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1 Uvod

Nové poznatky o vztahu mezi imunitnim systémem a nadory udélaly v poslednich
letech velky pokrok umoznujici vyvoj imunoterapie, kterd predstavuje nad¢ji v 1écbe
rakoviny. Imunoterapie je rychle se rozvijejici [é¢ebnd metoda dnesni doby a lze ji povazovat

za jiz bézn¢ uzivanou metodu pii 1éEbé nddorovych onemocnéni.

Velky potencial ma zejména neoadjuvantni imunoterapie, ktera zaujima stale
vyznamnéjsi roli v 1é€bé naddorovych onemocnéni. Neoadjuvantni terapii lze chépat jako 1écbu
podavanou pied lokalni terapii za cilem usnadnéni chirurgického zdkroku. V dnesni dobé je
Jiz koncept neoadjuvantni terapie vice rozsifen a nabizi vice 1é¢ebnych postupt (Trimble a
kol., 1993). Nové imunoterapeutické pristupy se primarné zaméfuji na zvySeni imunitni
odpovédi proti nadorovym bunikdm a zlepsSeni celkového vyléceni pacienta (Galli a kol.,

2020).

Zajem o neoadjuvantni imunoterapii je ¢aste¢né zalozen na neddvnych preklinickych
studiich na mySich modelech, kdy imunoterapie podéna pted resekci nadoru vedla k lepsi
imunitni odpovédi a dlouhodobému pfeziti jedince, nez stejna terapie podana adjuvantné (Liu
a kol., 2016). Preklinické studie svymi vysledky poskytly silny impuls pro snahu o zavedeni

neoadjuvantni imunoterapie do klinickych studii.

Slozitost interakci mezi imunitnim systémem a nadorovym mikroprostiedim
predstavuji skuteCnou vyzvu pii snaze vyvinout nové lé¢ebné metody neoadjuvantni
imunoterapie. Dosavadni poznatky jsou ovSem dikazem, Ze se jednd o velmi nadéjnou

lécebnou terapii, ktera casto dosahuje svymi preklinickymi studiemi obdivuhodnych vysledki.



2 Cile prace

@ Cilem prace je vypracovani reSerSe znamych poznatkl tykajicich se neoadjuvantni
nadorové imunoterapie.

@ Vypracovani navrhu experimentu s neoadjuvantni nddorovou imunoterapii na mysim

modelu melanomu (B16-F10).



3 Nadorova onemocnéni

Nadorové onemocnéni je oznaceni velmi riznorodé skupiny chorob, kdy dochazi
k nekontrolovatelnému ristu a $ifeni bunék, které se vymkly bunécné kontrole a chovaji se
jako buniky abnormalni (Mathur a kol., 2015). V ¢estiné mé toto onemocnéni sviij laicky nazev

rakovina, pod kterym je také nejvice znamé.

Podle vyhodnoceni dostupnych mezinarodnich dat zroku 2019 je rakovina po

kardiovaskularnich onemocnénich na druhém misté v poctu imrti (Ritchie a kol., 2018).

3.1 Nadorové buiky

Buiiky, které byly vySe popsany jako abnormadlni, se nazyvaji builky nadorové.
Vznikaji pfeménou somatickych bunék pod vlivem nékolika riznych signald, napt. volnych
radikal zpisobujicich mutaci jejich DNA. Rakovinné bunky byvaji povazovany za
nesmrtelné bunky diky jejich schopnosti se nekoneéné délit a branit se bunécné smrti nazyvané

apoptoza (Hegde a kol., 2013).

Pro zmény u rakovinnych bunék vznikl ndvrh hovotici o Sesti zakladnich
fyziologickych vlastnostech, které jsou nezbytné pii pfeméné ze somatickych bunék. Mezi
tyto vlastnosti patii: sobéstatnost v produkci ristovych signall, necitlivost k signalim
zastavujicim bunécny cyklus, posileni angiogeneze, invaze do tkani a tvorba metastaz,
neomezeny replikacni potencial a unik pied apoptdzou. Pro akumulaci vSech téchto vlastnosti
je podminkou nestabilita genomu (Hanahan & Weinberg, 2000). V roce 2011 byl tento navrh
roz$ifen o nové vlastnosti. Konkrétné se jednalo o schopnost tniku pied destrukci imunitnim
systémem, genovou nestabilitu a pfitomnost mutaci, schopnost zménit energeticky
metabolismus a vznik zanétu podporujici karcinogenezi (Hanahan & Weinberg, 2011). Tento
soubor deseti vlastnosti byl poté rozsifen o senescentni bunky, zpfistupnéni fenotypické
plasticity, polymorfni mikroby a bezmuta¢ni epigenetické pfeprogramovani. V souc¢asné dobé
tedy hovofime o ¢trnécti zakladnich vlastnostech asociovanych se vznikem nadort. Kazda
ztéchto fyziologickych zmén pfedstavuje svym projevem UspéSné piekonani
protirakovinného obranného mechanismu, ktery se vyskytuje ve vSech bunkach a tkanich

(Hanahan, 2022).



Lidska somaticka builka mé& omezeny pocet bunééného dé€leni, zatimco rakovinna
buika se mlze obvykle délit neomezené. Zkracovani telomert, koncovych repetic na
chromozomech, je dilezitym krokem v procesu starnuti télnich bunék. S kazdym bunécnym
délenim dochazi ke zkracovani telomert, dokud se bunika nemtze jiz dale délit. Rakovinné
bunky maji schopnost aktivovat enzym telomerazu fungujici jako reverzni transkriptaza, ktera
prodluzuje telomery. Telomerdza udrzuje telomery v rakovinnych builkidch a tim jim

umoznuje se nekonecné délit a dochédzi k nadorovému bujeni (Shay a kol., 2001).

3.2 Pri¢iny vzniku nadori

Nédorova onemocnéni nevznikaji ze dne na den. Pfi¢inou je akumulace n¢kolika zmén,
které ptispivaji ke vzniku nadorovych bun¢k. Pfiiny vzniku nddorového onemocnéni jsou
rizné, a ne vzdy zcela vysvétlené. Na vzniku onemocnéni se podili velké procento faktort jak
vnéjsich, tak i vnitfnich. Mezi hlavni rizikové vnéjsi faktory se fadi tabdk, chemikalie, slune¢ni
zateni a infekce. Mezi rizikové vnitini faktory se fadi dédi¢nost, hormony, imunitni stav a
ndhodné mutace. Také Zivotosprava jedince patii k jednomu z nejdilezitéjsich faktort.
Konkrétné se jedna o Spatné stravovaci navyky spojené s nezdravou stravou a nedostatecnou
fyzickou aktivitou, obezitu, stres a zneciSténé zivotni prostiedi. Rakovina je nebezpecnou
nemoci, pravé kvuli schopnosti vSech faktor plisobit spolecné na podpoie karcinogeneze
v téle (Mathur a kol., 2015). Jednou z pficin vzniku a rozvoje nadorového bujeni mohou byt

také infek¢ni, bakterialni, virova a parazitarni onemocnéni (Krejsek a kol., 2016).

Pro spravné fungovani bunék je také diilezita dostupnost vsech zivotné dilezitych zivin
a vhodné mnozstvi antioxidantl pfijimanych z potravy. Z tohoto poznatku vyplyva, Ze pii
nedostatecném piisunu zivotné dilezitych zivin dochazi ke zméndm na bunééné trovni. Mezi
tyto zmény patii také schopnost efektivné opravit DNA v téchto bunkach a tim se mohou stat
nachylné k pfeméné na rakovinné. Lidské télo je vybaveno antioxidacnimi obrannymi
mechanismy, jednim znich je produkce antioxida¢nich enzymil. Mezi tyto enzymy patii
superoxiddismutdza, glutathionperoxidaza, kataldza a dal$i. Antioxidacni obranné
mechanismy se snazi zabranit vzniku oxida¢niho stresu zptisobené¢ho volnymi radikaly, ktery

pusobi také jako piivodce nddorovych onemocnéni (Ames, 2010).



Vznik nadorti neboli karcinogeneze je slozity vicestupiiovy proces, kdy genetickymi
zménami dochazi k transformaci somatickych bunc¢k na builky nadorové (Hanahan &

Weinberg, 2000).

3.3 Signaly nadorového onemocnéni

Rakovina jako onemocnéni zpisobuje zmény v genomu. Tato znalost vychazi z objevu
mutaci, které se podileji na vzniku onemocnéni a zaroven ho doprovazi po cely jeho priibéh.
Mezi tyto mutace patii napt. produkce onkogenti se zesilenou funkci a potlacena funkce tumor

supresivnich genil (antionkogeny) (Hanahan & Weinberg, 2000).

Vyznamnymi biochemickymi indikatory, které upozoriiuji na ptitomnost nadorového
onemocnéni, jsou nddorové markery (angl. tumor markers TM). Jedna se o skupinu velmi
riznorodych latek, které 1ze detekovat v krevnim séru ¢i jinych télesnych tekutinach pacienta.
Obvykle jsou tyto latky produkovany nadorovymi bunikami, ale mohou byt i produkovany
télem vreakci na nador (Nagpal a kol.,, 2016). Stanoveni nadorovych markeri muize
poskytnout blizsi informace o vlastnostech a chovani nadoru, tudiz mohou slouzit k podpote
stanovené diagndzy. Zarovenl se jejich monitorovani u pacienti bézné pouziva bud’ pii
kontrole pribéhu 1écby nebo piipadné recidivy onemocnéni. Mezi nddorové markery
nékterych nadort patii napt. CEA (karcino-embryonalni antigen), PSA (prostaticky specificky
antigen) a mnoho dalSich (Zima, 2014).

Jednim z biomarkerti je i vysoky pomér cirkulujicich neutrofil k lymfocytim
v periferni krvi pacienta. ZvySeny pocet neutrofilli miize byt indik4torem infekce, zdnétu nebo
pravé rakoviny (Shaul a Fridlender, 2019). Dale také ptitomnost enzymu telomerazy souvisi
s proliferaci bunék, to napovidd, Ze se jedna o rakovinné builkky nebo kmenové bunky.
V télnich buikich se enzym telomeraza vyskytuje také, ale u vétSiny téchto bunék je

v nedetekovatelném mnozstvi (Shay & Bacchetti, 1997).

3.4 Sireni nadoru

Sifenim rakovinnych bun¢k vné mimo misto jejich vzniku dochazi k tvorbé metastaz,

ty byvaji nejcastéjsi priinou Umrtnosti pacientl srakovinou. Tvorba metastaz je



komplikovany, ale dobfe organizovany proces. Makroskopicky utvar vytvofeny na

metastazovaném misté nazyvame sekundarni nador (Zhang, 2013).

V nekontrolovatelném rlstu nemize nador pokracovat na plivodnim misté vzniku a
brzy dochazi k prostorovému omezeni, nedostatku zivin a nedostatku kysliku. Rakovinna
bunika v tomto piipad¢ prechdzi na anaerobni glykolytickou drahu, aby vyrobila energii pro
preziti i v podminkach bez kysliku. Tento jev, kdy nadorova bunka vyuzivd anaerobni
mechanismus, je popisovan jako Warburglv efekt. Jako reakce na hypoxicky stav a dalsi
podnéty se nasledné spusti syntézy proteinli umoziujici odd€leni a nasledné presunuti. Cely
proces tvorby metastaz a jejich Sifeni je nazyvan souhrnnym ndzvem metastaticka kaskada.
Na pocatku kaskddy dochazi k prechodu zepitelu do mezenchymu (EMT), kdy se
polarizovana epitelidlni buiikka pfeménuje na pohyblivou mezenchymovou buiiku. Nésledné
dochazi k invazi nddorovych bunék ptes bazalni laminu do krevni cévy, pteziti nadorovych
bun¢k v krevnim fecisti, opusténi krevni kapilary a vstup do tkané vzdaleného organu, kde
dochazi k adaptaci a nésledné proliferaci. V krevnim fecisti se nachdzeji buniky imunitniho
systému, pfed kterymi se nadorové bunky dokézi skryvat, a ne vzdy jsou odhaleny (Hegde a

kol., 2013).

Z klinickych pozorovani lze podpofit hypotézu, Ze metastazy byvaji pfitomny u nadori
starSich, které jsou natolik maligni, aby doslo k jejich Sifeni. Tato skutecnost je opfena i o
klinické pozorovani 1é€by néckterych rakovin v raném stadiu, kdy lze nador jednoduseji

odstranit z divodu neptitomnosti metastaz (Zhang, 2013).

Vyvoj nddorového onemocnéni by se mohl schematicky shrnout do tfi postupnych fazi:
buiikach, které vedou k nevratnym bunéénym zménam a ty davaji pti¢inu vzniku nadorovych
buné¢k. Podpora je charakterizovéana jako ptezivani a proliferace vzniklych nadorovych bunék.
V posledni fazi, kterou predstavuje progrese nadoru, dochazi k ristu velikosti nddoru, ktera

muze nebo nemusi byt spojena s tvorbou metastaz (Rakoff-Nahoum, 2006).



4 Klasifikace nadorovych onemocnéni

V dnesni dobé je znamo vice nez 100 riznych typd nadorovych onemocnéni. Jejich
nazev byva obvykle odvozen z mista jejich vyskytu nebo podle typu bun¢k z kterych nador
vznikl (Hanahan & Weinberg, 2000). Nadorové onemocnéni byva obvykle tvoreno
makroskopickym utvarem, existuji ale i typy jako je napf. leukémie, které netvori nador

(Sudhakar, 2009).

4.1 Benigni nador

Nédory, které zlstavaji v misté svého vzniku, aniz by napadaly jiné ¢asti téla, jsou
benigni nadory (nezhoubné). Jsou charakteristické pomalym riistem a znatelnym ohranicenim.
Tento typ nadoru nebyva obvykle problematicky. Komplikace mohou nastat s jeho zvétSenim,
kdy mechanickym tlakem ovliviiyje jiné struktury v blizkosti, to miiZze zptisobovat bolest nebo
jiné zdravotni komplikace. Benigni nddor je mozné chirurgicky odstranit, aniz by hrozil jeho
opakovany vyskyt. Existuji i specifické typy benignich nadorti se schopnosti ptechodu v nador

maligni (potencionalné maligni) (Patel, 2020).

4.2 Maligni nador

Nejvice se v této bakalaiské praci odkazuje na nadory maligni (zhoubné). Tento typ
nadoru plisobi agresivné vici okolni tkdni. Je problematicky svym nekontrolovatelnym ristem
a Castym metastdzam. Lécba byva obvykle kombinovana a vzdy zélezi na rozsifenosti
rakoviny v téle. V pripadé€ Casného zachyceni se voli obvykle chirurgické odstranéni s moznou
adjuvantni 1écbou. Pokud k rozsifeni nddoru dosSlo, voli se 1écba systémova, jako je

chemoterapie nebo imunoterapie (Patel, 2020).

