

Prozatim jedinou IéCbou adenokarcinomu pankreatu je chirurgicka resekce
s lymfadenektomii a adjuvantni chemoterapii gemcitabinem ¢i derivaty fluoropyrimidinu
(Alexakis a kol., 2004; Kamisawa a kol., 2016). Chemoterapeutika pusobi na S fazi bunééného
cyklu a s jejich 1é¢bou se zacina Sest tydnti po operaci (Sanabria a Conlon, 2016). Jelikoz
adenokarcinom slinivky byva odhalen az v terminalni fazi je radikalné resekabilnich pouze

20 % nemocnych, a proto se Casto 1é¢i pouze chemoterapeutiky (Vincent a kol., 2011).

Adenokarcinom pankreatu je z histologického hlediska charakteristicky rozsahlym
stroma, které se nachazi okolo nadorovych bunék a podili se 90 % na celkovém objemu
nadoru. Stroma ma vliv na progresi a rast nadorové tkdn€, navic znesnadiiuje prostup
chemoterapeutik, coz je typickym znakem pankreatického adenokarcinomu (Farrell a kol.,
2009; Luo a kol., 2012).

1.1.3.1. Linie naddorovych bunék Panc(02

Nadorova linie Panc02 byla ziskana pted vice nez tiiceti lety z mysiho kmene C57BL/6
po osetieni 3-methylcholatrenem, ktery byl zaveden na bavinéném vlakné do pankreatu. Tato

linie je charakteristicka vysokou agresivitou a schopnosti metastazovat do jater a plic.

1.2. Imunitni systém

Imunitni systém je charakterizovan jako skupina bun¢k a molekul, jejichz tlohou je
rozpoznat cizi antigeny na povrchu bunék a tim spustit imunitni reakci a ochranit organismus

ptred infekci. Aby nedochazelo k napadeni vlastnich bunék imunitnim systémem, musi byt
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tento systém schopny rozpoznat télu vlastni povrchové struktury na buiikdch od cizich ¢i

pozménénych (zmutovanych) struktur.

Imunitni systém rozdélujeme na dvé Casti. Prvni Casti je vrozena (mespecifickd)
imunita, jez vyvola imunitni reakci vzdy ve stejné mife, nehledé na to, kolikrat se systém
s danym patogenem setkal. Druhou casti je ziskana (adaptivni/specificka) imunita, u které
se zvySuje mira imunitni reakce v zavislosti na mnozstvi opakovaného setkani s danym

infek¢énim agens (Delves a Roitt, 2000).

Imunitni systém je schopny na povrchu nadorovych bunék rozpoznat specifické
antigeny, tzv. TSA (tumor-specific antigens), které se vyskytuji pouze na nadorovych bunikach
a na normalnich, zdravych buikach je nenalezneme (Neville a kol., 1975). Diky témto
antigenim imunitni systém rychle rozpozna nadorové bunky a nasledné je odstrani (Dunn a
kol., 2002; Zitvogel a kol., 2006; Vesely a kol, 2011). Dalsimi strukturami, které se nachazeji
na povrchu nadorovych i normdlnich bun€k jsou antigeny asociované s nadory, tzv. TAA
(tumor-associated antigens). Mezi tyto antigeny fadime napiiklad CEA (karcinoembryonalni
antigen), ktery je mozné stanovit v krevnim séru béhem t€hotenstvi, ale téz jsou jeho hladiny
méfitelné pii pankreatickém adenokarcinomu. TAA se tedy fadi mezi nadorové markery

(Neville a kol., 1975).

1.2.1. Vrozena (nespecificka) imunita

Je fylogeneticky starsi ¢asti imunitniho systému, jez vyuzivd mechanismu, které jsou
neménné zapsany v genetickém kodu bunky. Tyto mechanismy slouzi K rozpoznani
biologickych a chemickych struktur na povrchu patogenu. Vrozena imunita je méné
specificka, ale na druhou stranu je rychlejsi nez imunita ziskana a reaguje vzdy stejnou silou
(Medzhitov a Janewey, 2000). Hlavni obrannou slozku tvofi bariérové, bunééné a humoralni

mechanismy.

Pti vstupu patogenu do organismu se jako prvni mechanismus uplatiiuje fyziologicka
a anatomicka bariéra, ktera je tvofena chemickou a mechanickou slozkou (Raval a kol., 2014).
Jestlize patogen pfekona primérni bariérovou ochranu, aktivuji se bunécné a humordlni

obranné slozky.



1.2.1.1. Bunééna slozka vrozené imunity

Bunécna slozka je tvotena cytotoxickymi NK (natural killer) bunikami a fagocytujicimi
bunkami (makrofagy, bazofily, neutrofily, eozinofily, monocyty, zirnymi a dendritickymi
bunkami (DCs)). Buiky schopné fagocytovat rozpoznavaji pomoci svych PRRs (pattern
recognition receptors) PAMPs (pathogen associated molecular patterns), které se nachazeji
na povrchu cizich bunék, a DAMPs (damage associated molecular patterns), jenz se nachazeji
na vlastnich bunkéch poskozenych infekci nebo vlivem fyziologickych procesi (apoptdza,
poskozeni tkané, bunéény stres). U Gram-negativnich bakterii jsou dualezitymi PAMPS
lipopolysacharidy, u Gram-pozitivnich bakterii peptidoglykany a u hub a kvasinek manany a
glukany. Po rozpoznani PAMPs nebo DAMPs dochazi bud’ k fagocytoze, opsonizaci, spusténi

koagulacni kaskady, aktivaci komplementu, zanétu ¢i apoptoze (Beutler, 2004).

PRRs jsou kli€ové pro imunitni odpovéd’ a v imunoterapii se vyuziva vazeb rtiznych
ligandl pravé na tyto receptory, diky cemuzZ se nastartuje imunitni odpovéd’. PRRs délime

na zaklade jejich funk¢nosti na signalni, sekretované a endocytarni receptory.

Signalni PRRS — jsou exprimovany bunikami vrozené imunity (makrofagy, monocyty,
granulocyty, DCs, NK burnky), ale najdeme jejich expresi i na bunkach ziskané imunity (T
lymfocyty, Tregs, B lymfocyty). Tyto bunky infiltruji ve velkém mnozstvi nadorové
mikroprostiedi a jejich pfitomnost a mira infiltrace je spojovana s ur¢itou progndzou u riiznych
typt nddorového onemocnéni (Marabelle a kol., 2014). V okamziku, kdy dojde k navéazani
PAMPs nebo DAMPs na signalni PRRS, dojde k zahajeni signalni kaskady, jejimz vysledkem
je produkce cytokind. Pod vlivem uvolnénych cytokinu se aktivuje vrozena a ziskana imunitni
odpovéd. Mezi signalni PRRs fadime napiiklad TLR (tool-like receptor) nebo NOD
(nukleotide-binding oligomerization domain) (Krejsek a Kopecky, 2004; Neth a kol., 2005).

Sekretované PRRS — se vazou na buné¢nou sténu patogenu a takto jsou rozpoznavany
fagocytarnimi bunikami a komplementovym systémem. Mezi sekretované PRRs fadime SAP
(serum amyloid protein), CRP (C-reactive protein) a MBL (mannose-binding lectin) (Krejsek
a Kopecky, 2004; Neth a kol., 2005). MBL ma schopnost vazat se a rozpoznat sacharidové
struktury mananu na povrchu patogent. Dochazi tak k aktivaci komplementu lektinovou
cestou, jenZ vede k opsonizaci iC3b jednotkou komplementu s naslednou stimulaci fagocytozy
¢i vzniku terminalniho komplexu a nasledné eliminaci patogena (Dahl a kol., 2001; Jack a

kol., 2001).



Endocytarni PRRs — je exprimovan na povrchu fagocytarnich bunék (DCs,
makrofagy a nékterymi endotelidlnimi buiikami). V okamziku, kdy dojde k rozpoznani ciziho
agens, vznikne vazba PAMPs-PRRs s naslednou fagocyt6zou. Mezi endocytarni PRRs fadime
makrofagovy scavenger receptor @ manozovy receptor (Krejsek a Kopecky, 2004; Neth a kol.,
2005). Doména CTLD2 mandzového receptoru rozeznava patogeny na zakladé pfitomnosti

manoézy V bunécné sténé (Martinez-Pomares, 2012).

1.2.1.2. Humoralni sloZka vrozené imunity

Humoralni slozka je tvofena cytokiny (interleukiny, lymfokiny, chemokiny,
interferony, TGF (transforming growth factor), CSF (colony-stimulating factor), TNF (tumor
necrosis factor)) a slozkami komplementu. Humoralni sloZzka ma za ukol chranit organismus
pfed extraceluldrnimi bakteriemi jejich opsonizaci pro fagocytujici bunky (Hofejsi a

Bartaiikova, 2009).

1.2.2. Ziskana (specificka) imunita

Ziskana imunita je vyvojové mlads$i nez imunita vrozena a rekombinaci genovych
segmentl vznika velka Skala receptort, diky nimz pak rozeznava velké mnozstvi specifickych
antigenu (Clark a Kupper, 2005). Specifickou imunitu mtzeme rozdélit na humoralni slozku,
tvofenou protilatkami, a buné¢nou slozku, reprezentovanou T a B lymfocyty a plazmatickymi
bunkami (Hofejsi a kol., 2017). Ziskana imunita je charakteristicka tvorbou pamétovych
bunék, diky nimz pii opétovném setkani se specifickym antigenem dojde k rychlejsi a silné;si

imunitni odpovédi nez pfi primarnim setkani (Delves a kol., 2012).

B lymfocyty vznikaji v kostni dfeni, kde nasledné i dozravaji. B lymfocyty tvoii
protilatkové molekuly tzv. receptory (BCR- B bunécné receptory), které se nachazeji bud’
na jejich povrchu nebo jsou sekretovany. Receptory jsou tvofeny tézkymi a lehkymi
imunoglobulinovymi fetézci. Tézké fetézce vytvareji pet zakladnich izoforem IgA, IgD, IgE,
1gG a IgM (Krejsek a Kopecky, 2004). Pokud receptor B lymfocytu za pfitomnosti interferonu
gama (IFN-y), produkovaného T pomocnymi (Th) lymfocyty, rozezna specificky antigen

(AQ), dojde k jeho rozdéleni na pamétové a plazmatické lymfocyty. Pamétové bunky tvoii
imunologickou pamét’, coz pfi sekundarnim setkani s Ag urychluje imunitni odpovéd’, navic

se Vv té€le nachédzeji po cely Zivot. Plazmatické bunky vytvareji protilatky vic¢i danému

specifickému Ag, které Ag opsonizuji a tim iniciuji ADCC (Antibody Dependent Cell



Cytotoxicity), ADP (Antibody Dependent Phagocytosis), CDC (Complement Dependent
Cytotoxicity) a CDP (Complement Dependent Phagocytosis) (Bonilla a Oettgen, 2010).

T lymfocyty vznikaji v kostni dfeni a nasledn¢ dozravaji v brzliku. T lymfocyty
rozpoznavaji antigenni peptidy prezentované v komplexu s hlavnim histokompatibilnim
komplexem (MHC) (Clark a Kupper, 2005). Poté, co T lymfocyty rozpoznaji Ag v komplexu
s MHC molekulami pomoci svého receptoru, dojde Kk jejich diferenciaci na subpopulace
pomocnych T lymfocytt (Th) a cytotoxickych T lymfocytt (Tc) (Bonilla a Oettgen, 2010).

Th (CD4+) lymfocyty hraji dileZzitou roli jak pfi aktivaci B lymfocytd, tak pti aktivaci

Tc lymfocytt (Parkin a kol., 2001). Th buiky na svém povrchu nesou CD4 molekuly a
antigenni peptidy rozpoznavaji v komplexu s MHC Il. Th lymfocyty produkuji cytokiny, diky
kterym dochazi k dalsi diferenciaci Th bunék. Pusobeni IL-12, IL-18 a INF-y indukuje
diferenciaci na Thl lymfocyty a ptisobenim IL-4 dochazi k diferenciaci na Th2 lymfocyty.
Déle existuji Th9, Th17 a Th23 subpopulace Th lymfocyti (Hotejsi a kol., 2009).

Thl lymfocyty se podileji na bunééné imunité, zejména maji vliv na NK a Tc
lymfocyty. Thl lymfocyty maji prozanétlivé ucinky diky exprimaci cytokina IL-2, INF-y a

TNF-B. Jejich funkci je zejména obrana pted intracelularnimi parazity (Hotejsi a kol., 2009).

Th2 lymfocyty se podileji na humoralni imunité tak, ze aktivuji B lymfocyty, které
nasledné produkuji protilatky. Th2 lymfocyty produkuji cytokiny IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 a IL-
13. Th2 bunky se podileji na antiparazitické imunité. V patologii je ale ucinek Th2 lymfocytt
Casto spojovan s alergiemi - atopii (Krejsek a kol., 2004). Jejich funkci je zejména obrana pied

extracelularnimi parazity (Hoiejsi a kol., 2009).

Tc (CD8+) lymfocyty jsou charakteristické tim, ze na svém povrchu nesou CD8

molekuly a jejich hlavnim tkolem je rozeznat buiikky napadené virem, parazity, pozménéné
buiiky stresem a nadorové bunky. Tc lymfocyty rozezndvaji antigenni peptidy, které jsou
prezentovany na povrchu APC bunék (DCs, makrofagy) v komplexu s MHC I. Jak z nazvu
vypovida, Tc lymfocyty jsou toxické pro bunky, které na svém povrchu nesou specificky Ag
pro Tc receptor. Po navazani receptoru Tc bunky na antigenni peptid dojde k uvolnéni
perforinu, ktery zapii¢ini apoptozu buriky, ktera na svém povrchu nese cizi peptidy (Parkin a

kol., 2001).



1.2.3. Imunitni pamétové bunky

Imunitni pamétové buiky jsou reprezentovany zejména T a B lymfocyty a NK
buiikami, které urcuji rychlost a efektivitu odpovédi proti antigenu, kterému je imunitni systém
sekundarné vystaven. Imunitni pamét’ je jedine¢nou vlastnosti imunitniho systému, jelikoz
siln¢jsi a rychlejsi odpoveéd’. Vyhodou sekundarni odezvy je, Ze vyzaduje mensi stimul, a navic
k nému dochazi i po mnoha letech od prvni expozice. Imunologickd pamét’ je dulezitym
mechanismem, ktery chrani organismus pted opakovanymi infekcemi zptisobenymi viry,
bakteriemi, parazity a houbami. T a B lymfocyty hraji vyznamnou roli v autoimunité a
v navozeni tolerance matky k plodu. NK bunky reaguji na hapteny nebo viry, coz vede
k vytvofeni antigenn¢ specifickych pamétovych bunék. Sekundarni imunitni odpoveéd je
jednim z rozhodujicich faktort Gispésné 1é¢by béhem transplantace a také jsou jeji vlastnosti

zasadni pii vakcinaci. (Ratajczak a kol., 2018).

1.2.3.1. Pamétové B lvmfocyty

Vystaveni se infekci ¢asto vede k celozivotni imunité vuci infikujicimu patogenu a
takova ochrana je z velké casti zprosttedkovdna dvéma hlavnimi typy paméti B
lymfiicytlh — konkrétné plazmatickymi bunkami s dlouhou Zzivotnosti a pamétovymi B
bunikami. Bunécné a molekularni procesy, které fidi produkci plazmatickych bunék s dlouhou
zivotnosti a pamétovych B bunék, jsou predmétem intenzivniho vyzkumu a maji dtlezité
dasledky pro globalni zdravi. Pfestoze téméf vSechny dnes pouzivané vakciny zavisi
na schopnosti vyvolat pamét’ B bun€k, dosud se nepodatilo vyvinout vakciny proti nékterym

z nejsmrtelnéjsich nemoci svéta, véetné AIDS a malarie (Akkaya a kol., 2020).

Naivni B buiiky se mohou diferencovat na plazmatické buniky s kratkou Zivotnosti,
které rychle produkuji antigen-specifické protilatky. Kratkodobé plazmatické bunky se
hromadi v oblastech Cervené dfené sleziny a dietiovych provazct lymfatickych uzlin a jejich
Zivotnost je obecné omezena na pribeh infekce (Bortnick a Allman, 2013). Naivni B bunky
se dale diferencuji na plazmatické burniky s dlouhou zivotnosti a pamétové B lymfocyty
(Toyama a kol., 2002). Plazmatické buiky jsou charakteristické tim, Ze na zacatku infekce
produkuji velké mnozZstvi IgM protilatek, které poté klesaji a po prodé€lané infekci plazmatické
buniky zanikaji. Pfi sekundarnim setkani B lymfocyti s antigenem dochazi k pfesmyku a

vzniku vysokoafinnich IgG protilatek. Tyto protilatky poté mohou indukovat aktivaci



cytotoxickych bun€k, komplementu nebo opsonizovat a neutralizovat. Protildtkovou odpoved’
zajistuji jak pamétové B lymfocyty, tak plazmatické bunky, jejichz protilatky zajistuji
primarni obrannou linii a pokud jsou pfitomny v dostateéném mnozstvi, jsou schopny
neutralizovat patogen, aniz by byly aktivovany pamétové B bunky (Kurosaki a kol., 2015).
Vzniklé pamétové B buiky se nachdzeji v kostni dieni a cirkuluji mezi lymfatickymi
uzlinami, kde jsou pfipravené rozpoznat antigen (Shinnakasu a Kurosaki, 2018). Pamét'ové B
lymfocyty jsou zapojené do sekundarni vrozené humordlni imunitni odpovédi (Dorner a
Radbruch, 2007). Sekundarni vrozena humoralni imunitni odpovéd’ je po druhé expozici
antigenu zaloZena na rychlé produkci protilatek se zménénymi izotypy s vysokou afinitou
BCR k antigenu (Kurosaki a kol., 2015).

