Teze přenášky k habilitačnímu řízení přednesené na zasedání Vědecké rady, UK 2.LF dne 17.4. 2008
MUDr. Radek Špíšek, Ph.D., Ústav imunologie, UK 2.LF a FN Motol

Habilitační přednáška:

Klíčová role dendritických buněk v koordinaci imunitní reakce a principy jejich využití v imunoterapii nádorových onemocnění

Role imunitního systému a aktivace imunitní reakce

Obratlovci mají pro účinnou obranu proti infekcím k dispozici dvě hlavní složky imunitního systému- systém nespecifické (přirozené) imunity a systém imunity specifické (adaptivní). Složky nespecifické imunity  jsou schopny rychlé detekce přítomnosti patogenu v organismu. Obranná reakce je v případě nespecifické imunity velmi rychlá, uniformní a často vede k úplné eliminaci patogenního agens bez nutnosti zapojení specifické imunity. Nespecifická imunita nemá mechanismy, které by zabezpečily vznik imunologické paměti. 

Klíčovým mechanismem pro funkci specifické imunity je vznik antigen- specifických receptorů na B a T lymfocytech. Výsledkem náhodného přeskupování genových segmentů u genů pro T a B buněčné receptory je existence obrovského množství receptorů s přesně definovanou specifitou. Daní za tuto velkou zásobárnu antigen- specifických lymfocytů je, že lymfocytů pro jeden určitý antigen je velmi malé množství.  Po aktivaci specifického lymfocytu musí nejprve dojít ke klonální expanzi a teprve po vytvoření dostatečné populace efektorových buněk dojde k rozvoji primární specifické imunitní reakce. Tento proces většinou trvá 4-7 dní a po tuto dobu je potřeba, aby obranu zajistila nespecifická imunita. Při opakovaném setkání se stejným patogenem je situace odlišná. V organizmu jsou již vytvořeny paměťové T a B lymfocyty a sekundární imunitní odpověď je mnohem rychlejší.  

Kromě toho, že rozvoj primární specifické imunitní odpovědi trvá dlouho, je ještě důležité zdůraznit, že samotná aktivace antigen specifických T lymfocytů je poměrně složitý proces, který je pod přísnou kontrolou. Je to nebytné proto, že aktivace nesprávných lymfocytů může mít fatální následky, např. v podobě autoimunitních onemocnění. Pro účinnou aktivaci musí být antigen předkládán v lymfatických uzlinách antigen prezentujícími buňkami. Nejúčinnějším představitelem antigen prezentujících buněk jsou dendritické buňky, které jediné dokáží aktivovat naivní T lymfocyty. Plní tedy roli prostředníka mezi systémy nespecifické a specifické imunity, bez kterého nedojde k rozvoji plnohodnotné imunitní reakce. 

Životní cyklus dendritických buněk 

Dendritické buňky se diferencují z kmenových hematopoetických buněk v kostní dřeni. Z krevního oběhu vstupují do tkání, kde se vyskytují především v takzvaném nezralém stavu. Nezralé dendritické buňky exprimují na svém povrchu velké množství molekul umožňujících pohlcování nejrůznějších antigenních částic (viry, bakterie, infikované, nádorové či odumřelé buňky).Nezralé dendritické buňky nejsou dostatečně vybaveny pro aktivaci imunitní odpovědi. Proces, během kterého se z nezralé dendritické buňky stane profesinální antigen prezentující buňka, je nazýván maturace (zrání). Tento proces je zahájen poté co dendritická buňka pomocí specifických receptorů (například Toll-like receptorů) rozpozná hrozící nebezpečí, nejčastěji průnik infekčního agens do organismu. Proces maturace je charakterizován vymizením schopnosti fagocytovat antigeny. Dochází k výraznému zvýšení exprese MHC molekul I. a II. třídy, kostimulačních a adhezivních molekul. Zrající aktivovaná dendritická buňka migruje do lymfatických uzlin, kde předkládá antigeny T lymfocytům, aktivuje je a zahajuje imunitní reakci. Ta v optimálním případě vede k eliminaci patogenu, který aktivaci dendritických buněk vyvolal (Obrázek 1).  
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V rámci studia biologie dendritických buněk se naše skupina soustředí na roli maturace dendritických buněk u imunopatologických stavů, autoimunitních onemocnění a imunodeficitů. Dále studujeme schopnost klinicky používaných léčiv ovlivnit proces maturace a tím pádem i schopnost dendritických buněk zahájit imunitní reakci. Do této problematiky je možno zahrnout následující práce našeho týmu:  
· Fragmenty gliadinu indukují fenotypickou a funkční  maturaci dendritických buněk (1)
Ve spolupráci se skupinou doc. Tučkové z Mikrobiologického ústavu Akademie Věd byl studován vliv fragmentů  gliadinu na maturaci dendritických buněk. Prokázali jsme, že gliadin významně aktivuje dendritické buňky. Je pravděpodobné, že schopnost gliadinu působit přímo na  přirozenou složku imunitního systému výrazně přispívá ke spouštěcím mechanismům onemocnění.
· Maturační stav dendritických buněk v průběhu extrakorporální fotoferézy- význam pro léčbu chronické reakce štěpu proti hostiteli (2)
Extrakorporální fotoferéza je technika transfúzního lékařství používaná v terapii chronické reakce štěpu proti hostiteli refrakterní na léčbu. Ukázali jsme, že dendritické buňky při fotoferéze fagocytují apoptotické lymfocyty a během prvních hodin po UVA ozáření produkují významná množství IL-10. Protože IL-10 je zapojen do procesu generace regulačních T lymfocytů, zdá se, že indukce této buněčné populace může být jedním z mechanismů vysvětlujících efekt této léčby u chronické reakce štěpu proti hostiteli. 
· Glukokortikoidy narušují diferenciaci a  antigenní prezentaci dendritických buněk (3)
Výsledky této práce ukazují, že glukokortikoidy výrazně narušují diferencianci i maturaci dendritických buněk a snižují počty dendritických buněk v periferní krvi pacientů léčených těmito léčivy.  Práce tedy objasňuje nový mechanismus působení glukokortikoidů.