4.2.1 Melanom

Proliferaci pigmentovych bunék, znamych jako melanocyty, dochédzi k utvareni
maligniho melanomu. Jedna se o pomérné bézny maligni nédor, ktery mize mit potencidlné

letalni prabéh. Protoze se jednd o nddorové onemocnéni pigmentovych bunék, postihuje



melanom nejbéznéji kizi. Méné Castymi variantami vyskytu jsou napf. melanom ocni,

slizni¢ni a amelanoticky (Fikrle & Pizinger, 2010).

Vznik melanomu souvisi s nékolika genetickymi faktory. Nejvétsi predispozici
k tomuto nadoru maji lidé s bilou barvou ktize, konkrétné se jedna o lidi s fototypem 1. Ten je
typicky velmi svétlou kizi, rezavymi vlasy, modryma oc¢ima, ¢etnymi pihami a silnou reakci
na slune¢ni zafeni. Konkrétné¢ UV zéfeni je vyznamnym vnéjSim faktorem zpisobujicim

tvorbu melanomu (Fikrle & Pizinger, 2010).

4.2.1.1 Melanom B16-F10

Ptfi experimentech, které se uskutecniuji za cilem nalezeni vhodné 1écby nadori, se
pouzivaji nejcastéji mySi modely metastatického melanomu B16. Podle zplisobu podani
nadorovych bunck mys$im miZze jit o experimentalni metastaticky model nebo spontanni
metastaticky model. Oba tyto modely jsou vytvofeny injekovanim nadorovych bun¢k do
syngennich mysi, kdy u experimentalniho modelu je tomu tak intravendzné, zatimco u

spontanniho modelu subkutanné (Nakamura a kol., 2002).

Obecné Ize melanom B16 popsat jako malo imunogenni nebo az neimunogenni nador.
Z tohoto ditvodu je povazovan za nejlepsi k testovani riiznych metod imunoterapie, protoze
jeho 1écba predstavuje velkou vyzvu. Melanom B16-F10 je jednim ze ¢tyf typt mysiho
melanomu B16. Bunécéna linie B16-F10 se osvédcila svoji agresivitou a schopnosti
metastazovat do plic. V preklinickych studiich se tato buné¢na linie bézné pouziva k in vivo

experimentim (Overwijk a Restifo, 2000; Nakamura a kol., 2002).



S Imunitni systém

Systém s funkci udrzovani homeostdzy proti piisobeni nejen vnéjsich ale i1 vnitinich
Skodlivych faktorti je znam jako imunitni systém. Na rozdil od jinych systému se nejednd o

anatomickou strukturu s pfesnym ohrani¢enim (Ferencik a kol., 2004).

V imunitnim systému probihaji neustdle rozpoznavaci reakce, které pfispivaji
k udrzovani integrity organismu. Tyto rozpozndvaci schopnosti umoziuji imunitnimu
systému vykonavat tii dulezit¢ funkce: obranyschopnost, autotoleranci a imunitni dohled.
Rozpoznani vnéjsich Skodlivin a patogennich mikroorganismu spolu s jejich toxiny je zndmo
pod pojmem obranyschopnost imunitniho systému. Autotoleranci lze chépat jako rozpoznani
vlastnich tkéni organismu, které se nasledné udrzuji v toleranci. Posledni funkci imunitniho
systému je imunitni dohled neboli obrana organismu pied starymi, poskozenymi, nadorove

transformovanymi nebo jinak pozménénymi vlastnimi buiikami (Hoftejsi a kol., 2017).

Imunitni systém nevynechava ze svého dohledu zaddnou ¢ést téla organismu, a proto
dochazi ke znacné spottebé zdroju za vzniku velkého mnozstvi riiznorodych bunek a molekul.
Pravé tyto slozky imunitniho systému jsou zodpovédné za jeho spravné fungovani v boji proti
vSem Skodlivym faktortim (Nicholson, 2016). Imunitni systém se déli na dva zakladni obranné
subsystémy, mezi kterymi dochéazi k neustadlym interakcim. Jde o vrozenou a adaptivni
imunitu, které se 1i8i podle miry jejich specific¢nosti. U obou typt imunity jsou pfitomny slozky

jak humoralni, tak bunécné (Marshall a kol., 2018; Hotejsi a kol., 2017).

5.1 Vrozena (nespecifickd) imunita

Nespecifické imunitni mechanismy zalozené na pfedem pfipravenych molekulach a
bunikach v organismu tvofi tzv. vrozenou imunitu, kterd je zndma i pod nazvem pfirozena
imunita. Pfi imunitni reakci se na potiebné misto dostanou nejdiive buiiky vrozené imunity,
tim pfedstavuje vrozena imunita prvni obranny mechanismus po setkani s antigenem.
K imunitni reakci dochdzi béhem nékolika minut po detekci patogena v organismu. Rychla
odezva je jednou z ptednich vlastnosti vrozené imunity. Protoze se jednd o nespecifickou
imunitu, spoléhd vrozend imunita na nizs§i vybér receptord, nez je tomu u adaptivni imunity

(Hato a Dagher, 2015; Turvey a Broide, 2010).

Klic¢ovou roli hraji buniky vrozeného imunitniho systému i pfi aktivaci a fizeni reakci

adaptivni imunity (Janeway a kol., 2001).



Bunécné slozky nespecifické imunity se skladaji z fagocytujicich bunck (makrofagy,
monocyty, neutrofily, eozinofily), antigen prezentujicich bun¢k (napt. dendritické buniky) a
bun¢k ptirozenych zabijecii (NK bunky). Mezi humoralni slozky vrozeného imunitniho
systému patfi napt. interferony (IFN), pfirozené protilatky, pentraxiny a soubor zhruba 30
sérovych a membranovych proteinil, ktery se oznacuje komplement. Nedilnou soucasti
vrozené imunity jsou i epitelialni buniky vykonavajici hned n¢kolik diilezitych funkci. Jednou
z téchto funkci je produkce cytokinti a chemokinti (Hofejsi a kol., 2017; Hato a Dagher, 2015).
Pravé cytokiny a chemokiny jsou schopné vyvolat zanét. Na misto zdnétu se jako prvni dostavi
neutrofily s makrofdgy a az po aktivaci antigenem se dostavi i slozky adaptivni imunity.
Schopnost vrozené imunity vyvolat zanét lze tedy povazovat za jednu z nejpodstatnéjSich

(Janeway a kol., 2001).

Nespecifickd imunita byva ucinné proti mnoha riznym patogennim organismtim diky
schopnosti buné¢énych receptori rozpoznat typické strukturni nebo funkéni molekuly patogenii
znamych pod zkratkou PAMP (angl. pathogen-associated molecular patterns). Vrozeny
imunitni systém rozpoznava sdilené struktury patogentl, zatimco adaptivni imunitni systém
rozpoznava individudlni struktury. Podstatnymi receptory, které rozpoznavaji PAMPs jsou
PRR (angl. pattern recognition receptor), z nichz nejvyznamnéjsi jsou Toll-like receptory
(TLR) a receptory skupiny CLR (angl. C-type lectin receptors). Rada TLR miize byt také
stimulovand molekulami, které se uvoliiuji z poskozenych bunc¢k a tkani (Hotejsi a kol., 2017).
Takové molekuly maji ndzev DAMPs (angl. damage associated molecular patterns). DAMPs
se podileji na iniciaci neinfekéni zanétlivé odpovédi, kterou dochazi k aktivaci vrozené
imunity. Hlavni funkci TLR je indukce sekrece protizdnétlivych cytokini a aktivace nékterych
membranovych receptorti, které jsou nezbytné pro interakci s antigenné specifickymi
slozkami imunitniho systému. Aktivaci membranovych receptorti zajistuji TLR spojeni
imunitni odpovédi vrozené a adaptivni imunity. Podil TLR na regulaci zanétlivé odpovédi a
aktivaci vrozené i1 adaptivni imunity hraje vyznamnou roli pfi nadorovych onemocnénich

(Sameer a Nissar, 2021).

5.2 Adaptivni (specifickd) imunita

Adaptivni imunita, na rozdil od pfirozené, byva spusténa az po setkani se specifickym
antigenem (napf. na povrchu nadorovych bungk). Ten byva rozeznan antigenné specifickym

receptorem T lymfocytu (TCR) a specifickou protilatkou neboli imunoglobulinem (Ig).
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Protilatky jsou produkovany plazmatickymi buiikami, které se diferencovaly z B lymfocytu.
Jde tedy o imunitu na antigenu zavislou a zaroven antigenné specifickou. Pro spravnou funkci
specifické imunity je nezbytnd i aktivita vrozené imunity. Ob¢ tyto kategorie imunitniho

systému spolu neustale interaguji (Hotejsi a kol., 2017).

Tvorba protilatek zavisi na interakci mezi antigen prezentujici buikou (APC) a T
lymfocytem, ktery rozpozna antigen na APC. Aby mohly APC ptedlozit antigeny nebo jejich
fragmenty T lymfocytlim, vkladaji je do svych povrchovych molekul. Jednd se o molekuly
hlavniho histokompatibilniho komplexu (MHC), které slouzi jako prostiednik v komunikaci
bun¢k imunitniho systému (Nicholson, 2016). T lymfocyty rozpoznavaji antigenni peptidy na
molekulach MHC pomoci TCR a s nim asociovanych molekul (Vivier a Malissen, 2005).

Charakteristickym znakem adaptivni imunity je imunologicka pamét’, kterd umoznuje
rychlejsi a siln€jsi imunitni odpoveéd’ na konkrétni antigen, s kterym se uz organismus setkal
(Hortejsi a kol., 2017). Za vytvoteni imunologické paméti jsou zodpoveédné dlouhoveké
pamétové T a B lymfocyty, které byly vytvofeny béhem prvniho setkdni se specifickym
antigenem (Bonilla a Oettgen, 2010). Nevyhodu, kterou miiZze adaptivni imunita pfedstavovat,
je doba od prvniho setkani s antigenem a nasledna expanze antigen specifickych T a B

lymfocyti, kterd miZze trvat az 5 dni (Turvey a Broide, 2010).

5.3 Protinadorové imunitni mechanismy

Imunitni systém predstavuje klicovy prvek v prevenci rozvoje a progrese rakoviny.
Termin protinddorova imunita oznacuje imunitni reakce jak vrozené, tak adaptivni imunity,
které vedou ke kontrole nadorii. Pomoci antigenti exprimovanych naddorovymi bunikami je
imunitni systém schopen detekovat a nésledné eliminovat nadorové bunky. Pokud dojde
k neptitomnosti nebo nedostatecnosti jedné nebo vice slozek protinddorové imunity, miize se
zvysit Sance vyskytu rakoviny (Barbosa a kol., 2021).

Cilem imunity je eliminace vSeho Skodlivého, tedy i nddorovych bunck. Toho lze
docilit pomoci nékolika bunék imunitni soustavy, z nichz nejucinnéjsi jsou cytotoxické T
lymfocyty (Tc) a pfirozeni zabijeci (NK buiiky). Oba typy bunék spoustéji intracelularni déje
vedouci k apoptoze cilové builky. Na eliminaci nadorovych bunék maji vyznamny podil také
napi. dendritické buiiky (DC) a makrofagy (Martinez-Lostao a kol., 2015). Aby mohlo dojit
k interakci mezi nddorovou buitkkou a buiikou imunitniho systému je potfeba fada

komplexnich mechanismil, které tuto interakci umozni (Munhoz a Postow, 2016).
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Pravé posileni nebo pouziti nékterych protinddorovych imunitnich mechanismii a

bunék je hlavnim zamérem imunoterapie v boji proti rakoving.

5.3.1 T lymfocyty

Jak jiz bylo zminéno vySe, T lymfocyty jsou jedny znejvice ucinnych bunék
v protinddorové imunitni odpovédi. T lymfocyty se déli podle funkci na nékolik typh
cytotoxické T lymfocyty (Tc). Déleni T bun¢k zéavisi také na tom, jaké koreceptory exprimuyji.
Th lymfocyty nesou koreceptor CD4, ktery rozpoznava antigeny exprimované na MHC II
molekulach. CD4" T lymfocyty jsou hlavnimi producenty cytokint, které aktivuji ostatni
imunitni buiiky a reguluji imunitni odpovéd’. Tc lymfocyty jsou nositeli koreceptoru CDS a
rozpoznavaji antigeny ve spojeni s MHC I molekulami. Pravé CD8" T lymfocyty maji
schopnost rozeznat abnormalni buiiky a nasledné je likvidovat. K eliminaci vyuzivaji CD8* T
lymfocyty mechanismy piimého kontaktu s cilovou bunikou, nebo sekretuji toxiny do

extracelularnich prostort (Hotejs$i a kol., 2017; Waldman a kol., 2020).

5.3.2 NK buiiky

DalSimi cytotoxickymi lymfocyty, které hraji vyznamnou roli v protinadorové
imunitni odpovédi, jsou piirozeni zabijaci (NK buriky). Jedna se o buiiky vrozené imunity,
které oproti Tc lymfocytim postradaji specifitu. Zaroveil v porovnani s Tc lymfocyty
nevyzaduji predchozi expozici antigenu. NK buiiky maji n€kolik mechanismi, které vedou
k ochrané organismu pred infikovanymi nebo pozménénymi butikami (Abel a kol., 2018).
Kromé cytotoxickych mechanismii exprimuji NK buiiky nékteré cytokiny, napt. IFN-y a
TNFa (angl. tumor necrosis factor), tim se podileji na regulaci imunitniho systému (Sungur a

Murphy, 2014).

Na svém povrchu maji NK buniky Sirokou $kéalu stimula¢nich a inhibi¢nich receptort
umoziujicich imunitni dohled. Pravé inhibi¢ni receptory NK bunék jsou zaméfené na
nadorové bunky, které exprimuji velmi nizké hladiny molekul MHC I jako formu tiniku pfed
imunitnim systémem. NK buiiky jsou schopné tyto nizké hladiny detekovat a nasledné

eliminovat nadorové buiky (Gonzalez a kol., 2018).
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ProtoZe se jedna o cytotoxické lymfocyty, tak jednim z mechanismi, jak NK buiky
mohou nicit napf. nadorové burky, je pomoci pfimého kontaktu. Dal§im vyznamnym
mechanismem je iniciace apoptdzy, kterd je zprostfedkovana cytolytickymi granulemi (Abel
a kol., 2018). Granule v cytoplazmé NK bunék obsahuji cytolytické proteiny perforin a
granzymy. Pomoci perforinu dochazi k tvorb€ pori v bunééné membrané cilové buiiky, kudy

nasledné proniknou granzymy a vyvolaji apoptézu (Gonzalez a kol., 2018).