Vétsina antigenil, zejména proteiny, vyvolava protilatkovou odpovéd’ zavislou na T
lymfocytech, antigeny jsou tedy tzv. T-zavislé. Pro tento typ odpovédi je tedy nutna
kooperace Th lymfocytt s B lymfocyty. Pro optimalni stimulaci B lymfocytt jsou tedy nutné
tii typy bunék: APC (DCs), Th a B lymfocyty. V tomto pfipad¢ je nejprve antigen zachycen
v tkanich APC, které poté migruji do lymfatickych uzlin. V lymfatické uzlin€ se T lymfocyty
navazou na antigen prezentovany na povrchu DCs a dojde ke vzniku Th lymfocytl. Zaroven
B lymfocyty pomoci svého antigenné specifického BCR rozpoznaji antigen, ktery je nasledné
pohlcen (receptorem zprostfedkovana endocytéza). V B lymfocytu dojde k rozstépeni
antigenu na antigenni peptidové fragmenty, které jsou prezentovany v komplexu s MHC |1
na povrchu. Komplex MHC Il s peptidovymi fragmenty je rozpoznan Th lymfocyty a B
lymfocyty se diferencuji na plazmatické buniky a pamétové lymfocyty (Hoiejsi a kol., 2013).
MiiZe nastat ale 1 situace, kdy neni nutna piitomnost APC, jelikoz sami B lymfocyty zastavaji

dobrou funkci APC, a tak staci pouha spoluprace mezi Th a B lymfocyty. Tento piipad bez

APC tedy nastane, pokud B lymfocyt dostane signal ptes sviij BCR, tim ze rozezna antigen, a
zaroven je nespecificky stimulovan pfes TLR nékterymi bakteridlnimi produkty-bakteridlni
DNA, povrchovym lipopolysacharidem. Tim je B lymfocyt ¢asteéné aktivovan a na jeho
povrchu se objevi kostimulaéni ligandy (CD80, CD86) a komplex MHC II s navazanymi
fragmenty pohlceného antigenu. Takovyto B lymfocyt funguje jako APC a stimuluje vznik
klont specifickych Th lymfocyti. T-zavislé antigeny tedy aktivuji T lymfocyty i B lymfocyty
a vytvareji Ig reakce, ve kterych T lymfocyty napoméhaji B lymfocytim dozrat. Toto zrani
zahrnuje jak indukci zmény izotypu, pii kterém cytokiny produkované T lymfocyty kontroluji
izotyp produkovaného Ig, tak aktivaci somatickych mutaci (Durandy a kol., 2007). Izotypové

pfepindni a somatické mutace jsou siln¢ spojeny s rozvojem paméti B bunék. Pamétové



reakce, definované jako rychld indukce vysokych hladin vysoce afinitnich protilatek
po sekundarni expozici antigenu, jsou charakterizovany produkei protilatek IgG, IgA a IgE a
somatickymi mutacemi téchto protilatek v doménach tézkych a lehkych fetézcti vazajicich
antigen. Rozvoj paméti B bunék je rozhodujici pro tispéch vakcinace proti patogentim a také

pfedchazi vzniku mnoha autoimunitnich a alergickych syndroma (Tangye a Tarlinton, 2009).

Naopak protilatkovou odpovéd’ nezavislou na T lymfocytech vyvolaji tzv. T-
nezavislé antigeny, zejména pak tedy polysacharidy (LPS) a polymerni proteiny. Takové
antigeny tedy vyvolaji diferenciaci B lymfocytd na plazmocyty a sekreci protilatek bez
spoluprace Th lymfocyti. U jedinct, jez maji poruchu funkce T lymfocytd (novorozenci Se
zcela nevyvinutym imunitnim systémem, pacient po splenektomii, imunodeficientni jedinci),
je 1 pres to zachovana schopnost produkovat protilatky proti t¢émto T-nezavislym antigentim.
Nezavislost na T lymfocytech neni zcela uplnd. B lymfocyty stimulované polymernimi
proteiny ¢i polysacharidy sice nevyzaduji pfitomnost T lymfocytd, ale vyZaduji nékteré
cytokiny (IL-2, IL-3, IFN-y), které jsou produkované T lymfocyty nebo NK buiitkami ¢i mohou
pochazet z jinych zdroji. Pfi této reakci vznikaji nizkoafinitni IgM protilatky. Somatické
mutace se nevyskytuji u vétSiny protilatkovych odpovédi nezavislych na T lymfocytech.
V duisledku toho je imunitni pamét’ viici antigentiim nezavislym na T bunkéach obecné slaba

(Chaplin, 2010).

Hlavni vyznamnou vlastnosti pamétovych B lymfocytti je schopnost dlouhodobé
prezivat a pii op€tovném setkani s antigenem se rychle aktivovat, délit se, dat vznik
plazmatickym bunikam a zvySovat protilatkovou afinitu. Dlouha Zivotnost pamétovych B
lymfocyti je zajisténa zménami metabolismu (z anabolického na katabolicky, coz snizuje
pozadavky na rastové faktory, cytokiny) a exprese anti-apoptickych proteini (BCL-2).
K jejich pfezivani neni zapotiebi ptitomnost T lymfocyti. Rychlé a intenzivni reakce je
dosazeno diky izotypovému piesmyku v Fc oblasti imunoglobulinu a pozménénym hladindm
transkripéniho faktoru. Reaktivace pamétovych B lymfocytd zavisi na interakci
s folikularnimi T pomocnymi lymfocyty (Tfh) pies komplex MHC II. Tyto oba typy buné¢k se
nachazeji v sekundarnich lymfatickych tkanich a jestlize se objevi antigen, B bunka nejprve
funguje jako APC a aktivuje Tfh lymfocyt, ktery poté aktivuje pamétovy B lymfocyt
(Kurosaki a kol., 2015). Bylo prokazano, ze pamétové B lymfocyty také zajist'uji toleranci

mezi imunitnim systémem a hostitelskou mikroflorou.
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1.2.3.2. Pamétové T lymfocyty

Diferenciace a aktivace T lymfocyti je zavisla na signalech pfenasenych tfemi riznymi
receptory, kterymi jsou TCR (posileni jeho u¢inku pomoci ko-receptori CD4 a CDS, které
reaguji na antigeny v komplexu s MHC | nebo MHC 1) (Liu a Gao, 2008), kostimula¢ni
receptory a cytokinové receptory. Tyto signaly fidi naivni T lymfocyty k diferenciaci
na efektorové nebo pamétové T lymfocyty. Po aktivaci je cilem T lymfocyta zni¢it zdroj
ptibuzného antigenu, jako jsou infikované nebo nadorové bunky. Likvidace patogenu je
uskute¢iiovana uvolfiovanim cytokind a pfimym zabijenim cilovych bun¢k (Smith-Garvin a
kol., 2009). Vyhodou pamétovych T lymfocyti je silngjsi, rychlejsi a u¢inngjsi reakce pti
opétovném setkani s antigenem, nez jakou maji naivni T lymfocyty (Dutton a kol., 1998;
Linsley a Ledbetter, 1993; Woodland, 2003). Vyzkum Dr. Cui prokazal, ze vyznamny vliv
na udrzeni dlouhodobé paméti T lymfocyti ma IL-7 (Cui a kol., 2015).

Naivni T lymfocyty jsou aktivné udrzovany ve stavu hyporeaktivity, ktera je
charakterizovana malou velikosti buné€k, nizkou rychlosti proliferace a nizkym bazalnim
metabolismem. Naivni T bufiky na svém povrchu exprimuji markery CD45RA, CD62L a
CCRY7, jejichz ukolem je navadét T lymfocyty do lymfatickych uzlin, kde se setkavaji
s antigeny prezentovanymi na povrchu DCs. T bunky, které se jiz setkaly s antigenem, snizuji
expresi CD45RA a exprimuji na svém povrchu CD45R0. 90-95 % aktivovanych T lymfocyti
podstoupi apoptdzu a zbyvajicich 5-10 % se diferencuje na pamétové T bunky (Gasper a kol.,
2014; Valbon a kol., 2016).

Vzniku pamétovych CD4+ T lymfocytu predchazi setkani naivnich T lymfocyth
s antigenem prezentovanym APC v komplexu s MHC Il a dochazi k jejich aktivaci a
diferenciaci na CD4+ efektorové T lymfocyty, které migruji do mista infekce a eliminuji
patogen. Z CD4+ efektorovych T lymfocytd poté vznikaji CD4+ efektorové pamétové T
lymfocyty (Tem) a CD4+ centralni pamétové T lymfocyty (Tecm) (Obr. 1) (Golubovskaya a
Wu, 2016).

Vyvoj CD8+ pamétovych T lymfocytt ma linearnéjsi vyvoj a postupné se z naivnich
CD8+ lymfocytt diferencuji na pamétové T buiiky kmenovych bun¢k (Tscm), Tcm a Tem,

které maji rizné specifické povrchové markery (Tab. 1) (Gattinoni a kol., 2011).
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APC +
CcD25- Pathogen

Antigen
TN e o | Tem
‘—
Naive T cells Effector T cells Effector Memory T cells
CD25-, CD45RA+ CD25+, CD45RA+/- CD25-, CD45RA-
CD45RO-, CD127+ CD45RO+/-, CD127- CD45RO+, CD127+

'

Central Memory T cells
CD25+, CD45RA-, CD45R0O+, CD127+

Obr. 1.: Diferenciace CD4+ naivnich T lymfocytd a povrchové markery (Golubovskaya a Wu,
2016).

Tab. I: Shrnuti povrchovych markertt T lymfocytt (Qingjun L. a kol., 2020).

Naivni Tscm Tcm Tem
CD45RA +++ ++ ++ +
CD45R0O - + + +
CD44 i +/— +++ +/—
CCRY7 +++ +++ +/—
CD62L +++ +++ +++ +/—
CD127 +/+++ +++ +++ +
CD122 + +++ +++ +
CD28 ++ +++ +++ +
CD27 = ++ ++
CD43 - - - +/—
CD95 = +/— ++
KLRG1 - - - ++
Perforin i = = ++
GranzymeB - - - +

Vyzkumy ukazuji, Ze pamét’ T lymfocyta se zlepSuje v pribéhu Casu a zda se, Ze trva
nejméné 1 rok, nez se pamét pln€ ustanovi. Rozdilné vysledky tykajici se relativnich
ptispévkid Tem a Tcm lymfocyth lze ¢aste€né vysvétlit dobou po infekei, kdy jsou buiky
analyzovany. Experimenty ukazaly, ze v ¢asnych dobach po infekci dominuji Tem lymfocyty,

zatimco v pozd¢€jsim méfeni prevazuji Tcm (Kaech a kol., 2002; Wherry a kol., 2003).

V mém vyzkumu jsem se zamé&fila na vznik Tcm a Tem lymfocytl, a proto se nize

podrobnéji zamétim na charakteristické znaky praveé téchto bunék.
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1.2.3.2.1. Tcm lymfocyty

Tcm se vyskytuji v sekundarnich lymfoidnich organech, pfedevs§im v lymfatickych
uzlinach a mandlich a nemaji okamzitou lytickou funkci. Jejich hlavni funkci je udrzet
odpovéd’ proliferaci v sekundarnich lymfoidnich organech (Harris a kol., 2002; Berenzon a
kol., 2003; Hengel a kol., 2003). Na svém povrchu Tcm exprimuji molekuly: CD45RO, CCR7,
CD40L, CD62L, CD44, CD27, CD28, CD95, CD122 (Flynn a Gorry, 2014; Busch a
kol., 2016) a LFA-1 interagujici s APC (Faint a kol., 2001). Tcm navic vylucuji IL-2, IL-4,
IFNy a TNF (Rosado a kol., 2011; Sage a Mallat, 2014).

1.2.3.2.2. Tem lymfocyty

Na rozdil od Tcm bunék se Tem bunky nachazeji predev§im v nelymfoidnich
perifernich tkanich, véetné plic, jater a stiev, diky ¢emuz poskytuji silnou ochrannou imunitu
(Sallusto a kol., 2004; Ahlers a Belyakov, 2010). Tem lymfocyty jsou schopné recirkulace
mezi krvi a tkani (Zhang a Lakki, 2015) a navic maji lytickou aktivitu (Unsoeld a Pircher,
2005). Tyto bunky exprimuji vyssi hladiny receptorti odpovédnych za migraci do zanicenych
tkani a maji silnéjsi okamzitou, ale nikoli trvalou obranu v misté vstupu patogenu (Sallusto a
kol., 2004; Geginat a kol., 2001). Na svém povrchu exprimuji CD45R0O, CD44, CD95, CD122
molekuly (Busch a kol., 2016; Roberts a kol., 2005) a protein KLRGL1 (killer cell lectin-like
receptor G1). Naopak na svém povrchu Tem butiky neexprimuji CCR7 ani CD62L (neboli L-
selektin). Tem bunky vyluéuji prozanétlivé cytokiny jako je IL-4, IL-5, IFNy a také granularni
perforin s granzymem B, coZ potvrzuje jejich cytotoxické vlastnosti (Valbon a kol., 2016;
Ahlers a Belyakov, 2010). Populace CD4+ Tem lymfocyty, zejména s fenotypem Thl
(Borges a kol., 2015), a CD8+ Tem lymfocyty (Martin a kol., 2015), hraji dileZzitou roli
u chronickych bakteridlnich, virovych a parazitarnich infekcei, protoze jejich efektorové funkce
jsou navic posilovany uc¢inkem IFNy (Borges a kol., 2015). Bylo prokazano, ze CD4+ i CD8+
Tem buiiky se ucastni kazdé sekundarni imunitni reakce a ze se jejich pocty lisi. Vyzkumy
ukazaly, ze CD4+ Tem lymfocyty expanduji méné nez CD8+ Tem lymfocyty (MacLeod a
kol., 2010).

1.2.3.2.3. Mechanismy vzniku pamétovych T lymfocytu

Vznik pamétovych T lymfocytid je pfedstavovan tfemi modely, avSak nejrozsifengjsi
je model popisujici vznik pamétovych T lymfocyta z efektorovych T lymfocyti
prostiednictvim epigenetickych modifikaci. Bylo zjisténo, Ze Dnmt3a funguje jako klicova

DNA methyltransferaza pii fizeni tvorby pamétovych T bun¢k (Akondy a kol, 2017).
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Po odeznéni infekce efektorové T lymfocyty hynou a z nékterych vzniknou pamétové T
lymfocyty, které se nachdzi v GO bunééném cyklu, z kterého mohou kdykoli piejit do dalsiho
cyklu a proliferovat. Na rozdil od toho se naivni T lymfocyty téZ nachéazeji v GO bunééném
cyklu, ale vyzaduji stimulaci DCs, aby mohly ptejit do dalstho cyklu a proliferovat
(Youngblood a kol., 2017).

Bylo potvrzeno, ze DCs hraji velmi dilezitou roli pti tvorbé pamétovych T lymfocyth
u nadori. CD4+ T lymfocyty pomahaji zvétsit pocatecni odpovéd CD8+ T lymfocyti a
naprogramovat diferenciaci odpovidajicich CD8+ T Ilymfocyta tak, aby generovaly
dlouhotrvajici ochrannou pamét’ (Bevan, 2004). Dale bylo zjisténo, ze pfitomnost CD4+ T
lymfocytd je nutna jesté dlouho po eliminaci antigenu k udrzeni CD8+ T lymfocytd (Sun a
kol., 2004; Badovinac a kol., 2006; Williams a Bevan, 2007). Dalsi studie ukazaly, ze
mikroprostiedi kostni dfen¢ podporuje udrzeni Ag-specifickych pamétovych T lymfocyti

(Feuerer a kol., 2001; Mahnke a kol., 2005).

Metabolicka aktivita je uzce spojena s osudem a funkci T lymfocytd. ZvySené hladiny
L-argininu indukuji v aktivovanych T buiikach metabolické zmény, a navic podporuji tvorbu
Tcem bunék s vysokou schopnosti preziti. U mySich modela bylo zjisténo, ze zvySené hladiny
L-argininu zajiStovaly vyssi protinadorovou aktivitu (Geiger a kol., 2016). Nedavno bylo
zjisténo, Ze stievni mikrofléra muze podporovat tvorbu pamétovych CD4+ T bunék u mysi

s nadorem a pacientu s rakovinou (Pitt a kol., 2016).

1.2.3.2.4. Uginnost pamé&tovych T buné&k proti nidorim

Vyssi protinadorova uc¢innost pamétovych T lymfocyt muze byt spojena s nékolika
faktory. Prvnim faktorem je, ze pamétové T lymfocyty maji niz$i aktiva¢ni prah nez naivni T
lymfocyty, to znamena, Ze tyto buniky mohou reagovat na 100krat nizs$i davky antigenu a
reagovat rychleji v ptipadé kostimulace. V zavislosti na davce antigenu a tirovni kostimulace
vyZaduji naivni T lymfocyty 6-30 hodin a vice stimulace TCR k dosazZeni aktivace, zatimco

pamétovym T lymfocytim staéi k aktivaci 0,5-2 hodiny (Lanzavecchia a Sallusto, 2001).

Druhym faktorem ovliviiujicim vyssi G¢innost pamétovych T lymfocyti vici nadoru
je, ze pamétové T lymfocyty maji zvySenou kapacitu migrovat do lymfatickych uzlin. Jelikoz
na svém povrchu exprimuji pamétové T bunky navadéci receptor CCRY7, je tak zajiSténa
migrace téchto bun€k do lymfatickych uzlin, kde jim DCs prezentuji antigeny v komlexu
s molekulami MHC (Yang a kol., 2007).
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Ttetim faktorem je dlouhda doba pfezivani pamétovych T bunck. Nékteré studie

uvadéji, ze buinky Tecm mohou prezivat déle nez 10 let (Yang a kol., 2007).

Ctvrtym faktorem je imunitni ochrana perifernich tkani Tcm buiikami, jelikoZ jsou
ptitomny ve zdravé, nezanicené lidské kuzi, plicich, tlustém stievé a tkanich délozniho Cipku

(YYang a kol., 2007).

Poslednim faktorem ovliviiujicim G¢innost pamétovych T lymfocytt je fakt, ze Tregs
ptitomné v nadorovém mikroprostiedi (TME) maji relativné slabou schopnost inhibovat

funkce pamétovych T bunék (Yang a kol., 2007).

1.2.3.3. Pamétové NK buriky

NK buiiky jsou buitkami vrozeného imunitniho systému a jsou dulezité v ochrané
hostitele proti infekcim vyvolanym patogeny a Vv boji proti rakovinnym bunkam. Diky své
schopnosti uvoliiovat zanétlivé cytokiny, rastové faktory a chemokiny mohou NK buiky
zabijet infikované a transformované buiky (Geiger a Sun, 2016; Vivier a kol., 2011). NK
buniky pochazeji z kmenovych bunck kostni diené. Jsou charakterizovany povrchovymi
markery CD16 a CD56 (Niedzwiedzka-Rystwej a kol., 2013) a jejich exprese je odliSuje
do dvou hlavnich subpopulaci: NK1 a NK2 (Niedzwiedzka-Rystwej a kol., 2012). NK 1 buriky
vykazuji mirnou expresi CD56 a vysokou expresi CD16. NK2 vykazuji vysokou expresi
markeru CD56 a nulovou expresi CD16 (Vivier a kol., 2008).