· Snížená schopnost dendritických buněk pacientů s X-vázanou agamaglobulinémií produkovat IL-6 a TNF po stimulaci TLR-8 (4)
V této práci jsme popsali dosud neznámou roli Brutonovy tyrozin kinázy (Btk) v signalizaci přes receptor pro jednovláknovou RNA, TLR-8, který je exprimován na dendritických buňkách. Zajímavé je, že pacienti s XLA i přes pravidelnou substituci imunoglobuliny trpí častými chronickými infekcemi enteroviry. Enteroviry patří mezi jednovláknové RNA viry a pro jejich rozpoznání je tedy klíčová právě stimulace přes TLR-8. Nalezený defekt ve funkci TLR-8 tedy přispívá k objasnění patogeneze těchto infekcí.

Imunoterapie nádorových onemocnění

Poznání klíčové role dendritických buněk v procesu zahájení imunitní reakce a možnost jejich přípravy ve velkém množství in vitro vedly k úvahám o jejich využití v imunoterapii nádorových onemocnění. Hlavní podmínkou úspěšné protinádorové terapie je předpoklad, že imunitní systém umí rozpoznat a zničit nádorové buňky.  Rozhodující důkaz o roli imunitního systému v obraně proti nádorům poskytly studie na myších bez funkčních genů kódujících komponenty imunitního systému. Imunodeficitní myši nejenže vyvinou chemicky indukované nádory rychleji a s větší frekvencí než imunokompetentní kontroly, ale také tvoří mnohem více spontánních tumorů. 

Nádorové buňky exprimují některé antigeny, které se na jiných buněčných typech nevyskytují. Těchto tzv. nádorově specifických, resp. asociovaných antigenů je již popsáno velké množství. Problémem je, že nádorové buňky samy nemohou fungovat jako antigen prezentující buňky, protože neexprimují kostimulační molekuly. Nádorové buňky navíc mají řadu strategií, pomocí nichž jsou schopné uniknout kontrole imunitního systému. Pro aktivaci protinádorové imunitní odpovědi je nutné, aby byla nádorová buňka pohlcena dendritickou buňkou a aby byly fragmenty nádorových antigenů následně prezentovány v lymfatických uzlinách zralými dendritickými buňkami. Jak bylo ovšem zmíněno výše, nejúčinnějšími aktivátory jsou struktury pocházející z infekčních agens. Jako endogenní signály, které mohou způsobit aktivaci dendritických buněk při interakci s nádorovou buňkou byly identifikovány kyselina močová a proteiny teplotního šoku. Jejich aktivační potenciál je ovšem mnohem nižší než aktivační potenciál struktur pocházejících z patogenů. Aktivace imunitní reakce proti nádorům je tedy podstatně složitější, než zahájení imunitní reakce proti infekcím.

Imunoterapie nádorových onemocnění dendritickými buňkami

Principem imunoterapie nádorových onemocnění dendritickými buňkami je podávání in vitro připravených zralých dendritických buněk, které prezentují nádorové antigeny jako vakcíny, která by vedla k indukci specifické protinádorové imunitní odpovědi. Současné terapeutické protokoly používané v onkologii (chirurgie, chemoterapie, radioterapie) jsou relativně velmi účinné ve své schopnosti zredukovat množství nádorových buněk. U mnoha typů malignit ovšem zůstává problémem perzistence malého množství buněk rezistentních na použité léky. Tento stav se nazývá minimální reziduální nemoc (MRN) a existuje závislost mezi hladinou MRN a prognózou pacienta. Přežívající buňky dají v dalším průběhu choroby vznik nové, terapeuticky již těžko ovlivnitelné nádorové populaci. Pacienti ve stádiu MRN by tedy mohli být vhodnými kandidáty pro protinádorovou imunoterapii, protože aktivace specifické protinádorové  imunitní reakce by v této fázi mohla vést ke zlepšení prognózy onemocnění. 