5.3.3 Makrofagy

Dulezitymi bunkami vrozeného imunitniho systému jsou fagocytické makrofagy.
Jejich hlavni tlohou je udrzovani homeostazy organismu a iniciace opravy postizené tkané.
Aby mohly makrofagy plnit tyto ulohy, vykonéavaji hned né€kolik funkci, mezi které patii
odstraiiovani mrtvych bunck a dalsiho tkanového odpadu, fagocytovani mikroorganismd,
produkce cytokini, produkce toxinll, prezentace antigenu, iniciace opravy tkan¢ a regulace

zanétu (Hortejsi a kol., 2017; Gonzalez a kol., 2018).

Makrofagy jsou mimotadné heterogenni populaci bun€k a mohou se nachazet
v riiznych stavech v zédvislosti na stimulech z prostfedi. Nejvice studované jsou makrofagy
skupiny M1 a M2. Pisobenim cytokinu IFNy se aktivuji prozanétlivé makrofagy oznacované
jako M1, které prostfednictvim produkce cytokinli a oxidu dusnatého ni¢i nadorové burky.
Zaroven makrofagy M1 funguji jako APC aktivujici Tc lymfocyty. Pomoci exprimovani

prozanétlivych cytokinii dostavaji makrofagy M1 dalsi imunitni builkky do mista zanétu a

w1
v
-----

-----

makrofagy M2 maji i nepfiznivé ucinky, kdy svoji aktivitou mohou podpofit rist nddoru

(Ostrand-Rosenberg, 2008; Ross a kol., 2021).

5.3.4 Neutrofily (neutrofilni granulocyty)

v

Nejhojnéjsimi leukocyty v krvi jsou neutrofily, pfedstavujici prvni obrannou linii pfi
infekcich a zanétech. Neutrofily vyuzivaji fadu mechanismi pro boj s mikroorganismy nebo
napf. nadorovymi bunkami. Mezi tyto obranné mechanismy patii fagocytoza, tvorba
neutrofilnich extracelularnich pasti (NET), produkce cytokini a chemokinti, uvoliiovani

proteazy a dalsi (Uribe-Querol a Rosales, 2015).
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Bylo prokazéno, ze neutrofily maji vlastnosti, které bud’ brani nebo podporuji
proliferaci nadoru. Jedna se o neutrofily spojené snadorem (TAN). Neutrofily
s protinadorovymi vlastnostmi mohou zabijet naddorové buiiky prostfednictvim cytotoxicity
zavislé na protilatkdch nebo ptfimou cytotoxicitou. Diky jejich schopnosti zabijet nadorové

buniky, mohou neutrofily aktivné branit vyskytu metastdz (Granot a Jablonska, 2015).

Pfi iniciaci rakoviny dochdzi k vyvolani zanétu v reakci na poSkozeni tkanég, a prave
neutrofily jsou kli¢ovou slozkou zanétu. Protoze se jednd o buniky s vysokou plasticitou, tak
se neutrofily mohou pfizpusobit riznému nadorovému mikroprostfedi. Takové ptizplisobeni
umoznuje neutrofiliim vyvijet rizné ucinky na nador. Této skutecnosti by se mohlo vyuzit ve
prospech 1é¢eného pacienta a pomoci podané imunoterapie by bylo neutrofilim zabranéno

pfeprogramovani na protinadorové TAN (Xiong a kol., 2021).

5.3.5 Dendritické burniky

Pfi iniciaci a regulaci protinddorové imunitni odpovédi hraji kli¢ovou roli také antigen
prezentujici buniky (APC). Pravdépodobné nejucinnéjsi APC jsou dendritické bunky (DC),
které slouzi jako spojujici ¢ldnek mezi vrozenou a adaptivni imunitou. Hlavni funkci DC je
zachyceni ciziho antigenu, jeho zpracovani a nasledné prezentovani tohoto antigenu nebo jeho
fragmentii v komplexu s molekulami MHC I a II tfidy. Prezentovanim antigenu dojde ke zrani
a aktivaci specifickych Tc lymfocytl, které jsou schopné identifikovat nadorové buiilky
dané¢ho antigenu a ni¢i je (Markov a kol., 2016). Pro optimalni stimulaci imunitni reakce, tedy
1 T lymfocyti a NK bunék, produkuji DC fadu cytokinti, mezi které patii napt. IL-1, IL-6, IL-
12, IFN-y a TNF-a (Hoftejsi a kol., 2017; Sungur a Murphy, 2014).

Dnes jiz existuji adjuvancia, tj. latky zesilujici imunitni reakci, zaméfené na DC, napf.
vakciny na bazi DC. Hlubsi pochopeni molekuldrnich mechanism, kterymi rizné podskupiny
DC funguji v souvislosti s nadory, by mohlo vést ke zvySeni jejich vyuziti v naddorové
imunoterapii zamétené na posileni aktivity T lymfocytid (Wculek a kol., 2020; Hoftejsi a kol.,

2017).

5.4 Unik nadorovych bunék pied imunitnim systémem

I ptes to, ze nddorové buiiky mohou pusobit jako zcela odlisné od bun¢k normélnich a
mélo by dojit kjejich rozpoznani imunitnim systémem, k tomu mnohdy nedochazi.

K tspésnému rozvoji protinddorové imunity Casto brani celd fada faktort. Jednim z divodi
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je, ze nadorova builkka ma fadu mechanismu, které brani imunitnimu systému v jejim
rozpoznani. Nékdy se mohou naopak nadorové buriky lisit velmi malo od bun¢k normalnich

a imunitni systém je ptehlizi (Ferencik a kol., 2005).

Mikroprostiedi nadoru je tvoteno slozitou siti bun€k a humoralnich latek, ty mohou
posunout protinddorovou imunitni odpovéd’ ve vlastni prospéch. Z toho vyplyva, Ze rakovina
neni pouze utvar transformovanych bungk, a Ze velkou ¢ast nadorové hmoty tvoii rizné bunky
organismu (Bissell a Radisky, 2001). Mezi buiiky, které se mohou vyskytovat v nddorovém
mikroprostiedi, patii fibroblasty, pericyty, adipocyty a hlavné imunitni bunky (Galli a kol.,
2020).

5.4.1 Imunoeditace nadoru

Proces, kterym imunitni systém ovliviiuje vyvoj nadoru se nazyva imunoeditace
nadort. Vztah mezi imunitnim systémem a naddorem prochdzi podle hypotézy imunoeditace
tremi fazemi, a proto se n€kdy tento proces oznacuje jako 3E. Jedna se o faze, které se
nazyvaji: eliminace, rovnovaha a Unik (angl. elimination, equilibrium, escape). V pribéhu
téchto fazi dochazi k postupné ztrat¢ imunogenicity nadorovych bunék, tedy jejich schopnosti
vyvolat imunitni odpovéd’. Nadorové buniky se pod selekénim tlakem ze strany imunitniho
systému méni a ziskdvaji imunosupresivni mechanismy umozujici progresi onemocnéni

(O’Donnell a kol., 2019).

Féze eliminace odpovida teorii imunitniho dohledu, kdy slozky vrozené a adaptivni
imunity spolupracuji pfi rozpoznani a eliminaci nddorovych bunck. Nékdy ale neni imunitni
systém dostate¢né rychly pii eliminaci vSech pozménénych bunék. Nador je schopny v
prabéhu svého vyvoje akumulovat dalsi mutace, které umozni nddorovym bunikdm se vyhnout

eliminaci a tim nador postupuje do fdze rovnovahy (O’Donnell a kol., 2019).

Jedna se o nejdelSi fazi, kterd ustanovi rovnovdhu mezi imunitnim systémem a
nadorovymi bunikami. Imunitni systém kontroluje rist nddoru ve stavu funkéni dormance.
Féaze rovnovahy miZze skoncit tfemi riiznymi situacemi. Prvni situaci miize byt kompletni
eliminace nadorovych bunék. Druhou situaci je dlouhodobé udrzeni rovnovahy mezi
imunitnim systémem a nadorovymi bunikami, které miiZe trvat po cely Zivot pacienta. Ve tfeti
situaci ziskavaji nadorové bunky schopnosti vyhnout se kontrole imunitniho systému. Miize
k tomu dojit na zakladé nckolika vlivli, napf. oslabenim imunitniho systému nemoci,

akumulaci dalsich mutaci a dalsi (Hotejsi a kol., 2017).
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Tim nador vstupuje do tfeti faze a zcela unikéd kontrole imunitniho systému a zacina
nekontrolované rast. V této fazi, kdy ma nador jiz fadu mechanismi odolnosti vici

imunitnimu systému, byva klinicky detekovatelny (Stastny a Rihova, 2015).

5.4.2 Mechanismy odolnosti nadoru vii¢i imunitnimu systému

Nédorové buiikky se mohou vyhybat imunité prostiednictvim riiznych mechanismt,
které bézn¢ zahrnuji ztratu antigenicity a imunogenicity. Dal$i Unikova strategie souvisi
s produkei cytokind a imunosupresivnich faktord, s jejichz pomoci mohou nadorové bunky
vytvofit imunosupresivni nadorové mikroprostfedi, které brani efektivni imunitni odpovédi
(Tang a kol., 2020). Téchto mechanismi nabyva nadorova buiika prostfednictvim mutaci nebo
deleci genli. To délda znddorovych bunék mimotaddné heterogenni bunky s vysokou
variabilitou (Stastny a Rihové, 2015). Vyznamnymi tinikovymi mechanismy jsou nap¥. ztrata
antigenicity, dysfunkce dendritickych bunék, produkce faktort inaktivujici T lymfocyty,
snizend exprese molekul MHC I, zvySena exprese molekul PD-L1 (Tang a kol., 2020).

Potlaceni aktivity T lymfocytl je klicovym mechanismem nadorového uniku pred
imunitnim systémem. K potlaceni aktivity T lymfocyti mize dojit skrze inhibici nékterych
mechanismi rozpoznani a prezentovani antigenu (napf. inhibice funkce antigen prezentujicich
bun¢k). Pokud si nddor zachovéd dostatecnou antigenicitu pro jeho rozpoznani imunitnim
systémem, uplatni se v uniku pfed eliminaci pfedev§im mechanismy snizujici imunogenicitu

nadoru, jako napt. exprimovani ligandu PD-L1 (Kim a Cho, 2022).

Nédorové buitky mohou ztratit svoji antigenicitu, aby zabranily imunitni reakci. Ke
ztraté antigenicity mize dojit bud’ mutaci, kterd ztraci ptivodni nadorové antigeny, nebo
v disledku mutace prezentace antigenu buitkdm imunitniho systému. Nékteré nadorové bunky
mohou v Casné fazi vyvoje zcela postradat mutaci zajiStujici tvorbu nédorovych antigent

(Beatty a Gladney, 2015).

Existuje také fada mechanismil, pomoci kterych dokaze nador potlacit nebo zcela
utlumit funkce DC. K inhibici zrani DC dochazi prostiednictvim produkce nadorovych
faktord, jako napt. IL-6, IL-10, IL-35 (Tang a kol, 2020; Kim a Cho, 2022). Nador mtize také
potlacit nebo blokovat funkci DC vychytavat a zpracovavat nadorové antigeny. Zminéné
mechanismy inhibice DC spolu stfadou dalSich mechanismli vedou nejcastéji k rozvoji

tolerance T lymfocytl viici nadoru (Markov a kol., 2016).
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Velmi uc¢inné mohou nadory tlumit T lymfocyty prostfednictvim ptimého kontaktu.
Pravé exprese molekuly PD-L1 (programmed cell death ligand 1) na nadorovych buiikach
pfedstavuje dtlezity inhibicni mechanismus. Na ligand PD-L1 se vaze receptor PD-1
(programmed cell death protein 1), ktery je exprimovan zejména aktivovanymi T lymfocyty.
PD-1 se fadi mezi tzv. kontrolni body imunitniho systému (angl. immune checkpoints). Funkci
PD-1 je inhibice adaptivni i vrozené imunitni odpovédi a nddorové buiiky toho mohou vyuzit

pro Unik pted imunitnim systémem (Han a kol., 2020).

Lepsi pochopeni mechanismti odolnosti rakoviny vii€i imunitnimu systému by mohlo
pomoci pii vybéru lécebného postupu u pacientll. Zejména pro nadorové imunoterapie je
pochopeni téchto mechanismi kritické a pomohlo by urcit, u kterych pacientti je nejvetsi
pravdépodobnost, ze dand imunoterapie bude U¢innd a s co nejmensimi vedlej§imi GCinky

(Beatty a Gladney, 2015).
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6 Nadorova terapie

V zavislosti na typu rakoviny, jeji lokalizaci a stadiu progrese je zvolena 1écba a jeji

postup (Abbas a Rehman, 2018).

Lécba rakoviny predstavuje velmi slozity proces a Casto se chirurgické metody,
radioterapie, chemoterapie a imunologie pouZzivaji ve vzdjemné kombinaci. Lécba podana po
primarni terapii (zpravidla operaci) se oznacuje jako adjuvantni terapie, zatimco 1é¢ba podana
pfed primarni terapii se oznacuje jako neoadjuvantni terapie. Cilem vzdjemné kombinace
lécebnych terapii je zvysit pravdépodobnost vyléceni a zamezeni recidivy onemocnéni (West

a Jin, 2015).

6.1 Chirurgie

Jednd se o nejstar$si onkologickou disciplinu, kterd stile ziistdvd nejucinnéjsi a
nejbéznéji uzivanou u mnoha benignich a malignich nddort. Vyhodou chirurgie je, Ze ve
srovnani s chemoterapii a radioterapii nezplisobuje zna¢na poskozeni okolnich tkéni (Abbas a

Rehman, 2018).

Odstranéni celého nadoru byva naroc¢né, obzvlast pokud se jednd o nador maligni
s metastdzami. Zaroven je obtizné detekovat izolované nadorové buiky, které se mohou
vyskytovat na jinych mistech v téle. V kombinaci s imunoterapii se vyuzivad schopnosti
imunitniho systému eliminovat mikrometastdzy, snizeni rozséhlosti chirurgického zékroku a

také snizeni pravdépodobnosti recidivy onemocnéni (O’Donnell a kol., 2019).