Ackoli naivni NK buiiky byly dlouho povazovany za vrozené lymfocyty s kratkou
zivotnosti, které rychle reaguji na transformované a virem infikované bunky bez ptedchozi
senzibilizace, ziskané diikazy z experimentti nedavno ukazaly, Ze NK buriky jsou schopny si
vyvinout dlouhotrvajici a antigenné specifickou pamét’ na hapteny a viry. Krom¢ toho samotna
cytokinova stimulace mtize vyvolat vznik pamétovych NK bunék s dlouhou zivotnosti a
funk¢ni schopnosti, coz vede k rostoucimu zajmu o vyuZziti paméti NK bunék pro imunoterapii
rakoviny (Peng a Tian, 2017). Pfedpoklada se, ze pamétové NK buiiky jsou podmnoZinou
naivnich NK bunék, u nichz tedy dochazi ke vzniku paméti. Pamétové NK bunky exprimuji
na svém povrchu, podobné jako naivni NK buniky, Ly49H+ receptor, rozdil je v tom, Ze
u pamétovych NK bunék je exprese receptoru mnohem vyssi. Na svém povrchu dale
exprimuji molekuly KLRG1, CD43, Ly6C a snizenou expresi CD27, coz je fenotypove
ptiblizuje béznym pamétovym T lymficytim (Sun a kol., 2009). Vyzkumy prokazaly citlivost
pamétovych NK bunék na prozanétlivé cytokiny vylu¢ované DCs (Min-Oo a kol., 2013).
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Osidluji nejen jatra, ale také krev, slezinu a ledviny (Sun a kol., 2011). Byly zjistény rozdilné
markery u lidskych a mysich pamétovych NK bunék. Lidské pamétové NK buiky exprimuji
markery CD94/NKG2C (Gardiner a Mills, 2016; Sun a kol., 2011; Rélle a kol., 2013), CD57
(Cerwenka a Lanier, 2016; Sun a kol., 2011), CG69, SYK, EAT2 a KIRD2DL (Cerwenka a
Lanier, 2016). Pamétové NK bunky u mysi exprimuji THY 1, LY49C nebo LY491 a CXCR®6,
LY49H, CD11b, KLRG1 a LY6C (O’Leary a kol., 2006).

1.2.4. Unik nadorovych bunék imunitnimu systému

Primarni funkci imunitniho systému je chranit organismus pfed vstupem patogenti a
schopnost rozeznat vlastni bunky od cizich. Nadorové burniky vyvinuly mechanismy, kterymi
jsou vsak schopné unikat pozornosti imunitniho systému (Hofejsi a kol., 2017). Mezi hlavni
mechanismy se fadi snizeni prezentace povrchového antigenu, snizena exprese MHC 1
molekul na povrchu, produkce Fas ligandu a produkce faktord, jez inaktivuji T lymfocyty
(Vinay a kol., 2015).

SniZeni exprese antigenu na povrchu nadorové buiky je jednou z moznosti, jak se
nador brani imunitni reakci. SniZeni prezentace antigenu na povrchu je docileno mutacemi,
coz vede k vyS$si heterogenité, a tim padem je ztizena schopnost imunitniho systému zaméfit
a zneSkodnit nadorovou bunku (Vinay a kol., 2015). Navic se selektuji nadorové bunky s nizsi
expresi antigend na zaklad¢ klasickych mechanismu ptirozeného vybéru, nadorové bunky
S vys$i antigenitou imunitni systém zlikviduje. Dale bylo prokdzano, ze u metastaz je snizena
exprese antigenu vys$i nez u primarniho nadoru. Dalsi moZnosti, jak nador snizuje prezentaci
antigenu, je schopnost piekryt antigen molekulami glykokalixu, napiiklad kyselinou sialovou.
Bylo prokazano, ze v nadorovych buiikach je exprimovano vétsi mnozstvi téchto molekul nez

u normalnich bunék (Stastny a kol., 2015).

Dal$im mechanismem, jak nador snizuje G¢inek imunitniho systému, je sniZeni
exprese MHC | molekul na jeho povrchu, ¢imz unika CTL (Villalba a kol., 2013). Jelikoz
ale NK buriky reaguji na sniZzenou expresi MHC I, tak nadorové buriky exprimuji pozménéné

molekuly MHC 1b, jez NK bunky povazuji za té€lu vlastni (Haynes-Gilmore a kol., 2014).

Utinnost imunitniho systému miize byt déle snizena zvySenou expresi Fas ligandu a
naopak sniZenou expresi Fas receptoru. Fas ligand i Fas receptor se nachazeji na T

lymfocytech a Fas ligand (CD95L) se vaze na membranovy Fas receptor (CD95), ¢imz dojde
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k apoptoze a tato funkce je dulezita k nastoleni periferni tolerance. Avsak ¢im dal vic dikazl
ukazuje na velmi dalezitou ulohu v karcinogenezi a metastazovani, jelikoz nadorové bunky
snizuji expresi Fas receptoru na svém povrchu, a poté je tedy snizena citlivost k Fas ligandu
na lymfocytech. Na druhou stranu zvysSena exprese Fas ligandu na nadorovych bunkach
zvySuje mnozstvi vazeb na Fas receptor na lymfocytech a tim dochazi k apoptdze lymfocyta

(Motz a kol., 2014).

Dalsim faktorem, ktery ovliviiuje vznik a pribéh nadoru jsou Tregs, neboli regulacni
T lymfocyty vzniklé z CD4+ T lymfocytt (Yamagiwa a kol., 2001). Funkci Tregs je navodit
toleranci vici vlastnim antigentim, a tim zajistit prevenci autoimunitnich chorob (Kretschmer
a kol., 2006). Vyzkumy na mysich nadorovych modelech prokazaly, ze pokud odstranime
Tregs, dojde Kk zesileni protinadorové odezvy a naopak, pokud Tregs posilime,
nastane omezeni protinadorové odezvy (Abbas a kol., 2012).

MDSCs (myeloid-derived supressor cells) se jako Tregs podileji na potlac¢eni imunitni
odpovédi (Parker a kol., 2015). MDSCs podporuji tvorbu Tregs, ¢imz snizuji protinadorovou
odpoveéd’, a navic produkuji IL-10, jez se podili na potlaceni zanétlivé reakce a nespecifické

imunity (Perez-Gracia a kol., 2014).

Dalsimi regulacnimi builkami spojovanymi s nadorovym onemocnénim jsou
makrofagy M2, které¢ fadime mezi makrofagy asociované s nadory, tzv. TAM (tumour
associated macrophages) Stejné jako MDSCs a Tregs maji vliv na mikroprostiedi nadoru.
Makrofagy M2 negativné ovlivituji T bunéénou odpovéd’ produkci I1L-10, TGF-B, VEGF
(vascular endothelial growth factor) (Sica a kol., 2008) a prostaglandinu E2 (Italiani a kol.,
2014).

Podobné je tomu i u neutrofili N2, které fadime mezi neutrofily asociované
snadorem, tzv. TAN (tumor associated neutrophils). Neutrofily N2 vznikaji
Z protinddorového fenotypu N1, ktery se pod vlivem TGF-B vyluCovanym nédorovymi

burikami méni na N2 s pronadorovymi vlastnostmi (Fridlender a kol., 2009).

Nadorové bunky produkuji fadu molekul sinhibi¢ni funkci na buniky imunitniho
systému. Radime sem naptiklad CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte antigen-4), TIM-3 (T-cell
immunoglobulin and mucin-domain containing-3), VEGF, PD-L1 (programmed death-1
ligand) a LAG-3 (lymphocyte activation gene-3) (Perez-Gracia a kol., 2014). VEGF je

produkovan Tregs a snizuje diferenciaci DCs a spole¢né s IL-10 a TGF-B inhibuje maturaci
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DCs, jez se pak stavaji tolerantnimi proti nadorovym povrchovym antigenim (Gabrilovich a

kol., 2004).

1.3. Nadorova imunoterapie

Nédorova imunoterapie je forma léCby rakoviny, kterd vyuziva silu vlastniho
imunitniho systému k prevenci, kontrole a odstranéni rakoviny. Imunoterapiec muize byt
vyuzivéana tfemi sméry. Zaprvé naucit imunitni systém, aby rozpoznaval a napadal specifické
rakovinné bunky. Zadruhé posilnit imunitni bunky, aby 1épe odstranily rakovinné bunky. A

zatteti poskytnout télu dalsi slozky pro posileni imunitni odpovédi (Gravitz, 2013).

Nadorova imunoterapie existuje v riznych formach véetné cilenych protilatek, vakcin
proti rakoving, adoptivniho pfenosu bunék, virt infikujicich nédor, inhibitorG kontrolnich
bodd, cytokint a adjuvans. Imunoterapie je formou biologické terapie, jelikoz k boji s nemoci
vyuziva materialy z zivych organismu. Nekteré imunoterapeutické 1€¢by vyuzivaji genetické
inzenyrstvi k posileni schopnosti imunitnich bunék bojovat proti rakoviné a lze je tedy

oznacovat jako genové terapie (Gravitz, 2013).

1.3.1. MBTA imunoterapie a jeji slozky

Tym Dr. Zenky vytvotil MBTA terapii, jejimz tikolem je oznacit nadorové burky,
které na svém povrchu nenesou zadné PAMPs a jen malé mnoZstvi antigend, a tim aktivovat
bunky imunitniho systému, které nasledné zahaji likvidaci nadorovych bunck. Tato
imunoterapie je zaloZzena na kombinaci ligandii fagocytarnich receptortt s TLR agonisty a

obohacena o protilatku anti-CD40.

Ligandy fagocytarnich receptort jsou pomoci biokompatibilni kotvy pro membranu -
BAM (biocompatible anchor for cell membrane) upevnény do membrany nadorovych bunék,
a tim je zajiSténo nasmérovani fagocytarnich bunc¢k k naddorové buiice. Hydrofobni konec
tvoteny kyselinou olejovou umoziiuje ukotveni do membrany. Hydrofilni konec tvofeny
polyethylenglykolem a NHS skupinou slouzi k navazani ligandi fagocytarnich receptort,
nebo mananu, ktery témito ligandy vyvola opsonizaci (Kato a kol., 2004). Manan je
rozezndvan vrozenou imunitou jako PAMPs pomoci rozpustnych MBL a MR receptori, jenz
se nachazi na povrchu makrofagi. Poté co se navaZze MBL a stimuluje se tvorba komplementu
dojde k opsonizaci nadorovych bunek iC3b slozkou komplementu (Caisova a kol., 2018).

Jelikoz terapeutické aktivity jsou spojeny vyhradné s touto opsonizaci a mysi s nadory, ale bez
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receptoru iC3b (CR3) nebyly lécitelné, nepiedpokladame vyssi participace MR receptoru
(Waldmannova a kol., 2016).

Jak jiz bylo vySe zminéno TLR se fadi mezi signalni PRRS a po navéazani ligandu
na tento receptor dojde k zahajeni signalni kaskady, jejimz vysledkem je produkce cytokint.
Pod vlivem uvolnénych cytokinu se aktivuje vrozena a ziskana imunitni odpovéd’. Primarné
dojde ke stimulaci zanétlivé infiltrace a bunky vrozené imunity tak mohou vstoupit do nadoru.
Drive se jako TLR ligand pouzival LPS, ale jelikoz u né&j byly zjistény velmi silné toxické
ucinky (u lidi je prakticky nepouzitelny), tak se od jeho uzivani upustilo a namisto LPS se
dnes pouziva v MBTA terapii smés resiquimodu (R-848), poly(lI:C) (polyinosinicka-
polycitidylicka kyselina) a lipoteichové kyseliny (LTA) (Janotova a kol., 2014; Caisova a
kol., 2016; Waldmannova a kol., 2016; Caisova a kol., 2018). U mysi je R-848 ligand vazan
na receptor TLR 7 a u lidi na TLR 7 a TLR 8. Poly(I:C) se vdze na TLR 3 a tato vazba vede
k tvorbé prozanétlivych cytokini a proteinu 1, jenz je zodpoveédny za spusténi tvorby INF tyou
I, ktery hraje zasadni roli pfi zanétu, imunoregulaci, rozpoznavani nadorovych bunék a ptsobi
na aktivitu NK bun¢k a zrani DCs (Cheng a Xu, 2010). LTA se vaze na TLR 2 a tato vazba
vede k tvorbé prozanétlivych cytokini TNF-o a IL-If s naslednou aktivaci komplementu a
uvolnénim kyslikovych nebo dusikovych radikald z neutrofili a makrofagu (Schwandner a
kol., 1999).

Dale je MBTA terapie obohacena o agonistickou protilatku anti-CD40. Pravé diky
pfidani anti-CD40 se podatilo vylécit 80 % mysi s pankreatickym adenokarcinomem Panc02

(Caisova a kol., 2018).

Tym Dr. Zenky se neustale snazi MBTA terapii zlepSovat, a tak jsem v mé diplomové
praci pracovala jesté s antimetabolitem glutaminu 6-diazo-5-oxo-L-norleucinem (DON).
DON se jako protinddorové 1écivo uzival jiz v poloving 20. stoleti (Coffey a kol., 1956), ale
pro velkou gastrointestinalni toxicitu se od jeho uZzivani upustilo. Aby se zabranilo toxicité,
byla vyrobena pro-1é¢iva DON, jenz se aktivuji az v cilové tkani. Nadorové bunky vyuzivaji
glutamin jako zdroj energie pro svou proliferaci. V burnikach se glutamin metabolizuje pomoci
glutamindzy a glutaminu amidotransferazy a ukolem u DON je pravé tyto enzymy, potiebné
pro $§tépeni glutaminu, blokovat (Lemberg a kol., 2018). Uziti DON na my$im pankreatickém
adenokarcinomu vedlo ke snizeni schopnosti obnovy nadoru a ke snizeni hyaluronanu a
kolagenu v nadorovém mikroprostfedi, coz zapti¢inilo zvysenou infiltraci CD8+ T lymfocyti

a lepsi prostupnost 1é€iv do nadoru (Sharma a kol., 2020).
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1.3.1.1. Mechanismus aéinku MBTA terapie

Pomoci BAM kotvy dojde k upevnéni mananu do lipidové membrany nadorové buriky.
V dal§im kroku je manan rozpoznan MBL receptorem a dochazi k aktivaci komplementu.
TLR agonisté zajistuji ptiliv imunitnich bunék do nadoru. Vznikla iC3b slozka komplementu
opsonizuje nadorové buiikky a buniky vrozené imunity (NK buiiky, makrofagy, neutrofily)
rozpoznavaji dany komplement svym CR3 receptorem a zahajuji likvidaci nadorovych bunék
svymi efektorovymi mechanismy. Protilatka anti-CD40 vazbou na APC (DCs, makrofagy)
zesiluje jejich aktivaci a takto aktivované APC prezentuji nadorové antigeny T lymfocytim
v lymfatickych uzlindch (Uher a kol., 2019).

Timto mechanismem je zajisténo zapojeni vrozené a ziskané imunitni odpovedi. Navic
TLR ligandy zvySuji zapojeni ziskané imunity tim, ze podporuji tvorbu kostimulacnich
molekul a produkci IL-12, jez vede k navozeni protinadorového Thl prostiedi (Uher a kol.,
2019).
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2. CILE PRACE

o g~ wbh

Reseni otdzky zvyseni u¢innosti MBTA terapie.

Snaha zkombinovat MBTA terapii s dalsim u¢innym terapeutikem.

Studium timingu nddorové imunoterapie.

Zavedeni metod analyzy imunitni paméti a pamétovych bunék.

Lécba rekurenci a prodlouzeni Zivotnosti.

Studium imunitni paméti pii nddorové imunoterapii zaloZené na stimulaci signalnich a
fagocytarnich receptorti bunék vrozené imunity s naslednym zapojenim imunity ziskané.

MoZnost pouziti pamét'ovych bunck z 1é€enych mysi jako vakcinace.
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3. MATERIAL A METODY

3.1. Chemikalie

e Anti-mouse CD3 FITC (eBioscience 11-0031-82)

e Anti-mouse CD4 PE (eBioscience 17-0041-82)

e Anti-mouse CD8a PE-Cy7 FITC (eBioscience 25-0081-82)

e Anti-mouse CD44 APC (eBioscience A14713)

e Anti-mouse CD62L (L-Selectin) eFluor450 (eBioscience 48-0621-80)

e BAMuaoo, Biocompatible anchor for cell membranes, Mw 4000 (NOF
Corporation, Japonsko)

e BOFES, Bovine fetal serum (Biowest, Francie)

e DMEM, Dulbecco’s modified eagle medium (Biowest, Francie)

e DON, 6-diazo-5-0x0-L-norleucin (syntetizoval Dr. Majer, UOCHB, Praha)

e FCS, Fetal calf serum (Biowest, Francie)

e LTA, Lipoteichoic acid from Bacillus subtilis (Sigma-Aldrich, USA)

e Manan (Sigma-Aldrich, USA)

e Pan T cell Isolation Kit Il (Milteneyi Biotec 130-095-130)

e Poly(l:C), polyinosinic:polycytidylic acid (Sigma-Aldrich, USA)

e Resiquimod (R-848) (Tocris, Velka Britanie)

e RPMlss0 VWR (USA)

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

3.2. Laboratorni mysSi

Pro tcely mého experimentu byly pouzity wild-type SPF (specific pathogen free)
inbredni samice mysiho kmene C57BL/6NR]j zakoupené od spole¢nosti Janvier. Mysi
pro experiment 3.9.1. — 3.9.3. byly chovany oddé€len¢ po jedné ve zvéfinci Parazitologického
tistavu Biologického centra Akademie véd CR v Ceskych Budg&ovicich ve sterilnich
plastovych boxech, jenz byly uzavieny kovovou miizi. Mysi pro experimenty 3.9.4. — 3.9.7.
byly chovéany oddélené po jedné ve zvétinci Katedry medicinské biologie Ptirodovédecké
fakulty Jihogeské univerzity v Ceskych Budg&jovicich v IVC (individually ventilated cages)

boxech. V obou mistnostech s chovy mély mysi v boxech podestylku s dievénymi hoblinami
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a pristup ke sterilni vodé a krmnym peletim ad libitum. Na obou téchto pracovistich byla

nastavena fotoperioda 12/12 a konstantni teplota 22 °C s relativni vzduSnou vlhkosti 65 %.