Obecné schéma imunoterapie dendritickými buňkami je znázorněno na Obrázku 2. [image: image2.png]Vakcina
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            Po výběru pacientů, kteří jsou zařazeni do studie, je připraveno velké množství nezralých dendritických buněk z monocytů v periferní krvi. Při použití mrtvých nádorových buněk jako zdroje celého spektra nádorových antigenů je prvním krokem inkubace dendritických buněk s nádorovými buňkami. Po pohlcení nádorových buněk jsou následně dendritické buňky aktivovány účinným stimulem a zralé dendritické buňky, které prezentují nádorové antigeny jsou poté jako protinádorová vakcína podány zpět pacientovi. 

V oblasti imunoterapie nádorových onemocnění, jsme definovali optimální protokoly pro přípravu velkého množství dendritických buněk pro klinické použití a identifikovali optimální maturační signály, aby byla zajištěna prezentace nádorových buněk. Na in vitro modelech akutní myeloidní leukémie a karcinomu ovária jsme prokázali schopnost takto připravených dendritických buněk indukovat protinádorovou specifickou odpověď. V připravovaných protokolech protinádorové imunoterapie založených na použití dendritických buněk plánujeme podávání vakcíny ve formě zralých dendritických buněk, které prezentují nádorové antigeny pacientkám ve stádiu MRN po radikální operaci karcinomu ovária. Cílem vakcinačního protokolu je indukce specifické imunitní odpovědi proti nádorových buňkám, která by vedla ke zlepšení dlouhodobé prognózy tohoto onemocnění. 

Díky finanční podpoře FN Motol a dalších přispěvatelů se našemu ústavu podařilo vybudovat Jednotku buněčné terapie. Jde o první pracoviště v ČR, kde lze připravovat produkty pro buněčnou terapii za podmínek správné výrobní praxe a její uvedení do provozu je důležitým krokem k provedení prvních klinických studií. Námi vypracovaný protokol přípravy protinádorové vakcíny získal povolení Státního ústavu pro kontrolu léčiv pro klinické použití. Na toto povolení navazuje příprava klinické studie a je připravováno patentové řízení na proces přípravy nádorové vakcíny.

Z prací z oblasti protinádorové terapie publikovaných naším týmem jsou nejdůležitější následující práce:

· Standardizovaná příprava velkého množství dendritických buněk produkujících biologicky aktivní IL-12 pro klinické použití (5)
V tomto článku jsou shrnuty výsledky a popis metodiky, která umožňuje produkci velkého množství dendritických buněk pro přímé použití v klinické praxi. 

· Krosprezentace leukemických blastů autologními dendritickými buňkami nenádorového původu pulzovanými pozdně apoptotickými leukemickými blasty  (6)
V této práci jsme prokázali, že zralé dendritické buňky, které prezentují nádorové antigeny pocházející z blastů akutní myeloidní leukémie mohou indukovat specifickou imunitní odpověď namířenou proti nádorovým buňkám.   

· In vitro analýza dendritických buněk, které prezentují apoptotické nádorové buňky jako vakcíny pro léčbu karcinomu ovária (7)
V této práci byly v in vitro podmínkách provedeny všechny fáze přípravy protinádorové vakcíny pro léčbu karcinomu ovária, tak jak by probíhaly i v klinické studii. Dendritické buňky, které prezentovaly antigeny pocházející z buněk karcinomu ovária indukovaly specifickou protinádorovou imunitní odpověď. 

· Exprese HSP90 na povrchu nádorových buněk po působení bortezomibu je zodpovědná za vyšší imunogenicitu buněk mnohočetného myelomu a aktivaci protinádorové imunitní reakce (8)
V naší práci jsme prokázali, že buňky mnohočetného myelomu zabité  inhibitorem proteazomu bortezomibem, aktivují dendritické buňky. Dendritické buňky, které prezentovaly antigeny myelomových buněk zabitých bortezomibem, účinně aktivovaly nádorově specifické T lymfocyty. Jako molekulu, která je zodpovědná za aktivaci  dendritických buněk, jsme identifikovali hsp90. Použití chemoterapeutik, která indukují imunogenní buněčnou smrt může vést k aktivaci specifické protinádorové imunity a déletrvajícím klinickým odpovědím.
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