6.2 Chemoterapie

Pro 1é¢bu malignich nadort se nejcastéji voli chemoterapie. Béhem chemoterapie se
uzivaji cytostatika, léky pro protinddorovou 1é¢bu. Cilem chemoterapie je eliminace
nadorovych bun¢k. Cytostatika nejsou specificka pro naddorové builky, proto také dochazi
k poskozeni zdravych bun¢k. Nejc€astéji dochazi k poskozeni u tkéni s rychlou obnovou, jako
jsou napt. vlasové folikuly, buiiky reprodukénich organii, bunky gastrointestinalniho traktu

nebo bunky kostni dfené (Vorlicek, 2013; Amjad a kol., 2022).

V soucasné dobé se chemoterapie podava nejcastéji neoadjuvantne, adjuvantné nebo

v kombinaci s jinou lé¢ebnou terapii. Podani chemoterapie jako ptidatné 1écby adjuvantné ve
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spojeni napt. s chirurgickym zékrokem, eliminuje zbylé nadorové bunky, mikrometastdzy a
tim ptispiva k celkovému vyléceni (DeVita a Chu, 2008). Pfi neoadjuvantnim podani je
hlavnim zdmérem zmenSeni nadoru. Spolu schemoterapii se dnes muze podavat i

imunoterapie, aby bylo dosazeno co nejvétsi ucinnosti 1écby (Vorlicek, 2013).

6.3 Radioterapie

Pouziti ionizujiciho zéafeni pii radioterapii je velmi U€innou metodou piedevsim
k 1é¢bé zhoubnych nadorl. Zafeni tvoii ionty a uklada energii do buné¢k, kterymi prochazi.
Ulozena energie vede k pfimé destrukci rakovinnych bunék, nebo u nich vyvola genetické

zmény vedouci k bunééné smrti (Abbas a Rehman, 2018).

Mechanismus radioterapie spociva v poskozeni DNA rakovinnych bun€k pomoci
vysokoenergetického zéfeni, tim dochéazi ke ztrat€ schopnosti replikace a buniky odumiraji.
Nezadoucim ucinkem radioterapie je, stejné¢ jako u chemoterapie, Ze dochazi k zasahu i
zdravych bunék lezicich v okoli ozafovaného nadoru. Radioterapie se obvykle pouziva

k doplnéni jiné 1é¢ebné metody (Baskar a kol., 2012).

6.4 Imunoterapie

V poslednich letech doslo k vyznamnému pokroku v imunoterapii nadorovych
onemocnéni, tento pokrok je zejména diky bliz§Simu pochopeni mechanisml imunitniho
systému. Nové poznatky umoziuji aktivné pracovat na novych zptsobech 1é¢by nadorovych
onemocnéni. Imunoterapie je momentalné velmi atraktivni 1écebnou metodou. Jak uz z ndzvu
vyplyva, jedna se o 1écbu zaméfujici se na imunitni systém lé¢eného jedince. Hlavnim cilem
imunoterapie je primdrné¢ obnoveni reaktivity imunitniho systému jedince v boji proti
nadorovym bunkam (Tan a kol., 2020).

Tato myslenka vzesla ze schopnosti nadorového mikroprostfedi zneuzit mechanismy
zanétu ve svj vlastni prospéch a tim uniknout imunitnimu systému. Rozséhl¢ klinické studie
prokézaly, Ze tyto negativni mechanismy je mozné pomoci vhodnych imunoterapeutickych
zasahli efektivné zablokovat a umoznit tak protinddorovou reakci imunitniho systému
(Krejsek a kol., 2016).

Aby bylo mozné pln¢ vyuzit potencidl imunoterapie, je kladen diraz na spravné

zaClenéni této terapie do hlavnich onkologickych postupt, jako je chirurgie rakoviny,
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chemoterapie a radioterapie (O’Donnell a kol., 2019). Podle nacasovani se imunoterapie déli
na neoadjuvantni a adjuvantni. Pod pojmem adjuvantni terapie je chapéana lécba podavana po
hlavnim onkologickym postupu. Cilem této 1écby je eliminovat metastazy a tim pomoci ke
zvySeni miry vyléceni (Bilusic, 2022).

V této bakalarské praci budou predstaveny metody podani imunoterapie pred hlavnim

onkologickym postupem neboli neoadjuvantni imunoterapie.
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7 Neoadjuvantni imunoterapie

Lécebna terapie podavana pred hlavnim onkologickym postupem je zndma jako
neoadjuvantni terapie. Jednd se o velmi nad&jnou formu imunoterapie, kterd si dava cilem
zmenSeni rozsahlosti hlavni 1é¢by, jako je napf. chirurgicky zékrok. Zarovei je jejim cilem
zmensSit rozsifeni rakoviny a ptfipadné zniceni vzniklych metastdz. Potencidl neoadjuvantni
imunoterapie je vidén i u nékterych pacientii, kdy zabraniuje poopera¢nim komplikacim

(Bilusic, 2022).

Neoadjuvantni imunoterapie mé oproti adjuvantni imunoterapii nékolik vyznamnych
vyhod. Mezi tyto vyhody patii napf. usnadnéni interakce mezi imunitnimi bunikami a
nadorovym mikroprostiedim v disledku neporusené struktury lymfatického systému, detekce
nadorovych markerti, niz8i ndklady diky menSimu poctu davek (Bilusic, 2022), vyvolani
rozséhlej$i imunitni odpovédi proti vétSimu poctu nadorovych antigend (Topalian a kol.,
2020) a dalsi. Na zaklad¢ nékolika porovnavajicich studii byl také prokdzan vétsi pocet
nadorové specifickych CD8" T bunék v krvi po podani neoadjuvantni imunoterapie (Liu a
kol., 2016). ZvySené mnozstvi aktivovanych T bun¢k miZze po operaci zmirnit imunosupresi

a snizit tak pravdépodobnost recidivy onemocnéni (Topalian a kol., 2020).

Na zakladé védeckych praci a klinickych studii z poslednich let se neoadjuvantni
imunoterapie jevi jako velmi u¢innéd alternativa jinych léCebnych metod, jako je pravé

adjuvantni terapie (Krishnamoorthy a kol., 2021).

Podani imunoterapie pied zakrokem, tedy v dobé, kdy je primarni nador stéle pfitomen
a lymfaticky systém nenaruSen, mize vyvolat siln€jsi a $ir§i imunitni reakci. Intaktni nddorové
mikroprostiedi miize mit minimalni heterogenitu nadorového antigenu a tim dochazi snaz

k zah4jeni protinadorové odpovédi a eliminaci mikrometastdz (Mittendorf a kol., 2022).

7.1 Nacasovani podani neoadjuvantni imunoterapie

Faktor, ktery velmi ovliviiuje G¢innost neoadjuvantni imunoterapie, je nacasovani
resekce nadoru. Studie zroku 2019 zkoumala na mySich modelech 4T1.2 a E0771 se
spontanné metastatickym karcinomem prsu, jak doba trvani neoadjuvantni imunoterapie
ovlivni dlouhodobé pieziti. Optimalni ucinnosti bylo dosazeno resekci primarniho nadoru 4-5
dni po prvnim podani neoadjuvantni imunoterapie. Prodlouzenim této doby na 10 dni ¢i jeji

zkraceni na 2 dny vedlo ke ztrat¢ u¢innosti neoadjuvantni imunoterapie (Liu a kol., 2019).
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Vysledky této studie naznaCuji, Ze pro dosazeni optimalni ucinnosti neoadjuvantni
imunoterapie je potieba sprdvné stanovit Casovy rozestup mezi lé€bou a chirurgickym

zakrokem.

Optimalni ¢asovy bod pro resekci naddoru po podani neoadjuvantni imunoterapie neni
zatim znam. Prokazané ovSem je, Ze prodlouzeni 1écby, at’ uz neoadjuvantni nebo adjuvantni,
vede ke zvySeni systémové imunitni poruchy ve tkanich, jako jsou napf. jatra (Liu a kol.,

2019).

Naptiklad vysledky klinické studie LCMC3 zaznamenaly u 10 ze 101 1éCenych
pacientii s nemalobunéénym karcinomem plic (NSCLC) progresi onemocnéni b&hem
neoadjuvantniho podani atezolizumabu (monoklonalni protilatka proti PD-L1). Pravé
progrese onemocnéni v disledku indukce nezadoucich u€inkid imunoterapie byva u n¢kterych
pacientii jednim z vedlejSich Gc¢inkii a vede k odlozeni chirurgickych planti (Ahern a kol.,
2021). Nejcasteji k odlozeni planované operace dochazi v disledku zhorSeni stavu pacienta
nereagujiciho na zvolenou neoadjuvantni imunoterapii. Divodem je, ze momentalné
neexistuje diagnosticky nastroj, ktery by pomohl upfesnit vhodnost pacienta na zvolenou
imunoterapii. V€asné rozpoznani nereagujicich pacientli na neoadjuvantni imunoterapii by
mohlo zabranit progresi onemocnéni napi. zménou lé¢ebného planu (Liu a kol., 2019; Galli a

kol., 2020).

Obavy z odloZeni planované resekce nadoru jsou pravdépodobné jednim z hlavnich
diivoda, pro€ 1 pres veskeré své prokazané vyhody, Casto 1ékafi nezatazuji neoadjuvantni
imunoterapie do 1écebného planu pacienta (Lee a kol., 2021). Podle ziskanych dat od Liu a
kol. (2019) se v soucasné dob¢ jevi kratkodobé poddvani neoadjuvantni imunoterapie
bezprostiedn¢ pted operaci jako dostatecné k vyvolani u¢inné protinadorové imunity a

zaroven je tim sniZeno 1 riziko rozvoje zavaznych nezadoucich ucinka.

7.2 Typy neoadjuvantni imunoterapie

V soucasné dob¢ se jiz klinicky pouziva nékolik typii imunoterapie a fada dalSich je
ve fazi vyzkumu. Obecné je cilem kazdé protinadorové imunoterapie vyuziti imunitnich
mechanismi bud’ k posileni nebo vyvolani protinadorové imunitni reakce. Soucasné
imunoterapeutické metody se déli podle jejich funkce a mechanismt na skupiny, jako jsou

napf. inhibitory imunitnich kontrolnich bodt (IClIs), cytokiny, protinddorové vakciny, toll-like
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receptor agonisté, adoptivni imunoterapie, monoklonédlni protilaitky a mnoho dalSich

(Ackerman a kol., 2022).

Bilusic a Gulley ve své studii uvadi, ze kazda imunoterapie by mohla byt
pravdépodobné Uspésnd v neoadjuvantnim podéni. K pfijeti tohoto tvrzeni neni zatim
dostatecny pocet preklinickych a klinickych studii zamétenych na podani bézné uzivanych

imunoterapii v dob¢ pied operaci (Bilusic a Gulley, 2021).

Nize popsané budou imunoterapie, které se bézné podavaji neoadjuvantné, nebo které

vykazuji potencial v neoadjuvantnim nastaveni.

7.2.1 Monoklonalni protilatky

Tato imunoterapeuticka 1écba vychdzi ze schopnosti B lymfocytli produkovat
protilatky rozpoznavajici specificky antigen. Monoklondlni protilatky (mAb) jsou
pfipravovany jednim ze subtypt B lymfocytl. Piiprava a produkce lidskych mAb je pfilis
komplikovana, a proto se v klinické praxi bézné pouzivaji nékteré humanizované protilatky

(Cwiertka a kol., 2004).

Protilatka obsahuje dva fragmenty Fab vazajici antigen a jeden fragment Fc, ktery
zprostifedkovava interakce protilatky s buitkami imunitniho systému. Protilatky se déli do péti
trid: IgA, IgD, IgE, IgG a IgM. Protilatkové terapie nejcastéji pouzivaji IgG diky jeho
schopnosti interagovat s NK buiikami, DC, neutrofily a jinymi vyznamnymi bunikami

protinadorové imunity (Zahavi a Weiner, 2020).

Protilatky vyuzivaji nékolika mechanismti, jak mohou bojovat proti nadorovym
bunkdm. Nejbéznéji se pacientim podava mAb zamétfena na jedine¢ny nadorovy antigen nebo
na antigen nadmérné exprimovany nadorovymi buitkami. Interakce mezi protilatkou a buitkou
imunitniho systému vede k bunécéné cytotoxicité¢ zavislé na protilatce (ADCC) nebo
cytotoxicité zavislé na komplementu (CDC). Jednim z mechanismt, jak mohou protilatky
aktivovat efektorové mechanismy imunity (napf. fagocytéozu a ADCC), je pomoci oznaceni
nadorovych buné¢k urcenych k likvidaci. Monoklonalni protilatky se také vyuzivaji k aktivaci
nebo inhibici signalizace pomoci navazani na receptory bunééného povrchu. Tim mohou mAb
napf. inhibovat signalizaci rustovému faktoru VEGF (angl. vascular endothelial growth

factor), ktery ma v nddoru zvysenou hladinu (Scott a kol., 2012).
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Neoadjuvantni mAb zaznamenaly v kombinaci s chemoterapii velky tspéch pfti 1é€bé
karcinomu prsu. Pravé u tohoto typu nddoru se mAb osvédcily svou vSestrannosti, kdy mohou
oznaCovat nadorové buiiky, pfimo je napadat, inhibovat jejich rast a blokovat inhibitory

imunitniho systému (Behl a kol., 2023).

7.2.2 Protinadorové vakciny

S prohlubovanim znalosti o biologii nadori se vyvinuly protinddorové vakciny
preventivni a terapeutické. Preventivni vakciny se uplatiiuji v prevenci malignich nadort
vyvolanych infekénim Cinitelem a terapeutické vakciny se pouZzivaji k 1é¢bé nddorovych
onemocnéni. Vakciny proti rakoviné jsou zaméfené na vyvolani imunitni odpovédi proti

pouzitym nadorovym antigenim (Vonka, 2006).

Terapeutické protinadorové vakciny se pouzivaji jako jedna z moznych imunoterapii
k 1é¢bé aktivniho onemocnéni. Prvnim typem jsou vakciny na béazi dendritickych bunék, které
indukuji imunitni reakci aktivaci T lymfocytd. Principem DC protinddorové vakciny je pouziti
ex vivo diferencovanych DC vzniklych zizolovanych monocytl, které dozraly vlivem
rustového hormonu GM-CSD a IL-4. Béhem inkubacni doby jsou DC podény nadorové
antigeny. Po podani vakciny pacientovi indukuji zralé DC proliferaci NK bunék, cytotoxickou

aktivitu CD8" lymfocytt a produkci IFN-y (Calmeiro a kol., 2020).

DalSimi typy terapeutickych protinddorovych vakcin jsou napt. peptidové vakciny,

DNA vakciny a vakciny ze zivych rekombinantnich virt a bakterii (Vonka, 2006).