3.3. Priprava bunék Panc(2

V experimentu byly pouzity builkky pankreatického adenokarcinomu Panc02.
Kultivace bun¢k probihala v kultiva¢nich lahvich DMEM obohaceném o 10 % fetalni hovézi
sérum (FCS) s penicilinem (100 j/ml), streptomycinem (100 pg/ml), amfotericinem B (0,25
pug/ml), merkaptoethanolem (50 uM) a L-glutaminem (2,2 mM). Kultivace probihala
V termostatu pfti teploté 37 °C v atmosféfe s nasycenymi vodnimi parami s 5 % podilem COo.

Nadorové buiiky byly darovany prof. Lars Ivo Parteckem (Greifswald, Némecko).

Poté, co buiiky narostly a vytvoftily jednovrstvou kulturu, bylo odlito médium a buiiky
byly 3x proplachnuty PBS a nasledné byla provedena trypsinizace — k Panc02 bylo pifidano
0,5 ml trypsinizacni smési (0,25 % trypsin, 0,02 % EDTA v PBS) a buiiky byly inkubovany 5
minut v termostatu pii 37 °C. Trypsiniza¢ni proces byl ukoncen naslednym pfidanim 50 ml
DMEM s 10 % FCS. Bunky byly rozsuspendovany, pieneseny do centrifuga¢nich zkumavek
a centrifugovany (10 minut/160 g/4 °C). Po sliti supernatantu byl pelet naftedén DMEM
do pozadovaného objemu. Nasledné byly bunky obarveny trypanovou modii (odliSeni zivych
bun¢k od mrtvych), spocitany v Biirkerové komiirce a byla stanovena jejich koncentrace v 1
ml média. Tato koncentrace byla poté nafedéna na vyslednou koncentraci 4x108 bungk v 1 ml

média.

3.4. Transplantace bunék Panc02

Mysim bylo aplikovano 4x10° bunék Panc02 v 0,1 ml DMEM bez FCS injekéni
stiikackou subkutanné (s.c.) podle typu experimentu do pravého nebo i do levého pifedem
oholeného boku. Transplantace byla provedena na myS$ich starych osm tydnd. V pokusu
s adoptivnim transferem bylo devititydennim mysim aplikovano 1x10° bunék Panc02 v 0,1 ml

DMEM bez FCS injekéni stiikackou s.c. do pravého pfedem oholeného boku.
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3.5. Priprava terapeutickvch latek

3.5.1. Manan-BAM

Manan byl redukéné aminovan po dobu péti dnti pomoci kyanoborohydridu sodného
Vv prostiedi roztoku octanu amonném pii pH 7,5 a konstantni teplot¢ 50 °C. Vysledny roztok
manan-NH. byl pfes noc dialyzovan proti PBS pfi konstantni teplot¢ 4 °C s vyuZzitim
dialyza¢ni membrany MWCOzs00 (Serva, Heidelberg, Némecko). Nasledné se NHS skupina
BAM slouceniny navazala na aminovou skupinu mananu béhem jedné hodiny pii pokojoveé
teploté a pii pH 7,3. Reakce byla zastavena pfidanim 0,1 M TRIS/HCI (pH 8,0). Nakonec byl
roztok za stalého michani dialyzovan ptes noc za pomoci dialyzaéni membrany MWCOs3s00
proti PBS pfi teploté¢ 4 °C. Jako vysledny roztok byl ziskan 0,2 mM roztok manan-BAM

v PBS, jenzZ byl nasledn€ zmrazen pfi teploté -20 °C.

3.5.2. MBTA

Ze slouCeniny R-848 byl nejdiive pomoci ekvivalentu 3,5 % HCI pfipraven
hydrochlorid, z davodu zvyseni jeho rozpustnosti. V dal§im kroku byl do roztoku R-848.HCI
piidan 0,2 mM roztok manan-BAM v PBS + poly(l:C) a LTA. V poslednim kroku byla
pridana protilatka anti-CD40. Takto byl pfipraven roztok, ktery obsahuje 0,5 mg R-848, 0,5
mg poly(Il:C), 0,5mg LTA a 0,4 mg anti-CD40 v 1 ml 0,2 mM roztoku manan-BAM v PBS.

3.6. Méreni velikosti nadoru

Nadory byly méteny ob den ode dne 0 digitadlnim posuvnym meétidlem. Byly naméteny
hodnoty A a B, pficemz hodnota A pfedstavovala hodnotu nejdelsi ¢asti nadoru a hodnota B
pfedstavovala vySku v nejvysSim bod¢é nddoru v mm. Objem nadorové masy byl vypocten
podle vzorce:

v =2 ap?
6

3.7. Vvpocet plochy pod krivkou

Pro vypocet plochy pod kiivkou AUC (area under the curve) byl pouzit nasledujici

VZorec:
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_ Vdenn + Vdenn+2
B 2

' (denn+2 - denn)

Po zjednoduseni:
X = Vdenn + Vdenn+2

Hodnota x byla vypocitana u kazdé mysi pro kazdy den a tyto hodnoty byly nasledné
secteny. V dané skupiné se takto ziskalo Sest hodnot ploch pod jednotlivymi kfivkami. Rozdily

mezi témito soubory Sesti Cisel se pak vyhodnocovaly statistickou vyznamnosti viz nize.

3.8. Statistické zhodnoceni dat

Ke statistickému zhodnoceni namétenych hodnot a naslednému vytvofeni grafii byly
pouzity programy Microsoft Excel 365 a Statistica 13. Byly vypo¢itany hodnoty AUC kiivek
rustu nddorti u jednotlivych mysi. Nasledné pouzitymi testy v programu Statistica byla one-
way ANOVA s Tukey post-hoc testem, Studentiv T-test a neparametricki ANOVA
s Kruskal-Wallis testem. Grafy pieziti byly vyhodnoceny Log-Rank testem. Rozptyl hodnot

byl v grafech vyjadien standardni chybou praméru - SEM (standard error of the mean).

3.9. Experimenty

3.9.1. Terapie metastatického pankreatického adenokarcinomu rozdilnym

mnozstvim MBTA

Tento experiment byl proveden na ¢tyfiadvaceti samicich mySiho kmene
C57BL/6NRj. Ve véku osmi tydnt bylo mysim s.c. transplantovano 400 000 bunék Panc02
v 0,1 ml DMEM na pravy i levy bok, kdy pravy nador piedstavoval primarni nador a levy
predstavoval metastazi. Dvanacty den od transplantace bunck (den 0) byly mySi ndhodné
rozd€leny do ¢tyf skupin po Sesti mySich (A-D) a byla zahajena terapie. Do pravého i levého
nadoru bylo injikovano MBTA terapeutikum celkem dvanéctkrat ve ¢tyfech pulsech a méteni
velikosti nadord probihalo kazdy druhy den az do dne 30. Do dne 120 probihalo sledovani
uhynt mysi, jez bylo zaznamenano a graficky vyhodnoceno. V nasledujici tabulce (Tab. 11) je
zaznamenano rozdéleni mysi do skupin, zpusob a misto aplikace terapeutika a mnozstvi a typ
terapeutické latky. Pro lepsi ptehled byla vytvofena ¢asova osa znazornujici rozpis dnd, kdy

bylo podavané terapeutikum a provadéné méteni (Obr. 2).
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Tab. 11: Znazornéni rozdéleni do skupin, misto a zptisob aplikace terapeutika, mnozstvi a typ

terapeutické latky.

Mnozstvi terapeutika

Skupina Misto a zpisob aplikace (ul) Terapeutikum

Pravy nador, i.t. 50 MBTA

A Levy nédor, i.t. 50 MBTA
Pravy nador, i.t. 25 MBTA

° Levy nador, i.t. 25 MBTA
Pravy nador, i.t. 50 MBTA

¢ Levy nédor, i.t. X X
Pravy nador, i.t. 50 PBS

° Levy nador, i.t. X X
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Obr. 2: Casova osa aplikace MBTA terapeutika a méfeni velikosti nadord.

3.9.2. Terapie pankreatického adenokarcinomu kombinaci MBTA s DON

aplikovanym i.t. a i.p.

Druhy experiment byl proveden na ctyfiadvaceti samicich mySiho kmene
C57BL/6NRj. Ve véku osmi tydnt bylo mysim s.c. transplantovano 400 000 bunék Panc02
v 0,1 ml DMEM na pravy i levy bok, kdy pravy nador piedstavoval primarni nador a levy
nador predstavoval metastazi. Dvandcty den od transplantace bunék (den 0) byly mysi
nahodné rozdéleny do Etyt skupin po Sesti mysich (A-D) a byla zahajena terapie. V nasledujici
tabulce (Tab. Ill) je zaznamenano rozdéleni mys$i do skupin, zptisob a misto aplikace
terapeutika a mnoZstvi a typ terapeutické latky. Do nadori bylo dle tabulky injikovano MBTA
terapeutikum celkem dvandactkrat ve ¢tyfech pulsech a terapie MBTA byla doplnéna o terapii

s DON, ktery byl injikovan celkem pé&tkrat podle skupiny bud’ i.t. nebo i.p.. Méfeni velikosti
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nadort probihalo kazdy druhy den az do dne 30. Do dne 120 probihalo sledovani thynt mysi,
jenz bylo zaznamenano a graficky vyhodnoceno. Pro lepsi prehled byla vytvoiena ¢asova osa

(Obr. 3) znazornujici rozpis dnt, kdy bylo podavané terapeutikum a provadéné méteni.

Tab. I11: Znazornéni rozdéleni do skupin, misto a zptsob aplikace terapeutika, mnozstvi a typ

terapeutické latky.

MnoZstvi terapeutika

Skupina Misto aplikace a zpiisob (ul) Terapeutikum
Pravy nador, i.t. 50 MBTA
A i.p. 100 4 mg DON/mI PBS
Pravy nédor, 1.t. 50 MBTA
° Levy nador, i.t. 50 8 mg DON/mI PBS
Pravy nador, i.t. 50 MBTA
¢ Levy nédor, i.t. X X
Pravy nador, i.t. 50 PBS
P Levy nador, i.t. X X
. :;EB gg&??? it (podie skupiny)
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Obr. 3: Casova osa aplikace MBTA v kombinaci s DON a méfeni velikosti nadori.

3.9.3. Terapie pankreatického adenokarcinomu MBTA a MBTA

v kombinaci s DON v riznych aplika¢nich schématech

Tteti experiment byl proveden na ¢tyfiadvaceti samicich mysiho kmene C57BL/6NR).
Ve véku osmi tydnii bylo mysim s.c. transplantovano 400 000 bun¢k Panc02 v 0,1 ml DMEM
na pravy i levy bok, kdy pravy nador predstavoval primarni nddor a levy piedstavoval
metastazi. Dvanacty den od transplantace bun€k (den 0) byly mysi ndhodné rozdéleny do ctyt

skupin po Sesti mysich (A-D) a byla zah4jena terapie. V nasledujici tabulce (Tab. IV) je
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zaznamenano rozdéleni mysi do skupin, zpiisob a misto aplikace terapeutika a mnozstvi a typ
terapeutické latky. Do nadort bylo dle tabulky injikovano MBTA terapeutikum celkem
dvanactkrat ve ¢tyfech pulsech a ve skupiné B a C byla terapie MBTA jesté doplnéna o DON,
ktery byl injikovan u skupiny B tfikrat a u skupiny C pétkrat. Méteni velikosti nadort
probihalo kazdy druhy den az do dne 30. Do dne 120 probihalo sledovani thynti mysi, jenz
bylo zaznamenano a graficky vyhodnoceno. Pro lepsi ptehled byla vytvorena ¢asova osa (Obr.

4) znazornujici rozpis dnti, kdy bylo podavané terapeutikum a provadéné méieni.

Tab. IV: Znazornéni rozdéleni do skupin, misto a zpusob aplikace terapeutika, pocet davek,

mnozstvi a typ terapeutické latky.

MnoZstvi
Pocet davek terapeutika Terapeutikum
|

Misto aplikace a

Skupina zpiisob

Pravy nador, i.t. 12 25 MBTA
. . 8 mg DON/ml
o Pravy nador, i.t. 3 25 MBTA
Levy nador, i.t. 12 25 MBTA
. . 8 mg DON/ml
Levy nador, i.t. 3 25 MBTA

Pravy nador, i.t. 12 50 PBS
D
Levy nédor, i.t. X X X
© MBTA terapie
# 5x DONip.
2 3x DONit.
O Mfen Sledovani ahynia
Transplantace bunék Panc02 ( A )
] ] ] = = ] = = = = ] = = [} [} [}
¥ - r:s
* L 1 - *
[ ] [ ] 200 20 @
1 1 1 L 1 L 1 1 1 1 1 L 1 1 1 L 1 1 L 1 1 L 1 L N
1 1 1 T 1 T 1 1 1 1 1 T 1 1 1 T 1 1 T 1 1 T 1 LI
-12 012 4 6 8 010 12 1415161718 20 22 242526 282030 120

Den

Obr. 4: Casova osa aplikace MBTA terapeutika v kombinaci s DON, moznosti davkovani a

jeho Casovani a méfeni velikosti nadort.

28



3.9.4. Srovnani riznych rezimi aplikace MBTA pfri terapii pankreatického

adenokarcinomu

Ctvrty experiment byl proveden na &tyficeti samicich mysiho kmene C57BL/6NR;.
Ve véku osmi tydni bylo mysim s.c. transplantovano 400 000 bun¢k Panc02 v 0,1 ml DMEM
na pravy bok. Dvanacty den od transplantace bunék (den 0) byly mysi ndhodné rozdéleny
do ¢tyt skupin po osmi (A, B, C, D) a byla zahajena terapie. Do skupiny CO bylo zafazeno
osm mysi, jejichz nadory dvanacty den byly moc malé nebo moc velké. V nasledujici tabulce
(Tab. V) je zaznamenano rozdéleni mysi do skupin a zptisob aplikace, pocet podanych davek,
mnozstvi a typ terapeutika. Do nadorit bylo dle tabulky injikovano MBTA terapeutikum
v rozdilnych pulsech. CO skupina byla Iécena na zaklad¢ velikost nadoru. Méfeni velikosti
nadori probihalo kazdy druhy den az do dne 24. Do dne 120 probihalo sledovani thyni mysi,
jenz bylo zaznamendno a graficky vyhodnoceno. Pro lepsi piehled byla vytvorena ¢asova osa

(Obr. 5) znazornujici rozpis dnd, kdy bylo podavané terapeutikum a provadéné méfeni.

Tab. V: Znazornéni rozdéleni mysi do skupin, zpisob aplikace, pocet davek, mnozstvi a typ

terapeutické latky.
Skupina  Zpusob aplikace  Pocet davek Mnoizstvi Terapeutikum

A i.t. 12 50 ul MBTA
B i.t. 10 50 ul MBTA
c i.t. 6 50 ul MBTA
CO i.t. 6 1 pl/2mmd MBTA
D i.t. 12 50 ul PBS

© 12z MBTA

© 10x MBTA

O 6x MBTA

[0 Méteni

Transplantace bunék Panc02

Sledoviani ihyna

= m = = = = = = = = = =
[5] @ (0] @ @
A i A T S T S i S T B S S S L
T L T T T T T T L T T T L T T T L T T T T T T T Cal
12 012 4 6780910 12 1415161718 202122 242526 282030 120
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3.9.5. Terapie rekurenci a prodlouZeni preziti

Paty experiment byl proveden na devétatiiceti samicich mysiho kmene C57BL/6NR].
Ve véku osmi tydniti bylo mySim s.c. transplantovano 400 000 bun¢k Panc02 v 0,1 ml DMEM
na pravy bok. Dvanacty den od transplantace bunék (den 0) byly mysi ndhodné rozdéleny
do dvou skupin (A, B) a byla zahajena terapie. Do skupiny A bylo zatazeno tficet jedna mysi
a skupina B ¢itala osm mysi. V nasledujici tabulce (Tab. V1) je zaznamenano rozdéleni mysi
do skupin, zpisob aplikace, mnozstvi a typ terapeutika. Do nadort bylo dle tabulky injikovano
MBTA terapeutikum celkem dvanactkrat ve C¢tyfech pulsech. Mé&feni velikosti nadord
probihalo kazdy druhy den az do dne 30. Pro lepsi piehled byla vytvofena ¢asova osa (Obr. 6)
znazornujici rozpis dnt, kdy bylo podavané terapeutikum a provadéné méfeni. V den 64 byly
mySsi zkontrolovany a u mysi, u nichz nadory perzistovaly nebo se znovu objevily byla
zahajena v den 71 1éCba personalizovanym zpusobem MBTA terapii, jak je zobrazeno

ve vysledcich.

Tab. VI: Znazornéni rozdéleni mysi do skupin, zptisob aplikace, mnozstvi a typ

terapeuticke latky.

Skupina  Zpusob aplikace MnoiZstvi Terapeutikum
A I.t. 50 pul MBTA
B it 50 ul PBS
© MBTA terapie
0 Méfeni Sledovini ahyni a personalizovana

lééba a méieni rekurenci

Transplantace bunék Panc02

[ |
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Obr. 6: Casova osa aplikace MBTA terapeutika a méfeni velikosti nadord.
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3.9.6. Analyza subpopulaci pamét’ovych imunitnich bunék ve splenocytech

mysi lé¢enych MBTA terapii

V Sestém experimentu bylo analyzované mnozstvi pamét'ovych bunék ve splenocytech
péti 1éCenych mysi MBTA terapii ze skupiny A z experimentu 3.9.5 a péti kontrolnich mysi,

které byly na zaCatku pokusu dény stranou a nebyl na nich provadén Zadny experiment.
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Analyza subpopulaci probihala po ¢tyfech mésicich od posledni aplikace MBTA terapeutika
mysim ze skupiny A. Pro tento experiment byly pouzity mysi, u nichz nebyla pozorovana
perzistence podkozniho nadoru nebo vyskyt rekurence. Stanoveni subpopulaci pamétovych
buné¢k probihalo na pratokovém cytometru FACS NovoCyte (Agilent, USA). Zjistovany byly
subpopulace pamétovych bunek T lymfocytd CD4+ a CD8+, které na svém povrchu nesou

specifické markery.

3.9.6.1. Odbér a zpracovani splenocvta

Ze skupiny A bylo vybrano pét mysi a pét kontrolnich mysi, které byly na zacatku
pokusu dany stranou. Tyto mysi byly usmrceny cervikalni dislokaci. Nasledné byla z kazdé
mys$i vyjmuta slezina a vloZzena do vychlazeného RPMI média. Slezina byla z RPMI média
pienesena kapatkem na sterilni sitko a sterilnimi nastroji byla rozstiihana na malé kousky a
jemn¢ rozsuspendovana do petriho misky za stdlého promyvani RPMI médiem, aby nedoslo
k vyschnuti bun¢k. Ziskané splenocyty byly pieneseny do piedem piipravené zkumavky a
centrifugovany (5 minut/1000 rpm/4 °C). Po centrifugaci nasledovalo sliti supernatantu a
buniky byly rozsuspendovany v 1 ml lyza¢niho pufru (0,84 % NH4Cl), ktery byl pfedem
inkubovan v termostatu pfi teploté 37 °C, ¢imz bylo docileno lyze erytrocytt. Po 2 minutach
byla lyza erytrocyti zastavena pfidanim 10 ml RPMI média a objem vV jednotlivych
zkumavkach byl zméfen. Do vedle pfipravenych 1 ml Eppendorf zkumavek bylo pfidano
v poméru 10 pl bunék:45 pl RPMI média:45 pl trypanové modii a nasledné byly bunky

pocitany v Biirkerové komurce.

3.9.6.2. Priprava splenocvta pro analyzu na prutokovém cytometru (FACS)

Burnky byly rozdéleny po 0,5 milionu bun¢k do FACS zkumavek. Objem byl doplnén
do 3 ml Facs Flow (FF) roztokem (PBS/1 % BOFES) a nasledovala centrifugace (5
minut/1000 rpm/4 °C). Supernatant byl slit a bylo pfidano 1 ml FF a opét centrifugovano (5
minut/1000 rpm/4 °C). Supernatant byl opét slit a do jednotlivych zkumavek byly ptridany
fluorescenéné znaCené protilatky v piislusném ftedéni (Tab. VII). Jedna zkumavka
neobsahovala Zadné fluorescencné znacené protilatky a méla tlohu nebarvené kontroly.
Zkumavky byly zvortexovany a inkubovany 20 minut v lednici ve tm¢. Do zkumavek bylo
napipetovano 2 ml FF a centrifugovano (5 minut/1000 rpm/4 °C). Supernatant byl slit a objem
ve zkumavkach byl doplnén do 300 pl pomoci FF a néasledovalo méfeni na pritokovém

cytometru.
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Tab. VII: Fluorescen¢né znacené protilatky pouzité pro analyzu subpopulaci T lymfocytt a
jejich fedéni.

Protilatka Lymfocytyz které jsou Redéni
znaceny
Anti-mouse CD3 FITZ CD3+ 100x
Anti-mouse CD4 PE CD4+ 200x
Anti-mouse CD8a PE-Cy7 CD8+ 400x
Anti-mouse CD44 APC Tem, Tcm 50x
Anti-mouse CD62L (L-selectin) e FLuor Naivni, Tem 50x

3.9.6.3. Analyza pamét’ovvch bunék pomoci FACS

Me¢feni bylo provedeno v softwaru Novoxpress (verze 1.4.1.) a bylo zaznamenano
30 000 udalosti.

3.9.7. Adoptivni transfer T lymfocyti a vliv na uchyceni bunék Panc02

V sedmém experimentu byl hlavnim cilem pienos imunitni paméti naivnim mysim
s naslednou transplantaci Panc02, ¢imz byla ovéfena schopnost paméti T lymfocyti
Z vylécenych mysi vici Panc02. Do tohoto experimentu byly pouzity builkky ze splenocytt
lécenych mysi ze skupiny A z experimentu 3.9.5.. Analyza CD3+ T lymfocyta probihala
po ctyfech mésicich od posledni aplikace MBTA terapeutika mysim. U ¢asti mysi ze skupiny
A byl pozorovan vyskyt ulcer6zni dermatitidy. Aby nedoslo ke zkresleni vysledkt, byly
do tohoto pokusu vybrany mysi bez projevu ulcerdézni dermatitidy a mysi, u nichz nebyla
vzorku pro transplantaci byla pouZzita negativni magnetickd separace za pouziti magnetickych
kulicek Pan T cell Isolation kitu Il. Tento kit obsahuje smés kuli¢ek konjugovanych
s monoklonalnimi protilatkami specifickymi pro vSechny bunééné populace kromé CD3+ T
lymfocytii. Stanoveni Cistoty bunék probihalo na pritokovém cytometru FACS NovoCyte

(Agilent, USA). Postup je znazornén na obrazku (Obr. 7).
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Obr. 7: Jednotlivé kroky vedouci k adoptivnimu transferu bunék.

3.9.7.1. Odbér a zpracovani splenocytia

Ze skupiny A byly vybrany tfi mysi bez vyskytu ulcerézni dermatitidy ¢i perzistujiciho
nadoru a tyto mysi byly nasledné¢ usmrceny cervikalni dislokaci. Dale byla z kazdé mysi
vyjmuta slezina a vlozena do vychlazeného RPMI média. Slezina byla z RPMI média
pienesena kapatkem na sterilni sitko, rozstfihana na malé kousky a jemné rozsuspendovana
do petriho misky za stdlého promyvani RPMI médiem, aby nedoSlo k vyschnuti bunék.
Ziskané splenocyty byly pfeneseny do predem piipravené zkumavky a centrifugovany (5
minut/1000 rpm/4 °C). Po centrifugaci nasledovalo sliti supernatantu a bunky byly
rozsuspendovany v 1 ml lyza¢niho pufru (0,84 % NH4Cl), ktery byl vytemperovan na 37 °C,
¢imz bylo docileno lyze erytrocytl. Po 2 minutach byla lyza erytrocytii zastavena ptidanim 10
ml RPMI média. Do vedle piipravenych 1 ml Eppendorf zkumavek bylo piidano v poméru 10
ul bunék:45 pl RPMI média:45 pl trypanové modii a nasledné byly bunky pocitany
v Biirkerové komurce. Zbytek bun€k ve zkumavkach byl centrifugovan (5 minut/ 1000 rpm/4
°C).

3.9.7.2. Negativni magneticka separace (MACS)

Buiiky byly rozsuspendovany v MACS pufru (100 ml PBS + 2mM EDTA + 2 %
BOFES) v poméru 40 pl MACS na kazdych 10" bunék a nasledné byla piiddna smés protilatek
s navdzanym biotinem (Biotin-Antibody coctail) v poméru 10 ul na kazdych 10" bun&k. Smés
byla promichana a inkubovana 5 minut v lednici. Po inkubaci byl ptidan opét MACS pufr,

tentokrat v poméru 30 pl na kazdych 107 bunék a magnetické kuli¢ky s navazanou protilatkou
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proti biotinu (Anti-Biotin MicroBeads) v poméru 20 ul na kazdych 107 bunék. Smés byla
promichana a inkubovana 10 minut v lednici. Nasledné¢ byla umisténa kolonka pro
magnetickou separaci do magnetického stojanu a kolonka byla promyta 3 ml MACS pufru.
Po inkubaci byly vzorky vyndany z lednice a objem byl MACS pufrem doplnén na 500 pl.
Nasledné byly jednotlivé vzorky pteneseny na kolonky a jelikoz se jednalo o negativni selekci,
tak CD3+ bunky prochazely kolonkou do pfipravené 15 ml zkumavky. Kazda kolonka byla
jesteé proplachnuta 3 ml MACS pufru. Takto vyseparované CD3+ lymfocyty byly obarveny

trypanovou modfi a spocitany v Biirkerové komtirce.

3.9.7.3. Priprava bunék pro analvzu na FACS

Aby byla zjiSténa uspéSnost a Cistota provedené MACS, byla nutnd ptfiprava bunck
na pratokovou cytometrii. Ziskané bunky byly rozdéleny po 0,5 milionu do FACS zkumavek.
Objem byl doplnén do 3 ml FF roztokem a nasledovala centrifugace (5 minut/1000 rpm/4 °C).
Supernatant byl slit a byl ptidan 1 ml FF a opét bylo centrifugovano (5 minut/1000 rpm/4 °C).
Supernatant byl opét slit a do jednotlivych zkumavek byla ptfidana fluorescenéné znacena
protilatka v pfislusném fedéni pro detekci CD3+ lymfocyti (Anti-mouse CD3 FITZ, fedéni
100x). Jedna zkumavka neobsahovala zadné fluorescenéné znacené protilatky a méla ulohu
nebarvené kontroly. Zkumavky byly zvortexovany a inkubovany 20 minut v lednici ve tmé.
Do zkumavek bylo pfidano 2 ml FF a centrifugovano (5 minut/1000 rpm/4 °C). Supernatant
byl slit a vysledny objem byl doplnén do 300 ul FF a nasledovalo méfeni na prutokovém
cytometru. Poté co jsme zjistili Cistotu v jednotlivych slezinach byly vzorky slity pro ziskani

co nejvetsiho mnozstvi bunék a bylo provedeno opét preméieni Cistoty.

3.9.7.4. Stanoveni ¢istoty bunék pomoci FACS

Mgéfeni bylo provedeno v softwaru Novoxpress (verze 1.4.1.) a bylo zaznamenano 30 000

udalosti.

3.9.7.5. Adoptivni transfer vyizolovanvch T lvmfocyta

Poté co byla stanovena Ccistota CD3+ T Ilymfocytd jednotlivych vzorki pomoci
pritokového cytometru byly tyto tfi vzorky smichany dohromady, byla opét zméfena Cistota
vyizolovanych CD3+ T lymfocyti smichaného vzorku a buiiky byly spocitany v Biirkeroveé
komirce (10 pl bun¢k:45 pl RPMI média:45 ul trypanové modii). Nasledné byla pfipravena

suspenze 10 milionu bunék/ml RPMI bez séra pro injikaci do recipientti. Dvacet naivnich
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samic my$iho kmene C57BL/6NR] bylo rozdéleno po péti do ¢tyt skupin A, B, C, D a ve véku
deviti tydnt jim byly i.p. transplantovany izolované subpopulace T lymfocyti Vv rozdilném
mnozstvi dle tabulky (Tab. VIII).

Tab. VIII: Znazornéni rozdéleni mysi do jednotlivych skupin a mnozstvi injikovanych CD3+
T lymfocyta.

Skupina MnozZstvi bunék
A 4 miliony/mys$
B 2 miliony/mys
C 1 milion/mys
D X

3.9.7.6. Transplantace Panc02

Deset dni po adoptivnim transferu vyizolovanych CD3+ lymfocytt bylo v§em mysim s.c.
transplantovano 100 000 bunék Panc02 v 0,1 ml DMEM na pravy bok a byl pozorovan rist

nadoru.
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4. VYSLEDKY

4.1. Terapie metastatického pankreatického adenokarcinomu

rozdilnym mnozstvim MBTA

Cilem tohoto experimentu bylo zjistit nejucinnéjsi mnozstvi MBTA terapeutika

na lécbu pravého nadoru a metastazi.

Graf A (Obr. 8-A) znazornuje velikost levych nadort jednotlivych skupin ve dnech,
kdy probihalo jejich méteni a graf B (Obr. 8-B) zobrazuje velikost pravych nadort
jednotlivych skupin ve dnech, kdy probihalo méfeni. Skupina 1écend celou davkou MBTA
terapie i.t. do pravého nadoru, tedy 50 ul, vykazovala oproti skupindm lécenym polovicni
davkou, tedy 25 pl, nepatrné lepsi vysledky. Statistickd vyznamnost (hodnota p) levého a
pravého nadoru byla vyhodnocena pomoci testu one-way ANOV A a nésledoval Tukey post-

hoc test. Rozdily mezi skupinami nebyly statisticky vyznamné.
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Obr. 8: Vliv rozdilného mnozstvi MBTA terapie na 1é¢bu pankreatického adenokarcinomu a

jeho metastaz.

Poté, co byla terapie dokoncena, byla pozorovana doba pieziti jednotlivych mysi
ve skupinach. Zjisténé hodnoty byly zaznamenany do grafu (Obr. 9). Skupina 1é¢ena poloviéni
davkou MBTA terapie vykazovala del$i pfeziti nez kontrolni skupina (PBS). Vylécit se
nepodafilo zadnou mys, ale nejdéle (81 dni) prezily mysi ze skupiny 1é¢ené pomoci plné davky
50 pl a poloviéni davky 25 pl MBTA do pravého i levého nadoru i.t.. Statistickd vyznamnost
(hodnota p) byla vyhodnocena pomoci Log-Rank testu.
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Podani polovi¢ni davky MBTA vykazovalo statistickou vyznamnost oproti kontrolni
skuping. Lze tedy zhodnotit, ze podani polovi¢ni davky MBTA je o néco u¢inngjsi nez podani

plné davky MBTA.
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Obr. 9: Vliv podani rozdilného mnozstvi MBTA terapeutika na délku pteziti mysi.

4.2. Terapie pankreatického adenokarcinomu kombinaci MBTA

s DON aplikovanvm i.t. a i.p.

Cilem tohoto experimentu bylo zjistit, jaky vliv na 1écbu nadoru, metastaze a dobu

preziti ma podani MBTA v kombinaci s DON i.t. nebo i.p..

Graf A (Obr. 10-A) znazornuje velikost levych nadort jednotlivych skupin ve dnech,
kdy probihalo jejich méteni a graf B (Obr. 10-B) zobrazuje velikost pravych nadortu
jednotlivych skupin ve dnech, kdy probihalo méteni. Pfi 1é¢bé pravého nadoru nebyly
pozorovany zadné statistické vyznamnosti ve velikost nadoru pii pouziti MBTA v kombinaci
S DON 1i.t. nebo i.p. ¢i pfi pouziti pouze MBTA. Lécba levého nadoru, predstavujiciho
metastazi, ukazuje lep$i G¢innost pii pouziti MBTA v kombinaci DON i.p. oproti pouziti
pouze MBTA terapie, coZz bylo také dokéazano statistickou vyznamnosti. Lécba pravého
nadoru neprokézala zadny vyrazny vliv na redukci nadorového rastu rozdilnymi davkami
terapeutika. Statisticka vyznamnost (hodnota p) pravého nadoru byla vyhodnocena pomoci

testu one-way ANOVA a nasledoval Tukey post-hoc test. Jelikoz data levého nadoru neméla
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normdlni rozd¢€leni, byla statistickd vyznamnost levého nadoru provedena neparametrickou

ANOVA- Kruskal-Wallis testem.
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Obr. 10: Vliv rozdilného podani MBTA v kombinaci s DON podavaném i.t. a i.p. na 1é¢bu

pankreatického adenokarcinomu a jeho metastaze.

Poté, co byla terapie dokoncena, byla pozorovana doba pieZiti jednotlivych mysi

ve skupinach. Zjisténé hodnoty byly zaznamenany do grafu (Obr. 11). Skupina 1é¢enda MBTA

v kombinaci s DON i.p. vykazovala vyznamné del$i pieziti nez kontrolni skupina (PBS).

Vylécit se nepodafilo Zadnou mys, ale nejdéle (83 dni) prezily mysi ze skupiny MBTA

v kombinaci s DON i.p.. Statisticka vyznamnost (hodnota p) byla vyhodnocena pomoci Log-

Rank testu.
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Obr. 11: Vliv rozdilného podani MBTA v kombinaci s DON na délku pieziti mysi.

Celkové 1ze zhodnotit, ze MBTA terapie v kombinaci s DON i.p. ma lepsi vliv na rust

nadoru a délku pieziti nez zbylé kombinace.
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4.3. Terapie pankreatického adenokarcinomu MBTA a MBTA

v kombinaci s DON v raznvch aplika¢nich schématech

Cilem tohoto experimentu bylo zjistit, jaky vliv na 1é€bu nadoru, metastdze a dobu

pteziti ma podani MBTA v kombinaci s DON v rtiznych aplika¢nich schématech.

Graf A (Obr. 12-A) znazornuje velikost levych nadort jednotlivych skupin ve dnech,
kdy probihalo jejich méfeni. Graf B (Obr. 12-B) zobrazuje velikost pravych nadort
jednotlivych skupin ve dnech, kdy probihalo méteni. Rust pravého a levého nadoru pii 1€cbé
MBTA v kombinaci s DON byl redukovan, nicméné tento G¢inek nebyl statisticky vyznamny.
Statisticka vyznamnost (hodnota p) pravého nadoru byla vyhodnocena pomoci testu one-way
ANOVA a nasledoval Tukey post-hoc test. Jelikoz data levého nadoru neméla normalni
rozdéleni, byla statistickd vyznamnost levého nadoru provedena pomoci neparametrického

testu ANOVA-Kruskal-Wallis testem.
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Obr. 12: Vliv podani MBTA v kombinaci s DON v ruznych aplika¢nich schématech na 1é¢bu
pankreatického adenokarcinomu a jeho metastaz ve srovnani se standardni MBTA terapii.
Poté, co byla terapie dokoncena, byla pozorovana doba pteziti jednotlivych mysi
ve skupinach. Zjisténé hodnoty byly zaznamenany do grafu (Obr. 13). Skupina 1é¢ena pouze
25 ul MBTA do obou nadorti vykazovala delsi pieziti nez kontrolni skupina (PBS) a téz oproti
skupinam lé¢enych kombinaci s DON. Vylécit se nepodafilo Zadnou mys, ale nejdéle (81 dni)
prezily myS$i ze skupiny lécené¢ pouze MBTA do obou nadorl. Statistickd vyznamnost

(hodnota p) byla vyhodnocena pomoci Log-Rank testu.

Celkové 1ze konstatovat, ze pouziti MBTA v kombinaci s DON i.p. mélo nejlepsi vliv
na snizeni ristu nadoru. Na prodlouzeni pieziti mélo nejlepsi vliv podani pouze MBTA (25

ul) terapeutika.
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Obr. 13: Vliv podani MBTA v kombinaci s DON v riznych aplikac¢nich schématech na délku

pieziti ve srovnani se standardni MBTA terapii.

4.4. Srovnani ruznvch rezimu aplikace MBTA pri terapii

pankreatického adenokarcinomu

Cilem tohoto experimentu bylo zjistit, jaky vliv na 1é¢bu nadoru a dobu pieziti ma

pouziti riznych aplika¢nich schémat MBTA terapie.