Ackoliv by protinadorové vakciny mohly byt pouzivany neoadjuvantng, jevi se do
budoucnosti jako U€inngjsi v kombinaci s jinymi imunostimula¢nimi pfistupy (napft. s ICI) a

to v pooperacnim podani, aby bylo zabranéno relapsu (Lin a kol., 2022).

7.2.3 ICIs (Inhibitory imunitnich kontrolnich bodii)

Za vysoky zajem o imunoterapii jsou zodpovédné predev§im inhibitory imunitnich
kontrolnich bodt (ICIs). Zakladni princip této imunoterapie momentalné spocivd v podani
protilatek proti tzv. inhibi¢nim receptorim. Za normalnich podminek zajist'uji kontrolni body
ochranu organismu pfed patogeny a jinymi Skodlivymi faktory z vnéjsiho prostiedi a zaroven
tlumi autoreaktivitu T lymfocyti. Nadorové buiiky jsou schopny vyuzit tento mechanismus ve
svij vlastni prospéch a s jeho pomoci se ukryt pred zneskodnénim imunitnim systémem

(Hoftejsi a kol., 2017).

24



7.2.3.1 Kontrolni body a jejich vlastnosti

Schopnost T lymfocytl rozpoznat a nasledné znicit nadorové bunky zavisi predevsSim
na dvou mechanismech. Prvni je prostfednictvim TCR rozpoznévajici specificky nadorovy
antigen prezentovany molekulou MHC, kdy dojde k proliferaci T bunc¢k a cytotoxické aktivite.
Druhy typ signalizace je nespecificky a zalozeny na rozpoznani kontrolnich bodli imunitniho
systému, kam patfi napf. inhibi¢ni ligandy PD-L1 a PD-L2 a kostimula¢ni faktory CD80 a
CD86. Pii rozpoznani nékterého zinhibi¢nich ligandi dojde ke snizené proliferaci
efektorovych bunék, inhibici jejich sekrece cytokinti a mlize byt indukovana jejich apoptoza.
V ptipad¢, ze T lymfocyt neobdrzi dostateny signal od kostimulacnich faktorti, dojde k jeho
anergii a nedozraje v bunky efektorové. Hlavnimi receptory téchto kontrolnich boda jsou
CD28, cytotoxicky T-lymfocyt antigen 4 (CTLA-4) nebo draha programované bunééné smrti
1(PD-1). Nédorové bunky jsou schopné zvySenou expresi nékterého z jmenovanych
ligandti uniknout eliminaci imunitnim systémem. Naopak kostimulacni molekuly jsou
nadorovymi buiikami exprimovany minimalné nebo viibec (Han a kol., 2020; Zatloukalova a

kol., 2016).

PD-1 je inhibi¢ni receptor na T lymfocytech. Jeho aktivita je kriticka pro regulaci
reakce adaptivni imunity. Ligandy pro PD-1 jsou PD-L1 a PD-L2. Exprese PD-L2 je
zaznamenana nejvice u DC, makrofagli, monocyti a B lymfocyti. Z toho vychazi predpoklad,
ze jeho exprese je omezena pouze na antigen prezentujici buiiky. PD-L1 je exprimovan T a B
lymfocyty, makrofagy, DC a nckterymi epitelidlnimi bunkami. Exprese PD-L1 je
zaznamenanda predevsim pfi zdnétu nebo nadorovém onemocnéni, kdy prostfednictvim jeho
exprese unikaji nadorové bunky imunité. ZvySena exprese PD-L1 byla zaznamenana
v prostiedi bohatém na CD8" lymfocyty, Th cytokiny a IFN-y (Philips a kol., 2020). Exprese
a aktivita PD-L1 v naddorovém mikroprostiedi vede nejen k pteziti nddorovych bunék, ale také
pfispiva k progresi onemocnéni (Han a kol., 2020). Po vazb¢ PD-1 na své ligandy dojde

-----

kol., 2020).

CTLA-4 a CD28 se vazou na ligandy CD80 a CD86. Vazba CD28 s nckterym
z ligandli plisobi jako kostimula¢ni faktor pro T lymfocyty. Naopak CTLA-4 funguje jako
inhibitor a po navazani na jeden z ligandii mtze sniZzit signalizaci CD28 vedouci ke snizené

aktivité efektorovych bun¢k. CTLA-4 tedy ptisobi jako kompetitivni homolog CD28. Kromé
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pfim¢é inhibice T lymfocyti mize CTLA-4 také snizovat expresi CD80 a CD86 na APC a

zesiluje imunosupresi zprostiedkovanou regulacnimi T lymfocyty (He a Xu, 2020).

Dalsi inhibi¢ni latky jsou napt. TIM-3, LAG-3, TIGIT a BTLA. Nejvice prozkoumany
a testovany jsou ICIs zamétené na inhibici PD-1 a CTLA-4 (He a Xu, 2020).

7.2.3.2 Mechanismus a typy ICIs

Hlavnim zamérem podani ICIs je obnoveni imunitni reaktivity pomoci blokace vazby
imunitnich kontrolnich bodd na nadorovych buiikach s receptory na T lymfocytech. Vysoka
hladina kontrolnich bodl je jednim z charakteristickych znakii nddorového mikroprostiedi.
Protoze se jedna o povrchové molekuly, 1ze jejich aktivitu snadno inhibovat pomoci protilatek,
které brani vazbé ligand-receptor. Oproti chemoterapii je podanim ICIs vyvoldna stalejsi

vvvvvv

a Xu, 2020).

Jiz v roce 2000 vstoupily do klinickych studii na pacientech dvé testované protilatky
blokujici CTLA-4, jednalo se o ipilimumab a tremelinumab. Roku 2011 byl ipilimumab
schvalen FDA jako plné¢ humédnni monoklondlni protilatka proti CTLA-4. Jednd se o anti-
CTLA-4 protilatky. Podani této protilaitky ma v dnes$ni dobé¢ relativné nizkou miru odezvy a

zaroven dochazi ¢asto k indukci toxicity (Ribas a Wolchok, 2018).

Soucasné poznatky naznacuji, zZe blokdda drdhy PD-1 je podle vSeho jednim
z nejvyznamnéjSich pokroki v 1é¢be rakoviny. Schvéleno FDA je momentalné pét anti-PD-1
nebo anti-PD-L1 protilatek, nejcastéji jsou pouzivany pembrolizumab a nivolumab (Ribas a

Wolchok, 2018).

Imunoterapie zalozend na blokaci receptoru PD-1 funguje nasledovné. Aktivaci T
lymfocyti dojde k jejich cirkulaci krvi, aby naSly specificky antigen prezentovany
nadorovymi bunikami. Jakmile je antigen rozpoznan, spousti aktivita TCR expresi regula¢niho
receptoru PD-1 a produkci IFN-y spolu s dal§imi cytokiny. Na to reaguje nadorova burnka
prostiednictvim aktivace interferon-gamma receptoru (IFNGR) expresi PD-L1, na ktery se
vaze PD-1, ¢imz se vypne protinadorova odpovéd’ T lymfocytu. Poddnim protilatek anti-PD-

1 nebo anti-PD-L1 se blokuje tato negativni interakce (Ribas a Wolchok, 2018).

Podani anti-PD-1 nebo anti-PD-L1 ma u nékterych nadorti miru odezvy v rozmezi 50-

90 %. Mezi tyto nadory patii Hodgkiniv lymfom, karcinom z Merkelovych bunék a

26



vvvvvv

(Ribas a Wolchok, 2018).

7.2.3.3 Utinky ICIs

Uginnost ICIs se potvrdila predeviim v 16¢bé solidnich nadorti, zejména melanomu,
nemalobunécného karcinomu plic (NSCLC) a karcinomu mocového méchyie. I ptes to, ze
existuje vice typt ICIs se v klinické praxi nejvice pouzivaji l1éky cilené na PD-1 a CTLA-4
(Urwyler a kol., 2020). Blokadou PD-1 muze byt zvySena i aktivita jinych prvkil imunitniho
systému, napf. aktivita NK bunék, produkce protilatek a dalsi. Vyhodou ICIs je také moZznost
trvalé imunitni odpovédi diky schopnosti vytvofeni imunitni paméti T lymfocyty. Momentalné
pfedstavuje prekdzku k tvorbé imunitni paméti odolnost nékterych nadorti vici ICIs nebo

jejich uplna neucinnost na nékteré nadorové typy (Ribas a Wolchok, 2018).

I ptes veskera pozitiva, ktera ICI imunoterapie nabizi, na ni reaguje pouze zlomek
pacientii. Diivodem je pravdépodobné vysoka variabilita nadorového mikroprostiedi. Pokud
vezmeme dva nadory stejného typu, oba mohou exprimovat na svém povrchu jiné latky. ICIs
maji nizkou odezvu i u mnoha typt nejbéznéjsich rakovin, jako je napf. kolorektalni karcinom,

kde anti-PD-1/PD-L1 nevykazuje tém¢t zadné ucinky (He a Xu, 2020).

Klinicky vykazovaly ICIs ¢etné imunitné souvisejici nezadouci ucinky (irAE).
Nédorové mikroprostiedi je kromé nadorovych bun€k plné riznych bunék imunitniho systému
véetné T lymfocytd, B lymfocytl, NK bun¢k, makrofagli, DC, neutrofild a dalSich. Kromé
efektorovych T lymfocytil, na které jsou ICIs primarn¢ cilené, se v imunité nachdzi i regulacni
a pamétové T lymfocyty. Podanim blokady PD-1 miiZze dojit k zesileni ptisobeni regulacnich
T lymfocyt vedouci k imunosupresi. Predikce imunitni toxicity zlstava také velkou vyzvou.
Podle dosavadniho vyzkumu vykazuji jednotlivé ICIs specifickou organovou toxicitu. Bézné
dochazi k toxicité¢ kozniho, gastrointestinalniho, jaterniho, respiraéniho a endokrinniho
systému (Urwyler a kol., 2020). ICIs se mohou podavat samostatn¢ nebo v kombinaci. Pti
podani protilatek v kombinaci, tedy proti CTLA-4 i proti PD-1, byla zaznamenana vyssi mira
odpovédi pacientll na 1é€bu. Negativum kombinované 1écby predstavuje zvySenad hladina

toxicity (Ribas a Wolchok, 2018).

Neoadjuvantni podéni ICIs vykazuje lepsi vysledky klinického pouziti diky nizsi

toxicité¢ a menSimu poctu komplikaci v perioperacni dob€. V kombinaci s chemoterapii mlize
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byt naopak dosazeno vétsi patologické ulevy s celkovym zlepSenim operability nadoru za cenu
zvySeni irAE. Probihajici klinické studie se zamétfuji hlavné na ziskani odpovédi, které by
pomohly optimalizovat ucinky ICIs v neoadjuvantnim podani. Neoadjuvantni podani ICIs
vykazuje ve srovnani s adjuvantni terapii celkovy pfinos pro pieziti pacienta. Neoadjuvantni
imunoterapie se také osvédcila porovnanim s neoadjuvantni chemoterapii, ktera vykazovala

vyssi Cetnost odlozeni chirurgického zakroku oproti ICIs imunoterapii (Ge a Huang, 2022).

7.2.4 HIT-IT (Lidska intratumoralni imunoterapie)

Novou lécebnou strategii je intratumoralni (IT) imunoterapie, jejimz cilem je vytvoteni
vlastni vakciny pomoci nadoru. Tato terapie spo¢iva v podéani ptimych injekei do naddoru za
ucelem vyvolani vysoké koncentrace produkta stimulujicich imunitu (Marabelle a kol., 2017).
V soucasné dobé¢ jiz probihaji klinické studie u pacientl s recidivujici rakovinou testujici
lidskou intratumoralni imunoterapii (HIT-IT) za vyuziti riznych imunitnich produktt a jejich
ucinnosti v boji s nadory. Potencial HIT-IT je vidén 1 u niz8i miry toxicity této imunoterapie

v porovnani se systémoveé podavanymi imunoterapiemi (Champiat a kol., 2021).

V roce 2021 byl uskutecnén kratkodoby experiment, ktery testoval, zda kratkodoba
monoterapie vyuzivajici intratumoralni (IT) podani imunocytokinu (IC) vyvola imunitni
reakce, které by vedly k zabranéni recidivy nadoru po jeho chirurgické resekci a opétovné
stimulaci. Podan byl IC obsahujici IL-2 navazany na anti-GD2 monoklonélni protilatku.
K experimentu byly pouzity mysi s melanomem, ktery exprimoval GD2 a po dobu 5 dni byly
léceny 50 pg IT-IC. Po 3 dnech od dokonceni 1é¢by doslo k resekci nadoru, kterou nasledovalo
opctovné nakazeni se vznikem plicnich metastaz. Ziskané vysledky byly velmi pfiznivé
k neoadjuvantni IT-IC. Mysi, které dostavaly pravé tuto 1écbu, mély silnou imunologickou
pamét’ proti recidivé nadoru po operaci a zarovei tato pamét’ slouzila jako prevence plicnich
metastdz. Na zékladé vysledki tohoto experimentu by bylo vyhodné se nadale vénovat IT-IC

jako ptipadné neoadjuvantni imunoterapii pro prevenci recidivy (Aiken a kol., 2021).

V kombinaci s béznymi lécebnymi terapiemi (piedevsim s radioterapii) piedstavuje
neoadjuvantni HIT-IT vhodnou metodu pro spusténi protinddorové imunity a zarovein slouzi
jako prevence recidivy rakoviny. Neoadjuvantnim podanim HIT-IT by také mohlo byt
dosazeno cile vyuzit sily imunoterapie s minimalizaci irAE (Champiat a kol., 2021; Hong a

kol., 2020).
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7.2.5 MBTA imunoterapie

Na Katedife medicinské biologie Jihoceské univerzity je jiz jedendctym rokem
rozvijena nadorova imunoterapie zaloZend na synergii latek stimulujicich silnou vrozenou
imunitni odpovéd’ s nédslednou aktivaci adaptivni imunity. Konkrétné se jedna o takzvanou
MBTA terapii, ktera byla vyvinuta RNDr. Zenkou, CSc. a jeho kolegy. Tento inovativni
imunoterapeuticky pfistup vykazuje zavratné terapeutické odpoveédi u mysi se subkutdnnimi
nadory, véetné melanomu, adenokarcinomu pankreatu, feochromocytomu a sarkomu. V
nasledujici ¢asti bude tato imunoterapie spolu s jejimi pfednostmi blize pfedstavena. Zaroven

dojde k nastinéni potencialniho pfinosu zmiflované imunoterapie na 1é¢bu pacienta.

7.2.5.1 Slozky MBTA terapie

Jedna se o vakcinac¢ni strategii obsahujici rizné imunogenni slozky, které stimuluji jak
vrozené, tak adaptivni imunitni reakce. JiZ z ndzvu této imunoterapie vyplyvaji jeji hlavni

slozky: manan-BAM, TLR ligandy a monoklonalni anti-CD40 protilatka (MBTA).

Prvni slozkou je polysacharid manan, ziskany z kvasinky Saccharomyces cerevisiae.
Manan slouzi v MBTA terapii jako ligand aktivujici fagocytdézu. Protoze se jednd o
polysacharid kvasinky, imunitni systém ho pomoci receptorti rozeznava jako PAMP. K jeho
rozeznani dochézi bud’ prostfednictvim mandzu vazajiciho lektinu (MBL), kdy jde o proces
aktivujici komplement, nebo manoézovym receptorem (MR). K ukotveni mananu na nadorové
bunky dochazi pomoci druhé slozky, kterou je tzv. BAM neboli biokompatibilni kotva pro

bunécnou membranu (Lookian a kol., 2021).

BAM je nazev pro derivaty polyethylenglykolu (PEG), které se uplatnily svou
schopnosti kotvit rtizné substraty k bunéénému povrchu. To jim umoziuje hydrofobni
kyselina olejova, ktera pasobi jako kotva mezi bunénou membranou. Uvadi se, Ze kyselina
olejovd ma tadu ptiznivych ucinkl, mezi které patii zlepSeni hojeni ran a ochrana pred
rakovinou. BAM maji také hydrofilni konec umoznujici navazani terapeutické latky (Sakai a

kol., 2016).

Tteti slozkou jsou TLR agonisté, kter¢ mohou zesilovat i¢inek PAMPs. Agonisté
TLR se prokazaly jako velmi efektivni v aktivaci imunitnich bunék a jejich zacileni do nadoru.
Pro dosazeni co nejsilngjsi synergie s ostatnimi slozkami MBTA terapie se pouziva smés tii

TLR agonisti obsahujici resiquimod, polyinosin-polycytidylovou kyselinu a kyselinu
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lipoteichoovou (LTA). Ptidani poly(I:C) a LTA do smési vyrazné zvysilo u¢innost MBTA
terapie (Caisova a kol., 2018).

Resiquimod (R-848) vykazuje silnou antivirovou a protirakovinnou aktivitu. Funguje
jako agonista receptorit TLR7 a TLRS, kdy po vazbé na tyto receptory dojde k aktivaci DC.
Zaroven R-848 stimuluje uvoliovani cytokini, jako je napt. IL-6, TNF-a a INF-a. (Farr a kol.,

2021).

Poly(I:C) neboli polyinosin-polycytidylovd kyselina je syntetickd latka podobna
dsRNA a je pouzivana jako agonista TLR3, ¢imz aktivuje APC a spousti polarizaci makrofagii
(Uher a kol., 2021; Lookian a kol., 2021).

LTA neni pouze agonistou TLR2, ale je i dilezitym ligandem scavengerovych
receptort, které se nachdzi napt. u makrofagii, monocytl, trombocytl a endotelidlnich bunék.
Po aktivaci zanétlivé drahy TLR2 se zvySuje sekrece TNF-a. Diky schopnosti LTA
interagovat s bunéénymi membranami usnadiiuje rozpoznani nadorovych antigenil

dendritickymi buiikami (Caisové a kol., 2018; Alquraini a EI Khoury, 2020).

Posledni slozkou MBTA je protilatka anti-CD40. Molekula CD40 patii do
superrodiny TNF a zprostfedkovava v organismu mnoho regulac¢nich funkci. Za normalnich
podminek je molekula CD40 exprimovéana riznymi APC, jako napt. DC, monocyty a B
lymfocyty. Zaroven mohou byt CD40 exprimovany na nadorovych bunikach. CD40 se podileji
na zanétlivych reakcich, kdy indukuji zrani imunoglobulint, sekreci cytokint, a proliferaci B
lymfocyt. Kromé toho intracelularni signalizace CD40 mize vyvolavat apoptézu nadorovych
buné¢k. Pouzitim agonistické protilatky anti-CD40 je podpotena aktivita receptoru CD40 a tim

1 protinaddorova imunitni odpovéd’ (Li a Wang, 2020).

7.2.5.2 Mechanismus MBTA terapie

Prostiedi nadoru je spolu snadorovymi buiikami velmi nestabilni a dochazi
k neustadlym zménam antigenicity. Pro jejich rychlé rozpoznani piedstavuje zapojeni vrozené
imunity do pocatecni 1écby zna¢nou vyhodu oproti adaptivni imunité, kterd ma opozdénou
imunitni reakci. (Uher a kol., 2019)

Vrozena imunita mé obtize s rozpoznanim nadorovych bunék. Pro jejich rozpoznani
jsou soucasti MBTA dvé slozky, které vedou k aktivaci vrozené imunity. Pfiddnim mananu,

jenz je ukotven na nadorové buiikky pomoci BAM, se dosdhne toho, Ze manan slouzi jako

PAMP na nadorové buice a po jeho rozpoznani prostiednictvim MBL se indukuji fagocytarni
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bunky vrozené imunity. Dalsi slozkou aktivujici vrozenou imunitu je smés tii TLR agonisti:
R-848, poly(I:C) a LTA. Aplikace TLR agonistl spolu s ligandy aktivujicimi fagocytozu se
dokdze vyznamné zvysit schopnost imunitnich bunék rozpoznat nddorové bunky. Zapojeni
specifické imunity je podporovano pomoci agonistické protilatky anti-CD40, kterd aktivuje
CD4" lymfocyty prostiednictvim vazby na ligand CD40L. Vysledkem je aktivace APC, které
indukuji adaptivni imunitni odpovéd’. Dilezitou vlastnosti adaptivni imunity je schopnost
imunitni paméti a podanim této terapie dochdzi k tvorbé pamét'ové protinadorové odpovédi

(Medina a kol., 2020).

Vzéijemné pusobeni anti-CD40, R-848 a poly(I:C) vede k silnému synergickému
efektu, ktery zajisti rozsahlou expanzi APC a CD8* pamétovych bunék (Uher a kol., 2019).

7.2.5.3 Podani MBTA terapie pacientovi

Tento navrhovany terapeuticky pfistup vyuzivd primarni nador pacienta jako

vakcinacéni material k vytvoreni uc¢inné vakciny.

Nejprve dojde k odebrani nadorové tkdné od pacienta, kterd se izoluje a rozmnozi
v buné¢nou kulturu uréenou k ozéfeni. Nasledné jsou ozéaiené nadorové buiiky kultivovany se
vSemi slozkami MBTA. Po kultivaci se ozatfené nadorové bunky injekuji subkutanné do
periferniho mista, aby bylo dosaZeno uc¢inné a trval¢ imunitni odpovedi adaptivni imunity.
Tento ptistup nahrazuje ptimé injekovani samotného MBTA do naddort, které ptipada v uvahu
pouze u téch nadorl, které to umoznuji. Injekovdnim se zahaji lokalni zanétlivd odpovéd’
vrozené imunity a dojde k rychlému nastupu neutrofild, makrofagh a DC. ZneSkodnénim
ozafenych nddorovych bun¢k dojde k uvolnéni antigent, které jsou zpracovany APC a dochazi

k indukci adaptivni imunity a tvorbé protinddorové paméti (Lookian a kol., 2021).

Pro lepsi pfedstavu je uveden obrazek 1 se schématem mechanismu MBTA terapie.

31



—_— B3P — 000

Tumor cell Irradiation

isolation and

culture Co-culture

s . /;&‘\ v a[ﬁd pulse

= y & o with MBTA
L . - RS AT _d

N/ < s~ o
: s. | [—
- +

9 J
Subcutaneous Y %\%fj/—/

) ' injection . 40 U’Uv

Innate
immune

Neoantigen response
processing

X X Naive T Mature  Immunologic
IMMUNIty | ymphocyte T lymphocyte  Memory
induction

Obr. 1: Pfehled mechanismu podani MBTA terapie (Lookian a kol., 2021)

7.2.5.4 Utinky a potencial MBTA terapie

MBTA imunoterapie spojuje primarni atak na urovni vrozené imunity s naslednym
zapojenim adaptivni imunity. Tim dochazi k n¢kolika vyznamnym kroktim, které z MBTA
terapie délaji velmi u¢inny lécebny mechanismus.

vvvvvv

antigend a zapojenim adaptivni imunity dochazi k navakcinovani celého organismu vlastnim
nadorem. Tak dochazi k pisobeni MBTA na existujici metastazy. Pfedpokladem je, ze by tato
terapie mohla slouzit i jako ochrana organismu pied vznikem metastdz v disledku

imunosuprese vyvolané béhem operace (Zenka, Gstni sdélenti).

Nékolikrat byl také prokdzan Ucinek specifické imunitni paméti, kdy diky svému
dlouhodobému plisobeni zabranila rozvoji rakoviny i po opakovaném injekovani aktivnich
nadorovych bunck. Tento experiment potvrdil princip nadorovych vakcin, kde je nutnost
opakované aplikace k rozvoji silné adaptivni imunitni odpovédi. K potvrzeni doslo po
pozorovani jevu, kdy mysi s rychlou pocatecni eliminaci subkutannich nadorti vykazovaly
snizenou odpovéd’ u metastatickych 1ézi oproti mySim, u kterych doslo k eliminaci nadoru
béhem prvnich tii tydnt. Divodem je kratkodobd stimulace nadorovymi antigeny vedouci
k nedostate¢né aktivaci adaptivni imunity (Caisova a kol., 2019).

Mnoho imunoterapeutickych pfistupti je cileno na jednotlivé konkrétni nadorové
antigeny a dochézi k ucinnosti pouze u nékterych typt rakoviny. Diivodem netispésné 1éCby
nekterych nadord je jejich vysokd intratumoralni heterogenita. Takovym nddorem je naptiklad

glioblastom (GBM). Pomoci MBTA terapie je mozné obejit tuto nddorovou heterogenitu,
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protoze je tato terapie zalozena na Uplném antigennim profilu a lze ji pouZit i bez nutnosti

zaméfeni se na konkrétni antigen (Lookian a kol., 2021).

V porovnani s ICIs vykazuje MBTA fadu vyhod. U ICIs je jejich uc¢innost silné
orientovana na adaptivni imunitu, kdy za vyuziti inhibitorti a aktivator kontrolnich bodi
muze dojit k eliminaci imunosupresivnich mechanismii nddorovych bun¢k. ICIs piedstavuji
systémovou 1écbu a v disledku podani protilatek proti inhibi¢nim kontrolnim bodim muize
nastat riziko autoimunity. Uginnost ICIs je pomérné nizka a to pouze u nékterych nadort
(Michot a kol., 2016). Podle vyjadieni dr. Zenky je z diivodu 1é¢ebné strategie MBTA terapie
principialné jedno, o jaky typ nadoru pii 1é€bé pljde. Divodem je unikatnost vakciny, kterou
se pacient bude 1éCit. T¢ je dosaZeno tak, ze pravé 1éceny nador slouZzi jako vakcinacni material
az do doby jeho resekce a na svEété nenarazime na dva antigenné totozné nadory. I kdyz se u
pacientii bude 1€écCit stejny typ nadoru, nikdy nebude vykazovat stejné slozeni bunék a latek
nadorového mikroprostfedi. Napiiklad melanom miize vykazovat kazdych 14 dni nové
poméry sloZeni a pozménénou antigenicitu. MBTA piedstavuje tedy terapii, kterd se umi

ptizptisobit jakémukoliv nadoru a je stoprocentné personalizovana (Zenka, ustni sdéleni).

Prokazan je také efekt MBTA terapie na zmenSeni nadoru. Zaroven se pii 1é¢bé mysi
nakazenych Panc(02 (adenokarcinom pankreatu) prokazala moznost iplné eradikace nadoru.
U menSich nadorti Panc02 byla uplna eradikace 80 %. Prekvapivé bylo zjisténi, ze u vétsich
nadort Panc02 se pomoci MBTA dosahlo az 67 % uplné eradikace nadoru (Caisova a kol.,
2018). Dalsi experimenty prokazaly 100% rezistenci proti opakované podanym nadorovym
buikdm Panc02. Aby se ov¢tilo, zda je imunologickd pamét’ indukované terapii MBTA
antigenné specifickd, provedly se dalsi experimenty. V experimentech byly pouzity mysi
s eradikovanymi nadory Panc02 pomoci MBTA terapie a byly jim znovu podany nejen
nadorové buiky Panc02 ale, ibuinky melanomu B16-F10. VSechny mysi vykazovaly
rezistenci vii¢i Panc02, zatimco proti B16-F10 nebyla zadn4 rezistence. Tim doslo k potvrzeni,
ze imunologicka pamét’ indukovand MBTA terapii je antigenn¢ specificka (Caisova a kol.,

2019).

Budoucim pouzitim MBTA terapie mlze byt jeji potencidlni ucinnost pii lécbe
pacientll s inoperabilnimi nadory. V ptfipad¢ operabilnich nadorli spatfujeme perspektivu
v neoadjuvantnim pouziti MBTA, kdy pomoci imunoterapie nejen zmensime objem nadoru
pted operaci, ale zaroven vlastnim nadorem organismus navakcinujeme. V tom spatiujeme

vyznam na urovni potla¢eni vzniku eventudlnich metastaz (Uher a kol., 2019).
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7.3 Typy malignich nidori lééenych neoadjuvantni imunoterapii

ey oo

neoadjuvantni imunoterapie. U¢innost imunoterapie je velmi variabilni mezi riznymi typy

nadorl a zaroven je omezena riznymi imunoterapeutickymi léky (Bilusic, 2022).

V soucasnosti je neoadjuvantni imunoterapie schvalena FDA (Ufad pro kontrolu
potravin a 1é€iv) pouze v kombinaci s chemoterapii u trojité negativniho karcinomu prsu
(TNBC) a nemalobunééného karcinomu plic (NSCLC). Probihajici a budouci klinické studie
by mohly objasnit roli neoadjuvantni imunoterapie u mnoha jinych typt rakoviny (Mittendorf
a kol., 2022). Nejvétsi pokroky jsou u probihajicich klinickych studii zaznamenané u

melanomu, rakoviny mo¢ového méchyie a NSCLC (Bilusic, 2022).