Graf 14 (Obr. 14) znazoriiuje velikost nadord jednotlivych skupin ve dnech, kdy
probihalo jejich méfeni. Ve skupinach 1ééenych MBTA imunoterapii lze pozorovat, ze
nadorovy rist byl vyrazné mensi nez u kontrolni skupiny, které bylo aplikovano PBS.
Statisticka vyznamnost (hodnota p) byla vyhodnocena pomoci testu one-way ANOVA a

nasledoval Tukey post-hoc test.
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Obr. 14: Vliv podani MBTA v ruznych rezimech aplikace na lécbu pankreatického
adenokarcinomu.

Poté, co byla terapie dokoncena, byla pozorovana doba pieZiti jednotlivych mysi
ve skupinach. Zjisténé hodnoty byly zaznamenany do grafu (Obr. 15). Lze vidét, ze skupiny
1écené MBTA terapie v raznych rezimech aplikace maji oproti kontrole, 1é¢ené PBS, delsi
dobu preziti. Ze skupiny 1é¢ené MBTA 12x prezily déle jak 120 dni celkem 4 mysi, ze skupiny
1é¢ené MBTA 10x ptezily déle jak 120 dni celkem 7 mysi, ze skupiny 1écené MBTA 6x piezily
déle jak 120 dni celkem 3 mysi a ze skupiny 1é¢ené MBTA 6x podle velikosti nadoru prezily
déle jak 120 dni celkem 4 mysi. Podle grafu lze vyhodnotit, Ze nejlepsi vliv na délku pieziti
mélo podani MBTA 10x. Statistickd vyznamnost (hodnota p) byla vyhodnocena pomoci Log-
Rank testu.
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Obr. 15: Vliv podani MBTA v ruznych rezimech aplikace na délku pieziti.

Celkov¢ 1ze tedy zhodnotit, ze nebyl pozorovany vliv na riist nadoru pfi riizném rezimu
aplikace MBTA, avs$ak na pieziti m¢lo nejlepsi vliv podani MBTA v péti intervalech po dvou
(87,5% pteziti) oproti standardni ddvce MBTA 12x (62,5%).

4.5. Terapie rekurenci a prodlouzeni preziti

Cilem tohoto experimentu bylo zjistit jaky vliv na délku pfeziti ma personalizovana

1é¢ba rekurenci u mysi.

Graf 16 (Obr. 16) znazoriuje velikost nadort skupiny 1é¢ené standardnim pocétem
davek MBTA oproti kontrolni skupiné 1é¢ené PBS ve dnech, kdy probihalo jejich méfeni.
Ve skupin¢ 1é¢ené standardnim poctem davek MBTA Ize pozorovat vliv terapie na rist nadoru
oproti kontrolni skupiné€. Statistickd vyznamnost (hodnota p) byla vyhodnocena pomoci

Studentova T-testu.
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Obr. 16: Vliv podani standardni davky MBTA na 1é¢bu pankreatického adenokarcinomu.

Poté, co byla terapie dokoncena, byla pozorovana doba pieZiti jednotlivych mysi
ve skupinach. Zjisténé hodnoty byly zaznamenany do grafu (Obr. 17). Bylo pozorovano
vyrazné prodlouzeni délky pieziti u mysi 1éenych standardnim poctem davek MBTA
ve srovnani S kontrolou 1é¢enou PBS. Statistickd vyznamnost (hodnota p) byla vyhodnocena

pomoci Log-Rank testu.
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Obr. 17: Vliv podani standardni davky MBTA na délku pieziti.

Obrazky 18, 19, 20, 21 znazoriuji mysi, u kterych v den 64 byla pozorovana
perzistence podkoznich nadort ¢i jejich rekurence a v den 71 byla zahéjena personalizovana

terapie. Tyto mys$i nejsou zahrnuty do Obr. 16.
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Obr. 18: Vliv podani personalizované davky MBTA na rust nadoru a prodlouzeni preziti mysi 1.
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Obr. 19: Vliv podani personalizované davky MBTA na rist nadoru a prodlouzeni pieziti mysi 2.
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Obr. 20: Vliv podani personalizované davky MBTA na rist nadoru a prodlouzeni pieziti mysi 3.
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Obr. 21: Vliv podani personalizované davky MBTA na rist nadoru a prodlouzeni pieziti mysi 4.

Celkov¢ lze tedy zhodnotit pozitivni vliv dodate¢né personalizované 1é€by na redukci
ristu nadort a prodlouZeni preziti mys$i. Uinek dodateéné imunoterapie na nadorové
rekurence a prodlouzeni pteziti byl individudlni, v n¢kterych ptipadech stacila jedna aplikace,

jindy bylo tfeba pouzit vétsi sérii aplikaci MBTA.

4.6. Analvza subpopulaci pamétovvch imunitnich bunék ve

splenocytech mysi lé¢enyvch MBTA terapii

Cilem tohoto experimentu byla analyza subpopulaci pamétovych buné¢k
ve splenocytech u mysi, kterym byl vylécen pankreaticky adenokarcinom (Panc02) standardni
MBTA terapii. Gatovani bunécnych populaci je zobrazeno na obrazku 22 (Obr. 22). Sledovan
byl pomér mezi CD4+ a CD8+ T lymfocyty u 1é¢enych mysi standardni MBTA imunoterapii
(Obr. 23-A) a u zdravych, nelé¢enych kontrolnich mysi (Obr. 23-B). Dale byl sledovan pomér
jednotlivych T lymfocytti mezi 1é¢enymi mySmi MBTA a kontrolami u CD3+ (Obr. 23-C),
CD4+ (Obr. 23-D) a CD8+ (Obr. 23-E) buné¢nych populaci. Dalsimi sledovanymi parametry
byl pomér mezi jednotlivymi subpopulacemi CD4+ (Obr. 23-F) a CD8+ (Obr. 24-H) T
lymfocytt u 1éCenych mysi MBTA terapii a pomér mezi jednotlivymi subpopulacemi CD4+
(Obr. 23-G) a CD8+ (Obr. 24-1) T lymfocytt u zdravych, kontrolnich mysi. Nakonec byly
porovnany poméry jednotlivych subpopulaci pamétovych T lymfocytii mezi 1é¢enymi mySmi
a kontrolnimi my$mi U naivnich CD4+ T lymfocyti (Obr. 24-J), CD4+ Tcm lymfocyta (Obr.
24-K), CD4+ Tem lymfocyta (Obr. 24-L), naivnich CD8+ T lymfocyta (Obr. 24-M), CD8+
Tcm lymfocyta (Obr. 24-N) a CD8+ Tem lymfocyti (Obr. 24-0O).

Celkové Ize shrnout, Ze u lé€enych mysi MBTA terapii bylo vy$§i mnozstvi CD4+ T

lymfocytii, a naopak niz§i mnozstvi CD8+ T lymfocyti oproti kontroldm. Ze subpopulaci T
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lymfocyt bylo detekované vyssi mnozstvi Tem CD4+ a CD8+ lymfocytd u lécenych mysi
nez u kontrol. U zdravych kontrol byl vyskyt naivnich CD4+ a CD8+ a Tcm CD4+ a CD8+
vy$8i nez u 1é¢enych mysi. Statisticka vyznamnost (hodnota p) byla vyhodnocena v grafech,
kde byly porovnavany dvé skupiny Studentovym T-testem a u vice skupin one-way ANOVA
a nasledoval Tukey post-hoc test .
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Obr. 22.: Zobrazeni gatovaci strategie u mysi vylé¢ené MBTA terapii.
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Obr. 23: Porovnani bunék T lymfocytd u mysi 1éenych standardni MBTA imunoterapii a

U zdravych, nelécenych kontrolnich mysi.
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4.7. Adoptivni transfer T lymfocyti a vliv na uchyceni bunék
Panc02

Cilem tohoto experimentu byla primarni kvantifikace sily imunitni paméti u mysi,
kterym byl vylécen pankreaticky adenokarcinom (Panc02) standardni MBTA terapii. Nejprve
bylo nutné zjistit Cistotu vyizolovanych T lymfocyti z vyléCenych mysi (Obr. 25) a jelikoz
hodnota ¢istoty byla vyssi nez 90 %, byly tyto buiiky transplantovany naivnim mysim, kterym
bylo po deseti dnech transplantovano 100 000 Panc02 s.c..

smiseny vzorek / bunky /

- singlety
o
[‘-
ERER feD3+-
o] 98.34%
S T 1 L T
10l3 103 104 1093
FITC-H

Obr. 25: Stanoveni cistoty vzorku.

Porovnani tc¢inku pamétovych bunék na rast nadorti u jednotlivych skupin, kterym
bylo aplikované rozdilné mnozstvi CD3+ T lymfocytt, je zobrazeno v grafu 26 (Obr. 26).
Statisticka vyznamnost nam ukazala, ze vliv na odolnost vii¢i uchyceni Panc02 maji vSechny
skupiny, kterym byly podavané vyizolované CD3+ T lymfocyty, podobny. Statisticka
vyznamnost (hodnota p) byla vyhodnocena pomoci testu one-way ANOVA a nasledoval

Tukey post-hoc test.
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Obr. 26: Vliv podani rozdilného mnozstvi vyizolovanych CD3+ T lymfocytl na uchyceni

Panc02 bun¢k a rychlost rastu nadort.

Celkov¢ tedy mizeme zhodnotit, ze adoptivni transfer CD3+ T lymfocytti ma pozitivni
vliv na snizeni uchyceni Panc02 a na sniZeni rychlosti ristu nadorti oproti nadorim u mysi

Z kontrolni skupiny.
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5. DISKUSE

Cilem této prace bylo zjistit nejvhodnéjsi kombinaci a nejvhodnéjsi aplikacni schéma
MBTA imunoterapie pii 1écb¢ pankreatického adenokarcinomu. Po spéSném vyléceni mysi
byla dalsi ¢ast této prace zameéfena na analyzu subpopulaci pamétovych T lymfocytu a jejich
vliv na snizeni uchyceni a rst pankreatického adenokarcinomu. Naivnim mysim byly nejdiive

transplantovany CD3+ T lymfocyty a po deseti dnech byly transplantovany s.c. Panc02 burnky.

Prvni experiment ndm poukazal na to, Ze podani polovi¢ni davky MBTA oproti
klasickému mnozstvi 50 ul MBTA/nador, které tym Dr. Zenky pouZival bézné, nema vliv
na zménu rastu nadort v piipadé bilateralniho modelu. SniZzené mnoZstvi davky MBTA se
ovSem ukézalo paradoxné jako leps$i varianta pii prodlouzeni pteziti. Pouziti klasické davky
MBTA pravdépodobné zpusobilo ptedavkovani mysi v tomto pokusu, nebot se jednalo
0 bilateralni model a celkové mnozstvi MBTA doséhlo 100 ul MBTA/mys. Vysvétleni lepsiho
terapeutického efektu polovi¢ni davky je pravdépodobné mozné hledat ve snizeni vedlejsich

ucinkd terapie.

a kol., 2021). Vysvétleni spatiujeme v tom, ze v tomto experimentu byly pouzity nadorové
buniky hned po prvni pasazi, tedy diive nez jindy. Pozorovali jsme rychlejsi a agresivnéjsi rust
nadort. Panc02 buiiky se béhem pasazovani méni, postupné piestavaji adherovat a stavaji se
mén¢ agresivni. Aby byly in vivo experimenty mezi sebou dobie srovnatelné, je tedy ziejmeé
nutné pouzivat buiky, které po rozmrazeni prod¢laji stejny pocet pasazi. Ukazuje se, ze

nejvhodnéjsi jsou tii pasaze.

Inhibitor glutaminového metabolismu (DON) se vyznacuje inhibici enzymu
potiebnych pifi metabolismu glutaminu. Vyzkumy prokézaly urcité rozdily v glukézovém a
glutaminovém metabolismu aktivovanych imunitnich bun€k a nadorovych bunék a bylo
zjisténo, Ze ovlivnéni aktivovanych bunék imunitniho systému neni tak vyrazné jako ovlivnéni
pravé nadorovych bunék (Leone a kol., 2019). Jelikoz byl prokazany toxicky uc¢inek DON
na gastrointestinalni trakt a z toho divodu byl druhy a tfeti experiment zaméfen na zplsob
podani a rozdilné aplikacni schémata tohoto dodate¢ného terapeutika. Experimenty ukazaly,
ze 1.t. aplikace DON je paradoxné horsi neZ aplikace systémova, intraperitonedlni. Vysvétleni
je mozno spatfovat v negativnim vlivu vysoké koncentrace DON na nadorovy infiltrat

imunitnich bungk, ale toto tvrzeni bude vyzadovat potvrzeni. V kazdém ptipadé je dobré, Ze
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lze DON aplikovat systémove, protoze jeho i.t. aplikace do metastaz by nemusela byt vzdy

realizovatelna.

Ptidavek DON prinesl efekt, ale ne az tak dokonaly, aby se zbytek prace zaméfil
na kombinaci MBTA/DON. Proto se dals§i pozornost zaméfila na analyzu MBTA a studium

imunitni odpovédi a pamét'ovych bunék.

Ctvrty experiment sledoval otdzku jiného timingu aplikace MBTA terapeutika a
moznosti snizeni celkového poctu injikaci. V experimentu bylo prokézéano, Ze rozdilna ¢asova
schémata podani MBTA nemaji vliv na sniZzeni naddorového rastu. Nejlepsi vliv na délku
preziti melo podani MBTA v péti pulsech po dvou davkach. Toto zjiSténi tedy umoziuje

snizeni poctu injikaci terapeutika, coz je vzdy pro pacienta vyhodou.

Dalsi experiment studoval mozné prodlouZeni pieZiti u mysi s nddorovou rekurenci.
Jelikoz je to jev pfi naSich experimentech pomérmné vzacny, tak jsme zamérné pouzili vEtsi
soubor mysi. Zjistili jsme, ze pokud dojde k vyskytu rekurence u mysi, tak je mozné danou
mySs vylécit 1 jedinou injekci, nékdy je ale tfeba pouzit vice injikaci. Mgr. Uher, se kterym
jsme celou zalezitost konzultovali a ktery pouzivda MBTA imunoterapii u jiného modelu
(pheochromocytom/mys), ma stejnou zkuSenost. Na zakladé naSeho experimentu lze
konstatovat, Ze personalizovanym podanim MBTA imunoterapeutika lze Vv ptipadé
nadorovych rekurenci docilit vyrazného prodlouzeni pieziti mysi a téz pozitivné ovlivnit

snizeni rustu nadoru.

Tym Dr. Zenky ma bohaté zkuSenosti s tim, Ze vylédené mysi jsou odolné vici
retransplantaci Panc02 a abychom lépe porozuméli tomu, jaké bunky maji vliv na vznik
rezistence vuci transplantovanym Panc02, byl Sesty experiment zaméfen na analyzu
subpopulaci pamétovych T lymfocytd. Z naseho experimentu byl prokazan vyssi vyskyt
CD4+ T lymfocyti, a naopak snizeny vyskyt CD8+ T lymfocytl u ndmi léCenych mysi, nez
u kontrolni skupiny z ¢ehoz vyplyva, Ze i pomér mezi CD4+ a CD8+ byl vyssi u 1éCenych
myS$i nez u kontrol. Mnohé publikace ukazuji, Zze sledovani poméru CD4:CD8 lymfocyta
ptispiva k imunologickému hodnoceni 1é¢enych pacientti v dlouhodobém sledovani a mohou
byt pouzity pro monitorovani jak imunitni dysfunkce, tak velikosti virové naloze. Navic
snizeny pomér mezi CD4+ a CD8+ lymfocyty byl pozorovan U pacientl trpicich akutnim
virovym onemocnénim (AIDS pacienti), pfi odhojovani transplantatti a u hemofilikd (Lu a

kol., 2015). Lze tedy predpokladat, ze pokud by se izolovaly splenocyty mysi, kterym by byly
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aplikovany Panc02 buiiky a které nebyly lécené, pomér mezi CD4:CDS8 by byl nizsi nez
U nasich zdravych, nelécenych kontrol. Bylo by tedy dobré zamétit se v dalSim pokusu na
analyzu CD4+ a CD8+ lymfocytd u nelécenych mysi s Panc02 a porovnat hodnoty téchto

bunék s lécenymi mySmi.

Dale jsme se v Sestém experimentu zaméfili zejména na analyzu subpopulaci
pamétovych T lymfocytu, kde byl zjistén vyssi vyskyt Tem CD4+ i CD8+ T lymfocyta.
Celkové vzato vyzkumy ukazuji, ze pamét’ T lymfocytl se zlepSuje v pribéhu casu na bazi
bunék a zda se, Ze trva nejméné 1 rok, nez se pln¢ ustanovi stabilni pamét’ T lymfocytt (Kaech
a kol., 2002; Wherry a kol., 2003). Rozdilné vysledky tykajici se relativnich pfispévkia Tem a
Tcm lymfocyth lze Castecné vysvétlit dobou po infekei, kdy jsou buiiky analyzovany.
V Casnych dobach po infekci dominuji Tem lymfocyty, ale pozdé&ji po infekci dominuji jiz
Tcm lymfocyty, které siln€ji odpovidaji na infekci a poskytuji trvalejsi imunitu (Roberts a
kol., 2005). Jelikoz sleziny byly odebirany 4 mésice po ukonceni 1é¢by zda se pravdépodobné,
ze to byla kratka doba, aby doslo k rozvinuti Tcm lymfocytii. Z tohoto diivodu by mél byt

dalsi pokus zaméteny na analyzu pamétovych bunék v pribéhu ¢asu po 1€cbé.