Vétsina probihajicich klinickych studii je u NSCLC, rakoviny mo¢ového méchyie a
rakoviny hlavy a krku s vyuzitim riznych postupt 1é¢by a kombinaci protilatek blokujicich
CTLA-4, PD-1 nebo PD-L1. Rada dal3ich klinickych studii probiha napf. s melanomem,
rakovinou vaje¢nikil, rakovinou slinivky bfi$ni, rakovinou prsu, kolorektalnim karcinomem a
sarkomem. U téchto klinickych studii se kombinuji rizné ICI nebo dochazi ke kombinaci ICI

s konven¢nimi terapiemi, nejcastéji chemoterapii a radioterapii (O’Donnell a kol., 2019).

Zaroven je nutné zminit, Ze u malého poctu pacienti muze dojit k nezpisobilosti
provedeni operace. Tato nezpisobilost mize byt zplisobena kvuli progresi onemocnéni,
pseudoprogresi nebo nezddoucimi uc¢inky souvisejicimi s uskutecnénou lécbou (Forde a kol.,
2018). Z téchto divodl nepodstoupi operaci piiblizn€ 10 % az 15 % pacientd, kterym byla

podana neoadjuvantni imunoterapie s ICI (Benitez a kol., 2020).

U neoadjuvantni ICI je mezi u€¢innosti a imunitné podminénych nezadoucich tc¢incich
(irAE) silna nezavislost. Toto tvrzeni vychazi ze studie, kdy pacientiim s melanomem stadia
III byly neoadjuvantné podavané ICIs v kombinaci (ipilimumab a nivolumab). Pfedpokladem
bylo, ze 1écbou vyvolané irAE maji vliv na G¢innost ICIs. Lécba ale vyvolala u vysokého
podilu pacientli patologickou odpovéd’, a to i pies vyssi toxicitu, ke které kombinaci 1éCiv
doslo. Z divodu této nezavislosti mezi G¢innosti a toxicitou je diilezité pfedem identifikovat
pacienty, u kterych je pravdépodobné, Ze budou reagovat na ICI 1é€bu a neni u nich vyssi

pravdépodobnost rozvoje zavaznych irAE (O’Donnell a kol., 2019; Rozeman a kol., 2019).
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7.4 Neoadjuvantni imunoterapie v souvislosti s jinymi lIé¢ebnymi postupy

Jiz n€kolikrat bylo v této praci zminéno vhodné vyuziti imunoterapie v kombinaci
s jinymi lécebnymi postupy. Na zdkladé ziskanych poznatkii se neoadjuvantni imunoterapie
jevi jako ideélni v kombinaci s chirurgickym zékrokem pro dosazeni celkového uzdraveni
jedince. Zarovenl by spravné zvolend neoadjuvantni imunoterapie mohla nahradit jinou
lécebnou metodu, kterd se bézn¢ podava neoadjuvantné, ale s Cetnym mnozstvim negativnich

ucinkd.

7.4.1 Imunosuprese vyvolana chirurgickym zakrokem

V soucasné dob¢ zlstava chirurgické vyjmuti nadoru hlavni lé¢ebnou metodou. Pied
vice nez jednim stoletim zacaly vznikat prvni hypotézy o negativnim vlivu operace na 1écbu
rakoviny, nikdy vsak tyto hypotézy nebyly plné prokazany nebo pfijimany (Demicheli a kol.,
2008). V roce 2020 bylo ale dokazéano, Ze chirurgicky zasah vyznamné ovliviluje imunitni

systém lé¢eného jedince vyvolanim imunosuprese. (Tang a kol., 2020).

7.4.1.1 Projev imunosuprese vyvolané chirurgickym zakrokem

Imunosuprese je stav snizené imunity, kdy imunitni systém neni schopen plné reagovat
na cizorodé antigeny. Kromé chirurgického zdkroku muize imunosupresi vyvolat také i
chemoterapie a radioterapie (Rice, 2019). Rozsah zakroku ma také vliv na miru imunosuprese,
¢im invazivnéjsi operace, tim hor§i imunosuprese miize u lé¢eného jedince nastat. Casové
rozmezi snizené¢ imunity po operaci muze byt né¢kolik dni nebo také az 6 mésici (Tang a

kol.,2020).

Chirurgické operace predstavuji velky stres pro imunitni systém, ktery je zékrokem
narusen. Pfi resekci nddoru byva obvykle odstranéna i normalni tkai nebo lymfatické uzliny
v oblastech odvadégjicich nddorovou tkan a tim dochazi k zadsahu do imunity jedince (Tang a
kol., 2020; Melero a kol., 2016). Takové naruSeni vede k potlaceni protinadorové imunity,
napt. ke snizeni celkového poétu CD8" T bunék a NK bunék, které sekretuji IFN-y (Krall a
kol., 2018; Angka a kol., 2018). Chirurgii také dochazi k uvolnovani a $ifeni cirkulujicich
nadorovych bun¢k (CTC) z diivodu jejich nerozeznani potlatenou protinadorovou imunitou,
kterd tak umoziuje jejich pieziti. Operaci zplisobeny stres imunitniho systému podporuje u
CTC jejich proliferaci a zaroven v nich indukuje zmény vedouci k metastatickému rastu

(Tohme a kol., 2017).
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Jiz vroce 1989 vySel clanek s vysledky experimentu, ktery poukazal na vliv
chirurgického traumatu na tvorbu experimentalnich metastdz. K experimentu byly vyuzity
syngenni mysi, kterym byly intravendzné injekovany buniky mysiho karcinomu mlécné Zlazy
(TA3Ha). Mysi byly rozdéleny do t¥i skupin, kdy jim nasledné bylo injekovano 10° 10° a
dvakrat 10° nadorovych bunék TA3Ha. Nejprve doslo k injekovani nadorovych bunék mysim
bez chirurgického zakroku, kdy u zZadné skupiny nedoslo k rozvoji naddoru. Poté se béhem
experimentu ruzné porovnavaly davky nadorovych bunék u operovanych a neoperovanych
mysi. Obzvlasté zajimavou soucasti experimentu bylo injekovani 10° nadorovych bunék
mySim 1,7 a 10 dni po operaci jater. Vysledky potvrdily, Ze chirurgické trauma ptispiva
k tvorbé metastaz, kdy injekovani nadorovych bun¢k 1 den po operaci vedlo k tvorbé nadoru
u 36 % mysi, zatimco u teti skupiny, které byly nddorové buiiky injekovany 10 dni po operaci,
byl vyskyt nadoru na 0 %. Experiment také podpofil tivahu, Ze zanét spojeny s hojenim ran

napomaha riistu nddoru (Murthy a kol., 1989).

Zanét byva vyvolan v reakci na tkanové trauma, kdy dochdzi k aktivaci vrozené
imunity. Nejvice se na iniciaci a ndsledném udrzeni zanétu podileji molekuly DAMPs
(Damage-associated molecular patterns), které se u pacientli po operaci vyskytuji ve vyssich
koncentracich (Tang a kol., 2020). Zanétliva reakce je zasadni nejen v obrané hostitele proti
mikrobidlni infekci, ale také v opraveé a regeneraci tkan€. Zmény spojené se zanétlivou reakcei
pravdépodobné poskytuji vhodné podminky pro zachyceni CTC a jejich nésledny riist nejen
lokalng, ale i na vzdalenych mistech v podobé metastaz (Tohme a kol., 2017). V1iv mé operace
a zangt také pravdépodobné na probuzeni tzv. spicich nadorovych bun¢k (DCC). Jedna se o
nadorové buiiky, které se jiz béhem progrese primarniho naddoru rozsitily do vzdalenych mist
a tam vstoupily do dormance, pticemz nedochazi k jejich zvétSovani. Tyto DCC jsou velmi
téZzce detekovatelné nejen souCasnymi lékarskymi postupy, ale i samotnym imunitnim

systémem (Park a Nam, 2020).

7.4.1.2 SniZeni imunosuprese pomoci neoadjuvantni imunoterapie

Problém pooperacniho imunosupresivniho stavu piedstavuje nejen vysoka pooperacni
recidiva, ke které dochazi u 20-66 % operovanych, ale hlavn¢ vysoka umrtnost zpiisobena
vzniklymi metastdzemi po resekci primarniho nadoru (Tang a kol., 2020). S vysokou
metastatickou recidivou se setkdvaji pfedev§$im pacienti s nddorem prsu, kolorektalnim

karcinomem a rakovinou plic (Rithiméki a kol., 2018). Dodnes neni metastaticka recidiva
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zcela vysvétlena, a to brani nejen vyvoji, ale i1 aplikaci uc¢innych lécebnych metod, které by

mohly potencidln€ snizit tvorbu metastaz.

Na zéklad¢ poznatki z n€kolika studii se jevi neoadjuvantni imunoterapie v kombinaci
s chirurgickym zakrokem jako nadéjnd metoda, jak imunosupresi zabranit a tim tedy i zmirnit

potencialni metastatickou recidivu vyvolanou chirurgickym zékrokem (Bakos a kol., 2018).

Naptiklad podani imunoterapie zaméfené na posileni NK buné¢k pted operaci by mohlo
predejit jejich snizenému poctu v reakci na chirurgické trauma. Vliv snizeného mnozstvi nebo
cytotoxicity NK bunék na recidivu nadoru byl prokazan jiz né€kolikrat nejenom preklinickymi
studiemi, ale také témi klinickymi. V roce 2012 byly provedeny dvé klinické studie, kdy se
odbérem krve u pacientli s rakovinou zjistovala cytotoxicita NK bunék na nadorové buiiky
K562. V prvni studii byla krev odebrana dvéma pacientim s rakovinou v riznych ¢asovych
bodech okolo chirurgického zékroku. Vysledky potvrdily snizenou cytotoxicitu NK bun¢k v 1.
a 3. den postoperacné. Hodnot z preoperacniho dne dosahli pacienti az 29. a 36. den
postoperacén€. V ramci druhé studie Slo o pozorovani vlivu podéni oslabené¢ho kmene viru
vakcinie neoadjuvantné na cytotoxicitu NK bunék. Krev byla odebrana dvéma pacientiim,
jako tomu bylo u prvni studie, a zaroven byla odebréna i jednomu zdravému jedinci pro
kontrolu vysledkti. Z vyhodnocenych dat vychazi, ze po podani neoadjuvantni vakcinace
doslo ke zvyseni cytotoxicity NK bunék u obou pacientli ve srovnéani s kontrolni krvi (Tai a

kol., 2012).

Dal8i moznou terapii, kterd by mohla pisobit proti stavu imunosuprese v disledku
naruseni imunitni rovnovéhy je MBTA. Zde je hlavni myslenkou, Ze by doslo k posileni
imunity jest¢ v dobé pfed operaci a zaroven by byla vytvofena imunitni pamét, ktera by
pusobila na nadorové buiiky po operaci. Toho lze docilit pravé pomoci MBTA, kterd pouziva
k imunizaci slozky vrozené i adaptivni imunity. Neslo by pouze o ochranu pted uniklymi
nadorovymi buiikami z odstrafiovaného nadoru, ale i o zneskodnéni nadorovych bunék, které
koluji v krvi spolu s ptipadnymi mikrometastdzami. U mnoha nddorovych bun¢k nemusi dojit
k propuknuti onemocnéni, protoze jsou udrzovany imunitnim systémem. Velky stres spojeny
s operaci plsobi imunosupresivné a posouva rovnovahu imunity ve sméru rozvoje metastaz.
Cilem MBTA je posun této rovnovahy ve prospéch imunity, aby byl imunitni systém pfipraven

na resekci naddoru a zabréanil komplikacim a recidivé onemocnéni (Zenka, ustni sdélent).

Uskutecnéné studie ndm podporuji hypotézu, Ze podanim neoadjuvantni imunoterapie
by mohlo dojit k pfekondni poopera¢ni imunosuprese a k odstranéni vzniklych nebo

potencidlnich metastdz. Mezi slibné patii zejména terapie, které mohou aktivovat jak
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adaptivni, tak vrozenou imunitu léceného jedince. V zdjmu dosazeni lepSich vysledk u
onkologickych pacientii by mélo byt bliz§i zkoumani neoadjuvantni imunoterapie, kterd by jiz
v dobé operace piipravila imunitu k boji s nddorovymi buiitkami a zaroven by snizila

vyvolanou imunosupresi a omezila jeji diisledky (Bakos a kol., 2018; Zenka, ustni sd&leni).

7.4.2 Porovnani s neoadjuvantni chemoterapii

V kombinaci s chirurgickym zékrokem pfedstavuje neoadjuvantni podani nékteré
z bézné uzivanych lé¢ebnych metod vyhody oproti adjuvantnimu podani. Neoadjuvantni
chemoterapie se také miize u n¢kterych typti nddorti pouzivat jako standardni terapie, napt. u
osteosarkomu. Pfi podani chemoterapie pred chirurgickym zakrokem je hlavnim cilem
zmenSit nadory a prispét tak k usnadnéni jejich kompletni resekce. Pfedoperacni podani
chemoterapie také pravdépodobné zptlisobuje, v porovnani s poopera¢nim podadnim, méné
nezadoucich ucinkl (Lordick a Gockel, 2016). Vyhodu také predstavuje pozorovani odpoveédi
pacienta na neoadjuvantni chemoterapii. Pozorovani muize vést ke stanoveni presnéjsi
diagnozy a optimalizaci planovaného chirurgického zakroku, nebo v€asné zmeéné 1é¢ebného

planu (Hayes a Schott, 2015).

I pres veskeré vyhody neoadjuvantni chemoterapie je zde stadle mnoho negativnich
ucinktl, které podporuji hypotézu, ze neoadjuvantni imunoterapie je vyhodnéjsi 1écebnou
metodou v kombinaci s chirurgickym zdkrokem. Béhem podstupovani neoadjuvantni terapie
by mélo byt snahou plné vyuzit této doby ke zlepseni celkového zdravotniho stavu pacienta
(Lordick a Gockel, 2016). U pacientll podstupujicich chemoterapii bézn€¢ dochéazi k mnoha

negativnim U¢inktim, které ovliviiuji jejich bézny Zivot (Arunachalam a kol., 2021).

Ackoli se béhem imunoterapie i chemoterapie 1€¢i pomoci 1€ki, obé tyto metody
funguji na rozdilném principu. Zatimco chemoterapie plisobi na rychle rostouci buiiky a brani
v jejich proliferaci, imunoterapie poméhd imunitnimu systému Iépe identifikovat nadorové

buiiky, jejich napadeni a naslednému zneskodnéni (Rowden, 2021).