Sedmy experiment ukazal, ze jsme schopni adoptivnim transferem CD3+ T lymfocytd
naivnim myS$im zajistit odolnost vici pozdé€ji transplantovanym Panc02 bunkdm a snizit
rychlost rGstu nadorti. Pozorovali jsme, ze paradoxné vSechny skupiny, kterym byly
injikovany CD3+ T lymfocyty v riizném mnozstvi, vykazovali pozitivni vliv na sniZeni
rychlosti ristu nadoru a odolnost vuci uchyceni Panc02 a mezi skupinami tedy nebyly
pozorovany zadné vyznamné rozdily. Abychom mohli s jistotou prohlasit jaké mnozstvi
aplikovanych CD3+ T lymfocyti je nejucinnéjsi, bylo by nutné provést pozorovani po delsi
dobu. S jistotou ale mizeme konstatovat, Ze u kontrol byly pozorovany vyrazné vétsi narusty
nadorové masy nez u mysi s adoptivnim transferem, tudiz se zda adoptivni transfer jako
uspésny. Nicméné jsme pozorovali, Ze transplantace 1 a 2 milionid CD3+ T lymfocyta vedla
k tomu, Ze v pfislusnych skupinach se nadory neuchytily u jedné z péti mysi, kdezto u skupiny,
kde bylo transplantovano nejvice CD3+ bunék se nadory ujaly paradoxné vSude. Navic jedna
mys, které bylo transplantovano 2 miliony bunék, méla od zac¢atku méteni pfitomny jen maly
nador, jehoz velikost se béhem naseho méteni neménila a je mozné, Ze ¢asem dojde k jeho
odhojeni, jelikoZ tento jev tym Dr. Zenky jiz u malych nadorti pozoroval. Mozné vysvétlent,
pro¢ bylo podani 1 a 2 milionu bunék CD3+ G¢inngjsi nez podani 4 miliond bunék mize byt

v tom, Ze i adoptivnim transferem dochézi k ur¢itému zasahu do imunity organismu a prijeti
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vétstho mnozstvi cizorodych CD3+ bunék recipientem ho miize paradoxné oslabit, a to i
presto, Ze se jednd o syngenni transplantat. V kazdém ptipadé bude pozorovany jev vyzadovat

dalsi ovéfeni a studium.

Jelikoz se u nékterych mysi objevila po 1écbé MBTA terapii ulcerézni dermatitida,
byla provedena analyza splenocytu. Tyto vysledky sice zcela nezapadaly do konceptu analyzy
pamétovych bunck, ale jelikoz vyskyt ulcerdézni dermatitidy negativné ovliviioval
vyhodnocovani vysledkii, povazovali jsme jako dilezité zjistit, jaké bunky prevazuji u takto
nemocnych mysi. Pitvou byla u takto nemocnych mysi pozorovana hepatosplenomegalie.
Pomoci pritokové cytometrie jsme zjistili, Ze se nejedné o jednu pievladajici skupinu bunek,
ale Ze se ve splenocytech nachéazi smés bunék, ve které jsou zahrnuty zirné bunky, NK bunky,
monocyty a makrofagy. Bylo také zjiSténo, Ze se na vyskytu ulcer6zni dermatitidy nepodileji
B lymfocyty. Vyskyt ulcer6zni dermatitidy je velmi Casto pozorovan u starSich samic
C57BL/6 (Biase a kol., 2019). Jelikoz jsme se v nasem pokusu piesvédéili o negativnim
ovlivnéni vysledku (u takto nemocnych mys$i byla naméfena Cistota CD3+ T lymfocyta
pouhych 37 %, coz bylo 0 60 % méné nez u vylécenych mysi bez dermatitidy), bylo by feSenim
na pokus zkusit pozivat samce C57BL/6, ktefi nejsou na vyskyt ulcerézni dermatitidy tak
citlivi, aby pii dalSich pokusech nedochazelo ke zbytecnym komplikacim. V piedchozich
experimentech provadénych stejnym zptisobem dochézelo k vyskytu ulcer6zni dermatitidy jen
sporadicky. Vétsi vyskyt tohoto jevu u tohoto experimentu nedokdzeme zatim spolehlivé
vysvétlit. Nicméné bylo nutné postizené mysi z pokusu vyloucit a nemohli jsme pokracovat

V pivodné zamyslenych analyzach, jako je napi. analyza subpopulaci pamétovych bunék.

V této praci bylo zjisténo, ze MBTA imunoterapii jsme schopni dosdhnout vyrazného
terapeutického uspéchu pii 1€cbé pankreatického adenokarcinomu, dokonce i1 v piipadé
vyskytu metastdz. Byl také zjiStén pozitivni vliv na prodlouzeni pfeziti mysi, u kterych doslo
k opétovnému vyskytu nadoru, zahajenim dodate¢né personalizované 1é¢by. Nakonec jsme
potvrdili, Ze u mysi po 1é€bé MBTA terapii dochazi k vyskytu vys$§iho mnozstvi pamétovych
Tem bunék, které vznikaji jako prvni z pamétovych bunék. Adoptivnim transferem CD3+

T lymfocytt jsme schopni navodit odolnost viic¢i pozdé&ji transplantovanym Panc02.
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6.ZAVER

e Aplikace polovi¢nich ddvek MBTA imunoterapeutika (25 pl) do nadort pankreatického
adenokarcinomu (bilateralni model) neovlivnila redukci nadorového ristu, ale byl

paradoxné pozorovan pozitivni vliv na prodlouzeni pieziti.

e Na témzZe modelu byl prokazan synergicky u¢inek MBTA a inhibitoru glutaminového

metabolismu (DON). Zajimavym poznatkem bylo to, Zze se ukazuje jako vhodnéjsi i.p.

pouziti DON, neZ jeho i.t. aplikace.

e Rlznad aplikaéni schémata v aplikaci MBTA imunoterapeutika nevykazovala vliv
na redukci nadorového rastu oproti aplikaci standardni MBTA terapii aplikované
dvanactkrat ve Ctyfech pulsech, avSak nejlepSiho preziti bylo dosazeno pii aplikaci

MBTA celkem 10x v péti pulsech (87,5%).

e Personalizovanou 1é¢bou bylo pii vyskytu rekurenci docileno redukce nadorového ristu

a prodlouzeni preZiti.

e Po lécbe nddoru MBTA terapii byl ve slezin€ detekovan vyssi vyskyt CD4+ T lymfocyta
nez u kontrolnich mysi, zatimco na druhou stranu u kontrolnich mysi byl vyssi vyskyt
CD8+ T lymfocytli nez u 1éCenych mysi. Ve slezing vylécenych mysi byl detekovan vyssi

vyskyt Tem jak CD4+, tak CD8+ lymfocyta.

e Adoptivnim transferem bylo docileno snizené rychlosti ristu nadoru a odolnosti vici
uchyceni Panc02. Transplantace 1 a 2 milionai CD3+ T lymfocyta vedla k tomu, Ze

v piislusnych skupinach se nadory neuchytily u jedné z péti mysi neuchytili.

e Ulcerozni dermatitida vyvoldva hepatosplenomegalii a ovliviiuje bunéény profil
splenocytil. To se projevilo tak, ze pfi separaci CD3+ T lymfocytl nebylo moZzné pomoci

MACS 6¢inn¢ oddélit nadbytek Zirnych bunék, monocytl a makrofaga.
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7.SEZNAM ZKRATEK

ADCC - Antibody dependent cell cytotoxicity
ADP - Antibody dependent phagocytosis

Ag - antigen

AIDS - Acquired immune deficiency syndrome
AUC — plocha pod kiivkou (area under the curve)
BAM - biokompatibilni kotvy pro membranu (biocompatible anchor for cell membrane)
BCR - B cell receptor

BOFES - Bovine fetal serum

CCR - chemokine receptor

CD - cluster of differentiation

CDC - Complement Dependent Cytotoxicity

CDP - Complement Dependent Phagocytosis
CRP - C-reactive protein

CSF- colony-stimulating factor

CTL - cytotoxic T-lymphocyte

CTLA - cytotoxic T-lymphocyte antigen-4
DAMPs - damage associated molecular patterns
DCs - dendritic cells

DMEM - Dulbecco’s modified eagle medium
DON - 6-diazo-5-0xo-L-noreucine

EDTA — ethylendiamintetranové kyselina

FACS — prutokova cytometrie (fluorescent activated cell sorting)
FCS - Fetal calf serum

FF - Facs Flow

I.p. - intraperitonealni aplikace
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I.t. - intratumoralni aplikace

Ig - Imunoglobulin

IL - interleukin

INF - interferon

IVC - individually ventilated cages

KLRG - killer cell lectin-like receptor G

LAG - lymphocyte activation gene

LPS - lipopolysacharid

LTA - lipoteichova kyselina (lipoteichoic acid)

MACS — magneticka separace (magnetic activated cell sorting)

MBL - lektin vazajici man6zu (mannan-binding lectin)

MBTA — imunoterapeutikum slozené z R-848, poly(l:C), LTA, man-BAM a anti-CD40
MDSCs - myeloid-derived supressor cells

MHC - hlavni histokompatibilni komplex (major histocompatibility complex)

MR — mano6zovy receptor (mannose receptor)

NHS - N-Hydroxysukcinimid

NK — piirozeny zabije¢ (natural killer)

NOD - nukleotide-binding oligomerization domain

PAMPs - pathogen associated molecular patterns

PBS - fosfaty pufrovany fyziologicky roztok (phosphate buffered saline)

PD-L1 - programmed death-1 ligand

poly(l:C) - polyinosinicka-polycitidylicka kyselina (polyinosinic: polycytidylic acid)
PRRs - receptory rozpoznavajici molekulové vzory (pattern recognition receptors)
R-848 - resiquimod

S.C. - subkutanni aplikace

SAP - serum amyloid protein

SEM - standardni chyba praméru (Standard error of the mean)
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SPF - specific pathogen free

TAA — antigeny asociované s nadory (tumor associated antigens)
TAM - tumour associated macrophages

TAN - tumor associated neutrophils

Tc - cytotoxicky T lymfocyt

Tcm — pamétovy cytotoxicky T lymfocyt

Tem - efektorovy T lymfocyt

Tth - folikularni T pomocny lymfocyt

TGF - transforming growth factor

Th — pomocny T lymfocyt

TIM - T-cell immunoglobulin and mucin-domain containing
TLR - Toll-like receptors

TNF - tumor nekrotizujici faktor (tumor necrosis factor)

Tregs - regulacni T lymfocyty (regulatory T-cells)

TSA - antigeny specifické pro nadory (tumor-specific antigens)
Tscm - pamétové T buiiky kmenovych bunék (T cells of stem memory)

VEGF - vaskularni endotelidlni rastovy faktor (vascular endothelial growth factor)

58



8. LITERATURA

Abbas A. K., Lichtman A. H. H., Pillai S. (2012). Cellular and Molecular Immunology (7th
ed.). Philadelphia: Elsevier/Saunders.

Adam Z. a Vorlic¢ek J. (2005). Paliativni medicina. 2. vydani, Praha: Grada-Publishing.
480s.

Akkaya M., Kwak K. a Pierce S. K. (2020). B cell memory: building two walls of protection
against pathogens. Nature Reviews Immunology. 20:229-238.

Akondy R. S., Fitch M., Edupuganti S., Yang S., Kissick H. T., Li K. W. a kol. (2017).
Origin and differentiation of human memory CD8 T cells after vaccination. Nature. 552:362—
367.

Alexakis N., Halloran C., Raraty M., Ghaneh P., Sutton R. a Neoptolemos J. P. (2004).
Current standard of surgery for pancreatic cancer. BJS. 91:1410-1427.

Ahlers J. D., Belyakov I. M. (2010). Memories that last forever: strategies for optimizing
vaccine T-cell memory. Blood. 115:1678-1689.

Badovinac V. P., Messingham K. A., Griffith T. S., Harty J. T. (2006). TRAIL deficiency
delays, but does not prevent, erosion in the quality of “helpless” memory CDS8 T cells. The
Journal of Immunology. 177:999-1006.

Berenzon D., Schwenk R. J., Letellier L., Guebre-Xabier M., Williams J. a U. Krzych
(2003). Protracted protection to Plasmodium berghei malaria is linked to functionally and
phenotypically heterogeneous liver memory CD8* T cells. Journal of Immunology. 171:2024—
2034.

Beutler B. (2004). Innate immunity: an overview. Molecular Immunology. 40:845-859.

Bevan M. J. (2004). Helping the CD8(+) T-cell response. Nature Reviews Immunology.
4:595-602.

59



Biase De D., Esposito F., Martino De M., Pirozzi C., Luciano A., Palma G. a kol. (2019).
Characterization of inflammatory infiltrate of ulcerative dermatitis in C57BL/6NCrl-
Tg(HMGA1P6)1Pg mice. Laboratory Animals. 53(5):447-458.

Bonilla F. A., Oettgen H. C. (2010). Adaptive immunity. Journal of Allergy and Clinical
Immunology. 125:S33-40.

Borges de Silva H., Fonseca R., Alvarez J. M. a Lima M. R. D. (2015). IFNy priming effects
on the maintenance of effector memory CD4+ T cells and phagocyte function: evidence from
infectious disease. Journal of Immunology Research. 3:1-8.

Bortnick A. a Allman D. (2013) What is and what should always have been: long-lived
plasma cells induced by T cell-independent antigens. Journal of Immunology. 190:5913-5918.

Bosetti C., Rosato V., Li D., Silverman D., Petersen G. M., Bracci P. M. a kol. (2014).
Diabetes, antidiabetic medications, and pancreatic cancer risk: an analysis from the
International Pancreatic Cancer Case-Control Consortium. Annals of Oncology. 25(10):2065-
2072.

Busch D. H., Friflle S. P., Sommermeyer D., Buchholz V. R. a Riddell S. R. (2016). Role

of memory T cell subsets for adoptive immunotherapy. Seminars in Immunology. 28:28-34.

Caisova V., Vieru A., Kumzakova Z., Glaserova S., Husnikova H., Vacova N. a kol.
(2016). Innate immunity based cancer immunotherapy: B16-F10 murine melanoma model.
BMC Cancer, 16(1), 940.

Caisova V., Uher O., Nedbalova P., Jochmanova 1., Kvardova K., Masakova K. a kol.
(2018). Effective cancer immunotherapy based on combination of TLR agonists with

stimulation of phagocytosis. International Immunopharmacology. 59(6):86-96.

Cerwenka A. a Lanier L. L. (2016). Natural Killer cell memory in infection, inflammation

and cancer. Nature Reviews Immunology. 16:112-123.

Clark R., Kupper T. (2005). Old meets new: the interaction between innate and adaptive
immunity. Journal of Investigative Dermatology. 125(4):629-637.

60



Coffey G.L., Ehrlich J., Fisher M.W., Hillegas A.B., Kohberger D.L., Machamer H.E. a
kol. (1956). 6-Diazo-5-oxoL-norleucine, a new tumor-inhibitory substance. 1. Biologic
studies. Antibiot Chemother (Northfield). 6(8):487-97.

Comings D. E. (1973). A general theory of carcinogenesis. Proceedings of the National
Academy of Sciences of the United States of America. 70:3324-3328.

Cui G., Staron M. M., Gray S. M., Ho P.-Ch., Amezquita R. A., Wu J. a kol. (2015). IL-
7-Induced Glycerol Transport and TAG Synthesis Promotes Memory CD8+ T Cell Longevity.
Cell. 161(4):750-61.

Dahl M. R,, Thiel S., Matsushita M., Fujita T., Willis A. C., Christensen T. a kol. (2001).
MASP-3 and Its Association with Distinct Complexes of the Mannan-Binding Lectin
Complement Activation Pathway. Immunity. 15(1):127-135.

Delves P. J., Roitt I. M. (2000). The imunne system. First of two parts. The New England
Journal of Medicine. 343(1):37-49.

Delves P. J., Martin S. J., Burton D. R., Roitt I. M. (2012). Roitt's Essential Immunology.
Chichester: John Wiley & Sons.

De Souza A., Khawaja K. I., Masud F., Saif M. W. (2016). Metformin and pancreatic

cancer: Is there a role? Cancer Chemotherapy Pharmacology.77:235-242.

Dorner T, Radbruch T. (2007). Antibodies and B cell memory in viral immunity. Immunity.
27(3):384-92.

Ducreux M., Cuhna A. S., Caramella C., Hollebecque A., Burtin P., Goéré D. a kol.
(2015). Cancer of the pancreas: ESMO Clinical Practice Guidelines for diagnosis, treatment

and follow-up. Annals of Oncology. 26(5):v56-v68.

Dunn G. P., Bruce A. T., lkeda H., Old L. J., Schreiber R.D. (2002). Cancer
immunoediting: from immunosurveillance to tumor escape. Nature Immunology. 3(11):991-
998.

Durandy A., Taubenheim N., Peron S. a Fischer A. (2007). Pathophysiology of B-cell
intrinsic immunoglobulin class switch recombination deficiencies. Advances in Immunology.
94:275-306.

61



Dutton R. W., Bradley L. M. a Swain S. L. (1998). T cell memory. Annual Review of
Immunology. 16:201-223.

Faint J. M., Annels N. E., Curnow S. J., Shields P., Pilling D., Hislop A. D. a kol. (2001).
Memory T cells constitute a subset of the human CD8+CD45RA+ pool with distinct
phenotypic and migratory characteristics. The Journal of Immunology. 167:212—220.

Farrell J. J., Elsaleh H., Garcia M., Lai R., Ammar A., Regine W. F. a kol. (2009). Human
Equilibrative Nucleoside Transporter 1 Levels Predict Response to Gemcitabine in Patients
With Pancreatic Cancer. Gastroenterology. 136(1):187-195.

Feuerer M., Rocha M., Bai L., Umansky V., Solomayer E. F., Bastert G. A kol. (2001).
Enrichment of memory T cells and other profound immunological changes in the bone marrow

from untreated breast cancer patients. International Journal of Cancer. 92:96-105.

Flynn J. K. a Gorry P. R. (2014). Stem memory T cells (TSCM) — their role in cancer and
HIV immunotherapies. Clinical and Translational Immunology. 3:1-7.

Gabrilovich D., Abe M., Onishi C., Taketani T., Purevsuren J., Yamaguchi S. a kol.
(2004). Mechanisms and functional significance of tumour-induced dendritic-cell defects:
N1 versus ,,N2“ TAN. Nature Reviews Immunology. 4(12):941-952.

Gardiner C. M. a Mills K. H. G. (2016). The cells that mediate innate immune memory and
their functional significance in inflammatory and infectious disease. Seminars in Immunology.
28:343-350.

Gasper D. J., Tejera M. M., Suresh M. (2014). CD4 T-cell generation and maintenance.
Critical Reviews in Immunology. 34:121-146.

Gattinoni L., Lugli E., Ji Y., Pos Z., Paulos Ch. M., Quigley M. F. a kol. (2011). A human
memory T cell subset with stem cell-like properties. Nature Medicine. 17:1290-1297.

Geginat J., Sallusto F., Lanzavecchia A. (2001). Cytokine-driven proliferation and
differentiation of human naive, central memory, and effector memory CD4(+) T cells. Journal
of Experimental Medicine. 194:1711-17109.

62



Geiger R., Rieckmann J. C., Wolf T., Basso C., Feng Y., Fuhrer T. a kol. (2016). L-
Arginine modulates T cell metabolism and enhances survival and anti-tumor activity. Cell.
167(829-842):e813.

Geiger T. L. a Sun J. C. (2016). Development and maturation of natural Killer cells. Current
Opinion in Immunology. 39:82-89.

Golubovskaya V., Wu L. (2016). Different subsets of T cells, memory, effector functions and
CAR-T immunotherapy. Cancers. 8:36.

Gravitz L. (2013). Cancer immunotherapy. Nature. 504(7480):S1.

Hanahan D., Weinberg R. A., Kleijmeer M., Davoust J., van Endert P., Amigorena S.
(2011). Hallmarks of Cancer: The Next Generation. Cell. 144(5):646-674.

Harris N. L., Watt V., Ronchese F. a Gros G. (2002). Differential T cell function and fate
in lymph node and nonlymphoid tissues. Journal of Experimental Medicine. 195:317-326.

Haynes-Gilmore N., Banach M., Edholm E. S., Lord E., Robert J. (2014). A critical role
of non-classical MHC in tumor immune evasion in the amphibian Xenopus model.

Carcinogenesis.
Hejmadi M. (2010). Introduction to Cancer Biology. Dansko: Ventus Publishing ApS.

Hengel, R.L., V. Thaker, M.V. Pavlick, J.A. Metcalf, G. Dennis Jr., J. Yang a kol. (2003).
Cutting edge: L-selectin (CD62L) expression distinguishes small resting memory CD4+ T

cells that preferentially respond to recall antigen. The Journal of Immunology. 170:28-32.
Hofejsi V., Bartiinikova J. (2009). Zaklady imunologie (4. vydani). Praha:Triton.

Hof¥ejsi V., Bartiiikova J., Brditka T., SpiSek R. (2013). Zdklady imunologie (5. vydani).

Praha:Triton.

Hof¥ejsi V., Bartiiikova J., Brditka T., SpiSek R. (2017). Zdklady imunologie (6. vydani).

Praha:Triton.

Chabner B. A., Chabner T. E. (2013). Overview of Cancer: Introduction to Overview of

Cancer. Merck Manual 1.

63



Chaplin D. D. (2010). Overview of the Immune Response. Journal of Allergy and Clinical
Immunology. 125(2):S3-23.

Cheng Y. S., Xu F. (2010). Anticancer function of polyinosinic-polycytidylic acid. Cancer
Biology & Therapy. 10(12):1219-1223.

Italiani P., Boraschi D., Kaibara N. (2014). From Monocytes to M1/M2 Macrophages:
Phenotypical vs. Functional Differentiation. Frontiers in Immunology. 5(1):1-22.

Jack D. L., Read R. C., Tenner A. J., Frosch M., Turner M. W., Klein N. J. (2001).
Mannose-Binding Lectin Regulates the Inflammatory Response of Human Professional
Phagocytes to Neisseria meningitidis Serogroup B. The Journal of Infectious Diseases.
184(9):1152-1162.

Jenkins M. K. a Johnson J. G. (1993). Molecules involved in T-cell costimulation. Current
Opinion in Immunology. 5(3):361-367.

Janotova, T., Jalovecka, M., Auerova, M., Svecov4, L., Bruzlova, P., Maierova, V. a kol.
(2014). The Use of Anchored Agonists of Phagocytic Receptors for Cancer Immunotherapy:
B16-F10 Murine Melanoma Model. Plos One. 9(1).

Kaech S. M., Hemby S., Kershv E. a Ahmed R. (2002). Molecular and functional profiling
of memory CD8 T cell differentiation. Cell. 111:837-851.

Kamisawa T., Wood L. D., Itoi T., Takaori K. (2016). Pancreatic cancer. The Lancet.
388(6):73-85.

Kato K., Itoh C., Yasukouchi T., Nagamune T. (2004). Rapid Protein Anchoring into the
Membranes of Mammalian Cells Using Oleyl Chain and Poly (ethylene glycol) Derivatives.
Biotechnology Progress. 20(3):897-904.

Krejsek J., Kopecky O. (2004). Klinicka imunologie. Hradec Kralové: Nucleus HK.

Kretschmer K., Apostolou 1., Jaeckel E., Khazaie K., von Boehmer H. (2006). Making
regulatory T cells with defined antigen specificity: role in autoimmunity and cancer.
Immunological Reviews. 212(1):163-169.

64



Kurosaki T., Kometani K., Ise W. (2015). Memory B cells. Nature Reviews Immunology.
15:149-159.

Lanzavecchia A. a Sallusto F. (2001). Regulation of T cell immunity by dendritic cells. Cell.
106:263-266.

Lemberg K. M., Vornov J. J., Rais R., Slusher B. S. (2018). We're Not “DON” Yet: Optimal
Dosing and Prodrug Delivery of 6-Diazo-5-oxo-L-norleucine. Molecular Cancer
Therapeutics. 17(9):1824-1832.

Leone R. D., Zhao L., Englert J. M., Sun I.-M., Oh M. -H., Sun I.-H. a kol. (2019).
Glutamine blockade induces divergent metabolic programs to overcome tumor immune
evasion. Science. 366(6468):1013-1021.

Linsley P. S., Ledbetter J. A. (1993). The role of the CD28 receptor during T cell responses
to antigen. Annual Review of Immunology. 11:191-212.

Liu Q. J. a Gao B. (2008). Manipulation of MHC-I/TCR interaction for immune therapy.
Cellular and Molecular Immunology. 5(3):171-82.

Lu W., Mehraj V., Vyboh K., Cao W., Li T., Routy J. (2015). CD4:CD8 ratio as a frontier
marker for clinical outcome, immune dysfunction and viral reservoir size in virologically

suppressed HIV-positive patients. Journal of the International AIDS Society. 18(1):20052.

Luchini C., Capelli P., Scarpa A. (2016). Pancreatic Ductal Adenocarcinoma and Its
Variants. Surgical Pathology Clinics. 9:547-560.

Luo G, Long J., Zhang B., Liu C., Xu J., Ni Q., Yu X. (2012). Stroma and pancreatic ductal
adenocarcinoma: An interaction loop. Biochimica Et Biophysica Acta (Bba) - Reviews on
Cancer. 1826(1):170-178.

MacLeod M. K. L., Kappler J. W., Marrack P. (2010). Memory CD4 T cells: generation,

reactivation and re-assignment. Immunology. 130:10-15.

Mahnke Y. D., Schwendemann J., Beckhove P., Schirrmacher V. (2005). Maintenance of
long-term tumour-specific T-cell memory by residual dormant tumour cells. Immunology.
115:325-336.

65



Marabelle A., Kohrt H., Caux C., Levy R. (2014). Intratumoral Immunization: A New
Paradigm for Cancer Therapy. Clinical Cancer Research. 20(7):1747-1756.

Martin M. D., Kim M. T., Shan Q., Sompallae R., Xue H.-H., Harty J. T. a kol. (2015).
Phenotypic and functional alterations in circulating memory CD8 T cells with time after
primary infection. PLOS Pathogens. 11:e1005219.

Martinez-Pomares L. (2012). The mannose receptor. Journal of Leukocyte Biology.
92(6):1177-1186.

Medzhitov R., Janeway C. A. (2000). Innate immune recognition: mechanisms and

pathways. Immunological Reviews. 173(1):89-97.

Miller K. D., Siegel R. L., Lin C. C., Mariotto A. B., Kramer J. L., Rowland J. H. a kol.
(2016). Cancer treatment and survivorship statistics. A Cancer Journal for Clinicians. 66:271—
289.

Min-Oo G., Kamimura Y., Hendricks D. W., Nabekura T., Lanier L. L. (2013). Natural

killer cells: walking three paths down memory lane. Trends in Immunology. 34:251-258.

Motz G. T., Santoro S. P., Wang L. P., Garrabrant T., Lastra R. R., Hagemann I. S. a
kol. (2014). Tumor Endothelium FasL Establishes a Selective Immune Barrier Promoting
Tolerance in Tumors. Nature Medicine. 20(6):607-615.

Neth O. W., Bajaj-Elliott M., Turner M. W., Klein N. J. (2005). Susceptibility to infection
in patients with neutropenia: The role of innate immune system. British Journal of
Haematology. 129(6):713-722.

Neville A. M., Mackay A. M., Westwood J., Turberville C., Laurence J. R. (1975). Human
tumour-associated and tumour-specific antigens: some concepts in relation to clinical

oncology. Journal of Clinical Pathology. 6:102-112.

Niedzwiedzka-Rystwej P., Herberg M., Deptula W. (2012). Biology and role of NK cells

selected data. Central European Journal of Immunology. 37:399-404.

Niedzwiedzka-Rystwej P., Tokarz-Deptula B., Deptula W. (2013). Charakterystyka
subpopulacji limfocytow T. Postepy higieny i medycyny doswiadczalnej. 67:371-379.

66



O’Leary J. G., Goodarzi M., Drayton D. L., von Andrian U. H. (2006). T cell- and B cell-
independent adaptive immunity mediated by natural killer cells. Nature Immunology. 7:507—
516.

Parker K. H., Beury D. W., Ostrand-Rosenberg S. (2015). Myeloid-Derived Suppressor
Cells. Immunotherapy of Cancer. 95-1309.

Parkin J., Cohen B., Ostrand-Rosenberg S., Li F., Zhang H., Villa A. a kol. (2001). An
overview of the immune system. The Lancet. 357(9270):1777-1789.

Peng H. a Tian Z. (2017). Natural Killer Cell Memory: Progress and Implications. Frontiers
in Immunology. 8:1143.

Perez-Gracia J. L., Labiano S., Rodriguez-Ruiz M. E., Sanmamed M. F., Melero 1.,
Ryska M. a kol. (2014). Orchestrating immune check-point blockade for cancer
immunotherapy in combinations. Cancer Epidemiology. 38(1):28-34.

Pitt J. M., Vetizou M., Waldschmitt N., Kroemer G., Chamaillard M., Boneca I. G. a kol.
(2016). Fine-tuning cancer immunotherapy: optimizing the gut microbiome. Cancer Research.
76:4602—4607.

Qingjun L., Zhongjie S. a Ligong Ch. (2020). Memory T cells: strategies for optimizing
tumor immunotherapy. Protein Cell. 11(8):549-564.

Raimondi S., Maisonneuve P. a Lowenfels A. B. (2009). Epidemiology of pancreatic cancer:

an overview. Nature Reviews Gastroenterology & Hepatology. 6(12):699-708.

Ratajczak W., Niedzwiedzka-Rystwej P., Tokarz-Deptula B., Deptuta W. (2018). Central
European Journal of Immunology. 43(2):194-203.

Raval R. R., Sharabi A. B., Walker A. J., Drake C. G., Sharma P. (2014). Tumor
immunology and cancer immunotherapy: summary of the 2013 SITC primer. Journal for

Immunotherapy of Cancer. 2(1):1-11.
Rejthar A., Vojtések B. (2002). Obecna patologie nadorového rustu. Praha: Grada.

Roberts A. D., Ely K. H., Woodland D. L. (2005). Differential contributions of central and

effector memory T cells to recall responses. Journal of Experimental Medicine. 202:123-133.

67



Rolle A., Pollmann J., Cerwenka A. (2013). Memory of infections: an emerging role for
natural Killer cells. PLOS Pathogens. 9:e1003548.

Rosado M. M., Scarsella M., Pandolfi E., Cascioli S., Giorda E., Chionne P. a kol. (2011).
Switched memory B cells maintain specific memory independent of serum antibodies: The
hepatitis B example. European Journal of Immunology. 41:1800-1808.

Sage A. P. a Mallat Z. (2014). Multiple potential roles for B cells in atherosclerosis. Annals
of Medicine. 46:297-303.

Sallusto F., Geginat J., Lanzavecchia A. (2004). Central memory and effector memory T
cell subsets: function, generation, and maintenance. Annual Review of Immunology. 22:745—
763.

Sanabria Mateos R., Conlon K. C. (2016). Pancreatic cancer. Surgery (Oxford). 34(6):282-
291.

Sell S. (2004). Stem cell origin of cancer and differentiation therapy. Critical Reviews in
Oncology/Hematology. 51(1):1-28.

SharmaN. S., Gupta V. K., Garrido V. T., Hadad R., Durden B. C., Kesh K. a kol. (2020).
Targeting tumor-intrinsic hexosamine biosynthesis sensitizes pancreatic cancer to anti-PD1
therapy. Journal Of Clinical Investigation. 130(1):451-465.

Shinnakasu R. a Kurosaki T. (2018). Regulation of memory B and plasma cell

differentiation. Current Opinion in Immunology. 45:126-131.

Schwandner R., Dziarski R., Wesche H., Rothe M., Kirschning C. J. (1999).
Peptidoglycan-and lipoteichoic acid-induced cell activation is mediated by toll-like receptor
2. Journal of Biological Chemistry. 274(25):17406-17409.

Sica A., Larghi P., Mancino A., Rubino L., Porta C., Totaro M. G. a kol. (2008).
Macrophage polarization in tumour progression: Phenotype, Function and the Role of

Lymphokines in Regulating their Development. Seminars in Cancer Biology. 18(5):349-355.

Smith-Garvin J. E., Koretzky G. A., Jordan M. S. (2009). T Cell Activation. Annual Review
of Immunology. 27:591-619.

68



Sun J. C., Beike J. N., Lanier L. L. (2009). Adaptive immune features of natural killer cells.
Nature. 457:557-561.

Sun J. C., Lopez-Verges S., Kim C. C., DeRisi J. L. a Lanier L. L. (2011). NK cells and
immune ,,memory”. The Journal of Immunology. 186:1891-1897.

Sun J. C., Williams M. A., Bevan M. J. (2004). CD4+ T cells are required for the
maintenance, not programming, of memory CD8+ T cells after acute infection. Nature
Immunology. 5:927-933.

Tangye S. G., Tarlinton D. M. (2009). Memory B cells: effectors of long-lived immune
responses. European Journal of Immunology. 39:2065-2075.

Toyama H., Okada S., Hatano M., Takahashi Y., Takeda N., Ichii H. a kol. (2002).
Memory B cells without somatic hypermutation are generated from Bcl6-deficient B cells.
Immunity. 17(3):329-39.

Uher O., Caisova V., Hansen P., Kopecky J., Chmelar J., Zhuang Z. a kol. (2019). Coley's
immunotherapy revived: Innate immunity as a link in priming cancer cells for an attack by

adaptive immunity. Seminars in Oncology. 46(4-5):385-392.

Uher O., Caisova V., Padoukova L., Kvardova K., Masakova K., Lencova R. a kol.
(2021). Mannan-BAM, TLR ligands, and anti-CD40 immunotherapy in established murine
pancreatic adenocarcinoma: understanding therapeutic potentials and limitations. Cancer

Immunology and Immunotherapy. 70(1):1-10.

Unsoeld H. a Pircher H. (2005). Complex memory T-cell phenotypes revealed by
coexpression of CD62L and CCR?7. Journal of Virology. 79:4510-4513.

Valbon S. F., Condotta S. A., Richer M. J. (2016). Regulation of effector and memory CD8"
T cell function by inflammatory cytokines. Cytokine. 82:16-23.

Vesely M. D., Kershaw M. H., Schreiber R. D., Smyth M. J. (2011). Natural Innate and
Adaptive Immunity to Cancer. Annual Review of Immunology. 29(1):235-271.

Villalba M., Rathore M. G., Lopez-Royuela N., Krzywinska E., Garaude J., Allende-
Vega N. (2013). From tumor cell metabolism to tumor immune escape. The International
Journal of Biochemistry & Cell biology. 45(1):106-113.

69



Vinay D. S, Ryan E. P., Pawelec G., Talib W. H., Stagg J., Elkord E. a kol. (2015).
Immune evasion in cancer: Mechanistic basis and therapeutic strategies. Seminars in Cancer
Biology. 35(4):185-198.

Vincent A., Herman J., Schulick R., Hruban R. H., Goggins M. (2011). Pancreatic cancer.
The Lancet. 378(9791):607-620.

Vivier E., Raulet D. H., Moretta A., Caligiuri M. A., Zitvogel L., Lanier L. L. a kol.
(2011). Innate or adaptive immunity? The example of natural killer cells. Science. 331:44-49.

Vivier E., Tomasello E., Baratin M., Walzer T. a Ugolini S. (2008). Functions of natural
killer cells. Nature Immunology. 9:503-510.

Vorli¢ek J., Abrahamova J., Vorli¢kova H. a kol. (2016). Klinicka Onkologie pro sestry.
Praha: Grada.

Waldmannova E., Caisova V., Faberova J., Svackova P., Kovairova M., Svackova D. a
kol. (2016). The use of Zymosan A and bacteria anchored to tumor cells for effective cancer
immunotherapy: B16-F10 murine melanoma model. International Immunopharmacology.
39(2):295-306.

Wherry E. J., Teichgraber V., Becker T. C., Masopust D., Kaech S. M., Antia R. a kol.
(2003). Lineage relationship and protective immunity of memory CD8 T cell subsets. Nature
Immunology. 3:225-234.

Williams M. A. a Bevan M. J. (2007). Effector and memory CTL differentiation. Annual
Review of Immunology. 25:171-192.

Woodland D. L. (2003). Cell-mediated immunity to respiratory virus infections. Current

Opinion in Immunology. 15:430-435.

Yamagiwa S., Gray J. D., Hashimoto S., Horwitz D. A. (2001). A role for TGF-§ in the
generation and expansion of CD4+ CD25+ regulatory T cells from human peripheral blood.
The Journal of Immunology. 166(12):7282-7289.

Yang J., Brook M. O., Carvalho-Gaspar M., Zhang J., Ramon H. E., Sayegh M. H. a kol.
(2007). Allograft rejection mediated by memory T cells is resistant to regulation. Proceedings
of the National Academy of Sciences. 104:19954-19959.

70



Youngblood B., Hale J. S., Kissick H. T., Ahn E., Xu X., Wieland A., Araki K. a kol.
(2017). Effector CD8 T cells dedifferentiate into long-lived memory cells. Nature. 552:404.

Zhang Q. a Lakkis F. G. (2015). Memory T cell migration. Frontiers in Immunology. 6:504.

Zitvogel L., Tesniere A., Kroemer G. (2006). Cancer despite immunosurveillance:

immunoselection and immunosubversion. Nature Reviews Immunology. 6(10):715-727.

71