Chemoterapie neni schopna rozpoznat nadorové buiiky a ptisobi i na normalni buiiky
v tele. Problém predstavuje zejména schopnost chemoterapeutickych 1é¢iv vyvolat
myelosupresi, a tim dochazi také k vyvolani imunosuprese. K myelosupresi dochézi snizenim
aktivity kostni dfen€, a dochézi k ttlumu krvetvorby, kdy klesa tvorba erytrocytii, trombocytl
a leukocytl. Pravé snizend tvorba leukocytl ptispiva k imunosupresi (Steele, 2002). Snizena

funkce imunitniho systému vede ke zvySenému riziku onemocnéni infekéni chorobou a
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pacient miize byt ohrozen na zivoté. Propuknuti infekéniho onemocnéni je hlavni pticinou

umrti pacientli s rakovinou (Elhadi a kol., 2021).

U chemoterapeutickych 1é¢iv je hranice pfinosu a toxicity v pomérné t€sném vztahu,
obzvlasté pokud se chemoterapie nepouziva jako primarni 1écebnéd metoda (Krzyzanowska a
kol., 2005). Imunoterapie predstavuje 1é€ebnou terapii, ktera oproti chemoterapii indukuje
imunologickou pamét’ imunitniho systému a zaroven ho aktivuje proti rakoviné. Pro dosazeni
dlouhodobych lécebnych uUc€inkil je imunitni pamét nezbytnd. Diky posileni imunitniho
systému pomoci imunoterapie miize dojit také ke snizeni nezadoucich u€¢inkd. Zasluhu na tom,
kromé& imunologické paméti, maji pravdépodobné¢ mechanismy autotolerance vlastnich
antigenll u T a B lymfocytt, kdy napf. aktivni imunizace protinddorovymi vakcinami vede

k mirnym vedlej$im G¢inktim (Schirrmacher, 2019).
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8 Navrh experimentu s neoadjuvantni imunoterapii melanomu (B16-
F10)

Na zékladé¢ ziskanych poznatkli o neoadjuvantni imunoterapii se potvrdilo, Ze se jedna
o velmi nadénou nadorovou terapii. Domnivame se, ze MBTA imunoterapie
v neoadjuvantnim provedeni predstavuje vhodnou lécebnou terapii, kterda by v budoucnosti
mohla mit rozséhlé vyuziti. Pro zavedeni MBTA do standardni praxe je potfeba uskutecnit
jesté nékolik experimentl, které by pomohly urychlit zavedeni preklinickych a nésledné

klinickych studii.

Na zakladé piedlozenych materiald od dr. Zenky navrhuji provedeni daliho
experimentu na obtizn¢ léCitelném mysim melanomu B16-F10. Zamérem experimentu by
mélo byt pozorovani vyskytu imunosuprese po resekci primarniho nadoru s cilem poukdzani

na Skodlivost operace.

Chceme prokazat, Ze je vhodnéjsi s operaci pockat a pfed ni nejprve navakcinovat

organismus vlastnim nadorem.
Do pokusu bude zatfazeno 36 mysi.
V den -12 pichnout 30 mysim s.c. do pravé slabiny po 400 000 B16-F10 bunék.

V den -6 pichnout vSem 36 mysim s.c. do levé slabiny po 200 000 B16-F10 bun¢k

(reprezentuji metastazy).
V den 0 rozdélit mysi po Sesti do Sesti skupin:

1/ aplikace 50 ul MBTA do pravého nadoru ve dny 0, 1, ... 7, 8, ... 14, 15

2/ aplikace 50 ul PBS do pravého nadoruve dny 0, 1, ... 7, 8, ... 14, 15

3/ odoperovani pravych nadorti v den 2

4/ aplikace 50 ul MBTA do pravého nddoruve dny 0, 1, ... 7, 8, ... 14, 15, jejich
odoperovani v den 17

5/ aplikace 50 ul PBS do pravého nadoru ve dny 0,1, ... 7, 8, ...14, 15, jejich
odoperovani v den 17

6/ mysi bez pravého nadoru, v den 2 mimikrovani operace pravé slabiny

Me¢teni velkosti nddorti bude provadéno obden, misto po odoperovani nadort bude

pouze sledovano. Kli¢ovym bude rist nadort v levé slabing.
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9 Diskuse

Neoadjuvantni imunoterapie pfedstavuje nadéjny terapeuticky pfistup, s jehoz
pouzitim by mohla byt usnadnéna lécba nddorovych onemocnéni. 1 prestoze radikalni
chirurgicky zékrok vede u fady pacientl k Giplnému vyléceni, velka ¢ast pacientid recidivuje
v disledku imunosuprese. Pravé neoadjuvantni imunoterapie predstavuje ucinny zptisob, jak

ptedejit rozsahu zakroku zmensenim velikosti nddoru, a tim zmirnit ¢i zabranit imunosupresi.

Podani imunoterapie pted chirurgickym zékrokem nabizi kromé& zmenSeni velikosti
nadoru i dal$i vyhody. Pozitivné pfijimanou hypotézou je, Ze ponechani celého nadoru po
dobu podavani neoadjuvantni imunoterapie vyvola silngjsi a $ir$i imunitni odpovéd’ T bunck.
Tato hypotéza byla podpoiena preklinickou studii z roku 2016, kdy doslo k expanzi nddorové
specifickych CD8" T bunék v periferni krvi po podani neoadjuvantni imunoterapie (Liu a kol.,
2016). Je prokadzano Ze podani imunoterapie neoadjuvantné usnadnuje interakce mezi
buikami imunitniho systému s naddorovym mikroprostifedim. Divodem je, Ze nedosSlo k
naruseni struktury lymfatického systému a imunitni systém neni zatizen 1é€bou operovaného
mista. To z neoadjuvantni imunoterapie ¢ini vice efektivni v posileni imunitniho systému, nez

je tomu u adjuvantni imunoterapie (Bilusic, 2022).

I pies veskeré zminéné vyhody, co by tato 1écebnd metoda mohla poskytnou, nebo co
Jiz poskytuje, je diilezité zminit, Ze je stadle mnoho nezodpovézenych otazek. Mezi tyto otazky
patii predevsim ty, které se tykaji idealniho nacasovani a délky, po kterou bude neoadjuvantni
imunoterapie poddvana s ohledem na planovanou resekci nadoru. Stim souvisi také
nezodpovézené otazky ohledné poctu predoperacnich davek a stanoveni ¢asového intervalu
mezi ddvkami. Dale se jednd o otdzky ohledné predikce reaktivity pacienta na podanou 1écbu.
Obecné lze fici, Ze neoadjuvantni imunoterapie je pomérné novy termin a bude podléhat

dal$im vyzkumtm.

Aktudlnim problémem klinicky pouzivané adjuvantni i neoadjuvantni imunoterapie se
zda byt vyhodnoceni pacientii, u kterych by mohla byt dana imunoterapie pfinosna. Jednim z
diivodl je pravdépodobné nedostatek znalosti ohledné mechanismli tniku rakoviny ptfed
imunitnim systémem. Dalsi problém ptedstavuje chybéjici diagnosticky néstroj, ktery by mohl
pomoci lékatfi vyhodnotit a predpovédét pravdépodobnou lécebnou odpoveéd na zvolenou

terapii. Existence diagnostického nastroje by pomohla selektovani pacientli, pro které bude
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konkrétni imunoterapie pfinosnd, nebo by se na zéklad¢ ziskanych dat zménil navrhovany

terapeuticky ptistup (Galli a kol., 2020).

Nedefinovano zlstavd 1 optiméalni rozvrZzeni neoadjuvantni imunoterapie a
chirurgického zakroku (Liu a kol., 2019). Pro stanoveni optimalniho rozvrzeni je ale dulezité
porozumét, kdy presn¢ dochdzi k rozvoji dostate¢né imunitni odpovédi (napt. expanzi T
bun¢k) a v jakém bod¢ dochazi opét k negativnimu ovlivnéni téchto parametri nadorem
(O’Donnell a kol., 2019). Vhodné nacasovani 1écby je diilezité u vSech strategii neoadjuvantni
imunoterapie, nejedné se pouze o kombinaci s chirurgickym zakrokem. Pro maximalizovani
ucinnosti a bezpecnosti je dilezité rozsifit nynéjs$i védomosti nacasovani podéani latek
stimulujicich imunitu (Liu a kol., 2019; Hong a kol., 2020).

V bakalatské praci byla také porovnana neoadjuvantni chemoterapie s neoadjuvantni
imunoterapii. Hlavnim cilem bylo poukazat na imunosupresivni u¢inky chemoterapie a jejich
efekt na imunitu 1é€eného jedince. Chemoterapie neni zamétena pouze na nadorové buiky a
negativné tim ovliviluje pacienta v mnoha aspektech zivota. Zasadnim se jevi negativni vliv
chemoterapie na krvetvorbu, kdy se snizuje i tvorba leukocytii. Imunitni systém hraje
diilezitou roli v boji s rakovinou a sniZend tvorba leukocytti vede k imunosupresi, kterd mize
pacienta ohrozit. Porovnanim chemoterapie a imunoterapie doslo k validaci myslenky, Ze
chirurgicky zékrok v kombinaci s neoadjuvantni imunoterapii by spise pfispél ke zlepSeni

vysledki pacienta a jeho rekonvalescenci po resekci primarniho nddoru (Burton a kol., 2022).

Momentaln€ chybi imunoterapie, ktera by vedla ke zlepSeni imunitniho systému pied
operaci tak, aby se zabranilo imunosupresi a zaroven se prispélo k celkovému uzdraveni

jedince po operaci.

Pravé MBTA imunoterapie vyvijena pod vedenim dr. Zenky pfedstavuje unikétni
lécebnou terapii, kterd spojuje primarni atak na Urovni vrozené imunity s ndslednym
zapojenim adaptivni imunity. Jeji unikatnost spocivd v pouziti léeného nadoru jako
vakcinacniho materidlu, kterym se navakcinuje cely organismus pacienta. Zapojenim
adaptivni imunity dochézi k tvorbé antigenné specifické imunitni paméti, kterd ucinné reaguje
na ptfipadné metastazy, které se mohou v disledku imunosuprese po chirurgickém zakroku

projevit.

Neoadjuvantni imunoterapie je v dosavadni dobé schvalena pro 1écbu nékolika typi
rakoviny, jako napf. karcinom prsu a NSCLC. Zavedenim MBTA terapie by mohlo dojit

k rozsifeni 1é€by vSech nadort. Divodem je, Ze MBTA terapie vyuziva k tvorbé vakcinace
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nadorové bunky pfimo od pacienta a je tedy stoprocentné personalizovana. Z toho vyplyva, Ze

jeji tiCinnost je antigenné specificka proti 1é¢enému nadoru.

Dtlezité je zminit, Ze neoadjuvantni imunoterapie nema za cil odstranéni primarniho
nadoru. Predpoklada se, Ze jeji nejvétsi potencial je v kombinaci s chirurgickym zakrokem.
Podle dr. Zenky (Gstni sdéleni) by mé&la u¢inna neoadjuvantni imunoterapie dosahovat ti
hlavnich cili. Protoze se jednd o imunoterapii podédvanou pted hlavni 1é¢ebnou metodou,
nejcastéji chirurgickym zakrokem, mélo by dojit k posileni imunitniho systému, aby doslo
nejen k pfipravenosti organismu pred zdkrokem, ale zaroven ke zmenseni nadoru a tim i mensi
invaznosti provadéného zékroku. Dosazenim tohoto cile mulze dojit az k potlaceni
imunosuprese, kterd je standardné vyvoland chirurgickym zdkrokem. Zaroveii by méla
eliminovat vSechny cirkulujici nddorové buiiky a pfipadné metastazy, aby bylo zabranéno
recidivé onemocnéni. Dal§im cilem by méla byt budouci ochrana proti metastazam, které by
se ptipadné mohly objevit jiz v dobé po zakroku. MBTA imunoterapii jsme schopni dosdhnout

vSech vyse zminénych cilti.
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10 Zavér

e Byla provedena reSerSe shrnujici soufasné poznatky o neoadjuvantni nadorové
imunoterapii.
@ Byl vypracovan navrh experimentu za pouziti neoadjuvantni imunoterapie na mySim

melanomu B16-F10.
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11 Seznam pouzitych zkratek

ADCC — bunécna cytotoxicity zavisla na protilatce
anti-CD40 — protilatka proti molekulam CD40
APC — antigen prezentujici buiiky

BAM - biokompatibilni kotva membran

CD4 — koreceptor pomocného T lymfocytu
CD40L — ligand CD40

CD8 — koreceptor cytotoxického T lymfocytu
CDC — cytotoxicita zavisla na komplementu
CEA — karcino-embryonalni antigen

CLR — c-type lectin receptors

CTC — cirkulujici nddorové bunky

CTLA-4 — cytotoxic T-lymphocyte antigen 4
DAMPs — damage-associated molecular patterns
DC — dendritické bunky

DCC — spici nddorové bunky

dsRNA — dvouvlaknova ribonukleova kyselina
EMT - epitelidlné¢ mezenchymalni tranzice
GBM - glioblastoma multiforme (glioblastom)
GD2 — disialogangliosid

HIT-IT — lidska intratumoralni imunoterapie
IFN — interferon

IFNGR - interferon-gamma receptor

Ig — imunoglobulin

IL — interleukin

irAE — imunitn€ podminéné nezadouci uc¢inky
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ICIs — inhibitory imunitnich kontrolnich bodt
IT-IC — intratumoralni podani imunocytokinu

LTA — kyselina lipoteichoova

mAb — monoklondlni protilatka

MBL — manoézu vazajici lektin

MBTA — manan-BAM, TLR ligandy, anti-CD40 imunoterapie
MHC — hlavni histokompatibilni komplex

MR — manézovy receptor

NET — neutrofilni extracelularni past

NK — pfirozeny zabijak (natural killer)

NSCLC — nemalobunéény karcinom plic (non-small lung cancer)
PAMPs — pathogen associated molecular patterns
PBS — phosphate buffered saline

PD-1 — programed cell death protein 1

PD-L1 — programmed death ligand 1

PD-L2 — programmed death ligand 2

PEG — polyethylenglykol

PHEO - feochromocytom

Poly(I:C) — kyselina polyinosinicka-polycytidylicka
PSA — prostaticky specificky antigen

PRR — pattern recognition receptor

R-848 — resiquimod

TA3Ha — karcinom mlécné Zlazy

TAN — neutrofily spojené s nadorem

Tc — cytotoxicky T lymfocyt

TCR — receptor T lymfocytu
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Th — pomocny T lymfocyt

TLR — Toll-like receptor

TM — nadorové markery (tumor markers)

TNBC — trojité€ negativni karcinom prsu (triple-negative breast cancer)
TNF — tumor necrosis factor

VEGF — vascular endothelial growth factor
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